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RESUMO 

 

VICARI, H.P. Investigação do potencial antineoplásico de novos fármacos que 

modulam a dinâmica de microtúbulos em leucemias agudas. 2023. 165p. Tese 

(Doutorado em Farmacologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2024. 

 

As leucemias agudas representam um desafio contínuo na prática clínica devido às 
altas taxas de recidiva e à resistência aos tratamentos quimioterápicos. Os 
microtúbulos emergem como alvos farmacológicos importantes no tratamento do 
câncer, incluindo as leucemias, devido à sua função essencial na divisão celular. 
Nesse contexto, a descoberta e o reposicionamento de fármacos antimicrotúbulos 
surgem como estratégias promissoras para ampliar o arsenal antineoplásico e superar 
a resistência terapêutica. A stathmin 1 (STMN1), proteína reguladora da dinâmica dos 
microtúbulos, desponta como possível alvo terapêutico, dada sua relevância no 
fenótipo proliferativo leucêmico e sua integração em diversas vias de sinalização 
associadas às neoplasias hematológicas. O objetivo do presente estudo é investigar 
o potencial terapêutico de agentes antimicrotúbulos em leucemias agudas, com 
enfoque na expressão e atividade da proteína stathmin 1 (STMN1) e nos efeitos 
celulares e moleculares do composto 2 (C2E1), derivado inédito dos 
ciclopenta[β]indóis sintéticos, e da eribulina, inibidor de microtúbulos proposto para 
reposicionamento. Dividido em três partes, o estudo primeiramente revelou alta 
expressão de STMN1 em pacientes com leucemia promielocítica aguda (LPA), com 
análises de bioinformática associando essa alta expressão a assinaturas gênicas de 
proliferação e metabolismo em LPA. A inibição de STMN1 por shRNA resultou em 
redução na clonogenicidade celular, enquanto a estabilização dos microtúbulos com 
paclitaxel induziu morte celular, inclusive de células resistentes ao tratamento padrão 
com ácido all-transretinóico (ATRA). Na segunda parte, três compostos sintéticos 
inéditos da classe dos ciclopenta[β]indóis foram testados em modelos celulares de 
LPA, e o C2E1 apresentou citotoxicidade seletiva através da interrupção da dinâmica 
de microtúbulos. A investigação ampliada dos efeitos celulares e moleculares do 
ciclopenta[β]indol C2E1 sobre o fenótipo leucêmico em amplo painel, molecularmente 
heterogêneo, de linhagens celulares de leucemias agudas demonstrou sua alta 
citotoxicidade, redução da clonogenicidade, indução de apoptose e parada do ciclo 
celular. Por fim, a terceira parte investigou o efeito da eribulina em modelos 
experimentais de neoplasias hematológicas, demonstrando alta citotoxicidade e 
eficácia na redução da viabilidade celular pela perturbação da dinâmica de 
microtúbulos, levando a catástrofe mitótica e morte celular. A expressão e ativação de 
MDR1 (ABCB1 e ABCC1), PI3K/AKT e NFκB mostraram-se potenciais biomarcadores 
de resposta à eribulina e o tratamento combinado de eribulina com elacridar 
potencializou os efeitos da eribulina e foi capaz de superar a resistência em neoplasias 
hematológicas. Em conjunto, o trabalho fornece perspectivas sobre o papel da STMN1 
e dos agentes inibidores de microtúbulos no tratamento das leucemias agudas, 
oferecendo evidências pré-clínicas na identificação de potenciais novos agentes 
terapêuticos e estratégias para superar a resistência a tratamentos convencionais. 

Palavras-chave: Leucemias Agudas; Microtúbulos; Stathmin 1; Resistência; Biologia 

do Câncer. 



 

 

ABSTRACT 

 

VICARI, H.P. Investigation of the antineoplastic potential of new drugs that 

modulate microtubule dynamics in acute leukemias. 2023. 165p. Thesis (Ph.D. 

Thesis in Pharmacology) – Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, 

São Paulo, 2024. 

 

Acute leukemias represent a continuous challenge in clinical practice due to high rates 
of relapse and resistance to chemotherapy treatments. Microtubules emerge as 
important pharmacological targets in cancer treatment, including leukemias, due to 
their essential role in cell division. In this context, the discovery and repositioning of 
antimicrotubule drugs arise as promising strategies to expand the anti-neoplastic 
arsenal and overcome therapeutic resistance. Stathmin 1 (STMN1), a microtubule 
dynamics regulator protein, stands out as a potential therapeutic target, given its 
relevance in the leukemic proliferative phenotype and its integration into various 
signaling pathways associated with hematologic neoplasms. The objective of this study 
is to investigate the therapeutic potential of antimicrotubule agents in acute leukemias, 
focusing on the expression and activity of stathmin 1 (STMN1) and the cellular and 
molecular effects of compound 2 (C2E1), a novel derivative of synthetic 
cyclopenta[β]indoles, and eribulin, a microtubule inhibitor proposed for repositioning. 
Divided into three parts, the study initially revealed high expression of STMN1 in 
patients with acute promyelocytic leukemia (APL), with bioinformatics analyses 
associating this high expression with proliferation and metabolism gene signatures in 
APL. Inhibition of STMN1 by shRNA resulted in reduced cellular clonogenicity, while 
microtubule stabilization with paclitaxel induced cell death, including in cells resistant 
to standard treatment with all-transretinoic acid (ATRA). In the second part, three novel 
synthetic compounds of the cyclopenta[β]indole class were tested in cellular models of 
APL, and C2E1 showed selective cytotoxicity through microtubule dynamics 
interruption. Expanded investigation of the cellular and molecular effects of 
cyclopenta[β]indole C2E1 on the leukemic phenotype in a broad, molecularly 
heterogeneous panel of acute leukemia cell lines demonstrated its high cytotoxicity, 
reduced clonogenicity, induction of apoptosis, and cell cycle arrest. Finally, the third 
part investigated the effect of eribulin in experimental models of hematologic 
neoplasms, demonstrating high cytotoxicity and effectiveness in reducing cell viability 
by disrupting microtubule dynamics, leading to mitotic catastrophe and cell death. The 
expression and activation of MDR1 (ABCB1 and ABCC1), PI3K/AKT, and NFκB were 
identified as potential biomarkers of response to eribulin, and combined treatment of 
eribulin with elacridar potentiated eribulin effects and overcame resistance in 
hematologic neoplasms. Overall, the study provides insights into the role of STMN1 
and microtubule inhibitor agents in the treatment of acute leukemias, offering 
preclinical evidence in the identification of potential new therapeutic agents and 
strategies to overcome resistance to conventional treatments. 

Keywords: Acute Leukemias; Microtubules; Stathmin 1; Resistance; Cancer Biology. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Hematopoiese 

A formação das células sanguíneas ocorre através de um processo hierárquico 

no qual uma célula tronco pluripotente - denominada célula-tronco hematopoiética 

(CTH) - dá origem a todas as outras células do sangue através de uma cascata de 

diferenciação; a esse processo dá-se o nome de hematopoiese (1). 

A hematopoiese inicia-se durante a vida embrionária, no desenvolvimento 

intrauterino, onde nas primeiras semanas de gestação o processo acontece no saco 

vitelínico. Da sexta semana de vida fetal até aproximadamente o sexto mês, o fígado 

e o baço, embora temporários, tornam-se os principais órgãos hematopoiéticos e 

continuam produzindo as células sanguíneas até a segunda semana após o 

nascimento. A partir do sétimo mês de vida fetal, quando iniciada a calcificação óssea, 

a medula óssea, localizada no interior dos ossos, torna-se o sítio mais importante na 

produção das células sanguíneas que durante a infância e vida adulta passa a ser o 

único local onde ocorre a hematopoiese. No adulto, a medula óssea é confinada ao 

esqueleto central e às extremidades proximais do fêmur e úmero (1). 

A medula óssea humana gera bilhões de células sanguíneas diariamente, 

partindo de células-tronco, o que faz do sangue um dos tecidos mais regenerativos do 

corpo humano (2). Para uma hematopoiese ser considerada normal, faz-se necessária 

a regulação de três principais funções: proliferação celular, diferenciação celular e 

maturação para células funcionais. As células-tronco hematopoiéticas sustentam a 

produção de todas as células sanguíneas devido à sua alta capacidade de 

autorrenovação e proliferação, o que as capacita para diferenciação de suas duas 

linhagens sanguíneas, sendo elas mieloide e linfoide, possibilitando a reconstituição 

hematopoiética a partir de uma única célula (3). 

No modelo hierárquico da hematopoiese, as CTHs estão no topo da cascata. 

Estas dão origem a células progenitoras multipotentes (CPM) que possuem um 

potencial de linhagem completo, mas uma capacidade de autorrenovação limitada. As 

CPMs dão origem a progenitores oligopotentes: os progenitores mieloides comuns 

(PMC) e os progenitores multilinfoides (PMLs). As PMCs diferenciam-se em 

progenitores de granulócitos/macrófagos (PGMs) e progenitores de 
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megacariócitos/eritrócitos (PEMs) que então dão origem a progenitores de 

unilinhagem e precursores maduros. As PMLs são capazes de gerar PGMs e 

progenitores linfoides comuns, que se diferenciam em precursores de células B, T e 

NK (3, 4). O esquema da hematopoiese está representado na Figura 1. 

 

Figura 1. Ilustração esquemática do processo da hematopoiese 

 

O gradiente de cor reflete o potencial de progenitores precoces e intermediários de seguir os destinos 

de diferentes células.  As células-tronco hematopoiéticas (CTH) têm o potencial de autorrenovação e 
diferenciação para qualquer linhagem hematopoiética. O Progenitor Multipotente é capaz de originar 
qualquer linhagem de células sanguíneas. Progenitor Multipotente pré-linfoide é a célula progenitora 
que diferencia ao longo da linhagem linfoide; com potencial para assumir o destino mieloide. O 
Progenitor Linfoide Comum é um progenitor precoce comprometido com a linhagem linfoide, que origina 
precursores de linfócitos T e B, e NK. Os progenitores linfoides deixam a medula óssea para maturação 
no timo e nos gânglios linfáticos. O Progenitor Mieloide Comum é o progenitor precoce capaz de 
diferenciar-se em qualquer célula mieloide. O Progenitor Granulócito-Monócito é o progenitor 
intermediário comprometido com as linhagens monocítica e granulocítica. O Progenitor 
Megacariocítico-Eritroide é o progenitor intermediário que só pode diferenciar-se em eritrócito ou 
megacariócito. Imagem do autor. Adaptado de: Ceredig R, Rolink AG and Brown G. (2009): Models of 
haematopoiesis: Seeing the wood for the trees. Nat Rev Immunol. 9(4): 293–300 (5) e 
https://www.sysmex-europe.com/academy/knowledge-centre/haematopoiesis/ (6). 

https://www.sysmex-europe.com/academy/knowledge-centre/haematopoiesis/
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Vários fatores de transcrição – fatores que regulam a expressão gênica pelo 

controle da transcrição de genes específicos ou de famílias de genes – atuam na 

regulação da hematopoiese como, por exemplo, SCL, GATA2, NOTCH1, que regulam 

a sobrevivência das células-tronco hematopoiéticas, além de PU.1, família CEBP, 

GATA1 e FOG1, que regulam a diferenciação ao longo das principais linhagens 

celulares. Os fatores de transcrição induzem a síntese de proteínas específicas para 

cada linhagem celular. Mutações, deleções ou translocações de fatores de transcrição 

são a causa subjacente de muitos casos de neoplasias hematológicas, que são 

distúrbios que afetam a produção de células sanguíneas, devido a um crescimento 

descontrolado de células maduras ou precursoras, incluindo leucemias, linfomas e 

mielomas múltiplos (7).  

Além dos fatores de transcrição, diversos fatores de crescimento regulam a 

viabilidade, proliferação e a diferenciação de diferentes linhagens de células 

hematopoiéticas. Esses reguladores incluem citocinas, chamadas de fatores 

estimuladores de colônias (CSFs) e interleucinas (ILs). Existe uma rede de interações 

de citocinas, que possui reguladores positivos, como CSFs e ILs, e reguladores 

negativos, como fator de crescimento transformador β3 (TGFβ3) e fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α). Essa rede multigênica de citocinas, que fornece flexibilidade 

dependendo de qual parte da rede está ativada e permite a amplificação da resposta 

a um estímulo específico. Os fatores de crescimento também podem estimular a 

maturação celular, prevenir apoptose e afetar as funções de células maduras (8).  

A hierarquia na hematopoiese permite a produção rápida de células após 

processos infecciosos ou perda de sangue, além de proteger o sistema 

hematopoiético da aquisição de mutações, pois a maioria das células se diferenciará 

terminalmente e morrerá. Entretanto, com o passar do tempo, as CTHs, que se 

dividem lentamente, podem adquirir mutações que são passadas para a próxima 

geração de células, promovendo o aumento da autorrenovação das células-tronco, 

aumento da proliferação e/ou redução da morte celular, expandindo o clone CTH em 

uma taxa desproporcional em comparação com outros clones, podendo representar 

um estado permissivo antecedente para o desenvolvimento leucêmico (9-13). 

Uma combinação de fatores extrínsecos e intrínsecos - incluindo fatores 

associados ao local em que as CTHs residem (nichos), vias de transdução de sinal, 

fatores de transcrição e modificadores de cromatina - contribui para o equilíbrio 
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dinâmico entre a autorrenovação e o potencial de diferenciação multipotente de CTHs. 

A interrupção e a desregulação desses processos têm o potencial de ocasionar 

distúrbios hematológicos (2, 14). 

As neoplasias hematológicas podem surgir durante qualquer estágio do 

desenvolvimento das células sanguíneas, podendo afetar sua produção e função, com 

consequências que incluem a incapacidade de combater infecções ou a 

suscetibilidade a hemorragias. A perturbação da diferenciação hematopoiética normal 

pode resultar em um dos principais tipos de neoplasia hematológica na clínica: a 

leucemia. A leucemia é causada por uma produção excessiva de leucócitos anormais 

na medula óssea, resultando em células leucêmicas circulantes no sangue. Com base 

na linhagem das células neoplásicas e no curso clínico, a leucemia pode ser 

categorizada em leucemia linfoblástica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), 

leucemia linfocítica crônica (LCC) e leucemia mieloide crônica (LMC) (15). 
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1.2. Leucemias agudas 

Neoplasias hematológicas são doenças malignas que envolvem proliferação e 

diferenciação anormais de células sanguíneas maduras ou precursoras na medula 

óssea e nos tecidos linfoides. Estas condições surgem de alterações moleculares nas 

células-tronco hematopoéticas (CTHs), resultando em uma hematopoiese anormal 

(16, 17) (Figura 2). Destacam-se, entre essas neoplasias, as leucemias, dada sua 

complexidade e incidência.  

 

Figura 2. Representação esquemática da origem das leucemias agudas e crônicas 

 

Em cada etapa do processo de diferenciação, a gama de destinos disponíveis para uma célula 
progenitora diminui. As leucemias podem ocorrer em qualquer estágio deste processo. As células-
tronco sanguíneas multipotentes podem gerar células sanguíneas de qualquer tipo, mas não células 
que não sejam do sangue. Estas células são autorrenováveis (indicadas por setas brancas) e podem 
originar células da linhagem mieloide ou linfoide. (1) As leucemias agudas ocorrem na fase de 
blastos, fazendo com que a célula afetada se autorrenove rapidamente. (2) Nas leucemias crônicas, 
células progenitoras cancerígenas continuam a amadurecer, mas não conseguem se desenvolver 
em células sanguíneas completamente funcionais. Imagem do autor. Adaptado de: Elert E. Living 
with leukaemia. Nature. 2013;498(7455):S2-3 (18). 

 

No Brasil, a estimativa de novos casos de leucemia para cada ano do triênio de 

2023 a 2025 é de 11.540 casos, correspondendo a um risco de 5,33 por 100 mil 

habitantes. Desse total, 6.250 casos são em homens e 5.290 em mulheres, resultando 
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em um risco estimado de 5,90 novos casos por 100 mil homens e 4,78 por 100 mil 

mulheres (19). Mundialmente, em 2020, estimou-se que ocorreram 475 mil casos de 

leucemia, representando 2,5% de todos os tipos de câncer. Entre os homens, foram 

270 mil novos casos, com um risco estimado de 6,30 por 100 mil homens. Entre as 

mulheres, foram 205 mil casos de leucemia, correspondendo a 4,50 por 100 mil 

mulheres (20). Em relação à mortalidade, em 2020, ocorreram, no Brasil, 6.738 óbitos 

por leucemia (3,18 por 100 mil). Nos homens 3.703 óbitos (3,58 por 100 mil) e, nas 

mulheres, 3.035 óbitos (2,80 por 100 mil) (21). 

As leucemias podem ser agudas ou crônicas, com características distintas em 

termos de desenvolvimento, sintomas e tratamento. As leucemias agudas envolvem 

um crescimento rápido de células imaturas na medula óssea, resultando em sintomas 

intensos que requerem tratamento imediato com quimioterapia intensiva, onde o 

prognóstico varia (22). As leucemias crônicas progridem mais lentamente e podem 

não apresentar sintomas graves inicialmente. O tratamento geralmente envolve 

terapias menos agressivas para controlar a doença. O prognóstico também varia, com 

alguns pacientes vivendo por longos períodos sob tratamento contínuo. No entanto, a 

transformação para uma fase aguda é uma consideração importante (23). 

As leucemias agudas possuem dois principais subtipos, sendo eles a Leucemia 

Mieloide Aguda (LMA) e Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) que acometem as 

linhagens mieloides e linfoides, respectivamente. 

A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma neoplasia hematológica maligna 

heterogênea causada pelo acúmulo de mutações e alterações moleculares nas 

células-tronco hematopoiéticas (CTH). Essas mutações impactam os processos 

normais de crescimento e diferenciação, causando um acúmulo de células mieloides 

anormais e imaturas na medula óssea e sangue periférico (24-29).  

Existem dois sistemas principais para classificar subtipos de LMA: o da 

Organização Mundial da Saúde (OMS) e o da classificação Franco Americo Britânica 

(FAB). O sistema FAB define oito subtipos com base em características morfológicas 

e citoquímicas das células leucêmicas, enquanto o da OMS incorpora características 

genéticas, morfológicas, imunofenotípicas e clínicas (30, 31). Em 2022, a 

Classificação de Consenso Internacional (ICC) foi introduzida, ampliando as 

anormalidades genéticas definidoras de grupos específicos de LMA e introduzindo 
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novas categorias, como SMD/AML (32, 33). De maneira geral, o diagnóstico da LMA 

se dá através da presença de ≥ 20% de blastos mieloides na medula óssea ou sangue 

periférico ou presença de anormalidades genéticas específicas (33, 34).   

Apesar de sua etiologia pouco compreendida, vários fatores genotóxicos 

provocam alterações moleculares na patogênese da LMA, levando à proliferação 

clonal anormal e falha na diferenciação das células mieloides (27, 35, 36). Essas 

alterações, incluindo translocações cromossômicas, induzem a formação de proteínas 

quiméricas e mutações genéticas, promovendo vantagem proliferativa aos clones 

neoplásicos (37, 38). Mutações que ativam vias proliferativas, como em FLT3, 

K/NRAS, TP53 e KIT, são observadas em 50% dos casos e implicam em um pior 

prognóstico. Mutações em NPM1 e CEBPα alteram a diferenciação hematopoiética, 

traduzem-se em melhor prognóstico e aparecem em 27 e 6% dos casos, 

respectivamente. Mutações em genes relacionados a regulação epigenética, que 

apresentam efeitos na diferenciação e proliferação celular, podem ser identificadas 

em 40% dos casos de LMA, e incluem os genes DNMT3A, TET2, IDH1 e IDH2 (37). 

 Os principais sintomas da LMA resultam da falta de maturação das células 

mieloides e, consequentemente, da produção prejudicada de eritrócitos, leucócitos e 

plaquetas. Incluem fadiga, palidez, sangramento e infecções recorrentes (39). 

O tratamento padrão para LMA, em uso há mais de 30 anos, consiste em duas 

fases: indução e consolidação (27, 40, 41). A fase de indução visa a remissão 

completa (menos de 5% de blastos na medula óssea, e recuperação das contagens 

celulares sanguíneas) e o desaparecimento dos sintomas (25, 42). O regime de 

indução mais comum é o “7+3”, que inclui citarabina contínua por 7 dias e antraciclina 

por 3 (40, 43, 44). Em pacientes idosos, utilizam-se agentes hipometilantes (decitabina 

ou azacitidina) (45, 46). Após a remissão completa, a terapia de consolidação visa 

eliminar células leucêmicas residuais e prevenir a recorrência da doença (47). Duas 

estratégias comuns são usadas: quimioterapia adicional com citarabina, ou 

transplante de medula óssea (TMO) (27, 48-50). No entanto, pacientes com LMA 

refratária frequentemente não são elegíveis para TMO e têm uma sobrevida inferior a 

10% em 3 anos, representando um desafio no tratamento da doença (25, 51, 52). 

Os avanços no entendimento molecular e tratamento da LMA melhoraram o 

prognóstico dos pacientes mais jovens, mas as taxas de cura nos idosos permanecem 
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baixas (5 a 15%) (27, 53). Como a maioria dos pacientes diagnosticados tem mais de 

65 anos, as opções terapêuticas são limitadas, resultando em uma sobrevida global 

média de apenas 5 a 10 meses para 70% desses pacientes (25, 54, 55). Portanto, 

desenvolver novas opções terapêuticas e identificar marcadores moleculares 

prognósticos e vias de sinalização alvo-seletivas é crucial para o avanço no tratamento 

da LMA. 

Já a leucemia linfoblástica aguda (LLA) trata-se de uma neoplasia cujas células 

linfoides imaturas invadem a medula óssea, sangue ou órgãos extramedulares devido 

a proliferação maligna (56). Na LLA, 80% dos casos acometem crianças, mas a 

doença mostra-se agressiva quando ocorre em adultos (57, 58). Embora a 

intensificação da quimioterapia tenha melhorado os resultados em crianças, o 

prognóstico para idosos permanece muito ruim, com apenas 30 a 40% alcançando 

remissão prolongada (59). 

A classificação da LLA teve origem nos critérios FAB, subdividindo-a em três 

tipos (L1, L2 e L3) de acordo com a morfologia celular (30). Posteriormente, a OMS 

propôs uma classificação mais ampla em 1997, identificando LLA-B, LLA-T e leucemia 

de células de Burkit (60). Em 2008, a leucemia de células de Burkitt foi eliminada, e a 

LLA-B foi dividida em LLA-B com anomalias genéticas recorrentes e LLA-B não 

especificada (61). Em 2016, novas entidades foram adicionadas à lista de anomalias 

genéticas recorrentes (31). Em 2022, tanto a Classificação de Consenso Internacional 

(ICC) quanto a classificação da OMS foram atualizadas, incorporando dados clínicos, 

citogenéticos e moleculares recentes (62, 63). Em adultos, a LLA-B representa cerca 

de 75% dos casos, enquanto a LLA-T compreende os restantes.  

A patogênese da LLA envolve a proliferação e diferenciação anormais de células 

linfoides clonais. Síndromes genéticas podem predispor a alguns casos em crianças 

(64-67), assim como a exposição à radiação, pesticidas ou certos vírus (Epstein-Barr 

e HIV) também são fatores predisponentes (68, 69). A maioria dos casos de LLA surge 

como uma malignidade de novo em indivíduos previamente saudáveis. Aberrações 

cromossômicas são comuns, como translocações t(12;21) [ETV6::RUNX1], t(1;19) 

[TCF3::PBX1], t(9;22) [BCR::ABL1] e rearranjo de MLL (70). Variantes com perfil de 

expressão gênica semelhante à LLA Ph-positivo, mas sem rearranjo BCR::ABL1, 

tendem a apresentar um prognóstico pior (71). Mutações ativadoras de quinase são 



38 

 

observadas em 90% dos casos semelhantes à LLA Ph, envolvendo ABL1, JAK2, 

PDGFRB, CRLF2, EPOR, IL7R, FLT3 e deleção de SH2B3 (72). 

A maioria dos sintomas da LLA reflete o acúmulo de células malignas na medula 

óssea, sangue e locais extramedulares. As manifestações clínicas incluem febre, 

perda de peso, suores noturnos, sangramentos, fadiga e infecções. A linfadenopatia, 

esplenomegalia e hepatomegalia são comuns, e o envolvimento de locais 

extramedulares ocorre em 20% dos pacientes (73, 74), e do sistema nervoso central 

(SNC) ocorre em 5–8% dos casos, manifestando-se como déficits dos nervos 

cranianos ou meningismo (59). 

O diagnóstico é estabelecido pela presença de 20% ou mais de linfoblastos na 

medula óssea ou no sangue periférico (73). A avaliação da morfologia, 

imunofenotipagem, e testes citogenéticos são valiosos tanto para confirmar o 

diagnóstico quanto para estratificar o risco. 

A avaliação precisa do prognóstico é crucial no tratamento da LLA. A 

estratificação de risco considera idade, contagem de leucócitos e alterações 

citogenéticas. Pacientes com mais de 60 anos têm um prognóstico desfavorável, com 

apenas 10-15% de sobrevida em longo prazo (75). Apesar da melhora da sobrevida 

com o uso de inibidores de tirosina quinase (TKIs), a presença do cromossomo 

Filadélfia, t(9;22), tem implicações significativas no prognóstico e tratamento, com 

uma sobrevida média em 1 ano de cerca de 10% (76). A LLA Ph-positiva está 

associada a uma resposta deficiente à quimioterapia, alta doença residual mínima, e 

baixa sobrevivência (72, 77, 78). 

Embora a sobrevida a longo prazo na LLA pediátrica seja alta (≈ 90%), em 

adultos é modesta. O tratamento inclui quimioterapia de indução, consolidação e 

manutenção, com profilaxia do sistema nervoso central durante a terapia. A indução 

visa atingir a remissão completa, combinando de medicamentos que incluem 

vincristina, corticosteroides, e antraciclina (79-81). Após a indução, alguns pacientes 

podem passar para TMO, enquanto outros continuam com intensificação e 

manutenção (82). A maioria (85-90%) dos pacientes entra em remissão após indução, 

porém, alguns são refratários e muitos recaem. Opções de tratamento para casos 

recidivantes/refratários incluem quimioterapia aumentada, agentes reformulados e 

novos anticorpos monoclonais.  
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1.3. Leucemia promielocítica aguda 

 A leucemia promielocítica aguda (LPA) é um subtipo de leucemia mieloide 

aguda (LMA) caracterizada pela infiltração da medula óssea por blastos leucêmicos 

semelhantes à promielócitos e corresponde - segundo a classificação FAB - aos 

subtipos M3 e M3 variante (M3v) de leucemia mieloide aguda (30), e ao subtipo de 

LMA associada à translocação entre os cromossomos 15 e 17 [t (15;17)] e variantes 

segundo a classificação da Organização Mundial de Saúde das Neoplasias Mieloides 

(31, 83). 

 A LPA corresponde a 10%-15% das LMAs e apresenta morfologia celular 

característica, com promielócitos anormais com núcleo excêntrico e granulações 

profusas no citoplasma, além da presença de múltiplos bastonetes de Auer no 

citoplasma, formando feixes, o que dá a estas células a denominação de "Faggot 

cells" (células com maços ou feixes) (30). As células da LPA têm um padrão distinto 

de marcadores de superfície quando comparado a outras LMAs. Ocorre alta 

expressão de antígenos mielomonocíticos (CD13, CD15 e CD33) e ausência de 

expressão de antígenos monocíticos (CD14, incluindo My4, Leu M3 e Mo2) e HLA-DR 

(83-85). 

 Em cerca de 90% dos casos, a LPA está associada à translocação 

t(15;17)(q22;q21), que resulta na fusão dos genes PML (promyelocytic leukemia) e 

RARα (receptor alfa do ácido retinóico) e cria o oncogene híbrido PML::RARα (86). 

De forma menos comum, o RARa encontra-se raramente fundido aos genes PLZF 

(promyelocytic leukemia zincfinger), NPM (nucleophosmin), NuMA (nuclear mitotic 

apparatus) ou STAT5b (signal transducer and activator of transcription 5b) situados 

nos cromossomos 11q23, 5q32, 11q13 e 17q11, respectivamente (87). 

 Os pacientes com LPA apresentam um quadro clínico e alterações laboratoriais 

compatíveis com coagulação intravascular disseminada (CIVD) e podem evoluir 

rapidamente ao óbito, devido a fenômenos hemorrágicos (88, 89). Na maioria dos 

casos, os pacientes apresentam sintomas relacionados à anemia, trombocitopenia, 

organomegalia e distúrbios da coagulação (88, 90). A primeira manifestação clínica 

em LPA é a leucopenia e na variante da LPA é a leucocitose. Outras características 

menos frequentes são observadas em 15 a 20% dos pacientes com infiltração no 

sistema nervoso central e na pele são achados raros (88, 89). 
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 O curso clínico da LPA tem sido modificado, nas últimas décadas, de uma 

leucemia aguda rapidamente fatal para um dos mais curáveis subtipos de LMA (88, 

91). Este imenso progresso no prognóstico da doença foi atribuído fundamentalmente 

aos avanços notáveis em seu tratamento, mais especificamente com a introdução de 

novos agentes terapêuticos que atuam diretamente na lesão molecular, como o ácido 

all-trans retinóico (ATRA), um derivado da vitamina A, e o trióxido de arsênico (ATO), 

passando a ser considerado o primeiro exemplo de sucesso de terapia alvo molecular 

baseado na indução da diferenciação e apoptose  (92-95). Estudos têm demonstrado 

que a oncoproteína de fusão PML::RARα é alvo direto do ATRA; diferentes 

concentrações farmacológicas desse medicamento induzem diferenciação do 

promielócito leucêmico e o destina à morte celular programada. Esta oncoproteína 

também é alvo do trióxido de arsênico, e pesquisas indicam que a região rica em 

cisteína na porção PML da oncoproteína é a principal candidata para interagir com o 

ATO. A ação desse composto nas células leucêmicas é dose dependente, onde, em 

baixas concentrações, ocorre à indução da diferenciação parcial dessas células e, em 

altas concentrações, ocorre à indução de apoptose. O ATRA, em combinação com o 

ATO, atua de forma sinérgica, o que representa uma explicação plausível para os 

bons resultados observados na prática clínica (92-96). 

 O tratamento com ATRA induz a diferenciação mieloide terminal das células 

leucêmicas e, associado a agente antracíclicos, resulta em taxas de remissão 

completa superiores a 90% e de sobrevida livre de doença estimada em três anos 

superiores a 80% (91, 97, 98). Estes resultados contrastam com aqueles observados 

antes da introdução do ATRA no tratamento da LPA, que indicavam sobrevida livre de 

doença inferiores a 20% em três anos (98). Apesar da boa resposta clínica associada 

ao tratamento com ATRA, este não é isento de complicações, pois cerca de 6% a 27% 

dos pacientes desenvolvem a síndrome do ácido retinóico (SAR) (99-101), 

caracterizada por febre de origem indeterminada, ganho de peso, edema 

generalizado, insuficiência respiratória aguda, derrame pleural e/ou pericárdico, 

hipotensão arterial, insuficiência renal e infiltração de diferentes órgãos por células 

mieloides, um achado invariável (99-101). 

 Os sintomas da SAR aparecem nos primeiros dias de tratamento com ATRA e, 

geralmente, estão associados ao aumento repentino do número de leucócitos no 

sangue periférico (99). Apesar da etiologia desta síndrome não ser completamente 
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compreendida, alguns dos mecanismos pelos quais o ATRA induz a SAR são: (i) 

alterações na expressão de moléculas de adesão nos blastos leucêmicos e nas 

células endoteliais, (ii) aumento da permeabilidade capilar, (iii) formação de agregados 

leucocitários, e (iv) ativação leucocitária induzida por diferentes citocinas (102-105). 

Ainda que possa ocorrer resposta ao tratamento com dexametasona, a mortalidade 

associada a SAR é alta (5% -18%) (100, 101).  

 A resistência e a recaída ao ATRA ainda são problemas clinicamente 

relevantes na LPA (106-108), e vários mecanismos têm sido propostos para explicar 

a resistência ao ATRA em pacientes LPA que expressam o PML::RARα. Dentre as 

principais causas que levam à resistência ao tratamento estão: (i) mutações genéticas 

no domínio de ligação ao ligante da proteína PML::RARα, (ii) fusões menos comum 

do gene RARα com outros genes que não o PML limitando a eficácia terapêutica do 

ATRA e arsênico; (iii) aumento do catabolismo de ATRA; (iv) presença da proteína de 

ligação citoplasmática do ácido retinóico (CRABP), e (v) passagem anormal de ATRA 

para o núcleo celular (109-112). 

 Apenas mutações no domínio RARα em PML::RARα foram recorrentes como 

um mecanismo resistente ao ATRA, tanto de observações clínicas quanto de análises 

moleculares in vitro (109-112). A recaída ainda ocorre em cerca de 20 a 30% dos 

pacientes e a resistência clínica ao ATRA está frequentemente presente, o que 

representa um desafio no tratamento desses pacientes. Sendo assim, vale destacar 

que o desenvolvimento de estratégias eficazes para lidar com a resistência ao ATRA 

é uma área ativa de pesquisa na busca por melhorias nos resultados clínicos para 

pacientes com leucemia promielocítica aguda. 
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1.4. Microtúbulos como alvo farmacológico para o tratamento do câncer 

Componentes-chave do citoesqueleto, os microtúbulos são essenciais para 

vários aspectos da função celular, incluindo o desenvolvimento e a manutenção da 

morfologia celular, e o transporte intracelular de vesículas, proteínas e organelas. 

Além disso, os microtúbulos também desempenham papel importante na sinalização, 

migração e divisão celular (113-115). 

Os microtúbulos são estruturas tubulares compostas por polímeros de 

heterodímeros de α e β-tubulina, formados a partir da associação de 13 

protofilamentos. Esses polímeros são altamente dinâmicos, regulados de forma 

espacial e temporal e, em resposta às mudanças das necessidades celulares, 

alternam constantemente entre as fases de crescimento e encolhimento. Embora os 

microtúbulos tenham propriedades dinâmicas intrínsecas devido à hidrólise de GTP 

no sítio de troca na β-tubulina, a dinâmica dos microtúbulos é adicionalmente facilitada 

por uma ampla gama de fatores celulares, incluindo proteínas associadas aos 

microtúbulos (MAPs) e à tubulina solúvel, modificações pós-traducionais da tubulina 

e expressão de diferentes isoformas de tubulina (116-119). 

Existem muitas MAPs diferentes, incluindo as proteínas motoras dineína e 

cinesina, bem como muitas proteínas reguladoras de microtúbulos, como stathmin 1, 

survivina, TOG, MCAK, entre outras (120-123).  

A dinâmica de microtúbulos no fuso celular é necessária para todos os estágios 

da mitose, incluindo a correta ligação dos cromossomos em seus cinetócoros durante 

a prometáfase, após a quebra do envelope nuclear. Além disso, é necessária para o 

alinhamento dos cromossomos ao equador do fuso, denominado de placa metafásica. 

Por último, a dinâmica de microtúbulos é necessária para a separação sincronizada 

dos cromossomos em anáfase e telófase após o ponto de verificação de metáfase-

anáfase estar completo. A presença de um único cromossomo que seja incapaz de 

se fixar ao fuso é suficiente para evitar a transição para a anáfase; a célula então 

permanece bloqueada numa fase semelhante a prometáfase/metáfase e, 

eventualmente, sofre apoptose (124, 125). 

Sendo assim, devido suas propriedades contráteis essenciais no processo de 

divisão celular, os microtúbulos são considerados um dos alvos moleculares mais 

importantes para o tratamento do câncer, cujas células possuem alto potencial 
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proliferativo. A supressão da dinâmica de microtúbulos por agentes que interferem 

nesse processo é um mecanismo comum pelo qual esses agentes bloqueiam a mitose 

e causam a morte das células tumorais, variando quanto à forma de modulação e 

quanto aos sítios de ligação às unidades de tubulina (126, 127). 

O princípio de ação dos agentes antineoplásicos, que atuam através da 

interação com microtúbulos, baseia-se, de forma geral, no deslocamento do equilíbrio 

dinâmico entre as taxas de polimerização e despolimerização dos microtúbulos no 

interior das células, de forma que a célula não consiga executar corretamente as 

principais etapas de sua divisão celular e, por isso, esses agentes são denominados 

de antimitóticos (126, 127). Em relação ao mecanismo de ação, esses fármacos 

podem ser classificados como estabilizadores ou desestabilizadores de microtúbulos 

(128). 

Os estabilizadores de microtúbulos funcionam ligando-se às subunidades de 

tubulina nos microtúbulos já formados. Eles promovem a estabilização dos 

microtúbulos, evitando a sua despolimerização e, assim, impedindo a dinâmica normal 

necessária para a função celular e divisão mitótica. Como consequência, os 

estabilizadores de microtúbulos impedem as células de desfazer as fibras do fuso logo 

após a separação dos cromossomos durante a mitose, impossibilitando as células-

filhas de procederem para a etapa final de divisão celular, promovendo apoptose (126, 

127). Os principais agentes estabilizadores de microtúbulos são os taxanos (paclitaxel 

e docetaxel), usados no tratamento de vários tipos de câncer, incluindo mama, ovário, 

pulmão e próstata (129). 

Os desestabilizadores de microtúbulos, por sua vez, evitam a formação de 

microtúbulos, impedindo a célula de formar as fibras do fuso mitótico, necessárias 

para a separação dos cromossomos duplicados nas etapas finais da mitose. 

Consequentemente, as células com todo o seu material duplicado são 

impossibilitadas de prosseguirem seu metabolismo de forma funcional; esse 

mecanismo de bloqueio da divisão celular interrompe o ciclo celular e acarreta um 

processo de apoptose (130, 131). Os principais representantes dos 

desestabilizadores de microtúbulos são os alcalóides da vinca (vimblastina e 

vincristina) e colchicina. A vimblastina é utilizada no tratamento do linfoma de Hodgkin, 

bem como no câncer de testículo e mama (132). A Vincristina possui relevância no 

contexto das malignidades hematológicas e é amplamente utilizada no tratamento de 
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leucemia linfoblástica aguda (LLA) (133), sendo um dos poucos medicamentos 

aprovados para LLA-T recidivante (134). Para leucemia mieloide aguda (LMA), vários 

inibidores da tubulina estão em ensaios clínicos (135). A colchicina, embora seja um 

inibidor de microtúbulos altamente potente, não é amplamente empregada no 

tratamento do câncer devido à sua alta toxicidade (131). No entanto, seu sítio de 

ligação à tubulina permanece sob constante investigação como um promissor alvo 

farmacológico na terapêutica de certos tipos de câncer (136, 137).  

Recentemente a eribulina tem se destacado no tratamento do câncer de mama 

metastático resistente ao paclitaxel e sarcomas de tecidos moles (138, 139). A 

eribulina é um quimioterápico antimitótico que inibe a dinâmica dos microtúbulos ao 

se ligar irreversivelmente às extremidades positivas, bloqueando a polimerização sem 

afetar a despolimerização, ao contrário de outros inibidores como taxanos e alcaloides 

da vinca (140-142). Além disso, ela se liga à tubulina solúvel, formando agregados 

não produtivos que alteram a morfologia do fuso e interrompem sua formação, 

causando bloqueio da prometáfase e, consequentemente, desencadeando apoptose 

devido à longa permanência da célula na fase G2/M (143).  
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Figura 3. Dinâmica de microtúbulos e fármacos que atuam no processo 

 

Os microtúbulos são estruturas poliméricas com polaridade intrínseca. O diagrama esquemático 
representa (A) heterodímeros de alfa e beta tubulina, (B) heterodímeros de tubulina montados 
cabeça com cauda para formar um protofilamento, (C) arranjo lateral de 13 protofilamentos para 
formar um microtúbulo cilíndrico oco com uma junção, (D) lúmen do microtúbulo e (E) montagem e 
desmontagem de dímeros de tubulina com uma troca espontânea entre eventos de catástrofe e 
resgate. Os alcalóides da vinca (vincristina, vimblastina, vindesina), colchicina e eribulina inibiem a 
polimerização dos microtúbulos (desestabilizadores de microtúbulos). Os taxanos (paclitaxel, 
docetaxel e carbazitaxel) e Ixabepilona inibem a despolimerização dos microtúbulos (estabilizadores 
de microtúbulos). Adaptado de Current Drug Targets, 2023, Vol. 24, No. 11 895 (144). 

 

As diferenças na modulação da dinâmica de microtúbulos parecem especificar 

até que ponto e como a proliferação de uma célula tumoral será inibida. A instabilidade 

dinâmica causada por fármacos antimitóticos reduz a tensão do fuso e retarda ou 

impede a progressão da metáfase para a anáfase (125, 145). Importante para a 

eficácia desses fármacos na quimioterapia do câncer, as células com mitose 

bloqueada ou retardada sofrem apoptose (125) ou podem sair da mitose, muitas vezes 
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de forma aberrante (146). Portanto, a dinâmica rápida dos microtúbulos do fuso é 

crucial para o seu funcionamento, e garante o movimento cromossômico adequado e 

preciso, o que torna a mitose tão primorosamente sensível ao paclitaxel, vimblastina 

e outros fármacos antimitóticos (124, 125, 147-149). 

Apesar do considerável número de agentes moduladores de microtúbulos 

disponíveis, mecanismos que limitam a eficácia dos tratamentos atuais, como a 

superexpressão de isoformas específicas de tubulina, mutações, superexpressão de 

transportadores de efluxo da droga e outros mecanismos de resistência ainda não 

elucidados, reforçam a necessidade da busca de novos agentes moleculares mais 

seletivos que atuem contra células resistentes aos atuais tratamentos do câncer (150-

152). 

O desenvolvimento de diversos estudos experimentais que utilizam os 

microtúbulos como alvo principal, têm resultado na descoberta de novos compostos 

com propriedades antitumorais, contribuindo para a elucidação dos processos 

moleculares relacionados ao câncer e aumentando a gama de novos compostos 

potenciais para o tratamento do câncer (153-156). 
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1.5. Stathmin 1 

Stathmin 1 é uma fosfoproteína citoplasmática de 18 kDa também conhecida 

como Oncoprotein 18 (OP18), Leukemia-associated phosphoprotein p18 (LAP18) ou 

Metablastin. Todos os membros da família de proteínas stathmin possuem um 

domínio stathmin-like contendo até quatro sítios de fosforilação em serina (resíduos 

16, 25, 38 e 68) na região N-terminal e um domínio de ligação à tubulina (157, 158). 

A função principal de stathmin 1 baseia-se na ação desestabilizadora de microtúbulos, 

o que permite a promoção da desmontagem dos mesmos (denominado de catástrofe) 

ou o sequestro de heterodímeros de alfa/beta tubulina impedindo sua formação (120, 

159, 160). Dois sítios de fosforilação em stathmin 1 possuem efeitos inibitórios, serina 

16 e 63. Uma vez fosforilados, esses sítios reduzem a afinidade de stathmin 1 pelos 

heterodímeros de alfa/beta tubulina, representando um importante mecanismo da sua 

regulação (161). 

A regulação precisa da dinâmica dos microtúbulos é necessária para o sucesso 

da progressão do ciclo celular durante a mitose, e múltiplas vias de sinalização 

participam deste processo, sendo que algumas delas tem como alvo os sítios de 

fosforilação em serina de stathmin 1 (por exemplo, MAPK, PI3K e CDKs). Além disso, 

a ativação da via JAK2/STAT3 resulta na inibição de stathmin 1 e maior estabilidade 

dos microtúbulos (162-165). Desta forma, a desregulação das funções de stathmin 1 

impactam na segregação correta dos cromossomos, clonogenicidade, motilidade 

celular e sobrevivência de células normais e neoplásicas (161). 

Na hematopoiese normal, a expressão de stathmin 1 reduz durante a 

diferenciação celular de progenitores hematopoiéticos, juntamente com a redução da 

capacidade de proliferação desses progenitores. A expressão ectópica de stathmin 1 

reduz a capacidade de diferenciação terminal e favorece a proliferação de 

progenitores hematopoiéticos, o que já foi demonstrado durante a diferenciação 

megacariocítica (166, 167) e eritrocítica (168). Camundongos nocaute para stathmin 

1 apresentam dois fenótipos que se assemelham a desordens hematológicas 

humanas, sendo anemia megaloblástica e trombocitose, o que está de acordo com os 

achados anteriores em relação à função de stathmin 1 na megacariocitopoese e 

eritropoese (167-169).  
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Em relação às neoplasias hematológicas, stathmin 1 é altamente expressa em 

células hematopoiéticas de pacientes com leucemia mieloide aguda, leucemia 

linfoblástica aguda, síndrome mielodisplásica com excesso de blastos e mielofribose 

primária (170-172). A exacerbação da atividade de stathmin 1 pode reduzir a precisão 

da segregação cromossômica e provocar instabilidade cromossômica (173); um 

achado comum em neoplasias hematológicas e geralmente associado a um mau 

prognóstico (27). Além da expressão diferencial, stathmin 1 parece desempenhar um 

papel ativo no fenótipo leucêmico, uma vez que a inibição específica desta proteína 

reduz a proliferação e a clonogenicidade de células neoplásicas (170, 171, 174, 175). 

 No contexto da LPA, um estudo anterior evidenciou que os níveis aumentados 

de stathmin 1 são observados em células que expressam o oncogene PML::RARa e 

que a indução da expressão de PML::RARα induz o aumento dos níveis 

transcricionais, assim como a atividade de stathmin 1. No entanto, o valor prognóstico, 

bem como, a contribuição de stathmin 1 para o desenvolvimento, progressão e 

resposta terapêutica na LPA permanecem pouco explorados (176).  

Outra observação relevante é o fato de que as neoplasias hematológicas são 

heterogêneas e caracterizadas pela regulação de múltiplas vias de sinalização, o que 

dificulta o desenvolvimento de uma terapia eficiente. Nesse sentido, é importante 

ressaltar que a proteína stathmin 1 integra diversas vias de sinalização (Figura 4), 

muitas das quais estão alteradas em células hematopoiéticas neoplásicas. Estudos 

recentes demonstraram que a inibição de stathmin 1 em células leucêmicas obtém 

sucesso na redução do fenótipo proliferativo. Portanto, estratégias que visam a 

stathmin 1 como alvo terapêutico em neoplasias hematopoiéticas representam um 

campo interessante de investigação (168). 

 

 

 

 



49 

 

Figura 4. Via de sinalização da Stathmin 1 

 

Cyclin-dependent kinases (CDKs), mitogen activated protein kinases (MAPKs), phosphoinositide 3-

kinase (PI3K), aurora kinase B (AURKB), protein kinase A (PKA) e Ca2+/calmodulin-dependent 
protein kinases (CamKs) fosforilam stathmin 1 em sítios de serina e modulam sua associação com 
heterodímeros de alfa/beta tubulina. Protein phosphatase 2A (PP2A), protein phosphatase 2B 
(PP2B) e phosphoprotein phosphatase 1 (PP1) defosforilam stathmin 1. A alternância no estado de 
fosforilação e desfosforilação de stathmin 1 contribui para a regulação da dinâmica dos microtúbulos. 
Abreviações: RTK, receptor de tirosinoquinase; P, fosforilação; Ac, acetilação. Imagem do autor. 
Adaptado de: Machado-Neto JÁ & Traina F. Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and 
Haematology, p. 126-136, 2015 (177). 
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2. OBJETIVO 

2.1. Objetivo geral 

Investigar o papel dos microtúbulos como alvo farmacológico nas leucemias, 

com ênfase na compreensão dos mecanismos de ação de diferentes agentes 

terapêuticos. Pretende-se explorar a relação entre a proteína stathmin 1 (STMN1) e a 

dinâmica dos microtúbulos, buscando inibir sua expressão como uma estratégia 

terapêutica para leucemia promielocítica aguda (LPA) e avaliar o potencial terapêutico 

do paclitaxel, um inibidor de microtúbulos, em células de LPA. Além disso, objetiva-se 

descobrir novos compostos com atividade antineoplásica, sendo o composto derivado 

dos ciclopenta[β]indois (C2), um dos candidatos testados, tanto em modelos celulares 

de LPA quanto de leucemias agudas. Adicionalmente, busca-se avaliar a eribulina 

como uma opção de reposicionamento de fármaco, investigando sua eficácia em 

modelos celulares leucêmicos. Ainda, visa-se avaliar estratégias de tratamento 

combinado para superar a resistência a medicamentos, contribuindo assim para o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas no manejo das leucemias. 

2.2. Objetivos específicos 

Parte I) Avaliar a expressão de STMN1 e suas associações com características basais 

e dados clínicos e genômicos em pacientes com LPA. Também avaliar a dinâmica da 

expressão de STMN1 durante a diferenciação de células mieloides e a progressão do 

ciclo celular. Além disso, investigar os efeitos do silenciamento de STMN1 e do agente 

estabilizador de microtúbulos, paclitaxel, em linhagens celulares LPA. 

Parte II) Caracterizar a atividade antileucêmica de uma nova série de três 

ciclopenta[β]indóis sintéticos em modelos celulares de LPA sensíveis e resistentes ao 

ATRA. Após isso,  expandir a investigação dos efeitos celulares e moleculares do 

ciclopenta[β]indol C2 no fenótipo de leucemia de um amplo painel molecularmente 

heterogêneo de linhagens celulares de leucemia aguda. 

Parte  III) Verificar os efeitos antineoplásicos da eribulina em um painel 

molecularmente heterogêneo de células malignas do sangue, desvendar mecanismos 

moleculares antineoplásicos subjacentes e avaliar possíveis biomarcadores de 

resposta à eribulina. 
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3. METODOLOGIA  

3.1. Dados de expressão gênica e pacientes 

Os dados de expressão de RNAm de STMN1 (mediana das sondas 200783_s_at 

e 217714_x_at) de amostras obtidas de doadores saudáveis (amostras CD34+ [n = 5] 

e células totais de medula óssea [n = 5]) e pacientes com LPA (n = 34) foram derivados 

do portal de dados de acesso público “Amazonia! Database 2008” (http:// 

amazonia.transcriptome.eu) (178). Os valores de expressão gênica foram obtidos a 

partir de experimentos de microarray de cDNA usando o sistema Affymetrix HUG133 

Plus 2.0 Array, e os dados foram cruzados usando números de identificação 

específicos do tumor. 

Amostras de medula óssea de 121 pacientes com LPA de novo inscritos no 

estudo IC-APL no momento do diagnóstico e 22 doadores saudáveis foram incluídos 

no estudo. O diagnóstico foi confirmado com análise citogenética para 

t(15;17)(q22;q21) e/ou reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-

PCR) para rearranjos PML::RARα em amostras de medula óssea. Os pacientes foram 

classificados de acordo com os critérios de risco do Programa para el Estudio y 

Tratamiento de las Hemopatias Malignas (PETHEMA)/Gruppo Italiano Malattie 

Ematologiche dell'Adulto (GIMEMA) (179). As características dos pacientes são 

mostradas na Tabela 4. Detalhes do protocolo de tratamento do estudo IC-APL foram 

publicados anteriormente (91). Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê 

de Ética da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo 

e pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa do Conselho Nacional de Saúde do 

Ministério da Saúde (CONEP; Registro nº 12.920; Processo número: 13496/2005; 

CAAE: 155.0.004.000–05). O consentimento informado foi obtido de todos os 

pacientes e aprovado pelo Conselho de Ética em Pesquisa. 

3.2. Análise genômica funcional 

Todas as transcrições dos dados de RNA-seq publicados por Lin et al. (180) 

(GSE172057) foram pré-classificados de acordo com sua expressão diferencial, 

comparando amostras com alta e baixa expressão de STMN1. A análise de 

enriquecimento de conjunto de genes (GSEA) foi realizada com GSEA v.4.0 (181) 
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usando os conjuntos de genes Hallmark, que são gerenciados por MSigDB. Os 

escores de enriquecimento (ES) foram calculados com base na estatística 

Kolmogorov-Smirnov, testados quanto à significância usando 1000 permutações e 

normalizados (NES) para determinar o tamanho de cada conjunto de genes. Uma taxa 

de falsa descoberta (FDR) de 25% (valor de q < 0,25) e um valor de p < 0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. A expressão gênica quantílica 

normalizada foi usada para classificação usando o pacote limma-voom no Galaxy 

(//usega laxy. org/) comparando grupos de baixa e alta expressão de STMN1. Os 

gráficos de vulcão foram construídos para identificar genes diferencialmente 

expressos entre grupos com baixa e alta expressão de STMN1, correlacionando o 

valor de p ajustado (-log10) com a mudança log2 na expressão. Essa análise foi 

realizada utilizando o software GraphPad Prism 8.0. (GraphPad Software, San Diego, 

CA, EUA). Um mapa de calor foi construído usando ClusterVis (//biit.cs.ut.ee/clustvis/), 

representando os 25 principais genes regulados positivamente e 25 regulados 

negativamente entre amostras de baixa e alta expressão de STMN1. Genes 

diferencialmente expressos obtidos da ferramenta Galaxy com uma alteração de 1,5 

e p < 0,05 foram usados para análise de Gene Ontology (//www. geneo ntolo gy. org/), 

e as 10 principais funções moleculares reguladas positivamente e reguladas 

negativamente foram ilustradas. Cytoscape versão 3.8.2 (182) e o plugin BiNGO (183) 

foram usados para avaliar a super-representação de categorias de Gene Ontology em 

funções moleculares e construção de redes. 

3.3. Silenciamento de STMN1 por shRNA mediado por lentivírus 

Células NB4 e NB4-R2 foram transduzidas com shRNA mediado por lentivírus, 

utilizando tanto um controle inespecífico (sc-108080) quanto um direcionado ao gene 

STMN1 (composto por três construções específicas do alvo; sc-36127-V), adquiridos 

da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). As células transduzidas foram 

denominadas shControl e shSTMN1, respectivamente. Para a transdução, 

aproximadamente 1 x 105 células foram expostas ao lentivírus por espinoculação a 

uma multiplicidade de infecção igual a 2 e posteriormente selecionadas com 1 μg/mL 

de puromicina. 
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3.4. Análise de diferenciação celular 

Os dados de expressão de RNAm do gene STMN1 (sonda 200783_s_at) em 

diferentes populações de células hematopoiéticas foram obtidos do conjunto de dados 

GSE24759 utilizando a plataforma GEO2R (//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r). 

Células NB4 e NB4-R2 (sujeitas ou não ao silenciamento da STMN1) foram 

expostas ao ácido all-trans-retinóico (ATRA) (1 μM) por 72 horas. Em seguida, as 

células foram lavadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS) gelada, 

ressuspendidas em 100 μL de PBS contendo 5 μL de anti-CD11b marcado com PE 

(clone MEM-174, EXBIO Praha, as., República Tcheca) e incubadas à temperatura 

ambiente em área protegida da luz por 30 minutos. Em seguida, as células foram 

lavadas novamente com PBS gelado e ressuspendidas em 300 μL de PBS. Todas as 

amostras foram obtidas por citometria de fluxo (FACSCalibur; Becton Dickinson, 

Mountain View, CA, EUA) e analisadas utilizando o software FlowJo (Tree Star, Inc., 

San Carlos, CA, EUA). 

3.5. Sincronização do ciclo celular 

O ciclo celular das células NB4 e NB4-R2 foi sincronizado utilizando o método 

de bloqueio duplo de timidina. Em resumo, as células foram incubadas em RPMI com 

10% de soro fetal bovino (SFB) contendo 2 mM de timidina por 16 horas (primeiro 

bloqueio). Após a remoção da timidina por lavagem com PBS, as células foram 

transferidas para meio fresco contendo RPMI com 10% de SFB para liberação para 

progressão do ciclo celular durante 8 horas. Em seguida, as células foram submetidas 

a um segundo bloqueio incubando-as em RPMI com 10% de SFB e 2 mM de timidina 

por mais 16 horas. Para liberar as células para a progressão do ciclo celular, a timidina 

foi removida por lavagem com PBS e RPMI com 10% de SFB com veículo ou 

composto 2 (3,2 μM) que foi adicionado conforme necessário. As células 

sincronizadas, tratadas ou não, foram coletadas nos momentos designados para 

extração de proteínas e análise do conteúdo de DNA por citometria de fluxo. Para 

essa análise, as células foram colhidas e fixadas com etanol a 70% e marcadas com 

20 μg/mL de iodeto de propídio (PI) contendo 10 μg/mL de RNase A por 30 minutos à 

temperatura ambiente, em uma área protegida da luz. A distribuição do conteúdo de 
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DNA foi adquirida em um citômetro FACSCalibur (Becton-Dickinson) e analisada 

utilizando o software FlowJo (Treestar, Inc.). 

3.6. Cultura celular 

Foram utilizadas 25 linhagens de neoplasias hematológicas que incluem 

leucemias, linfomas e mielomas, sendo 13 linhagens mieloides e 12 linfoides. O tipo 

de neoplasia e mutações de cada linhagem estão descritas na Tabela 1. As linhagens 

celulares foram testadas e autenticadas por análise de correspondência de repetição 

curta em tandem (STR) usando o sistema PowerPlex 16 HS (Promega, Madison, WI, 

EUA) e o sistema detector de sequência ABI 3500 (Thermo Fisher Scientific, Fairlawn, 

NJ, EUA). As células foram cultivadas em meio apropriado (RPMI-1640, IMDM ou α-

MEM) suplementado com 10 ou 20% de soro fetal bovino (SFB) de acordo com as 

recomendações da American Type Culture Collection (ATCC) ou Deutsche Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), mais 1% de penicilina/estreptomicina 

e mantidas em estufa a 5% de CO2 e 37ºC. Todas as linhagens celulares estavam 

isentas de micoplasma. As linhagens celulares foram gentilmente cedidas por 

professores e pesquisadores colaboradores, sendo elas OCI-AML3, Kasumi-1, HL-60, 

THP-1, MOLM-13, MV4-11, NB4, NB4-R2 (Prof. Eduardo Magalhães Rego da 

Universidade de São Paulo), U-937, K-562, KU812, HEL, Jurkat, Namalwa, Daudi, 

Raji, U266, MM.1S, MM.1R (Profa. Sara Teresinha Olalla Saad da Universidade 

Estadual de Campinas), CEM, NALM6, REH (Dr. Gilberto Carlos Franchi Junior  da 

Universidade Estadual de Campinas), SET-2 (Prof. Fabíola Attié de Castro da 

Universidade de São Paulo), Karpas 442 (Prof. Martin Dreyling do Hospital 

Universitário Grosshadern/LMU) e SUP-B15 (Dr. Lucas Eduardo Botelho de Souza do 

Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Células-Tronco e Terapia Celular). 
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Tabela 1. Painel de linhagens celulares de neoplasias hematológicas e suas 
alterações genéticas 

Linhagem celular Modelo de doença Alteração genética 

   

OCI-AML3 LMA DNMT3AR882C 

Kasumi-1 LMA KITAsp816, RUNX1::RUNX1T1 

HL-60 LMA MYC 

THP-1 LMA NRASG12S, CSNK2A1::DDX39B 

MOLM-13 LMA FLT3-ITD 

MV4-11 LMA FLT3-ITD 

U-937 LMA PICALM::MLLT10 

NB4 LPA PML::RARA 

NB4-R2 LPA PML::RARAMUT 

K-562 LMC BCR::ABL1 

KU812 LMC BCR::ABL1 

SET2 NMP JAK2V617F 

HEL NMP JAK2V617F 

Jurkat LLA-T PTEN 

CEM LLA-T KRASG12D, NKX2.5::BCL11B 

Namalwa LLA-B IGH::MYC 

NALM6 LLA-B ETV6::EBF1 

Daudi LLA-B IGH::MYC 

Raji LLA-B IGH::MYC 

SUP-B15 LLA-B BCR::ABL1 

REH LLA (não T/B) ETV6::RUNX1, RUNX1::PRDM7 

U266 MM BRAFK601N 

MM1.S MM TRAF3del, KRASG12A 

MM1.R MM TRAF3del 

Karpas 422 Linfoma T(14;18) IGH::BCL2 

 

3.7. Reagentes químicos 

O ácido all-trans retinóico (ATRA), paclitaxel, mesilato de eribulina, colchicina e 

PDTC foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O olaparibe (AZD2281) 

foi obtido da Selleck Chemicals (Houston, TX, EUA). O elacridar foi obtido da Cayman 

Chemicals (Ann Arbor, MI, EUA). As soluções-estoque dos reagentes foram 

preparadas em dimetilsulfóxido (Me2SO4; DMSO) a concentrações de 10 a 50mM. Os 

compostos ciclopenta[β]indólicos C1, C2 (enântiomeros E1 e E2) e C3 foram obtidos 
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conforme síntese descrita anteriormente (184, 185). É digno de nota que todos os 

compostos são enantiômeros que apresentam > 95% de pureza e estereoquímica 

absoluta (R, R) para os dois centros quirais. As estruturas moleculares dos 

ciclopenta[β]indóis C1, C2 e C3 utilizados estão ilustradas na Figura 21 bem como 

C2E1 e C2E2 na Figura 34.  

3.8. Amostras de doadores saudáveis 

Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas de oito 

doadores saudáveis por centrifugação em gradiente de densidade Ficoll-Hypaque 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Todos 

os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética do Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo (CAAE: 39510920.1.0000.5467). O 

consentimento informado foi obtido de todos os doadores e todos os métodos foram 

conduzidos de acordo com a Declaração de Helsinque. As CMSPs foram cultivadas 

em meio RPMI-1640 contendo 30% de SFB, penicilina/estreptomicina e citocinas 

recombinantes (30 ng/mL de IL-3, 100 ng/mL de IL-7, 100 ng/mL de ligante FLT3 e 30 

ng /mL SCF, PeproTech, Rocky Hill, NJ, EUA) a uma densidade de 2 x 106 células/mL. 

3.9. Ensaio de viabilidade celular 

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de metiltiazoltetrazólio 

(MTT). Foram semeadas 2 x 104 células por poço em uma placa de 96 poços contendo 

meio de cultura adequado, juntamente com o veículo ou os compostos de interesse. 

As células foram então incubadas a 37°C e 5% de CO2 por 24, 48 e 72 horas. As 

concentrações graduadas exatas utilizadas de cada composto estão especificadas 

nas legendas dos resultados. De forma geral, para o paclitaxel, as concentrações 

variaram de 0.625 a 10 nM, para eribulina de 0.032 a 100 nM ou 0.062 a 2 nM, para 

C1, C2 (E1 e E2) e C3 variaram de 0.8 a 50 μM, para vincristina de 0.02 a 100 nM e 

para colchicina de 0 a 1000 nM, e para o ATRA foi de 1 μM. Olaparibe (12,5 e 50 μM), 

elacridar (1 e 2 μM) e PDTC (10 e 20 μM) foram utilizados como inibidores de PARP, 

glicoproteína P e NFκB, respectivamente. Após a incubação, 10 μL de solução de 

MTT (5 mg/mL) foram adicionados a cada poço e as células foram re-incubadas por 

4 horas. A reação com MTT foi então interrompida utilizando 100 μL de solução de 

HCl 0.1N em isopropanol anidro. A viabilidade celular foi determinada por 
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espectrofotometria, medindo a absorbância a 570 nm. Os valores de IC50 foram 

calculados por meio de análise de regressão não linear utilizando o GraphPad Prism 

8 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). 

3.10. Ensaio de formação de colônias 

O ensaio de formação de colônias foi utilizado para determinar a clonogenicidade 

celular e foi conduzido em meio de metilcelulose semissólido (0,5 x 103 células/mL; 

MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, Canadá). As células 

foram inoculadas em placas de 12 poços na presença do veículo ou do composto de 

interesse e mantidas por 8 dias. As colônias foram identificadas mediante a adição de 

100 μL (5 mg/mL) do reagente MTT e quantificadas utilizando o software de análise 

Image J (US National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). As concentrações 

aplicadas em cada condição experimental estão detalhadas nas legendas das figuras 

nos resultados deste trabalho. 

3.11. Ensaio de apoptose 

Um total de 1 x 105 células por poço foram semeadas em placas de 24 poços na 

presença do veículo ou composto de interesse em concentrações crescentes por 48 

ou 72 horas.  Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS gelado e 

ressuspendidas em tampão de ligação contendo 1 μg / mL de iodeto de propídio (PI) 

e 1 μg / mL de anexina V marcada com APC (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). 

Todas as amostras foram adquiridas por citometria de fluxo (FACSCalibur; Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) após incubação por 15 minutos à temperatura 

ambiente em área protegida da luz e foram analisadas usando o software FlowJo 

(Treestar, Inc., San Carlos, CA, EUA). As concentrações utilizadas para cada 

condição estão descritas nas legendas das figuras dos resultados presentes neste 

trabalho. 

3.12. Análise do ciclo celular 

Um total de 4 x 105 células foram semeadas por poço em placas de 6 poços na 

presença do veículo ou composto de interesse em concentrações crescentes, 

colhidas após 48 ou 72 horas, fixadas com etanol a 70% e armazenadas a 4 °C por 
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pelo menos 2 horas antes da análise. As células fixadas foram marcadas com 20 

μg/mL de iodeto de propídio (PI) contendo 10 μg/mL de RNase A por 30 minutos em 

temperatura ambiente em uma área protegida da luz. A distribuição do conteúdo de 

DNA foi adquirida em citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson) e analisada usando 

o software FlowJo (Treestar, Inc.). As concentrações utilizadas para cada condição 

estão descritas nas legendas das figuras dos resultados presentes neste trabalho. 

3.13. Análise da morfologia celular 

Um total de 1 x 105 células por poço foram semeadas em placas de 24 poços na 

presença do veículo ou do composto de interesse, durante 48 ou 72 horas. 

As concentrações utilizadas foram as seguintes: 1µM de ATRA em células NB4 

e NB4-R2; 0.25nM, 0.5nM e 1nM de eribulina em células NB4, NB4-R2, MOLM13, 

OCI-AML3, Jurkat e Namalwa; 1.6µM de C2 em células NB4 e NB4-R2; e 3.2µM, 

6.4µM e 12.5µM de C2E1 em células Kasumi-1, MV4-11, Jurkat e Namalwa. Para a 

análise morfológica, as células tratadas foram aderidas a lâminas microscópicas 

utilizando cytospin (Serocito, Modelo 2400, FANEM, Guarulhos, Brasil) para posterior 

coloração de Rosenfeld. As análises morfológicas do núcleo e citoplasma das células 

tratadas foram visualizadas em microscópio óptico Leica DM 2500, e as imagens 

foram adquiridas no software LAS V4.6 (Leica, Benshein, Alemanha). 

3.14. Western blot 

Para análise de expressão proteica por western blot, as células foram tratadas 

com veículo ou com composto de interesse por 48 ou 72 horas e submetidos à 

extração de proteína total usando um tampão contendo Tris 100 mM (pH 7,6), Triton 

X-100 a 1%, 150 mM NaCl, PMSF 2 mM, Na3VO4 10 mM, NaF 100 mM, Na4P2O7 10 

mM e EDTA 4 mM. Quantidades iguais de proteína (30 μg) das amostras foram então 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE em um aparelho de 

eletroforese, seguida de eletrotransferência das proteínas do gel para a membrana de 

nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com leite a 5%, incubadas com 

anticorpos primários específicos diluídos em tampão de bloqueio e, em seguida, 

incubadas com anticorpos secundários conjugados com HRP (peroxidase de rábano). 

A análise de Western blot com os anticorpos indicados foi realizada utilizando o 
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sistema SuperSignalTM West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fisher 

Scientific, San Jose, CA, EUA) e o sistema de documentação de gel G: BOX Chemi 

XX6 (Syngene, Cambridge, UK United). Os anticorpos contra Stathmin 1 (OP18; sc-

55531) e p-Stathmin 1S16 (p-OP18 Ser16; sc-12948-R) foram obtidos da Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) e os anticorpos contra PARP1 (#9542), γH2AX 

(#9718), α-tubulina (#2144), GAPDH (#5174), p-CHK2T68 (#2197), CHK2 (#6334), 

acetil-α-tubulinaK40 (#5335S) e caspase 3 (#9665S) foram adquiridos da Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA, EUA). As intensidades das bandas foram quantificadas 

utilizando o software UN-SCAN-IT gel 6.1 (Silk Scientific; Orem, UT, EUA). Para 

eribulina, os dados foram ilustrados usando o software multiple experiment viewer 

(MeV) 4.9.0 (186). Os compostos utilizados no tratamento das células e suas 

concentrações específicas estão detalhadamente descritos nos resultados deste 

trabalho. 

3.15. PCR quantitativo 

Após o tratamento das células com compostos de interesse, o RNA total foi 

obtido utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific). O DNA complementar 

(cDNA) foi sintetizado a partir de 1 μg de RNA usando um kit de transcrição reversa 

de cDNA de alta capacidade (Thermo Fisher Scientific). A PCR quantitativa (qPCR) 

foi realizada utilizando um sistema de PCR em tempo real QuantStudio 3 (Thermo 

Fisher Scientific) em conjunto com um sistema SybrGreen e primers específicos 

(Tabela 2). HPRT1 e ACTB foram utilizados como genes de referência. O valor de 

quantificação relativa foi calculado usando a fórmula 2− ΔΔCT (187). Um controle 

negativo 'No Template Control' foi incluído para cada par de primers. O protocolo de 

dissociação foi realizado no final de cada corrida para verificar se havia amplificação 

inespecífica. Os dados foram ilustrados usando o software multiple experiment viewer 

(MeV) 4.9.0 (//www.tm4.org/mev/). As células, juntamente com os compostos e 

concentrações utilizados estão descritos detalhadamente nas legendas das figuras 

dos resultados desta tese. 
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Tabela 2. Sequência e concentração dos iniciadores utilizados no PCR quantitativo 

Gene Sequência Concentração 

STMN1 
FW: AGCCCTCGGTCAAAAGAATC 

RV: TTCAAGACCTCAGCTTCATGGG 
300 nM 

XRCC3 
FW: GGTGGTATTCTGGTAGGGAT 

RV: GGTGGATATTTCAGCCTGT 
300 nM 

CDKN1B 
FW: ACTCTGAGGACACGCATTTGGT 

RV: TCTGTTCTGTTGGCTCTTTTGTT 
300 nM 

RPA1 
FW: CCAGCCTCACTCCTTACCAG 

RV: TTCACCACTTTCGTCAACCA 
300 nM 

MSH3 
FW: GATGGCATTTTCACAAGGATGGG 

RV: CTGGCGGATAATGGGTGACAAAC 
300 nM 

XPC 
FW: CATGAGGACACACACAAGGT 

RV: CAGGTTTGAGAGGTAGTAGG 
300 nM 

PCNA 
FW: CAGAGCTCTTCCCTTACGCA 

RV: GTCCTTGAGTGCCTCCAACA 
300 nM 

RNF168 
FW: GGCGAGTTTATGCTGTCCCT 

RV: GCCGCCACCTTGCTTATTTC 
300 nM 

ERCC1 
FW: TTGTCCAGGTGGATGTGAAA 

RV: GCTGGTTTCTGCTCATAGGC 
300 nM 

BAX 
FW: GAGCTGCAGAGGATGATTGC 

RV: CAGCTGCCACTCGGAAAA 
300 nM 

BBC3 
FW: GACCTCAACGCACAGTACGAG 

RV: AGGAGTCCCATGATGAGATTGT 
300 nM 

RNF8 
FW: AACAGGATCTGCCATTGGTC 

RV: CCAAGAACCCCACACTCCTA 
300 nM 

GADD45A 
FW: AAGGATGGATAAGGTGGGG 

RV: CTGGATCAGGGTGAAGTGG 
300 nM 

PMAIP1 
FW: CGCGCAAGAACGCTCAACC 

RV: CACACTCGACTTCCAGCTCTGCT 
300 nM 

CDKN1A 
FW: TGTCACTGTCTTGTACCCTTGT 

RV: GCCGGCGTTTGGAGTGGTAG 
300 nM 

HPRT1 
FW: GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 

RV: TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT 
150 nM 

ACTB 
FW: AGGCCAACCGCGAGAAG 

RV: ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 
150 nM 



61 

 

3.16. Microscopia de imunofluorescência 

As células NB4 e NB4-R2, sincronizadas com timidina e tratadas com veículo ou 

composto 2 (C2), foram fixadas em lâminas revestidas com poli-L-lisina (1 mg/mL) 6 

horas após a liberação da timidina, utilizando formaldeído a 3,7%. Posteriormente, 

foram permeabilizadas com Triton a 0,5% em solução de PBS e bloqueadas com PBS 

contendo albumina de soro bovino (BSA) a 3%. As células foram então incubadas com 

o conjugado anti-α-tubulina Alexa Fluor® 488 (1:200 em PBS 3% BSA, Thermo Fisher 

Scientific) durante 12 horas, seguido por lavagem com PBS. As lâminas foram 

montadas utilizando meio de montagem ProLong Gold Anti-Fade com DAPI (Thermo 

Fisher Scientific). As imagens foram adquiridas utilizando microscopia de 

fluorescência (LionHeart FX, BioTek, Winooski, VT, EUA). 

3.17. Análise intracelular da polimerização de microtúbulos 

Os níveis intracelulares de polimerização de microtúbulos foram avaliados 

conforme descrito anteriormente (188), com pequenas modificações. Em resumo, um 

número igual de células NB4 e NB4-R2 (1 x 106) tratadas com veículo, composto 2 

(1,6 μM) ou paclitaxel (5 nM) por 48 horas foram lisadas em tampão de lise 

estabilizador de microtúbulos [0,1 M de PIPES (pH 6,9), 2 M de glicerol, 5 mM de 

MgCl2, 2 mM de EGTA, 0,5% de Triton X-100, 4 μM de Taxol e 5 μg/ml de leupeptina] 

e submetidas à centrifugação a 20.000×g por 45 minutos a 22°C. Os sobrenadantes 

contendo tubulina solúvel (fração solúvel (S)) foram separados dos sedimentos 

contendo a tubulina polimerizada (fração polimerizada (P)). Em seguida, os 

precipitados foram solubilizados no tampão estabilizador de microtúbulos e 

submetidos a ondas ultrassônicas por 20 minutos. As frações S e P foram submetidas 

à análise de Western blot para detecção de α-tubulina. A expressão de GAPDH, 

apresentada apenas na fração S, foi utilizada como controle do fracionamento. 

3.18. Docking molecular 

Para análise de docking dos compostos C1, C2 e C3 foram utilizados o software 

GOLD 5.1 (Cambridge Crystallographic Data Centre, Cambridge, UK), modelo 

cristalográfico de tubulina/colchicina (PDB 1SA0) e a estrutura dos compostos 1 (C1), 

2 (C2) e 3 (C3).  



62 

 

Simulações de redocking e docking molecular foram conduzidas para colchicina, 

C2E1 e C2E2, respectivamente, utilizando as cadeias A e B da tubulina como receptor 

(PDB: 4O2B) (189). As coordenadas da colchicina foram obtidas a partir da estrutura 

do complexo tubulina-colchicina (entrada PDB 4O2B). As moléculas C2E1 e C2E2 

foram desenhadas usando o software ChemDraw e suas estruturas químicas foram 

otimizadas usando o recurso de minimização de energia em Avogadro (190) e as 

torções do ligante foram definidas usando Autodock Tools (191). A padronização dos 

estados de protonação do receptor foi realizada utilizando a adição automática de 

hidrogênios no servidor online Protoss da Protein plus (192). Simulações de redocking 

e docking foram realizadas utilizando os softwares Autodock Vina (193) e Gold (194). 

A análise das estruturas e do modo de ligação foram realizadas pelo PyMOL (The 

PyMOL Molecular Graphics System, Versão, 2.0, Schrödinger, LCC). O redocking foi 

realizado utilizando a estrutura de colchicina extraída de 4O2B, e as melhores poses 

foram comparadas com o modo de ligação experimental do complexo tubulina-

colchicina. Definimos como melhor pose aquela com menor RMSD entre a molécula 

experimental e acoplada, que foi inferior a 2,0Å. Para calcular o RMSD entre a 

molécula experimental e reencaixada, usamos Coot (195). Uma vez definida a melhor 

pose, utilizamos esses parâmetros para realizar o docking de C2E1 e C2E2 no 

receptor (tubulina). Nas simulações realizadas utilizando GOLD, os parâmetros de 

acoplamento definidos foram estabelecidos como uma esfera com raio de 6Å a partir 

do centro do sítio de ligação da colchicina. Além disso, a função de pontuação utilizada 

foi a CHEMPLP e a eficiência da busca foi fixada em até 100%. Para as simulações 

de atracação realizadas utilizando o Autodock Vina, foi necessária uma atribuição de 

carga adicional, obtida pelas cargas de Gasteiger-Marsili (196). Os parâmetros finais 

de acoplamento do Autodock Vina foram a construção de uma caixa de grade com 

dimensões de 15Å (x), 15Å (y), 15Å (z) e coordenadas de 17,00 (x), 66,50 (y) e 43,00 

(z). 

3.19. Ensaio de polimerização da tubulina 

Um ensaio baseado em fluorescência (Cytoskeleton Inc., Denver, CO, EUA) foi 

utilizado para avaliar o impacto do composto 2 (enantiômeros 1 (C2E1) e 2 (C2E2)) 

na polimerização da tubulina. Solução de tubulina rica em proteínas associada a 

microtúbulos (2 mg/mL, suíno, Cytoskeleton, Inc) foi preparada em um tampão 
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contendo 80 mM de piperazina-N,N'-bis[ácido 2-etanossulfônico] (PIPES) a pH 6,9, 2 

mM de cloreto de magnésio, 0,5 mM de etilenoglicol-bis(b-aminoetil éter)-N,N,N',N'-

ácido tetraacético (EGTA), 1 mM de trifosfato de guanosina (GTP) e 10% de glicerol, 

e distribuída em cada poço de uma placa de 96 poços (OptiPlate F-1536-Black; 

PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EUA). Para cada ensaio, 100 µL da solução de 

tubulina foram incubados com 10 µL de C2E1 e C2E2 (concentração final de 10 e 50 

µM) a uma concentração de 10 vezes e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO), resultando 

em uma solução final com a concentração desejada de DMSO a 1%. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata, com paclitaxel 10 µM e colchicina como controle 

negativo e positivo para despolimerização da tubulina, respectivamente. A taxa de 

polimerização foi monitorada a 37°C, utilizando um comprimento de onda de excitação 

de 360 nm, medindo a emissão de fluorescência a 440 nm durante 60 minutos, com 

um fluorômetro de placa Victor 3 e software Wallac 1420 Multilabel Plate Counter 

(PerkinElmer Inc., Waltham, MA, EUA). 

3.20. Ensaio de migração celular 

Os ensaios de migração foram conduzidos utilizando placas transwell com poros 

de tamanho de 8 μm (Costar, Corning, NY, EUA), as quais foram lavadas duas vezes 

com PBS e bloqueadas por 1 hora a 37°C com meio RPMI contendo 0,5% de albumina 

sérica bovina (BSA). A câmara inferior foi preenchida com 600 μL de RPMI contendo 

0,5% de BSA e a quimiocina CXCL12 (100 ng/mL; Peprotech), juntamente com o 

veículo ou C2E1 (12,5 μM). Em seguida, células Kasumi-1 e Namalwa (5 × 105 em 

100 μL de RPMI contendo 0,5% de BSA com veículo ou C2E1 [12,5 μM]) foram 

adicionadas à câmara superior e permitidas a migrar por 16 horas. O número de 

células migradas foi determinado por contagem e expresso como a porcentagem de 

células tratadas com o veículo. 

3.21. PCR array 

O RNA total foi extraído de células Namalwa submetidas a tratamento com 

veículo ou C2E1 por 48 horas, utilizando o reagente TRIzol (Thermo Fisher Scientific) 

em três experimentos independentes. Em seguida, 1 µg de RNA foi utilizado para a 

síntese de cDNA, utilizando o kit RT2 First Strand (Qiagen Sciences Inc., Germantown, 

MD, EUA). A análise foi conduzida utilizando um kit de matriz PCR de reguladores de 
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citoesqueleto humano RT2 Profiler (#PAHS-088ZC; Qiagen Sciences Inc.), de acordo 

com as diretrizes do fabricante, e os dados foram obtidos utilizando o sistema de PCR 

em tempo real QuantStudio 3 (Thermo Fisher Scientific). Os níveis de RNAm foram 

normalizados para aqueles nas células tratadas com veículo, e todos os genes foram 

incorporados no mapa de calor gerado utilizando o software Multiple Experiment 

Viewer (MeV) 4.9.0. Além disso, redes representando os genes modulados foram 

construídas utilizando o banco de dados GeneMANIA (//genemania.org/), destacando 

interações e processos biológicos primários. 

3.22. Análises Estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 8 

(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA), STATA versão 14.1 (Stata 

Corporation, College Station, TX, EUA) e IBM SPSS Statistics versão 19.0 (IBM Corp., 

Armonk , NY, EUA). O teste exato de Fisher ou o teste do qui-quadrado foram 

utilizados para comparar variáveis categóricas, e o teste U de Mann-Whitney, teste t 

de Student ou ANOVA com teste post hoc de Bonferroni foi utilizado para comparar 

variáveis contínuas. As características basais dos pacientes com LPA foram relatadas 

descritivamente. Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a 

expressão mediana do STMN1. A sobrevida global (SG) foi definida como o tempo 

desde o início da terapia de indução até a morte por qualquer causa. Os pacientes 

vivos ou perdidos no acompanhamento foram censurados na última data conhecida 

de vida. A sobrevida livre de doença (SLD) foi definida como a diferença entre a data 

da remissão hematológica completa e a recidiva ou a data do último acompanhamento 

(o que ocorrer primeiro). Os pacientes que estavam vivos sem recidiva da doença ou 

malignidade secundária foram censurados quando foram vistos vivos pela última vez 

e livres da doença. O teste log-rank foi utilizado para comparações das curvas de 

Kaplan-Meier. Análises de regressão de riscos proporcionais univariadas e 

multivariadas foram realizadas para potenciais fatores prognósticos de SG e SLD. Os 

fatores incluídos na análise de regressão multivariada foram idade ao diagnóstico, 

sexo, contagem de leucócitos, contagem de plaquetas e expressão de STMN1. A 

suposição de riscos proporcionais para cada variável de interesse foi testada. A 

suposição de linearidade para todas as variáveis contínuas foi avaliada usando 

estimativas de spline cúbica restrita da relação entre uma variável contínua e o log do 
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risco relativo de perigo. Todos os valores de p foram bilaterais e o nível de significância 

foi estabelecido em 5%. 

A análise estatística foi realizada utilizando GraphPad Instat 8 (GraphPad 

Software, Inc., San. Diego, CA, EUA.). Os testes ANOVA ou t de Student foram 

utilizados para realizar comparações entre grupos, seguidos de pós-teste de 

Bonferroni para ajustar os níveis de significância nas múltiplas comparações. O teste 

de Spearman foi utilizado para análise de correlação entre variáveis. Todos os valores 

de p foram bilaterais cujo valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

 

4. RESULTADOS 

PARTE I 

4.1. STMN1 é altamente expresso e está associado a assinaturas de genes 

relacionados à proliferação e metabolismo em LPA 

Dada a associação entre a expressão de PML::RARα e o aumento da expressão 

de STMN1 relatado em modelos celulares de LPA (176), investigamos inicialmente a 

expressão de STMN1 em amostras de doadores saudáveis e pacientes com LPA em 

uma coorte de um banco de dados público e validamos os achados usando a coorte 

IC-APL. A expressão de STMN1 foi significativamente aumentada em amostras de 

pacientes com LPA em comparação com amostras de doadores saudáveis em ambas 

as coortes (todos p < 0,001; Figura 5A-B). Na coorte IC-APL, a expressão de STMN1 

não teve impacto nos resultados clínicos (p > 0,05; Figura 5C e Tabela 3) e não foi 

associada a variáveis clínicas relevantes (Tabela 4). 
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Figura 5. STMN1 é altamente expresso em pacientes com leucemia promielocítica 
aguda 

 

(A) Níveis de mRNA de STMN1 (200783_s_at e 217714_s_at) em amostras de doadores saudáveis e 
pacientes com leucemia promielocítica aguda (LPA). O eixo "y" representa dados de expressão gênica 
obtidos do banco de dados AmaZonia! 2008 (http://amazonia.transcriptome.eu), que foram medidos 
usando arrays Affymetrix HGU133 plus 2.0. Os conjuntos de dados foram cruzados usando números de 
identificação específicos do tumor. O número de sujeitos para cada grupo é indicado. Os valores de p 
estão indicados; teste de Mann-Whitney. (B) Análise de qPCR da expressão de RNAm de STMN1 em 
células da medula óssea de doadores saudáveis e de pacientes com LPA. Os genes HPRT1 e ACTB 
foram usados como gene de referência e uma amostra da linhagem celular NB4 foi usada como amostra 
calibradora. As linhas horizontais indicam as medianas. O número de sujeitos estudados é indicado no 
gráfico. Os valores de p estão indicados; teste de Mann-Whitney. (C) Sobrevida global e sobrevida livre 
de doença para pacientes com LPA caracterizada pela mediana dos níveis de RNAm de STMN1. São 
indicados os valores de p, razão de risco (HR), intervalo de confiança de 95% e número de pacientes 
em risco; Teste de Long-rank. 
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Tabela 3. Análise univariada e multivariada para sobrevida livre de doença, sobrevida 
global e remissão completa de pacientes com LPA de acordo com características 
clínico-laboratoriais e expressão de Stathmin 1 

Fatores 

Sobrevida livre de doença 

Univariada Multivariada 

HR1  (95% C.I.) P3 HR1  (95% C.I.) P3 

Gênero 
Masculino vs. feminino  

1.27 0.38 - 4.14 0.70 1.25 0.37 - 4.26 0.72 

Idade no diagnóstico 
(variável contínua) 

0.97 0.92 - 1.01 0.22 0.97 0.91 - 1.02 0.27 

Contagem de leucócitos 
<10 × 109/L vs. ≥10 × 109/L* 

5.15 1.42 - 18.65 0.01 4.8 1.29 - 17.83 0.02 

Contagem de plaquetas  
<40 × 109/L vs. ≥40 × 109/L* 

1.33 0.35 - 5.05 0.67 1.36 0.33 - 5.54 0.66 

Expressão de Stathmin 1 
(variável contínua) 

1.08 0.58 - 2.03 0.81 0.93 0.48 - 1.77 0.83 

  

 
Fatores 

Sobrevida global 

Univariada Multivariada 

HR1  (95% C.I.) P3 HR1 (95% C.I.) P3 

Gênero 
Masculino vs. feminino  

0.71 0.29 - 1.75 0.47 0.63 0.25 - 1.57 0.32 

Idade no diagnóstico 
(variável contínua) 

1.02 0.99 - 1.05 0.23 1.02 0.99 - 1.06 0.21 

Contagem de leucócitos 
<10 × 109/L vs. ≥10 × 109/L* 

2.30 0.95 - 5.55 0.06 2.54 1.04 - 6.2 0.04 

Contagem de plaquetas  
<40 × 109/L vs. ≥40 × 109/L* 

1.19 0.46 - 3.1 0.72 1.19 0.43 - 3.25 0.74 

Expressão de Stathmin 1 
(variável contínua) 

0.98 0.62 - 1.54 0.93 0.98 0.61 - 1.56 0.92 

  

 
Fatores 

Remissão completa 

Univariada Multivariada 

OR2  (95% C.I.) P3 OR2 (95% C.I.) P3 

Gênero 
Masculino vs. feminino  

1.43 0.96 - 2.13 0.07 1.54 1.02 - 2.32 0.04 

Idade no diagnóstico 
(variável contínua) 

1.00 0.98 - 1.01 0.96 1.00
1 

0.98 - 1.01 0.81 

Contagem de leucócitos 
<10 × 109/L vs. ≥10 × 109/L* 

0.93 0.61 - 1.4 0.71 0.89 0.58 -1.37 0.63 

Contagem de plaquetas  
<40 × 109/L vs. ≥40 × 109/L* 

0.84 0.54 - 1.32 0.47 0.71 0.44 - 1.13 0.16 

Expressão de Stathmin 1 
(variável contínua) 

1.14 0.93 - 1.4 0.22 1.17 0.95 - 1.45 0.13 

Abreviações: LPA, Leucemia promielocítica aguda 
Diferenças estatisticamente significativas são destacadas em negrito. 
1Hazard ratios (HR) > 1 indica que o primeiro fator tem o pior resultado. 
2Odds ratios (OR) > 1 indica que o primeiro fator tem o pior resultado. 
3Valores ausentes foram excluídos no cálculo dos valores de p. 
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Tabela 4. Comparação das características clínicas e laboratoriais de pacientes com 
LPA de acordo com a expressão do gene Stathmin 1 

Características dos 

pacientes 

Todos pacientes 
(n=121) 

Baixa expressão 
(n=60) 

Alta expressão 
(n=61) 

 

No. % No. % No. % P-valor1 

Gênero       0.65 
 Masculino 58 52.1 30 50 28 45.9  
 Feminino 63 47.9 30 50 33 54.1  
Idade (anos), mediana 35  36  35  0.64 
 Intervalo 9 - 74  18 - 65  9 - 74   
Idade       0.09 
 <18 anos 4 3.3 0 - 4 6.6  
 ≥18 & <40 anos 71 58.7 37 61.7 34 55.7  
 ≥40 & <60 anos 38 31.4 21 35.0 17 27.9  
 ≥60 years 8 6.6 2 3.3 6 9.8  
Escala de 
performanceECOG  

      0.49 

 0-1 95 78.5 47 78.3 48 78.7  
 2 15 12.4 6 10 9 14.8  
 ≥3 11 9.1 7 11.7 4 6.6  
Leucócitos (×109/L), 
mediana 

4.9  6.9  3.2  0.23 

    Intervalo 0.2 - 132.5  0.5 - 132.5  0.2 - 128.5   
Hemoglobina (g/dL),mediana 8.8  8.6  8.9  0.22 
 Intervalo 3.4 - 14.10  4.7 - 14.1  3.4 - 13.3   
Plaquetas (×109/L), mediana 27  24.5  28  0.03 
 Intervalo 3 - 128  3 - 92  4 - 128   
Risco de recaída2       0.10 
 Baixo risco 21 17.4 6 10 15 24.6  
 Risco intermediário 56 46.3 31 51.7 25 41.0  
 Alto risco 44 36.4 23 38.3 21 34.4  
Ponto de quebra do PML3       0.60 
 BCR1/2 72 65.5 36 67.9 36 63.2  
 BCR3 38 34.5 17 32.1 21 36.8  
 Missing 11 - 7 - 4 - 0.14 
Creatinina (µmol/L), mediana 0.8  0.8  0.8   
 Intervalo 0.42 - 4.3  0.4 - 4.3  0.5 - 2.2   
Ácido úrico (µmol/L), 
mediana 

3.8  3.9  3.7  0.85 

 Intervalo 0.8 - 9.0  1.2 - 8.0  0.8 - 9.0   
Albumina (g/L), mediana 40  42  39  0.17 
 Intervalo 22 - 54  22 - 54  23 - 53   
Fibrinogênio (g/L), mediana 160.5  162.5  154.5  0.57 
 Intervalo 10 - 605  48 - 549  10 - 605   
Subtipo morfológico       0.09 
 Hipergranular 115 95 55 91.5 60 98.3  
 Microgranular 6 5 5 8.5 1 1.7  

Abreviações: LPA, Leucemia promielocítica aguda; ECOG, Eastern cooperative oncology group; 
BCR, Breakpoint cluster region. 
Diferenças estatisticamente significativas estão destacadas em negrito. 
1Valores ausentes foram excluídos dos cálculos dos valores de p. 
2Classificação de acordo com os critérios PETHEMA-GIMEMA. 
3BCR1 e BCR2 foram combinados. 

 

Para entender o potencial significado biológico dos níveis elevados de STMN1 

no contexto de LPA, uma análise genômica funcional foi realizada utilizando dados de 

RNA-seq de uma terceira coorte de pacientes com LPA (180). Usando a expressão 

mediana de STMN1 como ponto de corte, um total de 11.948 genes foram 

identificados como diferencialmente expressos entre pacientes com LPA com alta e 
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baixa expressão de STMN1 (1.861 foram aumentados e 10.087 foram diminuídos; 

todos p < 0,05; Figura 6). A análise de Gene Ontology indicou que a expressão 

diferencial de STMN1 estava associada a processos de ligação a macromoléculas, 

sinalização mediada por receptores celulares e transdução de sinal. As 10 principais 

funções moleculares e suas sobre-representações são ilustradas na Figura 7. A 

análise de enriquecimento de conjuntos de genes identificou 20 assinaturas de genes 

associadas à expressão diferencial de STMN1 (todos p < 0,05 e q < 0,25; Tabela 5), 

das quais destacamos alvos E2F, alvos MYC, ponto de verificação G2/M, reparo de 

DNA, glicólise e sinalização PI3K/AKT/mTOR (Figura 8). Em conjunto, esses achados 

indicam que a expressão de STMN1 está associada a assinaturas de genes 

relacionados à proliferação e ao metabolismo em LPA. 

 

Figura 6. Genes identificados como diferencialmente expressos entre pacientes 
com LPA com alta e baixa expressão de STMN1 

 

(A) Mapa de calor construído usando ClusterVis e resumindo a expressão dos 25 principais genes 
regulados positivamente e 25 genes regulados negativamente na expressão baixa versus alta de 
STMN1. A intensidade da cor representa a pontuação ɀ dentro de cada linha. (B) Gráficos de vulcão 
representando a extensão (eixo x) e a significância (eixo y) da expressão gênica diferencial para 
cada gene comparando a expressão baixa versus alta de STMN1, respectivamente. (C) A 
correlação de Pearson mostra os genes correlacionados positiva e negativamente com o gene 
STMN1 em pacientes com LPA (180). 
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Figura 7. Funções moleculares associadas à expressão diferencial de STMN1 

 
(A) Genes diferencialmente expressos identificados (fold change 1.5) foram usados para análise de 
Gene Ontology e as dez principais funções moleculares reguladas positivamente e reguladas 
negativamente são ilustradas. (B) Funções moleculares enriquecidas obtidas pelo software 
Cytoscape e análises do plugin BiNGO foram destacadas com cores diferentes representando 
diferentes níveis de significância. O tamanho de cada círculo está correlacionado ao número de 
genes. 
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Tabela 5. Análise de enriquecimento de conjunto de genes (GSEA) para grupos de 
alta versus baixa expressão de STMN1 de pacientes com leucemia promielocítica 
aguda 

Conjunto de genes NES NOM p-valor FDR q-valor 

HALLMARK_MYC_TARGETS_V1 2.00 < 0.0001 0.04 

HALLMARK_FATTY_ACID_METABOLISM 2.00 < 0.0001 0.02 

HALLMARK_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 1.91 < 0.0001 0.04 

HALLMARK_GLYCOLYSIS 1.91 < 0.0001 0.03 

HALLMARK_MTORC1_SIGNALING 1.91 0.004 0.03 

HALLMARK_DNA_REPAIR 1.88 < 0.0001 0.03 

HALLMARK_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE 1.88 < 0.0001 0.02 

HALLMARK_E2F_TARGETS 1.87 0.01 0.02 

HALLMARK_PEROXISOME 1.86 < 0.0001 0.02 

HALLMARK_ADIPOGENESIS 1.85 0.002 0.02 

HALLMARK_G2M_CHECKPOINT 1.82 0.01 0.02 

HALLMARK_SPERMATOGENESIS 1.81 < 0.0001 0.02 

HALLMARK_PROTEIN_SECRETION 1.80 0.002 0.02 

HALLMARK_PI3K_AKT_MTOR_SIGNALING 1.78 < 0.0001 0.02 

HALLMARK_XENOBIOTIC_METABOLISM 1.77 0.01 0.03 

HALLMARK_CHOLESTEROL_HOMEOSTASIS 1.74 0.01 0.03 

HALLMARK_MYC_TARGETS_V2 1.74 0.02 0.03 

HALLMARK_ANDROGEN_RESPONSE 1.74 0.004 0.03 

HALLMARK_REACTIVE_OXIGEN_SPECIES_PATHWAY 1.69 0.01 0.04 

HALLMARK_MITOTIC_SPINDLE 1.68 0.01 0.04 

HALLMARK_UV_RESPONSE_UP 1.65 0.03 0.05 

HALLMARK_P53_PATHWAY 1.58 0.03 0.07 

HALLMARK_APOPTOSIS 1.55 0.04 0.08 

* Os dados de RNA-seq foram obtidos de Lin et al. Clin Cancer Res; 27(13): 3683-3694, 2021. 
Abreviação: NES, normalized enrichment score (pontuação de enriquecimento normalizada); NOM, 
nominal; FDR, false discovery rate (taxa de falsa descoberta). 
 

4.2. STMN1 é regulado negativamente durante a diferenciação granulocítica 

induzida por ATRA, e sua atividade é modulada durante a progressão do 

ciclo celular das células de LPA 

Em modelos de diferenciação eritroide e megacariocítica, sabe-se que a 

expressão de STMN1 é maior em progenitores celulares com maior potencial 

proliferativo e menor durante o processo diferencial terminal (168). No entanto, a 

dinâmica da expressão de STMN1 em outros compartimentos mieloides permanece 

pouco compreendida. Utilizando dados de microarray (GSE24759), obteve-se uma 

resolução mais precisa da expressão de STMN1 em diferentes compartimentos da 

hierarquia de diferenciação mieloide. STMN1 foi altamente expresso em 

subpopulações de células progenitoras e foi reduzido em células eritroides, 

megacariócitos, metamielócitos, basófilos e monócitos (todos p < 0,05 vs. HSC1, 
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Figura 9). Esses dados corroboram descobertas anteriores e fornecem novas 

perspectivas sobre o papel de STMN1 na mielopoese.  

 

Figura 8. STMN1 está associada a assinaturas gênicas relacionadas à proliferação 
e ao metabolismo na leucemia promielocítica aguda 

 

Gráficos representativos da GSEA que refletem o grau em que a expressão de um conjunto de genes 

é regulada positivamente ou regulada negativamente em pacientes com LPA com expressão alta 
versus baixa de STMN1. A parte superior do gráfico mostra as pontuações de enriquecimento (ES) 
para o conjunto de genes. O ponto com o desvio máximo de zero é definido como o ES do conjunto 
de genes. O subconjunto de ponta (o subconjunto de genes com a contribuição mais significativa 
para o ES) é mostrado como uma barra vertical acumulada antes da pontuação máxima, para ES 
positivo, ou após a pontuação máxima, para ES negativo. Valores de p ajustados por FDR e 
pontuações de enriquecimento normalizadas para tamanho do conjunto de genes (NES) são 
indicados em cada gráfico. 
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Figura 9. STMN1 é altamente expressa em progenitores 
hematopoiéticos iniciais e reduz durante a diferenciação celular 

 

(A) Representação esquemática da hierarquia de diferenciação mieloide ilustrando as 
subpopulações celulares analisadas (https://mindthegraph.com/). (B) Perfil de 
expressão gênica para STMN1 (sonda 200783_s_at) em subpopulações de células 
mieloides (GSE24759). Os valores de p e as linhagens celulares estão indicados nos 
gráficos; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

Em seguida, investigamos os efeitos do tratamento com ATRA em linhagens 

celulares de LPA sensíveis (NB4) e resistentes ao ATRA (NB4-R2). Nas células NB4, 

mas não nas células NB4-R2, o ATRA induziu diferenciação granulocítica (Figura 

10A-B), que foi seguida por uma redução proeminente na expressão de STMN1 nos 

níveis de RNAm e proteína (Figura 10C-D). Como STMN1 foi encontrada altamente 

expressa e fosforilada na serina 16 (um sítio inibitório) em ambas as linhagens 

celulares de PML::RARα não tratadas, examinamos se a ativação de STMN1 poderia 

ocorrer em algum momento. Utilizando células NB4 e NB4-R2 sincronizadas com 

timidina (Figura 11A), observamos que a fosforilação de STMN1 no sítio da serina 16 
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era predominante no grupo de células enriquecidas em mitose, e sua fosforilação foi 

consideravelmente reduzida no grupo de células enriquecidas em G1 (Figura 11B). 

Esses achados sugerem que a alta fosforilação de STMN1 está associada à mitose 

em células de LPA. 

 

Figura 10. O ATRA induz diferenciação granulocítica e reduz STMN1 em células 
NB4, mas não em células NB4-R2 

 

(A) Preparação de citospin corada com Rosenfeld (aumento de 200X) e histograma contendo 
expressão CD11b (B) na exposição de células NB4 e NB4-R2 ao veículo ou 1 μM de ATRA por 72 
horas. Esses experimentos são representativos de pelo menos quatro experimentos independentes 
(C) Expressão de RNAm de STMN1 em exposição de células NB4 e NB4-R2 ao veículo ou 1 μM de 
ATRA por 72 horas. Os genes HPRT1 e ACTB foram utilizados como gene de referência e amostras 
de células tratadas com veículo foram utilizadas como amostra calibradora. As barras indicam a 
média ± DP de pelo menos quatro experimentos independentes. **p < 0,01; Teste t de Student. (D) 
Análise de Western blot fosfo(p)-stathmin 1S16, stathmin 1 e α-tubulina em extratos celulares totais 
de exposição de células NB4 e NB4-R2 ao veículo ou 1 μM de ATRA por 72 horas. 
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Figura 11. STMN1 é modulada durante a progressão do ciclo celular em linhagens 
celulares de leucemia promielocítica aguda 

 

(A) NB4 e NB4-R2 foram sincronizados por bloqueio duplo de timidina. Após a liberação da timidina, 
as células foram coletadas em 6 momentos a cada 2 horas. A sincronização foi confirmada por FACS 
e Western blot utilizando AURKA (uma proteína relacionada à mitose). (B) Análise de Western blot 
fosfo (p)-stathmin 1S16, stathmin 1 e AURKA em extratos celulares totais de células NB4 e NB4-R2 
sincronizadas; as membranas foram reprovadas com o anticorpo para detecção de actina. 

 

4.3. O silenciamento gênico de STMN1 reduz o crescimento clonal autônomo 

em células de LPA 

Para avaliar as funções específicas de STMN1 em modelos celulares de LPA, 

sua expressão foi eficientemente silenciada por shRNA mediado por lentivírus (Figura 

12). Nas células NB4, mas não nas células NB4-R2, a inibição de STMN1 reduziu a 

proliferação celular e potencializou os efeitos antiproliferativos do ATRA após 

exposição de curto prazo (72 h) (Figura 12). Por outro lado, o silenciamento de 

STMN1 reduziu a formação de colônias autônomas em ambas as linhagens celulares 

de LPA, sem efeito aditivo sobre o ATRA (p < 0,05; Figura 13). O silenciamento de 

STMN1 não modulou as taxas de apoptose induzidas por ATRA em células NB4 

(Figura 14). Em células NB4-R2, mas não em células NB4, o silenciamento de STMN1 

aumentou ligeiramente a expressão de CD11b após exposição ao ATRA (fold change 
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de 1,5 no shControle tratado com veículo; p < 0,05; Figura 15). Estes resultados 

destacam a contribuição de STMN1 para a clonogenicidade das células de leucemia 

aguda. 

 

Figura 12. O silenciamento de STMN1 reduz a viabilidade celular e potencializa 
os efeitos do ATRA em células NB4. 

 

Expressão de STMN1 em células NB4 (A) e NB4-R2 (B) transduzidas com shRNA mediado por 

lentivírus controle (shControle) ou visando STMN1 (shSTMN1). A viabilidade celular foi 
determinada por ensaio de MTT após 72 horas de incubação de shSTMN1 e normalizada pelas 
células shControle correspondentes para exposição de células NB4 e NB4-R2 ao veículo ou 
ATRA (1 μM) por 72 horas. A inibição de STMN1 reduz a proliferação celular e potencializa os 
efeitos antiproliferativos de ATRA. Os valores foram expressos como uma percentagem de 
células tratadas com DMSO (Ø). Os resultados são apresentados como média ± DP. de pelo 
menos três experimentos independentes. Os valores de p e linhagens celulares são indicados: * 
p < 0,05 para condição experimental vs. células shControle tratadas com veículo, # p < 0,05 para 
shSTMN1 sozinha ou células shControle tratadas com ATRA vs. células shSTMN1 tratadas com 
ATRA ; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 13. O silenciamento de STMN1 reduz a clonogenicidade das células 
NB4 e NB4-R2 

 

Colônias contendo células viáveis foram detectadas por MTT após 8 dias de cultura de 
shSTMN1 e normalizadas pelas shControle correspondentes. As imagens das colônias são 
representativas de um experimento e os gráficos de barras mostram a média ± DP de pelo 
menos três experimentos independentes. Os ensaios foram realizados na presença de 
veículo ou ATRA (1 μM) conforme indicado. Para os gráficos de barras, os valores de p e as 
linhagens celulares são indicados: * p < 0,05 para condição experimental vs. células 
shControle tratadas com veículo. 
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Figura 14. Efeito do silenciamento de STMN1 sobre a apoptose induzida 
por ATRA nas células NB4 e NB4-R2 

 

Gráficos de pontos representativos são mostrados para cada condição; os quadrantes 
superior e inferior direitos contêm cumulativamente a população apoptótica (células anexina 
V+). Os gráficos de barras representam a média ± DP de pelo menos sete experimentos 
independentes quantificando morte celular apoptótica após exposição ao veículo ou ATRA 
(1 μM) em células shControle e shSTMN1. Para os gráficos de barras, os valores de p e 
linhagens celulares são indicados: *p < 0,05 para condição experimental vs. células 
shControl tratadas com veículo; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 15. Efeito do silenciamento de STMN1 sobre a diferenciação celular 
induzida por ATRA nas células NB4 e NB4-R2 

 

Histograma contendo a expressão de CD11b em células shControle e shSTMN1 expostas 

ao veículo ou 1 μM de ATRA por 72 horas. Os gráficos de barras representam a média ± DP 
de pelo menos sete experimentos independentes quantificando diferenciação celular após 
exposição ao veículo ou ATRA (1 μM) em células shControle e shSTMN1. Para os gráficos 
de barras, os valores de p e as linhagens celulares são indicados: *p < 0,05 para condição 
experimental vs. células shControle tratadas com veículo; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

Considerando que a expressão de STMN1 estava associada a assinaturas de 

genes de reparo de DNA em pacientes com LPA, investigamos o impacto do 

silenciamento de STMN1 na resposta a um inibidor de PARP (olaparibe) em células 

NB4 e NB4-R2. Interessantemente, a inibição de STMN1 melhorou ligeiramente a 

apoptose induzida por olaparibe em linhagens celulares de LPA (Figura 16). 
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Figura 16. A inibição de STMN1 potencializa ligeiramente a apoptose induzida por 
olaparibe em linhagens celulares de LPA 

 

Efeitos do silenciamento de STMN1 na apoptose induzida por olaparibe em células NB4 e NB4-R2. 
Células NB4 (A) e NB4-R2 (B) transduzidas com shControle ou shSTMN1 foram tratadas com 
veículo (Ø) ou olaparibe (12,5 e 25 µm) por 72 horas. Gráficos de pontos representativos são 
mostrados para cada condição; os quadrantes superior e inferior direitos contêm cumulativamente a 
população apoptótica (células positivas para anexina V). Os gráficos de barras representam a média 
± DP de três experimentos independentes quantificando a morte celular apoptótica. Os valores de p 
e as linhagens celulares são indicados nos gráficos: *p < 0,05 para células tratadas com olaparibe 
vs. células tratadas com veículo, #p < 0,05 para células shControle tratadas com olaparibe vs. células 
shSTMN1 tratadas com olaparibe nas doses correspondentes; ANOVA pós-teste de Bonferroni. 

 

4.4. O agente estabilizador de microtúbulos, paclitaxel, reduz a viabilidade 

celular e a clonogenicidade em células de LPA 

Uma vez que a principal função de STMN1 é baseada na regulação da dinâmica 

dos microtúbulos (161), foi investigado o impacto do agente estabilizador de 

microtúbulos, paclitaxel, em células de LPA. As células NB4 e NB4-R2 exibiram alta 

sensibilidade ao paclitaxel (IC50 de 3,6 nM e 1,8 nM, respectivamente; Figura 17). Em 



81 

 

seguida, a dose de IC50 de paclitaxel foi combinada com ATRA (1 μM). Nas células 

NB4-R2, mas não nas células NB4, o paclitaxel potencializou a apoptose induzida por 

ATRA (Figura 18) e reduziu significativamente o crescimento clonal autônomo em 

células de LPA (p < 0,05; Figura 19). A análise de expressão proteica por Western 

blot revelou níveis aumentados de clivagem de caspase 3 em NB4-R2 submetidas ao 

tratamento combinado em comparação com monoterapias, corroborando a análise de 

anexina V. O tratamento com paclitaxel aumentou os níveis de acetil-α-tubulina, um 

marcador de estabilidade de microtúbulos, e γ-H2AX, um marcador de dano ao DNA 

(Figura 20). Além disso, a qPCR revelou que o tratamento com paclitaxel induziu a 

expressão de CDKN1A (Figura 20). Em conjunto, esses achados sugerem que o 

paclitaxel induz catástrofe mitótica e apoptose em linhagens celulares de LPA. 

 

Figura 17. O paclitaxel reduz a viabilidade celular de células de leucemia 
promielocítica aguda 

 

Curvas de citotoxicidade dose-resposta analisadas por ensaio de metiltiazoltetrazólio (MTT) para 

células NB4 e NB4-R2 tratadas com doses graduadas de paclitaxel por 72 horas. Os valores são 
expressos como a porcentagem de células viáveis para cada condição em relação aos controles não 
tratados. A IC50 foi determinada utilizando análise de regressão não linear. 
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Figura 18. O paclitaxel potencializa a apoptose induzida por ATRA em células de 
leucemia promielocítica aguda 

 

(A) A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio MTT e a apoptose foi detectada por citometria 

de fluxo em células NB4 e NB4-R2 tratadas com ATRA (1 μM) e/ou dose IC50 de paclitaxel (3,6 nM 
e 1,8 nM, respectivamente) por 72 horas usando o método de coloração com anexina V/PI. (B) 
Gráficos de pontos representativos são mostrados para cada condição; os quadrantes superior e 
inferior direito contêm cumulativamente a população apoptótica (células de anexina V+). Os gráficos 
de barras representam a média ± DP de quatro experimentos independentes que quantificam a morte 
celular por apoptose. Os valores de p e linhagens celulares estão indicados nos gráficos: *p < 0,05 
para células tratadas com ATRA e/ou paclitaxel vs. células não tratadas, #p < 0,05 para células 
tratadas com ATRA ou paclitaxel vs. doses; Teste ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 19. O paclitaxel reduz o crescimento clonal autônomo de células 
de leucemia promielocítica aguda 

 

Colónias contendo células viáveis foram detectadas por ensaios MTT após 8 dias de 

cultura de células NB4 e NB4-R2 tratadas com doses crescentes de paclitaxel durante 8 
dias (exposição a longo prazo). Imagens de colônias são mostradas para um experimento 
e os gráficos de barras mostram a média ± DP de pelo menos três experimentos 
independentes. *p < 0,05, **p < 0,01; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 20. O paclitaxel induz marcadores de dano ao DNA, apoptose e catástrofe 
mitótica em células NB4 e NB4-R2 

 

(A) Análise de Western blot para acetil-α-tubulinaK40, p-histona H2AX e caspase 3 (total e clivada) 

em extratos celulares totais de células NB4 e NB4-R2 tratadas com ATRA e/ou as concentrações 
indicadas de paclitaxel por 72 horas; as membranas foram reincubadas com o anticorpo para 
detecção de actina. (B) análise qPCR da expressão de RNAm de CDKN1A em células NB4 e NB4-
R2 tratadas com ATRA e/ou nas concentrações indicadas de paclitaxel por 72 horas. A linha 
tracejada representa a expressão gênica média em células não tratadas e as barras representam a 
alteração na expressão gênica em células NB4 e NB4-R2 tratadas com ATRA, paclitaxel ou ambos 
em comparação com suas respectivas células tratadas com veículo. *p < 0,05 para células tratadas 
com ATRA e/ou paclitaxel vs. células não tratadas, #p < 0,05 para células tratadas com ATRA ou 
paclitaxel vs. tratamento de combinação nas doses correspondentes; ANOVA e pós-teste de 
Bonferroni. 
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PARTE II 

4.5. Ciclopenta[β]indol C2 apresenta citotoxicidade seletiva em células de 

leucemia promielocítica aguda 

Na segunda parte do trabalho, foram testados inicialmente, três 

ciclopenta[β]indóis sintéticos, cujas estruturas estão apresentadas na Figura 21A, 

denominados C1, C2 e C3, em modelos celulares de leucemia promielocítica aguda 

sensíveis e resistentes ao ATRA. Entre os compostos avaliados, o composto 2 (C2) 

apresentou maior potencial citotóxico para ambas as linhagens celulares de leucemia. 

No entanto, esse mesmo potencial citotóxico não foi observado para os compostos 1 

e 3, que mostraram menor potência e eficácia (Figura 21B). Para aprofundar a 

caracterização das propriedades farmacológicas do C2, foi realizada uma análise de 

resposta da viabilidade celular em relação à concentração e ao tempo. Tanto nas 

células NB4 quanto nas NB4-R2, C2 exerce uma redução da viabilidade celular 

dependente da concentração e do tempo em extensão semelhante entre células 

sensíveis e resistentes ao ATRA, como evidenciado pelo IC50 semelhante (NB4: 1,3 e 

1,4 μM; NB4-R2: 1,3 e 1,3 μM, após 48 e 72 h de exposição, respectivamente; p < 

0,05) (Figura 21C). A colchicina foi usada como composto de referência nos ensaios 

iniciais, e suas curvas de concentração e tempo para células NB4 e NB4-R2 estão 

mostradas na Figura 22. Vale ressaltar que o C2 não reduziu a viabilidade de 

leucócitos normais, sugerindo seletividade para células sanguíneas malignas (IC50 > 

50 μM; Figura 23). 
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Figura 21. Caracterização da atividade citotóxica de ciclopenta[β]indóis sintéticos 
em linhagens celulares de leucemia mieloide aguda 

 

(A) Os ciclopenta[β]indóis sintéticos foram arbitrariamente nomeados como compostos 1 (peso 

molecular: 397,43), 2 (peso molecular: 351,36) e 3 (peso molecular: 365,39), e suas estruturas 
químicas moleculares são ilustradas. (B) Curvas dose-resposta determinadas por ensaio de 
metiltiazoltetrazólio (MTT) para os compostos 1, 2 e 3 (0,8–50 μM) após 72 h de exposição em 
células NB4 e NB4-R2. Os valores de IC50 de cada composto são mostrados. (C) O gráfico de barras 
representa as respostas à dose e ao tempo para o composto 2 (0,8–12,5 μM) após 24, 48 e 72 horas 
de exposição nas células NB4 e NB4-R2. Os valores foram expressos como uma percentagem de 
células tratadas com DMSO (Ø). Os resultados são apresentados como média ± DP. de pelo menos 
três experimentos independentes. Os valores de p e linhagens celulares são mostrados nos gráficos: 
*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 para células tratadas com composto 2 em comparação com células 
tratadas com DMSO (Ø); ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 22. Curvas dose-resposta para colchicina após 72 h de exposição em células 
NB4 e NB4-R2 

 

Os valores de IC50 de cada composto são mostrados. Os gráficos de barras representam as 
respostas à dose e ao tempo para colchicina (0,2 - 1000 nM) após 24, 48 e 72 h de exposição em 
células NB4 e NB4-R2. Os valores foram expressos como uma porcentagem de células tratadas com 
DMSO (Ø). Os resultados são apresentados como média ± DP de pelo menos três experimentos 
independentes. Os valores de p e linhagens celulares são mostrados nos gráficos: **p < 0,01; ***p < 
0,001 para células tratadas com colchicina em comparação com células tratadas com DMSO (Ø); 
ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

Figura 23. O C2 não afeta a viabilidade celular de leucócitos normais 

 

Curvas de dose-resposta determinadas por ensaio de metiltiazoltetrazólio (MTT)  para 
o composto 2 (0,8 - 50 μM) após 72 horas de exposição em células mononucleares do 
sangue periférico (CMSP) de três doadores saudáveis. Os valores foram expressos 
como uma porcentagem de células tratadas com DMSO (Ø). Observe que nas 
concentrações testadas, os IC50 não foram alcançados (IC50> 50 μM) em leucócitos 
normais. 
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4.6. C2 reduz o crescimento clonal autônomo e promove apoptose e parada 

do ciclo celular em células NB4 e NB4-R2 

Em seguida, para definir os eventos celulares envolvidos na redução da 

viabilidade celular após o tratamento com C2, foram realizados múltiplos ensaios 

celulares. A exposição prolongada ao C2 diminuiu fortemente o crescimento clonal 

autônomo em ambas as linhagens celulares de LPA (Figura 24A). Em células NB4 e 

NB4-R2, 48 horas de exposição ao C2 induziram níveis significativos de apoptose (p 

< 0,05, Figura 24B).  

 

Figura 24. O C2 inibe o crescimento clonal autônomo e induz a apoptose em células 
NB4 e NB4-R2 

 

(A) Colônias contendo células viáveis foram detectadas pela adição de MTT após 8 dias de cultura 
de células NB4 e NB4-R2 tratadas com composto 2 (0,8, 1,6, 3,2 μM) por 24 h e normalizadas para 
os controles correspondentes tratados com DMSO (Ø) . Imagens de colônias são mostradas para 
um experimento e os gráficos de barras mostram a média ± DP. de pelo menos três experimentos 
independentes. *p < 0,05; ***p < 0,0001; Pós-teste ANOVA e Bonferroni. (B) A apoptose foi detectada 
por citometria de fluxo em células NB4 e NB4-R2 tratadas com concentrações graduadas do 
composto 2 (0,8, 1,6 e 3,6 μM) durante 48 h utilizando um método de coloração com anexina 
V/7AAD. Gráficos de pontos representativos são mostrados para cada condição; os quadrantes 
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superior e inferior direito (Q2 mais Q3) contêm cumulativamente a população apoptótica (células de 
anexina V+). Os gráficos de barras representam a média ± DP. de pelo menos quatro experimentos 
independentes quantificando a morte celular por apoptose. Os valores de p e linhagens celulares 
estão indicados nos gráficos; *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,0001 para células tratadas com composto 
2 em comparação com células tratadas com DMSO (Ø); ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

Na análise do ciclo celular, foi observado um aumento significativo de células em 

subG1 em NB4 e NB4-R2 após o tratamento com C2, o que corrobora os achados de 

apoptose (todos p < 0,05, Figura 25A-B). Além disso, foi observada uma redução 

significativa, de maneira dependente da concentração, de células em G0/G1 (p < 0,05), 

indicando um acúmulo de células nas fases S e G2/M e falha na progressão do ciclo 

celular (Figura 25C). Devido à grande proporção de células em subG1 após o 

tratamento por 24 horas com C2, que impacta a distribuição das outras fases do ciclo 

celular, as células NB4 e NB4-R2 foram sincronizadas com bloqueio duplo de timidina 

e o impacto do C2 foi avaliado durante a progressão inicial do ciclo celular. 

Notavelmente, o C2 induz uma forte parada do ciclo celular em G2/M a partir de 6 

horas de tratamento (Figura 26 e Figura 27).  
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Figura 25. O C2 leva à parada do ciclo celular nas fases S e G2/M em células de 
leucemia aguda 

 

(A) As fases do ciclo celular foram determinadas pela análise do conteúdo de DNA através de 

coloração com iodeto de propídio e citometria de fluxo em células NB4 ou NB4-R2 tratadas com 
composto 2 (0,8, 1,6 ou 3,2 μM) ou veículo por 48 h. Um histograma representativo para cada 
condição é ilustrado. (B) O gráfico de barras representa a média ± DP. das porcentagens de células 
em subG1 de pelo menos três experiências independentes. (C) A média ± DP das distribuições 
celulares que estão nas fases G0/G1, S e G2/M do ciclo celular (excluindo subG1) de pelo menos três 
experimentos independentes são representadas no gráfico de barras. Os valores de p e linhagens 
celulares estão indicados nos gráficos; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 para células tratadas com 
DMSO (Ø) vs. composto 2; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 26. O C2 induz forte parada do ciclo celular nas fases G2/M em células de 
leucemia aguda 

 

As células NB4 e NB4-R2 foram sincronizadas por um bloqueio duplo de timidina. Após a liberação 

da timidina, as células foram tratadas com veículo ou composto 2 (3,2 μM), coletadas a cada 2 h 
(cinco momentos) e a distribuição do conteúdo de DNA foi avaliada por FACS conforme indicado. 
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4.7. C2 reduz a expressão/atividade de STMN1 e induz a apoptose e 

marcadores de dano ao DNA em células NB4 e NB4-R2 

Na análise molecular, a expressão de STMN1 e sua forma inativa (fosfo-

STMN1S16) (marcador de proliferação), γH2AX e CHK2 (marcadores de dano ao DNA) 

e PARP1 clivado (marcador de apoptose) foram investigados por Western blot, e um 

painel de 14 genes relacionados ao dano ao DNA (BAX, BBC3, CDKN1A, CDKN1B, 

ERCC1, GADD45A, MSH3, PCNA, PMAIP1, RNF168, RNF8, RPA1, XPC e XRCC3) 

foi investigado por PCR quantitativo. Maiores concentrações de C2 reduzem 

significativamente a expressão de STMN1 e aumentam a fosforilação de STMN1, bem 

como induzem a fosforilação de H2AX e CHK2, além da clivagem de PARP1 em 

ambas as linhagens de leucemia mieloide aguda (todos p < 0,05) (Figura 27). Entre 

os genes relacionados ao dano ao DNA investigados, 4 de 14 (CDKN1A, PMAIP1, 

GADD45A e XRCC3) foram significativamente modulados pelo C2 em células NB4 e 

NB4-R2 (todos p < 0,05, Figura 28 e Tabela 6). 
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Figura 27. O C2 induz marcadores moleculares de danos no DNA e apoptose em 
células NB4 e NB4-R2 

 

(A) Análise de Western blot para níveis de fosfo (p)-Stathmin 1S16, STMN1, γH2AX, p-CHK2T68, CHK2 

e PARP1 (total e clivado) em extratos celulares totais de células NB4 e NB4-R2 tratadas com 
composto 2 (0,8, 1,6 ou 3,2 μM) ou veículo por 48 h. As membranas foram incubadas com os 
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anticorpos indicados e desenvolvidas com o sistema SuperSignal™ West Dura Extended Duration 
Substrate e Gel Doc XR+. (B) Os gráficos de barras representam a média ± DP. de três experimentos 
independentes quantificando intensidades de bandas de proteínas indicadas. *p < 0,05, **p < 0,01, 
***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. Observe que o tratamento com composto 2 induz a 
fosforilação de Stathmin 1 no sítio da serina 16 (um sítio inibitório), fosforilação de H2AX na serina 
139 e CHK2 na treonina 68 (marcadores de dano ao DNA) e clivagem de PARP1 (um marcador de 
apoptose) em células NB4 e NB4-R2. 

 

Figura 28. O C2 modula CDKN1A, PMAIP1, GADD45A e XRCC3 em células NB4 
e NB4-R2 

 

(A) O mapa de calor ilustra a análise quantitativa por RT-PCR dos genes relacionados a danos no 

DNA em células NB4 e NB4-R2 após tratamento com composto 2 (3,2 μM; média; n = 3) por 48 h. 
Os dados são representados como fold-change de células tratadas com veículo, genes regulados 
negativamente e positivamente são dados em azul e vermelho, respectivamente. (B) O gráfico de 
barras representa a média ± DP do fold-change de células tratadas com veículo para CDKN1A, 
PMAIP1, GADD45A e XRCC3 em células NB4 e NB4-R2 após exposição ao composto 2 (3,2 μM; 
média; n = 3) por 48 h. Os valores de p e linhagens celulares estão indicados nos gráficos; *p < 0,05; 
**p < 0,01; Teste t de student. 
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         Tabela 6. Genes relacionados a danos no DNA modulados pelo Composto 2. 

Genes 
Células NB4 tratadas com C2 Células NB4-R2 tratadas com C2 

Fold-change1 S.D. p2 Fold-change1 S.D. p2 

XRCC3 0.86 0.02 p<0.01 0.78 0.02 p<0.01 

CDKN1B 0.86 0.10 n.s. 0.89 0.11 n.s. 

RPA1 0.82 0.04 p<0.05 0.92 0.28 n.s. 

MSH3 0.92 0.04 n.s. 0.94 0.15 n.s. 

XPC 0.96 0.09 n.s. 1.08 0.07 n.s. 

PCNA 1.13 0.06 n.s. 1.08 0.06 n.s. 

RNF168 0.72 0.14 n.s. 1.11 0.13 n.s. 

ERCC1 1.14 0.09 n.s. 1.16 0.06 n.s. 

BAX 1.31 0.11 p<0.05 1.23 0.10 n.s. 

BBC3 1.09 0.16 n.s. 1.35 0.28 n.s. 

RNF8 1.15 0.24 n.s. 1.48 0.11 p<0.05 

GADD45A 1.35 0.06 p<0.05 2.14 0.43 p<0.05 

PMAIP1 2.17 0.16 p<0.01 2.75 0.34 p<0.01 

CDKN1A 2.04 0.38 p<0.05 10.77 0.86 p<0.01 

Abreviação: D.P., desvio padrão; n.s., não é significativo 
1Fold-change das células tratadas com veículo. 
2Teste t de Student. 

 

4.8. C2 causa instabilidade dos microtúbulos e gera aberrações mitóticas em 

células NB4 e NB4-R2 

As células NB4 e NB4-R2 coradas com solução corante Rosenfeld analisadas 

por microscopia óptica mostraram uma alta frequência de aberrações mitóticas após 

o tratamento com 1,6 μM do C2 por 48 horas (Figura 29). Uma vez que C2 induz forte 

parada em G2/M após 6 horas da liberação de timidina em células NB4 e NB4-R2 

sincronizadas, avaliamos a morfologia nuclear e de microtúbulos por 

imunofluorescência neste ponto do tempo. Em células NB4 e NB4-R2, o C2 induziu 

uma coloração difusa de tubulina, indicando instabilidade dos microtúbulos. Além 

disso, foram observadas células com cromossomos condensados ou núcleos 

grandes, indicando falha na conclusão da mitose, o que corrobora os dados obtidos 

na citometria de fluxo (Figura 30). A análise quantitativa dos dados confirma que 6 

horas após a liberação do bloqueio de timidina, as células tratadas com veículo 

apresentam uma proporção maior em interfase (G0/G1), o que indica a capacidade 

dessas células de completar a mitose. Em contraste, a proporção de células tratadas 

com o C2 com núcleos grandes ou fusos mitóticos aberrantes aumentou 

significativamente (p < 0,05; Figura 30). Adicionalmente, o ensaio de polimerização 

intracelular de microtúbulos revela que o tratamento com C2 resulta na diminuição da 
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polimerização dos mesmos (Figura 31). Na análise de docking, foram observadas 

duas interações principais para o C2 e o sítio de colchicina da tubulina: uma com o 

átomo de oxigênio sp2 do grupo carboxila e outra com um átomo de oxigênio sp3 do 

anel de cinco membros de dioxolano, indicando que C2 tem interações mais eficientes 

do que C1 e C3 no sítio de colchicina da tubulina (Figura 32). 

 

Figura 29. O tratamento com C2 gera mitoses aberrantes e instabilidade de 
microtúbulos em linhagens celulares de leucemia 

 

As células NB4 e NB4-R2 foram tratadas com veículo ou composto 2 (1,6 μM) por 48 h, fixadas e 
coradas com solução corante Rosenfeld. Imagens com ampliação de 400 × e 1000 × são ilustradas. 
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Figura 30. O tratamento com C2 induz instabilidade dos microtúbulos e falha na 
mitose completa nas linhagens celulares de leucemia promielocítica aguda 

 

A morfologia nuclear e dos microtúbulos foi avaliada por análise de imunofluorescência em células 
NB4 e NB4-R2 sincronizadas tratadas com veículo ou composto 2 após 6 horas de liberação de 
timidina. A área ampliada exibe detalhes das células NB4 ou NB4-R2 tratadas com composto 2, α-
tubulina (verde) e DAPI (azul). Barras de escala são mostradas na figura (200 μm). Os gráficos de 
barras representam a média ± D.P da proporção de células NB4 ou NB4-R2 tratadas com veículo ou 
composto 2 de três experimentos independentes (pelo menos 150 células por condição), que foram 
classificados de acordo com a morfologia em interfase, células com núcleo condensado (mitose), 
núcleos grandes ou com fuso mitótico aberrante. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; Teste t de 
Student. 
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Figura 31. O tratamento com C2 reduz a polimerização dos microtúbulos em 
linhagens celulares de leucemia promielocítica aguda 

 

As células NB4 e NB4-R2 foram tratadas com veículo ou composto 2 (1,6 μM) por 48 h e submetidas 
à extração das frações celulares solúveis (S) e precipitadas (P) e Western blot. A tubulina livre está 
presente na fração S, enquanto a tubulina polimerizada está presente na fração P. A expressão de 
GAPDH, que está presente apenas na fração S, foi utilizada para verificar a eficiência do 
fracionamento. O paclitaxel foi utilizado como controle para a polimerização de microtúbulos. A 
proporção de α-tubulina presente nas frações S e P é descrita. As membranas foram incubadas com 
os anticorpos indicados e desenvolvidas com o sistema SuperSignal™ West Dura Extended Duration 
Substrate e Gel Doc XR+. 

 

Figura 32. Docking molecular e principais interações do C2 ao sítio da 
colchicina da tubulina 

 

Proposta de conformação da interação composto 2 (painel I) no sítio de ligação da 

colchicina da tubulina comparada com as interações dos compostos 1 e 3 (painel II), 
realizada pelo software GOLD 5.1. 
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4.9. C2E1 exibe potente atividade de despolimerização de tubulina  

Após a descoberta do mecanismo de ação de C2,  derivado dos 

ciclopenta[β]indóis, e dos seus efeitos citotóxicos seletivos para células de LPA, o 

estudo dos efeitos deste composto foi expandido para uma vasta gama de linhagens 

celulares de neoplasias hematológicas. Foram objetos de estudo dois enantiômeros 

de C2, denominados de E1 e E2; sendo que E1 trata-se do composto 2 (C2) original 

estudado previamente (as estruturas químicas de C2E1 e C2E2 estão representadas 

na Figura 33). Para dar início às avaliações, no intuito de avaliar a capacidade dos 

enantiômeros C2E1 e C2E2 de despolarizar a tubulina, foi realizada uma análise de 

polimerização de tubulina. As curvas de polimerização de tubulina revelaram que 

C2E1, mas não C2E2, prejudica a polimerização de microtúbulos nas concentrações 

testadas (10 e 50 μM) (Figura 34). As simulações de acoplamento molecular 

indicaram que a porção indol-7-ol de C2E1 apresenta uma sobreposição maior com a 

região de ancoragem do anel A da colchicina, enquanto essa região em C2E2 tem 

apenas uma sobreposição marginal. Devido aos diferentes modos de ligação de C2E1 

e C2E2, é possível observar que a distância dessas moléculas do local de ligação do 

GTP é consideravelmente diferente (5,6Å para C2E2 e 3,1Å para C2E1) (Figura 35).  

 

Figura 33. Estruturas químicas dos enantiômeros C2E1 e C2E2 

 

Mapa de potencial bidimensional, tridimensional e eletrostático (EPM) para estruturas químicas de 

C2E1 e C2E2. 
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Figura 34. Impacto dos compostos C2E1 e C2E2 na polimerização da tubulina 

 

Curvas de polimerização da tubulina na presença de veículo, agente polimerizante (paclitaxel a 10 
μM) e agente despolimerizante (colchicina a 10 μM) e C2E1 ou C2E2 (10 μM e 50 μM). A Vmáx 
(velocidade máxima) para curvas cinéticas é indicada. 

 

Figura 35. Docking molecular da simulação de acoplamento molecular para C2E1 
e C2E2 

 

(A) Docking molecular de C2E1 e C2E2 no sítio de ligação da colchicina na tubulina. (B) Análise de 

redocking molecular e docking molecular para colchicina, C2E1 e C2E1, utilizando cadeias de 
tubulina A e B como receptor (PDB:4O2B) mostrando diferenças significativas na região de 
ancoragem do anel de colchicina. 
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4.10. C2E1 reduz a viabilidade celular de um amplo painel de linhagens 

celulares de neoplasias hematológicas 

Inicialmente, avaliamos a atividade citotóxica de C2E1 e C2E2 em um amplo 

painel de linhagens celulares neoplásicas mieloides e linfoides. C2E1 exibiu atividade 

citotóxica na faixa de micromolar (valores de IC50 variando de 1,8 a 31,5 μM), com 

apenas 4 de 25 linhagens celulares sendo consideradas resistentes (IC50 > 50 μM). 

Em contrapartida, o enantiômero C2E2 mostrou atividade citotóxica limitada nos 

modelos celulares testados, com 19 de 25 linhagens celulares consideradas 

resistentes (Figura 36). Portanto, apenas C2E1 foi utilizado em ensaios 

subsequentes, e as células selecionadas para análises detalhadas foram Kasumi-1, 

MV4-11, Jurkat e Namalwa. Nestas células de leucemia aguda, C2E1 demonstrou 

atividade citotóxica dependente da concentração e do tempo (Figura 37). 

 

Figura 36. C2E1 reduz a viabilidade celular de um amplo painel de células 
neoplásicas hematológicas 

 

As curvas dose-resposta foram analisadas utilizando o ensaio de metiltiazoltetrazólio (MTT) em um 

painel de células neoplásicas mieloides e linfoides expostas a concentrações crescentes de C2E1 e 
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C2E2 (0,8 - 50 μM) por 72 horas. Notavelmente, o efeito citotóxico do enantiômero C2E1 é 
significativamente maior que o do C2E2. 

 

Figura 37. C2E1 reduz a viabilidade celular e exibe atividade citotóxica dependente 
da concentração e do tempo 

 

Os gráficos de barras representam a concentração e as respostas dependentes do tempo ao C2E1 
(0,8 - 50 μM) após 24, 48 e 72 horas de exposição em células Kasumi-1, MV4-11, Jurkat e Namalwa. 
Os valores são expressos como a porcentagem de células viáveis para cada condição versus células 
tratadas com veículo. Os resultados são apresentados como média ± DP de pelo menos três 
experimentos independentes. Os valores de p e linhagens celulares estão indicados nos gráficos. *p 
< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

4.11. C2E1 induz morte celular e causa parada do ciclo celular em células de 

leucemia aguda 

Após analisar a citotoxicidade do composto, observamos que a exposição ao 

C2E1 por 48 horas induziu níveis significativos de apoptose nas células Kasumi-1, 

MV4-11, Jurkat e Namalwa (Figura 38). Além disso, na análise do ciclo celular, foi 

observado um aumento significativo de células em subG1 nas células Kasumi-1, MV4-
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11, Jurkat e Namalwa após a exposição ao C2E1, corroborando os achados de 

apoptose (Figura 39A-B). Nessa análise, foi observada uma redução significativa de 

células em G0/G1 de maneira dependente da concentração, indicando um acúmulo de 

células nas fases S e G2/M (Figura 39C). Análises morfológicas indicaram uma alta 

frequência de aberrações mitóticas em células tratadas com C2E1, corroborando 

ainda mais a falha na progressão do ciclo celular (Figura 40).  

 

Figura 38. C2E1 induz morte celular em células de leucemia mieloide e linfoide 
aguda 

 

(A) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células Kasumi-1, MV4-11, Jurkat e Namalwa 
tratadas com concentrações crescentes de Composto 2 E1 (1,6; 3,2; 6,4; 12,5 e 25 μM) durante 48 
horas usando marcação com anexina V/iodeto de propídio (PI). Gráficos de pontos representativos 
são mostrados para cada condição; os quadrantes superior e inferior direito (Q2 + Q3) contêm 
cumulativamente a população de morte celular (células de anexina V+). (B) Os gráficos de barras 
representam a média ± DP de pelo menos quatro experimentos independentes que quantificam a 
morte celular. Os valores de p e linhagens celulares estão indicados nos gráficos; *p < 0,05, **p < 
0,01, ***p < 0,0001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 39. C2E1 desencadeia a parada do ciclo celular nas fases G2/M em células 
de leucemia aguda 

 

(A) As fases do ciclo celular foram determinadas analisando o conteúdo de DNA através da 

marcação com iodeto de propídio e citometria de fluxo nas células indicadas tratadas com veículo 
ou C2E1 (3,2, 6,4 ou 12,5 μM) por 48 horas. Um histograma representativo para cada condição é 
ilustrado. (B) O gráfico de barras verticais representa a média ± DP das porcentagens de células em 
subG1 de pelo menos três experiências independentes. (C) A média ± DP das distribuições celulares 
nas fases G0/G1, S e G2/M do ciclo celular (excluindo SubG1) de pelo menos três experimentos 
independentes são plotadas em gráficos de barras horizontais. Os valores de p e linhagens celulares 
estão indicados nos gráficos. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 40. C2E1 induz mitoses aberrantes em células de leucemia aguda 

 

Células Kasumi-1, MV4-11, Jurkat e Namalwa foram tratadas com veículo ou C2E1 por 48 horas, 
fixadas e coradas com corante de Rosenfeld. Imagens com ampliação de 400× e 1000× são exibidas. 

 

4.12. C2E1 reduz a clonogenicidade e a migração celular leucêmica 

A exposição prolongada ao C2E1 reduziu significativamente o crescimento 

clonal autônomo nas células Kasumi-1, MV4-11, Jurkat e Namalwa (Figura 41A). 

Além disso, o tratamento breve com C2E1 reduziu a migração celular induzida por 

CXCL12 nas células Kasumi-1 e Namalwa (Figura 41B). 
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Figura 41. C2E1 reduz o potencial clonogênico e a migração de células leucêmicas 

 

(A) Colônias contendo células viáveis foram detectadas pela adição do reagente MTT após 8 dias 
de cultura celular na presença de veículo ou C2E1 (0,8, 1,6, 3,2, 6,4 e 12,5 μM). Imagens de colônias 
são mostradas para um experimento, e gráficos de barras representam a média ± DP de pelo menos 
três experimentos independentes. ***p < 0,0001; Teste ANOVA e pós-teste de Bonferroni. (B) As 
células Kasumi-1 e Namalwa foram expostas ao veículo ou C2E1 (12,5 μM) e deixadas migrar 
durante 16 h na presença de 100 ng/ml de CXCL12 na câmara inferior das placas transwell. As 
imagens representam a contagem de células em uma câmara de Neubauer que migrou, e os gráficos 
de barras mostram a média ± DP de pelo menos três experimentos independentes. *p < 0,05, **p < 
0,01; Teste t de Student. 

 

4.13. C2E1 induz marcadores moleculares de dano ao DNA e apoptose em 

células de leucemia mieloide e linfoide 

No cenário molecular, os níveis de expressão de proteínas consideradas 

marcadores de proliferação (STMN1 e p-STMN1S16), dano ao DNA (γH2AX) e 

apoptose (PARP1 clivado) foram avaliados. Após o tratamento com C2E1, uma baixa 

concentração induziu a fosforilação de STMN1, enquanto em altas concentrações, a 

expressão de STMN1 mostrou uma tendência para regulação negativa. Além disso, a 

exposição ao C2E1 induziu significativamente a expressão de γH2AX e a clivagem de 

PARP1 em todas as linhagens celulares analisadas (Figura 42). 
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Figura 42.  C2E1 induz marcadores moleculares de dano ao DNA e apoptose em 
células de leucemia aguda 

 

Análise de Western blot para níveis de proteína de fosfo(p)-stathmin 1S16, stathmin 1, γH2AX e 
PARP1 (total e clivada) em extratos celulares totais de células de leucemia aguda tratadas com 
veículo e C2E1 (2,5, 5 e 10 μM) por 48 horas; as membranas foram incubadas com os anticorpos 
especificados e reveladas usando o sistema de substrato de duração estendida SuperSignal West 
Dura e o sistema de documentação de gel G: BOX Chemi XX6. 

 

4.14. C2E1 modula genes relacionados à regulação do citoesqueleto em 

células de leucemia linfoblástica aguda 

Na análise do perfil de expressão gênica por PCR array, entre os 84 genes 

relacionados à regulação do citoesqueleto analisados, 7 genes foram regulados 

negativamente (IQGAP2, PHLDB2, RHOA, Destrin, RDX, NCK1 e CYFIP2), e 9 

positivamente (LIMK1, WASF1, WAS, CLIP2, VASP, MARK2, FSCN1, CYFIP1 e 

CTTN) em células Namalwa após exposição ao C2E1 por 48 horas (Figura 43A-B). 

A análise de rede gênica revelou uma correlação entre a exposição ao C2E1 com a 

regulação da organização do citoesqueleto de actina, borda frontal da célula, 

montagem de fibras de estresse, transdução de sinal de proteína Ras e ligação a Rho 

GTPase (todos FDR < 0,05; Figura 43C). 

 



108 

 

Figura 43. C2E1 modula genes relacionados ao citoesqueleto em células de 
leucemia aguda 

 

(A) O mapa de calor ilustra a análise quantitativa por RT-PCR de genes relacionados ao 

citoesqueleto em células Namalwa tratadas com C2E1 (3,2 μM; n = 3) por 48 horas. Os dados são 
representados como fold-change em comparação com células tratadas com veículo, com genes 
regulados positivamente e regulados negativamente mostrados em azul e vermelho, 
respectivamente. (B) O gráfico de barras destaca os genes modulados significativamente. Os valores 
de p estão indicados nos gráficos; *p < 0,05, **p < 0,01; Teste t de student. (C) A rede para genes 
modulados por C2E1 foi construída utilizando o banco de dados GeneMANIA. Os genes 
significativamente modulados são ilustrados como círculos hachurados; os genes interagentes 
incluídos na modelagem do software são indicados por círculos sem hachurados. As principais 
interações biológicas e funções associadas são descritas. FDR, taxa de descoberta falsa. 

 

4.15. C2E1 não se correlaciona com biomarcadores de resistência a 

microtúbulos 

Os valores de IC50 do C2E1 não se correlacionaram significativamente com os 

valores de IC50 de fármacos clinicamente utilizados que atuam nos microtúbulos, 

incluindo colchicina, paclitaxel, vincristina e eribulina (Figura 44A). Em seguida, 



109 

 

avaliamos a expressão gênica ou proteica de biomarcadores específicos associados 

à resistência em neoplasias hematológicas e tumores sólidos, determinando a 

expressão de genes que codificam a bomba de efluxo transmembranar de drogas 

(ABCB1 e ABCC1), tubulina beta 3 da classe III (TUBB3), STMN1 e marcadores da 

via PI3K/AKT (p-AKT e AKT), bem como a expressão e ativação da via de sinalização 

mediada pelo NFkB (p-NFkB e NFkB) (197-202). Nenhum desses alvos moleculares 

se correlacionou com os valores de IC50 do C2E1 em linhagens celulares de 

neoplasias hematológicas (Figura 44B). Esses achados sugerem que o C2E1 poderia 

ser uma substituição estratégica para fármacos que visam os microtúbulos e que 

exibam esses mecanismos de resistência.  

 

Figura 44. A resposta ao C2E1 não está associada à resposta a agentes 
antimicrotúbulos em uso clínico ou a marcadores de resistência em células de 
neoplasias hematológicas 

 

Gráficos de correlação (A) entre os valores de IC50 de C2E1 e colchicina, paclitaxel, vincristina ou 
eribulina e (B) entre os valores de IC50 de C2E1 e expressão de ABCB1, ABCC1, TUBB3, STMN1, 
p-AKT, AKT, p-NFκB ou NFκB nas células cancerígenas do sangue. Os valores p e r estão indicados; 
Teste de correlação de Spearman. 
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PARTE III 

4.16. Eribulina reduz a viabilidade celular de linhagens celulares de neoplasias 

hematológicas 

Inicialmente, a atividade antineoplásica da eribulina foi avaliada em um amplo 

painel de linhagens celulares de neoplasias mieloides e linfoides. A eribulina exibe 

atividade citotóxica na faixa de nanomolar (valores de IC50 variando de 0,13 a 12,12 

nM), e apenas 5 das 21 linhagens celulares de neoplasias hematológicas foram 

consideradas resistentes à droga (IC50 > 100 nM). Entre os modelos mieloides, as 

linhagens celulares com ativação constitutiva de tirosina quinase causada pelas 

mutações BCR::ABL1 e JAK2V617F (K-562, KU812, SET-2 e HEL) apresentaram 

valores de IC50 mais altos para a eribulina (de 12,12 a >100 nM). Entre os modelos 

linfoides, as linhagens celulares derivadas de mieloma múltiplo (U266, MM1.S e 

MM1.R) apresentaram valores de IC50 mais altos para a eribulina (de 10,66 a 37,03 

nM) (Figura 45 e Tabela 7). Nos leucócitos normais, a eribulina não impactou a 

viabilidade celular, sugerindo seletividade para células sanguíneas malignas e uma 

janela terapêutica favorável (Figura 46). Com base nesses achados, 6 células de 

leucemias agudas foram selecionadas para uma análise adicional (NB4, NB4-R2, 

OCI-AML3, MOLM-13, Jurkat e Namalwa). Como mostrado na Figura 47, a eribulina 

exibiu citotoxicidade dependente da concentração e do tempo em todas as células de 

leucemia avaliadas. 
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Figura 45. A eribulina reduz a viabilidade celular de linhagens celulares de 
neoplasias hematológicas 

 

As curvas dose-resposta foram analisadas pelo ensaio de metiltiazoltrazólio (MTT) em um painel de 

células de neoplasias mieloides e linfóides tratados com concentrações crescentes de eribulina 
(0,032 – 100 nM) por 72 h. 

 

Tabela 7. Características das linhagens celulares e sua sensibilidade à eribulina 

Linhagem Neoplasia Hematológica Eribulina IC50 (nM) 

OCI-AML3 Leucemia mieloide aguda 0.58 

Kasumi-1 Leucemia mieloide aguda 4.86 

HL-60 Leucemia mieloide aguda 0.55 

THP-1 Leucemia mieloide aguda 0.82 

MOLM-13 Leucemia mieloide aguda 0.27 

MV4-11 Leucemia mieloide aguda 0.48 

U-937 Leucemia mieloide aguda 0.39 

NB4 Leucemia promielocítica aguda 0.15 

NB4-R2 Leucemia promielocítica aguda1 0.13 

K-562 Leucemia mieloide crônica >100 

KU812 Leucemia mieloide crônica 12.12 

SET-2 Neoplasia mieloproliferativa >100 

HEL Neoplasia mieloproliferativa >100 

Jurkat Leucemia linfoblástica aguda T 0.30 

CEM Leucemia linfoblástica aguda T >100 

Namalwa Linfoma de Burkitt 0.88 

NALM6 Leucemia linfoblástica aguda B 1.05 

Daudi Linfoma de Burkitt >100 

Raji Linfoma de Burkitt 11.17 

SUP-B15 Leucemia linfoblástica aguda B 1.23 

REH Leucemia linfocítica aguda, não-T; não-B 1.02 

U266 Mieloma múltiplo 10.66 

MM1.S Mieloma múltiplo 37.03 

MM1.R2 Mieloma múltiplo2 11.55 

Karpas 442 Linfoma difuso de grandes células B 1.03 

1 Leucemia promielocítica aguda resistente ao ácido all-transretinóico. 

2 Mieloma múltiplo resistente a glicocorticoides. 
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Figura 46. A eribulina não exibe atividade citotóxica em leucócitos normais 

 

As curvas dose-resposta foram analisadas pelo ensaio de metiltiazoltrazólio (MTT) em um 

painel de células mononucleares do sangue periférico (CMSP) de três doadores saudáveis 
tratados com concentrações crescentes de eribulina (0,032 – 100 nM) por 72 h. Note-se 
que nas concentrações testadas a IC50 não foi alcançada (IC50 > 100 nM) em leucócitos 
normais. 

 

Figura 47. A eribulina exibe atividade citotóxica seletiva dependente da 
concentração e do tempo em células malignas mieloides e linfoides 

 

Os gráficos de barras representam respostas de concentração e tempo à eribulina (0,06 – 2 nM) 
após 24, 48 e 72 horas de exposição em células NB4, NB4-R2, OCI-AML3, MOLM-13, Jurkat e 
Namalwa. Os valores são expressos como a porcentagem de células viáveis para cada condição em 
relação aos controles não tratados. Os resultados são apresentados como média ± DP de pelo 
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menos quatro experimentos independentes. Os valores de p e linhagens celulares estão indicados 
nos gráficos; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

4.17. Eribulina promove apoptose e parada do ciclo celular e reduz a 

clonogenicidade em células de leucemia aguda 

Em seguida, os mecanismos celulares desencadeados pela eribulina nas células 

de leucemia foram investigados. A eribulina induziu significativamente a apoptose 

dependente da concentração nas células de leucemia, conforme observado pela 

exposição de fosfatidilserina (todos p < 0,05, Figura 48), e aumentou as populações 

de células subG1 (todos p < 0,05, Figura 49B). A eribulina também induziu a parada 

do ciclo celular na fase G2/M para as células NB4, NB-R2, OCI-AML3 e Jurkat e na 

fase G0/G1 para a MOLM-13 (todos p < 0,05, Figura 49C). As análises morfológicas 

revelaram uma alta frequência de aberrações mitóticas após o tratamento com 

eribulina por 72 horas (Figura 50), o que corrobora os achados relacionados ao ciclo 

celular. Da mesma forma, a exposição prolongada à eribulina diminuiu 

expressivamente o crescimento clonal autônomo nas células NB4, NB4-R2, MOLM-

13, OCI-AML3 e Jurkat (todos p < 0,05, Figura 51). As células Namalwa foram menos 

sensíveis à eribulina, o que está em conformidade com os ensaios iniciais de 

viabilidade celular. 
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Figura 48. A eribulina desencadeia apoptose em células leucêmicas 

 

(A) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2, MOLM-13, OCI-

AML3, Jurkat e Namalwa tratadas com concentrações graduadas de eribulina (0,12, 0,25, 0,5 e 
1 nM) por 72 h usando marcação com anexina V / iodeto de propídio (PI). Gráficos de pontos 
representativos são mostrados para cada condição; o quadrante superior e inferior direito (Q2 + 
Q3) contêm cumulativamente a população apoptótica (células de anexina V+). (B) Os gráficos de 
barras representam a média ± DP de pelo menos quatro experimentos independentes que 
quantificam a morte celular por apoptose. Os valores de p e as linhagens celulares estão 
indicados nos gráficos; *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,0001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 49. A eribulina bloqueia o ciclo celular em G2/M em células de leucemia 

 

As fases do ciclo celular foram determinadas por análise do conteúdo de DNA por marcação com 

iodeto de propídio e citometria de fluxo em células NB4, NB4-R2, MOLM-13, OCI-AML3, Jurkat e 
Namalwa tratadas com eribulina (0,25, 0,5 e 1 nM) ou veículo por 72h. (A) Um histograma 
representativo para cada condição é ilustrado. (B) O gráfico de barras verticais representa a média 
± DP das porcentagens de células em subG1 de pelo menos três experimentos independentes. (C) 
O gráfico de barras horizontais representa a média ± DP das distribuições celulares que estão nas 
fases G0/G1, S e G2/M do ciclo celular (excluindo subG1) de pelo menos três experimentos 
independentes. Os valores de p e linhagens celulares estão indicados nos gráficos; *p < 0,05, **p < 
0,01, ***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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Figura 50. Mitoses aberrantes são observadas após exposição à eribulina em 
células de leucemia aguda 

 

Células NB4, NB4-R2, MOLM-13, OCI-AML3, Jurkat e Namalwa foram tratadas com veículo ou 

eribulina por 72 h, fixadas e coradas com corante de Rosenfeld. Imagens com ampliação de 400× e 
1000× são ilustradas. 
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Figura 51. A eribulina reduz a clonogenicidade das células leucêmicas mieloides 
e linfoides 

 

As colónias contendo células viáveis foram detectadas adicionando reagente MTT após 8 dias de 

cultura das células na presença de veículo ou eribulina (0,12, 0,25, 0,5 e 1 nM). Imagens de 
colônias são mostradas para um experimento e gráficos de barras mostram a média ± DP de pelo 
menos três experimentos independentes. ***p < 0,0001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

4.18. Eribulina induz marcadores moleculares de dano ao DNA e apoptose em 

células de leucemia mieloide e linfoide aguda 

A nível molecular, foram avaliados os níveis de STMN1 e sua forma inativa (p-

STMN1S16) (marcador de proliferação), yH2AX (marcador de dano ao DNA) e a 
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clivagem do PARP1 (marcador de apoptose). Em concentrações baixas de eribulina, 

observou-se uma indução da fosforilação de STMN1, enquanto em concentrações 

altas, a expressão de STMN1 foi reduzida (todos p < 0,05). Além disso, a exposição 

à eribulina induziu significativamente a expressão de yH2AX e a clivagem do PARP1 

em todas as linhagens celulares analisadas (Figura 52). 

 

Figura 52. A eribulina induz marcadores moleculares de danos no DNA e 
apoptose em células de leucemia aguda 

 

(A) Análise de Western blot para níveis de fosfo (p) -STMN1S16, STMN1, γH2AX e PARP1 (total 

e clivado) em extratos celulares totais de células de leucemia aguda tratadas com veículo e 
eribulina (0,25; 0,5 e 1 nM) por 48 horas; as membranas foram incubadas com os anticorpos 
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indicados e desenvolvidas com o SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate System e 
Gel Doc XR+. (B) Os gráficos de barras representam a média ± DP de três experimentos 
independentes que quantificam as intensidades das bandas proteicas indicadas. *p < 0,05, **p < 
0,01, ***p < 0,001; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 

 

4.19. A glicoproteína-P e as vias mediadas pelo NF-κB estão relacionadas à 

resistência à eribulina em neoplasias hematológicas 

Em seguida, avaliamos se os biomarcadores de resposta já conhecidos para 

tumores sólidos poderiam ser aplicados no contexto das neoplasias hematológicas 

(198-203). Primeiramente, determinamos a expressão dos genes que codificam a 

bomba de efluxo de drogas transmembrana (ABCB1 e ABCC1), que codifica a tubulina 

beta 3 classe III (TUBB3) e STMN1 (Figura 53A), e os marcadores da expressão e 

ativação da via de sinalização mediada por PI3K/AKT e NF-kB (Figura 53B-C). Entre 

esses alvos moleculares, ABCB1 (r = 0,53, p = 0,02), ABCC1 (r = 0,67, p = 0,001), p-

AKT (r = 0,53, p = 0,02), p-NF-κB (r = 0,80, p < 0,0001) e NF-κB (r = 0,81, p < 0,0001) 

estavam associados aos valores de IC50 para eribulina nas linhagens celulares de 

neoplasias hematológicas (Figura 54A). Com base nesses dados, construímos um 

escore relacionado à resistência à eribulina (RERT) que previa precisamente a 

sensibilidade do medicamento nos modelos celulares avaliados (Figura 54B). 
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Figura 53. Determinação da expressão gênica de ABCB1, ABCC1, TUBB3 e 
STMN1, e da expressão/ativação das vias PI3K/AKT e NF-κB 

 

Os mapas de calor ilustram a expressão de genes (A) ou proteínas (B) associadas à resistência à 

eribulina num painel de linhagens celulares de neoplasias hematológicas. Os dados genéticos são 
representados como expressão relativa corrigida pela expressão de HPRT1/ACTB, genes regulados 
negativamente e regulados positivamente são apresentados em azul e vermelho, respectivamente. 
Os dados de expressão proteica são representados como níveis relativos corrigidos pela expressão 
de GAPDH, as proteínas reguladas negativamente e reguladas positivamente são apresentadas em 
amarelo e roxo, respectivamente. (C) Análise representativa de western blot para fosfo (p) -AKTS473, 
AKT, (p) - NF-κB p65S536 e NF-κB p65 em extratos celulares totais de linhagens celulares de 
neoplasias mieloides e linfóides. 
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Figura 54. A resistência à eribulina está associada à alta expressão/ativação de 
MDR1, NF-κB e AKT em células neoplásicas sanguíneas 

 

(A) Gráficos de correlação entre a expressão de ABCB1, ABCC1, TUBB3, STMN1, p-AKT, AKT, p-
NF-κB ou NF-κB e valores de IC50 para eribulina em células cancerígenas do sangue. (B) Utilizando 
marcadores moleculares que se correlacionam significativamente com IC50 da eribulina em 
neoplasias hematológicas, foi criado um escore de alvos relacionados à resistência à eribulina 
(RERT), no qual cada linhagem celular recebe um ponto para cada gene/proteína regulado 
positivamente (a mediana foi usada como ponto de corte, máximo de pontos = 5). O gráfico de radar 
mostra a distribuição de pontos entre as linhas celulares analisadas. Observe que a pontuação se 
correlaciona precisamente com a sensibilidade ao medicamento nos modelos celulares avaliados. 

 

 Por fim, utilizando inibidores farmacológicos da glicoproteína-P (elacridar) e do 

NF-κB (PDTC), observamos que a resistência conferida pela bomba de efluxo de 

drogas, mas não a ativação do NF-κB, é reversível, e pode eliminar um modelo de 

célula leucêmica com a ativação de ambos os processos moleculares (Figura 55). É 

importante ressaltar que a combinação de eribulina e elacridar não foi tóxica para os 

leucócitos normais (Figura 56). 
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Figura 55. O inibidor da glicoproteína-P, elacridar, potencializa a apoptose induzida 
pela eribulina em células Kasumi-1 

 

(A) A apoptose foi detectada por citometria de fluxo utilizando coloração com APC-anexina V e iodeto 

de propídio. Os gráficos de pontos representativos são mostrados para cada condição; os 
quadrantes superior e inferior direito contêm cumulativamente a população apoptótica (células de 
anexina V+). (B) Os gráficos de barras representam a média ± DP de pelo menos três experimentos 
independentes que quantificam a morte celular apoptótica em células Kasumi-1 após exposição ao 
veículo, eribulina (2,5 e 5 nM) e/ou elacridar (1 e 2 µM) e/ou PDTC ( 10 e 20 µM) durante 72 horas. 
Os valores de p estão indicados nos gráficos; *p < 0,05 para células tratadas com eribulina, elacridar 
e/ou PDTC versus células tratadas com veículo, #p < 0,05 para células tratadas com eribulina, 
elacridar ou PDTC versus tratamento combinado nas doses correspondentes; ANOVA e pós-teste 
de Bonferroni. 
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Figura 56. O tratamento combinado de elacridar e eribulina não induz apoptose 
em leucócitos normais 

 

O tratamento combinado de elacridar e eribulina em leucócitos normais não induz apoptose em 

células Kasumi-1. (A) A detecção da apoptose foi realizada por meio de citometria de fluxo utilizando 
coloração com APC-anexina V e iodeto de propídio. Os gráficos de pontos apresentados são 
representativos para cada condição, sendo que os quadrantes superior e inferior direitos acumulam 
a população apoptótica (células de anexina V+). (B) Os gráficos de barras representam a média ± 
DP de pelo menos três experimentos independentes que quantificam a morte celular apoptótica em 
células mononucleares do sangue periférico (CMSP)  após exposição ao veículo, eribulina (2,5 e 5 
nM) e/ou elacridar (1 e 2 µM) durante 72 horas. Os valores de p estão indicados nos gráficos; *p < 
0,05 para células tratadas com eribulina e/ou elacridar versus células tratadas com veículo, #p < 0,05 
para células tratadas com eribulina ou elacridar versus tratamento combinado nas doses 
correspondentes; ANOVA e pós-teste de Bonferroni. 
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5. DISCUSSÃO 

PARTE I 

Na primeira parte da tese, descrevemos a elevada expressão de STMN1 e sua 

correlação com as características clínicas e biológicas da LPA. STMN1 é uma proteína 

desestabilizadora de microtúbulos que contribui para a proliferação celular em 

neoplasias hematológicas, incluindo leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblástica 

aguda e neoplasias mieloproliferativas (170-172, 204). Um estudo anterior identificou 

que a expressão da oncoproteína PML::RARα induziu a expressão e ativação de 

STMN1 em células leucêmicas U937 (176). No entanto, sua relevância no contexto 

da LPA foi pouco explorada. Utilizando duas coortes independentes de LPA, 

confirmamos a alta expressão de STMN1. No entanto, os níveis de RNAm de STMN1 

não tiveram efeito nos resultados clínicos e não foram associados a características 

clínicas relevantes. 

Utilizando ferramentas de bioinformática e dados de RNA-seq de uma coorte de 

LPA recentemente publicada (180), associamos os níveis elevados de STMN1 com 

assinaturas genéticas relacionadas à proliferação e metabolismo, incluindo alvos de 

E2F, sinalização PI3K/AKT/mTOR e glicólise. De fato, foi relatado que E2F ativa a 

expressão de STMN1 em tumores sólidos (37). Da mesma forma, a via 

PI3K/AKT/mTOR tem sido associada à expressão e ativação de STMN1, uma vez que 

a inibição farmacológica de PI3K, AKT e S6K por LY294002, MK2206 e AD80, 

respectivamente, reduz os níveis de STMN1 (205-207). STMN1 é um dos genes 

utilizados para uma assinatura genética relacionada à glicólise que prevê a 

recorrência do câncer de mama e do adenocarcinoma de próstata (208, 209). No 

entanto, a relação entre STMN1 e glicólise na leucemia ainda não foi relatada 

anteriormente. 

Embora muitos detalhes do papel de STMN1 na hematopoiese tenham sido 

descobertos nos últimos anos, ainda existem muitas lacunas a serem preenchidas. 

Até o momento, foi estabelecido que STMN1 é altamente expresso em progenitores 

hematopoéticos e reduzido durante a diferenciação celular para eritrócitos e 

megacariócitos (168). A expressão anormal de STMN1 reduz a capacidade de 

maturação de progenitores megacariocíticos (167). Recentemente, o papel de STMN1 

na diferenciação eritroide e megacariocítica foi destacado em um modelo murino 

knockout (169). No presente estudo, confirmamos que STMN1 é altamente expresso 
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em progenitores hematopoéticos e, além da redução observada em eritrócitos e 

megacariócitos, é reduzido em células mieloides mais maduras. Em células NB4, mas 

não em células NB4-R2, o tratamento com ATRA reduziu a expressão de STMN1 e o 

potencial proliferativo, sugerindo um efeito associado à diferenciação celular e não 

diretamente à exposição ao medicamento. Em nossa análise de enriquecimento 

gênico, a expressão de STMN1 em pacientes com LPA foi associada a alvos do MYC, 

um fator de transcrição associado à autorrenovação e pluripotência (210). Além disso, 

a inibição de STMN1 reduziu o crescimento clonal em modelos celulares de LPA. No 

geral, nossas descobertas corroboram funções previamente descritas de STMN1 na 

hematopoiese e fornecem novas evidências do papel dessa proteína na mielopoese, 

capacidade proliferativa e clonogenicidade no contexto da LPA. 

Uma descoberta significativa foi a alta fosforilação de STMN1 em modelos 

celulares de LPA. A fosforilação de STMN1 na serina 16 resulta em uma menor 

afinidade entre STMN1 e os dímeros de α-/β-tubulina, inibindo sua atividade 

desestabilizadora de microtúbulos (161). Experimentos de sincronização do ciclo 

celular mostraram que a fosforilação de STMN1 está associada à mitose, durante a 

qual STMN1 precisa ser inibido para promover a formação do fuso mitótico e a correta 

segregação dos cromossomos (211). A associação entre a expressão de STMN1 e a 

assinatura genética para o ponto de verificação G2/M e reparo do DNA sugere que a 

expressão anormal desse gene pode estar associada à instabilidade genômica. De 

fato, a superexpressão de STMN1 induz mitoses aberrantes, poliploidização e perda 

cromossômica em células leucêmicas K562 (173). Estudos pré-clínicos forneceram 

evidências promissoras sobre a eficácia de inibidores de PARP em modelos de LPA 

(212, 213). Notavelmente, em nosso estudo, a inibição de STMN1 contribuiu para uma 

resposta apoptótica mais eficaz ao olaparibe em linhagens celulares de LPA, 

sugerindo que a expressão desse gene poderia ser considerada um potencial 

marcador de resposta em investigações futuras. 

Estudos anteriores relataram que baixas doses de paclitaxel inibem a atividade 

de STMN1 e reduzem a viabilidade celular em modelos de neoplasias hematológicas 

(171, 172). Em nosso estudo, observamos que as células NB4 e NB4-R2 exibiram alta 

sensibilidade ao paclitaxel, induzindo apoptose e catástrofe mitótica. Nas células NB4-

R2, o ATRA potencializou os efeitos antineoplásicos do paclitaxel, o que foi associado 

a um aumento no dano ao DNA e apoptose. Nas últimas décadas, aprendemos mais 

sobre as propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas do paclitaxel em tumores 
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sólidos (214), isso pode ajudar a redirecionar este medicamento para neoplasias 

hematológicas para as quais existem opções terapêuticas limitadas. Portanto, 

compreender os contextos nos quais as alterações na dinâmica dos microtúbulos 

podem ser alvos promissores é de interesse para o campo da hematologia. 

 

Figura 57. Representação esquemática dos achados do papel da Stathmin 1 em 
leucemia promielocítica aguda. 

 

A Stathmin 1 é altamente expressa em medula óssea de pacientes com LPA. Análises de 

bioinformática associaram a expressão de STMN1 com assinaturas genéticas relacionadas à 
proliferação e ao metabolismo em LPA. Em relação à dinâmica de expressão da Stathmin, esta foi 
altamente expressa em progenitores hematopoiéticos, reduzida durante a diferenciação celular, e 
sua fosforilação foi predominante em células de LPA em mitose. Nas células NB4 e NB4-R2, a 
inibição de STMN1 diminuiu o crescimento celular autônomo e o tratamento com paclitaxel (agente 
único ou combinado com ATRA) induziu a estabilização dos microtúbulos, resultando em catástrofe 
mitótica com repercussões na viabilidade celular, mesmo em células resistentes ao ATRA. Imagem 
do autor. Criado com BioRender.com. 
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PARTE II 

Já na parte II do trabalho, os efeitos antileucêmicos de novos ciclopenta[β]indóis 

sintéticos em linhagens celulares de LPA sensíveis e resistentes ao ATRA foram 

investigados. Os ciclopenta[β]indóis estão presentes em vários compostos naturais e 

sintéticos biologicamente ativos, sendo diretamente responsáveis por seus efeitos 

biológicos (215-217). Dentre as funções biológicas descritas para compostos que 

contêm a porção ciclopenta[β]indol, foram relatadas atividades abortivas e 

antiestrogênicas, atividade antagonista do receptor de prostaglandina D2, atividade 

agonista do receptor de progesterona, atividade antioxidante e inseticida (218-225). 

Devido à grande relevância dessa classe de compostos, vários protocolos 

sintéticos foram descritos para sintetizar esse núcleo heterocíclico, como a indolização 

de Fischer, a reação intramolecular de Friedel-Crafts e a ciclização catalisada por 

paládio, mas muitos desses protocolos apresentam baixo rendimento e baixa 

estereosseletividade (226, 227). Os cicloenta[β]indóis utilizados no presente estudo 

foram obtidos por meio de uma sequência de reações utilizando adutos de Morita-

Baylis-Hillman (MBH) como blocos de construção e cloreto de índio III como 

catalisador ácido. O diferencial desta síntese é que se trata de uma síntese 

diastereosseletiva, já relatada pelo nosso grupo de pesquisa (185), que também 

avaliou os efeitos de alguns ciclopenta[β]indóis em um painel de linhagens celulares 

de tumores humanos. Alguns dos ciclopenta[β]indóis testados mostraram atividade 

antitumoral semelhante à da doxorrubicina, mas com maior seletividade. Por exemplo, 

o derivado de ciclopenta[β]indol substituído por um grupo 4-metoxifenil em C3 (metil-

7-hidroxi-3-(4-metoxifenil)-1,2,3,4-tetraidrocicloenta[β]indol-2-carboxilato) apresentou 

12 vezes mais potência do que a doxorrubicina para inibir completamente o 

crescimento celular em linhagens de células de câncer ovariano, OVCAR-3 (185). 

No presente estudo, entre os três enantiômeros puros dos novos 

ciclopenta[β]indóis sintéticos testados, o composto 2 (C2) exibiu efeitos citotóxicos 

mais elevados, reduziu o crescimento clonal autônomo, geralmente associado à 

agressividade na leucemia (228), e induziu apoptose e parada do ciclo celular em 

células de LPA sensíveis e resistentes à ATRA. Além disso, C2 não apresentou 

citotoxicidade em leucócitos normais, o que sugere seletividade para células 

hematopoiéticas malignas. Vale ressaltar que observações iniciais usando NB4 como 

modelo celular de LPA geram evidências do potencial terapêutico do ATRA e trióxido 
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de arsênio (229, 230), que atualmente são a primeira linha de tratamento nesta 

doença com resultados clínicos superiores às opções terapêuticas anteriores (91). 

NB4-R2 é um subclone resistente ao ATRA da linhagem celular NB4 de LPA, que 

altera o aminoácido Gln903 para um códon de parada, gerando uma forma truncada 

de PML::RARα que perdeu 52 aminoácidos em seu C-terminal (231). Na clínica, a 

resistência ao ATRA representa um desafio terapêutico no tratamento da LPA, e 

novas opções terapêuticas são de interesse (108, 232). 

No cenário molecular, o C2 reduziu a expressão de STMN1 e induziu a clivagem 

de PARP1, a fosforilação de H2AX e CHK2. Em células de leucemia aguda, STMN1 

desempenha um papel importante na progressão do ciclo celular e clonogenicidade, 

sendo um marcador de proliferação de células hematopoiéticas normais e malignas 

(168, 170). Em tumores malignos, STMN1 integra múltiplas vias de sinalização, 

regulando a dinâmica dos microtúbulos, sequestrando dímeros livres de tubulina ou 

induzindo diretamente a catástrofe dos microtúbulos, e a alta expressão de STMN1 

tem sido associada à aceleração na mitose, migração e invasão (161). Apesar da 

importância de STMN1 no fenótipo maligno de vários tipos de câncer hematológico e 

sólido, inibidores farmacológicos eficazes de STMN1 ainda não foram descritos (233). 

PARP1 é um dos vários substratos celulares conhecidos das caspases e pode ser 

clivado e inativado pelas caspases ativas 3 e 7, sendo essa clivagem considerada 

como um indicador de apoptose, formando fragmentos de 24 kDa e 89 kDa (234, 235). 

H2AX é uma variante da família de proteínas H2A, que é um componente do 

octâmero de histonas em nucleossomos. Na presença de danos ao DNA, H2AX é 

fosforilado na serina 139, sendo chamado de γH2AX (236-238). Da mesma forma, 

CHK2 também é fosforilado em resposta a danos ao DNA (239). No ensaio de 

polimerização de tubulina in vivo, as células NB4 e NB4-R2 mostraram uma 

diminuição significativa nos níveis de tubulina polimerizada. O acúmulo de danos ao 

DNA é uma das características da catástrofe mitótica, um tipo de morte celular que 

ocorre durante a mitose (240). Entre os genes relacionados a danos ao DNA 

investigados, CDKN1A, GADD45A, PMAIP1 e XRCC3 foram modulados pelo C2 em 

células NB4 e NB4-R2. As expressões de CDKN1A e GADD45A são induzidas por 

danos ao DNA e associadas à parada no crescimento e apoptose (241, 242). PMAIP1 

(também conhecido como NOXA) é um membro BH3-only da família BCL2 que atua 

como uma proteína pró-apoptótica, e sua expressão também é ativada em resposta a 
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danos ao DNA (243). XRCC3 desempenha um papel na reparação de quebras duplas 

no DNA/recombinação para manter a estabilidade cromossômica, e sua regulação 

negativa tem sido associada ao aumento da apoptose induzida por quimioterapia 

(244). Em conjunto, esses dados indicam que o C2 perturba a dinâmica dos 

microtúbulos, o que reduz a viabilidade celular através da parada no ciclo celular e 

danos ao DNA, desencadeando, em última análise, a apoptose. 

Quanto à estrutura-atividade, nossos resultados sugerem que o trimetoxi que 

possui grupos O-metila mais livres apresentou menor atividade citotóxica, e quando a 

liberdade desses grupos foi restrita usando o O-CH2-CH2-O, a atividade citotóxica 

aumentou, sendo ainda mais aprimorada ao restringi-la com o O-CH2-O. Esses dados 

sugerem que a restrição da liberdade dos grupos favorece interações de ligação de 

hidrogênio com grupos funcionais no sítio ativo. Experimentos de docking molecular 

apoiam essa hipótese, uma vez que as principais interações, uma com o átomo de 

oxigênio sp2 do grupo carboxila e outra com um átomo de oxigênio sp3 do anel de 

dioxolano de cinco membros, foram observadas para o composto 2 (C2). 

Após descoberta, discutida acima e publicada (184), do mecanismo de ação e 

do potencial anticâncer do ciclopenta[β]indol C2 em LPA, prosseguimos com 

avaliação do ciclopenta[β]indol C2 (agora designado C2E1) e seu enantiômero 

designado C2E2. Nossos resultados revelaram que o enantiômero C2E1, mas não o 

C2E2, exibiu um efeito inibitório na polimerização da tubulina. Através de análises de 

docking molecular, observamos diferenças na interação do composto com o sítio de 

ligação da tubulina, especialmente na região de ancoragem do anel A da colchicina. 

Pela análise de docking, há evidências de que, devido à diferente estereoquímica do 

C2E2 em comparação com o C2E1, seu grupo éster é sobreposto à região do anel A 

da colchicina. Por outro lado, com base na previsão de ancoragem, a porção indol-7-

ol do C2E1 se sobrepõe a essa região. A importância do anel A na ação da colchicina 

é crucial, pois ele serve como o local primário para sua interação com a tubulina (137, 

245, 246). Este anel facilita a ligação da colchicina à tubulina, e alterações ou 

modificações no anel A podem impactar significativamente a ligação efetiva da 

colchicina à tubulina, influenciando assim sua atividade farmacológica e eficácia 

terapêutica (137, 245, 246). 

 Diante dessas descobertas, direcionamos nossos estudos para analisar os 

efeitos do tratamento com C2E1 em um painel molecularmente heterogêneo de 
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linhagens celulares de neoplasias hematológicas. Observamos que entre as células 

leucêmicas expostas ao C2E1, houve uma redução significativa na viabilidade celular, 

a qual foi dependente de concentração e tempo e associada a um aumento na morte 

celular e parada do ciclo celular. A parada do ciclo celular na fase G2/M observada em 

células leucêmicas tratadas com C2E1 pode estar diretamente relacionada à 

interferência desse composto na formação e função dos microtúbulos, essenciais para 

a correta progressão mitótica, resultando em desorganização do citoesqueleto, 

comprometimento da segregação cromossômica e eventos aberrantes durante a 

divisão celular, culminando em catástrofe mitótica (247). Essas descobertas destacam 

a importância dos microtúbulos na integridade do ciclo celular e sugerem o potencial 

do C2E1 como um agente para modular seletivamente a proliferação celular. 

 Além disso, o tratamento com o composto C2E1 resultou na redução da 

clonogenicidade celular autônoma, uma característica associada à malignidade. A 

clonogenicidade refere-se à capacidade das células leucêmicas proliferarem de forma 

independente, formando colônias. O aumento da clonogenicidade contribui para a 

progressão da doença, e células com alta clonogenicidade frequentemente 

apresentam maior resistência aos tratamentos quimioterápicos, pois a formação de 

colônias autônomas pode levar ao desenvolvimento de subpopulações celulares com 

características diferentes, criando heterogeneidade tumoral onde algumas células 

podem adquirir mutações ou características que as tornam mais agressivas ou 

resistentes (248-251). 

 O C2E1 também foi eficaz na redução da migração celular nos modelos 

Kasumi-1 e Namalwa, que apresentam essa capacidade devido à quimiotaxia pelo 

quimiocina CXCL12 (252, 253). É importante destacar que a migração celular 

desempenha um papel crucial na progressão, especialmente na LLA, devido à 

influência da quimiocina CXCL12, também conhecida como fator 1 derivado de células 

estromais (SDF-1). As células leucêmicas migram para o nicho hematopoiético na 

medula óssea, onde, graças à interação entre o receptor CXCR4 nas células 

leucêmicas e o CXCL12 no nicho hematopoiético, encontram suporte e resistem aos 

tratamentos (254, 255). O sistema nervoso central libera CXCL12, criando um 

ambiente propício para a migração das células leucêmicas para o cérebro e medula 

espinhal. Essa interação facilita a entrada das células leucêmicas no sistema nervoso 
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central, contribuindo para a complexidade do tratamento e resistência às terapias, 

resultando em respostas terapêuticas menos eficazes (256). 

No nível molecular, o tratamento com o composto C2E1 induziu marcadores de 

danos ao DNA (γH2AX), apoptose (PARP clivado) e redução da proliferação (p-

STMN1) (170, 236, 257). Para investigar o impacto do C2E1 na regulação do 

citoesqueleto, realizamos um PCR array com 84 genes associados a essa função. 

Observamos que sete desses genes foram positivamente regulados, enquanto nove 

foram negativamente regulados pelo composto C2E1. Os genes modulados estão 

relacionados a vários processos associados ao citoesqueleto de actina, sugerindo o 

desencadeamento de mecanismos compensatórios celulares para utilizar outra 

proteína do citoesqueleto, a actina, para realizar funções da tubulina diante de 

perturbações. 

 No âmbito da pesquisa em andamento e ensaios clínicos, foram desenvolvidos 

novos inibidores de tubulina (recentemente patenteados) que mostraram eficácia 

terapêutica contra leucemias agudas, indicando um campo promissor para estudos 

adicionais (135). Outro ponto interessante é que, devido à diversidade de sítios de 

ligação de agentes antimicrotúbulos à tubulina, a aquisição de resistência ou falha no 

tratamento com um agente específico não implica resistência a todos os agentes com 

esse mecanismo de ação. Em outras palavras, quanto maior o repertório de agentes 

antimicrotúbulos, maiores são as possibilidades de manter a resposta por meio da 

substituição entre agentes (128). Um exemplo seria o uso de eribulina em pacientes 

resistentes ao paclitaxel (258). Recentemente, Peerzada et al. (259) enfatizaram a 

importância da pesquisa de novos compostos que se ligam ao sítio da colchicina 

devido ao seu potencial de evitar a resistência mediada pela bomba de efluxo – 

glicoproteína-P. Além disso, a ausência de inibidores aprovados pela FDA (Food and 

Drug Administration)  que visam o sítio da colchicina destaca a importância de explorar 

e desenvolver tais compostos para fins terapêuticos (259). 
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Figura 58. Representação esquemática dos efeitos do composto 2 sobre os 
modelos celulares de leucemia mieloide e linfoide aguda. 

 

O composto 2 interfere na dinâmica de microtúbulos ao se ligar ao sítio da colchicina na tubulina, de 
modo que gera catástrofe mitótica, causando danos ao DNA e desencadeando a apoptose, além de 
diminuir a clonogenicidade das células leucêmicas. Imagem do autor. Criado com BioRender.com. 
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PARTE III 

Nesta terceira parte do trabalho, investigamos os efeitos celulares e 

moleculares do eribulina em um painel molecularmente heterogêneo de linhagens 

celulares de neoplasias hematológicas, incluindo leucemia mieloide aguda, 

neoplasias mieloproliferativas, leucemia linfoblástica aguda, mieloma múltiplo e 

modelos de linfoma. A eribulina é um análogo sintético simplificado da halicondrina B, 

uma molécula isolada de uma esponja marinha rara, Halichondria okadai (141). 

Atualmente, é aprovada para pacientes pré-tratados e refratários à antraciclina e 

taxano com câncer de mama metastático e lipossarcoma metastático (258, 260). No 

contexto das neoplasias hematológicas, nosso estudo é pioneiro e abre a 

possibilidade de usar a eribulina para pacientes com essas doenças. 

A eribulina é um inibidor de microtúbulos e exerce sua propriedade anticâncer 

principalmente pela inibição da tubulina e da mitose (142, 261, 262). Ao contrário de 

outros medicamentos antimitóticos, como vimblastina e paclitaxel, que atenuam as 

fases de encurtamento e crescimento da instabilidade dinâmica dos microtúbulos, a 

eribulina inibe o crescimento dos microtúbulos por um mecanismo de envenenamento 

final (142). Assim, ela não causa o encurtamento da tubulina, mas os transforma em 

agregados não produtivos (142). 

No presente estudo, a eribulina apresentou um alto efeito citotóxico em células 

de câncer sanguíneo com impacto mínimo nos leucócitos normais. Em concordância, 

a eribulina tem sido relatada como um potente agente quimioterápico com um perfil 

de toxicidade baixo a moderado (263). O fenótipo celular observado para o tratamento 

com eribulina nas células de leucemia indicou que o mecanismo de ação celular 

primário do medicamento é conservado: bloqueio do ciclo celular em G2/M e morte 

celular após parada mitótica prolongada e irreversível (142, 143, 264, 265). 

Molecularmente, a eribulina reduziu a expressão e a atividade de STMN1, 

induziu a clivagem do PARP1 e a fosforilação do H2AX. STMN1 atua como marcador 

de proliferação de células hematopoiéticas normais e malignas, desempenhando um 

papel fundamental na progressão do ciclo celular e clonogenicidade em células de 

leucemia aguda (161, 168, 170). Recentemente, a expressão de STMN1 foi indicada 

como um alvo molecular da eribulina e associada à resposta ao medicamento (202). 

PARP1 é um dos substratos celulares das caspases e, quando é clivado e inativado 
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pelas caspases ativas 3 e 7, é considerado um indicador de apoptose, formando 

fragmentos de 24 kDa e 89 kDa (234, 235). H2AX é um componente do octâmero de 

histonas em nucleossomos que, na presença de danos ao DNA, é fosforilado na serina 

139 (ou seja, H2AX), tornando-se assim um marcador de danos ao DNA (236). Em 

geral, o cenário molecular do tratamento de células de leucemia aguda com eribulina 

resultou em redução da proliferação celular, apoptose e danos ao DNA. 

Apesar de sua importância para o arsenal antineoplásico, agentes 

antimicrotúbulos apresentam vários mecanismos de resistência que podem levar ao 

fracasso do tratamento e redução das taxas de sobrevivência (266). Assim, 

compreender os mecanismos de resistência relacionados à eribulina pode melhorar 

as taxas de resposta. Nos últimos anos, vários mecanismos foram relatados, 

especialmente a ativação da glicoproteína-P e vias mediadas por PI3K/AKT e NF-κB 

(198, 199, 201, 203, 267). De fato, no presente estudo, a sensibilidade à eribulina foi 

associada aos níveis de expressão de ABCB1, ABCC1, p-AKT, p- NF-κB e NF-κB nas 

células de câncer sanguíneo. 

O fenótipo de resistência a múltiplos fármacos (MDR) representa um desafio 

no manejo terapêutico de várias neoplasias, uma vez que as células cancerosas 

tornam-se irresponsivas a muitos medicamentos antineoplásicos (268, 269). Vários 

mecanismos celulares e moleculares mediam esse processo complexo, e um dos 

mais explorados é o aumento dos transportadores de efluxo de drogas, responsáveis 

pela redução da concentração intracelular do fármaco (269-272). Estudos anteriores 

associaram a superexpressão da subfamília B dos membros de transportadores ABC 

(ATP-binding cassette) com a resistência à eribulina (198, 199, 273). 

A ativação da via PI3K/AKT/mTOR contribui para o desenvolvimento tumoral e 

a resistência às terapias antineoplásicas (274). Um estudo anterior relatou que a 

ativação da via PI3K/AKT induz resistência primária ou adaptação precoce à eribulina 

em modelos de câncer de mama HER2-negativo (267). Da mesma forma, a regulação 

positiva da via NF-κB aumentou a resistência à eribulina em modelos de câncer de 

mama (201, 203).  

Em nosso estudo, o tratamento combinado de eribulina e elacridar aumentou 

significativamente a apoptose induzida pela eribulina em células de leucemia 

resistentes a medicamentos. Curiosamente, estudos anteriores relataram que o 
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elacridar melhorou a resposta a outros agentes quimioterápicos. Por exemplo, na 

leucemia mieloide crônica, a combinação de elacridar com imatinibe atenuou a 

resistência associada aos transportadores de efluxo de drogas (275). Além disso, o 

elacridar superou a resistência a inibidores da topoisomerase em cânceres de pulmão 

pequenas células (276) e gástrico (277). Adicionalmente, em câncer de próstata, foi 

demonstrado que a resistência ao olaparibe também poderia ser superada usando 

elacridar  (278). Além disso, células de câncer oral altamente resistentes à eribulina, 

como as KBV20C, foram sensibilizadas por um co-tratamento com uma baixa dose de 

elacridar (279). 

 

Figura 59. Representação esquemática dos efeitos da eribulina e elacridar sobre 
os modelos celulares leucêmicos. 

 

A eribulina causa anormalidades mitóticas que induzem a apoptose em células sanguíneas malignas. 
A resistência à eribulina está associada a marcadores específicos, como NF-kB, p-AKT e 
glicoproteína-P. O elacridar, um inibidor da glicoproteína-P, potencializa os efeitos antineoplásicos 
da eribulina, sugerindo que o tratamento combinado pode superar a resistência à eribulina. Imagem 
do autor. Criado com BioRender.com. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Em resumo, os resultados combinados de nossos estudos sobre STMN1 (Parte 

I), o composto sintético da classe dos ciclopenta[β]indois (C2E1) (Parte II) e a eribulina 

(Parte III) destacam o potencial dos microtúbulos como alvos terapêuticos nas 

leucemias. Demonstramos que a STMN1 está implicada na diferenciação 

granulocítica e na progressão do ciclo celular na leucemia promielocítica aguda (LPA), 

enquanto o composto C2E1 exibe efeitos antineoplásicos na LPA e nas leucemias 

agudas (LMA e LLA), abrindo caminho para modificações moleculares que ampliem 

sua eficácia. Além disso, demonstramos que a eribulina interrompe a dinâmica dos 

microtúbulos e sugerimos estratégias de tratamento combinado para superar a 

resistência à própria eribulina. Nossos resultados fornecem uma compreensão 

aprofundada da dinâmica dos microtúbulos e abrem portas para o desenvolvimento 

de novas abordagens terapêuticas para as leucemias, posicionando os microtúbulos 

como alvos promissores no tratamento dessas doenças hematológicas. 

Na Parte I, em relação à STMN1 em LPA, nossos resultados mostraram que 

STMN1 estava altamente expresso em LPA, mas não teve efeito sobre os resultados 

clínicos. STMN1 foi reduzido durante a diferenciação granulocítica, e sua atividade foi 

modulada durante a progressão do ciclo celular em células PML::RARα. Em modelos 

celulares de LPA, o agente farmacológico paclitaxel foi eficiente em induzir a 

estabilização dos microtúbulos, reduzir a viabilidade celular e aumentar a catástrofe 

mitótica como agente único ou combinado com ATRA, incluindo células resistentes ao 

ATRA. Nosso estudo fornece novas perspectivas sobre o papel de STMN1 e da 

dinâmica dos microtúbulos em LPA. 

Na Parte II, em relação ao Composto 2 (C2) em LPA, o presente estudo 

identificou um novo ciclopenta[β]indol sintético que exibe efeitos antineoplásicos, 

induzindo desregulação do ciclo celular e apoptose nas linhagens celulares NB4 e 

NB4-R2. Nossa análise molecular exploratória identificou redução de marcadores de 

proliferação e estabilidade de tubulina, e indução de marcadores de dano ao DNA e 

apoptose. Esses resultados lançam luz sobre a relação estrutura-atividade dos 

ciclopenta[β]indóis, permitindo novas modificações moleculares para melhorar a 

potência e seletividade, aumentando o arsenal antineoplásico. Em relação a 
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ampliação do estudo dos enantiômeros de C2 (C2E1 e C2E2), aprimoramos a 

compreensão da ligação do composto à tubulina, o que pode sugerir modificações 

moleculares para aumentar sua eficácia. Além disso, utilizando um painel 

molecularmente heterogêneo de neoplasias hematológicas, o C2E1 exibiu efeitos 

antileucêmicos relevantes. Nossos resultados apontam para o desenvolvimento de 

uma nova classe de agentes antimicrotúbulos sem resistência cruzada com agentes 

atualmente em uso clínico no tratamento oncológico. 

Na Parte III, finalmente, em relação à eribulina em modelos celulares de 

leucemias agudas, nossos dados indicam que a eribulina interrompe a dinâmica dos 

microtúbulos e leva à catástrofe mitótica e morte celular em células de câncer 

sanguíneo. A expressão e ativação dos alvos relacionados a MDR1, PI3K/AKT e NF-

κB podem ser biomarcadores da resposta à eribulina em neoplasias hematológicas. 

Além disso, o tratamento combinado de eribulina com elacridar pode superar a 

resistência a medicamentos nessas doenças. Estudos futuros devem determinar se a 

eribulina pode ser reposicionada para tratar cânceres sanguíneos. 
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ANEXO   
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