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Desidrocrotonina — Complexos de Inclusado — Estresse Oxidativo

Introdugao

Leucemogénese é um fendomeno complexo caracterizado por anomalias na

Viabilidade celular - agdo dos antioxidantes

Tabela 1. Valores de IC., obtidos apés pré-tratamento com antioxidantes (GSH, NAC, GSH+NAC) e seu depletor {(DEM), na
pesenga e auséncia de CsA.

proliferagdo e na diferenciagao que resultam na inibigdo da maturagdo e na expansado
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complexada a CD (DHC/RCD, DHC/MelRCD e DHC/HPRCD). B v 20 | 63725 | 47% 26 5732 ; "
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Células da Leucemia Humana (HL60) foram mantidas em cultura em suspensao DHC/MeRCD 250 45£ 1.5 55£ 28 3ﬁ£ 3.4 ?35 2.9 . IO “ ol ol AR i 0 L || i K N
em meio RPMI 1640 suplementado com 20% SFB, 100 U/mL de Penicilina e 100 pg/mL DHC/HPRCD 150 37+3,2 | 41+4,0 41+ 2,7 76+ 3,1 S dlI'rﬂatzmTengtug{;_:;Il}l HARAEER
de ES"'I"EP"'DmiCiﬂﬂ. DHC/HPBCD 250 36+ 2,3 36+ 2,9 3+ 3,2 60+ 2,3 Figura 2. Liberagdo de citocromo ¢ a partir de

membrana mitocondrial interna de células HL60 apés
tratamentos OUs tempos de exposicdo foram de 12 e 48
h na presenca e auséncia de ciclosporina (CsA) 1 pM.
Cada ponto representa a média de trés experimentos
realizados em triplicata (* P<0001 em relagdo ao
controle).

Figura 2 continuagao. 1. Controle; 2. DHC 150 pM; 3. DHC 250 pM; 4. BCD 250 pM; 5. DHC/.BCD 190 pM; 6. DHC/.BCD 250 pM; 7. DHC/.BCD 400
ph; 8. Me BCD 250 pM; 9. DHC/ MefBCD 150 pM; 10. DHC/ MeBCD 250 pM; 11. DHC/ MeBCD 400 pM; 12, HPELD 250 pM; 13. DHC/HPBCD 150
phh; 14, DHC/HPBRCD 250 pM; 15. DHC/HPRCD 400 i

Cada valor representa a média + 5.D. de trés experimentos em quatro replicatas. Os
dados foram normalizados em relagdo ao controle (todos os resultados apresentados
acima foram significativamente diferentes quando comparados ao controle, com

As anadlises que sequem foram realizadas apos exposicdo das celulas a DHC e *P<0,001).

complexos em ciclodextrinas (BCD, MeRCD e HPRCD) por diferentes tempos.

Viabilidade Celular - MTT
Apos o tratamento, foi adicionado as células o sal MTT (Bmg/mL), sequido de

incubagdo por 3 horas. O precipitado foi lavado e solubilizado em etanol absoluto. A
leitura foi realizada em espectrofotometro no comprimento de onda de 570nm.

Determinacao do Potencial de Membrana Mitocondrial (Aym)

Tabela 3. Porcentagem de perda de Aym em células HL6O apéds exposicdo d DHC e seus complexos de inclusdo na presenga e
auséncia de CsA (1 pm) ("p<0,09% em relagdo aos controles). Cada valor representa a média + SD de trés experimentos
realizados em triplicata.

Acdo de antioxidantes e depletor de 6SH
As células foram pré incubadas (1 hora) com antioxidantes - glutationa 1mM

Tempos de exposicao (h)

S , . Tratmentos (pnM)
(6SH), N-acetil-cisteina ImM (NAC) e GSH + NAC - e com depletor de GSH - dietil- - - - - PP 4
maleato 100pyM (DEM); sequido do tratamento com DHC e os complexos. Apos 72
horas foi realizado o ensaio de MTT. 1) Controle 2 L 0 12 5 L
2) DHC 150 16* 20* 14 30* 86* 84*
_ _ _ 3) DHC 250 18* 19* 28 50% 88 35*
SWB"II"IQ |1"II'|'OCOI"IdI"'ICI| 4) BCD 250 6 g 13 13 20N* 6
As mitocondrias foram isoladas de células e ressuspensas em tampdo CFS. A 5) DHC/BCD 150 25% 17# 19* 20% 36* 42*
absorbancia foi medida a 520 nm em 15 min a 25°C utilizando espectrofotometro. 6) DHC/BCD 250 217 22 207 22” 51 66°
7) DHC/3CD 400 17> 18* 19* 23* g3* 92"
. _ _ _ 8) MeBCD 250 7 3 3 13 17 3
Determinagao do Potencial de Membrana Mitocondrial (Aym) 9) DHC/MeBCD 150 TE 3% TE 76* 5% 5%
Foi utilizado o kit BD™ MitoScreen, que consiste na aplicagdo do fluorocromo 10) DHC/Me3CD 250 | 16* 21* 25* 33* 95 39*
lipofilico catidnico, JC-1 para citometria de fluxo. 11) DHC/MeBCD 400 | 19* 22" 21" 26* 85* 85"
12) HPI3CD 250 6 10 12 15 7 8
_ . _ 13) DHC/HPBCD 150 [ 20* 24% 21% 26 80* 36%
Liberagdo de Citocromo ¢ 14) DHC/HPBCD 250 |15 |23*  |20% |42 97+ 5%
As medidas de citocromo ¢ humano em lisados celulares foram feitas utilizando 15) DHC/HPBCD 400 | 21* 25* 253 55% 38 * 90 *

o Quantikine Cytochrome ¢ Immunoassay (ELISA sandwich da R&D Systems, USA).

Conclusoes e Perspectivas

Os resultados apresentados sdo referentes a células HL60O, o mesmo padrao de resposta foi
observado nas demais células utilizadas no desenvolvimento do projeto (U937, K562, K562
Lucena). Nossos resultados indicam que a inclusdo da desidrocrotonina em ciclodextrinas

Resultados

Viabilidade celular - acao da DHC livre e complexada
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Figura 1. Viabilidade celular medida pelo ensaio de MTT. Exposicdo de 72 horas a DHC e complexos. Cada ponto representa a média de
trés experimentos realizados em triplicata {* P<0,001 em relagdo ao controle).
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