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RESUMO

Cobalto é um metal de transicdo essencial para a salde humana e possui papel critico na
sintese de vitamina B12. Historicamente, cobalto inorgénico foi utilizado no tratamento de
pacientes anémicos e na doenca renal cronica e, apds, foi usado para mimetizar hipoxia,
associando seus efeitos com a ativacdao do fator induzivel por hipoxia (HIF-1a). Mais tarde,
CoCl, atraiu a atencdo em pesquisa com células neoplasicas por causa de seu potencial anti-
proliferativo, que pode envolver mecanismos independentes de HIF-1a, ainda pouco
entendidos. Neste estudo, nos avaliamos o efeito antiproliferativo do CoCl, em linhagens de
células leucémicas (JURKAT, U937, K562) e os mecanismos envolvidos neste processo. Para
verificar o possivel efeito antiproliferativo do CoCl, em células neoplasicas, nos analisamos a
viabilidade e ciclo celular através de citometria de fluxo utilizando como sonda lodeto de
Propidio e para confirmar apoptose utilizamos também YO-PRO-1 para realizar teste pela
diferenca de permeabilidade de membrana/célula morta. Os niveis de ERO foram detectados
através da oxidacdo da sonda DCFH-DA e os niveis do fator de transcricdo NF-kB e a sua
possivel ativacdo foram detectados através de Western Blot nas fragdes nuclear e
citoplasmatica, sendo que os niveis de B-actina foram utilizados como controle. As trés
linhagens demonstraram aumento nos niveis de ERO e parada na fase G2 do ciclo celular
quando submetidas ao tratamento com CoCl,. Somente JURKAT e U937 demonstraram
apoptose e tiveram diminuicdo significativa na expressdo de NF-kB em 24 h de tratamento.
Diferentemente, a linhagem K562 manteve os niveis de NF-kB. Nossos dados sugerem que a
inducdo de morte por CoCl, pode ser relacionada a resposta imediata do sistema antiestressor
ao CoCl, e a manutencao da expressao de NF-kB.

Palavras — chave: CoCl,. células neoplasicas; potencial antiproliferativo; NF-kB.



ABSTRACT

Cobalt is a transition metal essential for human health that plays a critical role in the
synthesis of vitamin B12. Historically, inorganic cobalt was used in the treatment of
anemia and chronic renal failure and, afterwards, to mimic hypoxia, associating its
effects with the activation of HIF-1la. Lately, CoCl, attracted attention in cancer
research because of its antiproliferative potential, which may involve HIF-1a-
independent mechanisms, still poorly understood. In this study, we evaluated the
antiproliferative effect of CoCl, in leukemic cells lineages (JURKAT, U937 and K562)
and the mechanisms involved in this process. To test the possible antiproliferative effect
of CoCl, in neoplastic cells, we analyzed the viability and cell cycle by flow cytometry
using as probe Propidium lodide and to confirm apoptosis use YO-PRO-1 more
Propidium lodide to perform testing by the difference in membrane permeability/dead
cell. ROS levels were detected by probe DCFH-DA oxidation and the levels of the
transcription factor NF-kB and its possible activation were detected by Western Blot in
nuclear and cytoplasmic fractions, the levels of B-actin was used as control. The three
lineages showed increased levels of ROS and cell cycle arrest in G2 phase when
subjected to treatment with CoCl,. Only JURKAT e U937 undergone apoptosis and
showed significant decreases in NF-kB expression after 24h of CoCl, treatment.
Differentially, K562 cells maintained NF-kB levels. Our data suggest that CoCl,
induces cell death may be related to a balance between stress responses and
maintenance of NF-kB expression.

Keywords: CoCl,; neoplastic cells; potential antiproliferative; NF-kB.
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APRESENTACAO

No item INTRODUCAO, consta uma breve revisdo da literatura sobre os temas
trabalhados nesta dissertacdo. A metodologia realizada e os resultados obtidos que fazem
parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de manuscrito, que se encontra no item
MANUSCRITO. No mesmo, constam as se¢Bes: Materiais e Métodos, Resultados, Discussao
e Referéncias Bibliograficas. O item CONSIDERACOES FINAIS, encontrado no final desta
dissertacdo, apresenta interpretacdes e comentarios gerais sobre os resultados do manuscrito
presente neste trabalho. As REFERENCIAS referem-se somente as citacdes que aparecem
no item INTRODUGCAO desta dissertagio.
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1 INTRODUCAO

O sangue é um dos tecidos mais regenerativos e plasticos do organismo, sendo que
milhdes de células sanguineas “velhas” sdo reabastecidas por novas durante cada segundo da
vida, através do processo de hematopoiese. A expectativa de vida das células sanguineas
maduras € relativamente baixa, sendo que a maioria dura algumas horas, mas outras podem
durar dias ou até alguns anos. Em um individuo normal, os niveis das células maduras no
sangue sdo mantidos dentro de limites estritos e, em resposta a emergéncias como perda
sanguinea, anemia ou infeccbes, os tecidos hematopoiéticos sdo capazes de responder
rapidamente aumentando a producgdo celular. Depois de o organismo estar recuperado, a
quantidade de células declina para os niveis normais novamente (RIEGER; SCHROEDER,
2012). Em adultos, o numero de novas células sanguineas que os tecidos hematopoiéticos
devem produzir esta estimado em torno de 1 trilhdo/dia (OGAWA, 1993).

O sistema sanguineo consiste de diversos tipos celulares com funcdes especializadas e
com grande dispersdo pelo corpo, essenciais para a sobrevivéncia do organismo. Sdo mais de
nove tipos celulares diferentes, divididos em duas linhagens: linhagem linfoide (linfécitos T e
B, células NK - Natural Killer e celulas dendriticas linfoides) e linhagem eritro-mieldide
(macrofagos, eosinofilos, neutréfilos, mastocitos, eritrocitos). Todos esses tipos celulares séo
originados de células tronco hematopoiéticas (do inglés, hematopoietic stem cells - HSCs) que
residem na medula Ossea, o principal local da hematopoiese em adultos (RIEGER;
SCHROEDER, 2012).

Essas considerac@es indicam que a regulacdo da hematopoiese requer a existéncia de
um sistema de controle extremamente complexo. Entretanto, o organismo pode perder a
capacidade de manutencdo deste processo continuo e homeostatico e desencadear um
processo neoplasico. Esse processo se caracteriza por uma proliferacdo exagerada de células
em estagios precoces de maturacdo que suprimem a expansdao das células tronco

hematopoiéticas normais e assim comeca o quadro clinico da leucemia.
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1.1 LEUCEMIA

Leucemia é um tumor ndo-sélido derivado de transformacgdes em células precursoras
da linhagem hematopoiética, caracterizado pelo acimulo destas células na medula 6ssea,
interferindo, consequentemente, na produgdo de hemacias, linfocitos, neutrofilos e plaquetas
(CRAMER; HALLEK, 2012). Embora originarias da medula dssea, as células tem um
significante poder metastatico, sendo as metastases hepaticas, renais, linfonodais e cerebrais
as mais frequentes. O quadro clinico é caracterizado por varias doengas, dentre elas, anemia,
trombocitopenia, infecgdes resultantes da perda de leucdcitos funcionais e, na auséncia de um
tratamento eficaz, pode levar a morte (LONGO et al., 2013).

As leucemias podem ser classificadas conforme o0s precursores hematopoiéticos
afetados (linfoide ou mieldide) e quanto ao grau de maturidade dessas celulas (agudas ou
crénicas), sendo que cada uma tem alteracbes genéticas (mutacdes e aberragcdes
cromossdmicas) bastante particulares (CRAMER; HALLEK, 2012; SISON; BROWN, 2011).

1.2 LINHAGENS DE CELULAS LEUCEMICAS

A disponibilidade de manter em laboratoério linhagens continuas de leucemia-linfoma
como uma fonte acessivel e abundante de células tem contribuido significativamente para
compreender melhor a fisiopatologia de tumores hematopoiéticos. As primeiras linhagens de
células hematopoiéticas malignas foram derivadas de linfoma de Burkitt em 1963 e, desde
entdo, muitas linhagens tem sido descritas. Estas linhagens possuem caracteristicas e
vantagens em comum, como: ilimitado fornecimento de material celular; disponibilidade de
material celular idéntico em diferentes lugares do mundo; capacidade de armazenamento por
tempo indeterminado em nitrogénio liquido e boa capacidade de recuperacdo; origem
monoclonal; parada na diferenciacdo celular em um estagio de discreta maturacao;
proliferacdo sustentada em cultura; estabilidade da maior parte das caracteristicas em cultura a
longo prazo e algumas alteracbes genéticas especificas (CREE, 2011).

Ha vérias possibilidades para classificar as linhagens de células leucémicas, mas a
mais prética e frequentemente usada € a classificacdo baseada no espectro fisiologico das

linhagens de células hematopoiéticas normais (Figura 1). Primeiramente, distinguindo células
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linfides das mieldides. Dentro da categoria linfoide e miel6ide, células-B e células-T de um
lado e por outro lado, células mielociticas, monociticas, eritrides e megacariociticas sdo
dicernidas (DREXLER, 2001). Com essa classificacdo pode-se juntar o grau de maturidade
dessas células (agudo ou cronico) e dividir as leucemias em: Leucemia Linfocitica Aguda
(LLA), Leucemia Linfocitica Crdonica (LLC), Leucemia Mielocitica Aguda (LMA) e
Leucemia Mielocitica Cronica (LMC).

A LLA ¢ responsavel por aproximadamente 75% das leucemias em criancas. Em
contraste, os tipos mais comuns de leucemia em adultos s&éo LMA e LMC, seguido por LLA e
LLC (National Cancer Institute, 2015).

A leucemia é o cancer de sangue mais comum depois de linfoma, ocorrendo com mais
frequéncia em adultos mais velhos e estd entre 0s mais comuns cénceres em criangas
(National Cancer Institute, 2015).

Diversas sdo as linhagens leucémicas utilizadas nas pesquisas cientificas, porem para
uma melhor abordagem e exemplificacdo, serdo abordadas trés linhagens provenientes de
diferentes precursores hematopoiéticos: a linhagem K562, modelo de Leucemia Mielocitica
Cronica, proveniente de precursor eritroide; a linhagem U937, largamente utilizada em
estudos da diferenciagdo mondcito-macrofago, proveniente de precursor mieldide; e a
linhagem JURKAT, como modelo de Leucemia Linfocitica Aguda derivada de células T,

proveniente de precursor linfoide (Figura 1).

1.2.1 Linhagem K562

A linhagem de células K562 foi estabelecida por Lozzio e Lozzio (1975) através de
uma efusdo pleural de uma mulher de 53 anos com Leucemia Mielocitica Cronica em crise
blastica terminal.

A linhagem K562, assim como as outras linhagens de Leucemia Mielocitica Cronica
contém o cromossomo Philadelphia que resulta da translocacdo cromossémica t(9;22),
carregando o gene de fusdo BCR-ABL. BCR-ABL constitutivamente ativa a tirosina quinase
ABL que € uma enzima relacionada a diversos processos fundamentais, como a proliferacdo,
diferenciacdo, mobilidade e sobrevivéncia ou morte celular, contribuindo para o

desenvolvimento de LMC. K562 tem sido muito utilizada como modelo de LMC para
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desenvolvimento do Imatinib, uma droga que inibe BCR-ABL1. A taxa de resposta
citogenética de pacientes recentemente diagnosticados em fase crbnica, apds o tratamento
com imatinib é maior do que 80%, mostrando que esta droga tem revolucionado a terapia da
LMC (DEININGER; BUCHDUNGER; DRUKER, 2005). O mesilato de imatinib é
atualmente o tratamento de escolha para LMC, mas, apesar dos excelentes resultados, nao é
capaz de erradicar completamente a doenca, podendo ocorrer resisténcia ao tratamento. O
mecanismo mais conhecido de resisténcia é o desenvolvimento de mutacBes do BCR-ABL,
que impedem a ligacdo adequada do imatinib a quinase (PAGNANO, 2008).
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Figura 1: Espectro fisioldgico das linhagens de células hematopoiéticas normais e indicacéo
dos precurssores e respectivas células hematopoiéticas que estao envolvidas nas tranformagdes
leucemicas para a formgdo da linhagem K562(*), U937(**) e JURKAT (***). Fonte: Adaptado
de CRISPIM, 2015.
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1.2.2 Linhagem JURKAT

A linhagem JURKAT foi estabelecida por Schneider, Schwenk e Bornkamm (1977),
através do sangue periférico de um menino de 14 anos. E uma linhagem imortalizada de
linfécitos T que é muito utilizada para estudar leucemia aguda derivada de células T,
sinalizacdo de células T e a expressao de varios receptores de quimiocina suscetiveis a entrada
viral, particularmente HIV. Células JURKAT sdo também utilizadas por sua habilidade em
produzir grandes quantidades de interleucina 2. Tem morfologia arredondada e crescem em
suspensdo e em aglomerados (ATCC, 2015; CELEROMICS, 2015).

1.2.3 Linhagem U937

A linhagem U937 foi estabelecida por Sundstrom e Nilsson (1976), atravées da efusdo
pleural de um paciente caucasiano de 37 anos acometido por Linfoma Histiocitico
Verdadeiro, € proveniente de tecido histiocitico, mas derivada de precursor mieloide.
Dispdem de muitas caracteristicas semelhantes as dos mondcitos, como o lancamento de
lisozimas em meio de cultura, servindo como modelo in vitro para a diferenciacdo monocito-

macrofago e também para testes antitumorais em geral (ABCAM, 2015).

1.3 TRATAMENTO DA NEOPLASIA

Existem trés tipos principais de tratamento para o cancer: cirurgia, radioterapia e
guimioterapia. Mais recentemente tem-se usado a terapia de fotorradiacdo com derivados
hematoporfirinicos e a imunoterapia, sendo que o objetivo de cada um destes tratamentos €
erradicar o cancer, normalmente por meio da terapia combinada, onde é associado mais que
um tipo de tratamento. A técnica cirdrgica pode levar a remocdo de tumores com eficécia, se
ndo houver metastase; no caso da leucemia, costuma ser necessario o uso de outros tipos
conjuntos de terapia, incluindo o transplante de medula 6ssea (ALTMAN; SASSANO;
PLATANIAS, 2011; ALMEIDA et. al, 2005).
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O tratamento para pacientes com leucemia é um desafio para a comunidade cientifica,
mesmo considerando 0s grandes avangos nas pesquisas bésicas e clinicas. Apesar das
diferentes terapias disponiveis, a terapia sistémica com farmacos citotoxicos (quimioterapia)
continua sendo o tratamento mais utilizado (ALTMAN; SASSANO; PLATANIAS, 2011;
KADOWAKI; KITAWAKI, 2011).

1.4 ALVOS TERAPEUTICOS

O céancer exibe caracteristicas muito heterogéneas, porém, todos os tumores malignos
adquirem a propriedade de crescer além dos limites impostos as células normais. A expansao
clonal de uma célula transformada depende de um descontrole da sua capacidade proliferativa
e de uma crescente incapacidade de morrer por apoptose (GRIVICICH; REGNER; ROCHA,
2007). A busca por novos alvos terapéuticos no combate a leucemia e outras neoplasias
envolve o estudo de compostos que superem 0s mecanismos de resisténcia e levem as células
tumorais ao bloqueio do ciclo celular e a morte por apoptose (KADOWAKI; KITAWAKI,
2011).

1.4.1 Ciclo Celular

O ciclo celular é o periodo de vida de uma célula. As células passam a existir no
momento em que surgem a partir da divisdo de outra pré-existente, chamada célula mée ou
célula parental. O ciclo termina quando a célula se divide e deixa de existir, gerando duas
células filhas. Este ciclo é dividido em 5 fases: GO, G1, S, G2 e M (SALMONM, 1998).

A célula que ndo esta em fase de replicacdo apresenta-se na fase GO. Nesta fase, o
DNA esta superenovelado, com atividade nuclear baixa. Este estagio pode ser modificado
para a interfase (G1, S e G2). Na fase G1, onde ha a preparacdo da célula para a
multiplicacdo, com a producdo de constituintes celulares que serdo essenciais para a nova
celula que serd gerada, além da preparacéo para a sintese de DNA, que ocorrerd na fase S. Na
fase G2 ha a sintese de componentes para a mitose (divisdo celular com manutengdo do

namero de cromossomos especificos da espécie) para posteriormente ocorrer a produgdo do
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fuso mitotico que é feita na fase M e, apds a divisdo do material nuclear, acontecer a
citocinese (que é a separacdo da célula mde, formando as duas células filhas com suas
organelas e demais constituintes celulares). Finalizando o ciclo de replicacéo celular, retorna a
fase GO (Figura 2). A celula tumoral ou transformada ndo finaliza o ciclo de replicacdo
celular (ndo retorna a fase G0), assim passa da fase M para nova fase G1 e consequentemente
tem a proliferacéo acelerada (ALMEIDA et al., 2005; SALMONM, 1998).

Continua a smtese de
proteinas e de outras | |
moléculas necessarias|
para a mitose. '/,

/ |Conteudo celular,
" |exchindo os
CrOMOSSoOMmos, sao

duplicados.

_ 2 4 Nesta fase as céhulas ainda podem
' desempenhar suas fungfes, porém
ndo estdo em processo de divisdo

Figura 2: Fases do ciclo celular. Fonte: Adaptado de GARCIA, 2015.

Ha pontos de checagem do ciclo celular, chamados checkpoints, que sdo o0s
mecanismos pelos quais a célula bloqueia de forma ativa o ciclo celular até que um processo
como a replicacdo do DNA ou a mitose ocorra de forma completa e assertiva. Durante o ciclo
celular sdo reconhecidos trés pontos principais de bloqueio: em G1, antes de a célula entrar na
fase S, em G2, antes da célula entrar em mitose e durante a metafase, impedindo a ligacdo dos
cromossomos aos microtibulos. Quando uma célula sofre mutacdes que a fazem perder a
capacidade de regular seu ciclo celular adequadamente e de acionar o programa de apoptose,

pode se tornar na chamada “célula transformada”. Essas células tém que ser eliminadas pelo
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sistema imunoldgico, pois, caso ndo seja, podem se multiplicar de maneira desenfreada e
originar um tumor (KASTAN; BARTEK, 2004).

Muitos farmacos eficazes contra o cancer exercem sua acgao sobre as células que se
encontram em determinada fase do ciclo celular e sdo denominados farmacos ciclo celular
especificos (CCS). Por exemplo, os alcaldides da vinca (vimblastina e vincristina) que tem
acdo pela inibicdo do fuso mitético, ligando-se as proteinas microtubulares e,
consequentemente, interrompendo a divisdo celular na metafase. O Etoposido (VP-16) e
teniposido (VM-26), derivados semi-sintéticos da podofilotoxina, extraida da raiz do podofilo
(Podophyllum peltatum) possuem acéo pelo blogueio das células nas fases S e G2 e inibicdo

da enzima topoisomerase 11, o que promove lesdo no DNA (ALMEIDA et al., 2005).

1.4.2 Apoptose

O termo apoptose foi sugerido por Kerr, Wyllie e Currie (1972) para descrever um
modelo de morte celular com morfologia caracteristica e com mecanismos enddgenos
altamente regulados, a qual estd envolvida na homeostase dos tecidos e na carcinogénese.

Na apoptose acontece a formacao de invaginacdes e pregas na membrana plasmatica
(blebs) que culmina na separacdo dos fragmentos celulares em corpos apoptoticos. Os corpos
apoptoticos sdo formados por organelas integras e pelo conteudo citoplasmatico envolvido
pela membrana plasmatica. Essas estruturas sdo reconhecidas como alvos fagocitarios e séo
fagocitadas por células do sistema imune, como o0s macrofagos e degradadas nos
fagolisossomas. Portanto, a apoptose gera pouca reacdo inflamatoria, uma vez que as células
apoptoticas ndo liberam o seu conteudo celular para o tecido circundante, pois sdo digeridas
rapidamente impedindo a necrose secundaria e a liberacdo de citocinas inflamatorias
(ELMORE, 2007; RUBIN et al., 2010). Diferente da necrose, aonde o contetdo celular é
liberado (Figura 3), causando dano as células vizinhas e uma reacdo inflamatoria no local
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007), portanto a apoptose torna-se mais atrativa na
busca de compostos antineoplasicos.

Muitos agentes antineoplasicos como vinblastina, cisplatina, mitomicina c,

doxorrubicina, camptotecina, inostamicina e neocarzinostatina, exibem sua agdo através da
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ativacdo da morte celular por apoptose por via dependente de espécies reativas de oxigénio —
ERO (BARRERA, 2012).

Alguns trabalhos demonstraram que diferentes tipos de células neoplasicas tem niveis
aumentados de ERO quando comparado com seus respectivos tipos celulares saudaveis. Por
exemplo, células de leucemia recentemente isoladas a partir de amostras de sangue de
pacientes com leucemia linfocitica cronica ou leucemia de células pilosas mostraram
aumentada producdo de ERO ao comparar com linfocitos normais (KAMIGUTI et al., 2005;
SZATROWSKI; NATHAN, 1991; ZHOU et al., 2003). A manipulagdo nos niveis de ERO
pela modulagdo redox tem mostrado ser um caminho para selecionar as células neoplasicas

para a morte sem causar significante toxicidade as células normais (BARRERA, 2012).

Célula

No rmal\

Fagdcito
NECROSE APOPTOSE

Figura 3: Caracteristicas morfoldgicas das células que entram em necrose e das células
que vao para a apoptose. Fonte: Adaptado de UEDA & SHAH, 2000.
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Espécies reativas de oxigénio podem induzir um largo espectro de respostas
dependendo da magnitude do nivel, a duracdo da exposicdo, a localizagdo e a natureza de
ERO envolvido. Em geral, baixos niveis de ERO sdo mitogénico e promovem a proliferacao e
sobrevivéncia celular, enquanto que niveis intermediarios causam parada do ciclo celular de
forma transiente ou permanente e induz a diferenciagdo das células. Em altos niveis, ERO
podem facilmente reagir com lipidios de membrana, causando alteracdo na permeabilidade da
membrana; no DNA, pode causar dano e instabilidade gendémica; nas proteinas, pode causar
modifica¢fes oxidativas que devem resultar na perda da atividade catalitica de enzimas ou
proteinas mais suscetiveis a degradacdo proteolitica. Neste caso, ERO sdo prejudiciais e
induzem apoptose ou necrose celular (BARRERA, 2012; MARTINDALE; HOLBROOK,
2002).

A demonstracdo de que a apoptose € um mecanismo inato de defesa antineoplasica e
que varios agentes quimioterapicos agem através da inducéo desse tipo de morte celular levou
a uma intensa investigacdo dos mecanismos moleculares da apoptose e sua aplicacdo na
resisténcia a radio e quimioterapia (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A resisténcia a apoptose pode ocorrer devido a expressdo de proteinas de resisténcia a
multiplas drogas (MDR), ao aumento da expressdo de proteinas antiapoptéticas (por exemplo,
Bcl-2, Bel-XL e survivina) e a diminuicdo da expressao de proteinas pro-apoptdticas (por
exemplo, Bax e o AlIF) (LANCET; KARP, 2009).

O fator de transcricdo NF-kB pode ser outro fator relacionado a resisténcia a apoptose,
ele é constitutivamente ativo em certos tipos de tumor (PACIFICO & LEONARDI, 2006) e
tem emergido como um regulador crucial da sobrevivéncia celular (KARIN & LIN, 2002).
Nos mamiferos, a familia NF-kB é composta por cinco fatores de transcricdo relacionados:
p50, p52, RelA (p65), c-Rel e RelB. Esses fatores de transcricdo compartilham uma regido
homdloga de 300 aminoacidos, N-terminal, de ligacdo ao DNA/dominio de dimerizacao,
chamada de Rel Homology Domain (RHD). A regido RHD serve como uma plataforma aonde
os membros da familia NF-kB podem formar homodimeros e heterodimeros, o que lhes
permite se ligar a regides promotoras e de enhancer de genes para modular a expressao desses
genes (ABCAM, 2015).

Proteinas NF-kB ndo séo sintetizados de novo; portanto, a sua atividade de transcricdo
é silenciada por interacbes com proteinas inibitdrias IkB presentes no citoplasma. A ativacao
de dimeros de NF-kB é devido a fosforilacdo de 1kB mediada por IKK (um complexo 1xB
kinase que consiste de subunidades cataliticas IKKa e/ou IKKf e uma proteina que serve de

arcabouco e para regulacdo, ndo-enziméatica, chamada NEMO) que induz a degradacdo no
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proteossomo, permitindo que as subunidades ativas do fator de transcricio NF-kB se
transloquem para o nucleo e assim induzam a expressdo do gene alvo (ABCAM, 2015)
(Figura 4).

NF-kB modula genes antiapoptoticos (c-1AP1/2, XIAP, FLICE, Bcl-xL, A20,
survivina) e antioxidantes (SOD2 - Superoxido dismutase mitocondrial, FHC - cadeia pesada
da ferritina, glutationa S-transferase) que podem conduzir para resisténcia celular a oxidantes
e drogas quimioterapéuticas (JI; GOMEZ-CABRERA; VINA, 2007; KININGHAM et al.,
2008; MATES et al, 2008; PHAM et al, 2004). Alguns trabalhos associaram a
superestimulacdo do NF-kB com resisténcia celular mesmo nos agentes quimioterapéuticos
classicos, como doxorrubicina, etoposido e imatinib (CILLONI et al., 2006; GARCIA et al.,
2005; MOROTTI et al., 2006).

Assim, o estudo da apoptose é imprescindivel para a investigacdo do uso terapéutico
de novos compostos antileucémicos e para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a

quimioterapia.
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ativado
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IKK
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“Transcricao

Figura 4: Ativacdo de dimeros de NF-kB. Fonte: Adaptado de ABCAM, 2015.
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1.5 COBALTO

O cobalto é um metal de transicdo que ocorre naturalmente em dois estagios de
oxidacdo, Co* e Co*, e é um micronutriente essencial na forma de vitamina B12
(cobalamina) JUNGWIRTH et al., 2011).

Cada molécula de vitamina B12 contém um atomo de cobalto. Esta vitamina funciona
como coenzima na conversao da homocisteina em metionina (um amino&cido essencial) e da
L-metilmalonil-CoA em succinil-CoA (reacdo importante no metabolismo dos lipidios e
carboidratos). Além disto, é igualmente importante no processo de hematopoiese, sendo que a
sua deficiéncia pode levar a anemia perniciosa (CHANARIN, 1987; VANNUCCHI;
MONTEIRO, 2010).

O potencial do cobalto inorganico de estimular a producdo de eritropoietina foi
descoberto no final dos anos 1950 (GOLDWASSER et al., 1958). Entre os anos de 1950 e
1980, sais de cobalto inorgéanico (principalmente cloreto de cobalto) foram muito utilizados na
terapia de pacientes anémicos e no tratamento de insuficiéncia renal crénica, posteriormente,
deixando de ser usado pelos relatos de alguns casos onde foi demostrado efeitos adversos nos
pacientes (JELKMANN, 2012). Os efeitos colaterais tipicos associados com exposi¢cdo
crébnica ao cobalto inclui nauseas, vomitos, neuropatias, disfuncbes na tiredide (KRISS;
CARNES; GROSS, 1955; PALEY; SOBEL; YALOW, 1958) e faléncia cardiaca
(ALEXANDER, 1972; CURTIS et al., 1976; MANIFOLD; PLATTS; KENNEDY, 1978).

O cobalto € altamente toxico em doses maiores ou, em baixos niveis, na exposicdo
cumulativa em longo prazo (exposicdo ocupacional), com efeitos adversos relacionados com
varios oOrgaos e tecidos (SIMONSEN; HARBAK; BENNEKOU, 2012). A exposicdo
sistémica do cobalto (Co?*) por longo prazo em animais de laboratério e em humanos tem
demonstrado acumular cobalto nos tecidos, em particular no figado e nos rins, e a
concentracdo de cobalto é aumentada no sangue e na urina (LEGGETT, 2008). Apds cessar a
exposicdo ocupacional a concentracdo de cobalto no sangue e na urina diminui, ao longo de 4
semanas 51 + 21% e 66 + 29%, respectivamente (ALEXANDERSSON, 1988).

O mecanismo de toxicidade do cobalto ndo estd claro, mas alguns dos efeitos do
cobalto podem estar relacionados com a sua elevada afinidade aos grupos sulfidril, que pode
causar a inibicdo de enzimas importantes (NEMERY; LEWIS; DEMEDTS, 1994); com o
dano ao DNA mitocondrial e no processo de reparo de DNA (WANG et al., 2000); com a

capacidade antagonista do CO** sobre canais de célcio, competindo com o célcio (Ca*") para
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a ligacdo a proteinas, interferindo na sinalizacdo de Ca?** (AKBAR; BREWER; GRANT,
2011).

Apesar das limitages devido aos efeitos adversos em células normais e tecidos, mas
tendo em vista seu potencial citotoxico, componentes contendo cobalto tem atraido interesse
para a finalidade de agente antineoplasico sisttmico (JUNGWIRTH et al., 2011). Em algumas
linhagens neoplésicas, Co®* demonstrou aumentar a geracdo de espécies reativas de oxigénio,
por exemplo, através de reacdes tipo de Fenton, causando estresse oxidativo e resultando em
dano oxidativo ao DNA, proteinas e lipidios (MAXWELL; SALNIKOW, 2004; PETIT et al.,
2005). Talvez, os efeitos mais importantes ou 0os mais pesquisados e lembrados, sdo 0s que o
cobalto poderia causar pela indugdo do fator induzivel por hipoxia (HIF), presente em quase
todas as células animais, com a consequente transcricdo de uma variedade de genes que séo
relacionados com o desenvolvimento e crescimento de tumor, por exemplo, genes que
codificam para fatores de crescimento angiogénico, transportadores de glicose, enzimas
glicoliticas e genes envolvidos na regulacdo da apoptose e da proliferacdo celular
(SIMONSEN; HARBAK; BENNEKOU, 2012).

Mesmo que as células leucémicas ndo formam uma “massa” bem circunscrita como
em tumores solidos, os niveis de oxigénio na medula 6ssea em pacientes com leucemia pode
ser reduzido como resultado do réapido crescimento das células leucémicas, que é,
possivelmente, ainda mais agravado com anemia comumente desenvolvida em pacientes
recém-diagnosticados (GUO et al., 2006). Jensen et al. (2000) observaram baixos niveis de
oxigénio ao redor das células leucémicas na medula Gssea de ratos noruegués e que esse
ambiente afeta as células normais, demonstrando que a leucemia possivelmente forma um
microambiente hipdxico, mesmo sendo um tumor nado sélido. Guo et al. (2006) demonstraram
que o tratamento com 200 M de CoCl, (agente utilizado no modelo de hipdxia quimica) nas
linhagens U937 e NB4 induziu apoptose por via mitocondrial mas de forma independente de
HIF (principal marcador de hipdxia).

O CoCl, tem sido muito utilizado como modelo de hipdxia nos estudos e seus efeitos
sdo bastante relacionados a esse processo, porém o proprio cobalto mostra indicios da sua
acdo anti-proliferativa dependente ou ndo da ativagdo do seu marcador de hipoxia (HIF-1a).
Portanto, torna-se importante analisar os efeitos anti-proliferativos do Cloreto de Cobalto

(CoCly) em linhagens de células leucémicas e 0s mecanismos envolvidos neste processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos anti-proliferativos do Cloreto de Cobalto (CoCl,) em linhagens de

células leucémicas e 0os mecanismos envolvidos neste processo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar a viabilidade celular das linhagens JURKAT, U937 e K562 submetidas a
diferentes concentracdes de CoCl,.

Avaliar o mecanismo envolvido no caso de morte durante os tratamentos com CoCl,.

Analisar se ha alteracGes no ciclo celular nas linhagens submetidas ao tratamento com
CoCl,.

Avaliar marcador de estresse oxidativo no tratamento com CoCl;,

Verificar os niveis do fator de transcricdo NF-kB durante os tratamentos.
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ABSTRACT

Cobalt is a transition metal essential for human health that plays a critical role in the
synthesis of vitamin B12. Historically, inorganic cobalt was used in the treatment of
anemia and chronic renal failure and, afterwards, to mimic hypoxia, associating its
effects with the activation of HIF-1la. Lately, CoCl, attracted attention in cancer
research because of its antiproliferative potential, which may involve HIF-1a-
independent mechanisms, still poorly understood. In this study, we evaluated the
antiproliferative effect of CoCl, in JURKAT, U937 and K562 cells demonstrating
increased ROS level and cell cycle arrest in G2 phase in these three lineages. Only
JURKAT e U937 undergone apoptosis and showed significant decreases in NF-kB
expression after 24h of CoCl, treatment. Differentially, K562 cells maintained NF-kB
levels. Our data suggest that CoCl, induces cell death may be related to a balance

between stress responses and maintenance of NF-kB expression.
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INTRODUCTION

Cobalt is a metal indispensable for human health and plays a critical role in the
synthesis of vitamin B12 [1]. For the general population, the diet is the main source of cobalt
exposure [2]. Historically, inorganic cobalt salts were used in the treatment of anemic patients
and in chronic renal failure [3]. Later, cobalt was being studied in health research to avoid
damages caused by dietary supplementation [4,5] and athletic doping [6]. Also, several
studies have shown the antiproliferative potential of Co?* in neoplastic cells [7-12].

Studies have shown the ability of cobalt chloride (CoCl;) to mimic hypoxia by its
potential of inducing hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1lo) accumulation [7-13] in
normoxic conditions, being that one of the possible ways can be by Fe?*substitution in prolyl
hydroxylases (PHDs) and retard HIF-1a degradation that is constantly happening in the
cytoplasm [14]. HIF-1a is recognized as the master regulator of the hypoxic response [15],
regulating over 100 genes through the Hypoxia Response Element (HRE) [16]. CoCl; is one
of the most commonly used hypoxia-mimetic molecules and consequently their biological
effects was relatively well tested over the last years [12], but it was also demonstrated that the
antiproliferative effect of CoCl, can occur by HIF-1a-independent mechanisms [9,10].

Among the antiproliferative effect, CoCl, can induce cell cycle arrest and cell death [9,
10, 13]. In general, CoCl, decreases cell viability, inducing apoptosis, in relatively high doses
(100uM or more) [9,13]. The events that lead to CoCl,-induced apoptosis are controversial.
Highlighting the increased of reactive oxygen species (ROS) or related signaling pathways
[17-19], up-regulation of HIF-1lo [20], down-regulation of HIF-la [11] and HIF-1la
independent mechanisms [9].

Regarding the cell treatment with CoCl,, some studies reported cell cycle arrest in G2
phase [10,21,22]. Using HelLa cell line, it was shown that this cell cycle arrest could be
largely prevented by the addition of iron and that it was not relate to HIF-1a induction. In this
same study, authors suggested that contradictory reports in the literature concerning the action
of cobalt in different cell systems, may be due to differences in their redox state, iron load or
activation status of signaling pathways thereby modulating cobalt’s mode of action [10].

In order to advance in the knowledge of cellular/molecular mechanisms involved in
cobalt induced antiproliferative actions, in the present study, we evaluated the effects of
CoCl, on ROS level, cell cycle arrest, cell viability and apoptosis and NF-KB expression in
U937 (human monocytic leukemia), K562 (human chronic myelocytic leukemia) and

JURKAT (human T cell lymphoblast) leukemia cell lines.
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MATERIALS AND METHODS

Reagents
Powdered CoCI2 (>99% purity) was purchased from Labsynth (SP, Brazil). For cell

culture, RPMI 1640 medium (Applichem, Germany), Fetal Bovine Serum (Gibco, Brazil),
penicillin and streptomycin (Gibco, USA). YO-PRO®-1 lodide were purchased from
Invitrogen (USA) and Propidium iodide (> 94.0% purity) and 2,7-Dichlorofluorescin
diacetate (DCFH-DA) from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). For Western Blotting,
N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) was obtained from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) and nitrocellulose membranes were provided by GE Healthcare (Little
Chalfont, UK). Primary antibodies anti-rabbit NF-Kb was purchased from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, USA) and B-Actin from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Anti-
Rabbit 1gG, produced in goat, used as secondary antibody was purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA) and enhanced chemiluminescent western blot substrate (ECL) were
purchased from Promega (Madison, USA).
Cell Culture and CoCl, Treatment

JURKAT, U937 and K562 cell lines were grown in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml

streptomycin. Cells were maintained in a humidified atmosphere containing 5% CO, at 37°C
in complete medium that was changed every 2-3 days. After reaching approximately 80%
confluence, the cells were plated for 24 hours before treatments on plastic culture plates (6-,
24- or 96-well plates) at the initial density of 1 x 10° cells/ml for viability or cell cycle
analysis. For apoptosis assay, was used 0.5 x 10°cells/ml. CoCl, work solutions were freshly
prepared in ultrapure sterile water, filtered through membrane of 0.45 um of pore size, and
added 1uL in final concentrations for well of 50 uM, 100 pM, 250 uM and/or 500 uM,
depending on the experiment. Untreated cells were used as negative control.

Cell Viability Analysis

Cell viability was measured using the Propidium lodide (P1) exclusion assay. Cells

were plated with 1 x 10° cells/well in 24-well plates and 24 hours after treated with increased
CoCl, concentrations. Cells were then pelleted 750g/5 min., resuspended to final volume of
200 pL and 4 ng/ml P1 was added. Flow cytometry analysis was performed in a BD Accuri™
C6 cytometer. For each sample, 10000 cells gated were analyzed by FL2-H versus SSC-H
parameters.

Membrane Permeability/Dead Cell Apoptosis Assay
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To distinguish between apoptotic and necrotic cells, the membrane permeability/dead
cell apoptosis assay was used according to the manufacturer's instructions (Invitrogen, USA)
with slight modification. The cells were seeded in 24-well plates at a density of 1 x 10°
cells/well (2ml) and 24 hours after treatment were pelleted 750g/5 minutes e resuspended in
500 pL of complete medium. YO-PRO-1 and Propidium lodide (PI) were added to the cells
for a final concentration 100 nM and 150 nM respectively, without PBS wash procedure. YO-
PRO-1, a green fluorescent dye (530 nm emission wavelength), can enters the more permeant
cytoplasmic membrane of apoptotic cells, whereas PI, a red fluorescent dye (610 emission
wavelength), cannot, but enters in dead cells. Therefore, apoptotic cells show only green
fluorescence, dead cells show red and green fluorescence, and live cells show no
fluorescence. After incubation for 5 minutes, 30000 gated events were collected using a FL1-
H (YOPRO) versus FL3-H (PI) graphic in a BD Accuri™ C6 cytometer.

Cell Cycle Analysis

The method described by [23] for the analysis of cell cycle was used with slight
modification. Around 1 x 10° cells/well were distributed in 24-well plates for 24 hours. Cells
were treated until 48 hours. In the analysis time the cells were collected, centrifuged at 750g
for 5 minutes and suspended in a solution containing 100 pg/ml Propidium lodide, 10 mM
Trizma base, 10 mM NaCl, 0.7 U RNAse from Invitrogen Carlsbad (CA, USA) and 0.01%
NP-40. After 5 minutes, 5000 FL2-A events were collected in slow mode in a BD Accuri™
C6 cytometer and analyzed with the FlowJo X v 0.7 software.

Determination of Intracellular ROS Level in Living Cells [Real-Time DCF Assay]

ROS level was detected using the cell permeant reagent 2,7-dichlorofluorescin
diacetate (DCFH-DA), a fluorogenic dye that measures hydroxyl, peroxyl and other ROS
activity within the cell. After diffusion in to the cell, DCFH-DA is deacetylated by cellular
esterases to a non-fluorescent compound, which is later oxidized by ROS into 2,7-
dichlorofluorescein (DCF) [24]. The method described by [25] for determination of ROS was
used with slight modification. Briefly, 5 x 10° cells/well were distributed in 24-well plates for
24 hours and cells were incubated with 50 uM DCFH-DA in PBS for 30 minutes at 37°C to
allow cellular incorporation. After, cells were centrifuged, resuspended in 100pL of complete
medium in 96-well plates and treated. ROS-dependent DCF fluorescence was monitored hour
by hour during 9 hours at 37°C at 535 nm using excitation wavelength set at 485 nm in a 96-
well plate fluorescence reader (Perkin Elmer, EnSpire®).

Nuclear and Cytoplasmic Protein Fractions Preparation
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The method described by [26] for preparation cell protein fractions was used with
slight modification. To prepare nuclear fractions, 7.7 x 10° cells/well were distributed in 6-
well plates for 24 hours, treated or not, centrifugated at 7509 for 5 minutes and resuspended in
200 pL of hypotonic buffer consisting of 10mM HEPES (pH 7.9), 1.5 mM MgCl,, 10 mM
KCI, 0.5 mM dithiothreitol, 1:100 Protease Inhibitor Cocktail powder from Amresco (Solon,
Ohio, USA) and incubated in ice for 15 minutes. Later, 10 pL of 10% Nonidet P-40 was
added and the swollen cells were disrupted by vortexing (15 seconds). Nuclei were isolated by
centrifugation 14,000 g for 30 seconds, and pellet (intact nuclei) and supernatant
(cytoplasmic) fractions were separated. Nuclear fraction was resuspended in 100 pL of high
salt buffer [10 mM HEPES (pH 7.9), 0,42M NaCl, 1.5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 1:100
Protease Inhibitor Cocktail powder] and incubated for 40 minutes in ice bath releasing soluble
nuclear proteins. After extraction, the nuclei debris (insoluble fraction) was removed by
centrifugation 14,000 g for 15 minutes/4°C and supernatant containing soluble nuclear
proteins was stored at -80°C until experiments.

Western Blotting

Western blotting was performed according to [27] with slight modification. Protein
contents of the nuclear and cytoplasmic fraction of the each sample were measured following
[28] and was added to samples 4% SDS stop solution (4% SDS, 50 mM Tris, 100 mM EDTA,
pH 6,8), 25% Glicerol sample and 8% pB-mercaptoethanol. The proteins were separated by
SDS-PAGE using 10% gels and then electrotransferred to nitrocellulose membranes. The
membranes were washed in Tris-buffered saline with Tween containing 100 mM Tris—HCI,
0.9% NaCl and 0.1% Tween-20, pH7.5, and incubated overnight (4°C) with primary
antibodies anti-rabbit NF-kB and B-Actin. Subsequently, membranes were washed in Tris-
buffered saline with Tween and incubated for 1 hour at 25 °C with Anti-Rabbit IgG secondary
antibody. The imunoblottings were visualized on the IS4000MM Pro Bruker imaging system
using ECL-detection reagent and the band density was quantified using the Scion Image®
software.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + standard error of the mean (SEM) of, at least, three
samples. Differences between two groups were evaluated by Student’s t-test and between
more than two groups by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s
post-hoc test when needed. Statistical differences were determined using Prism (version 5;

GraphPad software) and were considered significant for p values less than 0.05.
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RESULTS
CoCl, Decreases Cell Viability More In U937, After In JURKAT And Very Little In K562
To verify the possible antiproliferative effect of CoCl;, in neoplastic cells, we analyzed

the viability and cell cycle of three different hematopoietic cell lines (K562, U937 and
JURKAT). Thus, cells were treated at different concentrations (0, 50, 100, 250 e 500 uM) and
times (0, 6, 12, 24 e 48 hours). JURKAT and U937 cell lines were susceptible to CoCl,
treatments. U937 cells presented significant decreases on cell viability at 48 hours when
treated with 100 uM and at 24 hours when treated with 250 uM (Figure 1a). JURKAT cells
did not present significant loss of viability when treated at 100 pM at all times tested, but
presented significant loss of viability at 12 hours when treated with 500 uM; however, this
effect was lower than 10%. This concentration caused a high decay of the viability at 24
hours, a phenomenon that was maintained up to 48 hours, different from the U937 which
continued decaing. At concentration of 250 uM, JURKAT cells presented loss of viability at
24 hours, but this effect was lower than those observed for U937 cells (Figure 1b). On the
other hand, K562 cells presented low susceptibility to the treatment with CoCl, presenting
cytotoxicity lower than 10% when treated at 500 uM for 48 hours (Figure 1c).

CoCl, Inhibits Cell Proliferation In JURKAT, U937 And K562, But Only Promotes Sub G1
Events In JURKAT E U937

Taking into account the viability data, we analyzed the effect of CoCl, treatment on

cell cycle using 100 uM or 250 uM for 6, 12 and 24 hours. Different from viability, the three
cell lines had the cell cycle affected by CoCl, with a significant arrest at G2 phase. JURKAT
and U937 cells presented significant sub G1 events from 12 hours and the arrest of cell cycle
is statistically significant from 6 hours of treatment. K562 cells presented G2 arrest from 12
hours, but did not present sub-G1 events at any time (Figure 2).

CoCl, Induce Apoptosis in JURKAT and U937, But Not in K562 Cells

The induction of apoptosis was analyzed by the permeability alteration test using

YOPRO and PI to mark apoptotic and dead cells, respectively. For these assays, we treated
the cell lines with CoCl, 250uM and analyzed apoptosis by flow cytometry at 6, 12 and 24
hours. JURKAT and U937 cells presented apoptotic cells in 12 hours. K562 cells showed
neither apoptotic nor dead cells, which was in agreement with lack of sub-G1 events (Figure
3a, 3b e 3c, respectively).

CoCl, Cause Augment of Reactive Oxygen Species (ROS)
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Because ROS is involved in modulation of both proliferation and apoptosis events
depending on stimuli and on cell type and there are some reports of augment of ROS induced
by CoCl,, we analyzed the ROS level during 9 hours of treatment.

CoCl; induced ROS level augment in the three cell lines used in this work and relating
to the initial time the augment was equal for the three cell lines; however, U937 cells (Figure
4a) (the most susceptible cell line to CoCl,) presented augment of ROS level from the initial
time while JURKAT and K562 cells presented a diminution of ROS level at initial time of
analysis (Figure 4b and c, respectively).

NOTE: although we consider the initial time of analysis as 0 hours, there is a lag of time,
lower than 5 minutes, between the treatment of all the cells and the read.

CoCl, Decrease the Expression NF-kB Transcription Factor in JURKAT E U937, But Not in
K562 Cells

NF-kB has emerged as a crossroad of cells life and death, suppressing apoptosis and

turning the cells resistance to oxidants and chemotherapeutic agents. Thus, we analyzed by
western blotting the levels of cytoplasmic and nuclear NF-kB protein at the time and CoCl,
concentration with more apoptotic events (250uM for 24 hours) (Figure 5a). No treated U937
cells shown presence of cytoplasmic NF-kB, but in the nucleous it was lower than the
detection level. When treated for 24 hours CoCl,, a decrease in the NF-kB expression was
observed (Figure 5b). This effect was also observed in JURKAT cells; nevertheless, JURKAT
shown a low nuclear content of NF-kB that could not be observed after the treatment for 24
hours (Figure 5c). On the other hand, K562 presented both cytoplasmic and nuclear in treated

and non-treated cells without statistical difference in their levels (Figure 5d)

DISCUSSION

To test the possible antiproliferative effect of CoCl, in tumor cells, we analyzed the
viability and cell cycle in three hematopoietic cell lines (K562, U937 and JURKAT). At low
concentrations of CoCl, (equal to or less than 50 uM) no cell lines showed reduced cell
viability, similar to those results shown by [9] using leukemic cells NB4 and U937. When
higher concentrations were used (100 uM to 500 uM) it was observed a decrease in the
viability of JURKAT and U937 cells, in a dose-dependent manner. In hepatoma CBRH -7919
cells, a gradual decrease was observed in cell viability as the CoCl, concentration increased
from 100 uM to 800 uM [13]. However, in the present study, K562 cells showed greater
resistance to the treatment, decreasing the viability only at 500 uM CoCl, during 48 hours;

nevertheless, the viability remained higher than 90%.
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CoCl, 200 uM for 24 hours also induced apoptosis in NB4 and U937, showing
morphological features of apoptotic cells, annexin®/PI” staining and time-dependent increase
of hypoploid cells (also called sub-G1 cells) when analyzed by flow cytometry [9]. Our data
were similar for JURKAT and U937 cells, which showed apoptosis from 12 hours of
treatment with 250 uM CoCl,. K562 cells did not show apoptosis, even at concentration of
500 uM for 48 hours. Therefore, K562 cells can be used as a good model to investigate the
pathways altered by CoCl, that culminate in the cell death, in comparison with susceptible
cells.

Initially, the apoptotic events caused by CoCl, were related with its potential to mimic
hypoxia stabilizing the hypoxia-inducible factor (HIF-1a) in several cell lines [8, 7, 11].
Nevertheless, by using HIF-1a overexpression, [9] proposed that apoptosis in the leukemic
cell lines studied was independent of HIF-1lo, but dependent on mitochondrial pathways
involving loss of mitochondrial transmembrane potential, activation Caspase-3/8 and Mcl-1
cleavage [9]. Also, it was shown the occurrence of decrease of the anti-apoptotic genes Bcl-2
and Bcl-xL and increase of p53-FAS and caspase-3/9 during the treatment with CoCl,, but
this events did not occurred when HIF-1a was overexpressed in He-La cells [10]. Thus, these
works have raised the necessity to investigate other markers.

Some studies have shown that CoCl, is able to increase of ROS levels and lead cell to
apoptosis [21, 29]. Our results showed that CoCl, induced apoptosis in JURKAT and U937
cells, but not K562. However, CoCl, have effect in the three cell lines because the cell cycle
arrest in the G2 phase and increase of reactive oxygen species. PC3 cells are also resistant to
CoCl, treatment, presenting elevated level of ROS, but without effects on cell viability [30].
Therefore, there should be a switch that allows the cells to withstand the injuries caused by
the ROS increase or let them die.

Because K562 and PC3 cell lines possess constitutive activation of NF-kB [31,32] and
this transcription factor is taken as a crossroad between cell life and death [33] we decided to
analyze the expression of this protein in cytoplasmic and nuclear fractions after 24 hours of
treatment. JURKAT and U937, cell lines that showed apoptosis, had a significant decrease in
NF-kB after 24 hours of treatment, different from K562 cells that kept the NF-kB levels. This
suggests that the maintenance of the viability after treatment with CoCl, could depend on
mechanisms regulated by NF-kB.

The role of NF-kB in the viability maintenance in K562, JURKAT and U937 cells was
shown by our group [25], showing that the NF-kB inhibitors BAY117082 and MG132
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presented potent apoptotic effects compared to inhibitors of MAPKSs, EGFR, PI3K/Akt, PKC
and PKA signaling pathways.

In conclusion, CoCl; induces ROS formation and cell cycle arrest in G2 cells, but this
is not sufficient to affect the cell viability. Cells that maintain the NF-kB expression during
the treatment will maintain their viability, for at least 48 hours, otherwise they will undergo
apoptosis. At the same time, the cell sensitivity to CoCl, will be partially depending on NF-
KB pathways as an immediate response to cell stress caused by cobalt. Further studies should
be done to bring out the mechanisms by which the CoCl, decreases the NF-kB expression in

susceptible cells using the cellular model here presented.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Effect of CoCl, on the viability of U937 (a), JURKAT (b) and K562 (¢) cells. Cells

were treated at different concentration of CoCl, (0, 50, 100, 250 and 500 uM) for 0, 6, 12, 24
and 48 hours. Data are expressed as Mean £SEM. **p<0,01; ***p<0,001.

Figure 2. Evaluation of percentage of Sub-G1 and G2 events in JURKAT, U937 and K562
cells treated with CoCl, (0, 100 e 250 uM) during 6, 12 and 24 hours. Data are expressed as
Mean £SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

NOTE: Representative cell cycle histograms of JURKAT, U937 and K562 cells treated with
CoCl, (0, 100 and 250 uM) during 12 hours are presented on supplementary information

(Figure S1).

Figure 3. Effect of CoCl, on apoptosis. (a) JURKAT, (b) U937 and (c¢) K562 cells were
treated with CoCl, (250 uM) for 12 and 24 hours. Live cells (YOPRO- PI-), Apoptosis

(YOPRO+ PI-), Dead Early (YOPRO+PI+) and Dead Later (YOPRO- PI+) were determined
by flow cytometry. Data are expressed as Mean +SEM. *p<0,05; ***p<0,001. Propidium
Iodide (PI). NOTE: Representative density plot graphics of apoptosis assay of JURKAT,
U937 and K562 cells treated with CoCl, (0 and 250 uM) during 12 hours are presented on

supplementary information (Figure S2).

Figure 4. Effect of CoCl, (250 uM) on ROS level (DCF assay) in (a) JURKAT, (b) U937 and

(c) K562 cells. Data are expressed as Mean +SEM. Data were normalized to their respective

controls (1000 Fluorescence Units). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Figure 5. Western blotting images (a) and densitometry analysis of NF-kB in citoplasmic
(cyto) and nuclear (nucleus) protein fraction. U937 (b), JURKAT (c), and K562 (d) cells were
treated with CoCl, (250uM) for 24 hours. Data are expressed as MeantSEM of the ratio

between NF-kB and B-actin expression. Densitometric analysis of immunoreactive bands was

performed using Scion Image® software. Beta-actin was used as loading control. * p<0.05.
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SUPPLEMENTARY INFORMATION LEGENDS

Figure S1 — Representative cell cycle histograms of JURKAT, U937 and K562 cells treated
with CoCl, (0, 100 and 250 uM) during 12 hours.

Figure S2 - Representative density plot graphics of apoptosis assay of JURKAT, U937 and
K562 cells treated with CoCl, (0 and 250 uM) during 12 hours.



FIGURES

Figure 1

a)

b)

Jurkat Cells Viable (%) U937 Cells Viable (%)

K562 Cells Viable (%)

_ -
o [~
o o
1 1

»n L [=2] =]
o o o (=1
1 1 1 1

o

uo37

120+
100+

»n B [=2] [
o o o o
1 1 1 1

o

Time (h)
JURKAT

120+
100+
80
60
40+
204

Time (h)
K562

NV o> K
Time (h)

RE NN

ttten

bttt

Ctrl

CoCl, 50uM
CoCl, 100uM
CoCl, 250pM
CoCl, 500pM

Ctrl

CoCl, 50pM
CoCl, 100pM
CoCl, 250pM
CoCl, 500pM

Ctrl

CoCl, 50uM
CoCl5 100pM
CoCly 250uM
CoCl5 500pM

41



42

Figure 2

G2 6h

Sub-G1 6h

62

U937

JURKAT

K562

U937

JURKAT

304

T
(=3
(2}

SlI®2 %

CoCl, concentration

CoCl, concentration

G2 12h

Sub-G1 12h

U937

JURKAT

========= Uy

801

K362

U937

JURKAT

304

s||e2

1
%

CoCl, concentration

CoCl; concentration

G2 24h

Sub-G1 24h

K562

U937

JURKAT

& T 4,

Fedk

801

K362

U937

JURKAT

SlI92 %

; T_________________::__:__-@Q

(A
E 4,
£ U 4,
EF 4,
(4

304

T T
o o
(2}

slI®2 %

CoCl, concentration

CoCl, concentration



Figure 3

JURKAT 12h

EB Apoptosis (Yopro+ Pl-)
B8 Dead early (Yoprot+ Pl+)
B3 Dead later (Yopro- Pl+)

b) U937 12h
504 o )
454 B3 Apoptosis (Yoprot PI-)
40 B3 Dead early (Yopro+ Pl+)
354 B3 Dead later (Yopro- Pl+)
» 304
2 25
= 20-
154
10
Tk
54 Kk Lk
O.M_:_m_
B N N
¢ @Q"‘\ ot @5‘\ ¢ @Q@
Vv v YV
¥ o o¥
® ® P
c) k562 12h
50+ _
454 E3A Apoptosis (Yoprot+ Pl-)
40 &3 Dead early (Yopro+ Pl+)
35 BE3 Dead later (Yopro- Pl+)
£ 304
® 254
= 201
15
10
54
0 T S
B N N
C}‘ ﬁ@}é\ C}‘ 43@§ (}* h@}é\
o o o
o o o
® ® ®

43

JURKAT 24h
50+ s .
45- &3 Apoptosis (Yoprot+ Pl-)
404 €3 Dead early (Yoprot+ Pl+)
354

B Dead later (Yopro- Pl+)

U937 24h
50+ L
&3 Apoptosis (Yoprot Pl-)
3 Dead early (Yoprot+ Pl+)
BE&3 Dead later (Yopro- Pl+)

c}‘\ G§ o 5‘\ ¢ @Q\‘\
» v
(J\“l’ (J\“l« (J\“l«
& ® ®
k562 24h
50+ . )
454 E3 Apoptosis (Yoprot PI-)
40 B8 Dead early (Yopro+ Pl+)
354 B3 Dead later (Yopro- Pl+)
2 30-
2 25
=2 204
154




44

Figure 4
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Figure S1
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CONSIDERACOES FINAIS

O proposito principal deste trabalho foi apresentar e analisar os efeitos anti-
proliferativos do Cloreto de Cobalto (CoCl;) em trés linhagens de células leucémicas
derivadas de diferentes precursores hematopoiéticos. Através da analise da linhagem
JURKAT (derivada de precursor linfoide), U937 (derivada de precursor mieldide) e K562
(derivada de precursor eritroide), apds tratamento com CoCl, no tempo de 0, 6, 12, 24 e 48
horas (nas concentragdes de 0 uM, 50 uM, 100uM, 250 uM, 500 uM) conseguimos obter um
melhor acompanhamento dos eventos e observar que estas linhagens demonstraram
caracteristicas proprias formando trés diferentes modelos para analisar.

A linhagem JURKAT demonstrou ter mais eventos apoptdticos (YOPRO™/PI), com
presenca de populacdo de eventos sub-G1 e parada na fase G2 no ciclo celular. A linhagem
U937 teve mais eventos de morte (YOPRO'/PI™), possivelmente uma passagem mais rapida
pelos eventos apoptoticos, e demonstrou ser mais suscetivel ao CoCl,, sendo que foi a
primeira a demonstrar diminuicdo da viabilidade celular e, também, demonstrou aumento nos
nivel de ERO sem inibicdo inicial ao comparar com seu respectivo controle, diferente das
outras duas linhagens. Esta mesma linhagem também demonstrou populacdo de eventos sub-
Gl e parada na fase G2 no ciclo celular. A linhagem K562 ndo demonstrou eventos
apoptoticos, mas teve parada na fase G2 do ciclo celular e aumento de espécies reativas na
mesma propor¢do que as demais linhagens porém com inibicdo inicial ao comparar com seu
respectivo controle como na linhagem JURKAT, isto demonstra que o aumento de ERO e
parada no ciclo celular ndo é suficiente para levar as células a apoptose e outro/s fator/es
poderiam estar atuando para manter vivas estas células durante o tratamento.

A partir desses dados foi possivel observar eventos em comum, a parada no ciclo
celular na fase G2 e um aumento crescente na oxidacdo do DCF, podendo ser uma
caracteristica do CoCl, como mostrado em outros trabalhos. Porém, analisando trés linhagens
com caracteristicas e comportamentos diferentes e acompanhando o tratamento em Varios
horéarios, sem intervalos muito longos conseguimos notar a inibicdo inicial no nivel de ERO
no tempo 0 e 1 hora nas linhagens JURKAT e K562 e que a parada no ciclo celular na
linhagem K562 comecou mais tarde e foi maior do que nas demais linhagens, dados que
podemos relacionar com a capacidade de maior ou menor susceptibilidade ao tratamento.
Assim, apds as analises, foi possivel ordenar as células numa ordem crescente de resisténcia
ao CoCl,: U937 < JURKAT < K562.
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Através das andlises de viabilidade celular, ciclo celular, apoptose e DCF conseguimos
notar o efeito antiproliferativo e outros eventos caracteristicos do efeito do CoCl,. Entretanto,
para cercar ainda mais o mecanismo envolvido na manutengdo da viabilidade durante o
tratamento com CoCl,, observada na linhagem K562, foi analisado o fator de transcrigdo NF-
kB, uma proteina que tem um importante papel de switch entre a manutencdo ou perda da
viabilidade. A linhagem K562 ndo teve eventos apoptdticos significativos e os niveis de
expressdo do fator de transcricdo NF-kB se mantiveram constantes durante o tratamento,
enquanto que as linhagens apoptoticas apresentaram uma elevada diminuicdo na expressao
deste fator de transcricdo ao comparar com seus respectivos controles. Esses dados abrem
caminho para a investigacdo das vias que resultam na expressdao do NF-kB e que mantém
mecanismos de resisténcia ao tratamento com CoCl,, podendo ser vias antiapoptdticas,

antioxidantes, entre outras.
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