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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

CORRELACAO ENTRE CITOTOXICIDADE, ALTERACOES CROMOSSOMICAS E
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As leucemias formam um grupo heterogéneo de neoplasias hematolégicas. O
tratamento destas neoplasias vem sendo um desafio a comunidade cientifica devido
a diversidade genética nas células leucémicas. Alteracbes cromossdmicas
adquiridas e modificacdes da expressao génica estdo envolvidas na génese das
leucemias. Isto tem estimulado o interesse no desenvolvimento de novos agentes
quimioterapéuticos eficazes que atinjam alvos moleculares especificos. Os
compostos da classe triazeno, tais como a dacarbazina e temozolomida, tém sido
usados no tratamento clinico de diversos tipos de cancer, incluindo glioma, leucemia
e melanoma. Dois novos compostos triazenos complexados com cobre (Cull) foram
sintetizados com o objetivo de identificar novos agentes com atividade
antiproliferativa e antibacteriana. Os compostos 1 - Bis[1,3-bis(2-clorofenil)triazenido-
kN N®3-p-O-metdxi-piridina-kN-cobre(ll)] - CsgHzaNgOsClsCu, e 2- Bis[1,3-bis(2-
fluorfenil)triazenido-iN**, N**-u-O-hidréxi-piridina-kN-cobre(ll)] -  CsgHasNgO3F4Cus
foram testados em células leucémicas de LMA, LLA, LMC e SMD in vitro pelo teste
colorimétrico MTT. O composto 1 apresentou melhor atividade citotoxica frente a
maioria dos tipos celulares avaliados neste estudo (ICso: de 3,8 a 28,6 uM)
especialmente em células com alteracdes cromossbmicas. Este composto ainda
apresentou citotoxicidade em células de recidiva de LLA com alteracdes cariotipicas.
Ressaltamos que sua atividade citotoxica foi significativamente mais elevada em
células leucémicas do que em células normais. Os valores de CIM demonstraram
que o composto 1 apresentou maior atividade antibacteriana que o composto 2,
apresentando atividade de estreito espectro frente a cepas bacterianas gram
positivas ATCCs e multirresistentes. Observou-se que o composto 1 foi mais
promissor em relacdo ao potencial antiproliferativo do que ao potencial
antibacteriano, inclusive quando comparado a agentes antineoplasicos como o
etoposide. Estudos adicionais para melhor compreensdo do mecanismo de acao
deveréo ser desenvolvidos.

Palavras-chave: Triazenos. MTT. Citotoxicidade. Leucemia. Citogenética.
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Leukemias are a heterogeneous group of hematologic malignancies. The treatment
of these neoplasms has been a challenge to the scientific community due to genetic
diversity in leukemic cells. Acquired chromosomal abnormalities as well as
modifications of gene expression are involved in the genesis of leukemia. Such facts
have increased interest in the development of new effective chemotherapeutic
agents that reach specific molecular targets. The compounds of the triazene class
like dacarbazine and temozolomide have been used in the clinical treatment of
various cancer types, including melanoma, leukemia and glioma. Two new
compounds triazenes complexed with copper (Cull) were synthesized to identify new
agents with antiproliferative and antibacterial activity. The Compounds 1 - Bis [ 1,3-
bis  (2-chlorofenyl) triazenido-kN** N*3-ji-O-methoxy-pyridine-kN-copper(Il)] -
C36H34NgO.Cl,Cu, and 2 - Bis [1,3-bis (2-fluorfenyl) triazenido-kN**N*-u-O-hidroxy-
pyridine-kN-copper(l)]-C34H25NgO2F4Cu, were tested in leukaemic cells from AML,
ALL, CML and MDS in vitro by MTT colorimetric assay. A higher-capacity of
antiproliferative was verified in compound 1 with cytotoxicity (ICso: 3.8 to 28.6 uM) in
most cell types at diagnosis, particularly in cells with chromosome abnormalities. This
compound also showed in vitro cytotoxicity of relapse of ALL cells with karyotypic
alterations. The cytotoxic activity was significantly higher in leukemic cells than in
normal cells. The MIC values showed that compound 1 had higher activity than
compound 2, showing narrow spectrum antibacterial activity against gram positive
ATCCs and multiresistant bacterial strains. It was observed that Compound 1 was
more promising in relation to the antiproliferative potential than the antimicrobial
activity, even when compared to antineoplastic agents such as etoposide. Additional
studies to understand the mechanism of action will soon be developed.

Keywords: Triazenes. MTT. assay. Cytotoxicity. Leukemia. Cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

As leucemias sdo grupos heterogéneos de neoplasias hematoldgicas, que
resultam da transformacado total ou parcial das células da medula 6ssea. Vérios
critérios, dentre eles a morfologia, a citoquimica, a imunofenotipagem e a detecc¢éo
de alteracbes genéticas constituem a base para classificacdo das neoplasias
hematoldgicas (BAIN, 1998; FUTREAL et al., 2004; ZERBINI et al., 2011). As
andlises citogenéticas e moleculares permitem uma definicho mais precisa no
diagnéstico das leucemias, possibilitam a deteccdo de alteracdes cromossémicas e
mutacBes génicas das células leucémicas. Além disso, permitem correlacionar com
o diagnéstico, a classificacdo, a caracterizacao de diferentes estagios, a avaliacéo
da remissdo e o progndstico destas enfermidades (FETT-CONTE et al., 2000;
PEREIRA, 2006; POMBO-DE-OLIVEIRA, 2008).

As anormalidades genéticas que ocorrem nas leucemias podem ser divididas
em duas principais categorias: aquelas que incluem alteracbes cromossdémicas
estruturais, principalmente translocacbes e inversfes, e aquelas associadas as
alteracdes de expressdo génica. As translocacbes cromossdmicas resultam da
mudanca de posicdo de um gene ou de um fragmento génico para uma diferente
regido cromossdmica, resultando em genes quiméricos com funcdes aberrantes
(FITZGERALD; MORRIS, 1992; BAIN, 1998; LOBO, 2008).

Anormalidades citogenéticas sao identificadas em 60 a 80% dos casos de
leucemia mieloide aguda (LMA) e aproximadamente em 80% dos casos de leucemia
linfoide aguda (LLA), incluindo tanto anormalidades numeéricas quanto estruturais
(HRUSAK; PORWIT-MACDONALD, 2002; VELLOSO et al., 2011). A caracterizacao
da leucemia mieloide crénica (LMC) pode ser baseada na morfologia das células
e/ou no caribtipo, enquanto que nas leucemias linfoides crénicas é baseada nas
caracteristicas morfologicas e imunofenotipicas (ROONEY; CZEPULKOWSKI, 1992;
ZEBRINI et al., 2011).

Os farmacos usados no tratamento do cancer, tanto de origem sintética como
natural, foram descobertos a partir de testes em animais (CHABNER; ROBERTS,
2005). Esta descoberta ocorreu entre as décadas de 1950 e 1970, e a forma de

acao destes farmacos se da através de interacdo com o acido desoxirribonucléico
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(DNA) inibindo a sintese de material genético ou causando algum dano irreparavel.
Novos agentes naturais, como o paclitaxel, e semi-sintéticos, como o etoposide,
foram descobertos e seu mecanismo de acdo ocorre através da atuacdo no
processo de proliferacdo celular. Esta descoberta acabou incentivando estudos
sobre a inibicdo de novos alvos moleculares (LAZO; PARKER, 2006).

Os farmacos utilizados no tratamento do céancer podem ser divididos em
agente ciclo-celular especificos ou ciclo-celular ndo especificos de acordo com o seu
mecanismo de acdo (RAJSKI; WILLIAMS, 1998). Dentre os ciclo-celular especificos
estdo os agentes antimetabdlitos, agentes hormonais, produtos naturais e enzimas;
0s agentes ciclo-celular ndo especificos se dividem em produtos naturais, analogos
da platina e agentes alquilantes (LAZO; PARKER, 2006; KATZUNG, 2010). Entre os
agentes alquilantes temos os triazenos (TZC) que sdo compostos de cadeia aberta
que contém trés atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (N=NN) (HORNER
et al., 2004). Os TZC séo representados por compostos como a dacarbazina e a
temozolamida que sdo usados na pratica clinica como antitumorais, sendo o0 grupo
triazeno o responsavel por suas propriedades farmacolégicas (MARCHESI et al.,
2007). Os TzZC possuem atividade biol6gica comprovada, inclusive atividade
antibacteriana, contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (PARAGINSKI et
al., 2006). A dacarbazina e a temozolamida sdo usadas para o tratamento de
tumores metastaticos no cérebro e outras neoplasias soélidas. Estes dois compostos
também possuem atividade antineoplasica em pacientes com leucemia
(CAPORASO et al., 2007), logo, os TZC podem constituir uma classe de agentes
antineoplasicos para o tratamento das leucemias sendo eficientes contra a forma
refrataria da doenca, ou seja, quando o paciente ndo responde aos tratamentos
convencionais

A citotoxicidade dos compostos TZC vem sendo intensamente estudada
devido ao conhecimento de que suas acdes possam interferir na proliferacdo das
células, resultando entdo, na descoberta de novos agentes antitumorais de grande
importancia. Assim, considerando a atividade biolégica dos compostos TZC e a
importancia da relacdo entre diferentes alteracdes citogenéticas para o
desenvolvimento de futuros farmacos que atinjam alvos moleculares especificos,
este estudo busca avaliar a capacidade citotoxica que compostos triazenos inéditos
possam ter sobre as células leucémicas com distintos tipos de aberracdes

cromossomicas.
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A descoberta de novos agentes quimioterpicos com toxicidade reduzida e
méaxima atividade contra as células tumorais, principalmente leucemias agudas ou

gue nao respondem mais aos tratamentos instituidos, sdo de grande interesse para

a medicina.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade dos compostos TZC inéditos em produzir citotoxicidade
frente a células leucémicas com a presenca ou auséncia de alteracbes
cromossOmicas, bem como, investigar a atividade antibacteriana destes compostos
frente a diversas espécies bacterianas comumente envolvidas em infeccdes

hospitalares.

2 2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos TZC 1 - Bis[1,3-bis(2-
clorofenil)triazenido-kN**,N*3-;i-O-metéxi-piridina-kN-cobre(ll)] e 2- Bis[1,3-
bis(2-fluorfenil)triazenido-kN** N*3-p-O-hidréxi-piridina-kN-cobre(ll)] frente a
células de LLA, LMA, LMC, bem como células mononucleares normais de
medula Ossea, pelo ensaio do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT).

e Verificar a presenca de alteracdes cromossdmicas numéricas e/ou estruturais
nas ceélulas de medula Ossea utilizando a técnica de citogenética
convencional.

e Relacionar as alteragbes cromossOmicas encontradas com o grau de
sensibilidade das células submetidas a atividade citotoxica dos compostos
triazenos.

e Comparar a atividade citotoxica dos compostos 1 e 2 com alguns farmacos
antineoplasicos de uso clinico como: carboplatina, etoposide, vinorelbine e
daunorrubicina em células leucémicas.

e Determinar a atividade antibacteriana dos compostos em estudo frente a

cepas bacterianas padrao de referéncia American Type Culture Collection
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(ATCC), e frente a bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos, isoladas
de pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Triazenos

Os TZC sdo compostos que se caracterizam pela presenca do grupo
diazoamina (-N=N-N-) e sédo de grande interesse devido a sua atividade biolégica ser
bem conhecida, principalmente na terapia anticancer (KIMBALL; HERGES; HALEY,
2002). Em 1956, pesquisadores ja tinham o conhecimento de que estes compostos
eram ativos contra alguns tipos de leucemia para as quais havia resisténcia aos
tratamentos convencionais da época (BURCHENAL et al., 1956).

O primeiro TZC comercialmente utlizado foi o 5-(3,3-dimetil-1-
triazeno)imidazol-4-carboxiamida conhecido como dacarbazina que foi sintetizado na
década de 1960 por Shealy et al.(SHEALY; KRAUTH; MONTGOMERY, 1962). Logo
depois surgiu a temozolamida (3-metil-4-ox0-3,4-dihidroimidazol[5,1-
d][1,2,3,5]tetrazina-8-carboxiamida), outro composto também utilizado na terapia
contra o cancer (BROCH, 2008). O diminazeno (Berenil®), [1,3-Bis (4-
amidofenil)triazeno], € outro TZC que tem acdo tripanossomicida e leishmanicida e
€ muito utilizado para tratar animais domésticos (PEREGRINE; MAMMAN, 1993).
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Figura 1 — Estrutura molecular dos agentes antineoplasicos alquilantes dacarbazina
(1), temozolomida (2) e diminazeno (3)

A dacarbazina era inicialmente considerada como um antimetabdlito, porém,
como este derivado triazeno funciona através da alquilacdo do DNA, foi
reclassificada como agente alquilante. Este farmaco precisa ser ativado inicialmente
pelo citocromo P-450 no figado através de uma reacédo de N-desmetilacdo, e quando
atinge a célula alvo ocorre clivagem espontanea do metabdlito que libera um
componente alquilante chamado diazometano (LAZO; PARKER, 2006). ApGs sofrer
ativacdo metabdlica no figado, a dacarbazina destréi as células em qualquer fase do
ciclo celular. Seu principal uso € em melanoma maligno ou pode ser combinada com
outras drogas em esquemas terapéuticos para tratamento de outras neoplasias
(KATZUNG, 2010).

A temozolamida n&o precisa de ativacdo metabdlica para se transformar na
forma ativa alquilante, isto ocorre em pH fisioldgico, e ela atua em todas as fases do
ciclo celular. Seu principal uso & em pacientes com gliomas malignos (MAYER et al.,
1994). Os efeitos citotoxicos da dacarbazina e da temozolamida estao relacionados
com o fato de promoverem a alquilacdo do DNA impedindo a multiplicacédo das
células tumorais e a sintese de proteinas nestas células. O sitio de alquilagdo mais
frequente é o N’ da guanina, porém, o mecanismo de acéo é relacionado com a

metilacdo do O° da guanina (BROCH, 2008). A diferenca entre os dois farmacos
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esta no fato de que a temozolamida degrada espontaneamente ao seu metabdlito
ativo e pode ser ingerida oralmente penetrando na barreira hematoencefélica. Como
€ bem tolerada, a temozolamida é adequada para ser usada em combinacdo com
outros agentes quimioterapicos quando ocorre resisténcia a ela (DANSON;
MIDDLETON, 2001).

A temozolamida foi o primeiro farmaco aprovado em 30 anos para uso
especificamente no tratamento de glioblastoma multiforme e astrocitoma anaplasico,
que geralmente apresentam recorréncia ou progridem apos a terapia. A vantagem
da temozolamida neste caso é de n&o produzir cardiotoxicidade, e poder ser
administrada oralmente, o que reduz significativamente o0s custos para as
instituicdes hospitalares (CARNERO GOMEZ, 2005). Além destes usos, a
dacarbazina e a temozolamida também podem ser ativas em células leucémicas do
tipo L1210 (linhagem de células linfoblasticas leucémicas murinas), como publicado
em1976 por Venditti (VENDITTI, 1976). Estudos posteriores também comprovaram
que a atividade antitumoral da temozolamida in vivo, frente as células L1210, é
mantida quando administrada oralmente (STEVENS et al.,, 1987) ou na forma
intraperitoneal (NEWLANDS, et al., 1997). A temozolamida ainda pode ser eficaz em
casos de leucemia aguda conforme um estudo publicado em 2007 (CAPORASO et
al., 2007). Adicionalmente, um estudo piloto mostrou que a dacarbazina pode induzir
uma acentuada reducdo de células blasticas em pacientes com LMA, e estas
mesmas células mostraram sensibilidade a temozolamida em um grande ndimero de
amostras (D'ATRI et al., 1995).

A temozolamida age predominantemente através da metilagédo da O°-guanina
no DNA (TAVERNA et al.,, 1992; LACAL et al.,, 1996). Um obstaculo para este
farmaco é a enzima de reparo do DNA, a O°-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT) (BOBOLA et al., 1996; WANG et al., 1996) pois remove 0s grupos metil que
levariam a célula a morte por apoptose, conferindo um importante mecanismo de
resisténcia a temozolamida que se apresenta nas leucemias (HEGI et al., 2005). A
auséncia da expressdo da O°-metilguanina-DNA metiltransferase foi correlacionada
com maior probabilidade de resposta a temozolamida (SEITER et al., 2009) e uma
das estratégias quando se tem refratariedade das células leucémicas € combinar a
temozolamida com outros farmacos (SEITER et al., 2002).

Triazenos isoladamente ou em combinacdo com inibidores de MGMT tem

sido testados em LMA. Em um caso de leucemia aguda refrataria com infiltracdo na
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pele, o tratamento com temozolomida associado a inibidores de MGMT produziu boa
resposta, embora transitéria, com desaparecimento dos blastos e das lesdes de pele
(BONMASSAR et al., 2013).

Em estudos recentes, uma nova classe de 1,3-diaryltriazenos, denominado
1,3-bis(4-nitrofenil)triazeno esta sendo proposta como uma molécula anticAncer que
atinge preferencialmente células tumorais, mostrando-se altamente citotoxica contra
diferentes linhagens destas células, incluindo células de carcinoma cervical (HelLa),
células de carcinoma coloretal e células de carcinoma de laringe resistentes a
cisplatina (CIMBORA-ZOVKO et al.,2011).

3.2 Quimica de coordenacéo, quimica bioinorganica e quimica medicinal

A Quimica de Coordenacdo € uma importante area da quimica inorganica,
estuda os compostos de coordenacdo, este termo é usado para designar um
complexo neutro ou um composto iénico no qual pelo menos um dos ions envolvidos
€ um complexo. O complexo representa um atomo metéalico na forma iénica (acido
de Lewis) rodeado por um conjunto de ligantes (bases de Lewis). O ligante € um ion
ou molécula que pode ter existéncia independente. A ligacdo estabelecida entre
acido e base de Lewis é uma ligacédo coordenada (EPSTEIN; ROSENBERG, 2003).

Os compostos de coordenacdo representam moléculas com grande
aplicabilidade na Quimica Medicinal e quando envolvem metais de transicao,
também sdo chamados de complexos metalicos (EPSTEIN; ROSENBERG, 2003). A
cisplatina (cis-diaminodicloroplatina [ll]), agente antineoplasico ciclo celular
inespecifico, € exemplo de complexo metalico inorganico, no qual um atomo central
de platina (Pt) estd rodeado por quatro ligantes: dois atomos de cloro (Cl) e dois
grupos amoénia (NH3) (KATZUNG, 2010).

Cl Cl
N py ’
7N

H.N NH 5

Figura 2 — Estrutura molecular da cisplatina


http://www.infoescola.com/compostos-quimicos/amonia/

24

A quimica medicinal, cuja atuacdo esta centralizada na descoberta, design,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, bem como no
estudo do respectivo metabolismo e modo de acdo, tem despertado especial
interesse no desenvolvimento de complexos metalicos que possuam uma acao
terapéutica, visando sintetizar novos farmacos ou aperfeicoar a producao de outros
ja introduzidos na pratica clinica (PEREIRA; MORENO, 2010).

Entre os compostos de coordenacdo destacam-se os TZC, sistemas
nitrogenados de cadeia aberta, que apresentam trés atomos de nitrogénio ligados
em sequéncia, essas moléculas possuem grande versatilidade nos modos de
coordenacao devido a geometria molecular e a presenca de sitios doadores de
elétrons (base de Lewis) ligados quimicamente a centros metalicos (acidos de
Lewis) (EPSTEIN; ROSENBERG, 2003). Sua aplicabilidade se estende da quimica
farmacolégica a quimica de materiais. Os triazenos podem ser facilmente
transformados em varios grupos funcionais como demonstrado na Figura 3
(HAFNER; BRASE, 2012).
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Figura 3 — Versatilidade dos compostos triazenos

A bioquimica inorganica ou bioinorgéanica, outra area da quimica inorganica,

tem contribuido para o conhecimento detalhado do metabolismo dos diferentes
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elementos quimicos, da atuacdo dos metais, principalmente dos metais de transicao
presentes nos sistemas bioldgicos. Além disso, avalia as consequéncias na
incorporacao, captacao, transporte, utilizacdo e armazenamento desses metais nos
sistemas organicos, destacando-se a verificacdo de sua toxicidade no campo
medicinal e aplica¢cbes farmacolégicas (BARAN, 2005; THOMPSON; ORVIG, 2006).

Os metais, de forma geral, podem coordenar-se a ligantes em uma
configuracdo tridimensional, onde a molécula pode reconhecer e interagir com um
alvo molecular determinado. Além disso, 0os metais tém a habilidade de perder
elétrons formando espécies catibnicas, o que o0s tornam solUveis nos sistemas
biolégicos. E na forma de cations que eles desempenham seu papel nos processos
fisiol6gicos, tornando-se comum a coordenacdo e interacdo destes com espécies
ricas em elétrons, tais como proteinas e DNA (RIJT; SADLER, 2009).

Entre os metais de transicdo, ferro, zinco e cobre sdo os elementos mais
abundantes nos seres vivos. O ferro faz parte de uma série de processos e funcgdes,
entre eles o metabolismo do oxigénio (hemoglobina, mioglobina, oxigenases),
transporte de elétrons (citocromos, ferredoxinas), e em centros cataliticos de
enzimas de diversos tipos (peroxidases, catalases, fosfatases acidas). O zinco &,
depois do ferro, o metal mais abundante em sistemas biologicos. Ja foram
identificadas mais de 200 metaloenzimas contendo esse elemento (BARAN, 2004).

O ion cobre é outro elemento importante para os sistemas biolégicos, pode
estar presente no estado oxidado Cu(ll) ou reduzido Cu(l) desempenhando funcdes
na fisiologia das células, como um cofator catalitico de varias enzimas celulares
(citocromo-oxidase, tirosinase, ceruloplasmina, lisina oxidase, ascorbato oxidase,
superoxido dismutase, amina oxidase), na respiracdo mitocondrial e na absorcédo de
ferro, assim como seu excesso pode causar danos aos componentes celulares
(TAPIERO; TOWNSEND; TEW, 2003; BARAN, 2004; LINDER, 2012).

Estudos conduzidos por Silva et al. em 2011 demonstraram que novos
complexos com cobre foram capazes de inibir o crescimento de células K562
(linhagem de células de leucemia mielocitica crénica) e apresentaram atividade de
clivagem do DNA de plasmideo (SILVA et al.,, 2011). Também mostraram ter
atividade antineoplasica em linhagens celulares HEp-2 , de carcinoma laringeo
humano (RAMAKRISHNAN et al., 2011).

Desenvolver metalodrogas (metal-based drugs) ou farmacos em geral ndo é

uma estratégia facil. No caso especifico de compostos inorganicos, a bioacumulagéao
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do ion metalico pode causar efeitos colaterais severos e, portanto, aspectos
farmacoldgicos e fisiologicos devem ser investigados in vivo utilizando modelos
animais que comprovem a eficacia e seguranca do composto antes da liberacdo do
farmaco para testes clinicos em humanos (ROCHA et al, 2011).

Um exemplo da importancia da modificagdo de moléculas na sintese quimica
de compostos € o desenvolvimento do mesilato de imatinibe, farmaco aprovado
como tratamento de primeira linha para pacientes com LMC em fase cronica,
também indicado para pacientes com LLA e tumor gastrointestinal metastatico
(PENG; LLOYD; SCHRAM, 2005). Vérios grupos quimicos foram incorporados a
molécula sintetizada inicialmente, com o objetivo de melhorar suas propriedades
farmacoldgicas, como a introducdo de um grupo metil, que aumentou sua atividade
em ensaios celulares. A adicdo de um grupo benzidina ao anel fenil, aumentou a sua
atividade tirosinoquinase e adicdo de N-metil piperazina, possibilitou maior
solubilidade em agua e biodisponibilidade via oral (DENINGER, 2005).

O desenvolvimento e avaliacdo de novas drogas tornaram-se uma pratica

cada vez mais necessaria visando o tratamento e cura de varias doencas.

3.3 Leucemias agudas

As leucemias agudas (LA) sdo doencas heterogéneas, tanto sob o aspecto
morfolégico como sob o aspecto bioldgico. O processo neoplasico que da origem ao
clone leucémico pode surgir em diversas fases do desenvolvimento das diferentes
linhagens celulares da medula 6ssea. As tentativas de separar estas doencas de
acordo com suas semelhancas resultaram na identificacdo de dois grandes grupos
de LA com evolucao clinica e resposta terapéutica distintas, as LMA e as LLA
(ZERBINI et al., 2011).

Em 1975, pela primeira vez, o grupo cooperativo Franco-Americano-Britanico
(FAB) prop0s critérios para uniformizar a classificacdo das LA. Esta classificagéo
inicial baseia-se na semelhanca morfologica da célula normal com o seu equivalente
leucémico, reconhecendo subtipos que refletem o grau de maturacao e a linhagem
celular comprometida (BENNET et al., 1976; 1985).
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A incidéncia da LMA é de aproximadamente 4/100.000 pessoas por ano, é

mais comum em adultos, cerca de 70%, enquanto que a LLA predomina em criancas
(HEIM; MITELMAN, 2009). A LMA se caracteriza pelo crescimento desordenado dos

blastos da linhagem mieloide e na maioria dos casos nao existe uma causa evidente

para a doenca. Os sintomas geralmente sdo cansaco e dispnéia as atividades

fisicas, palidez, sinais de sangramento nas mucosas, manchas na pele, febre,
infeccdes e dores Gsseas (LUSIS, 2000; PEREIRA, 2006).

O diagnéstico e a classificacdo FAB sdo determinados pela analise

morfolégica e citoquimica das células (Quadro 1), imunofenotipagem e citogenética

(HAMERSCHLAK, 2008).

Sub-tipo Nomenclatura M_orfo[og_ia e critérios para Citoquimica
FAB diagnostico
Blastos com elevado grau de MPO<3% dos blastos
imaturidade SBB —
MO LMA sem maturacdo ENE -
MPO + por Me e
anticorpos monoclonais
Blastos com diferenciac¢éo parcial; | MPO ou SBB>3% dos
M1 LMA sem maturagdo | <20% e células monociticas; blastos +
<50% de eritroblastos PAS —
> 10% de células granulociticas em | MPO +
~ maturacgao; SBB +
M2 LMA com maturagao < de 20% de células monociticas; e | PAS —
<50% de eritroblastos
. > 10% de promieldcitos atipicos e | MPO +
Leucemia . )
M3 promielocitica aguda hipergranulares; SBB +
bastonetes de Auer PAS —
Promielécitos atipicos com MPO+
granulagdes finas; SBB+
M3 ve Leucemia 0 nlcleo pode apresentar forma PAS —
Variante | promielocitica (variante | semelhante a rim;
hiperbasof | microgranular e na variante hiperbasofilica o ndcleo
lica hiperbasofilica) € lobulado, citoplasma com
basofilia intensa e granulos
ausentes ou em pegueno numero.
> de 20% de células com MPO +
morfologia monocitica; ENE +
M4 LMA mielomonocitica |> de 20% de células granulociticas;
< de 50% de eritroblastos;
sangue periférico com >x 10° e de
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células monociticas;
lisozima 3x> que o normal.

Eosindfilos anormais com granulos | MPO +

MAE LMA mielomonocitica | eosinofilicos e basofilicos; ENE +
© com eosinofilia > 30% de blastos; PAS + (Eosindfilos)
< 50% de eritroblastos.
M5a LMA monoblastica > 80% das células representadas | ENE +
por monoblastos
< 80% das células sao ENE +
M5b LMA monoblastica monoblastos, embora a maioria

apresenta morfologia monocitica.

> 50% das células representadas | PAS + Eritroblastos
por eritroblastos, incluindo formas | sideroblastos em anel
M6 Eritroleucemia megaloblastoides e
multinucleadas; blastos ndo
eritréides > 30%.

Leucemia
megacariocitica

Megacarioblastos com morfologia | Peroxidase plaquetaria a
heterogénea podendo assemelhar- | microscopia eletronica +
se a blastos de LLA-L2, LMA-MO e |MPO —

M1; células com projecdes SBB -

M7 citoplasmaéticas — megacariocitos | ENE —

grandes e atipicos, blastos
mononucleados ou multinucleados
intensivamente basdfilos.
Mielofibrose.

Quadro 1 — Classificacdo FAB das leucemias mieloides agudas

MPO — mieloperoxidase; SBB — sudam-black B; ENE — esterase ndo especifica; PAS — acido

periédico de Schiff

A classificacdo da Organizacao Mundial da Saude (OMS) para as neoplasias

do tecido hematopoiético foi atualizada na sua 42 edicdo em 2008. Considera o

estudo das alteracBes cromossdmicas e analise de mutacdes, em virtude dos

resultados alcancados com propostas terapéuticas inovadoras nesses subgrupos de
diferentes anormalidades genéticas (ZERBINI et al., 2011) (Quadro 2).

LMA com anormalidades genéticas
recorrentes

LMA com 1(8;21)(g22;922); RUNX1-RUNX1T1]
LMA com inv(16)(p13.1;9g22); CBFB-MYH11
Leucemia promielocitica aguda (LPMA) com
t(15;17)(q22;912); PML-RARA

LMA com t(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
LMA com inv(3)(g21;926.2) ou t(3;3)
(g21;926.2); RPN1-EVI1

LMA (megacarioblastica) com t(1;22)
(p13;913); RBM15-MKL1

LMA com mutacéo de NPM1

LMA com mutacédo de CEBPA

LMA com alteracgOes relacionadas
com Sindrome Mielodisplasica (SMD)

P6s SMD ou doenca mieloproliferativa sem
antecedentes
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LMA/SMD associada com agentes alquilantes
LMA/SMD associada com inibidores da
topoisomerasell

LMA com diferenciagdo minima

LMA sem maturacao

LMA com maturacao

Leucemia mielomonocitica aguda (LMMA)
Leucemia monoblastica (LMoB) e leucemia
monocitica (LMoC)

Leucemia eritroide aguda (LEA)

Leucemia megacarioblastica aguda (LMegA)
Leucemia basofilica aguda (LBA)

Panmielose aguda com mielofibrose (PMA-MF)
Sarcoma mieloide (SM)

Proliferacbes  mieloides  relacionadas com
sindrome de Down

Quadro 2 — Classificagdo OMS das leucemias mieloides agudas
Fonte: Adaptado de ZERBINI, 2011.

Neoplasias mieloides relacionadas
com terapia

LMA né&o categorizadas nos itens
anteriores

3.3.2 Leucemia linfoide aguda

E a neoplasia mais comum em criancas menores de 15 anos,
aproximadamente 25% dos casos de cancer infantil, sua incidéncia em criancgas € de
3-4/100.000 criancas por ano com pico entre 2 a 5 anos (HEIM; MITELMAN, 2009).

A LLA ocorre devido a uma producdo desordenada de blastos linfoides e
bloqueio na producdo dos demais componentes sanguineos. Os sinais e sintomas
sdo semelhantes aos da LMA e o diagndéstico é feito por meio de analise morfolégica
da medula 6ssea, imunofenotipagem e citogenética, sendo que o tratamento
também deve considerar esses trés tipos de analise (HAMERSCHLAK, 2008).

Durante mais de trés décadas o grupo FAB, que se baseia na morfologia, foi o
principal método de classificagdo das LLA. As principais sao: L1 — Leucemia linfoide
aguda, variante da infancia, L2 — Leucemia linfoide aguda, variante de adultos e L3 —
Leucemia linfoide aguda, tipo Burkitt.

A classificacdo mais recente da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de
2008 incluiu caracteristicas moleculares e clinicas além das caracteristicas
morfolégicas. Na classificagdo OMS das leucemias linfoides agudas de precursores
das células B incluem-se 0s subgrupos citogenéticos como:
1(9;22)(q34;q11)BCR/ABL;  t(?;11g23) MLL;  t(1;19)(q23;p13) E2A/PBXI1,
t(12;21)(p13;g22) ETV6/RUNX1 e t(5;14)(q31;932) IL3/IGH (ZERBINI et al., 2011).
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A maioria dos casos de LLA expressa antigenos da linhagem B e podem
dividir-se em varias categorias (Quadro 3).

Imunoglobulina | Frequéncia | Imunoglobulina | Presengca | Receptores
de Citoplasma % de superficie de CD10 |decélulasT
LLAPro B - 4 - - -
LLAPréB + 13 - + -
LLA comum - 64 - + -
LLAB - 4 + K OUA + -
LLAT - 15 - + +
LLA +
transicional +tu <1 T Egﬁaggﬁggs B

Quadro 3 — Classificacdo das LLA baseada em alguns marcadores diferenciais
Fonte: Adaptado de HEIM; MITELMAN, 2009.

Em cerca de 25% dos pacientes com LLA, as células leucémicas também
expressam antigenos mieloides, nestes casos ha possibilidade da utilizacdo desses
marcadores no seguimento de doenca residual. Casos mais raros de LA nao
apresentam evidéncias de comprometimento de linhagem. Esses casos Sao
incluidos em um grupo de pacientes com leucemia aguda indiferenciada. Outros
pacientes exibem caracteristicas de comprometimento tanto mieloide como linfoide.
Neste caso sdo chamados bifenotipicos. O progndéstico para 0s pacientes com
leucemia aguda indiferenciada ou bifenotipica é pior (PIETERS; CARROLL, 2008).

3.3.3 Tratamento das leucemias agudas

Os agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer sao
originalmente sintéticos, semi-sintéticos ou naturais, sendo divididos em classes
diferentes: agentes alquilantes, antimetabdlitos, alcaloides vegetais, antibidticos
antitumorais, agentes hormonais e agentes diversos (KATZUNG, 2010). As
principais drogas utilizadas em hematologia-oncologia quanto a especificidade no
ciclo celular, fases no ciclo celular, classe e funcao estdo descritas do Quadro 4.

Atualmente preconiza-se 0 uso de quimioterapicos em associacdo, a

poliquimioterapia, ou seja, a utilizacdo de duas ou mais drogas que combinadas



31

agem de forma complementar. Os esquemas combinados apresentam vantagens,
pois as drogas quando combinadas, podem diminuir a resisténcia tumoral e causar
efeitos sinérgicos. Além disso, os efeitos colaterais podem ser reduzidos ja que as

doses de cada medicamento serdo menores e o efeito toxico ocorrera em locais

distintos do organismo (LAZO; PARKER, 2006).

Fase | Quimioterapico Classe e funcao em nivel celular
Agentes diversos - Hidrolisam a L-asparagina
G1 | Asparaginase circulante em &cido aspartico e amoénia com
inibicdo da sintese de proteina.
Antibidticos antitumorais - Atuam através da
- ligagdo ao DNA resultando em rupturas de
G2 Bleomicina filamentos simples e duplos com inibicdo da
biossintese do DNA.
@) Etoposide Plantas Alcaloides - Inibidores da topoisomerase
E P Il, enzima necesséria a replicacdo do DNA.
— Agentes diversos - Inibem a enzima
0 d . S ) . o .
< < Hidroxiuréia ribonucleotidio redutase com inibicdo da sintese
5| W ¢
o de DNA.
)
d m Mercaptopurina Antimetabdlitos - Possuem a estrutura quimica
O } S Metotrexato que permite incorporar-se a célula competindo
0O 9 - - pela semelhanca com os metabdlitos naturais,
d O Tioguanina como o &cido félico, as purinas e pirimidinas.
O 10 Citarabina Blogueiam a producdo de  substancias
O Fludarabi fundamentais ou interpde-se as cadeias de DNA e
©)] udarabina RNA celular.
E Vincristina Plantas alcaloides - Inibidores mitoticos,
a blogueiam a divisdo celular na metéfase ao
< M imblasti ligarem-se as proteinas dos microtibulos,
a Vimblastina destruindo-os e impedindo a polarizacio dos
O Cromossomos
LL Bussulfan Agentes alquilantes - Causam alteracbes na
8 o) Cisplatina cadeia de DNA e impedem sua replicagéo.
a | O - - Responsaveis pelo recrutamento das células
& L C|cIof0§fam|da quiescentes para o processo de divisdo celular
Ifosfamida ara acdo das drogas ciclo-especificas
O p ¢ g p
L M
elfalan
o
n Dacarbazina
L
Z Carmustina
(') Daunoblastina Antibidticos antitumorais- Agentes
“ > C ) \
o Doxorrubicina ant|m|cro_b|anos. produ2|dos,pelo Strepton)y_ces,
= — atuam interferindo na sintese dos &cidos
o Idarrubicina
nucléicos.
Mitoxantrona

Quadro 4 — Classificacao das principais drogas utilizadas em Hematologia-Oncologia

guanto a especificidade no ciclo celular, fases no ciclo celular, classe e funcao
Fonte: Adaptado de MAIA, 2010; KATZUNG, 2010.
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Os protocolos de quimioterapia sdo divididos por ciclos. O primeiro ciclo é
chamado de inducdo e possui 0 objetivo de promover a remissdo completa ou
parcial da doenca. Entende-se como remissdo completa uma taxa menor que 5% e
como remissao parcial uma taxa menor que 20% de células neoplasicas na medula
o0ssea (MAIA, 2010).

Os ciclos subsequentes sdo denominados de consolidagdo e manutengéo.
Sdo destinados a prevenir a recorréncia da doenca. Na maioria das vezes, a
consolidacdo consiste em uma repeticdo da quimioterapia de inducdo ou na sua
intensificacdo por meio de farmacos adicionais. A manutencéo envolve a utilizagéo
de doses menores do que aquelas administradas durante a fase de indug&o. Apesar
de a quimioterapia tradicional ser dirigida para certas macromoléculas ou enzimas,
ela nado discrimina de forma eficaz as células malignas das células normais com alta
taxa de proliferacdo, resultando em inumeros efeitos adversos, como nauseas,
vOmitos, mucosite, alopecia e mielotoxicidade (MAIA, 2010).

A auséncia de resposta da doenca ao tratamento acontece quando as células
neoplasicas desenvolvem mecanismos de resisténcia a acdo das drogas tendo
como conseqiéncia a progressado da malignidade, chamada de recaida da doenca
de base. A recaida é denominada precoce, caso ocorra com menos de um ano de
tratamento, e tardia, se ocorrer apés um ano. O tratamento se reinicia sempre que
ocorrer recaida da doenca, geralmente com a mudanca do protocolo padrdo de
guimioterapia para um alternativo. Quando varios protocolos séo utilizados e a
neoplasia continua resistente, é diagnosticada como doenca refratéria, e instituido o
inicio do tratamento paliativo (MAIA, 2010).

A quimioterapia com drogas combinadas induz uma remissdo completa na
maioria dos pacientes com LLA e LMA. Apds a remissdo, o tratamento podera
depender dos resultados de identificacdo de doenca residual minima (DRM),
citogenética e condicbes clinicas do paciente, intensificando-se as doses de
guimioterapicos, modificando esquemas terapéuticos com protocolos alternativos ou
instituindo outros tratamentos como os transplantes de medula 6ssea (MROZEK;
HEEREMA; BLOOMFIELD, 2004). O uso de combinagdes de farmacos citotoxicos,
concomitante ou ndo ao transplante de medula 6ssea, aumenta o percentual de cura
em mais de 80% nas criancas e 50% em adultos jovens com LLA (BRENNER,;
PINKEL, 1999; HAMERSCHLAK, 2012).
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Estudos recentes, com o0 objetivo de melhorar o indice terapéutico,
demonstram que estdo sendo explorados, em combinagdo com quimioterapicos,
agentes modificadores epigenéticos que tém acao sobre enzimas como DNA metil-
transferases (DNMT) e histona desacetilases (HDAC). Eles podem trazer beneficios
clinicos modificando o epigenoma de células neoplasicas, inibindo as DNMT e
HDAC, responsaveis pela metilagdo e acetilacio do DNA, principalmente em
doencas hematolégicas como LMA e SMD (MULLER; PRADO, 2008;
HATZIMICHAEL; CROOK, 2013).

3.3.3.1 Tratamento da LMA

O tratamento tem como objetivo induzir a remissdo, ou seja, O
desaparecimento dos blastos na medula 6Ossea utilizando farmacos como a
citarabina, daunorrubicina, metotrexato, 6-mercaptopurina e mitoxantrona
(HAMERSCHLAK, 2008).

A citarabina é um farmaco classificado como antimetabdlito e é o mais
importante utilizado na terapia da LMA. Como existem mecanismos de resisténcia a
citarabina, a concentracdo deste farmaco no plasma declina rapidamente e devem-
se utilizar esquemas com doses cada vez mais altas para se alcancar melhores
resultados e induzir a remissdo completa da doenca (HUBEEK et al., 2006;
KATZUNG, 2010).

O indice de remissdo apdés inducdo atinge até 80%, mas a taxa de cura
permanece em torno de 35 a 60%, excecdo feita a leucemia promielocitica
(MORANDO et al., 2010). Os pacientes com LMA M3, a partir dos anos 90, tém sido
tratados com esquemas que incluem o acido transretinoico (ATRA), tendo elevada a
taxa de remissdo completa para mais de 80%, enquanto a sobrevida global e a
sobrevida livre de doenca para 80% e 90%, respectivamente (BAUDARD et al.,
1999; HAMERSCHLAK, 2012).

E provavel que varios fatores estejam implicados na falha terapéutica e no
percentual relativamente baixo de cura da LMA. Entre os fatores responsaveis pela

remissdo ndo sustentada estdo a propria heterogeneidade da doenga, contagens de
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leucécitos acima de 20.000, envolvimento de muitos rearranjos cromossémicos, e a
resisténcia a antraciclinas e a citarabina (BAUDARD et al., 1999).

Outro aspecto a ser considerado para a falha terapéutica é a resisténcia a
multiplas drogas (MDR). Varios estudos apontam que este seja um dos mecanismos
que influenciam na falha ou auséncia da resposta aos quimioterapicos, uma
resisténcia adquirida pelas células neoplasicas que se caracteriza pela reducdo da
concentracédo intracelular do farmaco. O principal fator relacionado com a MDR ¢é a
expressdo aumentada da glicoproteina P(Pgp), que funciona como uma bomba de
efluxo dependente de energia capaz de transportar drogas para o exterior da célula
através da membrana plasmatica (WAGNER-SOUZA et al., 2003; HUBER,;
MARUIAMA; ALMEIDA, 2010).

3.3.3.2 Tratamento da LLA

O Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia na Infancia
(GBTLI-99) preconiza os seguintes antineoplasicos para o tratamento das LLAs:
prednisona, vincristina, L-asparaginase, daunorrubicina, citarabina, ciclofosfamida, 6
mercaptopurina e tioguanina (CAZE; BUENO; SANTOS, 2010).

O tratamento deve ser selecionado de acordo com uma classificacdo com
riscos padronizados (baixo ou alto risco), tais como indice de DNA, citogenética,
resposta precoce a terapia, imunofenotipagem e presenca de doenca no sistema
nervoso central (HAMERSCHLAK, 2008). A fase inicial de tratamento, a inducéao,
deve incluir o tratamento ou prevencéo da doenga no sistema nervoso central, que
inclui a quimioterapia profilatica com metotrexato no liquor (intratecal). Quando a
remissdo € obtida, os pacientes sdo submetidos a ciclos de quimioterapia poés-
remissao e, posteriormente, passam a usar medicamentos quimioterapicos por
aproximadamente dois anos, geralmente via oral, como manutencédo. Mais de 90%
das criancas apresentam remissdo completa com esta terapia, com toxicidade
minima (KATZUNG, 2010).
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3.4 Leucemia mieloide crénica

A LMC é uma doenca clonal da medula 6ssea caracterizada pela producao
descontrolada de células, principalmente de granulécitos. Ocorre em
aproximadamente 15-20% dos casos de leucemia, com uma incidéncia de 1/100.000
por ano, € mais comum em adultos, homens, com idade média de 65 anos ao
diagnoéstico. Ha estudos que relatam que pessoas expostas a radiacdes ionizantes
tém risco aumentado de desenvolver LMC (HEIM; MITELMAN, 2009).

Contagem elevada de leucdcitos, basofilia, esplenomegalia, medula éssea
com hiperplasia da série granulocitica e megacariocitica, mielofibrose sdo achados
frequentes ao diagndstico (BEUTLER, 2001).

O evento leucemogénico ocorre na célula tronco pluripotente, onde acontece
uma alteracdo cromossOmica: um segmento do cromossomo 9, contendo o
oncogene ABL é translocado para o cromossomo 22 na regido BCR formando um
gene quimérico BCR-ABL que codifica uma proteina p210 com atividade
tirosinoquinase, influenciando na proliferacdo e apoptose das células leucémicas
(HEIM; MITELMAN, 2009).

A terapia com mesilato de imatinibe, inibidor de tirosinoquinase (TKI) serve
como modelo para a terapia alvo molecular do cancer. Estudos sugerem que 0
imatinibe é um inibidor potente na diferenciacdo de células tronco leucémicas, mas
nao as extingue definitivamente (MICHOR et al., 2005).

O tratamento exige monitoramento citogenético aos 3, 6, 12 e 18 meses apds
0 inicio da doenca e controle molecular a cada 3 meses para monitoramento de
doenca residual minima (DRM) (HAMERSCHLAK, 2008).

O monitoramento de DRM em LMC possibilita o diagnostico precoce de
eventuais recidivas, evolucdo e assim, a eficacia do tratamento. Atualmente, o
monitoramento ideal deve ser realizado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real, que fornece resultados quantitativos permitindo avaliar a evolugéo
cinética e quantificacdo dos transcritos BCR-ABL. A comparagdo da razdo BCR-
ABL/ABL em diferentes fases da doenca possibilita monitorar flutuacoes
significativas compativeis com o desencadeamento de uma possivel recidiva
(ALMEIDA; SAADI, 2007).
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A terapia com TKIs deve ser instituida indefinidamente com base na resposta
citogenética e molecular. Sdo recomendados TKls de 22 geracdo (dasatinibe,
nilotinibe) quando ha mutacdes de resisténcia ao imatinibe, e o transplante de
medula éssea é preconizado somente quando ndo ha resposta a estes TKIs
(BACCARANI et al., 2009).

3.5 Citogenética das leucemias

A relacéo entre uma alteracdo genética e o cancer teve inicio em 1960, com a
descoberta do cromossomo Philadelphia (Ph?), em pacientes com LMC (BENNETT,
et al., 1985). O Ph' é resultante da translocacéo reciproca entre os bracos longos
dos cromossomos 9 e 22, transpondo o segmento 3’ do gene ABL para o segmento
5 do gene BCR. O gene BCR, presente no cromossomo 22, ndo possui funcao
conhecida, enquanto o gene ABL, presente no cromossomo 9, é um protooncogene.
O gene resultante da translocacdo, BCR-ABL, é transcrito em um RNA-mensageiro
(mRNA) quimérico e traduzido em uma proteina com localizagdo citoplasmatica e
atividade aumentada de tirosinaquinase (LUSIS, 2000). O cromossomo Ph' esta
presente em 90% das LMC, 20% das LLA em adultos, 5% das LLA pediéatricas e 1%
das LMA (HEIM; MITELMAN, 2009).

Varias técnicas tém sido empregadas na avaliacdo genética das leucemias,
incluindo a citogenética convencional, a citogenética molecular (hibridizac&o in situ
por fluorescéncia: FISH); hibridizagcdo genbmica comparativa (CGH), além dos
métodos de biologia molecular como Southern blotting, amplificacdo de DNA ou
RNA por PCR e PCR em tempo real, entre outras (FITZGERALD; MORRIS, 1992;
FUTREAL et al., 2004; NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010). As técnicas
citogenéticas tém proporcionado de maneira fundamental a compreensdo da
biologia e do tratamento das leucemias (LOBO, 2008; MOORMAN et al., 2010).

Os avancgos nos estudos citogenéticos contribuiram para a deteccao de
anomalias cromossdmicas especificas associadas aos aspectos morfolégicos e
perfis imunofenotipicos das LLAs e LMAs. Além disso, estas anomalias
cromossOmicas adquiridas sdo a maior evidéncia de que mudangcas genéticas e

epigenéticas na transformacédo da ceélula normal para neoplasica poderiam ser os
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primeiros passos nos mecanismos leucemogénicos (POMBO-DE-OLIVEIRA, 2008;
MULLER; PRADO, 2008; OLIVEIRA et al., 2010).

A citogenética convencional permite a deteccdo de anomalias recorrentes,
numericas e/ou estruturais, alteracdes adicionais e complexas. Algumas alteracdes
citogenéticas cripticas, ou seja, ndo visualizaveis pelo procedimento convencional,
podem ser identificadas pela citogenética molecular (FISH) com o uso de sondas
especificas direcionadas para as regides alvo da andlise (POMBO-DE-OLIVEIRA,
2008).

Muitas vezes, alteracbes cromossomicas como translocacdes resultam em
rearranjos balanceados que inclui mudanca da regido regulatéria de um gene para
outro, localizado em um mesmo cromossomo ou em cromossomos diferentes, com
consequente alteracdo do nivel de expressdo do gene translocado ou do gene
quimérico. Outras modificacdes cromossdmicas, como delecbes (perda de um
fragmento cromossOdmico) ou inversdes (reorganizacdo de um fragmento dentro do
cromossomo), também estdo envolvidas na génese das leucemias (MCKENNA,
2000; LOBO, 2008).

O impacto prognostico de subgrupos citogenéticos foi definido pelo Medical
Research Council (MRC) como favoravel, intermediario ou desfavoravel, conforme
as alteracbes cromossOmicas presentes, entre elas, translocacdes, inversoes,
monossomias e trissomias (GRIMWADE et al., 2010).

Além de indicar o prognéstico, a analise citogenética das células da medula
0ssea pode fornecer varias informagfes, tais como: estabelecer a presenca de um
clone maligno, evidenciar a linhagem celular do clone leucémico, indicar
mecanismos de leucemogénese, confirmar o diagndstico, auxiliar na escolha da
estratégia terapéutica, evidenciar a regressdo da doenca e acompanhar a evolugéo
nos transplantes de medula 6ssea (SWANSBURY, 2003; SILVA et al.,, 2006,
MOORMAN et al., 2010).

3.5.1 Citogenética da LMA

A ocorréncia de anomalias cromossOmicas recorrentes na LMA é muito

frequente, atingindo mais de 60% dos casos quando analisados pelos métodos
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disponiveis. As principais altera¢cdes estruturais que sado fatores prognosticos
importantes, sdo consideradas de baixo risco quando presentes, entre elas, as
translocacoes: t(8;21)(q22;922), t(15;17)(922;921), t(16;16)(p13;922) e
inv(16)(p13;922). As alteracbes cromossdmicas que indicam progndéstico de alto
risco sdo as translocacoes t(1;22)(p13;913), 1(9;22)(g34;911), cariétipos complexos e
anormalidades envolvendo o cromossomo 11923 (GRIMWADE; HILLS, 2009).

As principais alteracdes numeéricas encontradas na LMA sdo a monossomia
do cromossomo 7/del(7g) e monossomia ou delecdo do cromossomo 5, conferindo
prognoéstico desfavoravel quando presentes. Caridtipo normal e trissomia do
cromossomo 8 indicam risco intermediario (GRIMWADE; HILLS, 2009).

Enquanto as alteragcdes numéricas e dele¢cdes cromossémicas ocorrem em
frequéncia maior com a elevacéo da idade, as translocacdes sao ligeiramente mais
comuns em jovens (POMBO-DE-OLIVEIRA, 2008). O Quadro 5 mostra as principais
alteragcbes cromossomicas na LMA, genes envolvidos nos pontos de quebra,
associacfes aos subgrupos FAB e fator progndéstico destas alteracbes (HEIM;
MITELMAN, 2009).
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Rearranjo Genes Envolvidos Grupo FAB Prognéstico
t(1;3)(p36;921) RPN1;PRDM16 M1 e M4 Desfavoravel
der(1;7)(q10;p10) ? Todos Desfavoravel
t(1;11)(g21;923) MLLT11;MLL M4 e M5 Desfavoravel
t(1;22)(p13;913) RBM15;MKL1 M7 Intermediario
inv(3), ins(3;3), t(3;3) EVI1;RPN1 M1, M4 e M6 Desfavoravel
t(3;5)(925;935) NPM1;MLF1 M6 Desfavoravel
t(3;21)(g26;922) EV11/MDS1;RUNX1 Todos Desfavoravel
+4 Mutacgéo KIT M2 e M4 Intermediario
-5/del(5q) IL9 Todos Desfavoravel
1(6;9)(p23;q34) DEK;NUP214 M2 e M4 Desfavoravel
1(6;11)(q27;923) MLLT4;MLL M4 e M5 Desfavoravel
t(7;11)(p15;p15) HOXA9; NUP98 M2 e M4 Desfavoravel
-7/del(7q) ? M2 e M4 Desfavoravel
+8 M1, M2, M4 e M5 Intermediario
1(8;16)(p11;p13) MYST13; CREBBP M4 e M5 Desfavoravel
1(8;21)(q22;922) RUNX1;RUNX1T1 M2 Favoravel
1(9;11)(p21;923) MLLT3; MLL M5 Intermediario
del(9q) ? M5 Favoravel
t(9;22)(gq34;911) ABL; BCR M1 e M2 Desfavoravel
t(10;12)(p12;914) PICALM;MLLT10 MO,M1,Bifenotipica Desfavoravel
+11 MLL e FLT3 ITD M2, M4 e M5 Desfavoravel
t(11;17)(q23;925) MLL; SEPT9 M4 e M5 Desfavoravel
t(11;17)(923;921) ZBTB1,RARA M3 Intermediario
t(11;19)(q23;p13) MLL; ELL M4 e M5 Desfavoravel
t/del(11g23) MLL M5 Desfavoravel
+13 Expressao FLT3 MO e M1 Desfavoravel
t(15;17)(q22;921) PML; RARA M3 Favoravel
inv(16), t(16;16), del(16) MYH11; CBFB M4E,o Favoravel
t(16;21)(p11;922) FUS; ERG Todos Desfavoravel
i(17)(q10) ? Todos Desfavoravel
del(20q) ? Todos Intermediario
+21 Mutacdo RUNX1 Todos Intermediario
+22 BCR M4 Intermedi&rio
-Y ? Todos Intermedi&rio

Quadro 5 — Principais anomalias cromossdmicas na LMA
Fonte: Adaptado de HEIM; MITELMAN, 2009.
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O critério para o impacto prognostico dos subgrupos citogenéticos do MRC é
amplamente aceito, porém recentemente foi proposto um novo modelo prognéstico
baseado em 10 mutacdes moleculares. Foram identificados cinco subgrupos
prognésticos distintos de acordo com o risco e sobrevida global, sendo classificados
como: muito favoravel: rearranjo PML-RARA ou mutacdo CEBPA; favoravel:
rearranjos CBFB-MYH11 ou mutacdo NPM1 sem FLT3-ITD; intermediario: auséncia
das mutacdes pesquisadas; desfavoravel: mutacbes MLL-PTD e/ou mutacdo
RUNX1 e/ou mutacdo ASXL1; e muito desfavoravel: mutacdo TP53 (GROSSMANN
et al., 2012).

3.5.2 Citogenética da LLA

Na LLA as células podem ter cariotipo normal (46 cromossomos sem
anomalias estruturais evidentes), cariétipo pseudodipléide (46 cromossomos com
anomalias estruturais) e podem ser classificadas de acordo com o0 numero
cromossémico modal. Quanto ao numero modal sdo divididas em hiperdiploides
(>47 cromossomos) ou hipodiploides (<45 cromossomos). Ganhos e perdas de um
cromossomo (trissomias ou monossomias) como Unicas anomalias sdo0 menos
comuns nas LLAs do que nas LMAs (4 e 17% respectivamente). As trissomias dos
cromossomos 8 e 21 e a monossomia do cromossomo 20 s&o0 as mais
frequentemente encontradas (SHAFFER; TOMMERUP, 2005; PULLARKAT, 2008).

Os cario6tipos pseudodiploides correspondem a cerca de 40% do padrdo
cromossbmico da LLA sendo que mais de 30 tipos diferentes de anomalias
cromossOmicas estruturais foram identificadas. Algumas das translocacdes
cromossOmicas estdo associadas a imunofendtipos distintos e tem implicagdes no
processo neoplasico devido a formacdo de genes andémalos (PUI et al., 2003;
MOORMAN et al., 2010).

O Quadro 6 mostra as principais alteracbes cromossoémicas na LLA, genes
envolvidos nos pontos de quebra, associacfes imunofenotipicas e fator de risco
destas alteracdes (HEIM; MITELMAN, 2009).
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Rearranjo Genes Envolvidos Imunofendtipo Tipico  Progndstico
Hiperdiploidia(>50) LLA-comum e Pr6-B  Favoravel
Hipodiploidia(<46) LLA-Comum e Pré-B  Desfavoravel
+5 ? Pré-B Desfavoravel

t(1;7)(p32;q34) TRB;TAL1 Linhagem T Melhor que outras LLA-T
t(1;7)(p34;q34) TRB; LCK Linhagem T ?

t(1;14)(p32-34;911) TRA/D TAL1 Linhagem T Melhor que outras LLA-T
t(1;19)(q23;p13) TCF3;PBX1 Pré-B,CD10+clg+ Padrédo
dup(1)(g12-21g31-32) B4GALT3,DAP3,RGS16 Pré-B e Célula B ?

t(2;8)(p12;q24) IGK;MYC Célula B Favoravel
t(4;11)(921,923) AFF1;MLL Pro-B, Bifenotipica Desfavoravel

del(6q) ? LinhagemBou T Padréao
dic(7;9)(p11-13;p11) Delecéo PAX5? Pré-B Variavel
1(7;9)(q34-36;0934) TRB;TAN1 Linhagem T ?

1(7;9)(q34;932) TRB;TAL2 Linhagem T ?

t(7;10)(q34;924) TRB;TLX1 Linhagem T Melhor que outras LLA-T
1(7;11)(q34-36;p13) TRB;LOM2 Linhagem T ?

1(7;19)(q34;p13) TRB;LYL1 Linhagem T Desfavoravel
1(8;14)(q24;q11) TCRA/D;MYC Linhagem T ?

t(8;14)(q24;932) IGH;MYC Célula B Favoravel
(8;22)(q24;q11) IGL;MYC Célula B Favoravel

t/dic(9;12) ETV6;PAX5 LLA-Comum e Pré-B  Favoravel

i(99) ? Pré-B ?

1(9;22)(934;911) ABL;BCR Linhagem B Muito Desfavoravel
t(10;11)(p12;914) PICALM;MLLT10 Linhagem T Desfavoravel
t(10;14)(q24;911) TRA/D;TLX1 Linhagem T Melhor que outras LLA-T
t(11;14)(p15;911) TRA/D;LMO1 Linhagem T ?

t(11;14)(p13;911) TRA/D;LMO2 Linhagem T ?

t(11;19)(q23;p13) MLL;MLLT1 Bifenotipica Desfavoravel
t(12;17)(p13;911) TAF15;ZNF384 LLA-Comum e Pré-B  ?

t/del(12p) ETV6 Linhagem T ou B ?

t(12;21)(p13;922) ETV6;RUNX1 LLA-Comum Favoravel
t(14;18)(q32;921) IGH;BCL2 Linhagem B Desfavoravel
t(14;21)(q11;922) TRA;OLIG2 Linhagem T ?

t(17;19)(q22;p13) TCF3;HLF Prée-B Muito Desfavoravel
+21 ? Linhagem B ?

Quadro 6 — Principais anomalias cromossémicas na LLA
Fonte: Adaptado de HEIM; MITELMAN, 2009.
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3.6 Infec¢cdes bacterianas: multirresisténcia aos antimicrobianos

Durante a primeira metade do século XX, o desenvolvimento das sulfonamidas e
penicilinas revolucionaram o tratamento de infec¢des bacterianas, levando a uma
drastica reducdo na morbidade e mortalidade. O advento de novas classes de
agentes antimicrobianos, tais como, aminoglicosideos (1944), tetraciclinas (1945),
cefalosporinas (1948), macrolideos (1949), glicopeptideos (1956), quinolonas (1961)
e carbapenémicos (1976) durante a chamada “era de ouro” da descoberta de
farmacos antibacterianos, resultou em um uso terapéutico generalizado destes
medicamentos (VON NUSSBAUM et al., 2006; SILVER, 2011).

Consequentemente, a quimioterapia antibacteriana tornou-se essencial na
pratica médica e tem contribuido significativamente para a salde da sociedade
moderna e uma maior expectativa de vida (WHITE, 2011; PIDDOCK, 2012). Apesar
disso, as doencas infecciosas, tais como infec¢des respiratorias, doencas diarreicas,
infeccdo pelo virus HIV, tuberculose e malaria, continuam entre as principais causas
de morte segundo a OMS (OMS, 2008). Somente as infec¢cbes bacterianas séo
responsaveis por 17 milhdes de O6bitos no mundo, especialmente em criancas e
idosos (BUTLER; BUSS, 2006).

O desenvolvimento de novos agentes antibacterianos ndo tem acompanhado
o grande crescimento de casos de resisténcia bacteriana, fazendo-se necessario
desenvolver novos antibitticos, com diferentes mecanismos de a¢do que ndo sejam
reconhecidos pelas bactérias (BUTLER; BUSS, 2006; ROCHA et al., 2011).

A coordenacao de metais a farmacos tem se mostrado uma boa estratégia de
combate a resisténcia bacteriana. A interacdo entre um ion metélico e um ligante
possibilita a obtencdo de compostos com ampla variedade de numeros de
coordenacao, estados de oxidacdo e geometrias. Além disso, as caracteristicas
intrinsecas ao ion metalico, adicionadas aos aspectos cinéticos e termodinamicos do
composto sintetizado permitem obter estruturas moleculares que possuem um amplo
espectro de reatividade e isto deve ser bem explorado (PANTCHEVA et al., 2008;
ROCHA et al., 2011).

Como demonstrado por Rocha et al. (2011), varios compostos exibiram
melhor atividade quando complexados a metais. Complexos de paladio(ll), onde o

ion Pd(ll) foi coordenado a tetraciclina ou doxiciclina, apresentou maior atividade
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antibacteriana contra a linhagem resistente Escherichia coli HB101/PBR322,
mostrando-se mais potente que a droga livre, porém ainda néo foi elucidado o modo
de acdo com que os complexos ativos conseguiram vencer oS mecanismos de
resisténcia aos antibioticos testados.

Embora novos farmacos estejam em desenvolvimento, existe uma caréncia
que ndo satisfaz adequadamente as crescentes necessidades médicas. Além disso,
na sua grande maioria, 0s antibiéticos usados atualmente sao derivados de classes
mais antigas ja utilizadas e, portanto, sujeitos aos mecanismos existentes de
resisténcia bacteriana (APPELBAUM, 2012; CHOPRA, 2012).

A resisténcia crescente de patégenos hospitalares, como o Staphylococcus
aureus, a diversos antibioticos de primeira escolha, bem como, a rpida emergéncia
de multirresisténcia em bactérias gram-negativas, como a Klebsiella pneumoniae
produtoras de carbapenemases (KPC) tem preocupado a comunidade médica
(BUTLER; BUSS, 2006; SOARES, 2012).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), séo
considerados microrganismos multirresistentes, aqueles que resistem a diferentes
classes de antimicrobianos testados em exames microbiolégicos de rotina. Dentre 0s
principais patdgenos multirresistentes causadores de infec¢des/colonizacdes estao:
Enterococcus spp. resistente aos glicopeptideos, Staphylococcus spp. resistente ou
com sensibilidade intermediaria a vancomicina, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumanniie, Enterobactérias resistentes a carbapenémicos
(ertapenem, meropenem ou imipenem) (BRASIL, 2010).

A metodologia padrdo recomendada para a avaliagdo da atividade
antibacteriana in vitro é a de microdiluicdo em caldo, normatizada pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para a determinacdo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), com os antimicrobianos disponiveis comercialmente (CLSI,
2012). A CIM é definida como a menor concentracdo do composto capaz de inibir a
multiplicacéo bacteriana (acéo bacteriostatica). A partir da CIM, pode-se determinar
a Concentracdo Bactericida Minima (CBM), que € a menor concentracdo capaz de
matar a bactéria (acdo bactericida). Geralmente, as concentracOes testadas para
produtos sintéticos puros ou farmacos variam em uma faixa de 0,125 a 512 pg/mL
(CLSI, 2012).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizagcdo da amostra

Foram avaliadas um total de 22 amostras de células mononucleares de
medula 6ssea (MO). Destas, 21 amostras eram constituidas por células de pacientes
com leucemia, no momento do diagndstico ou da recidiva, sendo oito com LLA, nove
com LMA, duas com LMC e duas com SMD em transformacédo leucémica; e uma
amostra de MO com células mononucleares normais de paciente atendido no
Servigo de Hematologia-Oncologia do Hospital Universitario de Santa Maria.

O diagnostico e a classificacdo das leucemias foram baseados em dados
clinicos, hematoldgicos, critérios de classificacdo citomorfolégica proposto pelo
grupo FAB, imunofenotipagem e citogenética convencional.

As amostras de aspirado de MO foram coletadas pelos profissionais do
Servico de Hematologia-Oncologia e eram excedentes das rotinas de diagndstico

dos pacientes. Nao foram coletadas amostras especificas para a pesquisa.

4.2 Compostos Triazenos

Foram testados o0s seguintes compostos triazenos sintetizados no Nucleo de
Investigagcdo de Triazenos e Complexos (NITriCo), Laboratério de Quimica
Inorganica da UFSM pelo aluno de doutorado Gustavo Luiz Paraginski, do curso de
P6s-Graduagdo em Quimica, area Quimica Inorganica/CCNE/UFSM, orientado pelo

Professor Doutor Manfredo Horner:



1 - Bis[1,3-bis(2-clorofenil)triazenido-ikN** N**-u-O-metdxi-piridina-kN-cobre(ll)]
C36H34N802C|4CU2

Peso molecular = 877,60 g/mol
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Figura 4 — Estrutura molecular do composto 1

2 - Bis[1,3-bis(2-fluorfenil)triazenido-kN**N*3-pi-O-hidréxi-piridina-kN-cobre(11)]

C34H28NgO2F4Cuz
Peso molecular = 783,72 g/mol
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Figura 5 — Estrutura molecular do composto 2
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4.3 Separacdo de células mononucleares

Amostras de MO foram coletadas em seringa heparinizada e as células
mononucleares separadas em gradiente de densidade (Ficoll-Paque PLUS — GE
Healthcare). ApOGs esse procedimento, as células foram lavadas trés vezes e
ressuspendidas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640-
Sigma). Parte da amostra foi cultivada para citogenética e amostra excedente foi

destinada a cultura para o ensaio MTT.

4.4 Teste de viabilidade celular

As células mononucleares foram adicionadas a solucdo de azul de tripan
(Merck®) 0,5%, em solucéo salina tamponada com fosfatos (PBS, pH 7,4). Apds
homogeneizacdo, a amostra foi observada ao microscopio 6ptico com objetiva de
40x para ajuste de concentracdo e verificagdo de viabilidade, sendo descartadas as
amostras com viabilidade inferior a 80%.

4.5 Avaliacdo da citotoxicidade em células leucémicas in vitro

A citotoxicidade foi analisada através do método do brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazol)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), descrito por Mosmann (1983), utilizando células
de LLA, LMA, LMC e SMD. O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada
na conversdo do sal MTT (coloracdo amarela) para formazan (coloracdo purpura),
pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocéndria da célula
viavel, permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de células vivas. Esta
técnica tem a capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula,
avaliando assim a citotoxicidade.

As células leucémicas foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SBF-Gibco®), por 24 h a 37 °C em 5% de CO..
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As células em suspensdo foram distribuidas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 3x10° células/poco, incubadas com os compostos em diferentes
concentracfes por 20 horas a 37 °C em 5% de CO,. Apds foram acrescentados 10
ML da solucdo de MTT (5 mg/mL) as culturas tratadas, e estas incubadas por um
periodo de 4 horas a 37 °C em 5% de CO,. Apés o periodo total de incubacéo, 24
horas, retirou-se o sobrenadante e foram adicionados 100 pL de solugdo de
dimetilsulféxido (DMSO). A densidade optica (DO) de cada poco foi obtida no
comprimento de onda de 570 nm, em leitor de microplacas Epoch® possibilitando
determinacdo do potencial citotoxico de cada substancia testada em relacdo ao
controle ndo tratado. Os ensaios foram realizados em triplicatas com 0s compostos
nas concentragdes de 12,5 ymol/mL, 50 ymol/mL e 100 pmol/mL.

A viabilidade celular foi calculada pela seguinte férmula: DO das células

tratadas/DO das células ndo tratadas x 100 = %

4.5.1 Determinacéo da ICs

Os resultados dos valores de absorvancia foram convertidos em porcentagem
de viabilidade celular onde as células sem os compostos corresponderam a 100%
de viabilidade. A andlise de regressdo nédo linear foi realizada nos resultados de
viabilidade, utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prizm 5, resultando em
uma equacao usada para calcular a concentracdo do composto necessaria para

produzir 50% de redugé&o de viabilidade celular (ICsp).

4.6 Andlise citogenética das amostras de medula 6éssea

Para a obtencdo dos cromossomos metafasicos em amostras de MO, foi
utilizado o método descrito por Swansbury (2003) com modificacbes, conforme
descrito a seguir:

O cariotipo foi realizado através de cultura de curta duragdo sem mitdgenos.

Incubou-se as células mononucleares da MO em meio de cultura RPMI
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suplementado com 10% de soro fetal bovino por 16 a 24 h a 37°C. Apés foi
adicionado Colchicina (0,1pug/mL) por 1 h a 37°C. Em seguida, as células foram
tratadas com solucdo hipotdnica (KCI 0,075mol/L), por 45 minutos a 37°C, e
ressuspensas em fixador de Carnoy (metanol: acido acético 3:1), por trés vezes.
Esse material foi distribuido sobre laminas, encaminhado para bandeamento G por
tripsina-Giemsa e posterior analise cromossémica (Figura 6). Vinte metafases foram
analisadas e capturadas pelo sistema de imagem Applied Imaging CytoVision®. As
anormalidades cromossomicas foram descritas de acordo com o International

System for Human Cytogenetic Nomenclature: ISCN 2005.

Cultura celular Preparacao
Medula Solugao Fixagao Confecgao Bandeamento
Ossea hipotonica de de laminas
cloreto de potassio
h - - “

->->->->f

Andlise Cariotipagem

ao microscopio
CTAE Tl A T T
=P A8 8 43 3 &@ 33 i

00 0h Ad Ex  aa id
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Figura 6 — Método para analise citogenética.
Fonte: Adaptado de PASSARGE, 2004.
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4.7 Andlise estatistica

O procedimento metodoldgico adotado foi 0 de uma pesquisa exploratéria e
descritiva, a apresentacdo dos resultados envolveu a estatistica descritiva com a
distribuicdo de frequéncias simples e relativa, bem como medidas de tendéncia
central e de variabilidade (média e desvio-padrao).

Na avaliacdo da comparacdo do cariétipo normal e alterado em relacdo as
demais variaveis, foi testada a normalidade de cada variavel e analisado o tipo de
teste a ser utilizado. Como eram dois grupos independentes, quando os dados
demonstraram-se normais foi aplicado teste t, e quando ndo seguiam uma
distribuicdo normal, foi aplicado o teste Mann Whitney. A mesma analise foi feita
para comparar as demais variaveis em relacdo ao diagnostico (LLA e LMA) e em
relacdo ao status (diagndstico ou recidiva).

Para avaliar os dados referentes as diferentes concentracdes do composto 1
foi aplicado o teste de normalidade dos dados, sendo que todos demonstraram-se
normais, sendo aplicado o teste t pareado. O mesmo procedimento foi realizado
para 0 composto 2.

Quando avaliada a comparacdo da viabilidade celular nas mesmas
concentracfes de cada um dos compostos, foi aplicado novamente o teste t pareado
para verificar a eficiéncia de cada composto nessas concentracdes. Foi estabelecido
o nivel de significancia de 5% (p<0.05).

Os dados referentes ao presente estudo foram processados e analisados de
forma eletrdnica a partir da constru¢cdo de um banco de dados (Excel® 2007) e de
um programa de analise especifico para o cumprimento dos objetivos da pesquisa, 0

software Statistical Package for Social Science 15.0 (SPSS).

4.8 Avaliacéo da atividade antibacteriana in vitro
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4.8.1 Cepas bacterianas

A atividade antimicrobiana dos complexos 1 e 2 foi avaliada in vitro frente aos
seguintes microrganismos padrdo de referéncia American Type Culture Collection
(ATCC) e isolados clinicos resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR): cepas
bacterianas gram positivas: Micrococcus luteus 7468, Enterococcus faecalis 51299,
Enterococcus faecalis 29212, Staphylococcus saprophyticus 15305, Staphylococcus
aureus 25923, Staphylococcus epidermidis 12228, Bacillus cereus 14579; e gram
negativas: Pseudomonas aeruginosa 27859, Klebsiella pneumoniae 700603,
Escherichia coli 35218, Salmonella thyphymurium 14028.

Os isolados clinicos MDR foram oriundos de amostras de sangue periférico
(1, 2, 4,5, 9 e 10), escarro (3), urina (6) e secrecao traqueal (7 e 8) (Quadro 7). Os
testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados seguindo os padrdes
do Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI), mostrando que a maioria das
bactérias foram sensiveis a apenas um a trés antimicrobianos. Testes genotipicos
mostraram expressado dos genes mecA (1, 2, 9 e 10), icaD, produtor de biofilme (9 e
10), ermi (1) e fendtipo de betalactamase de espectro estendido (ESBL) (4), em
algumas bactérias.

As cepas bacterianas e os isolados clinicos foram armazenados a -20°C no

banco de microrganismos do Laboratério de Bacteriologia no Departamento de

Andlises Clinicas e Toxicolégicas da UFSM.
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Quadro 7- Perfil de sensibilidade dos isolados clinicos MDRs

R: resistente, S: sensivel, |: intermediario, Blac:Beta-lactamase positiva; —: nao testado
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4.8.2 Determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM, definida como a menor concentracdo do composto que impede o
crescimento visivel do microrganismo, foi determinada em caldo Mueller Hinton
(Difco) seguindo-se o método padrédo de microdiluicdo em caldo, recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os compostos foram
dissolvidos em quantidades equivalentes de agua ultrapura estéril e etanol (1:1) e
testados nas concentracdes de 0,25 a 128 pg/mL. Placas de 96 pocos, contendo
meio de cultura inoculado com bactérias e diferentes concentracbes dos compostos,
foram incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas. Em paralelo, foram realizados os
controles positivo e negativo. O primeiro contendo apenas o0 meio de cultura e o
microrganismo de interesse, e 0 segundo contendo 0 composto sem O
microorganismo.

Os testes foram realizados em duplicata e a leitura visual realizada para
determinacdo da CIM como a menor concentracdo do composto que inibiu

completamente o crescimento dos microrganismos nos pogos.

4.9 Consideracdes Eticas

Este estudo foi avaliado pelo Comité de Etica, Protocolo CEP — UFSM:
23081.012084/2008-32; Certificado de Apresentacdo para Apreciacéo Etica (CAAE):
0169.0.243.000-08.

A garantia de protecdo dos sujeitos de pesquisa e confidencialidade em
relacdo a todas as informacfes pessoais advindas do presente estudo foi
assegurada através do Termo de Confidencialidade (Apéndice), assinado pelos
pesquisadores.

O trabalho foi realizado juntamente com o setor de Hematologia-Oncologia do
Hospital Universitario de Santa Maria e teve o apoio do CNPq, processo numero
483902/2011.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacédo da atividade citotoxica dos compostos 1 e 2

No presente estudo avaliamos o potencial citotdxico in vitro dos compostos 1
e 2 em células leucémicas de medula éssea. Os resultados aqui apresentados
demonstraram que 0s compostos induziram citotoxicidade nas células testadas. O
perfil das amostras estudadas, a descricdo dos cariotipos das células, a viabilidade
celular frente aos compostos 1 e 2, e a ICso dos compostos estdo descritos no
Quadro 8.
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Caso | S |Ida | Diag Status Citogenética Progn % Viabilidade Celular ICso (UM)
de Composto 1 Composto 2 1 2
100 [ 50 12,5 [ 100 [ 50 12,5
M |35 | LMAM3 diag 46,XY,1(15;17)(922;912) Fav 15 |38 |77 |77 |75 |74 |30.03 |2115
F | 57 | Normal diag 46,XX NA 71 |70 |100 |82 |85 |98 192.0 | 396.2
3 M |55 | SMDt diag 46,XY Int 36 |44 |46 |74 |69 |69 |26.0 161.0
4 F |13 | LLA-B rec 62~65,XXX,dup(1)(q12q44)[5],+5[4],+7[4],+7[4]+8[2],+9[4], Desf 21 16 |93 | 100 |90 |77 | 28.64 1406
1(9:22)(q34:;q11)[6],+12[2],+13[4],+14[4],+15[2],+der(16)t(1;16)
(923;924)[6],+18[4],+21[4],+22[3],+der(22)t(9;22)[5],+der(22)
1(9;22)[4][cp07]
5 F |26 |LMC diag 46,XX,1(9;22)(q34;911) SVP 24 |25 |36 |53 |50 |55 10.43 | 51.90
6 M |82 |SMDt diag mn(40~44)[14]/mn(70~80)[09]/mn(81~87)[02] Desf 30 |25 |38 |76 |69 |75 11.97 179.8
7 M | 64 | LLA-T diag Pobre em metafases NA 81 |72 |80 |9 |89 |98 |236.7 1170
8 M | 66 | LMA M2 diag 44~45 XY,del(4)(q24),-7[5],-15[9],-16[4],-18[8],+r[7], Desf 30 |45 |58 |68 |100 | 100 | 31.05 | 334.8
+mar[6][cpl0]
9 M |51 | LMA M5 rec 46,XY Int 45 |48 |47 |63 [52 |88 |3557 |99.12
10 F 149 | LMA M5 diag 46,XX Int 63 |74 |72 |89 |73 |66 135.7 294.3
11 M | 52 | LMA M2 diag 46,XY Int 62 |79 |72 |100 |81 |80 146.6 | 867.1
12 M | 53 | LMA M2 diag 46,XY Int 18 [34 |88 |58 |67 |100 | 33.93 130.2
13 F |70 | LMAM4 diag 46,XX,16gh+ Int 32 |43 |53 |73 |80 |87 |27.78 | 230.0
14 F |61 |LLA-B diag 45,XX,-10 Desf 04 |14 |21 |27 |18 |31 | 3.857 7.919
15 M | 13 | LLA-T rec 45~47,XY,del(4)(q31)[4],+8[4],del(11)(g23)[3],-22[3], Desf 30 |28 (72 |77 |74 |65 |284 192.0
+mar[4][cp05]/46,XY[06]
16 M |8 LLA-B rec 51,XY,+1[3],+3(8],+10[6],add(14)(q32)[8].del(14)(q32)[8],+i(17) | Desf 25 |21 |64 |60 |54 |71 |2033 |8184
(q10)[8],+mar1[8],+mar2[7],+mar3[5][cp09]/46,XY[1]
17 M |12 | LLA-T diag 46,XY Int 53 |69 |60 |82 |63 |74 |85.96 187.5
18 F |18 | LLA-B rec 46,XX Int 25 |23 |77 |100 |79 |72 |26.51 711.6
19 M |45 | LMC Fase 48,XY,+8,1(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22) Desf 18 |16 |45 |50 |45 |44 | 1096 | 34.12
aceler
20 F |4 LLA-B diag 46,XX Int 26 |29 |60 |76 |67 |68 |21.95 161.9
21 M |73 | LMAM4 diag 46,XY,del(16)(g23) Fav 20 |22 |64 |65 |65 |67 19.51 112.9
22 M |77 | LMAM4 diag 46,XY Int 69 |62 |62 |100 |89 |60 111.8 | 994.7

Quadro 8 — Perfil das amostras, citogenética, viabilidade celular e ICsg

S: Sexo M: Masculino F: Feminino LMA: Leucemia Mieloide Aguda LLA: Leucemia Linfoide Aguda SMD t: Sindrome Mielodisplasica transformada LMC:
Leucemia Mieloide Crénica Diag: Diagnéstico Prog: Prognéstico Fav: Favoravel Int: Intermediario Desf: Desfavoravel SVP: Sem valor prognostico NA: Ndo se

aplica.
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A Tabela 1 mostra o perfil das células estudadas. Os resultados demonstram
gue a maioria das amostras analisadas foi oriunda de pacientes do sexo masculino
(63,6%). Em relacdo a idade, verificou-se que média de idade foi de 44,73 anos
(DP=24,53), com idade minima de 4 anos e maxima de 82 anos, apresentando
mediana de 51,50 anos.

Verificou-se que 72,8% (16/22) das amostras foram de células ao diagnéstico,
isto é, sem tratamento quimioterapico prévio; 22,7% (5/22) células de pacientes em
recidiva, sendo trés amostras na vigéncia do tratamento, e duas amostras, de
pacientes com recidiva tardia de LLA e LMA, que se encontravam h4d um ano e um
més, e um ano e quatro meses fora de tratamento, respectivamente. As recidivas de
LLA durante o tratamento, em fase de manutencdo, estavam em uso dos
guimioterapicos metotrexato, mercaptina, prednisona e vincristina, e a amostra de

LMC em fase acelerada (1/22), mesilato de imatinibe.

Tabela 1 — Andlise descritiva dos dados do perfil das amostras estudadas

Frequéncia Percentual
(%)

Sexo

Feminino 8 36,4

Masculino 14 63,6
Status

Diagnostico 16 72,8

Recidiva 5 22,7

Fase acelerada 1 45
Cariétipo

Alterado 10 455

Normal 12 545
Progndstico

Favoravel 2 9,1

Desfavoravel 7 31,8

Intermediario 10 455

SVP 3 13,6
Diagndstico

LLA 8 36,4

LMA 9 40,9

LMC 2 9,1

SMD 2 9,1

Normal 1 45
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O diagnostico mais frequente foi de LMA, com 40,9%, seguido de LLA com
36,4%. O prognostico intermediério foi o que mais predominou, 45,5% dos casos,
todos com cariétipo normal.

A descricdo dos caridtipos, alterados em 10 pacientes, representando 45,5%
dos casos, encontram-se no Quadro 8. As alteracdes cromossOmicas encontradas
foram as seguintes: hiperdiploidia (nUmero superior a 47 Ccromossomos),
hipodiploidia (numero cromossémico inferior a 45), trissomia, monossomia,
translocacdo (t), delecdo (del), isocromossomo (i), duplicacdo (dup), fragmento
adicional (add), cromossomo em anel (r) e cromossomo marcador (mar). Em alguns
casos Vverificou-se cariotipo complexo (mais de trés alteracbes) nas células
analisadas.

A andlise citogenética pode identificar grupos biologicamente distintos,
requerendo, muitas vezes, uma abordagem terapéutica diferenciada (PULLARKAT,
2008). As anormalidades genéticas podem representar um dos primeiros eventos de
processo leucémico, tendo forte influencia na patogénese das leucemias
(GRIMWADE; HILLS, 2009).

A frequéncia de caridtipos normais nas leucemias varia na literatura, mesmo
quando o estudo é prospectivo e incluido um grande niamero de pacientes (POMBO
DE OLIVEIRA, 2008).

Em estudo de Moorman et al (2010), com 1725 pacientes com LLA-B na
infancia (1-18 anos), foi demonstrado que 15% apresentaram cari6tipo normal. Em
200 casos de LLA em adultos (15-65 anos), Pullarkat et al. (2008) encontraram 22%
das amostras sem anormalidades cariotipicas.

Nas LMAs, aproximadamente 60% dos pacientes ao diagnostico revelam
analise citogenética com carittipo alterado (GRIMWADE; HILLS, 2009). Velloso et
al. (2011) em uma revisdo e descricdo de casos, verificaram que em LMA, 36%
apresentaram cariotipo normal. Quando relacionados ao subtipo FAB, Bacher et al.
(2005), demonstraram que 37,8% apresentaram cariotipo normal, excluindo M3.

No HUSM, em estudo de Oliveira et al (2012), 90% dos pacientes pediatricos
e 56% dos pacientes adultos com LMA, apresentaram alteracdes cromossémicas.

Nossos resultados encontram-se um pouco abaixo dos percentuais citados,
pois este trabalho foi efetuado com amostras de células mononucleares de MO que
excederam da rotina, ndo sendo, portanto, um estudo da prevaléncia, como nos

estudos referidos, porém, poderdo ser analisados com outras técnicas, como FISH
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e/ou PCR, para identificacdo de rearranjos moleculares, cripticos a citogenética
convencional.

Ao avaliarmos o0s compostos e concentracdes testadas em relacdo aos
caridtipos das células (Tabela 2), podemos verificar que existiu diferenca significativa
no percentual de viabilidade celular entre células com caritipo alterado e normal,
em relacdo ao composto 1, na concentragédo de 50 e 100 pM. Sendo que nestas
concentracdes (50 e 100 uM), a menor média de viabilidade celular foi encontrada
para o cariétipo alterado.

Para o composto 2, em todas concentracdes (12,5, 50 e 100 uM) e na
concentracdo de 12,5 uM do composto 1, ndo existiu diferenca significativa em
relacdo ao cariétipo normal ou alterado. Nota-se ainda que quase todas as
concentracfes tém a menor média de viabilidade celular para o cariétipo alterado.
Entdo podemos referenciar que as células com alterac6es cromossémicas sdo mais
sensiveis, isto é, apresentaram menor viabilidade que as células sem alteracdes

cariotipicas, nas concentracdes de 50 e 100 uM do composto 1.

Tabela 2 — Analise comparativa dos compostos e concentracdo em relacao a
viabilidade celular (%) e ICso (LM) com os cari6tipos analisados

Composto Caridtipo
Concentracgdo (UM) Altefa(.jo Nor,mfal p-valor
VC % Média (DP) VC % Média (DP)
1/12,5 58,91 (21,80) 67,00 (16,85) 0,342
1/50 29,27 (17,01) 52,27 (19,44) 0,008
1/100 27,09 (19,48) 45,45 (19,15) 0,037
2/12,5 68,82 (20,53) 78,55 (13,60) 0,205
2/50 66,27 (23,58) 73,18 (10,85) 0,388
2/100 68,09 (20,82) 81,55 (14,62) 0,095
ICs01 39,29 (66,13) 76,71 (60,81) 0,182
ICs50 2 343,88 (478,98) 384,87 (320,75) 0,816

VC- Viabilidade celular

Avaliando os resultados da Tabela 3, onde comparou-se a citotoxicidade
(ICs0) em relagéo aos diferentes tipos de leucemia, podemos verificar que nao existiu
diferenca estatistica significativa de diagnostico (LLA e LMA) em relacdo ao ICso dos

compostos 1 e 2, mostrando que tanto as células de origem linfoide quanto mieloide
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apresentaram resposta antiproliferativa semelhante diante dos compostos, quando
analisados individualmente. Porém ao compararmos os dois compostos verificamos
grande diferenca na ICso. O composto 1 foi 8,6 vezes mais ativo que o composto 2
em células de LLA e 5,7 vezes mais ativo que o0 composto 2 em células de LMA,

refletindo maior capacidade citotoxica do composto 1.

Tabela 3 — Comparacéo da citotoxicidade (ICso) em relacao aos diferentes tipos de
leucemia

Diagnostico
Compostos LLA LMA p-valor
ICso Média (DP)  ICso Média (DP)
1 56,54 (76,60) 63,58 (51,80) 0,826
2 489,84 (539,51) 363,85 (332,73) 0,566

Avaliando os resultados de viabilidade celular do composto 1 (Tabela 4) nas
células analisadas verificou-se que existe diferenca significativa de percentual de
viabilidade celular entre as diferentes concentragdes. Entdo entre as concentracdes
do composto 1, a melhor atividade antiproliferativa foi encontrada na concentracéo
de 100 uM, pois apresentou um menor percentual de viabilidade, demonstrando alto

potencial citotoxico.

Tabela 4 — Analise da viabilidade celular frente ao composto 1 nas diferentes
concentracbes 12.5, 50 e 100 pM, utilizando o teste t-pareado

Composto Viabilidade % p-valor
1 12.5 50

Média (DP) 62,95 (19,46) 40,77 (21,36) 0,0001
1 12.5 100

Média (DP) 62,95 (19,46) 36,27 (21,09) 0,0001
1 50 100

Média (DP) 40,77 (21,36) 36,27 (21,09) 0,031
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Efetuando a mesma andlise descrita acima para o composto 2 (Tabela 5),
podemos notar que houve diferenca significativa apenas entre as concentracoes de

50 e 100 puM, com percentuais que demonstram fraco potencial citotoxico.

Tabela 5 — Analise da viabilidade celular frente ao composto 2 nas diferentes
concentracdes 12.5, 50 e 100 pM, utilizando-se o teste t-pareado

Composto Viabilidade % p-valor
2 12.5 50

Média (DP) 73,68 (17,71) 69,73 (18,26) 0,206
2 12.5 100

Média (DP) 73,68 (17,71) 74,82 (18,86) 0,790
2 50 100

Média (DP) 69,73 (18,26) 74,82 (18,86) 0,048

Na Tabela 6 comparamos os compostos 1 e 2 nas diferentes concentracdes.
Observamos que em todas as concentragdes houve diferenca estatistica significativa
entre 1 e 2. Para a concentracdo 12.5 uM, o menor percentual de viabilidade foi
encontrada para o 1, o que também ocorreu na concentracao 50 e 100 uM.

Ainda verificou-se que na comparagdo entre a menor concentracdo de 1
(12.5) e a maior concentracdo de 2 (100), existiu diferenca estatistica significativa,
sendo que o percentual de viabilidade do 1 na concentracédo de 12.5 uM é menor do
gue o 2 na concentracdo de 100 uM, portanto, o composto 1 tem uma capacidade

maior de inibir o crescimento das células do que o composto 2.

Tabela 6 — Comparacédo entre os compostos 1 e 2 nas diferentes concentracdes

Variaveis Viabilidade% p-valor
1 2
12.5 uM
Média (DP) 62,95 (19,46) 73,68 (17,71) 0.006
50 uM
Média (DP) 40,77 (21,36) 69,73 (18,26) 0.0001
100 puM
Média (DP) 36,27 (21,06) 74,82 (18,86) 0,0001
1 12.5uM 2 100uM
Média (DP) 62,95 (19,46) 74,82 (18,86) 0,003
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Os compostos estudados possuem dois nucleos triazenos (bistriazenos)
complexados com Cobre (Cull). As principais diferencas entre os compostos 1 e 2
sdo os radicais introduzidos a eles. Este resultado sugere que a substituicdo do
atomo de fluor (F) pelo cloro (Cl), e/ou o grupo hidroxi (H) pelo metoxi (CHs) confere
maior atividade antileucémica do composto 1 nas células testadas. Estes achados
se assemelham ao estudo com compostos triazenos realizado por Domingues et al.
(2010), em que compostos com cloro também foram mais ativos que compostos com
fluor, em células leucémicas mieldides. Ainda em relacdo aos atomos Cl e F,
Cimbora-Zovko et al. (2011) estudaram uma nova classe de 1,3 diaryltriazenos,
testando-os como agente antitumoral. Neste estudo, varios radicais foram
substituidos para avaliacdo da atividade antiproliferativa frente a células tumorais
HelLa, entre outras; os compostos tiveram a citotoxicidade aumentada quando foram
introduzidos grupos acyl (R’C-O) juntamente com grupos doadores de elétrons
bromo(Br), cloro(Cl) e trifluorometil (CF3), enquanto o grupo fluor (F) foi menos ativo.

Segundo Fontes, César e Beraldo (2005), no mecanismo de acdo da
cisplatina, os complexos, antes de alcancar as células, passam por reacdes de
substituicdo, sendo a mais importante a reacdo de hidrélise. Do lado externo da
célula, no plasma sangilineo, a concentracdo de cloreto € alta (cerca de 100
mmol/L), o que impede a hidrélise dos ligantes cloretos, e mantém a cisplatina no
estado neutro. Apés entrar na célula, a reducdo na concentracdo de cloreto (cerca
de 4 mmol/L) permite a hidrélise do complexo, formando outras espécies que podem
reagir mais prontamente podendo atingir alvos moleculares, como o DNA, RNA e
proteinas (FONTES; CEZAR e BERALDO, 2005).

Portanto, sugere-se que a atividade antiproliferativa de novos compostos
depende do tipo de substituinte introduzido a determinadas posi¢cdes da molécula
para potencializar sua acao citotoxica.

Na Tabela 7 analisamos os compostos 1 e 2 em relagdo ao status:
diagnéstico e recidiva. Podemos verificar que houve diferenca estatistica
significativa entre células ao diagnéstico e recidiva, para o composto 1, na
concentracdo 50 uM, onde o percentual de viabilidade celular na recidiva foi menor
gue no diagndstico e para a ICsp do composto 1, onde o percentual de viabilidade
também foi menor na recidiva que no diagnéstico. Para as demais variaveis nao

houve diferenca significativa entre diagnostico e recidiva.
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Tabela 7 — Analise da viabilidade celular e ICsy dos compostos 1 e 2 em relacdo ao
status: diagnaostico x recidiva.

Compos~to Diagndstico Slas Recidiva
Concentracao UM ;0o Madia (DP)  VC% Média (DP)  PValO"
1125 61,69 (20,27) 70,60 (16,92) 0,350
150 46,56 (21,44) 27,20 (12,39) 0,027
1100 39,63 (23,38) 29,20 (9,39) 0,386
2125 75,25 (18,91) 74,60 (8,62) 0,592
2 50 71,25 (18,75) 69,80 (16,41) 0,879
2 100 74,75 (18,66) 80,00 (19,35) 0,942
1 1Cs 70,35 (37,63) 27,89 (5,45) 0,034
2 ICs0 343,23 (349,35) 498,11 (569,21) 0,465

5.1.1 Comparacéao da atividade citotéxica dos compostos 1 e 2 com antineoplasicos

em relacdo aos tipos celulares testados.

Na comparacao dos compostos 1 e 2 com etoposide, carboplatina, vinorelbine
e daunorrubicina em diferentes tipos celulares, consideramos que valores menores
que 40% de viabilidade celular apresentaram alta citotoxicidade em relagcdo ao
composto testado, valores entre 41 e 59%, moderada citotoxicidade e, acima de
60%, fraca citotoxicidade (FINN et al., 2007).

Em células leucémicas mieloides de LMA (Figura 7), o composto 1 mostrou-
se com maior atividade antiproliferativa do que o composto 2 e 0s antineoplasicos
testados, sendo altamente citotdxico (22 e 20% de viabilidade nas concentragfes de
50 e 100 uM). O composto 2 apresentou fraca citotoxicidade (ambas concentragcbes
com 65% de viabilidade) e os antineoplasicos etoposide - 99 e 100% , carboplatina -
92 e 90%, vinorelbine - 100 e 60%, fraca citotoxicidade ; e daunorrubicina - 60 e

48%, moderada citotoxicidade (Figura 8).
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Figura 7 — Cariotipo (caso 21): 46,XY,del(16)(g23)
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Figura 8 — Viabilidade celular de células mieloides de MO (caso 21) frente a
diferentes concentragcdes dos compostos 1, 2 e antineoplasicos etoposide,
carboplatina, vinorelbine e daunorrubicina pelo ensaio MTT

Em células leucémicas linfoides de LLA (Figura 9), o composto 1 também
mostrou-se com maior atividade antiproliferativa, sendo altamente citotoxico (29 e
26% de viabilidade nas concentragdes de 50 e 100 uM) , quando comparado com 0
composto 2 (67 e 76%), com fraca citotoxicidade e com o antineoplasico etoposide
(58 e 48%), que apresentou moderada citotoxicidade (Figura 10).
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Figura 10 — Viabilidade celular de células linfoides de MO (caso 20) frente a
diferentes concentragfes dos compostos 1, 2 e antineoplasico etoposide pelo ensaio
MTT

Em células leucémicas mieloides de LMC em fase acelerada (Figura 11), o
composto 1 mostrou uma das melhores atividades antiproliferativas (16 e 18%),
altamente citotoxico; o composto 2 (45 e 50%) moderada citotoxicidade, bem como o

antineoplasico etoposide (61 e 56%) (Figura 12).
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Figura 11 — Cariotipo (caso 19): 48,XY,+8,1(9;22)(g34;q11),+der(22)t(9;22)
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Figura 12 — Viabilidade celular de células mieloides de MO de LMC (caso 19) frente
a diferentes concentragc6es dos compostos 1, 2 e antineoplasico etoposide pelo
ensaio MTT

5.1.2 Avaliacdo da atividade citotdxica dos compostos 1 e 2 em células leucémicas

de LLA, LMA, LMC, SMD e células mononucleares normais.

No estudo das células linfoides (LLA), subtipo T com caridtipo normal,

verificou-se que ambos compostos mostraram-se fracamente citotoxicos. Porém em
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células LLA-T com altera¢cdes cromossdmicas numéricas e estruturais, 0 composto 1
foi altamente citotoxico. Estas células apresentaram caridtipo complexo:
45~47,XY,del(4)(q31)[04],+8[04],del(11)(g23)[03],-22[03],+mar[04][cp05]/46,XY[06],
a delecdo da regido 11923, onde ocorre rearranjo do gene MLL, confere prognostico
desfavoravel ao paciente, portanto, de dificil tratamento quando usado protocolo
padrdo (HEIM; MITELMAN, 2009; MOORMANN et al., 2010; GROSSMANN et al.,
2012).

Em células leucémicas LLA subtipo B, os compostos 1 e 2 apresentaram alta
e fraca citotoxicidade respectivamente, com excec¢ao as células com monossomia do
cromossomo 10 (Figura 13), onde ambos apresentaram alta citotoxicidade (ICso 3.8
e 7.9 uM) (Figura 14). Até o momento, ndo ha relatos na literatura que indiquem fator
progndéstico desta monossomia, porém € de grande valor no acompanhamento da

remissao da doenca, para verificar erradicacao do clone leucémico.

13 14 % 16 7 18

Figura 13 — Cariotipo (caso 14): 45,XX,-10
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Figura 14 — Viabilidade celular de células linfoides de MO (caso 14) frente a
diferentes concentracfes dos compostos 1 e 2 pelo ensaio MTT

Em estudo com 237 amostras de células B e T de pacientes com recidiva de
LLA foi demonstrado que a sensibilidade das células ndo diferiu significativamente
frente a 16 antineoplasicos de uso clinico, incluindo glicocorticéides, alcaldides da
vinca, antraciclinas e epidofilotoxinas. Excecéo feita a ifosfamida e cisplatina, em
que células T foram mais resistentes que células B, e mercaptopurina e tioguanina,
em que foram mais sensiveis (KASPERS et al., 2005).

Reetz (2009) demonstrou que compostos triazenos foram altamente
citotoxicos em células de LLA com trissomia do cromossomo 21, com ICsg 6.40 pM.

As amostras com células de LMC, com cariétipo apresentando translocacao
t(9;22)(cromossomo Philadelphia), demonstraram alta e moderada citotoxicidade
frente aos compostos 1 e 2, respectivamente, independente da fase da doenca (ao
diagnéstico ou fase acelerada) e alteragbes cromossomicas. As alteracdes
cromossOmicas adicionais: trissomia do cromossomo 8 e duplo Philadelphia, indicam
evolucdo clonal, isto é, avanco no curso da doenca, onde as células podem
apresentar resisténcia ao mesilato de imatinibe (HEIM; MITELMAN, 2009).

Os compostos 1 e 2, em células de SMD com caribtipo alterado
mn(40~44)[14]/mn(70~80)[09]/mn(81~87)[02] (Figura 15), apresentaram alta e fraca
atividade antiproliferativa, respectivamente (Figura 16), enquanto em células de
SMD com cariétipo normal, a citotoxicidade foi moderada (1) e fraca (2), mostrando

novamente maior atividade do composto 1 em células com alteragbes
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cromossOmicas. Wang et al. (2010) relataram que alteragdes cromossémicas clonais
séo observadas em 30-50% nas SMDs e avaliando 85 casos, 21% apresentaram
evolucdo citogenética conferindo progndéstico desfavoravel, com menor tempo de

sobrevida.
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Figura 15 — Cariétipo (caso 6): mn(40~44)[14]/mn(70~80)[09]/mn(81~87)[02]
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Figura 16 — Viabilidade celular de células de SMD de MO (caso 6) frente a diferentes

concentracdes dos compostos 1 e 2 pelo ensaio MTT
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Em células de LMA o composto 1 mostrou-se altamente citotéxico na maioria
das amostras, tendo a melhor atividade antiproliferativa em células com dele¢&o no
cromossomo 16 (46,XY,del(16)(g23)), com ICso: 19.5 uM. Em células com cariotipo
complexo, com alteracdes numéricas e estruturais: 44~45,XY,del(4)(g24),-7[5],-15[9]
-16[4],-18[8],+r[7],+mar[6][cp10] (Figura 17), o composto 1 também apresentou
atividade antiproliferativa, enquanto o composto 2 foi fracamente citotdxico para

todas amostras de LMA (Figura 18).
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Figura 17 — Cariotipo (caso 8): 44~45,XY,del(4)(q24),-7[5],-15[9]-16[4],-18[8],+r[7],
+mar[6][cpl0]
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Figura 18 — Viabilidade celular de células mieloides de MO (caso 8) frente a
diferentes concentracfes dos compostos 1 e 2 pelo ensaio MTT
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Os compostos 1 e 2 mostraram-se fracamente citotdxicos em células

mononucleares normais de medula 6ssea (Figura 19 e 20).
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Figura 19 — Cariotipo (caso 2): 46,XX
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Figura 20 — Viabilidade celular de células mononucleares normais de MO (caso 2)
frente a diferentes concentragdes dos compostos 1 e 2 pelo ensaio MTT

Novos compostos diaryltriazenos, estudados por Cimbora-Zovko et al.
(2011), também foram mais citotoxicos em linhagens tumorais do que em linhagens
de células normais. Ja Domingues et al. (2010) relataram que compostos triazenos
ndo complexados tiveram alta toxicidade em leucécitos normais.

Katzung (2010) refere que células neoplasicas em fase de replicacao
mostram-se mais suscetiveis a acdo citotoxica dos agentes alquilantes, por
conseguinte, as células normais, com indice de replicagdo mais baixo, sdo menos
afetadas. O principal local de alquilagcdo no interior do DNA é a posicdo N7 da
guanina. A alquilacdo da guanina pode resultar em codificacdo defeituosa, levando a
ruptura do filamento da DNA.

Considerando que os farmacos antineoplasicos devem erradicar as células
neoplasicas sem danificar as células normais, e ndo existem, no momento atual,
farmacos disponiveis totalmente desprovidos de toxicidade (KATZUNG, 2010), os
compostos triazenos aqui estudados sdo compostos promissores para analises

complementares no desenvolvimento de futuros farmacos.
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5.2 Avaliagdo da atividade antibacteriana dos compostos 1 e 2

Os resultados da atividade antibacteriana dos compostos triazenos estao
apresentados nas Tabelas 8 e 9, com as CIMs obtidas em cepas ATCC e MDR

respectivamente.

Tabela 8 — Atividade antibacteriana in vitro dos compostos triazenos 1 e 2 frente a
cepas bacterianas ATCCs

Cepas bacterianas ATCC CIM (ug/mL)
Compostol  Composto 2

Pseudomonas aeruginosa 27859 >128 >128
Klebsiella pneumoniae 700603 >128 >128
Micrococcus luteus 7468 =64 >128
Enterococcus faecalis 51299 >128 >128
Staphylococcus saprophyticus 15305 >128 >128
Staphylococcus aureus 25923 =128 >128
Escherichia coli 35218 >128 >128
Staphylococcus epidermidis 12228 >128 >128
Salmonella thyphymurium 14028 >128 >128
Bacillus cereus 14579 >128 >128

Enterococcus faecalis 29212 >128 >128
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Tabela 9 — Atividade antibacteriana in vitro dos compostos triazenos 1 e 2 frente a
isolados clinicos MDRs

Isolados clinicos MDR CIM (pg/mL)
Compostol Composto 2

1. Staphylococcus aureus =64 =128
2. Staphylococcus aureus >128 >128
3. Pseudomonas aeruginosa >128 >128
4. Klebsiella pneumoniae >128 >128
5. Klebsiella pneumoniae >128 >128
6. Escherichia coli >128 >128
7. Acinetobacter baumannii >128 >128
8. Acinetobacter baumannii >128 >128
9. Staphylococcus epidermidis >128 >128
10. Staphylococcus epidermidis >128 >128

Dos compostos testados, o composto 1 apresentou atividade antibacteriana
de estreito espectro frente as cepas ATCC Micrococcus luteus 7468 com CIM =
64ug/mL e Staphylococcus aureus 25923 com CIM = 128 ug/mL, e cepas MDR
Staphylococcus aureus (1) com CIM = 64 pg/mL. O composto 2 apresentou atividade
antibacteriana apenas frente a cepas MDR Staphylococcus aureus (1) com CIM =
128 pg/mL.

Os valores de CIM sugerem que o composto 1 apresentou maior atividade
gue o composto 2, frente as cepas analisadas. Para a maioria das bactérias a CIM
destes compostos foi maior que 128 pg/mL.

Estes achados sdo semelhantes a estudos de Domingues et al. (2010), em
gue trés compostos triazenos apresentaram fraca atividade frente a bactérias gram
positivas e gram negativas, com excecado de um deles que apresentou CIM de 32
pug/mL frente a Bacillus cereus. Ja Horner et al. (2008) demonstraram que de quinze
compostos triazenos estudados, doze apresentaram algum tipo de atividade
antibacteriana, fato que justifica a pesquisa da atividade antibacteriana de novos

compostos triazenos.



CONCLUSOES

Os compostos 1 e 2 apresentaram semelhante potencial citotoxico em células
mieloides e linfoides, quando analisados individualmente, porém o composto 1
mostrou-se 8,6 vezes e 5,7 vezes mais ativo em células de LLA e LMA,
respectivamente, que o composto 2.

O composto 1 apresentou maior potencial citotéxico que o composto 2, sendo
que, para a maioria das células leucémicas de LMA, a ICxo variou de 19.51 a 33.93
uM; em células linféides, apresentou melhor ICso no subtipo LLA-B, com ICsg
variando de 3.85 a 28.64 uM. Em células de LMC o composto 1 apresentou 6tima
citotoxicidade (ICsp 10.43 e 10.96 uM), bem como em células leucémicas de SMD
(ICs0 11.97 € 26.0 uM).

O composto 2 ndo apresentou citotoxicidade significativa frente as células
leucémicas estudadas.

Na andlise citogenética das células submetidas ao ensaio MTT, foram
encontrados 45,5% (10/22) das amostras com alteragcdes cromossOmicas, destas,
50% (5/10) com alteracbes numéricas e estruturais, como hiperdiploidia,
translocacao, delecao, isocromossomo, duplicacdo e caridtipos complexos. Em 30%
(3/10), alteracdes estruturais (translocacéo e delecdo) e em 20% (2/10), alteragbes
numéricas como hiperdiploidia e hipodiploidia. Os percentuais destas alteracdes,
neste estudo, néo refletem a prevaléncia das mesmas em pacientes atendidos no
HUSM, pois somente parte das amostras foram submetidas aos testes deste estudo.

O composto 1, nas concentracbes de 50 e 100uM, apresentou maior
citotoxicidade em células leucémicas com alteragbes cromossdmicas do que em
células sem alteragbes cromossOmicas.

Quando comparados a farmacos antineoplasicos de uso clinico, o composto 1
apresentou citotoxicidade 84,4, 41,5, 12,3 e 3,4 vezes maior que etoposide,
carboplatina, vinorelbine e daunorrubicina, respectivamente, quando testado com
células mieloides; citotoxicidade 3,1 vezes maior que etoposide quando testado com
células linfoides; e citotoxicidade 7,6 vezes maior que etoposide quando testado com
células de LMC.
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Quanto a atividade antibacteriana, os valores de CIM demonstraram que o
composto 1 apresentou maior atividade que o composto 2, apresentando atividade
antibacteriana de estreito espectro frente a cepas bacterianas gram positivas.

Os compostos triazenos aqui estudados demonstraram ser uma classe
promissora com atividade citotoxica, propriedade que pode ser explorada no
tratamento de doencas neoplasicas.

Modificagbes estruturais podem ser uma importante estratégia para a
producdo de novas moléculas com maior atividade contra as células tumorais e

menor toxicidade para as células normais.
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Resumo

Neste estudo nos relatamos os resultados dos testes da atividade citotdxica
realizados em células leucémicas, com e sem alteracdes cromossémicas, e células
mononucleares normais de medula 0ssea, bem como a atividade antibacteriana de
dois compostos triazenos complexados com Cu(ll) 1 - Bis[1,3-bis(2-
clorofenil)triazenido-kN*,N*-p-O-metéxi-piridina-kN-cobre(ll)] -
C36H34NgOsCl,Cu, e 2- Bis[1,3-bis(2-fluorfenil)triazenido-kN**,N**-p-O-hidréxi-
piridina-kN-cobre(ll)] - C3sH34NsO3F4Cu, . A avaliacdo citotoxica foi realizada frente
a células leucémicas de leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), sindrome mielodisplasica (SMD) e células
mononucleares normais de medula éssea in vitro pelo do ensaio do brometo de 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). A atividade antibacteriana dos
compostos foi determinada pela concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a cepas
bacterianas padrdo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e
bactérias multirresistentes. As altera¢cdes cromossdmicas foram analisadas pela
técnica de citogenética convencional. O composto 1 apresentou maior potencial
citotoxico que o composto 2. Para a maioria das células leucémicas de LMA, a ICsg
variou de 19.51 a 33.93 uM; em células linfoides, apresentou melhor ICsy no subtipo
LLA-B, com ICs variando de 3.85 a 28.64 uM. Em células de LMC o composto 1
apresentou Otima citotoxicidade (ICsp 10.43 e 10.96 puM), bem como em células
leucémicas de SMD (ICsp 11.97 e 26.0 uM). Quando comparados a antineoplasicos
de uso clinico, o compostol apresentou maior atividade antiproliferativa que o
etoposide, daunorrubicina, carboplatina e vinorelbine. As células leucémicas com
alteracdes cromossémicas foram mais sensiveis ao composto 1 nas concentracdes
de 50 e 100 pM do que células leucémicas com cari6tipo normal. Foi demonstrado
gue o composto 1 apresentou maior atividade antibacteriana que o composto 2,
apresentando atividade de estreito espectro frente a cepas bacterianas gram

positivas.

Palavras-chave: Triazenos; MTT; Citotoxicidade; Leucemia; Citogenética; Atividade
antibacteriana.
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1 Introducéo

As leucemias formam um grupo heterogéneo de neoplasias hematologicas
sendo que seu tratamento constitui um desafio & comunidade cientifica devido a
diversidade genética nas células leucémicas. Alteragcdes cromossémicas adquiridas
e modificacdes da expressao génica estao envolvidas na génese das leucemias [1].

Neste tipo de doenca hematoldgica, fatores como a heterogeneidade com
envolvimento de mudltiplos rearranjos cromossémicos, bem como o surgimento da
resisténcia nas células malignas aos agentes antitumorais em uso clinico e a
auséncia de resposta imune eficaz contra as células leucémicas, constituem,
isoladamente ou em conjunto, obstaculos ao resultado terapéutico desejado. Estes
fatores tém estimulado o interesse no desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos eficazes que atinjam alvos moleculares especificos [2, 3].

Dacarbazina (5-(8,3-dimetil-1-triazeno)imidazol-4-carboxiamida e
temozolamida (3-metil-4-ox0-3,4-dihidroimidazol[5,1-d][1,2,3,5]tetrazina-8-
carboxiamida) sdo compostos da classe triazeno (TZC) utilizados na prética clinica
em diversos tipos de neoplasias, incluindo glioma, leucemia e melanoma, sendo o
grupo triazeno o responsavel por suas propriedades farmacologicas [4, 5, 6, 7, 8].

Os TZC possuem também atividade antibacteriana, contra bactérias gram-
positivas, gram-negativas e de nuclease, uma vez que sdo aptos a clivar o DNA
plasmidial [9, 10].

No presente estudo sdo apresentados os resultados dos testes da atividade
citotdéxica in vitro de dois compostos triazenos inéditos, realizados em células
leucémicas, com e sem alteracBes cromossémicas, analisadas pela técnica de
citogenética convencional, e células mononucleares normais de medula 6ssea, bem
como a atividade antibacteriana frente a cepas bacterianas padrédo de referéncia
American Type Culture Collection (ATCC) e bactérias multirresistentes (MDR).
Comparamos a citotoxicidade dos compostos estudados com o etoposide,
daunorrubicina, carboplatina e vinorelbine, e correlacionamos as alteracbes

cromossOmicas com atividade antineoplasica.
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2 Resultados e Discussao
2.1 Compostos

Os compostos triazenos Bis[1,3-bis(2-clorofenil)triazenido-kN** N*3-ji-O-
metoxi-piridina-kN-cobre(ll)], CszsH34NgO2Cl,Cu, peso molecular = 877,60 g/mol
(composto 1) e o Bis[1,3-bis(2-fluorfenil)triazenido-kN** N*3-u-O-hidréxi-piridina-kN-
cobre(ll)], CssH28NgO2F4Cu,, peso molecular = 783,72 g/mol (composto 2) foram
sintetizados conforme metodologia descrita na literatura, a partir de uma solucdo
contendo o composto triazeno e o sal em questdo, em propor¢des estequiométricas
[11]. As diferencas entre os dois complexos foram nos radicais introduzidos a eles:
um com dois atomos de cloro (Cl) e dois grupos metéxi (CH3z) e outro com dois
atomos de fluor (F) e dois grupos hidroxi (H) (Figuras 1 e 2). Os compostos foram
dissolvidos em etanol:agua (1:1).

Para a caracterizagdo dos compostos foi utilizado um aparelho Mel-Temp |l
para determinacdo dos pontos de fusdo, um espectrofotbmetro Nicolet — Magna IR
760 para os espectros de absorcdo no infravermelho, um espectrofotdmetro 1650
PC Shimadzu para os espectros UV/Visivel e um difratdmetro Bruker X8 Kappa Apex
Il para a elucidacdo das estruturas moleculares utilizando o método de difracdo de

Raios-X em monocristal.
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Figura 1 — Estrutura molecular do composto 1: Bis[1,3-bis(2-clorofenil)triazenido-
kN N-pu-O-met6xi-piridina-kN-cobre(l1)]
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Figura 2 — Estrutura molecular do composto 2: Bis[1,3-bis(2-fluorfenil)triazenido-
kN, N®3-i-O-hidréxi-piridina-kN-cobre(11)]

2.2 Atividade citotoxica in vitro

Os compostos triazenos 1 e 2 foram testados quanto a sua capacidade
citotéxica frente a células leucémicas de LLA, LMA, LMC, SMD e células
mononucleares normais de medula d&ssea. Os antineoplasicos etoposide,
daunorrubicina, carboplatina e vinorelbine foram testados com a finalidade de
comparacao em células de LMA.

O perfil das amostras, citogenética das células e resultados da ICs
encontram-se descritos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Perfil das amostras, citogenética e ICso dos compostos 1 e 2

Caso Diag Status Citogenética ICso (LM)

1 2
1 Normal diag 46,XX >100 >100
2 LLA-B diag 45,XX,-10 3.85 7.91
3 LLA-B  diag 46,XX 21.95 >100
4 LLA-B rec 62~65,XXX,dup(1)(q12944)[5],+5[4],+7[4],+7[4]+8[2],+9[4], 28.64 >100

1(9;22)(q34;q11)[6],+12[2],+13[4],+14[4],+15[2],+der(16)t(1;16)
(923;924)[6],+18[4],+21[4],+22[3],+der(22)t(9;22)[5],+der(22)
1(9;22)[4][cp07]

5 LLA-B rec 51,XY,+1[3],+3[8],+10[6],add(14)(q32)[8],del(14)(q32)[8],+i(17) 20.33 81.8
(q10)[8],+marl1[8],+mar2[7],+mar3[5][cp09]/46,XY[1] 4

6 LLA-B rec 46,XX 26.51 >100

7 LLA-T  diag Pobre em metafases >100 >100

8 LLA-T diag 46,XY 85.96 >100

9 LLA-T rec 45~47,XY,del(4)(q31)[4],+8[4],del(11)(q23)[3],-22[3], 284 >100
+mar[4][cp05]/46,XY[06]

10 LMA diag 44~45,XY,del(4)(q24),-7[5],-15[9],-16[4],-18[8],+r[ 7], 31.05 >100

M2 +mar[6][cpl0]
11 LMA diag 46,XY >100 >100

M2
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12 LMA diag 46,XY 33.93 >100
M2
13 LMA diag 46,XY,1(15;17)(q22;912) 30.03 >100
M3
14 LMA diag 46,XX,16gh+ 27.78 >100
M4
15 LMA diag 46,XY,del(16)(g23) 19.51 >100
M4
16 LMA diag 46,XY >100 >100
M4
17 LMA diag 46,XX >100 >100
M5
18 LMA rec 46,XY 35.57 99.1
M5 2
19 LMC diag 46,XX,1(9;22)(q34;q11) 10.43 51.9
0
20 LMC Fase 48,XY,+8,1(9;22)(q34;911),+der(22)t(9;22) 10.96 34.1
aceler 2
21 SMDt diag 46,XY 26.0 >100
22 SMDt diag mn(40~44)[14]/mn(70~80)[09]/mn(81~87)[02] 11.97 >100

Diag: Diagnéstico, LMA: Leucemia Mieloide Aguda, LLA: Leucemia Linfoide Aguda, SMD t: Sindrome
Mielodisplasica transformada, LMC: Leucemia Mieloide Crbnica, rec: recidiva, ICsq: Concentracdo do

composto necesséria para reduzir 50% da viabilidade celular.

Tabela 2 — Analise descritiva do perfil das amostras estudadas

Frequéncia Percentual
(%)

Sexo

Feminino 8 36,4

Masculino 14 63.6
Status

Diagnostico 16 72.8

Recidiva 5 227

Fase acelerada 1 45
Cariotipo

Alterado 10 45,5

Normal 12 54.5
Diagnostico

LLA 8 36,4

LMA 9 40,9

LMC 2 91

SMD 2 o1

Normal 1 45

O composto 1, frente a todas as células analisadas nesse estudo, apresentou

maior citotoxicidade que o composto 2, demonstrado pela ICso (Tabela 1). Como

exemplo disso citamos o caso 15, células com cari6tipo 46,XY,del(16)(g23) e ICso:

19.51 uM. O TZC 1 também demonstrou maior citotoxicidade que os antineoplasicos

testados: etoposide (ICsp: >100 uM), daunorrubicina (ICsp: 66.27 uM), carboplatina
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(ICs0: >100 uM) e vinorelbine (ICsp: >100 puM) em células de LMA (Figuras 3 e

4).
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Figura 3 — Cariétipo (caso 15): 46,XY,del(16)(g23)
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Figura 4 — Viabilidade celular de células mieloides de medula 6ssea (caso 15) frente
a diferentes concentragcbes dos compostos 1, 2 e antineoplasicos etoposide,
carboplatina, vinorelbine e daunorrubicina pelo ensaio MTT

Em células leucémicas LLA subtipo B, os compostos 1 e 2 apresentaram alta

e fraca citotoxicidade, respectivamente, com excecéo as células com monossomia

do cromossomo 10 (caso 2), onde ambos apresentaram alta citotoxicidade (ICso 3.8

e 7.9 uM). Até o momento, ndo ha relatos na literatura que indiguem fator

prognéstico desta monossomia, porém é de grande valor no acompanhamento da

remissao da doenca, para verificar erradicacdo do clone leucémico [1].
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No estudo das células linfoides (LLA), subtipo T com cari6tipo normal (caso
8), verificou-se que ambos compostos mostraram-se fracamente citotoxicos. Porém
em células LLA-T com alteracBes cromossOmicas numeéricas e estruturais (caso 9), o
composto 1 foi altamente citotdoxico. Estas células apresentaram cariotipo complexo:
45~47,XY,del(4)(q31)[04],+8[04],del(11)(g23)[03],-22[03],+mar[04][cp05]/46,XY[06],
a delecdo da regido 11923, onde ocorre rearranjo do gene MLL, confere prognostico
desfavoravel ao paciente, portanto, de dificil tratamento quando usado protocolo
padrao [3, 12, 13].

Em células de LMA o composto 1 mostrou-se altamente citotdéxico na maioria
das amostras (casos 10, 12, 13, 14 e 15), tendo a melhor atividade antiproliferativa
em células com delecdo no cromossomo 16 (46,XY,del(16)(g23)), com ICso: 19.5 uM
(caso 15). Em células com cariétipo complexo, com alteracbes numeéricas e
estruturais: 44~45,XY,del(4)(q24),-7[5],-15[9],-16[4],-18[8],+r[7],+mar[6][cpl0]
(casol10), o composto 1 também apresentou significativa atividade antiproliferativa,
enguanto o composto 2 foi fracamente citotoxico para todas amostras de LMA.

Os compostos 1 e 2, frente as amostras com células de LMC, com cariétipo
apresentando translocacdo t(9;22) (cromossomo Philadelphia) (casos 19 e 20),
demonstraram alta e moderada citotoxicidade frente aos compostos 1 e 2,
respectivamente, independente da fase da doenca (ao diagnéstico ou fase
acelerada) e alteracbes cromossdmicas. As alteracbes cromossdmicas adicionais:
trissomia do cromossomo 8 e duplo Philadelphia (caso 20), indicam evolucéo clonal,
isto é, avanco no curso da doenca, onde as células podem apresentar resisténcia ao
mesilato de imatinibe, antineoplasico utilizado correntemente no tratamento desse
tipo de leucemia [12].

Os compostos 1 e 2, em células de SMD com caridtipo alterado
mn(40~44)[14]/mn(70~80)[09]/mn(81~87)[02] (caso 22), apresentaram alta e fraca
atividade antiproliferativa, respectivamente, enquanto em células de SMD com
cariétipo normal (caso 21), a citotoxicidade foi moderada (1) e fraca (2), mostrando
novamente maior atividade do composto 1 em células com alteragbes
cromossOmicas. Wang et al. relataram que alteracdes cromossémicas clonais sao
observadas em 30-50% nas SMDs e avaliando 85 casos, 21% apresentaram
evolucdo citogenética conferindo prognéstico desfavoravel, com menor tempo de

sobrevida aos pacientes [14].
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Ao compararmos 0s compostos 1 e 2 nas diferentes concentracdes (Tabela 3)
observamos que em todas as concentragdes houve diferenca estatistica significativa
entre eles (p<0.05). Ainda verificou-se que entre a menor concentracdo de 1 (12.5
KMM) e a maior concentracdo de 2 (100 uM), existiu diferenca estatistica significativa,
sendo que o percentual de viabilidade celular do composto 1 na concentragdo de
12.5 uM é menor do que o composto 2 na concentracdo de 100 uM, portanto, o
composto 1 tem maior capacidade de inibir o crescimento das células do que o

composto 2.

Tabela 3 — Comparacao entre os compostos 1 e 2 nas diferentes concentracfes

Variaveis Viabilidade celular% p-valor
1 2
12.5 uM
Média (DP) 62,95 (19,46) 73,68 (17,71) 0,006
50 uM
Média (DP) 40,77 (21,36) 69,73 (18,26) 0,0001
100 pM
Média (DP) 36,27 (21,06) 74,82 (18,86) 0,0001
1 12.5uM 2 100pM
Média (DP) 62,95 (19,46) 74,82 (18,86) 0,003

DP: desvio padrao

Os compostos estudados possuem dois nucleos triazenos (bistriazenos)
complexados com Cobre (Cull). As principais diferencas entre os compostos 1 e 2
sdo os radicais introduzidos a eles. Os resultados que obtivemos nas andlises
citotdxicas frente as células leucémicas nos permitem sugerir que a substituicdo do
atomo de fluor (F) pelo cloro (Cl), e/ou o grupo hidréxi (H) pelo metoxi (CH3) conferiu
maior atividade antileucémica ao composto 1. Estes resultados se assemelham ao
estudo com compostos triazenos realizado por Domingues et al., nos quais 0s
compostos com cloro também foram mais ativos que compostos com fluor, em
células leucémicas mieloides [10]. Cimbora-Zovko et al. analisaram uma nova classe
de 1,3 diaryltriazenos como agentes antineoplasicos frente a diversas linhagens de
células tumorais (HeLa e outras), substituiram varios radicais e relataram que o0s
compostos apresentaram atividade citotoxica aumentada quando foram introduzidos
grupos acyl (R’C-0O) juntamente com grupos doadores de elétrons bromo (Br), cloro

(Cl) e trifluorometil (CF3), enquanto o grupo fluor (F) foi menos ativo [15].
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Estes resultados permitem atribuir ao tipo de substituinte introduzido a
determinadas posi¢cdes das moléculas, o aumento da atividade antiproliferativa dos
compostos TZCs.

Ao compararmos 0S compostos e concentracdes testadas em relagcdo aos
cariotipos das células, se normal ou alterado (Tabela 4), podemos verificar que
existiu diferenca significativa no percentual de viabilidade celular entre células com
caritipo alterado e células com cariétipo normal, em relacdo ao composto 1, nas
concentracbes de 50 e 100 uM, onde a menor média de viabilidade celular foi
encontrada para o cariétipo alterado.

Para o composto 2, em todas concentracbes (12,5, 50 e 100 pM) e na
concentracdo de 12,5 uM do composto 1, ndo existiu diferenca significativa em
relacdo ao caridtipo normal ou alterado. Nota-se ainda que em todas as
concentragbes a menor média de viabilidade celular ocorreu para células com o
cariétipo alterado. Entdo podemos referenciar que células com alteracdes
cromossOmicas sdo mais sensiveis, isto é, apresentaram menor viabilidade que
células sem alteracOes cariotipicas, quando testadas nas concentracdes de 50 e 100

MM do composto 1.

Tabela 4 — Analise comparativa dos compostos e concentracdo em relacao a
viabilidade celular (%) e IC50 (uM) com os cariétipos analisados

Composto Cariétipo
Concentragao (uM) Altera<.10 Norm.al p-valor
VC % Média (DP) VC % Média (DP)
1/12,5 58,91 (21,80) 67,00 (16,85) 0,342
1/50 29,27 (17,01) 52,27 (19,44) 0,008
1/100 27,09 (19,48) 45,45 (19,15) 0,037
2/12,5 68,82 (20,53) 78,55 (13,60) 0,205
2/50 66,27 (23,58) 73,18 (10,85) 0,388
2/100 68,09 (20,82) 81,55 (14,62) 0,095

VC- Viabilidade celular

Entretanto, quando os compostos 1 e 2 foram testados em células
mononucleares normais de medula 6ssea mostraram-se fracamente -citotoxicos
(Figura 5).
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Figura 5 — Viabilidade celular de células mononucleares normais de MO (caso 1)
frente a diferentes concentragdes dos compostos 1 e 2 pelo ensaio MTT

Nossos resultados assemelham-se aos de Cimbora-Zovko et al.,, que
demonstraram que novos compostos diaryltriazenos foram mais citotoxicos em
linhagens tumorais do que em linhagens de células normais [15]. J& Domingues et
al. relataram que compostos triazenos ndo complexados tiveram alta toxicidade em
leucdcitos normais [10].

As células neoplasicas em fase de replicagcdo mostram-se mais suscetiveis a
acdo citotoxica dos agentes alquilantes do que as células normais, as quais
possuem indice de replicacdo mais baixo e sdo menos afetadas. O principal local de
alquilacao no interior do DNA € a posicao N7 da guanina. A alquilagcdo da guanina
pode resultar em codificacdo defeituosa, levando a ruptura do filamento da DNA [7].

Considerando que os farmacos antineoplasicos devem erradicar as células
neoplasicas sem danificar as células normais, e ndo existem, no momento atual,
farmacos disponiveis totalmente desprovidos de toxicidade [7], os compostos
triazenos 0s quais realizamos a nossa pesquisa possuem potencial atividade como

agentes antineoplasicos.

2.3 Atividade antibacteriana

Dos compostos testados, o composto 1 apresentou atividade antibacteriana
de estreito espectro frente as cepas ATCC Micrococcus luteus 7468 com CIM =



98

64ug/mL, Staphylococcus aureus 25923 com CIM = 128 pg/mL, e cepas MDR
Staphylococcus aureus com CIM = 64 pg/mL. O composto 2 apresentou atividade
antibacteriana apenas frente a cepas MDR Staphylococcus aureus com CIM = 128
pg/mL.

O S. aureus MDR no qual os compostos 1 e 2 apresentaram atividade
antimicrobiana, isolado da corrente sanguinea de paciente com septicemia internado
no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), mostrou resistencia a meticilina
(MRSA), gene mecA positivo, o qual foi confirmado por metodologia genotipica pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e apresentou sensibilidade somente a
daptomicina, linezolida e vancomicina, todos antimicrobianos de uso intravenoso.

Os valores de CIM sugerem que o composto 1 apresentou maior atividade
antibacteriana que o composto 2, frente as cepas analisadas. Para a maioria das
bactérias, a CIM destes compostos foi maior que 128 pg/mL.

Estes achados sdo semelhantes a estudos de Domingues et al., em que trés
compostos triazenos nao complexados apresentaram fraca atividade frente a
bactérias gram positivas e gram negativas, com excecdo de um deles que
apresentou CIM de 32 pg/mL frente a Bacillus cereus [10]. Ja Horner et al.
demonstraram que de quinze compostos triazenos estudados, doze apresentaram
algum tipo de atividade frente as bactérias gram positivas Streptococcus agalactie,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Corynebacterium sp e
gram negativa Enterobacter cloacae [9].

O mecanismo envolvido na atividade antibacteriana apresentada pelos dois
compostos testados em nosso estudo pode ser o0 mesmo citado por outros autores,
gue devido a sua capacidade quelante, os TZCs formariam quelatos com
constituintes da parede celular bacteriana, impedindo sua sintese [9, 16]. Esse
mecanismo pode ser reforcado uma vez que o referido isolado apresentou
sensibilidade a vancomicina, antimicrobiano de uso clinico, e cujo mecanismo de
acdo ocorre pela inibicdo da sintese da parede celular das bactérias gram positivas
[7]. O mecanismo de agdo exato da daptomicina ndo é totalmente elucidado, mas
atribui-se a sua capacidade de ligacdo a membrana celular do microrganismo e
consequente despolarizacdo, produzindo rapida morte celular [7]. A linezolida
constitui-se em um antimicrobiano de estreito espectro, com atividade somente em

gram positivas, da classe das oxazolidinonas, a qual atua inibindo a sintese proteica

[7].
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Os resultados obtidos na nossa pesquisa mais uma vez justificam a pesquisa
da atividade antibacteriana de novos compostos triazenos.

3 Conclusao

A atividade citotdxica dos compostos sintetizados foi determinada em células
de LLA, LMA, LMC, SMD e células mononucleares normais de medula 6ssea. O
composto 1 demonstrou alta citotoxicidade frente a todos os tipos celulares
estudados. O composto 1, complexado com Cu(ll), com radicais CH3 e 4&tomos de ClI
foi mais citotéxico que o composto 2, o qual contém radicais H e atomos de F em
sua estrutura. Células leucémicas com alteragcbes cromossdmicas foram mais
sensiveis ao composto 1 nas concentracfes de 50 e 100 uM do que células
leucémicas com cariétipo normal. Esta propriedade deve ser explorada tendo em
vista a busca por agentes com atividade farmacologica direcionada a alvos celulares

especificos e reduzida toxicidade em células normais.

4 Secao Experimental
4.1 Materiais

Todos os reagentes e solventes utilizados no estudo foram de grau reagente
e utilizados sem purificacdo adicional. Para ensaios biologicos, a agua foi purificada

por sistema de purificacdo de agua Millipore Q com resisténcia de 18 MW e

esterilizados por autoclave.

4.2 Atividade Bioldgica

4.2.1 Atividade citotéxica in vitro

4.2.1.1 Cultura de células

As células leucémicas de LLA, LMA, LMC, SMD e células mononucleares

normais foram obtidas de amostras de medula 6ssea, excedentes de exames de
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pacientes em diagnostico de leucemias, sem tratamento prévio, e amostras de
pacientes em recidiva, atendidos no HUSM.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica CCAA sob o niimero do processo
23081.012084/2008-32.

As amostras foram coletadas em seringa heparinizada e as células foram
separadas por centrifugacdo por gradiente de densidade com Histopaque®(Sigma).
As células foram lavadas e ressuspendidas com Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640-Sigma). A concentracao celular foi ajustada pela contagem em Camara

de Neubauer e a viabilidade celular foi verificada pelo corante azul de tripan.
4.2.1.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade in vitro dos compostos estudados frente a células leucémicas
de LLA, LMA, LMC, SMD e células mononucleares normais de medula dssea foi
analisada através do método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), descrito por Mosmann [17]. O ensaio consiste em uma
andlise colorimétrica baseada na conversdo do sal MTT (coloracdo amarela) para
formazan (coloracdo purpura), pela atividade da enzima succinil-desidrogenase
presente na mitocéndria da célula viavel, permitindo dessa maneira quantificar a
porcentagem de células vivas. Esta técnica tem a capacidade de analisar a
viabilidade e o estado metabdlico da célula, avaliando assim a citotoxicidade.

As células leucémicas foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SBF-Gibco®), 100 Ul/ml de penicilina G e 100mg/ml
de estreptomicina, por 24 h a 37 °C em 5% de CO..

As células em suspensdo foram distribuidas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 3x10° células/poco, incubadas com os compostos has
concentracdes de 12,5 uymol/mL, 50 ymol/mL e 100 umol/mL, por 20 horas a 37 °C
em 5% de CO,. Apos foram acrescentados 10 pL da solugdo de MTT (5 mg/mL) as
culturas tratadas, e estas incubadas por um periodo de 4 horas a 37 °C em 5% de
CO,. Apos o periodo total de incubacao, 24 horas, retirou-se o sobrenadante e foram
adicionados 100 pL de solugao de dimetilsulféxido (DMSO). A densidade éptica (DO)
de cada poco foi obtida no comprimento de onda de 570 nm, em leitor de
microplacas Epoch® possibilitando determinacdo do potencial citotéxico de cada

substéancia testada em relac&do ao controle nao tratado. Os ensaios foram realizados
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em triplicatas. A viabilidade celular foi calculada pela seguinte formula: DO das
células tratadas/DO das células néo tratadas x 100 = %.

Os valores de ICsp que correspondem a concentragdo do composto capaz de
inibir o crescimento de 50% das células, foi estimado pelo programa GraphPad

Prizm 5.

4.2.2 Atividade antibacteriana in vitro

4.2.2.1 Cepas bacterianas

A atividade antimicrobiana dos complexos 1 e 2 foi avaliada in vitro frente 21
microrganismos padréo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e
isolados clinicos MDR: cepas bacterianas gram positivas: Micrococcus luteus 7468,
Enterococcus faecalis 51299, Enterococcus faecalis 29212, Staphylococcus
saprophyticus 15305, Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus epidermidis
12228, Bacillus cereus 14579; e gram negativas: Pseudomonas aeruginosa 27859,
Klebsiella pneumoniae 700603, Escherichia coli 35218, Salmonella thyphymurium
14028.

Os isolados clinicos MDR foram oriundos de amostras de sangue periférico,
escarro, urina e secrecado traqueal de pacientes atendidos no HUSM. Os testes de
sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados seguindo os padrdes do Clinical
and Laboratory Standarts Institute (CLSI), mostrando que a maioria das bactérias
foram sensiveis a apenas um a trés antimicrobianos. Testes genotipicos mostraram
expressdo dos genes mecA, icaD, produtor de biofilme, erm; e fendtipo de
betalactamase de espectro estendido (ESBL) em algumas bactérias.

As cepas bacterianas e os isolados clinicos foram armazenados a -70°C no
banco de microrganismos do Laboratorio de Bacteriologia no Departamento de

Andlises Clinicas e Toxicologicas da UFSM.
4.2.2.2 Determinagéo da concentragao inibitéria minima (CIM)
A atividade antibacteriana dos compostos foi avaliada pela determinacao da

CIM, definida como a menor concentracdo do composto que impede o crescimento

visivel do microrganismo, seguindo-se o método padrdao de microdiluicdo em caldo,
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recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [18]. Os
compostos foram dissolvidos em quantidades equivalentes de agua ultrapura estéril
e etanol (1:1) e testados nas concentracdes de 0,25 a 128 pg/mL. O meio de cultura
inoculado com bactérias e diferentes concentracdes dos compostos foram incubados
em placas de 96 pogos a 35 = 2 °C por 24 horas. Em paralelo, foram realizados
controles positivo e negativo. O primeiro contendo apenas o meio de cultura e o
microrganismo de interesse, e 0 segundo contendo 0 composto sem o0
microorganismo. Os testes foram realizados em duplicata e a leitura visual realizada
para determinacdo da CIM, como a menor concentracdo do composto que inibiu

completamente o crescimento dos microrganismos nos po¢os.
4.2.3 Analise citogenética

Para a obtencdo dos cromossomos metafasicos em amostras de medula
0ssea, foi utilizado o método descrito por Swansbury com modificaces, através de
cultura de curta duracdo sem mitbgenos [19]. Apds separacdo das células
mononucleares da medula o6ssea, por gradiente de densidade com
Histopaque®(Sigma), as células foram incubadas em meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de SBF (Gibco®) por 16 a 24 h a 37°C. Ap6s foi adicionado colchicina
(0,1pug/mL) por 1 h a 37°C. Em seguida, as células foram tratadas com solucao
hipoténica (KCI 0,075mol/L) e ressuspensas em fixador de Carnoy (metanol: acido
acético 3:1). Esse material foi distribuido sobre laminas, submetido ao bandeamento
G por tripsina-Giemsa e posterior analise cromossdmica. Vinte metafases foram
analisadas e capturadas pelo sistema de imagem Applied Imaging CytoVision®. As
anormalidades cromossomicas foram descritas de acordo com a International

System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) [20].
4.3 Analise estatistica

O procedimento metodoldgico adotado foi 0 de uma pesquisa exploratéria e
descritiva. A apresentacdo dos resultados envolveu a estatistica descritiva com a
distribuicdo de frequéncias simples e relativa, bem como medidas de tendéncia
central e de variabilidade (média e desvio-padrdo). Para avaliar os dados referentes

as diferentes concentracbes dos compostos 1 e 2 foi aplicado o teste de
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normalidade dos dados, sendo que todos demonstraram-se normais, sendo aplicado
o teste t pareado. Na avaliagdo da comparacdo do cariétipo normal e alterado em
relacdo as demais variaveis, foi testada a normalidade de cada variavel e analisado
o tipo de teste a ser utilizado. Como eram dois grupos independentes, quando 0s
dados demonstraram-se normais foi aplicado teste t, e quando ndo seguiam uma
distribuicdo normal, foi aplicado o teste Mann Whitney. Foi estabelecido o nivel de
significancia de 5% (p<0.05).

Os dados referentes ao presente estudo foram processados e analisados de
forma eletrbnica a partir da construcdo de um banco de dados (Excel® 2007) e de
um programa de andlise especifico, o software Statistical Package for Social Science
15.0 (SPSS).

Material Suplementar

Tabela 5 — Atividade antibacteriana in vitro dos compostos triazenos 1 e 2 frente a
cepas bacterianas ATCCs

Cepas bacterianas ATCC CIM (ug/mL)
Compostol Composto 2

Pseudomonas aeruginosa 27859 >128 >128
Klebsiella pneumoniae 700603 >128 >128
Micrococcus luteus 7468 =64 >128
Enterococcus faecalis 51299 >128 >128
Staphylococcus saprophyticus 15305 >128 >128
Staphylococcus aureus 25923 =128 >128
Escherichia coli 35218 >128 >128
Staphylococcus epidermidis 12228 >128 >128
Salmonella thyphymurium 14028 >128 >128
Bacillus cereus 14579 >128 >128

Enterococcus faecalis 29212 >128 >128
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Tabela 6 — Atividade antibacteriana in vitro dos compostos triazenos 1 e 2 frente a
isolados clinicos MDRs

Isolados clinicos MDR CIM (pg/mL)
Compostol Composto 2
1. Staphylococcus aureus =64 =128
2. Staphylococcus aureus >128 >128
3. Pseudomonas aeruginosa >128 >128
4. Klebsiella pneumoniae >128 >128
5. Klebsiella pneumoniae >128 >128
6. Escherichia coli >128 >128
7. Acinetobacter baumannii >128 >128
8. Acinetobacter baumannii >128 >128
9. Staphylococcus epidermidis >128 >128
10. Staphylococcus epidermidis >128 >128
Tabela 7— Perfil de sensibilidade dos isolados clinicos MDRs
[%2]
© 8 g = = % -5
a c c c S £ g
c (@) @) [ c £ o
.. . (%) » = 1= e © ©
Antimicrobiano = 4 © 5 5 E € I =T
o © S 2 © ¥ 3 3 & &
> ‘5 Q c c o © © O .
© T T o o % o Q9 S
n 0 o X ¢ W << < 0 S
— N M O 1 © N 0o o o
Amicacina - - R R | R R | - -
Amoxacilina/Clavulonato R R - R R R - - - -
Ampicilina/Sulbactam R R - R R R R | - -
Ampicilina Blac Bac - R R R - R - -
Aztreonam - - - R - — - - — -
Cefazolina R R - - - — R R - —
Cefalotina - - - R - - - - - -
Cefepime - - - R R R - - - -
Ceftazidime - - R R R R R R - -
Ceftriaxona R R - R - - - - - -
Cefoxitina - - - - - - R R R R
Cefuroxime - - - - R R - - - -
Ciprofoxacino - - R R R R R R S S
Clindamicina R R — — — - - - S S
Daptomicina S S - - - - = = =
Eritromicina R R — — — - R R S R
Ertapenem - - R S R - - - =
Gentamicina R R R R R R S R S R
Imipenem R R R S S S R | - -
Levofloxacino R R - - R R R R S S
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Linezolida S S - - - - - Z- s s
Meropenem R R R s $S - R R - -
Nitrofurantoina - - - - - R - - s s
Norfloxacino - - - - - - - - s s
Oxacilina R R - - - - - - R R
Penicilina G Blac Bac - - - - - - R R
Piperacilina/Tazobactam - - - - R R - - - =
Polimixina B - - - s - -
Rifampicina R R - - - - _—- s s
Sulfametoxazol/trimetropina R S - R R R R R R S
Teicoplamina - S - - - - - - s s
Tetraciclina - - - - - - - - R R
Ticarcilina/Clavulonato - - R - R S R R - -
Tigeciclina - - - - - - - - R S
Tobramicina - - R - R R S S - -
Vancomicina S - - - - - - - s s

R: resistente, S: sensivel, |: intermediario, Blac: Beta-lactamase positiva; —: ndo testado
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