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INTRODUCAO

Nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido importantes complexos paladaciclos com
propriedades antitumorais. Dentre eles o complexo [Pd(Cz,N-S(_)dmpa(dppt)]Cl (SF12)
patenteado internacionalmente pela FAPESP. Este composto, hoje entrando para testes
clinicos de Fase I, junto ao INCA e a FIOCRUZ, combate eficazmente varios tipos de
células tumorais, incluindo a linhagem K562, responsdvel pela Leucemia Mieldide
Cronica, uma linhagem resistente a qualquer tipo de quimioterapia [2]. O composto
dispara o processo apoptdtico, ou seja de morte celular programada da célula de forma
especifica através do rompimento de lisossomos [2]. Neste contexto, de
desenvolvimento e de estudos mecanisticos de drogas antitumorais, a espectroscopia de
FTIR ¢ uma técnica vibracional que da informagdes sobre a composi¢do quimica de
uma amostra, fornecendo uma espécie de "impressdo digital molécula (fingerprint)" da
mesma [1,3-5]. E uma técnica poderosa para o estudo de células intactas. Assim, o
objetivo deste projeto foi analisar e quantificar células apoptoticas por estudos de FTIR,
utilizando a técnica de Reflexdo Atenuada Total (ATR). Culturas de células leucémicas
humanas da linhagem K562 foram incubadas com o paladaciclo antitumoral [Pd(C* N-
S(Hdmpa(dppf)]Cl e monitoradas quanto a indugdo da apoptose durante um certo tempo.
Os espectros vibracionais das culturas, apos os devidos tratamentos matematicos de
subtracao de espectros das “amostras em branco” foram obtidos e analisados.Varias
mudangas espectrais foram observadas em regides espectrais especificas e
correlacionadas por integragao de areas de bandas de absor¢ao, em particular a regido de
acidos nucléicos situada na faixa de 1200-900 cm™ e da Amida I de proteinas em 1599-
1710 cm”.Por meio dos resultados adquiridos nds preconizamos que pelas
caracteristicas dessas células obtidas no espectro de FTIR/ATR e por correlagdes
matematicas adequadas entre regides espectrais, esta técnica pode ser utilizada para o
diagnostico de células em apoptose na dificil linhagem K562. Esperamos assim dar uma
importante contribuicdo cientifica nos campos de testes de eficdcia de drogas
antitumorais ¢ de mecanismos de agao.



OBJETIVOS

Demonstrar como a técnica de FTIR/ATR pode ser util para o estudo de apoptose
celular na linhagem resistente de células K562, responsavel pela leucemia mieldide
cronica, utilizando um composto paladaciclo indutor de apoptose nessa linhagem na
esperanca de trazer uma importante contribuicdo cientifica no campo de estudos de
eficacia de mecanismos de drogas antitumorais, diferenciando mortes celulares por
necrose de mortes promovidas por apoptose.

METODOLOGIA

Foram incubadas células leucémicas humanas da linhagem K562 com o paladaciclo
antitumoral (SF12). Essas foram monitoradas quanto a indu¢ao da apoptose durante 24h
pela técnica de MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetlitiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium]. Os
espectros vibracionais de FTIR/ATR foram medidos para culturas de células em
apoptose 100% viaveis, obtidas por tratamento das mesmas com uma solugao 20 pM do
paladaciclo. De igual forma foram medidos espectros de células tratadas com Ultrassom
ou com Triton, simulando a morte por necrose das mesmas e também de células
tumorais K562 normais  (sem o uso de drogas), utilizadas como controle.Os espectros
foram medidos em um Espectrofotdmetro Perkin-Elmer modelo Spectrum 100,
utilizando-se um monocristal de ZnSe 45° como elemento Optico de reflexdo interna.
Utilizou-se tratamentos matematicos como a subtracao espectral para se obter espectros
sem interferéncias para cada amostra analisada e integracdo de areas no modo (A x cm’
") para as regides de Amida I e Amida II de proteinas e para a regido de 4cidos
nucléicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Espectros vibracionais das células tumorais K562, responsaveis pela Leucemia
Mieloide Crénica, foram medidos na regido de 650-4000 cm™ e analisados com a
finalidade de se estabelecer “fingerprints”, para células apoptoticas, cuja morte foi
induzida pelo paladaciclo SF12. A simulagdo da morte celular por necrose foi induzida
por aplicacdo de ultrassom e por tratamento das culturas celulares com Triton. Dessa
forma, analisados os espectros vibracionais de FTIR/ATR das células tratadas com o
paladaciclo SF12 (apoptoticas) , para células tratadas com Ultrassom ou Triton
(necréticas) e para células sem nenhum tratamento (K562 normais), observamos
inicialmente profundas alteracdes na regido da AMIDA I quando comparamos as trés
situagdes. Ressaltamos que nessa regido espectral situada entre (1599-1710 cm™) é que
surgem os modos vibracionais normais que correspondem a estiramentos C=0O
acoplados as flexdes (bending) N-H dos aminoacidos existentes nas ligagdes peptidicas.
A forma e a intensidade das bandas de absorcdo existentes nessa regido sao
influenciadas por vérias estruturas secundarias de proteinas celulares, em particular os
sinais atribuidos a configuracdes em a-hélices (1645-1662 cm’™), Estruturas p-
pregueadas (1613-1637 cm™), turns (1662-1682cm™) e Estruturas Randomicas (1637-
1645 cm™). A regido da AMIDA 1II (1483-1595 cm™) surge a partir dos modos normais
de vibragdo que envolvem flexdes (bendindg) C-N-H e estiramentos C-N dos
peptideos.Dito isso, na comparacdo espectral das trés amostras celulares notamos que a
parede celular da célula K562 possui uma alta contribui¢do de Estruturas B-pregueadas,
pela intensa banda de absorc¢do existente em 1637 cm™ e de estruturas Randdémicas pela
intensa banda localizada em 1620 cm™. Entretanto, quando analisamos os espectros
vibracionais de células em apoptose pelo efeito do paladaciclo SF12 e necroticas
produzidas pelo efeito do ultrassom, notamos, em ambos 0s casos, uma contribui¢ao
protéica bastante rica em estruturas contendo a-hélices, pelo surgimento de uma nova e



intensa banda de absor¢io em 1659 cm™. O referido modo vibracional possui uma
intensidade um pouco menor nas células necrdticas. Este fato mostra uma mudanca
tanto conformacional quanto de teor protéico dessas amostras, possivelmente pelo
extravasamento de outras proteinas soliveis da célula. Embora um pouco deslocadas,
tanto nas células necroticas como nas apoptéticas a banda relativa a contribuigdo de
estruturas [B-pregueadas continua presente nas amostras em 1635 e 1638 cm’!
respectivamente. Observamos ainda que as células necréticas apresentam uma banda de
absor¢do em 1685 cm’™', mostrando uma contribuicdo maior de estruturas secundarias
randomicas para o processo necrdtico da linhagem celular K562. Um outro fator
importante ¢ que no processo de necrose uma nova banda de absor¢ao centrada em 1627
cm’ aparece como uma verdadeira impressio digital do processo, uma vez que é
totalmente ausente do processo de apoptose celular. Trabalhando-se a matematicamente
a relagio Area AMIDA I/Area AMIDA II , operando-se as leituras do espectrémetro na
forma de Absorbancia X Nimero de onda (cm™) obtivemos o valor de 0,95 u.a. para as
células K562 apoptéticas e 0,91 u.a. para as células normais. Esse aumento de 0,04 u.a.
sugere que varias mudangas bioquimicas e biofisicas de proteinas celulares ocorrem
durante a apoptose. Nossa hipdtese é que a clivagem de proteinas celulares realizadas
por diversas caspases apoptoticas a modulagdo de atividade de chaperonas e da fun¢do
do proteossoma sejam responsaveis por este efeito.

Uma outra regido de importante analise para o trabalho realizado ¢ situada entre 900-
1300 cm™. Nesta regido encontramos importantes informagdes sobre as moléculas de
DNA, RNA, carboidratos e grupos fosfatos dos acidos nucléicos. Em 1080 cm™ ocorre
o estiramento simétrico do grupo fosfato do fosfodiéster vi PO, e em 1240 cm™ o
correspondente estiramento assimétrico v,ss PO,. Em 965 cm’ temos a absorcao do
grupo desoxirribose do DNA. Novamente por calculos de 4area nesta regido pela
integragao dos sinais obtivemos um valor de 134,43 u.a. para as células K562 normais e
de 32,05 u.a. para as células apoptoticas induzidas pelo paladaciclo SF12, indicando
profundas modificacdes na estrutura dos acidos nucléicos. Nas células necréticas o valor
calculado foi de 392,0 u.a. Esses valores mostram que as estruturas do DNA sofrem
profundas modificagdes, seja em estrutura primaria, secundaria, terciaria ou quaternaria,
considerando-se os diferentes processos.Uma outra analise minuciosa foi feita na regido
entre 1000-1140 cm™ , uma regido de ligacdes glicosidicas do DNA. A integrac¢io de
areas das bandas de absor¢do nessa regido mostrou que o espectro da célula K562
normal possui 11,18 u.a., enquanto o das células em apoptose possui 45,82 u.a.
Atribuimos esta ocorréncia ao fato de nas células normais o DNA estar
compartimentalizado e condensado na estrutura da cromatina, enquanto nas cé¢lulas em
apoptose o mesmo estd fragmentado. Na célula em necrose este valor sobe para 134 u.a,
corroborando com nossa suposicdo, onde o mesmo encontra-se desnaturado.A razao
entre Area DNA (1000-1140 cm™)/Area Amida II estd diretamente relacionado com o
indice de apoptose celular. Esta razdo no nosso caso foi de 1,2 para células necroéticas,
1,3 para células normais da K562 e 1,45 para as células apoptéticas. Existem muitas
controvérsias na literatura quanto ao aumento ou diminui¢ao deste valor nos processos
de apoptose, que no nosso caso foi crescente. No nosso entendimento, através dessas
discussdes nosso objetivo foi inteiramente cumprido e os resultados de acordo com
dados da literatura para outras linhagens celulares [1,3-5].

CONCLUSOES

Ficou demonstrado que a técnica de FTIR/ATR pode ser ttil para o estudo de apoptose
celular na linhagem resistente de células K562, responsavel pela leucemia mieldide
cronica,uma linhagem resistente a qualquer tipo de quimioterapia. Além de demonstrar



a eficacia do paladaciclo como bom indutor de apoptose a técnica diferencia mortes
celulares por necrose de mortes promovidas por apoptose com grande nitidez,
apresentando um “fingerprint” em 1627 cm™ para células necréticas, além de diferencas
significativas para correlagdes de bandas de absor¢do e de areas de bandas nas regides
de Amida I ¢ de Acidos Nucléicos (DNA e RNA) para os dois processos de morte
celular.
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