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CTHs Células-tronco hematopoiéticas  

LMA Leucemia mieloide aguda  

LLA Leucemia linfoblástica aguda  

LMC Leucemia mieloide crônica 

LLC Leucemia linfocítica crônica  

INCA Instituto Nacional de Câncer 

TKIs Inibidores de tirosina quinase  

FDG F-2-desoxicose 

OXPHOS Fosforilação oxidativa mitocondrial  

redox Oxidação-redução  

ROS Espécies reativas de oxigênio  

mtPTP Poro de transição de permeabilidade mitocondrial 

mtDNA DNA mitocondrial  

nDNA DNA nuclear  

dNTP Desoxirribonucleotídeos Fosfatados 

PDGF Fatores de crescimento derivados de plaquetas  

BCR-ABL Gene derivado de uma translocação 

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular 

bFGF Fator de crescimento do fibroblasto básico 

2-AEH2F 2-Aminoetil Dihidrogeno Fosfato  

CD117 Proto-oncogene c-KIT 

Gr-1 Resposta gama de proteína 1 

CD34 Glicoproteína fator de adesão celular 

IRPTC 

Células normais do túbulo proximal imortalizadas de 

ratos  

HUVEC Células endoteliais de veias umbilicais humanas  

MDA-MB-231 Célula de câncer de mama humano triplo-negativo  

K562 Célula de leucemia mieloide crônica 

MDR+ Gene de perfil de resistência molecular  

MEC Cloridrato de meclizina  

CAR Receptor androstano constitutivo  

LBD Domínio de ligação do ligante  

Etn CDP-etanolamina  
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PE Fosfatidiletanolamina 

PCYT2 Fosfoetanolamina citidililtransferase 

MβCD Metil-β-ciclodextrina  

GD3 Disialoganglioside 

t-Bid Proteina pró-apoptótica 

rBAX Regulador apoptótico 

HMG-CoA hidroxi-metilglutaril A redutase  

LDL-C Lipoproteína de baixa densidade  

HDL Lipoproteína de alta densidade 

FPP Farnesil pirofosfato  

GGPP Geranilgeranil pirofosfato  

ETC Cadeia de transporte de elétrons  

GTPases Guanosina trifosfatases  

AMPK Quinase dependente de AMP  

mTOR Receptor alvo mecanístico da rapamicina 

RNAse Ribonuclease 

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle's 

CFSE-DA  Carboxifluoresceína 

p53 Proteina supressora tumoral 

bcl-2 Proteina antiapoptótica 

PCNA Antígeno nuclear de célula proliferante 

Trail DR-4 Receptor de morte 

CMSP Células mononucleares do sangue periférico  

RPMI Meio de cultura 

MS/MS Espectrometria de massas 

MTT Método colorimétrico 

INF-α Interferon-α  

RMC Resposta citogenética completa 

IFN Interferon  

T315I Gene 

A549 Células de câncer de pulmão  

PCYT2 Gene que codifica uma enzima que catalisa a formação 

de fosfoetanolamina citidiltransferase  
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LysoPE Lisofosfatidiletanolamina 

MCF-7  Adenocarcinoma de mama humano  

MTCH2 Homólogo 2 do portador mitocondrial 

B16-F10 Células melanoma murino 

Skmel-28 Células melanoma humano 

Mewo Células melanoma murino 

Hepa1c1c7 Célula de hepatocarcinama murino 

DNA Ácido desoxirribonucleico  

WBC Leucócitos totais 

NK Células assassinas naturais  

Akt Proteína quinase B 

PI3K Fosfoinositídeo 3-quinase 

Jak Proteina tirosina kinase fosforilada 

Stat5,6  Transdutor de sinal e ativador de transcrição 5 e 6 

TP53 Gene supressor tumoral  

E3 Ubiquitina ligase  

PUMA Modulador de apoptose 

Noxa Proteína 1 induzida por forbol-12-miristato-13-acetato 

p21 Proteína reguladora da transição da fase G1  

p27 Inibidor de quinase dependente de ciclina 1B 

iASPP Inibidor associado a RelA 

SMAC/DIABLO  Proteína mitocondrial 

TNF Fator de necrose tumoral  

Fas/APO1 Proteina reguladora de apoptose  

XIAP Inibidor da proteína de apoptose ligado ao X 
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Tabela 1. Relação dos grupos de tratamentos para a célula tumoral K562. 
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Figura 14. Varredura em massas representativos por infusão direta em espectro 

(MS/MS) MICROTOF-Bruker Daltonics do composto 2-aminoetil 

dihidrogeno fosfato. (a) 2-AEH2F F1; (b) 2-AEH2F F2. As medidas de massa 

foram realizadas em modo positivo, com faixa de massa entre 100-240 m/z, 

energia iônica de 5,0 V, fluxo de gás nitrogênio de 12,0 L min-1, multiplicador 

de 1,0, capilar de 3,0 kV e tensão de cone de 35 V. 

Tabela 2. Valores de IC50% obtidos após os tratamentos com compostos isolados na 

célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 por um 

período de 24h. 

Figura 15. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células tumorais foram tratadas com diferentes concentrações com o 2-

AEH2F F1 no período de 24h. (a) Fotomicrografias representativas da 

análise morfológica das células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra 

a correlação do efeito citotóxico expresso em média±DP de três 

experimentos independentes. 

Figura 16. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com o 2-AEH2F F2 no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 17. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com o Cloridrato de 

Meclizina no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica 

das células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do 

efeito citotóxico expresso em média±DP de três experimentos 

independentes. 

Figura 18. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com a Metil-β-

ciclodextrina no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica 

das células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do 

efeito citotóxico expresso em média±DP de três experimentos 

independentes. 

Figura 19. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com a Metformina no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 20. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com a Sinvastatina no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 
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tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 21. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com o Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das 

células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito 

citotóxico expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Tabela 3. Valores de IC50% obtidos após os tratamentos com associação com Mesilato 

de Imatinibe na célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem 

K562 por um período de 24h. 

Figura 22. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado ao 2-AEH2F F1 em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 23. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado ao 2-AEH2F F2 em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 24. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado ao Cloridrato de Meclizina em diferentes concentrações 

no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 25. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado a Metil-β-Ciclodextrina em diferentes concentrações no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 26. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado a Metformina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 27. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado a Sinvastatina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 28. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado ao Cloridrato de Meclizina em diferentes concentrações no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 29. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado a Metil-β-Ciclodextrina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 30. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado a Metformina em diferentes concentrações no período de 24h. (a) 

Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 31. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado a Sinvastatina em diferentes concentrações no período de 24h. 

(a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 32. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado ao Cloridrato de Meclizina em diferentes concentrações no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 33. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado a Metil-β-Ciclodextrina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 
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K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 34. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado a Metformina em diferentes concentrações no período de 24h. (a) 

Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 35. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado a Sinvastatina em diferentes concentrações no período de 24h. 

(a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 

Figura 36. Fotomicrografias eletrônicas representativas do grupo controle de 
células da linhagem de leucemia mieloide crônica humana (K562). 
Obtidas em microscópio eletrônico de transmissão Morgani modelo 268D. 
(a) Células tumorais K562 apresentando características morfológicas 
variadas, algumas contendo vesículas endocíticas (círculos) e o plano de 
corte revelou diversas projeções digitiformes (setas), barra 10µm; (b) Núcleo 
(N), Retículo Endoplasmático Rugoso (seta), mitocôndrias (m), 
heterocromatina associada à lâmina nuclear (cabeça de seta), barra 1µm. 
(c) Célula tumoral K562 apresentando dois nucléolos (asteriscos), Núcleo 
(N), barra 5µm. (d) Núcleo (N), mitocôndrias (m), Complexo de Golgi 
(círculo), barra 1µm. (e) Projeção da membrana plasmática em formação de 
vesícula (V), observa-se conteúdo citoplasmático no interior da vesícula em 
formação, barra 0,5µm. (f)  Dupla camada do envoltório nuclear 
apresentando espaçamento normal da cisterna, com cromatina associada à 
lâmina interna (seta), poro nuclear (cabeça de seta), núcleo (N), invaginação 
da membrana plasmática com a presença de conteúdo de eletrondensidade 
diferenciada, barra 0,5µm. 

Figura 37. Fotomicrografias eletrônicas representativas do grupo tratado com 2-

AEH₂F F1 de células da linhagem de leucemia mieloide crônica humana 

(K562). Obtidas em microscópio eletrônico de transmissão Morgani modelo 

268D. (a) Características gerais das células tumorais K562 tratadas, célula 

em apoptose (asterisco), núcleo (N), barra 5µm; (b) Vesículas endocíticas 

(círculo), Núcleo (N), barra 5µm. (c) Célula tumoral K562 apresentando 

vacuolização citoplasmática, núcleo (N), vacúolos (V), barra 5µm. (d) 

Detalhe dos vacúolos citoplasmáticos referente à figura “C”, barra 5µm. (e) 

Célula tumoral K562 em processo apoptótico, produzindo projeções 

citoplasmáticas semelhantes a exossomas (setas), barra 5µm. (f) Detalhe 

de mitocôndria apresentando alteração morfológica interna e formação de 

estruturas semelhantes a vacúolos (setas), barra 0,5µm. 

Figura 38. Fotomicrografias eletrônicas representativas do grupo tratado com 2-

AEH₂F F2 de células da linhagem de leucemia mieloide crônica humana 
(K562). Obtidas em microscópio eletrônico de transmissão Morgani modelo 
268D. (a) Características gerais das células tumorais K562 tratadas, observa-



23 
 

se formação de debris celulares provenientes do processo de apoptose 
(asteriscos), barra 10µm; (b) Célula tumoral K562 com dois núcleos 
apresentando padrão heterogêneo da cromatina (N), vacúolos citoplasmáticos 
(círculo), barra 5µm. (c) Célula tumoral K562 apresentando morfologia alterada, 
sem definição de organelas citoplasmáticas, heterocromatina condensada e 
polarizada em uma região do núcleo (asterisco), nucléolo apresentando 
alteração morfológica (seta), vacúolos citoplasmáticos (círculo), barra 2µm. (d) 
Detalhe dos vacúolos citoplasmáticos referente à figura “C”, região íntegra do 
envoltório nuclear (chave), região de afastamento anormal do envoltório nuclear 
criando um aumento do espaço da cisterna perinuclear entre o nucleoplasma e 
o citoplasma (setas), formando estrutura semelhante a uma vesícula com 
conteúdo interno (asterisco), barra 5µm. (e) Vesículas endocíticas (asteriscos), 
Núcleo picnótico (Np), vacúolos citoplasmáticos (V), mitocôndrias apresentando 
vacúolos internos (setas), barra 5µm; (f) Detalhe das mitocôndrias 
apresentando alterações morfológicas e formação de estruturas semelhantes a 
vacúolos internos (setas), com degradação, barra 0,5µm. 

Figura 39. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica da linhagem K562. As células foram tratadas em diferentes 

concentrações com o 2-AEH2F F1 isolado e associado ao Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots representativos 

da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) Distribuição das 

fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de barras mostrando a 

correlação do efeito no ciclo celular expresso como média ± DP de três 

experimentos independentes.  Diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo 

Figura 40. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica da linhagem K562. As células foram tratadas em diferentes 

concentrações com o 2-AEH2F F2 isolado e associado ao Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots representativos 

da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) Distribuição das 

fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de barras mostrando a 

correlação do efeito no ciclo celular expresso como média ± DP de três 

experimentos independentes. Diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 41. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com o Cloridrato de Meclizina isolado e associado 

ao Mesilato de Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots 

representativos da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) 

Distribuição das fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de 

barras mostrando a correlação do efeito no ciclo celular expresso como 

média ± DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 42. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com a MβCD isolada e associada ao Mesilato de 
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Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots representativos 

da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) Distribuição das 

fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de barras mostrando a 

correlação do efeito no ciclo celular expresso como média ± DP de três 

experimentos independentes.  Diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p<0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 43. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com a Metformina isolada e associada ao Mesilato 

de Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots 

representativos da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) 

Distribuição das fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de 

barras mostrando a correlação do efeito no ciclo celular expresso como 

média ± DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 44. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com a Sinvastatina isolada e associada ao 

Mesilato de Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots 

representativos da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) 

Distribuição das fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de 

barras mostrando a correlação do efeito no ciclo celular expresso como 

média ± DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 45. Análise do potencial elétrico mitocondrial (ΔΨm) na célula de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As 

células foram tratadas com os compostos isolados nos valores de IC50% por 

um período de 24h. (a) DensityPlots representativos da distribuição de 

acordo com ΔΨm. (b) Gráfico de barras mostrando o ΔΨm expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 46. Análise do potencial elétrico mitocondrial (ΔΨm) na célula de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As 

células foram tratadas com os compostos associados ao Mesilato de 

Imatinibe nos valores de IC50% obtidos anteriormente por um período de 24h. 

Gráfico de barras mostrando o ΔΨm expresso como média±DP de três 

experimentos independentes. DensityPlots representativos da distribuição 

de acordo com ΔΨm. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes 

de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e 

*** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 47. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos isolados nos valores de IC50% por um período de 

24h. (a) Histogramas representativos do índice proliferativo obtido através 

do Software WinMDI 5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de 

três experimentos independentes do índice proliferativo da célula tumoral 

K562. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações 

múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

ns=não significativo 

Figura 48. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos isolados nos valores de IC50% por um período de 

48h. (a) Histogramas representativos do índice proliferativo obtido através 

do Software WinMDI 5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de 

três experimentos independentes do índice proliferativo da célula tumoral 

K562. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações 

múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

ns=não significativo 

Figura 49. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos associados ao Mesilato de Imatinibe nos valores 

de IC50% obtidos anteriormente por um período de 24h. (a) Histogramas 

representativos do índice proliferativo obtido através do Software WinMDI 

5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de três experimentos 

independentes do índice proliferativo da célula tumoral K562. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e 

Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo 

Figura 50. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos associados ao Mesilato de Imatinibe nos valores 

de IC50% obtidos anteriormente por um período de 24h. (a) Histogramas 

representativos do índice proliferativo obtido através do Software WinMDI 

5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de três experimentos 

independentes do índice proliferativo da célula tumoral K562. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e 

Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Tabela 4. Análise da expressão dos marcadores nas células tumorais da linhagem K562 

após os tratamentos. 

Figura 51. Análise da expressão de p53 em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína p53 obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína p53. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 52. Análise da expressão de Bad em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína Bad obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína Bad. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 53. Análise da expressão de Bax em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína Bax obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína Bax. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 54. Análise da expressão de Bcl-2 em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína Bcl-2 obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína Blc-2. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 55. Análise da liberação de Citocromo C em células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por 

citometria de fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) 

DensityPlots representativos das células liberando Citocromo C obtido 

através do Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como 

média ± DP de três experimentos independentes da porcentagem de células 

K562 liberando Citocromo C. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 56. Análise da expressão de Caspase 3 em células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por 

citometria de fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) 

DensityPlots representativos das células expressando Caspase 3 obtido 

através do Software FCS Express.  (b) Gráficos de barra expressos como 

média ± DP de três experimentos independentes da porcentagem de células 

K562 expressando Caspase 3. As diferenças estatísticas foram obtidas 

pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, 

** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 57. Análise da expressão do receptor Trail-DR4 em células de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada 
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por citometria de fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) 

DensityPlots representativos das células expressando receptor de morte 

celular Trail-DR4 obtido através do Software FCS Express. (b) Gráficos de 

barra expressos como média ± DP de três experimentos independentes da 

porcentagem de células K562 expressando o receptor de morte celular Trail-

DR4. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações 

múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

ns=não significativo. 

Figura 58. Análise da expressão do PCNA em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando o PCNA obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando o PCNA. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes 

de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e 

*** p <0,001. ns=não significativo. 

Tabela 5. Identificação das amostras  

Figura 59. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 1 (DCR) de sangue coletada, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 60. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 1 (DCR) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 61. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 2 (MRH) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 



28 
 

Figura 62. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 2 (MRH) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 63. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 3 (SMC) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 64. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 3 (SMC) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 65. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 4 (MGA) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 66. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.  Amostra 4 (MGA) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 
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Figura 67. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 5 (TADO) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 68. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.  Amostra 5 (TADO) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 69. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.   Amostra 6 (RCBA) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 70. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.  Amostra 6 (RCBA) de sangue coletado, processada e 

tratada com diversas concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) 

DensityPlots representativos da distribuição de acordo com a ativação dos 

neutrófilos. (b) Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos 

expresso como média±DP de três experimentos independentes. As 

diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas 

ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não 

significativo. 

Figura 71. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 1 (DCR) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 72. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 2 (MRH) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2.  

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA 

e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 73. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 3 (SMC) tratadas 

com diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experiências independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 74. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 4 (MGA) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experiências independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 75. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 5 foram (TADO) 

tratadas em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento 

com o composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F 

F2. Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso 

em média±DP de três experiências independentes. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA 

e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 76. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 6 (RCBA) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experiências independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Figura 77. Determinação do efeito aditivo, sinérgico ou antagônico em células de 

leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. (a) Associação 2-

AEH2F F1+Mesilato de Imatinibe; (b) Associação 2-AEH2F F2+Mesilato de 

Imatinibe. O efeito antagônico é observado no espaço colorido entre o 

branco e o verde (≤0), o efeito aditivo e o sinergismo são observados no 
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espaço colorido entre o branco e o vermelho (> 0 e 10 sinérgico). A 

saturação da cor é proporcional à magnitude da diferença entre esses 

valores; Tabelas mostrando a combinação de drogas e a pontuação de 

sinergia para essas combinações. 

Figura 78. Determinação do efeito aditivo, sinérgico ou antagônico em células de 

leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. (a) Associação 

Metil-β-Ciclodextrina+Mesilato de Imatinibe; (b) Associação Cloridrato de 

Meclizina+Mesilato de Imatinibe. O efeito antagônico é observado no espaço 

colorido entre o branco e o verde (≤0), o efeito aditivo e o sinergismo são 

observados no espaço colorido entre o branco e o vermelho (> 0 e 10 

sinérgico). A saturação da cor é proporcional à magnitude da diferença entre 

esses valores; Tabelas mostrando a combinação de drogas e a pontuação 

de sinergia para essas combinações. 

Figura 79. Determinação do efeito aditivo, sinérgico ou antagônico em células de 

leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. (a) Associação 

Metformina+Mesilato de Imatinibe; (b) Associação Sinvastatina+Mesilato de 

Imatinibe. O efeito antagônico é observado no espaço colorido entre o 

branco e o verde (≤0), o efeito aditivo e o sinergismo são observados no 

espaço colorido entre o branco e o vermelho (> 0 e 10 sinérgico). A 

saturação da cor é proporcional à magnitude da diferença entre esses 

valores; Tabelas mostrando a combinação de drogas e a pontuação de 

sinergia para essas combinações. 
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Conceição, TO. Avaliação do potencial antiproliferativo do composto 2-aminoetil 

dihidrogeno fosfato e associações farmacológicas em linhagem de células de 

leucemia mieloide crônica humana K562. [Tese]. São Paulo: Faculdade de 

Medicina, Universidade de São Paulo, 2022. 

A leucemia mieloide crônica é uma neoplasia oncohematológica 

mieloproliferativa maligna caracterizada por uma proliferação clonal de células-

tronco hematopoética. Apresenta alta taxa de sucesso nos tratamentos com 

inibidores de tirosina quinase, porém com taxas de resistência ao tratamento, o 

que tem levado ao desenvolvimento de novos medicamentos. O presente 

trabalho avaliou os efeitos antitumorais, citotóxicos e de modulação da atividade 

mitocondrial e metabólico, do Cloridrato de meclizina, Metil-β-ciclodextrina, 

Sinvastatina, Metformina e do 2-AEH2F F1 e F2 associados ao Mesilato de 

Imatinibe, em linhagem tumoral de leucemia humana K562.  Foi avaliado os 

efeitos da toxicidade e determinado a concentração inibitória (IC50%) pelo teste 

colorimétrico MTT. Foram avaliadas as alterações morfológicas e ultraestruturais 

envolvidas no processo de apoptose. A expressão de marcadores envolvidos 

nas vias de morte celular, proliferação, potencial elétrico mitocondrial e ciclo 

celular foi avaliado por citometria de fluxo. Os tratamentos isolados com 2-AEH2F 

F1 e F2, Cloridrato de Meclizina, Metformina, Sinvastatina e Mesilato de 

Imatinibe, promoveram citotoxicidade e redução do índice proliferativo nas 

linhagens tumorais de leucemia mieloide crônica K562, resultado também 

observado nas condições de tratamento quando associados ao Mesilato de 

Imatinibe. O tratamentos com o composto 2-AEH2F F1 e Sinvastatina 

promoveram parada na fase S do ciclo celular, enquanto os tratamentos com 2-

AEH2F F2 promoveu para na fase G2/M do ciclo celular, para a Meclizina, houve 

redução da fase G0/G1, redução do potencial elétrico mitocondrial e aumento de 

DNA fragmentado. O tratamento com os compostos 2-AEH2F F1 e F2 em 

leucócitos monomorfonucleares não induziram toxicidade, ou inibição de 

resposta proliferativa. Conclui-se que os tratamentos com 2-AEH2F F1 e F2 e 

Sinvastatina, sugerem modulação na via intrínseca da apoptose reduzindo a 

expressão de Bcl-2, aumento de p53, Bax e caspase 3 e liberação do citocromo 

c. O Cloridrato de Meclizina, a Metformina e as associações com o Mesilato de 

Imatinibe, modularam a expressão de proteínas pró-apoptóticas da via 

extrínseca, com aumento de expressão do receptor Trail-DR4, ocorrendo 

possivelmente o crostalk da via extrínseca. O conjuntos de resultados demonstra 

potencial in vitro para o tratamento de leucemia mieloide crônica humana. 

Descritores: Mitocôndria; leucemia; hipoglicemiantes, monofosfoester, 

estatinas, apoptose 
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Conceição, TO. Evaluation of the antiproliferative potential of the compound 2-

aminoethyl dihydrogen phosphate and pharmacological associations in human 

chronic myeloid leukemia cell line K562. [Thesis]. Sao Paulo: Faculty of Medicine, 

University of Sao Paulo, 2022. 

Chronic myeloid leukemia is a malignant myeloproliferative oncohematologic 

neoplasm characterized by a clonal proliferation of hematopoietic stem cells. It 

has a high success rate in treatments with tyrosine kinase inhibitors, but with 

rates of resistance to treatment, which has led to the development of new drugs. 

The present work evaluated the antitumor, cytotoxic, and modulating effects of 

mitochondrial and metabolic activity of meclizine hydrochloride, Methyl-β-

cyclodextrin, Simvastatin, Metformin and 2-AEH2F F1 and F2 associated with 

imatinib mesylate, in a tumor cell line of human leukemia K562. The effects of 

toxicity were evaluated and the inhibitory concentration (IC50%) was determined 

by the MTT colorimetric test. The morphological and ultrastructural changes 

involved in the apoptosis process were evaluated. The expression of markers 

involved in cell death, proliferation, mitochondrial electrical potential, and cell 

cycle pathways was evaluated by flow cytometry. The isolated treatments with 2-

AEH2F F1 and F2, Meclizine Hydrochloride, Metformin, Simvastatin and imatinib 

mesylate, promoted cytotoxicity and reduced proliferative index in K562 chronic 

myeloid leukemia tumor lines, a result also observed in the treatment conditions 

when associated with Imatinib Mesylate. The treatments with the compound 2-

AEH2F F1 and Simvastatin promoted arrest in the S phase of the cell cycle, while 

the treatments with 2-AEH2F F2 promoted to the G2/M phase of the cell cycle, 

for Meclizine, there was a reduction in the G0/G1 phase, reduction of 

mitochondrial electrical potential and increase of fragmented DNA. Treatment 

with 2-AEH2F compounds F1 and F2 in monomorphonuclear leukocytes did not 

induce toxicity, or inhibition of proliferative response. It is concluded that the 

treatments with 2-AEH2F F1 and F2 and Simvastatin, suggest modulation in the 

intrinsic pathway of apoptosis, reducing the expression of Bcl-2, increase of p53, 

Bax and caspase 3 and release of cytochrome c. Meclizine Hydrochloride, 

Metformin and associations with Imatinib Mesylate, modulated the expression of 

pro-apoptotic proteins of the extrinsic pathway, with increased expression of the 

Trail-DR4 receptor, possibly causing the crostalk of the extrinsic pathway. The 

result set demonstrates in vitro potential for the treatment of human chronic 

myeloid leukemia. 

Descriptors: Mitochondria; leukemia; hypoglycemic agents, monophosphoester, 

statins, apoptosis 
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 1.1. Câncer 

O câncer pode ser definido como um conjunto de capacidades funcionais 

adquiridas por células humanas, que geram crescimento neoplásico decorrente 

de acúmulo de mutações que levam a proliferação desordenada e capacidade 

invasiva de tecidos e órgãos, capacidades que são cruciais para formação, 

manutenção e progressão de tumores malignos 1. 

Bob Weinberg e Douglas Hanahan enumeraram as principais 

características compartilhadas que unem todos os tipos de células tumorais ao 

nível do fenótipo celular. As oito marcas propostas, atualmente compreendem as 

capacidades adquiridas para sustentar a sinalização proliferativa, evitar 

supressores de crescimento, resistir à morte celular, permitir a imortalidade 

replicativa, induzir/acessar vasculatura, ativar invasão e metástase, reprogramar 

o metabolismo celular e evitar a destruição imunológica 2. Como marcas 

emergentes do câncer, foi proposto a desregulamentação do metabolismo 

celular e a prevenção da destruição imunológica (Figura 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. As marcas do câncer. Fonte: Hanahan, G. (2011). Hallmarks of Cancer: The 

Next Generation. 

Com o avanço dos estudos, foi observado que somente essas 

características não abordam as complexidades patogênicas do câncer, pois são 

necessários outros mecanismos moleculares e celulares para que células pré-
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neoplásicas em evolução, desenvolvam e adquiram capacidades fenotípicas 

aberrantes sustentando assim o desenvolvimento do tumor e progressão 

maligna. Foi acrescentado outras quatro marcas que podem estar envolvidos 

diretamente nessa progressão, o desbloqueio da plasticidade fenotípica, 

reprogramação epigenética não mutativa, os microbiomas polimórficos e a 

senescência celular (Figura 2) 1. 

Figura 2. As marcas do câncer. Fonte: Hanahan, G. (2022). Hallmarks of Cancer: New 

Dimensions. 

Levando em consideração todas essas características, hoje o câncer é 

considerado um dos principais problemas de saúde pública no mundo e uma 

importante barreira para o aumento da expectativa de vida em todos os países 

do mundo, ocupando a quarta posição em mortes prematuras (Figura 3) 3,4. 

Verifica-se aumento dos tipos de câncer relacionados a melhoria das condições 

socioeconômicas, como sedentarismo, alimentação inadequada, entre outros, 

com redução dos tipos de câncer associados a infecções 5. 
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Figura 3. Ranking Nacional de Câncer como Causa de Morte em Idades < 70 Anos 

em 2020. Os números de países representados em cada grupo de 

classificação estão incluídos na legenda. Fonte: Organização Mundial da 

Saúde. 

Houve uma estimativa de 19,3 milhões de novos casos e 10 milhões de 

mortes por câncer em todo o mundo em 2020. Os 10 principais tipos de câncer 

para casos e mortes estimados em todo o mundo para homens e mulheres são 

o câncer de mama feminino (11,7% do total de casos), seguido pelos cânceres 

de pulmão (11,4%), colorretal (10,0%), próstata (7,3%) e estômago (5,6%). O 

câncer de pulmão é a principal causa de morte por câncer (18,0% do total de 

mortes por câncer), seguido por câncer colorretal (9,4%), fígado (8,3%), 

estômago (7,7%) e câncer de mama feminino (6,9%) 3,4.  

O Instituto Nacional do Câncer José de Alencar (INCA) estima para o 

Brasil, a cada ano do triênio 2020-2022 que ocorrerão em média 625 mil novo 

casos de câncer. O câncer de pele não melanoma será o mais incidente (177 

mil), seguido pelos cânceres de mama e próstata (66 mil cada), cólon e reto (41 

mil), pulmão (30 mil) e estômago (21 mil) 5. 

1.2. Leucemia  

As células-tronco hematopoiéticas (CTHs) na medula óssea produzem 

continuamente células progenitoras que se multiplicam e se diferenciam em 

células sanguíneas e imunes totalmente funcionais das várias linhagens, como 

eritrócitos, granulócitos, plaquetas, entre outros elementos celulares (Figura 4) 
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6. Este processo é absolutamente vital e é mantido ao longo de nossas vidas 

pela capacidade de auto renovação dos CTHs para garantir que haja sempre um 

número suficiente de células sanguíneas maduras de curta duração 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diagrama de hematopoiese normal. Fonte: Chopra & Bohlander. (2019). 

The cell of origin and the leukemia stem cell in acute myeloid leukemia. 

As leucemias constituem um grupo heterogêneo de neoplasias 

oncohematológicas decorrentes da proliferação clonal de células 

hematopoiéticas na medula óssea e/ou nos tecidos linfoides, que, 

posteriormente, atingem a circulação periférica e podem infiltrar-se em outros 

sistemas 8,9. As células leucêmicas originam-se a partir de uma mutação 

somática em uma única célula-tronco ou célula primordial (CTHs), a qual forma 

o clone leucêmico. A transformação leucêmica pode ocorrer em diferentes fases 

da diferenciação de precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza como 

uma doença heterogênea sob o aspecto biológico e morfológico (Figura 5) 10–12.  

As leucemias agudas, que compreendem a leucemia mieloide aguda 

(LMA) e a leucemia linfoblástica aguda (LLA), são progressivas e agressivas 

caracterizadas por rápida proliferação de células imaturas 13. Isso ocorre porque 

a célula que origina o clone neoplásico é um precursor cuja alteração mutacional 

causa perda da capacidade maturativa, com consequente acúmulo de blastos 
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na medula óssea e no sangue periférico 14. Na leucemia mieloide crônica (LMC) 

e a leucemia linfocítica crônica (LLC), as mutações permitem a manutenção da 

capacidade de diferenciação e maturação celular, havendo um característico 

aumento no número de células maduras na medula óssea e no sangue periférico 

15. 

Figura 5. modelo de desenvolvimento de leucemia a partir da diferenciação 

mieloide bloqueada. Fonte: Rosenbauer & Tenen. (2007). Transcription 

factors in myeloid development: balancing differentiation with transformation. 

Segundo o INCA, a estimativas de novos casos de leucemia no Brasil são 

de 10.810, sendo 5.920 homens e 4.890 mulheres, com número de mortes 

totalizando 6.738, sendo 3.703 homens e 3.035 mulheres (Atlas de Mortalidade 

por Câncer - INCA). 

1.3. Leucemia Mieloide Crônica   

A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa 

maligna caracterizada por uma proliferação clonal de células-tronco 
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hematopoéticas (Figura 6) 16. A LMC foi a primeira doença maligna relacionada 

a uma anormalidade citogenética, com patogênese amplamente estudada 17. Os 

avanços neste campo permitiram o desenvolvimento de terapias direcionadas 

com inibidores de tirosina quinase (TKIs) com altas taxas de sucesso terapêutico, 

aumentando substancialmente a sobrevida do paciente e a prevalência da 

doença 18. Quanto à incidência, a LMC atinge cerca de 0,7-1,3/100.000, com 

idade mediana no diagnóstico de 56-60 anos e uma razão masculino/feminino 

de 1,2-1,7, essa taxa tem se mantido estável nos últimos anos 19. No que se 

refere ao perfil sociodemográfico dos pacientes com LMC, há uma 

predominância um pouco maior entre os homens, e o diagnóstico geralmente 

ocorre por volta da sexta ou sétima década de vida 20. 

Figura 6. Diagrama ilustrando características dos genes de transformação de 

células-tronco hematopoiéticas em clones de leucemia mieloide crônica 

(LMC). Fonte: Minciacchi et al. (2021). Chronic Myeloid Leukemia: A Model 

Disease of the Past, Present and Future. 
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A LMC é caracterizada pela presença do cromossomo Philadelphia, 

resultado de uma translocação recíproca balanceada entre os braços longos dos 

cromossomos 9 e 22 [t (9; 22) (q34; q11)]. A fusão do gene da leucemia murina 

Abelson (ABL) no cromossomo 9 com o gene breakpoint cluster region (BCR) no 

cromossomo 22 resulta no gene de fusão BCR-ABL1, que codifica a 

oncoproteína BCR-ABL (Figura 7) 16,21,22. Esta proteína é uma tirosina quinase 

persistentemente ativa que promove replicação irrestrita, diferenciação 

inadequada e resistência à apoptose 23.  A contínua proliferação dessas células-

tronco com alta capacidade de diferenciação favorece o aparecimento de 

mutações adicionais que podem proporcionar resistência ao tratamento padrão 

representando um impacto negativo no prognóstico 24. 

Figura 7. Características Genéticas do Cromossomo Philadelphia. Fonte: Foà & 

Chiaretti. (2022). Philadelphia Chromosome–Positive Acute Lymphoblastic 

Leukemia. 

Apesar da alta taxa de sucesso nos tratamentos com TKIs, o surgimento 

de resistência aos TKIs tem levado ao desenvolvimento de novos medicamentos 

e a imunoterapia tem sido considerada uma alternativa para esses pacientes, 

com o objetivo de reduzir a recorrência da doença e o uso crônico de 

medicamentos 23,25.  

1.4. Atividade mitocondrial 

Otto Warburg, a mais de 90 anos observou que as células tumorais 

produzem lactato excessivo na presença de oxigênio, um estado que ele chamou 

de "glicólise aeróbica" 26–28. Durante o século XX, foi realizado um esforço 
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considerável para determinar se a via metabólica da glicólise aeróbica é devido 

a defeitos na fosforilação oxidativa mitocondrial (OXPHOS) e metabólicas 29. 

Muitos parâmetros celulares vitais são controlados pelas mitocôndrias. 

Estes incluem a regulação da produção de energia, a modulação do status de 

oxidação-redução (redox), a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

controle dos níveis do cálcio citosolico (Ca2+), contribuição para precursores 

biossintéticos citosômicos como acetil-CoA e pirimidinas, e iniciação da 

apoptose através da ativação do poro de transição de permeabilidade 

mitocondrial (mtPTP). Mudanças nesses parâmetros podem afetar vias de 

biossíntese, vias de transdução de sinal celular, fatores de transcrição e estrutura 

de cromatina para mudar de um estado quiescente e diferenciado da célula para 

um que prolifera ativamente 30. 

O DNA mitocondrial (mtDNA) contém os 13 genes relacionados a 

fosforilação oxidativa mitocondrial (OXPHOS), enquanto o DNA nuclear (nDNA) 

contém todos os genes OXPHOS restantes, bem como os genes para 

metabolismo mitocondrial e sua biogênese 30. 

A disfunção mitocondrial leva ao desequilíbrio lipídico e à superprodução 

de espécies reativas de oxigênio (ROS). O estresse oxidativo pode quebrar a 

homeostase no nível celular, como morte celular por apoptose, degeneração e 

necrose celular, peroxidação lipídica da membrana, superprodução de citocinas 

pró-inflamatórias, ativação das células hepáticas ou fibrogênese. Diferentes tipos 

de danos ao mtDNA podem causar mutações e deleções pontuais, aumentar o 

nível de 8-hidroxi-desoxigguanosina e o desenvolvimento de doença hepática 

gordurosa não alcoólica 31. 

A expressão de enzimas no metabolismo lipídico é regulada 

negativamente, incluindo os genes CPT1 e acil-CoA sintetase na translocação 

de ácidos graxos de cadeia longa ou outras enzimas envolvidas na β-oxidação, 

levando ao acúmulo de ácidos graxos de cadeia longa no plasma. A β-oxidação 

defeituosa é provavelmente responsável pela depleção do dNTP e perda gradual 

do mtDNA do fígado 32. 
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1.5. Mesilato de Imatinibe  

O Mesilato de Imatinib (Gleevec®, Glivec®) é um inibidor de tirosina 

quinase sintético usado no tratamento da leucemia mieloide crônica (LMC) 33. 

Foi especificamente desenvolvido para inibir a proteína de fusão da região do 

cluster de breakpoint (BCR)-Abelson (ABL) que resulta da anormalidade 

cromossômica conhecida como cromossomo Philadelphia (Figura 8) 33,34. 

Também promove inibição dos receptores de tirosina quinases ligados a fatores 

de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e de células-tronco 34. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Mecanismo de ação do Mesilato de Imatinibe. Fonte: Foà & Chiaretti. 

(2022). Philadelphia Chromosome–Positive Acute Lymphoblastic Leukemia. 

Estudos in vitro, mostraram que o Mesilato de Imatinibe inibiu 

significativamente o crescimento e induziu apoptose de células cromossomos-

positivas Philadelphia derivadas do LMC (Ph+) expressando BCR-ABL, 

enquanto as linhagens de células normais não foram afetadas 33,35. Também tem 

mostrado atividade in vivo em modelos de tumores regulados por PDGF, 

incluindo glioblastoma, dermatofibrosarcoma e leucemia mielomonocítica 

crônica. Os efeitos antiangiogênicos têm sido demonstrados pela inibição do 

PDGF, VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e bFGF (fator de 

crescimento do fibroblasto básico) 36–38.  

Estudos iniciais sobre alterações na medula óssea associadas à terapia 

do Mesilato de Imatinibe em pacientes com LMC sugeriram uma normalização 

da eritropoiese, produzindo mudanças acentuadas na histopatologia da medula 

óssea de pacientes que responderam à terapia 39. 
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Resistência primária ou adquirida ao Mesilato de Imatinibe é comum em 

pacientes com LMC avançado. Existem vários mecanismos de resistência e a 

maioria envolve a reativação da sinalização BCR-ABL 33. Medições seriais dos 

níveis de transcrição BCR-ABL e triagem mutacional ABL podem ajudar a 

identificar a presença de mutações de domínio de tirosina BCR-ABL e, assim, 

resistência emergente 33,40. 

A combinação de Mesilato de Imatinibe e outros agentes terapêuticos, 

como interferon-α, citarabina e doxorubicina, tem sido demonstrada para 

melhorar os efeitos citotóxicos do Mesilato de Imatinibe in vitro 39. 

1.6. 2-Aminoetil Dihidrogeno Fosfato (2-AEH2F) 

O monofosfoester 2-AEH2F (Figure 9) é uma molécula envolvida no 

turnover de fosfolipídios, agindo como um precursor na síntese de fosfolipídios 

de membrana, entre eles fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolamina, ambos 

participam das vias de sinalização lipídica atuando como ligantes ou gerando 

substratos intermediários 41,42. Nosso grupo de pesquisa vem relatando efeitos 

antiproliferativos em uma ampla variedade de linhagens de células tumorais. 

Estudos in vivo o tratamento de camundongos com o 2-AEH2F exibe efeitos 

antiproliferativos em modelo de leucemia promielocítica aguda (APL) reduzindo 

o número de células mieloides imaturas CD117 e Gr-1 na medula óssea, baço e 

fígado. O 2-AEH2F reduz a expansão de clones com expressão de CD34/CD117, 

CD34 e Gr-1 na medula óssea. Além disso, 2-AEH2F induz a apoptose de células 

imaturas no baço e no fígado 43. 

Outro estudo in vivo avaliou a administração intravenosa do 2-AEH2F em 

doses escalonadas em cães, mostrando que a droga é segura, não foi observado 

advento de mortalidade durante o período de estudo ou toxicidade aguda. Não 

é um medicamento com propriedades hemolíticas ou que induza anemia. Não 

leva a alterações nas funções hepáticas e renais e foi capaz de modular a 

produção de leucócitos. 2-AEH2F é um composto com potencial antitumoral, 
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sendo útil para futuros tumores veterinários e humanos, como uma combinação 

de agentes quimioterápicos 44.  

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Estrutura química do 2-Aminoetil Dihidrogeno Fosfato. Fonte: 

https://www.selleckchem.com/datasheet/o-phosphoethanolamine-S648301-

DataSheet.html. 

O 2-AEH2F apresenta efeitos antiproliferativos e pró-apoptóticos em 

células do melanoma (B16-F10 e SKMEL) induzindo uma parada na fase G2/M 

do ciclo celular com a perda do potencial mitocondrial e aumento da atividade da 

caspase-3 fosforilada. No modelo de carcinoma renal murino é mais sensível a 

2-AEH2F quando comparado às células normais do túbulo proximal imortalizadas 

de ratos (IRPTC) e células endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVEC), 

sendo capaz de induz a fragmentação nuclear e afeta a organização do 

citoesqueleto através da ruptura dos filamentos de actina, potencializando 

inibição da formação de metástase pulmonar em camundongos nude, com uma 

eficácia superior quando comparado ao Sunitinibe 45,46. 

Foi observado atividade citotóxica para as células de câncer de mama 

humano triplo-negativo (MDA-MB-231) e diminuição significativa da produção de 

lipoperoxidos, aumento do DNA fragmentado e diminuição das fases G0/G1 47,48. 

O 2-AEH2F também apresentou uma significância terapêutica para a leucemia 

mieloide crônica (K562), promovendo apoptose independente do perfil de 

expressão de genes resistência (MDR+) 49. 
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1.7.   Inibidores e Ativadores da atividade mitocondrial e da 

fosforilação oxidativa   

1.7.1. Cloridrato de meclizina  

O cloridrato de meclizina (MEC) é quimicamente conhecida como (RS)-1-

[(4-clorofenil)(fenil)metil]-4-(3-metilbenzyl)piperazina (Figura 10) é o primeiro da 

classe piperazina de anti-histamínico H1. Como muitos anti-histamínicos H1, o 

Cloridrato de meclizina tem atividade anticolinérgica, além de ser mostrada como 

alvo do receptor androstano constitutivo (CAR) 50. A estrutura e o comportamento 

biológico da meclizina é semelhante à buclizina, cetirizina, ciclizina e hidroxizina 

51,52. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Estrutura química do Cloridrato de meclizina. Fonte: Peraman et al. 

(2015). A Stability-Indicating RP-HPLC Method for the Quantitative Analysis 

of Meclizine Hydrochloride in Tablet Dosage Form. 

O CAR receptor nuclear é um membro da superfamília de receptores de 

hormônios esteroides e hormônios tireoidianos, sendo um fator de transcrição 

que está envolvido na regulação de genes xenobióticos e intermediários do 

metabolismo. O CAR tem sido reconhecido como um receptor nuclear sensível 

a xenobióticos que transcricionalmente regula a expressão de enzimas de 

desintoxicação e transportadores envolvidos no metabolismo e eliminação de 

substâncias endógenas e exógenas tais como bilirrubina, esteroides e 

xenobióticos 53.  

O CAR está envolvido na regulação do metabolismo de lipídios, glicose e 

ácidos biliares 54. O CAR humano exibe propriedades únicas em comparação 

com outros receptores nucleares ou com seus ortólogos de roedores, incluindo 

alta atividade constitutiva, tanto direta como dependente de domínio de ligação 
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do ligante (LBD) e ativação independente de LBD, e localização nuclear 

espontânea em linhagens de células tumorais 55. 

A inibição da respiração celular pelo Cloridrato de meclizina foi 

demonstrada, e ao contrário dos inibidores respiratórios clássicos (antimicina e 

rotenona), a meclizina não inibe a respiração em mitocôndrias isoladas, mas sim 

em células intactas. Foi relatado anteriormente que este efeito é independente 

do seu comportamento anti-histaminérgico e atividade anticolinérgica, mas o 

mecanismo de ação ainda é desconhecido 56. 

Para entender o mecanismo de ação do Cloridrato de meclizina, um 

estudo foi realizado por GOHIL et al. (2013) utilizando o perfil metabólico global 

do tratamento com a meclizina em células para detectar alterações nos 

metabólitos intracelulares 50. O perfil metabólico revelou acentuado aumento nos 

níveis intracelulares de fosfoetanolamina, que é um intermediário no CDP-

etanolamina (Etn) resultante da biossíntese da fosfatidiletanolamina (PE) da via 

de Kennedy. Os experimentos bioquímicos confirmaram a inibição direta da 

fosfoetanolamina citidililtransferase (PCYT2), uma enzima limitante da CDPEtn 

na via de Kennedy. A inibição da PCYT2 resulta em acumulação da 

fosfoetanolamina, que por sua vez inibe diretamente a respiração mitocondrial. 

Esse trabalho identificou um novo alvo molecular de Cloridrato de meclizina e 

liga a CDP-Etn da via de Kennedy com a respiração mitocondrial 50.  

1.7.2. Metil-β-ciclodextrina  

Ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos não tóxicos derivados do 

amido (α-D-glicose), exibem superfície externa hidrofílica e cavidade central 

lipofílica 57. O interior da cavidade da ciclodextrina pode abrigar drogas pouco 

solúvel em água, enquanto o exterior hidrofílico aumenta a sua solubilidade. CDs 

são nomeadas de acordo com o número de unidades de unidades α-d-

glucopyranose presentes na sua estrutura, seis (α-CD), sete (β-CD), oito (γ-CD) 

ou mais 58. As β-CD (Figura 11) e seus derivados, metil-β-ciclodextrina (MβCD) 

e 2-hidroxipropil-β-CD são utilizados principalmente em estudos sobre a 

manipulação do colesterol em membranas. MβCD (Figura 10) são moléculas que 

são amplamente utilizadas para remover e para carregar colesterol a partir de 

membranas artificiais e naturais 58.   
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Figura 11. Estrutura química da metil-β-ciclodextrina. Fonte: Mahammad & Parmryd. 

(2014). Cholesterol Depletion Using Methyl-β-cyclodextrin. 

Garofalo et al. (2005) relata que MβCD induz ruptura dos microdomínios 

raft-like em mitocôndrias isoladas de células de linfoblastos humanos impedido 

a despolarização das mitocôndrias e a liberação do citocromo C após o 

tratamento com disialoganglioside (GD3) ou t-Bid, proteína pró-apoptótica 59. 

Além disso, em outro estudo foi observado um efeito inibitório da MβCD na 

abertura do poro de transição da permeabilidade mitocondrial (mPTP) induzida 

por rBAX. MβCD diminuiu o teor do colesterol e gangliosídio na mitocôndria do 

córtex do rim de rato 60.  

Uma resistência semelhante na abertura do mPTP induzida por rBAX, foi 

observado nas mitocôndrias do córtex do rim de ratos com hipotireoidismo que 

foram caracterizadas por ter menor teor de colesterol e gangliosídeo. Em geral, 

estes dados sugerem que a composição lipídica dos microdomínios raft-like da 

membrana mitocondrial, podem desempenhar um papel importante na regulação 

de fases iniciais de apoptose. Portanto, há uma hipótese de que o rompimento 

de microdomínios raft-like mitocondriais por remoção do colesterol poderia afetar 

a estrutura mitocondrial e do metabolismo energético 61. 
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1.7.3. Sinvastatina 

A sinvastatina (Figura 12) é um inibidor de hidroxi-metilglutaril A redutase 

(HMG-CoA) enzima limitante da taxa de biossíntese do colesterol que catalisa a 

conversão de HMG‐CoA em ácido mevalônico. É um medicamento comumente 

usado para redução da lipoproteína de baixa densidade (LDL-C), triglicérides e 

apolipoproteína B, e um aumento modesto da lipoproteína de alta densidade 

(HDL) 62,63. O único efeito adverso importante, embora raro, é a miopatia, um 

efeito compartilhado por todos os membros da classe; quando grave, isso pode 

assumir a forma de rabdomiólise, que pode levar a insuficiência renal aguda 62. 

O mecanismo da miopatia não é compreendido. Segundo Collins et al. 

(2016) relata que a causa dos efeitos adversos das estatinas nas células 

musculares ainda é desconhecida, embora muitas das evidências apontem para 

alterações nas mitocôndrias 64.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estrutura química da Sinvastatina. Fonte: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/54454 

Para tanto, a via do MVA também resulta na síntese de isoprenóides 

importantes, como o farnesil pirofosfato (FPP) e o geranilgeranil pirofosfato 

(GGPP); precursores do colesterol e outros produtos que regulam várias funções 

celulares 64. Farnesilação e geranilgeranilação envolvem a síntese de dolicóis, 

usados para N-glicosilação e síntese de ubiquinona (coenzima Q10), um 

componente da cadeia de transporte de elétrons (ETC). Além disso, FPP e 

GGPP são necessários para a função adequada de proteínas-chave da 

membrana, como a família Rho de guanosina trifosfatases (GTPases). Os 
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isoprenóides FPP e GGPP funcionam ativando GTPases por meio da prenilação, 

facilitando assim sua fixação às membranas celulares e permitindo a ativação 

das vias de transdução de sinal 65.  

A interrupção dessas proteínas celulares preniladas, podem ter 

consequências significativas em relação à apoptose, transporte vesicular, 

dinâmica mitocondrial e controle de qualidade 66. Collins et al. (2016) também 

relatam uma associação com diabetes em pacientes em terapia de longo prazo 

com estatinas, com pouca percepção mecanicista. No entanto, variações 

genéticas da HMG-CoA redutase foram identificadas em populações diabéticas 

64–66.  Além disso, foi relatado que as estatinas reduzem a captação de glicose 

nas células tumorais, mas a caracterização adicional da utilização da glicose 

após a exposição às estatinas é limitada 67. Esses resultados auxiliam na 

definição dos complexos mecanismos de toxicidade dos compostos de estatina, 

permitindo discussões sobre o potencial uso da sinvastatina em outros espaços 

patológicos, como terapia adjuvante aos quimioterápicos tradicionais 68. 

1.10. Metformina 

A metformina (Figura 13) é um antidiabético da classe das biguanidas, 

indicada para tratamento de hiperglicemia no diabetes tipo 2 e melhora o controle 

glicêmico sem induzir hipoglicemia ou ganho de peso 62,63. Estudos mostraram 

que a metformina atua no fígado, onde inibe a gliconeogênese bloqueando o 

balanço mitocondrial redox 71. No entanto, uma compreensão completa do 

mecanismo de ação da metformina permanece desconhecida, seus efeitos da 

droga são provavelmente pleiotrópicos. Por exemplo, a metformina também tem 

se mostrado um sensibilizador de insulina e provavelmente age no lúmen 

intestinal através de múltiplos mecanismos 70.  
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Figura 13. Estrutura química da metformina. Fonte: 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/4091 

Propriedades quimiopreventivas e antitumorais diretas vem sendo 

identificadas para a metformina em vários estudos clínicos em andamento, 

sendo utilizado sozinho ou em combinação com esquemas quimioterápicos para 

determinar prospectivamente sua segurança e eficácia no tratamento 72–76. A 

metformina ativa a quinase dependente de AMP (AMPK), seja através do 

supressor de tumor LKB1, ou promovendo um aumento nas razões AMP/ATP, 

como resultado da inibição moderada da cadeia de transporte de elétrons 72,77.  

Embora a ativação da AMPK e a subsequente inibição da sinalização 

induzida por mTOR tenham sido sugeridas para mediar os efeitos antitumorais 

da metformina, as propriedades inibidoras do crescimento independentes de 

AMPK desse agente em células tumorais também foram descritas [48-52] 50], 

sugerindo que a antagonização do transporte de elétrons, por si só pode ser 

citostática ou citotóxica para as células de câncer. 

O presente trabalho busca avaliar os efeitos antitumorais e 

antiproliferativos da associação de medicamentos já empregados em outras 

terapias, envolvidos na modulação da cadeia respiratória, metabolização lipídica 

e inibidores da tirosina quinase, com o 2-aminoetil dihidrogeno fosfato em 

modelo de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. 
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2. Objetivos 
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2.1. Objetivo Geral 

Avaliar os efeitos antitumorais e de modulação da atividade mitocondrial 

do Cloridrato de meclizina, Metil-β-ciclodextrina, Sinvastatina, Metformina e do 

monofosfoester 2-AEH2F obtidos por diferentes processos de síntese (Fórmula 

1 e Fórmula 2) associados ao Mesilato de Imatinibe, em célula de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562.  

2.2. Objetivos Específicos 

• Determinar a viabilidade celular das células tumorais após os tratamentos 

e suas associações para a obtenção dos valores da concentração 

inibitória IC50 da linhagem; 

• Determinar a curva de crescimento pelo teste CSFE-DA; 

• Avaliar a viabilidade dos neutrófilos, após tratamentos com o 2-AEH2F F1 

e F2; 

• Avaliar a toxicidade do 2-AEH2F F1 e F2 nos leucócitos 

monomorfonucleares após tratamentos; 

• Analisar a distribuição das populações celulares nas das fases do ciclo 

celular por citometria de fluxo; 

• Avaliar a expressão dos marcadores de superfície e citoplasmáticos, e de 

controle e progressão do ciclo celular e apoptose por citometria de fluxo; 

• Determinar o potencial elétrico mitocondrial das células tumorais por 

citometria de fluxo; 
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 3. Materiais e Métodos 
 



57 
 

3.1. Caracterização da molécula 2-AEH2F 

O 2-aminoetil dihidrogeno fosfato 2-AEH2F F1 e F2 utilizado no presente 

projeto foi avaliado e caracterizada por espectrometria de massa (ms/ms) 

usando um espectrômetro de massa modelo MICROTOF – Bruker Daltonics. 

3.2.  Cultura celular 

 Foi utilizada a linhagem tumoral de leucemia mieloide crônica humana: 

K562 originária da American Type Culture Collection (ATCC), tendo o código 

CCL-243 ™, mantida e estocada no banco de células pelo Dr. Durvanei Augusto 

Maria (Laboratório de Desenvolvimento e Inovação, Instituto Butantan). Após 

descongelamento as células foram transferidas para garrafa de cultura celular 

(25 cm2), contendo o meio de cultura meio Dulbecco MEM (DMEM – Sigma) 

suplementado com soro fetal bovino 10%, bicarbonato de sódio 200 mM, pH 7,4 

em estufa 5% CO2 à 37ºC. As células em suspensão foram contadas em câmara 

de Neubauer e a concentração ajustada para 105 células/mL-1. A viabilidade 

celular foi determinada pelo teste de exclusão pelo azul de Tripan, sendo 

considerada ideal para a execução dos experimentos a viabilidade superior a 

94%. 

3.3. Determinação da atividade citotóxica pelo método MTT 

As células tumorais foram incubadas em placas de 96 orifícios a 

concentração 1x105 células/mL-1 durante 24h e tratadas com os grupos descritos 

abaixo, em diversas concentrações. Após 24h de tratamento o sobrenadante foi 

desprezado e adicionado 100 μL da solução de MTT (Calbiochem – Darmstadt, 

Alemanha) na concentração de 5 mg/mL-1, as células foram incubadas por 3h 

em estufa contendo 5% de CO2 a 37°C. Após este período, o conteúdo foi 

removido e acrescenta-se 100 μL de álcool metílico para dissolver os cristais de 

formazan formados e precipitados. A quantificação da absorbância foi feita em 

leitor de ELISA em comprimento de onda de 540 nm. A concentração que induz 

toxicidade em 50% das células (IC50) foi determinada no tratamento após 24h 

em diferentes concentrações para avaliação do efeito dose-resposta. 

 

 

 

http://www.atcc.org/Products/All/CCL-243.aspx
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Tabela 1. Relação dos grupos de tratamentos para a célula de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. 

Grupos Tratamentos 

GRUPO I Controle sem tratamento 

GRUPO II 2-AEH2F F1 

GRUPO III 2-AEH2F F2 

GRUPO IV Cloridrato de Meclizina 

GRUPO V Metil-β-Ciclodextrina 

GRUPO VI Sinvastatina 

GRUPO VII Metformina 

GRUPO VIII Mesilato de Imatinibe 

GRUPO IX 2-AEH2F F1+Mesilato de Imatinibe 

GRUPO X 2-AEH2F F2+Mesilato de Imatinibe 

GRUPO XI Cloridrato de Meclizina+Mesilato de Imatinibe 

GRUPO XII Metil-β-Ciclodextrina+Mesilato de Imatinibe 

GRUPO XIII Sinvastatina+Mesilato de Imatinibe 

GRUPO XIV Metformina+Mesilato de Imatinibe 

GRUPO XV 2-AEH2F F1 + Cloridrato de Meclizina 

GRUPO XVI 2-AEH2F F1 + Metil-β-Ciclodextrina 

GRUPO XVII 2-AEH2F F1 + Sinvastatina 

GRUPO XVIII 2-AEH2F F1 + Metformina 

GRUPO XIV 2-AEH2F F2 + Cloridrato de Meclizina 

GRUPO XX 2-AEH2F F2 + Metil-β-Ciclodextrina 

GRUPO XXI 2-AEH2F F2 + Sinvastatina 

GRUPO XXII 2-AEH2F F2 + Metformina 

3.4. Avaliação das ultraestruturas por microscopia eletrônica de 

varredura 

As células tumorais foram incubadas em placas de 6 orifícios na 

concentração 1x105 células/mL-1. Após o tratamento com o 2-AEH2F F1 e com o 

2-AEH2F F2 no período de 12h, em seguida, as amostras foram coletadas e 
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fixadora de glutaraldeído 5% e formaldeído 4% em tampão cacodilato de sódio 

0,1M pH 7,2 por 2h a temperatura ambiente, sob agitação constante. 

Posteriormente foram fixadas com uma solução de tetróxido de ósmio 1% em 

tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2 por 1h. Após a fixação, as amostras 

foram centrifugadas, levadas com o tampão cacodilato de sódio 0,1M pH 7,2 por 

10min, esse processo se repetiu por três vezes. O material foi desidratado 

gradualmente em etanol 70% e 90%, por 15 min e em etanol 100% duas vezes 

por 15 min, em seguida, passado em óxido de propileno duas vezes por 15 min. 

O material incluído em resina foi submetido ao tratamento com óxido de 

propileno/resina Epon® (2:1) por 3h, seguido de óxido de propileno/Resina 

Epon® (1:1) overnight, no dia seguinte colocado em resina pura por 2h, seguido 

de mais 2h em uma câmara de vácuo. Para a polimerização o material foi 

colocado em estufa a 60 ºC por 48h. Os cortes semi-finos e ultra-finos e a 

montagem das telas, foram feitos no laboratório de processamento para 

Microscopia Eletrônica do Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo. 

As análises das telas ao Microscópio Eletrônico de Transmissão foram 

realizadas no microscópio marca Morgani modelo 268D. 

3.5. Análise das fases do ciclo celular e DNA fragmentado por 

Citometria de Fluxo 

As células tumorais foram submetidas aos tratamentos por período de 

24h. As células tratadas e do grupo controle foram centrifugadas a 1200 rpm por 

5 min. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em solução de etanol absoluto 

gelado com RNAse e armazenado no freezer -20ºC por 24h. As amostras foram 

centrifugadas a 1200 rpm por 5 min e ressuspensas em 200 μL de tampão Facs, 

20 μL de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e 50 μg/mL de iodeto de propídio (Sigma-

Aldrich), mantidas por 30 min à temperatura ambiente, protegidas da luz. Após 

este período as amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 min, o pellet foi 

ressuspenso em tampão Facs Flow e transferidas para tubos de citometria e 

levadas para análise em citômetro de fluxo FACScanto (BD) em intensidade de 

fluorescência FL-1 e os histogramas adquiridos e analisados pelo programa Cell-

Quest - BD. 
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3.6. Análise do potencial elétrico mitocondrial por citometria de 

fluxo 

A rodamina-123 é um fluorocromo específico para a marcação 

mitocondrial em células vivas. O fato de ser um fluorocromo catiônico permite 

que seja atraído pelo elevado potencial elétrico negativo presente na membrana 

mitocondrial, incorporando-se no interior destas organelas, fluorescendo em 

verde. Alterações em nível de integridade mitocondrial podem ser detectadas 

pelo aumento da fluorescência verde citosólica, indiciando uma difusão da 

rodamina-123 da mitocôndria para o citosol 78. As amostras das células tumorais 

dos grupos tratados e os grupos controles foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 

min, o sobrenadante foi descartado e adicionados 200μl de solução (MitoRed – 

200nM+ DMEM completo). Em seguida, as amostras foram mantidas em estufa 

5% CO2 a 37ºC por 30 min. Após este período, os tubos foram centrifugados, o 

sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 100 μL de tampão 

Facs Flow. A leitura e análise da marcação da rodamina-123 nas células foi 

realizada em citômetro de fluxo FACScanto (BD) em intensidade de 

fluorescência FLH-1 e os histogramas adquiridos e analisados pelo programa 

Cell-Quest - BD. 

3.7. Ensaio de Proliferação CFSE-DA 

Células tumorais tratadas, foram incubadas com o marcador 

carboxifluoresceína (CFSE-DA - Thermo Fisher, KITC34571). O CFSE-DA foi 

diluído em PBS 0,1% de albumina humana e adicionado 5μl ao meio das células 

logo em seguida ao tratamento. O tempo de marcação foi de 10 min a 37°C, 

homogeneizando a cada 3 min. As células foram lavadas e ressuspensas em 

500μl de meio de cultura DMEM. Após 24 e 48h de tratamento as células foram 

analisadas por citometria de fluxo - FACScanto (BD), os dados foram gerados 

no programa ModFit LT 5.0, fornecendo os índices usados para avaliar a 

proliferação espontânea de células marcadas com CFSE, e porcentagem de 

células divididas e índices de taxa de divisão celular usados neste estudo. 

3.8. Avaliação da Expressão de marcadores celulares por Citometria 

de Fluxo  

Alíquotas de 100 μL das suspensões de células tumorais obtidas dos 

tratamentos in vitro foram incubadas por 1h a 4ºC, com 1 μg de anticorpo 
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específico. Foram utilizados os seguintes marcadores envolvidos nas vias de 

morte e proliferação celular como p53, caspase 3, bax, bad, bcl-2, citocromo C, 

PCNA, DR-4. Após este período as células foram centrifugadas a 1200 rpm e 

lavadas com PBS gelado. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspenso 

em 200 µL de Tampão Facs Flow contendo 0,1% de paraformaldeído. A leitura 

e análise da expressão dos receptores na superfície celular das células tumorais 

foi realizada em citômetro de fluxo FACScanto (BD) em intensidade de 

fluorescência FL-1 e os histogramas adquiridos e analisados pelo programa Cell-

Quest - BD. 

3.9. Separação das células polimorfonucleares e mononucleares pelo 

método Ficoll-paque. 

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram coletadas 

de 6 indivíduos, sendo 3 do sexo masculino e 3 do sexo feminino, isoladas por 

gradiente de densidade Ficoll-PaqueTM Plus® (GEHeathcare, EUA, n°. cat. 17-

1440-03) (densidade 1,077g/cm3) em fluxo laminar sob condições estereis. 

Resumidamente, 10mL de sangue periférico foram adicionados a 10mL de meio 

de cultura celular RPMI-1640® (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA, n°. cat. R7638) 

contendo 2mM de L-glutamina (GIBCOTM Invitrogen, Grand Island, EUA, n°. cat. 

21051- 024) e 2mM de 2-mercaptoetanol (Invitrogen, Grand Island, EUA, n°. cat. 

21985- 023). A solução celular resultante foi cuidadosamente colocada sobre a 

fase de Ficoll e submetida à centrifugação (2000 rpm) por 40 minutos a 18°C. 

Após a centrifugação, a camada de células mononucleares, localizada na 

interfase entre a camada de Ficoll e do plasma, foi coletada e transferida para 

tubo cônico de 15mL, que foi completado com RPMI1640®, e submetido à 

centrifugação (1500 rpm) por oito minutos. Posteriormente, procedeu-se à lise 

das hemácias utilizando-se 10mL de solução de cloreto de amônio (0,8% de 

NH4Cl, 0,1mM EDTA). Realizada nova centrifugação (1500 rpm por 5 minutos), 

o pellet celular resultante foi ressuspendido em 200 μL de tampão Facs, e 

adicionado 50 μg/mL de iodeto de propídio (Sigma-Aldrich), mantidas por 30 min 

à temperatura ambiente, protegidas da luz. Após este período as amostras foram 

centrifugadas a 1500 rpm por 5 min, o pellet foi ressuspenso em tampão Facs 

Flow e transferidas para tubos de citometria e levadas para análise em citômetro 
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de fluxo FACScanto (BD) em intensidade de fluorescência FL-1 e os DensityPlots 

adquiridos e analisados pelo programa FCS Express. 

3.10. Avaliação da citotoxicidade do 2-AEH2F para linfócitos 

Para as avaliações da resposta proliferativa dos leucócitos 

mononucleares, foram contadas em câmara de Neubauer com teste de exclusão 

por azul de Trypan (EMD Chemicals Inc., Gibbstown, EUA, cat. n° 368-12), o que 

permitiu verificar a viabilidade dos linfócitos, bem como o ajuste do número de 

células para 1x107 células/mL. Em seguida, as células foram incubas em placas 

de 96 poços e expostas em diferentes concentrações do 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F 

F2. Após 24h de tratamento o sobrenadante foi desprezado e adicionado 100 μL 

da solução de MTT (Calbiochem – Darmstadt, Alemanha) na concentração de 5 

mg/mL-1, as células foram incubadas por 3h em estufa contendo 5% de CO2 a 

37°C. Após este período, o conteúdo foi removido e acrescenta-se 100 μL de 

álcool metílico para dissolver os cristais de formazan formados e precipitados. A 

quantificação da absorbância foi feita em leitor de ELISA em comprimento de 

onda de 540 nm. A concentração que induz toxicidade ou proliferação foi 

determinada no tratamento após 24h em diferentes concentrações para 

avaliação do efeito dose-resposta. 

3.11. Análise in silico do efeito sinérgico das associações 

Para determinar a potencial sinergia das formulações, foi realizado o 

estudo matricial com o Mesilato de Imatinibe associado as demais drogas. A 

matriz de combinação foi testada na célula de leucemia mieloide crônica humana 

da linhagem K562. O software SynergyFinder 2.0 quantificou o grau de sinergia 

como o excesso sobre o efeito multiplicativo de drogas únicas como se tivessem 

agido independentemente (Bliss). As seguintes formulações de ordem superior 

foram usadas para quantificar a sinergia da combinação de drogas (S) para o 

efeito de combinação múltipla de drogas medido entre 2 drogas: 
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3.12. Análises estatísticas 

Todos os valores obtidos da célula de leucemia mieloide crônica humana 

da linhagem K562 serão expressos em média ± desvio médio e após a obtenção 

dos valores individuais de cada linhagem celular tratada e controle, os resultados 

serão tabelados e analisados no programa Graphpad, Version 5.0 e InstatPad 

Prism Version 7.0.  A análise dos dados foi realizada pelas comparações de dois 

ou mais grupos com distribuição não paramétrica utilizando-se a análise de 

variância (ANOVA), seguida do teste de comparação múltipla de TUKEY-

KRAMER considerando como nível crítico para significância valores de p< 0.05. 
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4.1. Caracterização do composto 2-AEH2F 

Os dados obtidos pela análise em espectrometria de massas (MS/MS) 

demonstraram conter o 2-aminoetil dihidrogeno fosfato nas diferentes 

preparações analisadas, levando em consideração o peso molecular de 

141,063g/mol, em correspondência ao peso de 142,0257 obtidos pelo 

espectrômetro MICROTOF-Bruker Daltonics (Figura 14 A). 

Foi realizada uma análise por RMN 1H (300 MHz Inova, Varian) de uma 

amostra de 2-AEH2F F2 (sigma-aldrich) para obtenção do seu perfil espectral 

para a comparação com os espectros dos produtos das reações exploradas. 

Para tanto foi utilizado 1,5 mg de padrão (2-AEH2F F2) em 700 µL de água 

deuterada (D2O, óxido de deutério, sigma-aldrich). 

O espectro mostra dois sinais referentes aos hidrogênios ligados aos 

átomos 2 e 3 e outro relativo ao solvente. O sinal dos hidrogênios do átomo 2 

(Figura 14 B) apresenta um deslocamento químico (δ) em 3,25 ppm (t, 2, 2H), a 

integral do sinal mostra que existem dois hidrogênios equivalentes (CH2). Os 

hidrogênios do átomo 3 apresentam um δ 4,07 ppm e integral de dois hidrogênios 

(CH2), no entanto, este se apresenta como um quarteto, mas é considerado um 

multipleto, pois ocorre um acomplamento heteronuclear, 3JPH e outro 3JCH, devido 

ao isótopo de fósforo ter uma abundância natural próxima a do hidrogênio. O 

efeito do acoplamento ocorrido com os hidrogênios alquílicos mais próximos do 

fósforo permitiu que as reações fossem monitoradas por RMN 1H, indicando a 

formação de produtos ligados ao fósforo. Os hidrogênios dos grupos amina, 

hidroxila e fosfato não apresentam sinais no espectro de RMN 1H, pois, acontece 

uma troca entre os átomos de deutério e hidrogênios específico desses grupos 

e por terem um tempo relaxamento muito rápido. 

 



66 
 

 

Figura 14. Varredura em massas representativos por infusão direta em espectro 

(MS/MS) MICROTOF-Bruker Daltonics do composto 2-aminoetil 

dihidrogeno fosfato. (a) 2-AEH2F F1. As medidas de massa foram realizadas 

em modo positivo, com faixa de massa entre 100-240 m/z, energia iônica de 

5,0 V, fluxo de gás nitrogênio de 12,0 L min-1, multiplicador de 1,0, capilar de 

3,0 kV e tensão de cone de 35 V. (b) 2-AEH2F F2. Espectro de RMN 1H 300 

MHz do 2-AEH2F em D2O (δ 4.79 ppm). 

(a) 

(b) 
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4.2. Determinação da atividade citotóxica dos compostos isolados pelo 

método colorimétrico MTT. 

A capacidade de induzir toxicidade foi avaliada e fotodocumentada, com 

utilização de microscópio óptico invertido. A célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 foi submetida a todos os tratamentos descritos na 

Tabela 1 do item 3.3. Foram observadas alterações morfológicas, sendo possível 

observar células com aumento do volume citoplasmático, vacuolização e 

fragmentação celular para maioria dos tratamentos isolados. 

Os resultados da avaliação da viabilidade demonstraram que os 2-AEH2F 

F1 e o 2-AEH2F F2 induziram citotoxicidade desde as menores concentrações 

com valores de IC50% 2,8mM e 1,9mM, respectivamente, como apresentado na 

Tabela 2. Foi possível observar desagregação celular e aumento do volume 

intracelular nas menores concentrações (0,156mM-0,625mM), enquanto nas 

maiores concentrações (1,25mM-2,5mM) foi observada retração celular e 

formação de debri celular no sobrenadante (Figuras 15 e 16 A-B). 

Tabela 2. Valores de IC50% obtidos após os tratamentos com compostos isolados na 

célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 por um 

período de 24h. 

 TRATAMENTO IC50% 24 H  

Célula de Leucemia 

Mieloide Crônica 

Humana - K562 

2-AEH2F F1 2,6 mM 

2-AEH2F F2 1,9 mM 

Cloridrato de Meclizina 2,8 mM 

MβCD SE 

Metformina 30 mM 

Sinvastatina 12 mM 

Mesilato de Imatinibe 0,06 mM 

SE= Sem efetividade 

 



68 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células tumorais foram tratadas com diferentes concentrações com o 2-

AEH2F F1 no período de 24h. (a) Fotomicrografias representativas da 

análise morfológica das células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra 

a correlação do efeito citotóxico expresso em média±DP de três 

experimentos independentes. 
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Figura 16. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com o 2-AEH2F F2 no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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O tratamento com o Cloridrato de Meclizina, também apresentou 

efetividade na indução de citotoxicidade nas células tumorais da linhagem K562, 

com valor de IC50% de 2,8mM (Tabela 2), resultando em alterações morfológicas 

importante, como retração citoplasmática, desagregação dos agrupamentos 

celulares. É possível observar nas maiores concentrações, deposição de 

precipitado na membrana da célula, podendo ser decorrente do próprio 

tratamento (Figura 17 A-B). O tratamento com a Metil-β-ciclodextrina (MβCD) 

não apresentou atividade citotóxica para a célula tumoral (Figura 18 A-B). 

A Metformina apresentou toxicidade para as células tumorais a partir da 

concentração de 6,25mM, com valor de IC50% de 30mM (Tabela 2). As alterações 

morfológicas foram basicamente aumento do volume intracelular, que se 

acentua com o aumento da concentração do tratamento, com pouco 

desagregação celular, ainda sendo observado a característica de formação de 

“cachos” no sobrenadante em todas as concentrações como visto no grupo 

controle sem tratamento (Figura 19 A-B). O tratamento com a Sinvastatina 

também apresentou citotoxicidade para a célula tumoral, com obtenção de valor 

de IC50% de 12mM (Tabela 2). As alterações morfológicas são semelhantes as 

descritas anteriormente para o tratamento com a Metformina (Figura 20 A-B) 

Também foi avaliada a sensibilidade da célula tumoral ao tratamento com 

um quimioterápico tradicionalmente utilizado para esse grupo, o Mesilato de 

Imatinibe. Foi identificado um valor de IC50% de 0,06mM para o tratamento no 

período de 24h (Tabela 2). As alterações morfológicas são perda da agregação 

celular, aumento do volume intracelular e formação de debri no sobrenadante 

dose-dependente (Figura 21). 
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Figura 17. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com o Cloridrato de 

Meclizina no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica 

das células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do 

efeito citotóxico expresso em média±DP de três experimentos 

independentes. 
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Figura 18. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com a Metil-β-

ciclodextrina no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica 

das células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do 

efeito citotóxico expresso em média±DP de três experimentos 

independentes. 
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Figura 19. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com a Metformina no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 20. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com a Sinvastatina no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 

Controle Sinvastatina 0,39mM 

Sinvastatina 0,78mM Sinvastatina 1,56mM 

Sinvastatina 6,25mM Sinvastatina 12,5mM 

(a) 

(b) 

C
ontr

ole
0,

39
0,

78
1,

56
3,

12
6,

25
12

,5 25

0

50

100

150

IC50% 12mM

Concentração (mM)

V
ia

b
il
id

a
d

e
 C

e
lu

la
r 

(%
) 

K
5
6
2



75 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com diferentes concentrações com o Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das 

células tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito 

citotóxico expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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4.3. Determinação da atividade citotóxica dos compostos associados ao 

Mesilato de Imatinibe pelo método colorimétrico MTT. 

A célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 foi 

submetida a todos os tratamentos descritos na Tabela 1 do item 3.3. Foi 

observada alterações morfológicas, sendo possível observar células com 

aumento do volume citoplasmático, fragmentação celular e formação de 

estruturas semelhantes a corpos apoptóticos, para maioria dos tratamentos 

quando associados ao Mesilato de Imatinibe na metade do valor do IC50% obtido, 

levando em consideração que essa concentração isolada não acarreta nenhuma 

citotoxicidade ou alteração morfológica. 

O tratamento associado do Mesilato de Imatinibe+2-AEH2F F1, promoveu 

redução do valor de IC50% de 2,6 mM do 2-AEH2F F1 para 1,2 mM, sendo 53,9% 

menor que concentração do composto isolado. Resultado foi semelhante para a 

associação do Mesilato de Imatinibe+2-AEH2F F2, onde o valor de IC50% do 2-

AEH2F F2 de 1,9mM, quando associado, o valor de IC50% para 0,51mM, 

promovendo uma redução de 73,1% (Tabela 3). As alterações morfológicas 

observadas são retração citoplasmáticas sendo em algumas das concentrações 

utilizadas e formação de debri no sobrenadante, os tratamentos não 

promoveram desagregação celular (Figura 22 e 23 A-B). 

Tabela 3. Valores de IC50% obtidos após os tratamentos com associação com Mesilato 

de Imatinibe na célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem 

K562 por um período de 24h. 

 TRATAMENTO IC50% 

Célula de 

Leucemia Mieloide 

Crônica Humana - 

K562 

Mesilato de Imatinibe+2-AEH2F F1 1,2 mM 

Mesilato de Imatinibe+2-AEH2F F2 0,51 mM 

Mesilato de Imatinibe + Cloridrato de Meclizina 0,9 mM 

Mesilato de Imatinibe + MβCD SE 

Mesilato de Imatinibe + Metformina SE 

Mesilato de Imatinibe + Sinvastatina 5,1 mM 
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Figura 22. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado ao 2-AEH2F F1 em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 23. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado ao 2-AEH2F F2 em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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A associação do Mesilato de Imatinibe com o Cloridrato de Meclizina 

também foi eficiente na indução de toxicidade para a célula tumoral, o valor de 

IC50% obtido para o Cloridrato de Meclizina isolado foi de 2,8mM, quando 

associado, esse valor foi reduzido para 0,9mM, resultando em uma redução de 

67,8% (Tabela 3). É possível observar desagregação celular, aumento do 

volume intracelular e debri celular no sobrenadante a partir da concentração de 

0,7mM (Figura 24). Não foi observado efetividade na indução de citotoxicidade 

para o tratamento com a MβCD isolado ou quando associado ao Mesilato de 

Imatinibe (Figura 25). Resultado semelhante foi observado para a associação do 

Mesilato de Imatinibe com a Metformina, não sendo observado toxicidade para 

a célula tumoral nas concentrações utilizadas (Figura 26). 

A associação da Sinvastatina com Mesilato de Imatinibe também 

apresentou efetividade na redução da concentração do tratamento. Quando 

isolada, a Sinvastatina apresentou valor de IC50% de 12mM, associada ao 

Mesilato de Imatinibe, a concentração foi reduzido para 5,1mM, havendo uma 

redução de 57,5% (Tabela 3). É possível observar presença de debri celular no 

sobrenadante (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



80 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado ao Cloridrato de Meclizina em diferentes concentrações 

no período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 25. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado a Metil-β-Ciclodextrina em diferentes concentrações no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 26. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado a Metformina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 27. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o Mesilato de Imatinibe na concentração de 

0,03mM associado a Sinvastatina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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4.4. Determinação da atividade citotóxica dos compostos associados ao 2-

AEH2F F1 e F2 pelo método colorimétrico MTT. 

A célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 foi 

submetida a todos os tratamentos descritos na Tabela 1 do item 3.3. Não foram 

observadas alterações morfológicas para nenhum dos tratamentos quando 

associados aos compostos 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2, não foram citotóxicos na 

metade da concentração de IC50% obtido pelo método colorimétrico MTT (Figuras 

28-35 A-B). 
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Figura 28. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado ao Cloridrato de Meclizina em diferentes concentrações no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 29. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado a Metil-β-Ciclodextrina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 30. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado a Metformina em diferentes concentrações no período de 24h. (a) 

Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 31. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração de 1,3mM 

associado a Sinvastatina em diferentes concentrações no período de 24h. 

(a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 32. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado ao Cloridrato de Meclizina em diferentes concentrações no 

período de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células 

tumorais K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 33. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado a Metil-β-Ciclodextrina em diferentes concentrações no período 

de 24h. (a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais 

K562; (b) Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico 

expresso em média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 34. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado a Metformina em diferentes concentrações no período de 24h. (a) 

Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 
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Figura 35. Determinação da citotoxicidade nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 pelo método colorimétrico MTT. As 

células foram tratadas com o 2-AEH2F F2 na concentração de 0,9 mM 

associado a Sinvastatina em diferentes concentrações no período de 24h. 

(a) Fotomicrografias da análise morfológica das células tumorais K562; (b) 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. 
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4.5. Avaliação das ultraestrutras das células tumorais K562 por 

microscopia eletrônica de transmissão. 

A célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 foi 

submetida ao tratamento com o 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 no período de 12h. 

As células do grupo controle (sem tratamento) apresentaram características 

morfológicas variadas, algumas contendo vesículas endocíticas (círculos) e o 

plano de corte revelou diversas projeções digitiformes (Figura 36 A). Apresenta 

núcleo, retículo endoplasmático rugoso, mitocôndrias, heterocromatina 

associada à lâmina nuclear, complexo de Golgi normais (Figura 36 B-D). É 

possível observar projeção da membrana plasmática em formação de vesícula 

conteúdo citoplasmático no interior da vesícula em formação (Figura 36 E). A 

dupla camada do envoltório nuclear apresenta espaçamento normal da cisterna, 

com cromatina associada à lâmina interna, poro nuclear e invaginação da 

membrana plasmática com a presença de conteúdo de eletrondensidade 

diferenciada (Figura 36 F) 

Quando tratadas com o 2-AEH₂F F1 apresenta características que podem 

estar relacionadas com o processo de apoptose, como degradação da lâmina 

nuclear (Figura 37 A), vacuolização citoplasmática, projeções citoplasmáticas 

semelhantes a exossomas (Figura 37 B-E), mitocôndria apresentando alteração 

morfológica interna e formação de estruturas semelhantes a vacúolos (Figura 37 

F). 

Após o tratamento com 2-AEH₂F F2, observa-se formação de debris 

celulares provenientes de um provável processo de (Figura 38 A). Célula tumoral 

apresenta dois núcleos, vacúolos citoplasmáticos, morfologia alterada, sem 

definição de organelas citoplasmáticas, heterocromatina condensada e 

polarizada em uma região do núcleo, nucléolo apresentando alteração 

morfológica (Figura 38 B-C). Na Figura 38 D é possível observar detalhes dos 

vacúolos citoplasmáticos, bem como região de afastamento anormal do 

envoltório nuclear criando um aumento do espaço da cisterna perinuclear entre 

o nucleoplasma e o citoplasma, formando estrutura semelhante a uma vesícula. 

Houve alterações morfológicas nas mitocôndrias e formação de estruturas 

semelhantes a vacúolos no seu interior, algumas estão degradadas (Figura 38 

E-F). 
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Figura 36. Fotomicrografias eletrônicas representativas do grupo controle de 
célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. Obtidas 
em microscópio eletrônico de transmissão Morgani modelo 268D. (a) 
Células tumorais apresentando características morfológicas variadas, 
algumas contendo vesículas endocíticas (círculos) e o plano de corte revelou 
diversas projeções digitiformes (setas), barra 10µm; (b) Núcleo (N), Retículo 
Endoplasmático Rugoso (seta), mitocôndrias (m), heterocromatina 
associada à lâmina nuclear (cabeça de seta), barra 1µm. (c) Célula tumoral 
apresentando dois nucléolos (asteriscos), Núcleo (N), barra 5µm. (d) Núcleo 
(N), mitocôndrias (m), Complexo de Golgi (círculo), barra 1µm. (e) Projeção 
da membrana plasmática em formação de vesícula (V), observa-se 
conteúdo citoplasmático no interior da vesícula em formação, barra 0,5µm. 
(f)  Dupla camada do envoltório nuclear apresentando espaçamento normal 
da cisterna, com cromatina associada à lâmina interna (seta), poro nuclear 
(cabeça de seta), núcleo (N), invaginação da membrana plasmática com a 
presença de conteúdo de eletrondensidade diferenciada, barra 0,5µm. 
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Figura 37. Fotomicrografias eletrônicas representativas do grupo tratado com 2-

AEH₂F F1 de célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem 

K562. Obtidas em microscópio eletrônico de transmissão Morgani modelo 

268D. (a) Características gerais das células tumorais tratadas, célula em 

apoptose (asterisco), núcleo (N), barra 5µm; (b) Vesículas endocíticas 

(círculo), Núcleo (N), barra 5µm. (c) Célula tumoral apresentando 

vacuolização citoplasmática, núcleo (N), vacúolos (V), barra 5µm. (d) 

Detalhe dos vacúolos citoplasmáticos referente à figura “C”, barra 5µm. (e) 

Célula tumoral em processo apoptótico, produzindo projeções 

citoplasmáticas semelhantes a exossomas (setas), barra 5µm. (f) Detalhe 

de mitocôndria apresentando alteração morfológica interna e formação de 

estruturas semelhantes a vacúolos (setas), barra 0,5µm. 
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Figura 38. Fotomicrografias eletrônicas representativas do grupo tratado com 2-

AEH₂F F2 de célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem 
K562. Obtidas em microscópio eletrônico de transmissão Morgani modelo 
268D. (a) Características gerais das células tumorais tratadas, observa-se 
formação de debris celulares provenientes do processo de apoptose 
(asteriscos), barra 10µm; (b) Célula tumoral com dois núcleos apresentando 
padrão heterogêneo da cromatina (N), vacúolos citoplasmáticos (círculo), barra 
5µm. (c) Célula tumoral apresentando morfologia alterada, sem definição de 
organelas citoplasmáticas, heterocromatina condensada e polarizada em uma 
região do núcleo (asterisco), nucléolo apresentando alteração morfológica 
(seta), vacúolos citoplasmáticos (círculo), barra 2µm. (d) Detalhe dos vacúolos 
citoplasmáticos referente à figura “C”, região íntegra do envoltório nuclear 
(chave), região de afastamento anormal do envoltório nuclear criando um 
aumento do espaço da cisterna perinuclear entre o nucleoplasma e o citoplasma 
(setas), formando estrutura semelhante a uma vesícula com conteúdo interno 
(asterisco), barra 5µm. (e) Vesículas endocíticas (asteriscos), Núcleo picnótico 
(Np), vacúolos citoplasmáticos (V), mitocôndrias apresentando vacúolos 
internos (setas), barra 5µm; (f) Detalhe das mitocôndrias apresentando 
alterações morfológicas e formação de estruturas semelhantes a vacúolos 
internos (setas), com degradação, barra 0,5µm. 
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4.6. Perfil de distribuição das células tumorais nas fases do ciclo 

celular 

A célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 foi 

submetida aos tratamentos com os compostos isolados e associados ao 

Mesilato de Imatinibe como descritos na Tabela 1 do item 3.3. A análise da 

porcentagem de células tumorais nas diferentes fases do ciclo celular quando 

tratadas com o 2-AEH2F F1 na concentração do valor de IC50% demonstrou 

parada na fase S com aumento de 58,7±4,1%, e redução da população de 

células nas fases G0/G1 (37,1±6,7%) e G2/M (24,08±8,2%), resultados 

semelhante é observado para associação com o Mesilato de Imatinibe em todas 

as concentrações testadas. Quando tratado com 2-AEH2F F1+Mesilato de 

Imatinibe (1,3mM+0,015mM) houve parada na fase S com aumento de 

77,2±1,1%, para o tratamento 2-AEH2F F1+Mesilato de Imatinibe 

(1,3mM+0,03mM) os valores percentuais da população celular parada na fase S 

foi de 69,6±5,4% (Figura 39). O tratamento do 2-AEH2F F1 isolado nas 

concentrações de 1,3mM não apresentou alterações. Houve aumento do DNA 

fragmentado para os tratamentos com 2-AEH2F F1 2,6mM (7,6±2,2%), 2-AEH2F 

F1+Mesilato de Imatinibe (1,3mM+0,015mM) (2,3±1,1%) e 2-AEH2F F1+Mesilato 

de Imatinibe (1,3mM+0,03mM) com aumento de 7,7±1,0% (Figura 39). 

O tratamento com o 2-AEH2F F2 apresentou resultado diferente da 

formulação 1, ocorrendo parada na fase G2/M do ciclo celular para a célula 

tumoral. Quando tratada na concentração de IC50% ocorre aumento da população 

celular na fase G2/M em 40,5±3,1%, com redução na fase G0/G1 em 35,5±1,8% 

(Figura 40). Mesmo resultado é observado para a associação com Mesilato de 

Imatinibe em todas as concentrações testadas. Houve aumento de 35,4±0,8% 

para fase G2/M do ciclo celular para a células tumoral quando tratadas com 2-

AEH2F F2+Mesilato de Imatinibe (0,95mM+0,015mM), quando tratadas com 2-

AEH2F F2+Mesilato de Imatinibe (0,95mM+0,03mM) o aumento na fase G2/M foi 

de 58,0±4,1% (Figura 40). É possível observar aumento do DNA Fragmentado 

para o tratamento com o 2-AEH2F F2 na concentração de IC50% em 2,7+0,4% e 

para o 2-AEH2F F2+Mesilato de Imatinibe (0,95mM+0,03mM) em 11,3+0,9% 

(Figura 40). 
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Figura 39. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica da linhagem K562. As células foram tratadas em diferentes 

concentrações com o 2-AEH2F F1 isolado e associado ao Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots representativos 

da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) Distribuição das 

fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de barras mostrando a 

correlação do efeito no ciclo celular expresso como média ± DP de três 

experimentos independentes.  Diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

1
2

0
1

4
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

Controle 

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5

0
1

0
0

1
5

0
2

0
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

1
2

0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
1

0
2

0
3

0
4

0
5

0
 

0
 

0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)
0

2
0

4
0

 
0

8
0

1
0

0
1

2
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

1
2

0
1

4
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

2-AEH2F F1 2,6mM 2-AEH2F F1 1,3mM 

2-AEH2F F1+de Imatinibe  

(2,6mM+0,015mM) 
2-AEH2F F1+Imatinibe  

(1,3mM+0,015mM) 

2-AEH2F F1+matinibe 

(2,6mM+0,03mM) 

2-AEH2F F1+Imatinibe 

(1,3mM+0,03mM) 

C
ontr

ole
 

2-
A
EH 2

F F
1 

2,
6 

m
M

2-
A
EH 2

F F
1 

0,
3 

m
M

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(2

,6
m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(1

,3
m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(2

,6
m

M
+0,

03
m

M
)

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(1

,3
m

M
+0,

03
m

M
)

0

50

100

150

F
a
s

e
s
 d

o
 C

ic
lo

 C
e
lu

la
r 

(%
) 

C
é
lu

la
s
 K

5
6
2

G0/G1 S G2/M

*** ***

** **

ns

nsns

ns
*

** ***
*** *** ***

** * * *

C
ontr

ole
 

2-
A
EH 2

F F
1 

2,
6 

m
M

2-
A
EH 2

F F
1 

0,
3 

m
M

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(2

,6
m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(1

,3
m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(2

,6
m

M
+0,

03
m

M
)

2-
A
EH 2

F F
1+

Im
at

in
ib

e 
(1

,3
m

M
+0,

03
m

M
)

0

5

10

15

D
N

A
 F

ra
g

m
e
n

ta
d

o
 (

%
) 

C
é
lu

la
s
 K

5
6
2

DNA Fragmentado

***

ns

***

***

***

ns

(a) 

(b) (c) 



99 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica da linhagem K562. As células foram tratadas em diferentes 

concentrações com o 2-AEH2F F2 isolado e associado ao Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots representativos 

da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) Distribuição das 

fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de barras mostrando a 

correlação do efeito no ciclo celular expresso como média ± DP de três 

experimentos independentes. Diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

1
2

0
1

4
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

1
2

0
1

4
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5

0
1

0
0

1
5

0
2

0
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5

0
1

0
0

1
5

0
2

0
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5

0
1

0
0

1
5

0
2

0
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5

0
1

0
0

1
5

0
2

0
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
2

0
4

0
 

0
8

0
1

0
0

1
2

0
1

4
0

N
u
m

b
e
r

0 500 1000 1500 2000 2500

PE-A (x 100)

0
5
0
0

1
0
0
0

1
5
0
0

2
0
0
0

2
5
0
0

S
S

C
-A

(x
 1

0
0
)

Controle 2-AEH2F F2 1,9mM 2-AEH2F F2 0,8mM 

2-AEH2F F2+Imatinibe 

(1,9mM+0,015mM) 

2-AEH2F F2+Imatinibe 

(0,8mM+0,015mM) 

2-AEH2F F2+ Imatinibe 

(1,9mM+0,03mM) 

2-AEH2F F2+ Imatinibe 

(0,8mM+0,03mM) 

C
ontr

ole
 

2-
A
EH 2

F F
2 

1,
9 

m
M

2-
A
EH 2

F F
2 

0,
95

 m
M

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(1

,9
m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(0

,9
5m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(1

,9
m

M
+0,

03
m

M
)

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(0

,9
5m

M
+0,

03
m

M
)

0

5

10

15
D

N
A

 F
ra

g
m

e
n

ta
d

o
 (

%
) 

C
é
lu

la
s
 K

5
6
2

DNA Fragmentado

*
**

***

ns

***

***

C
ontr

ole
 

2-
A
EH 2

F F
2 

1,
9 

m
M

2-
A
EH 2

F F
2 

0,
95

 m
M

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(1

,9
m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(0

,9
5m

M
+0

,0
15

m
M

)

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(1

,9
m

M
+0,

03
m

M
)

2-
A
EH 2

F F
2+

Im
at

in
ib

e 
(0

,9
5m

M
+0,

03
m

M
)

0

50

100

150

F
a
s

e
s
 d

o
 C

ic
lo

 C
e
lu

la
r 

(%
) 

C
é
lu

la
s
 K

5
6
2

G0/G1 S G2/M

** ** *** ***

***

***

ns

ns

ns
ns

*
**

***
ns

*** ** *** ***

(a) 

(b) (c) 



100 
 

O tratamento com o Cloridrato de Meclizina apresentou diferença 

significativa promovendo redução da população de células na fase G0/G1 do 

ciclo celular e aumento da fase G2/M para a célula tumoral, em tanto no 

tratamento isolado, quando associado ao Mesilato de Imatinibe. Para o 

tratamento com o Cloridrato de Meclizina na concentração do valor de IC50% 

houve aumento da fase G2/M de 30,5±4,9% e redução da fase G0/G1 em 

38,6±1,2% (Figura 41). Quando associado ao Mesilato de Imatinibe (Meclizina 

1,4mM +Mesilato de Imatinibe 0,03mM) foi observado um resultado semelhante 

ao Cloridrato de Meclizina isolado com aumento percentual de 30,7±4,1% da 

fase G2/M e redução de 27,2±0,8% (Figura 41). Em comparação ao grupo 

controle, todos os tratamentos promoveram aumento de DNA fragmentado, 

Cloridrato de meclizina (2.8mM) promoveu aumento de 5,1±1,7%, Cloridrato de 

meclizina+Mesilato de Imatinibe (1,4mM+0,015mM) em 8,1±0,2%, e Cloridrato 

de Meclizina+Mesilato de Imatinibe (1,4mM+0,03mM) em 6,8±2,4%. (Figura 41). 

Quando tratada com a metil-β-ciclodextrina, o único tratamento que 

promoveu alteração na distribuição da população de células nas fases do ciclo 

celular foi a associação MBCD+Mesilato de Imatinibe (50mM+0,03mM), com 

redução na fase G0/G1 em 35,5±2,1% e para na fase G2/M com aumento de 

18,2±5,4% (Figura 42). Não houve aumento do DNA fragmentado para nenhum 

tratamento. 

Foi observado que o tratamento com a Metformina só promoveu alteração 

na distribuição das células nas fases do ciclo celular quando associada com o 

Mesilato de Imatinibe. Houve redução na fase G0/G1 em igual proporção para 

os tratamentos com Metformina+Mesilato de Imatinibe (30mM+0,015mM), 

Metformina+Mesilato de Imatinibe (15mM+0,015M) e Metformina+Mesilato de 

Imatinibe (30mM+0,03mM) em 33,6±2,2% (Figura 43). O único tratamento que 

houve aumento de DNA fragmentado foi a Metformina isolada na concentração 

de IC50%, com aumento de 4,5±2,3% (Figura 43). 
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Figura 41. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com o Cloridrato de Meclizina isolado e associado 

ao Mesilato de Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots 

representativos da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) 

Distribuição das fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de 

barras mostrando a correlação do efeito no ciclo celular expresso como 

média ± DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 42. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com a MβCD isolada e associada ao Mesilato de 

Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots representativos 

da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) Distribuição das 

fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de barras mostrando a 

correlação do efeito no ciclo celular expresso como média ± DP de três 

experimentos independentes.  Diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p<0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 43. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com a Metformina isolada e associada ao Mesilato 

de Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots 

representativos da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) 

Distribuição das fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de 

barras mostrando a correlação do efeito no ciclo celular expresso como 

média ± DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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A célula tumoral quando tratada com a sinvastatina, apresentou alteração 

na distribuição da população nas fases do ciclo celular, com redução de G0/G1 

e para na fase S. O tratamento com a sinvastatina na concentração de IC50% 

promoveu redução de 40,6±1,5% na fase G0/G1 e aumento de 28,8±0,8% na 

fase S (Figura 44). O tratamento com a Sinvastatina na concentração de 6mM 

promoveu resultado semelhante, mas com aumento de 49,5±0,5% na fase S 

(Figura 44). Quando associado ao Mesilato de Imatinibe, é possível observar 

redução de 19,3±0,2% para fase G0/G1 e aumento de 53,8±0,2% para fase S 

na concentração de Sinvastatina+Mesilato de Imatinibe (12mM+0,03mM) (Figura 

44). O aumento de DNA fragmentado só foi observado no tratamento com a 

Sinvastatina isolada, sendo de 8,1±2,0% para a concentração de 12mM e 

5,8±2,9% para a concentração de 6mM (Figura 44). 
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Figura 44. Análise das fases do ciclo celular nas células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. As células foram tratadas em 

diferentes concentrações com a Sinvastatina isolada e associada ao 

Mesilato de Imatinibe no período de 24h. (a) Histogramas e Densty Plots 

representativos da distribuição das células nas fases do ciclo celular. (b) 

Distribuição das fases do ciclo celular; (c) DNA fragmentado. Gráfico de 

barras mostrando a correlação do efeito no ciclo celular expresso como 

média ± DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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4.7. Determinação do potencial elétrico da membrana mitocondrial 

(ΔΨm) por citometria de fluxo 

Os experimentos para a avaliação do potencial elétrico mitocondrial foram 

realizados análises em citômetro de fluxo após marcação pela sonda 

fluorescente Rodamina 123 (MitoRed), após 24h de tratamento. 

Houve redução do ΔΨm em quase todos os tratamentos com os 

compostos isolados, com exceção do MβCD e da Metformina, não apresentou 

modulação desse potencial. As células quando tratadas com o 2-AEH2F F1 e o 

2-AEH2F F2 observa-se uma redução do ΔΨm em 27,5±2,1% e 33,3±1,9% 

respectivamente (Figura 45). O tratamento com o Cloridrato de Meclizina foi que 

promoveu redução do ΔΨm em 61,8±5,3% (Figura 45). O tratamento com a 

Sinvastatina a redução foi de 30,4±3,5%, redução semelhante a observada paro 

o 2-AEH2F (Figura 45). O Mesilato de Imatinibe foi eficiente na redução ΔΨm, 

mas teve menor porcentagem, quando comprado aos tratamentos que 

apresentaram eficiência, sendo 13,1±2.4% (Figura 45). 

 Foi possível observar maior redução do ΔΨm para o tratamento com o 2-

AEH2F F1 e o 2-AEH2F F2, quando associado ao Mesilato de Imatinibe, 

correspondendo a 75,9±4,1% e 73,21±3,9% respectivamente (Figura 46). O 

tratamento com o Cloridrato de Meclizina associada ao Mesilato de Imatinibe, 

também houve redução do ΔΨm em 39,15±4,7%, há uma maior redução do 

ΔΨm para o Cloridrato de Meclizina quando isolado (Figura 46). Os tratamentos 

com MβCD e Metformina associados ao Mesilato de Imatinibe não apresentaram 

efeito na modulação do ΔΨm da célula tumoral, mesmo resultado observado 

para os compostos isolados (Figura 46). A Sinvastatina associada ao Mesilato 

de Imatinibe promoveu redução de 47,2±1,1% do ΔΨm, evidenciado maior 

eficiência quando associada (Figura 46). 
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Figura 45. Análise do potencial elétrico mitocondrial (ΔΨm) na célula de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As 

células foram tratadas com os compostos isolados nos valores de IC50% por 

um período de 24h. (a) DensityPlots representativos da distribuição de 

acordo com ΔΨm. (b) Gráfico de barras mostrando o ΔΨm expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 46. Análise do potencial elétrico mitocondrial (ΔΨm) na célula de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As 

células foram tratadas com os compostos associados ao Mesilato de 

Imatinibe nos valores de IC50% obtidos anteriormente por um período de 24h. 

Gráfico de barras mostrando o ΔΨm expresso como média±DP de três 

experimentos independentes. DensityPlots representativos da distribuição 

de acordo com ΔΨm. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes 

de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e 

*** p <0,001. ns=não significativo. 
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4.8. Determinação da atividade proliferativa da célula de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562 pelo teste CSFE-DA. 

 É possível observar que os compostos isolados com exceção da MβCD 

e Metformina promoveram redução do índice proliferativo. Os tratamentos com 

os compostos  2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 alteraram a capacidade proliferativa 

da célula tumoral, reduzindo em 66,5±2,3% e 53,3±2,9% respectivamente 

(Figura 47). O Cloridrato de Meclizina promoveu redução de 59,4±0,8% da 

capacidade proliferativa (Figura 47). Os compostos Sinvastatina e Mesilato de 

Imatinibe também promoveram redução da capacidade proliferativa, quando 

comprando com os demais tratamentos, sendo 29,6±3,5% e 26,4±1,1% 

respectivamente.  

Após 48h de tratamento, os tratamentos com os compostos 2-AEH2F F1 

e 2-AEH2F F2 reduzem significativamente o índice proliferativo em 76,7±1,8% e 

63,2±1,9% respectivamente (Figura 48). Quando tratadas com o Cloridrato de 

Meclizina, há redução de 53,1±2,0% da capacidade proliferativa, não tento 

alteração tão significativa entre tempos de tratamento (Figura 48). A MβCD não 

apresenta efetividade no período de 48h de tratamento, mas a Metformina 

promove redução da capacidade proliferativa (17,0±1,2%). O tratamento com 

Sinvastatina gerou redução de 43,7±2%, sendo mais efetiva na modulação da 

capacidade proliferativa, após 48h de tratamento (Figura 48). Não houve 

alteração significante na capacidade proliferativa para o tratamento com o 

Mesilato de Imatinibe, quando comprando com o período de 24h, atingindo 

22,4±1,9% de redução em 48h (Figura 48). 
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Figura 47. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos isolados nos valores de IC50% por um período de 

24h. (a) Histogramas representativos do índice proliferativo obtido através 

do Software WinMDI 5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de 

três experimentos independentes do índice proliferativo da célula tumoral. 

As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações 

múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 
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Figura 48. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos isolados nos valores de IC50% por um período de 

48h. (a) Histogramas representativos do índice proliferativo obtido através 

do Software WinMDI 5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de 

três experimentos independentes do índice proliferativo da célula tumoral. 

As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações 

múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

ns=não significativo 
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Foi observado efetividade da redução do índice proliferativo para célula 

tumoral quando associado o 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 ao Mesilato de Imatinibe 

no período de 24h, com valores de redução de 76,8±3,1% e 58,4±0,3% 

respectivamente (Figura 49). O Cloridrato de Meclizina associado ao Mesilato de 

Imatinibe também promoveu redução de 64,5±3,2% do índice proliferativo 

(Figura 49). Não foi observado redução significante para os tratamentos com a 

MβCD e Metformina quando associados (Figura 49). Já a associação do Mesilato 

de Imatinibe com a Sinvastatina promoveu redução da capacidade proliferativa 

em 24,4±0,8%, resultado semelhante para o obtido  para a Sinvastatina 

quando isolada no período de 24h (Figura 49). 

Após 48h de tratamento, foi possível observar que a capacidade 

proliferativa se mantem reduzida para a associação do Mesilato de Imatinibe com 

o 2-AEH2F F1 (86,6±2,4%) e 2-AEH2F F2 (68,1±2,1%) (Figura 50). Resultado 

também observado para o tratamento da associação do Mesilato de Imatinibe 

com o Cloridrato de Meclizina, com redução de 58,0±2,0% da capacidade 

proliferativa da célula tumoral (Figura 50). Não foi observado alteração na 

capacidade proliferativa para os tratamentos com a MβCD e Metformina 

associados ao Mesilato de Imatinibe (Figura 50). A Sinvastatina associada ao 

Mesilato de Imatinibe apresenta redução de 23,9±2,0% da capacidade 

proliferativa, não diferindo em relação ao tratamento no período de 24h (Figura 

50). 
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Figura 49. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos associados ao Mesilato de Imatinibe nos valores 

de IC50% obtidos anteriormente por um período de 24h. (a) Histogramas 

representativos do índice proliferativo obtido através do Software WinMDI 

5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de três experimentos 

independentes do índice proliferativo da célula tumoral. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e 

Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo 
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Figura 50. Avaliação do índice proliferativo da célula de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. As células foram 

tratadas com os compostos associados ao Mesilato de Imatinibe nos valores 

de IC50% obtidos anteriormente por um período de 24h. (a) Histogramas 

representativos do índice proliferativo obtido através do Software WinMDI 

5.0. (b) Gráficos de barras expresso em média±DP de três experimentos 

independentes do índice proliferativo da célula tumoral. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e 

Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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4.9. Expressão de proteínas envolvidas no mecanismo de morte 

celular e proliferação nas células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562 por citometria de fluxo. 

A célula de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 foi 

tratada por um período de 12h com os tratamentos que apresentaram maior 

efetividade de acordo com os experimentos realizados anteriormente. As 

análises foram realizadas em citômetro de fluxo após marcação com os 

anticorpos específicos. 

Foi possível observar aumento do número de células tumorais 

expressando a proteína p53 após o tratamento com o composto 2-AEH2F F1 

(76,8±3,3%) e 2-AEH2F F2 (79,6±6,1%) (Figura 51). Não houve alteração para 

expressão nos tratamentos com o Cloridrato de Meclizina e Metformina (Figura 

51). O tratamento com Sinvastatina e com o Mesilato de Imatinibe também 

promoveram aumento em 75,1±5,9% e 73,3±3,1% da população de células 

expressando p53 (Figura 51). Quando associados ao Mesilato de Imatinibe, 

também é possível observar aumento considerável na expressão para o 2-

AEH2F F1 (71,7±6,4%), 2-AEH2F F2 (74,4±4,8%), Cloridrato de Meclizina 

(72,3±4,7%) e Sinvastatina (77,9±4,5%) (Figura 51).   

Aumento significativo também foi observado para a proteína Bad quando 

tratada com o 2-AEH2F F1 (84,2±5,1%) e 2-AEH2F F2 (85,1±3,9%) (Figura 52). 

Não foi observado alteração no número de células tumorais expressando Bad 

para os tratamentos com o Cloridrato de Meclizina e com a Metformina (Figura 

52). Os tratamentos com a Sinvastatina e com o Mesilato de Imatinibe 

apresentaram eficiência em promover aumento da expressão em 84,0±6,2% e 

82,8±4,8% respectivamente (Figura 52). Todas as associações com o Mesilato 

de Imatinibe promoveram modulação das populações celulares, aumentando 

expressão de Bad, 2-AEH2F F1 (84,2±5,5%), 2-AEH2F F2 (83,0±2,1%), 

Cloridrato de Meclizina (84,3±4,7%) e Sinvastatina (84,9±4,3%) (Figura 52). 

Em concordância com os resultados anteriores, foi observado aumento da 

proteína pro-apoptótica Bax na população de células analisadas para o 

tratamento com 2-AEH2F F1 (82,7±4,2%) e 2-AEH2F F2 (81,2±3,7%) (Figura 53). 

Os tratamentos com o Cloridrato de Meclizina e com a Metformina não 

promoveram alterações significativo (Figura 53). Houve aumento significativo 

para os tratamentos com a Sinvastatina (83,3±3,9%) e Mesilato de Imatinibe 
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(76,8±3,1%) (Figura 53). As associações com o Mesilato de Imatinibe 

promoveram aumentando expressão de Bax para os tratamentos com o 2-AEH2F 

F1 (81,4±3,5%), 2-AEH2F F2 (82,0±4,1%), Meclizina (77,7±4,2%) e Sinvastatina 

(77,4±3,8%) (Figura 53). 

 

Tabela 4. Análise da expressão dos marcadores nas célula de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562 após os tratamentos. 

   
 

   = aumento de expressão/liberação;  

   = redução de expressão/liberação;  

n/s= Não significativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Marcadores 

Tratamentos p53 Bad Bax Bcl-2 CitoC Casp3 DR4 PCNA 

2-AEH2F F1       ns  

2-AEH2F F2       ns  

Meclizina ns ns ns ns ns ns   

Metformina ns ns ns ns ns ns  ns 

Sinvastatina       ns ns 

Mesilato de Imatinibe         

2-AEH2F F1+Imatinibe         

2-AEH2F F2+Imatinibe         

Meclizina+Imatinibe    ns     

Sinvastatina+Imatinibe    ns     
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Figura 51. Análise da expressão de p53 em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína p53 obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína p53. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 52. Análise da expressão de Bad em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína Bad obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína Bad. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 53. Análise da expressão de Bax em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína Bax obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína Bax. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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A análise das células expressando a proteína anti-apoptótica Blc-2 

demonstrou que os tratamentos com os compostos 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 

apresentaram eficiência pró-apoptótica reduzindo a expressão desse marcador 

nessa população, com valores percentuais de 77,3±1,8% e 74,2±2,0% 

respectivamente (Figura 54). Não foi observado efetividade para os tratamentos 

com o Cloridrato de Meclizina e a Metformina (Figura 54). O tratamento com 

Sinvastatina e com o Mesilato de Imatinibe também demonstraram reduzir a 

população de células expressando a proteína Blc-2 em 77,4±1,7% e 29,3±5,1% 

respectivamente (Figura 54). As associações do Mesilato de Imatinibe com o 2-

AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 apresentaram eficiência menor que os compostos 

isolados na redução de populações expressando Blc-2, com valores de 

30,5±4,5% e 24,8±4,2% (Figura 54). Foi observado pequena alteração na 

distribuição da população celular expressando Bcl-2 para os tratamentos 

associados do Mesilato de Imatinibe com o Cloridrato de Meclizina e 

Sinvastatina, com percentual de 10,7±5,4% e 10,8±4,7% (Figura 54). 

A avaliação da liberação de citocromo C, evidencia que os tratamentos 

com o 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 promoveram liberação de 80,1±5,4% e 

80,7±6,3% de Citocromo C (Figura 55). Não foi observado alteração para os 

tratamentos com o Cloridrato de Meclizina e a Metformina (Figura 55). Para o 

tratamento com a Sinvastatina e com o Mesilato de Imatinibe, foi visto 

significativa liberação de Citocromo C, com valores percentuais de 79,3±6,1% e 

82,9±4,7% (Figura 55). A associação do Mesilato de Imatinibe com o 2-AEH2F 

F1, 2-AEH2F F2 e Cloridrato de Meclizina, apresentaram menor percentual de 

liberal quando comparado com os tratamentos isolados, com valores de 

66,7±1,8%, 68,0±2,1% e 66,2±2,6% (Figura 55). Quando associado com a 

Sinvastatina, apresentou alta liberação de citocromo C no citoplasma, 81,7±5,8% 

(Figura 55). 

A modulação da expressão de caspase 3, sugere a capacidade de 

ativação da via de morte celular regulada por via intrínseca para os tratamentos 

com 2-AEH2F F1 (84,6±9,9%), 2-AEH2F F2 (85,8±4%), Sinvastatina (81,5±5,3%) 

e Mesilato de Imatinibe (78,1±5,0%) (Figura 56). Não houve alteração para os 

tratamentos com o Cloridrato de Meclizina e Metformina (Figura 56). A 

associação do Mesilato de Imatinibe com o 2-AEH2F F1 (70,4±4,1%), 2-AEH2F 

F2 (76,52±4,8%), Cloridrato de Meclizina (77,4±5,3%) e Sinvastatina 
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(81,2±5,5%) também apresentaram eficiência na modulação da população de 

células tumorais expressando a proteína pró-apoptótica caspase 3 (Figura 56). 
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Figura 54. Análise da expressão de Bcl-2 em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando a proteína Bcl-2 obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando a proteína Blc-2. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 55. Análise da liberação de Citocromo C em células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por 

citometria de fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) 

DensityPlots representativos das células liberando Citocromo C obtido 

através do Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como 

média ± DP de três experimentos independentes da porcentagem de células 

K562 liberando Citocromo C. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos 

testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p 

<0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 56. Análise da expressão de Caspase 3 em células de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por 

citometria de fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) 

DensityPlots representativos das células expressando Caspase 3 obtido 

através do Software FCS Express.  (b) Gráficos de barra expressos como 

média ± DP de três experimentos independentes da porcentagem de células 

K562 expressando Caspase 3. As diferenças estatísticas foram obtidas 

pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, 

** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Foi avaliado a expressão do receptor de morte dependente de TNF, Trail-

DR4, foi observado que não houve alterações consideráveis para as populações 

tratadas com o 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2 e Sinvastatina (Figura 57). Para o 

tratamento com o Cloridrato de Meclizina e Metformina, foi observado aumento 

da expressão do receptor DR4, com valores percentuais de 32,3±1,8% e 

25,7±1,6% (Figura 57). Para o Mesilato de Imatinibe também é observado 

aumento de células expressando o receptor, com valor percentual de 71,3±4,0% 

(Figura 57). Quando em associação com o Mesilato de Imatinibe, foi possível 

observar aumento do receptor de morte Trail-DR4 para todos os tratamentos, o 

que leva a supor que o aumento é decorrente da presença do Mesilato de 

Imatinibe. Quando associado como o 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2, Cloridrato de 

Meclizina e Sinvastatina os valores foram de 72,2±3,6%, 73,1±3,4%, 76,2±3,6% 

e 77,2±3,8% respectivamente (Figura 57). 

Além da avaliação de proliferação celular foi realizada a porcentagem de 

PCNA em cada tratamento. Os tratamentos com o 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 

apresentaram redução considerável do PCNA, com valores de 88,2±1,7% e 

85,2±1,9% respectivamente (Figura 58). Não foi observado alteração da 

população de células tumorais expressando PCNA para os tratamentos com o 

Sinvastatina e Metformina (Figura 58). Redução semelhante ao ocorrido no 2-

AEH2F é observado para o tratamento com o Cloridrato de Meclizina, obtendo 

valore de 86,2±1,4% (Figura 58). Quando tratadas com o Mesilato de Imatinibe, 

a redução foi de 33,1±5,9% (Figura 58). As associações com o Mesilato de 

Imatinibe promoveram redução da população celular expressando o PCNA, 

sendo menos significativa que para os compostos isolados. Quando associado 

com 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2, Cloridrato de Meclizina e Sinvastatina os valores 

foram de 23,1±3,8%, 22,9±5,6%, 38,8±2,5% e 28,2±2,9% respectivamente 

(Figura 58). 
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Figura 57. Análise da expressão do receptor Trail-DR4 em células de leucemia 

mieloide crônica humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada 

por citometria de fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) 

DensityPlots representativos das células expressando receptor de morte 

celular Trail-DR4 obtido através do Software FCS Express. (b) Gráficos de 

barra expressos como média ± DP de três experimentos independentes da 

porcentagem de células K562 expressando o receptor de morte celular Trail-

DR4. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações 

múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. 

ns=não significativo. 
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Figura 58. Análise da expressão do PCNA em células de leucemia mieloide crônica 

humana da linhagem K562. A expressão foi quantificada por citometria de 

fluxo, após 12h de tratamento nos valores de IC50%. (a) DensityPlots 

representativos das células expressando o PCNA obtido através do 

Software FCS Express. (b) Gráficos de barra expressos como média ± DP 

de três experimentos independentes da porcentagem de células K562 

expressando o PCNA. As diferenças estatísticas foram obtidas pelos testes 

de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e 

*** p <0,001. ns=não significativo. 
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4.10. Avaliação dos compostos 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 na ativação 

de leucócitos polimorfonucleares 

O sangue de 6 indivíduos foi devidamente coletado, processado e em 

seguida tratados por um período de 3h com o 2-AEH2F F1 e o 2-AEH2F F2 em 

diversas concentrações para avaliação da ativação dos neutrófilos presentes. A 

amostra 1 (DCR) após o tratamento com o 2-AEH2F F1 apresentou aumento da 

população de neutrófilos da concentração de 0,625mM a 15mM em 76,3±3,1%, 

não apresentando alteração nas maiores concentrações (Figura 59). Quando 

tratado com o 2-AEH2F F2, o resultado foi bem semelhante, sendo observado 

aumento considerável dos neutrófilos até a concentração 15mM em 65,8±4,0%, 

maior aumento percentual entre as concentrações de 0,625mM a 10mM com 

81,8±3,5% (Figura 60). 

Após tratamento com o 2-AEH2F F1 para a amostra 2 (MRH), houve 

aumento dos neutrófilos ativados nas concentrações de 0,625mM a 10mM, com 

média de 91,1±5,7% (Figura 61), em contrapartida não houve alteração 

significativa quando tratado com o 2-AEH2F F2 (Figura 62). Quando analisando 

o tratamento da amostra 3 (SMC), é possível observar aumento do neutrófilo 

ativados em todas as concentrações, 0,625mM a 25mM, com 94,2±5,8% para o 

2-AEH2F F1 (Figura 63). O tratamento com o 2-AEH2F F2 promoveu maior 

aumento nas concentrações de 0,625mM a 10mM, sendo 95,4±6,9%, nas 

concentrações de 15mM a 20mM é possível observar aumento de 86,4±2,1% 

(Figura 64). 

Resultado semelhante ao anterior foi observado para o tratamento da 

amostra 4 (MGA) para o 2-AEH2F F1, houve aumento dos neutrófilos em todas 

as concentrações, sendo mais significativo de 0,625mM 20mM, com aumento de 

93,8±5,4%, e 76,6±1,8% para a concentração de 25mM (Figura 65). O 

tratamento com o 2-AEH2F F2 apresentou efetividade nas concentrações de 

0,625mM a 15mM, com aumento médio percentual de 93,2±4,7% (Figura 66).  
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Tabela 5. Identificação das amostras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

Amostras Identificação Idade Sexo Grupo Sanguíneo 

Amostra 1 DCR 37 M B+ 

Amostra 2 MRH 58 F O+ 

Amostra 3 SMC 60 M O+ 

Amostra 4 MGA 24 F O+ 

Amostra 5 (TADO 23 M A- 

Amostra 6 RCBA 70 F A- 
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Figura 59. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 1 (DCR), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 

Controle 25mM 20mM 

15mM 10mM 5mM 

2,5mM 1,25mM 0,625mM 

C
ontr

ole
 

2-
A
EH 2

F F
1 

25
m

M

2-
A
EH 2

F F
1 

20
m

M

2-
A
EH 2

F F
1 

15
m

M

2-
A
EH 2

F F
1 

10
m

M

2-
A
EH 2

F F
1 

5m
M

2-
A
EH 2

F F
1 

2,
5m

M

2-
A
EH 2

F F
1 

1,
25

m
M

2-
A
EH 2

F F
1 

0,
62

5m
M

0

20

40

60

80

N
e
u

tr
ó

fi
lo

s
 a

ti
v
a

d
o

s
 (

%
)

ns

ns **
* **

** ** **

(a) 

(b) 



131 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 1 (DCR), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 61. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 2 (MRH), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 62. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 2 (MRH), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 63. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 3 (SMC), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 64. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 3 (SMC), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 65. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 4 (MGA), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 66. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.  Amostra 4 (MGA), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Quando tratado com o composto 2-AEH2F F1, a amostra 5 (TADO) 

apresentou aumento da população de neutrófilos ativos das concentrações 

0,625mM a 15mM, o aumento médio percentual foi de 93,8±4,3% (Figura 67). 

Para o tratamento com o 2-AEH2F F2 foi observado aumento dos leucócitos 

polimorfonucleares ativados em todas as concentrações testadas com alta 

efetividade, a média de aumento foi de 93,9±4,5& (Figura 68). A amostra 6 

(RCBA), apresentou resultado semelhante as demais amostras, houve aumento 

dos neutrófilos ativados entre as concentrações 0,625mM e 15mM em 

88,5±8,7% (Figura 69). O tratamento com o 2-AEH2F F2 promoveu aumento em 

todas as concentrações, entre 0,625mM e 10mM ou aumento percentual médio 

foi de 87,8±7,3%, já para as concentrações de 15mM a 25mM o aumento foi de 

62,1±5,4% (Figura 70). 
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Figura 67. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico. Amostra 5 (TADO), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (b) Gráfico de barras 

mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como média±DP de três 

experimentos independentes. (a) DensityPlots representativos da 

distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e 

Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 68. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.  Amostra 5 (TADO), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 69. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.   Amostra 6 (RCBA), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F1 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 70. Avaliação da ativação dos leucócitos polimorfonucleares, neutrófilo de 

sangue periférico.  Amostra 6 (RCBA), processada e tratada com diversas 

concentrações do 2-AEH2F F2 no período de 3h. (a) DensityPlots 

representativos da distribuição de acordo com a ativação dos neutrófilos. (b) 

Gráfico de barras mostrando a ativação dos neutrófilos expresso como 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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4.11. Determinação da atividade do 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 em 

leucócitos monomorfonucleares 

A capacidade de induzir toxicidade para os linfócitos foi avaliada pelo 

método colorimétrico MTT. As células foram submetidas ao tratamento com o 2-

AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 em diferentes concentrações por 24h. Não foi 

observado toxicidade ou aumento proliferativo para os linfócitos quando 

submetidos aos tratamentos anteriormente citados para a amostra 1 (DCR) 

(Figura 71 A-B). A amostrado 2 (MRH) quando tratada com o 2-AEH2F F1 

apresentou aumento da população de neutrófilos nas maiores concentrações, de 

10mM a 25mM, com aumento médio percentual de 53,7±9,6% (Figura 72 A). 

Quando tratada com o 2-AEH2F F2, não foi observado alterações significativas 

(Figura 72 B).  

O 2-AEH2F F1 promoveu aumento proliferativo de linfócitos quando 

exposto a amostra 3 (SMC), sendo mais significativa para o intervalo de 10mM 

a 25mM, em 28,3±6,8% e de 19,7±8,0% para a concentração de 5mM (Figura 

73 A). Não foi observado significância para o tratamento com o 2-AEH2F F2 

(Figura 73 B). O tratamento com o 2-AEH2F F1 apresentou resultado diferente 

dos anteriores para a amostra 4 (MGA), foi observado efeito citotóxico para os 

tratamentos na concentração de 0,625mM a 2,5mM, com redução média da 

viabilidade em 48,8±7,3% e aumento proliferativo nas concentrações de 20mM 

(30,2±4,8%) e 25mM (36,1±2,4%) (Figura 74 A). O tratamento com o 2-AEH2F 

F2 não apresentou alteração proliferativa ou citotoxicidade (Figura 74 B). 

A amostra 5 (TADO), quando tratada com o 2-AEH2F F1 não apresentou 

alteração significante (Figura 75 A). Em contrapartida, quando tratada com o 2-

AEH2F F2, houve efeito citotóxico para as concentrações a partir de 5mM, com 

redução percentual média (5mM-25mM) de 21,4±4,1% (Figura 75 B). O 

tratamento com o 2-AEH2F F1 não apresentou nenhum efeito para amostra 6 

(Figura 76 A). Já o tratamento com o 2-AEH2F F2 se mostrou citotóxico em todas 

as concentrações, mas não foi possível obter valor de IC50%, na concentração 

mais alta de tratamento, 25mM houve redução de 28,2±0,8% de viabilidade 

(Figura 76 B). 
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Figura 71. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 1 (DCR) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. Diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 72. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 2 (MRH) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2.  

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experimentos independentes. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA 

e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 73. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 3 (SMC) tratadas 

com diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experiências independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 74. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 4 (MGA) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experiências independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 75. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 5 foram (TADO) 

tratadas em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento 

com o composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F 

F2. Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso 

em média±DP de três experiências independentes. As diferenças 

estatísticas foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA 

e Tukey-Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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Figura 76. Determinação da citotoxicidade em células monomorfonucleares 

linfócitos pelo método colorimétrico MTT. Amostra 6 (RCBA) tratadas 

em diferentes concentrações no período de 24h. (a) Tratamento com o 

composto 2-AEH2F F1. (b) Tratamento com o composto 2-AEH2F F2. 

Gráfico de coluna mostra a correlação do efeito citotóxico expresso em 

média±DP de três experiências independentes. As diferenças estatísticas 

foram obtidas pelos testes de comparações múltiplas ANOVA e Tukey-

Kramer. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001. ns=não significativo. 
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4.12. Determinação das interações farmacológicas pelo software 

Synergy Findr. 

Estudo de interação farmacológica foi realizado pela combinação das 

matrizes entre os compostos 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2, Cloridrato de Meclizina, 

Metformina, Metil-β-ciclodextrina e Sinvastatina, associados ao Mesilato de 

Imatinibe em células de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. 

Foi observado efeito antagônico para todos os tratamentos nas células de 

leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. O composto 2-AEH2F F1 

quando associado com o Mesilato de Imatinibe apresentou escore de sinergia 

pelo método Bliss de -34,5, tendo assim efeito antagônico (Figura 77 A). Quando 

associado o composto 2-AEH2F F2 com o Mesilato de Imatinibe, o escore obtido 

foi de -46,2 (Figura 77 B). A associação Metil-β-ciclodextrina com Mesilato de 

Imatinibe o escore de sinergia mais alto de todos os tratamentos, -60,2 (Figura 

78 A). O Cloridrato de Meclizina associado ao Mesilato de Imatinibe seu escore 

foi de -10,1 (Figura 78 B). A Metformina e a Sinvastatina quando associadas ao 

Mesilato de Imatinibe apresentaram escore de -52 e -40,8 respectivamente 

(Figura 79 A-B). 
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Figura 77. Determinação do efeito farmacológico aditivo, sinérgico ou antagônico 

em células de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. (a) 

Associação 2-AEH2F F1+Mesilato de Imatinibe; (b) Associação 2-AEH2F 

F2+Mesilato de Imatinibe. O efeito antagônico é observado no gráfico com 

padrão de coloração entre o branco e o verde (≤0), o efeito aditivo e o 

sinérgico são observados entre o branco e o vermelho (> 0 e 10 sinérgico). 

A saturação da cor é proporcional à magnitude da diferença entre esses 

valores; (c) Tabelas mostrando a combinação de drogas e a pontuação de 

sinergia para essas combinações. 

 

 

Combinação Escore Efeito Método 

2-AEH2F F1+ Imatinibe -34,5 Antagônico Bliss 

2-AEH2F F2+ Imatinibe -46,2 Antagônico Bliss 

(a) 

(b) 

(c) 
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Combinação Escore Efeito Método 

MβCD+ Imatinibe -60,2 Antagônico Bliss 

Meclizina+ Imatinibe -10,1 Antagônico Bliss 

 

Figura 78. Determinação do efeito farmacológico aditivo, sinérgico ou antagônico 

em células de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. (a) 

Associação Metil-β-Ciclodextrina+Mesilato de Imatinibe; (b) Associação 

Cloridrato de Meclizina+Mesilato de Imatinibe. O efeito antagônico é 

observado no gráfico com padrão de coloração entre o branco e o verde 

(≤0), o efeito aditivo e o sinérgico são observados entre o branco e o 

vermelho (> 0 e 10 sinérgico). A saturação da cor é proporcional à magnitude 

da diferença entre esses valores; (c) Tabelas mostrando a combinação de 

drogas e a pontuação de sinergia para essas combinações. 

 

(a) 

(b) 

(c) 
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Figura 79. Determinação do efeito farmacológico aditivo, sinérgico ou antagônico 

em células de leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562. (a) 

Associação Metformina+Mesilato de Imatinibe; (b) Associação 

Sinvastatina+Mesilato de Imatinibe. O efeito antagônico é observado no 

gráfico com padrão de coloração entre o branco e o verde (≤0), o efeito 

aditivo e o sinérgico são observados entre o branco e o vermelho (> 0 e 10 

sinérgico). A saturação da cor é proporcional à magnitude da diferença entre 

esses valores; (c) Tabelas mostrando a combinação de drogas e a 

pontuação de sinergia para essas combinações. 

 

Combinação Escore Efeito Método 

Metformina+ Imatinibe -52 Antagônico Bliss 

Sinvastatina+ Imatinibe -40,8 Antagônico Bliss 

(a) 

(b) 

(c) 
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5. Discussão 
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Neste estudo, analisamos a capacidade de fármacos envolvidos no 

metabolismo energético e lipídico em potencializar os efeitos da terapia in vitro 

quando associado ao 2-aminoetil dihidrogeno fosfato (2-AEH2F 1 e 2-AEH2F F2) 

e ao Mesilato de Imatinibe em células tumorais leucemia mieloide crônica 

humana (K562). Após a associação destes fármacos ao 2-AEH2F, não foi 

observado potencialização dos efeitos in vitro da terapia, por outro lado, quando 

associados ao Mesilato de Imatinibe com metade dos valores de IC50% foram 

observados resultado significativos e com melhor resposta em menor 

concentração para fármacos como Cloridrato de Meclizina, e Sinvastatina. 

Houve modulação na expressão de proteínas envolvidas na morte e progressão 

celular, alterações nas populações de células distribuídas nas fases do ciclo 

celular, redução do potencial elétrico mitocondrial, alterações nas ultraestruturas 

celulares, como membrana carioteca, mitocôndria e formação de vacúolos 

intracelulares, observados nas imagens obtidas por microscopia eletrônica de 

varredura, evidenciando a capacidade dos tratamentos em possivelmente 

modular as vias de morte celular regulada, com efeito protetivo ou não causando 

efeito nas células normais. As formulações 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 foram 

obtidas por rotas de síntese diferentes e possuem grau de pureza distinto, a 2-

AEH2F F1, apresenta carbonato de cálcio, enquanto a 2-AEH2F F2 está com 

grau de pureza mais alto. 

A escolha do tratamento primário para pacientes com leucemia mieloide 

crônica diagnosticada na fase inicial ainda é muito difícil, mesmo levando em 

conta os avanços alcançados nos últimos anos. O transplante de células-tronco 

alogênicas ainda apresenta os melhores resultados, sendo limitado o número de 

pacientes elegíveis para esse tipo de procedimento 79,80. Na maioria dos 

pacientes, o uso de Interferon-α ( NF-α) promove um aumento na taxa de 

sobrevivência, mas apresenta uma toxicidade sistêmica 81,82. Vários inibidores 

de tyrosina quinase foram aprovados para o tratamento de LMC (imatinib, 

dasatinib, nilotinib e bosutinib), na terapia inicial mostrou remissão hematológica, 

mostrando sua capacidade de prolongar a vida 83,84. 

Compreender a atividade da tirosina quinase BCR-ABL para a 

transformação celular proporcionou grande avanço para o desenvolvimento de 

fármacos com especificidade e potencial terapêutico para a leucemia mieloide 

crônica. O Mesilato de Imatinibe é um inibidor seletivo de tirosina quinase BCR-
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ABL1 e revolucionou a terapia medicamentosa da leucemia mieloide crônica 83. 

Estudos pré-clínicos e clínicos foram muito promissores, superando as 

expectativas. As respostas em fase crônica são inéditas, com taxas de resposta 

citogenética completa (RMC) de mais de 40% em pacientes após falha de 

interferon (IFN) e mais de 80% em pacientes recém-diagnosticados, nível de 

eficácia que levou à aprovação regulatória em tempo recorde 85.  

Embora, a maioria das respostas sejam estáveis, a resistência ao 

tratamento após uma resposta inicial é comum em fases mais avançadas da 

doença 86. Mutações no domínio de quinase do BCR-ABL que prejudicam a 

ligação do Mesilato de Imatinibe foram identificadas como a principal causa de 

resistência 83. Pacientes com leucemia mieloide crônica que conseguem uma 

redução do mRNA BCR-ABL têm um risco muito baixo de progressão da doença 

87. No entanto, a doença residual geralmente permanece detectável por RT-PCR, 

indicando que a erradicação da doença pode representar um desafio 

significativo. Os mecanismos subjacentes à persistência de doenças residuais 

mínimas são desconhecidos 88. 

O desenvolvimento de novas terapêuticas é fundamental, principalmente 

quando se existe grande número de pacientes desenvolvendo ou apresentando 

resistência as terapêuticas convencionais, novos estudos e resultados 

apresentados nesse trabalho, estão buscando a associação de medicamentos 

já convencionalmente usados para controle de outras doenças, em associação 

a quimioterápicos como forma de sensibilização dessas células à terapia. 

Estudos com associação de paclitaxel ao cloridrato de Meclizina mostraram 

eficiência in vitro para redução da proliferação e indução de apoptose para 

células de câncer de pulmão (A549) 89, resultado semelhante foi observado para 

células de câncer mama triplo negativo (MDA MB-231) 90. 

Alterações no metabolismo energético são uma marca importante das 

células tumorais, e direcionar o metabolismo energético dessas células é 

considerado como uma estratégia promissora para o tratamento do câncer 91,92. 

As células de leucemia mieloide crônica resistentes que abrigam mutação BCR-

ABL T315I apresentaram lenta proliferação celular associada à baixa regulação 

da via glicolítica e baixa produção ROS 93. Essas observações sugerem que a 

ativação da tirosina quinase poderia impactar significativamente o metabolismo 

celular e afetar a sensibilidade medicamentosa nas células de leucemia. Como 
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tal, a modulação do metabolismo celular pode ser uma estratégia potencial para 

aumentar a sensibilidade à leucemia aos inibidores de tirosina quinase e superar 

a resistência às drogas.  

Prost et al (2015) relataram que drogas anti-diabéticas tem um efeito 

terapêutico sobre as células de leucemia mieloide crônica 94,95. Demonstrou que 

o tratamento combinado de pacientes quimiorresistêntes, com Mesilato de 

Imatinibe mais pioglitazona induziu uma resposta eficiente para controle 

proliferartivo. No presente trabalho, o cloridrato de Meclizina apresentou 

eficiência para redução de viabilidade das células de leucemia mieloide crônica 

humana (K562) in vitro, tanto isolada quanto associada ao Mesilato de Imatinibe, 

corroborando dados anteriormente descritos para drogas anti-diabéticas. 

O efeito da meclizina no metabolismo energético é rápido, ocorrendo em 

poucos minutos, sendo mediado através de um efeito indireto sobre mitocôndrias 

96. A meclizina inibe o PCYT2 (gene que codifica uma enzima que catalisa a 

formação de fosfoetanolamina citidiltransferase (CDP-Etanolamina) a partir de 

trifosfato de citidina e fosfoetanolamina na via Kennedy da síntese fosfolipídica), 

aumentando significativamente os níveis de fosfoetanolamina celular. O 

aumento da fosfoetanolamina celular inibi a respiração mitocondrial 95. Esse 

aumento acentuado durante a diferenciação celular precoce torna essas células 

particularmente suscetíveis à morte celular induzida por Meclizina causada pela 

inibição do PCYT2 97. No entanto, é importante ressaltar que o mecanismo pelo 

qual os alquil fosfolipídeos alteram a taxa de respiração mitocondrial não foi 

totalmente caracterizado. 

Foi observado que tanto o tratamento com o Cloridrato de Meclizina 

isolado, quanto associada ao Mesilato de Imatinibe, promoveu redução do 

potencial elétrico mitocondrial para a célula de leucemia mieloide crônica K562 

e redução do índice proliferativo dessas células, mostrando um efeito positivo 

para terapêutica in vitro. Resultado semelhante foi encontrado para as células 

quando tratadas com o 2-aminoetil dihidrogeno fosfato, corroborando dados 

anteriormente citados. 

O 2-aminoetil dihidrogeno fosfato é o monofosfoester mais abundante nas 

células, com papeis importantes nos processos celulares como turnover dos 

fosfolipídios, sendo um precursor na síntese de fosfolipídios de membrana 43,98, 

ciclo celular 99, autofagia 100, e apoptose 101. Na célula, pode ser produzida 
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através de três principais vias bioquímicas. Entre elas está a produção através 

da CDP-Etanolamina na via de Kennedy, via descarboxilamina mitocondrial (PS) 

(catalisada por fosfatidilserina descarboxilase) e acetilação de 

lisofosfatidiletanolamina (LysoPE) (catalisada pela LysoPE aciltransferase) 102. 

O 2-AEH2F apresenta ampla atividade antitumoral tanto in vitro quanto in 

vivo, induzindo citotoxicidade em diversas linhagens de células tumorais, 

independente do perfil de resistência a múltiplas drogas. Trabalhos 

desenvolvidos pelo nosso grupo demostraram que o 2-AEH2F induziu toxicidade 

em adenocarcinoma de mama humano MCF-7 e redução do índice proliferativo 

48. Resultado semelhante foi observado para células de câncer de mama triplo 

negativo humano MDA MB-231, com modulação de proteínas envolvidas na 

morte celular e capacidade proliferativa 47. Outro estudo demonstrou que o 2-

AEH2F promoveu redução do potencial elétrico mitocondrial mediado por 

expressão a Bcl-2, sendo regulada pela redução da proteína MTCH2 ligada à 

progressão da leucemia mielóide e aumento das proteínas pró-apoptóticas Bad 

e Bax, dependentes do p53 49.  

O 2-AEH2F também se mostrou eficiente para o tratamento in vitro de 

outras linhagens tumorais, como tumor ascítico de Ehrlich 43; células melanoma 

murino e humano (B16-F10, Skmel-28, Mewo) 45,46,103 e células de 

hepatocarcinoma (Hepa1c1c7) 104,105. 

Além do metabolismo energético glicolítico, o metabolismo lipídico e 

a biossíntese do colesterol são de grande importância na funcionalidade 

da célula tumoral. A biossíntese de colesterol é regulada pela atividade do 

3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA). O colesterol e seus 

derivados são necessários em altas concentrações para células 

neoplásicas proliferarem, sintetizarem DNA e promoverem seu 

crescimento 106. Sendo assim, foi observado que a inibição do HMG-CoA 

pode afetar a proliferação e a progressão do ciclo celular, sendo um alvo 

terapêutico de interesse para terapias adjuvantes.  

As estatinas são um grupo de drogas amplamente utilizadas para reduzir 

o nível de colesterol plasmático por inibição do HMG-CoA. Além de seus efeitos 

sobre a taxa na síntese de colesterol, evidências crescentes de estudos sugerem 

que essas drogas apresentam efeitos adicionais, incluindo efeitos anti-
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proliferativos, pró-apoptóticos e anti-metástases em vários tipos de células 

tumorais 107–110. Também foi relatado que estatinas induzem a morte celular em 

várias linhagens celulares de leucemias humanas in vitro 111–113. No entanto, o 

mecanismo exato da citotoxicidade induzida pela estatina não foi estabelecido, 

e dados recentes sugerem que nem todas as amostras de células de leucemia 

humana apresentam resposta citotóxica idêntica aos tratamentos. 

Alguns trabalhos mostram que a Sinvastatina pode inibir a proliferação de 

células de leucemia humana in vitro e in vivo, e seus mecanismos podem estar 

envolvidos na regulação do ciclo celular 106,114. Quinze genes foram regulados 

após tratamento com a Sinvastatina in vitro e in vivo, relacionados ao ciclo celular 

e diminuição da expressão do PCNA. Além disso, a sinvastatina exibiu redução 

do crescimento do tumor de xenoenxerto em camundongos nude com parada na 

fase G0/G1 do ciclo celular 114. Resultados semelhantes foram observados no 

presente trabalho, onde a sinvastatina promoveu redução do índice proliferativo, 

potencial citotóxico e modulação de proteínas envolvidas nas vias de morte 

celular, tanto isolada, quanto associada ao Mesilato de Imatinibe. 

Outro aspecto importante, são os efeitos colaterais sistêmicos das 

terapêuticas do câncer, dentre elas a leucopenia. A leucopenia pode ocorrer na 

administração de terapias intensivas, surgindo em aproximadamente 7% destas, 

estando associada ao aumento da mortalidade 115,116. Pode ser resultado de uma 

redução qualquer um dos principais subtipos de leucócitos (neutrófilos, linfócitos, 

monócitos, eosinófilos ou basófilos), mas mais frequentemente neutrófilos e/ou 

linfócitos, que mais contribuem para a contagem total de leucócitos 115. 

Levando em consideração o tratamento com o 2-AEH2F F1 e com o 2-

AEH2F F2, não foi observado efeito citotóxico in vitro para os linfócitos ou para 

os neutrófilos, pelo contrário, algumas das concentrações testadas, promoveu 

proliferação de linfócitos e uma ativação dos neutrófilos, demonstrando seu 

papel imunoprotetor.  

Os linfócitos podem exercer grandes efeitos antitumorais, como 

demonstrado pelos resultados do transplante de células-tronco hematopoiéticas 

halogênicas para malignidades hematológicas, onde a doença do enxerto-

versus-hospedeiro mediada por células T é inversamente associada à recidiva 

da doença, já a inibição de imunossupressão ou infusão de linfócitos doadores 

pode induzir recaídas 117,118. Em relação aos neutrófilos, os altos números 
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circulando ou dentro de tumores, estão diretamente ligados ao desfecho clínico 

da doença, no câncer provavelmente possa ser explicado pela resposta 

inflamatória que é secundária a patologia, há, pelo menos em alguns casos, 

efeitos substanciais dos neutrófilos sobre o crescimento e a sobrevivência do 

câncer 119. 

No entanto, um dos principais problemas é que em muitos pacientes com 

câncer os anticorpos terapêuticos são dados em conjunto com a quimioterapia, 

induzindo neutropenia severa 120. É importante entender a contribuição potencial 

dos neutrófilos à medida que as estratégias de tratamento estão mudando e 

novas terapêuticas estão surgindo. 

Estudos vêm mostrando a eficiência de compostos como Cloridrato de 

Meclizina, Metformina e Sinvastatina associados a quimioterápicos, ou até 

mesmo em tratamentos adjuvantes. Avaliar a toxicidade e a capacidade de 

reduzir índice proliferativo para células é somente o ponto de partida para 

seleção de novo medicamentos, sendo essencial a identificação das vias de 

sinalização e a sua capacidade de modulação de proteínas associadas as vias 

de morte celular regulada, seja via intrínseca ou extrínseca, ferroptose, estresse 

do retículo, entre outros, ou até mesmo agir nas fases do ciclo celular. 

Os tratamentos que apresentaram maior eficiência em modular as fases 

do ciclo celular foram o 2-AEH2F F1 e a Sinvastatina, promovendo parada na 

fase S, 2-AEH2F F2 e o Cloridrato de Meclizina, promoveu parada na fase G2/M, 

para a Metformina em algumas concentrações quando isolado ou associado ao 

Mesilato de Imatinibe, é possível observada uma redução significativa da fase 

G0/G1. Sendo observado aumento da população de células com DNA 

fragmento.  

Desde a elucidação dos mecanismos da divisão celular em células de 

mamíferos, proteínas que regulam o ciclo celular têm sido investigadas como 

alvos de drogas pata terapia do câncer 121. Estes incluem as quinases 

dependentes de ciclina (CDKs), que foram estabelecidas como reguladores da 

proliferação celular, e mais recentemente identificaram potenciais alvos 

terapêuticos. 

As CDKs são frequentemente super expressas no câncer devido a vários 

eventos genéticos e epigenéticos que afetam suas vias regulatórias. O efeito 

geral é a perda da integridade do checkpoint, resultando em proliferação 
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descontrolada. Portanto, a inibição seletiva de CDKs pode limitar a progressão 

de uma célula tumoral através do ciclo celular e facilitar a indução de vias 

apoptóticas 122. Sabe-se que a mutação BCR-ABL e alterações epigenéticas 

levam a uma atividade excessiva das CDKs na leucemia mieloide crônica 123. 

Uma droga que apresentou efeito na proliferação de células tumorais, mediada 

por inibição de proteínas envolvidas nas fases do ciclo celular foi a Sinvastatina. 

Wang at al, (2013) sugerem que a inibição induzida pela sinvastatina estava 

associada à parada na fase G1, diminuição da proteína e expressão mRNA do 

marcador de proliferação ciclina D1, ciclina E, CDK 2 e aumento da expressão 

da proteína inibitória de CDKs, P21 124. 

A translocação do gene BCR-ABL promove a ativação de várias vias que 

regulam o crescimento e a sobrevivência, sem afetar drasticamente a 

diferenciação celular, dentre essas vias destacam-se MAP-quinase,3 

Akt/PI3K/mTOR4 e Jak/Stat5,6 vias que possibilitam a manutenção da 

cronificação desse crescimento celular, enquanto protege as células do processo 

apoptótico 125–127. O supressor tumoral TP53 é frequentemente mutado em 

tumores sólidos, já para pacientes com leucemia mieloide crônica   compreende 

em média de 20% dos casos, na maioria na fase blástica 128,129. Também é 

relatado que a translocação promove regulação da tradução da HDM2 ubiquitina 

ligase E3, consequentemente afetando o nível da proteína p53 nos casos de 

leucemia mieloide crônica 130. 

A via da p53 regula importantes mecanismos de reparo a danos no DNA, 

regulação/checkpoints do ciclo celular, senescência e apoptose 131 Seu papel na 

apoptose é destacado por sua capacidade de regular positivamente a expressão 

de vários genes pró-apoptóticos como Bax, PUMA, Noxa, p53AIP1 e p53DINP1 

132,133. Alguns trabalhos identificaram a relocalização da proteína p53 no 

compartimento mitocondrial como um modo alternativo de ação apoptótica não 

transcricional direta de p53. A p53 mitocondrial é relatada por ativar proteínas 

pró-apoptóticas, deslocando-as de proteínas antiapoptóticas, como por exemplo 

as proteinas da família bcl-2, promovendo a liberação de citocromo c para 

desencadear a apoptose e a formação do complexo apoptossoma 134–136. 

O conjunto de resultados obtidos para modulação do supressor de tumor 

p53, demonstrou que os tratamentos com o composto 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F1, 

Sinvastatina, Mesilato de Imatinibe e todas as associações com o Mesilato de 
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Imatinibe, promoveram aumento do número de células expressando a proteína, 

evidenciado a capacidade antitumoral. Outras proteínas de importância foram 

moduladas, como as pro-apoptóticas Bax, Bad, caspase 3, com redução do 

número de células expressando a proteína antiapoptótica Bcl-2, 

consequentemente liberação de citocromo C e apoptose. Fotomicrografias 

eletrônicas obtidas de microscopia eletrônica de transmissão, evidenciam 

alterações ultraestruturais, como degradação da lâmina nuclear, 

degradação/alteração morfológica das mitocôndrias, com presença de vacúolos 

tanto mitocôndrias como citoplasmáticas.  

Já foi evidenciado a capacidade de promover modulação na expressão de 

proteínas envolvidas na morte celular para o 2-AEH2F em várias linhagens 

tumorais. Conceição et al, (2021) sugere que o tratamento com o 2-AEH2F para 

células K-562 e K-562 Lucena (MDR+) induz efeito pró-apoptótico dependente 

de p53, com aumento de Bax, Bad, caspases 3, caspases 8 e liberação de 

citocromo C, ainda evidenciou um aumento na expressão das proteínas 

reguladoras p21 e p27 sugerindo potencial antiproliferativo com capacidade de 

controlar a progressão do ciclo celular 49. Resultados semelhantes foram 

observados recentemente para câncer de mama triplo negativo humano e 

adenocarcinoma de mamário MCF-7 47,48. 

Goldberg et al, (2003) demonstram em seu trabalho, que exposição de 

células de leucemia mieloide crônica, incluindo linhagem celulares estabelecidas 

e células recém-isoladas de pacientes, ao Mesilato de Imatinibe reduziu os níveis 

de proteína p53, e prejudicou severamente seu acúmulo em resposta aos danos 

no DNA, quando apresentando mutações em sua estrutura. Em contrapartida, 

em leucemia mieloide crônica, quando comparada a maioria dos tipos de câncer, 

a frequência de mutações p53 é baixa. Goldberg também evidencia que as 

células que expressam p53 tipo selvagem são mais resistentes ao tratamento 

com Mesilato de Imatinibe, mas moderadamente mais sensíveis aos danos do 

DNA, do que as células que não possuem p53 selvagem. Uma indução 

aprimorada de apoptose por Mesilato de Imatinibe e danos de DNA é observada 

em células com p53 tipo selvagem. Isso implica que o estado do p53 pode afetar 

a resposta das células a este tratamento 137. 

Estudos apontam que o tratamento com a Sinvastatina, resulta em um 

aumento nos níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) em células tumorais, 
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desencadeando significativamente morte celular por apoptose, caracterizado 

pelo aumento da condensação da cromatina, ativação do caspase-9 e 3, 

aumento da proteína pró-apoptóticas relacionadas a mitocôndrias pós-

transcricionais a p53, Bax e diminuição da expressão de Bcl-2 e iASPP 124. 

O conjunto de dados apresentados neste estudo, corroboram a hipótese 

de ativação de morte celular por via intrínseca de apoptose para os tratamentos 

com o composto 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2 e Sinvastatina. De uma forma sucinta, 

a via intrínseca é iniciada por quimioterapia, radiação e alterações intracelulares, 

como danos ao DNA, promovendo aumento da expressão de p53. Esses 

estímulos promovem alterações nas estruturas mitocondriais, regulando 

negativamente a expressão da proteína antiapoptótica Bcl-2 permitindo a 

liberação de fatores apoptogênicos, incluindo citocromo c e SMAC/DIABLO para 

o citosol onde o citocromo c se liga ao adaptador Apaf-1 e pró-caspase-9 para 

formar um apoptosomo, levando à ativação do caspase-9. O caspase-9 ativado 

serve como uma caspase iniciadora para ativar caspases executoras 3, 6 e 7, 

que executam morte celular 138. 

O receptor TRAIL-DR4 também foi avaliado no presente trabalho. O 

receptor de morte TRAIL é um indutor de morte pertencem à superfamília fator 

de necrose tumoral (TNF), que inclui os receptores Fas/APO1, TNFR e TRAIL 

139. Após a união de ligantes a esses receptores, a via extrínseca é 

desencadeada. O receptor ativado recruta a proteína adaptadora, como FADD e 

a molécula pró-caspase-8 para formar um complexo de sinalização indutor de 

morte (DISC) 140. O recrutamento da pro-caspase-8 para o DISC ativa caspase-

8, resultando na ativação de caspases efetoras 3, 6 e 7, e indução de 

apoptose139,141. Pode haver crosstalk entre as duas vias de morte (intrínseca e 

extrínseca) através da clivagem t-Bid mediada por caspase-8 e subsequente 

translocação para a mitocôndria para iniciar a via intrínseca de apoptose 142. 

Os tratamentos com Cloridrato de Meclizina e Metformina, promoveram 

aumento significativo do receptor TRAIL-DR4, não alterando a expressão de 

marcadores envolvidos na via intrínseca da apoptose, como p53, Bax, Blc-2, 

levando a considerar que essas drogas promovem citotoxicidade e redução do 

índice proliferativo pela via extrínseca, mediada por receptores de morte celular. 

O Mesilato de Imatinibe e todas as suas associações promoveram modulações 

para todos esses marcadores, tanto nas proteínas envolvidas na morte celular 



164 
 

por via intrínseca, quanto no aumento de células expressando receptores de 

morte TRAIL-DR4, corroborando o crosstalk que pode ocorrer decorrente da 

clivagem de Bid mediada por caspase 8.  

So-Jung et. al, (2009), demonstraram que o tratamento de células de 

leucemia mieloide crônica humana da linhagem K562 com Mesilato de Imatinibe 

resultou na ativação da via de morte mediada por receptor TRAIL, incluindo 

ativação caspase 8, crosstalk de bid, liberação citocromo c e ativação caspase 

3. Esses resultados foram acompanhados pela regulação de c-FLIP, um 

regulador antiapoptótico, fator de resistência que suprime o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), Fas-L, e TRAIL, bem como apoptose desencadeada por 

agentes de quimioterapia em células tumorais 143,144. Não foram encontrados 

dados para ação do Cloridrato de Meclizina, em promover ativação ou regulação 

de receptores de morte TRAIL 

O estudo de Nazim et. al, (2016) evidenciaram que a metformina 

promoveu regulação do c-FLIP, potencializando a morte de células tumorais 

induzidas por TRAIL através da ativação do fluxo de autofagia em células 

tumorais de pulmão TRAIL-resistentes, sugerindo que a metformina pode ser 

uma estratégia terapêutica eficiente quando associada a quimioterapia 145. 

Strekalova et. al, (2017), observaram que a metformina sensibilizou diversas 

células de câncer de mama triplo negativo para agonistas receptores TRAIL. A 

metformina aumentou seletivamente a sensibilidade das células epiteliais de 

mama transformadas, com ativação de caspase 8 induzida por receptor TRAIL, 

ativando via de apoptose, apresentando pouco efeito citotóxico para as células 

epiteliais não transformadas da mama. Esses efeitos da metformina foram 

acompanhados pela redução significativa dos níveis da proteína XIAP, regulador 

negativo da apoptose induzida pelo TRAIL. A metformina também potencializou 

os efeitos antitumorais do TRAIL em modelo câncer de mama triplo negativo 

murino metastático 146. 

Estudos adicionais deverão ser conduzidos, a fim de elucidar os 

mecanismos de ação diretamente envolvidos no efeito apoptótico do Cloridrato 

de Meclizina, Metformina e das associações com o Mesilato de Imatinibe. 

Estudos in vivo são necessários para avaliar os efeitos sistêmicos de todos esses 

tratamentos.  Contudo, os dados apresentados sugerem, o envolvimento da via 

intrínseca da apoptose para os tratamentos com o composto 2-AEH2F F1, 2-
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AEH2F F2 e Sinvastatina, bem como ativação da via extrínseca mediada por 

TRAIL-DR4 para os tratamentos com Cloridrato de Meclizina, e ativação de 

ambas as vias para o tratamento com o Mesilato de Imatinibe e suas 

associações. 
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6. Conclusões 
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Foram avaliados nesse estudo dois compostos sintéticos do 

monofosfoester 2-AEH2F (2-AEH2F F1 e o 2-AEH2F F2) tanto isolados 

quanto em associação com drogas que potencializam efeitos 

antiproliferativos e pró-apoptóticos em linhagem de leucemia mieloide 

crônica humana da linhagem K562, não sendo observadas diferenças 

significativas entre elas na resposta de citotoxicidade para as células 

tumorais. 

• Os tratamentos isolados com o composto 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2, 

Cloridrato de Meclizina, Metformina, Sinvastatina e Mesilato de Imatinibe, 

promoveram citotoxicidade na linhagem tumoral de leucemia mieloide 

crônica K562; 

• As drogas associadas aos compostos 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 nas 

menores concentrações, não apresentaram eficiência na indução de 

citotoxicidade, porém, em contrapartida, as associações com o Mesilato 

de Imatinibe foram capazes de induzir efeitos citotóxicos nas menores 

concentrações; 

• Os tratamentos com o composto 2-AEH2F F1 e a Sinvastatina 

promoveram parada na fase S do ciclo celular, enquanto o tratamento com 

2-AEH2F F2 promoveu para na fase G2/M do ciclo celular. O Cloridrato de 

Meclizina, foi capaz de reduzir a população células na fase G0/G1 do ciclo 

celular.  

• As associações apresentaram resultados semelhantes aos compostos 

isolados com maior significância. Houve aumento de DNA fragmentado 

para os tratamentos em combinação com o Mesilato de Imatinibe; 

• Houve redução significativa do potencial elétrico mitocondrial e redução 

do índice proliferativo na linhagem tumoral de leucemia mieloide crônica 

K562 para os tratamentos com o composto 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2, 

Cloridrato de Meclizina, Metformina, Sinvastatina e Mesilato de Imatinibe 

isolados e em associação;  

• Os tratamentos com os compostos 2-AEH2F F1 e 2-AEH2F F2 em 

leucócitos polimorfonucleares não apresentaram toxicidade e foram 

capazes de induzir sua ativação. 
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• Os resultados obtidos para os tratamentos com 2-AEH2F F1, 2-AEH2F F2 

e Sinvastatina, sugerem modulação na via intrínseca da apoptose 

promovendo: diminuição da expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2, 

aumento de p53, Bax e caspase 3 fosforilada e liberação do citocromo c; 

•  Houve aumento na expressão do receptor de morte TRAIL-DR4 para o 

tratamento com o Cloridrato de Meclizina e Metformina, sugerindo 

ativação de via extrínseca de morte celular; 

• As associações farmacológicas, modularam a expressão das proteínas 

envolvidas na via intrínseca da apoptose, sugerindo ativação das duas 

vias de morte, intrínseca e extrínseca, possivelmente pelo crosstalk de 

Bid, uma vez que ocorreu aumento de células expressando p53, caspase 

3 e liberação de citocromo c. 
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