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RESUMO

O cancer, incluindo a leucemia mieloide aguda (LMA), permanece como uma das
principais causas de mortalidade global, evidenciando a necessidade urgente de
desenvolver terapias inovadoras e direcionadas. Neste estudo, investigou-se
inicialmente o efeito citotoxico de derivados de naftoquinonas em um painel de
diferentes linhagens tumorais. Entre elas, a linhagem celular HL60 foi selecionada
como modelo experimental de leucemia promielocitica aguda, e as moléculas LC04
e LC14 destacaram-se por seu alto potencial terapéutico. Foram realizados ensaios
de viabilidade celular (Alamar Blue), integridade de membrana (iodeto de propideo),
ciclo celular, microscopia eletrénica de varredura (MEV), producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e expressao génica (RT-gPCR). Os dados foram
expressos como meédia + SEM ou CI50 com intervalo de confian¢a de 95%, obtidos
por regressdo ndo linear. As analises quantitativas foram baseadas em trés
experimentos independentes, e a significancia estatistica foi determinada por
ANOVA, seguida dos testes de Bonferroni ou Tukey (p<0,05), utilizando o software
Prism 5.0 (GraphPad Software). Nos resultados obtidos, as moléculas LC04 e LC14
apresentaram CI50 de 0,74 uM e 1,08 pM, respectivamente. No ciclo celular, LC14
reduziu a fase G0/G1 (34,40%) e aumentou a populacédo Sub-G1 (13,60%), indicando
fragmentacao de DNA, enquanto LC04 causou parada na fase GO/G1 e reduziu a fase
S (22,30%). Ambas as moléculas induziram alteracbes morfolégicas observadas por
MEV, com LC14 provocando danos celulares mais severos. No ensaio de EROs,
LC04 e LC14 elevaram significativamente os niveis de estresse oxidativo apos 3
horas (12% e 15%, respectivamente) e 6 horas (35% e 45%, respectivamente). A
expressao génica revelou que LC14 reduziu BCL2 e aumentou BAX, enquanto ambas
as moléculas induziram TP53, com LC04 apresentando maior impacto (p < 0,01).
LC14 também elevou H2AFX e reduziu PARP1, sugerindo inducéo de danos ao DNA.
Esses achados reforgam o potencial terapéutico de LC04 e LC14, evidenciando suas
caracteristicas moleculares promissoras.

Palavras-chave: Naftoquinonas. Leucemia Mieloide Aguda. Citotoxicidade.

Apoptose. Espécies Reativas De Oxigénio.



ABSTRACT

Cancer, including acute myeloid leukemia (AML), remains a major cause of global
mortality, highlighting the urgent need for innovative and targeted therapies. In this
study, we initially investigated the cytotoxic effects of naphthoquinone derivatives in a
panel of different tumor cell lines. Among them, the HL60 cell line was selected as an
experimental model of acute promyelocytic leukemia, with the molecules LC04 and
LC14 standing out due to their high therapeutic potential. Cell viability (Alamar Blue),
membrane integrity (propidium iodide), cell cycle analysis, scanning electron
microscopy (SEM), reactive oxygen species (ROS) production, and gene expression
(RT-gPCR) assays were performed. Data were expressed as mean £ SEM or IC50
with a 95% confidence interval, obtained through nonlinear regression. Quantitative
analyses were based on three independent experiments, and statistical significance
was determined using ANOVA, followed by Bonferroni or Tukey post hoc tests (p <
0.05), using Prism 5.0 software (GraphPad Software). The results showed that LC04
and LC14 had IC50 values of 0.74 uM and 1.08 uM, respectively. Regarding the cell
cycle, LC14 reduced the GO/G1 phase (34.40%) and increased the Sub-G1 population
(13.60%), indicating DNA fragmentation, while LC04 induced G0O/G1 phase arrest and
decreased the S phase (22.30%). Both molecules caused morphological alterations
observed by SEM, with LC14 inducing more severe cellular damage. In the ROS
assay, LC04 and LC14 significantly increased oxidative stress levels after 3 h (12%
and 15%, respectively) and 6 h (35% and 45%, respectively). Gene expression
analysis revealed that LC14 downregulated BCL2 and upregulated BAX, while both
molecules induced TP53 expression, with LC04 having a greater impact (p < 0.01).
Additionally, LC14 upregulated H2AFX and downregulated PARP1, suggesting the
induction of DNA damage. These findings reinforce the therapeutic potential of LC04
and LC14, highlighting their promising molecular characteristics.

Keywords: Naphthoquinones. Acute Myeloid Leukemia. Cytotoxicity. Apoptosis.

Reactive Oxygen Species.
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1. INTRODUGCAO
1.1 Céancer

O cancer € uma doenca complexa que representa um dos maiores desafios
para a saude publica global. Classificado como uma enfermidade multifatorial, ele
resulta de interacdes entre predisposicdes genéticas, exposicdo a fatores ambientais
e habitos de vida, culminando no desenvolvimento de células anormais que se
dividem de maneira descontrolada (BENNETT et al., 2018; FITZMAURICE et al.,
2019; SUNG et al., 2021). Com uma carga significativa em termos de mortalidade e
morbidade, o cancer continua a ser uma das principais causas de morte em todo o

mundo, especialmente entre populagdes idosas (SIEGEL et al., 2022).

Estima-se que a prevaléncia do cancer continue a crescer nas proximas
décadas, em parte devido ao envelhecimento populacional e a urbanizacdo
crescente, que contribuem para a exposicao a fatores de risco como o sedentarismo,
alimentacdo inadequada e tabagismo (KAYYAL-TARABEIA et al., 2024,
RAMAMOORTHY et al., 2024). O impacto dessa doenca, no entanto, ndo é uniforme:
h& uma variacao consideravel na incidéncia e mortalidade entre os diferentes tipos de
cancer e regides geograficas, refletindo desigualdades em acesso a diagndsticos

precoces, tratamentos e politicas preventivas (SIEGEL et al., 2025).

Do ponto de vista biol6gico, os tumores sdo caracterizados por mecanismos
de proliferacdo e sobrevivéncia celular, permitindo-lhes superar barreiras fisiol6gicas
gue normalmente impediriam o crescimento anormal (ZHANG et al., 2024a). Essas
alteracdes decorrem de falhas nos mecanismos de reparo do DNA, acumulando
mutacdes e levando a transformagdo maligna. Além disso, a heterogeneidade
genética e molecular dos tumores influencia a resposta ao tratamento, tornando o
desenvolvimento de terapias direcionadas uma prioridade para a pesquisa oncoldgica
(MARTINCORENA; CAMPBELL, 2015; PETERS; GONZALEZ, 2018).

A compreensdo dos mecanismos biolégicos que sustentam o desenvolvimento
e a progressao do cancer tem desempenhado um papel crucial no avanco de terapias
mais eficazes contra a doenca. Estudos pioneiros conduzidos por Hanahan e

Weinberg, em 2000, identificaram um conjunto de caracteristicas distintivas das



12

células cancerosas, responsaveis por seu comportamento agressivo e descontrolado
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Em 2011, os mesmos autores ampliaram essa
analise, incorporando novas caracteristicas que aprofundaram o entendimento sobre
0s processos envolvidos na tumorigenese. Esses avancos tém fornecido uma base
cientifica robusta para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas e
inovadoras (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A Figura 1 ilustra os mecanismos
identificados por esses pesquisadores, destacando sua relevancia no contexto do

estudo do cancer.

Figura 1 — Caracteristicas fenotipicas associadas ao desenvolvimento do cancer.

Sustentacao de sinais Insensibilidade a sinais
proliferativos antiproliferativos

Desbloqueio da plasticidade
fenotipica

Reprogramacao epigenética nao
mutacional

Evasdo ao sistema
imune

Desregulacdo das vias
metabédlicas

Resisténcia a Imortalidade

apoptose replicativa
Instabilidade
gendmica e Presenca de
mutagdes inflamagdo

Microbiomas

Senescéncia celular L
polimérficos

Inducédo de Invasédo e
angiogénese metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG, 2011

1.2 Hematopoese

A hematopoese, como evento central na formacéo das células sanguineas,
estabelece a base para compreendermos o funcionamento do sistema

hematopoiético e suas rela¢cdes com diversas patologias, incluindo neoplasias como
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as leucemias. Este processo é responsavel pela formacédo e desenvolvimento das

células sanguineas. As células tronco hematopoiéticas com alta capacidade

proliferativa sofrem influéncia de hormonios e interleucinas que serdo seus principais
estimuladores de diferenciacdo (JAFFREDO et al., 2021; LIGGETT; SANKARAN,

2020). Em consequéncia disso, irdo dar origem a duas linhagens de células, mieloide

e linfoide, com uma capacidade proliferativa reduzida. A partir dessas, irdo originar-

se células precursoras que em seguida, apdés a etapa de amadurecimento, se

transformardo em células mais diferenciadas e especializadas, adaptando-se para

por em pratica seus papéis funcionais no organismo, € possivel visualizar a ilustracao
dessas etapas através da Figura 1 (RIEGER; SCHROEDER, 2012; TILL;
MCCULLOCH; SIMINOVITCH, 1964; WU; ZHANG; LUCAS, 2021).

Figura 2 — Imagem ilustrando etapas da hematopoese.
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O sistema hematopoiético € altamente regulado e possui a capacidade de
autorregeneracao, mantendo desta forma, o equilibrio durante a producgéo das células
sanguineas, como as células que participam do sistema imune inato e adaptativo,
células que participam do processo de hemostasia e as células que possuem o papel
fundamental em carrear oxigénio pelo organismo. Desta forma, esse processo
biolégico possui a capacidade de desencadear resposta sob a medula 6ssea, diante
de estimulos como situagfes de estresse, traumas e infec¢cdes (BECKER et al., 1965;
FROBEL et al., 2021; MULLER-SIEBURG et al., 2002; WILSON et al., 2008; ZHANG
et al., 2023).

Portanto, em condi¢8es normais, as células-tronco hematopoiéticas mantém-
se em um estado de quiescéncia celular, onde estdo metabolicamente ativas, mas
nao realizam divisdo celular. Este estado funciona como um sistema de preservacao
gue evita o estresse de replicacdo dessas células, evitando também, a sobrecarga da
medula (BURKE; STARTZELL, 2008; CHEN et al., 2020). Essas células podem ainda
ser ativadas pelos estimulos citados anteriormente, no entanto, essas influéncias
externas ou internas podem gerar alteracdes nesse processo, ocasionando em um
esgotamento do compartimento de células tronco e progenitoras, resultando em
falhas na medula e levando a um possivel desenvolvimento de células leucémicas
(FLACH et al., 2014; QIN et al., 2021; WILSON et al., 2008).

1.3 Leucemia
Compreender os aspectos fundamentais da hematopoese nos conduz a

analise das patologias que comprometem esse processo, como a leucemia, uma das
condicBes mais graves do sistema hematopoiético. Estima-se que, no Brasil, entre
2023 e 2025, ocorrerao aproximadamente 10,04 novos casos de leucemia a cada 100
mil homens e 6,24 a cada 100 mil mulheres. Segundo o Instituto Nacional de Cancer
(INCA), as leucemias estédo entre os 10 tipos de cancer que mais causam mortes
entre homens e mulheres no pais, sendo responsaveis por 3.602 dbitos em 2022, o

gue ressalta a gravidade desse problema de saude publica no Brasil (INCA, 2023).
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A leucemia € uma neoplasia que ird desencadear a proliferacdo de células
hematopoiéticas de forma irregular e descontrolada, no qual, ndo irdo conseguir
desempenhar seu papel principal no organismo (BURKE; STARTZELL, 2008;
SHIMONY; STAHL; STONE, 2023). Dentre os sintomas apresentados, o paciente
pode desenvolver anemia, imunidade baixa e sangramentos que ocorrem devido a
um quadro de pancitopenia, onde ha uma reducdo no nimero de hemacias, leucocitos
e plaguetas, além disso, 0 paciente podera apresentar inchaco nos linfonodos,
esplenomegalia e hepatomegalia, o diagndstico € realizado através do hemograma,
analise da medula 6ssea, avaliagdo genética das células e imunofenotipagem
(ALEIXO et al., 2024; INCA, 2021).

Os tipos de leucemia podem ser agrupados com base na velocidade de
progressdo e no tipo de célula afetada. Nesse sentido, a leucemia pode ser
classificada como crénica, visto que apresenta uma progressao mais lenta, ou aguda,
uma vez que se caracteriza por uma evolucao rapida e agressiva. Além disso, essas
doencas também podem ser classificadas com base no tipo de glébulo branco
afetado, sendo classificadas como linfoides ou mieloides, dependendo da origem
celular hematopoiética (ANILKUMAR; MANQJ; SAGI, 2023; KARUNARATHNA et al.,
2001). Aonde podem ser divididas entre quatro principais: a leucemia mieloide aguda
(LMA), a leucemia mieloide cronica (LMC), a leucemia linfocitica aguda (LLA) e a
leucemia linfocitica crénica (LLC) (INCA, 2021).

A LMA tem maior ocorréncia em adultos, e afeta células mieloides
imaturas, com progressao rapida e agressiva, sendo comum a presenca de bastfes
de Auer em blastos e promiel6citos. Em contraste, a LMC envolve as células
mieloides, tendo presente toda a linhagem maturativa. Progride lentamente e se
associa as mutacdes no cromossomo BCR-ABL. Por outro lado, a LLA é um cancer
mais comum pediatrico, afetando a linhagem linfoide através da transformacéo
maligna a proliferacdo ndo controlada de uma célula progenitora com diferenciacao
anormal, resultando em um alto niumero de blastos circulantes. Ja a LLC é
caracterizada pelo progressivo acumulo de linfécitos malignos fenotipicamente
maduros, afetando principalmente individuos adultos, geralmente a partir dos 50 anos
(MOREIRA et al., 2018; SANTOS et al., 2019; WILD; WEIDERPASS; STEWART,
2020; Puggina, 2024).
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Embora as leucemias mieloides e linfoblasticas se diferenciem quanto a
origem e a progresséao clinica, ambas compartilham fatores de risco semelhantes e
necessitam de abordagens especificas para diagnéstico e classificacdo. Entre os
principais fatores de risco para o desenvolvimento da LMA, por exemplo, estdo os
fatores ambientais, como a exposicao a radiacdo ionizante, pesticidas, herbicidas e
benzeno; fatores genéticos, como sindromes e mutagfes especificas; e o uso de
determinados quimioterapicos. (TAMAMYAN et al., 2017). Devido a diversas
manifestacdes genéticas, atipias e pleomorfismo celular presentes nas leucemias, a
comunidade cientifica se reuniu e propés um esquema de classificacdo definido pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo sistema de estadiamento French
American British (FAB) para auxiliar no diagnéstico das leucemias mieloides agudas
e leucemias linfoblasticas agudas (BRUNNING, 2003).

De acordo com a OMS as leucemias mieloides devem ser classificadas
levando em consideracdo o maior nivel de informac¢des possiveis, como, morfologia,
citoquimica, imunofenotipagem, genética, envolvimento das caracteristicas clinicas
(VARDIMAN et al., 2009) e o modo de classificagdo proposto pela FAB, consiste em
oito subtipos M0O-M7, no qual irdo ser definidos pelas caracteristicas morfol6gicas das
células leucémicas e a sua distribuicdo, sendo considerados o tipo de linhagem
mieloide envolvida e o grau de desenvolvimento (BENNETT et al., 1976; RAWAT et
al., 2022).

Em 2022, o International Consensus Classification (ICC) atualizou a
classificagao anteriormente utilizada, introduzindo novas abordagens para categorizar
neoplasias mieloides e leucemias agudas. No artigo, destaca-se que, além da
presenca de >20% de blastos para o diagndstico de leucemias mieloides agudas, a
analise de assinaturas genéticas pode permitir a dispensa desse critério de contagem
de blastos. Entre as principais alteragbes genéticas na LMA, foram adicionadas
translocacdes especificas, como t(8;21), inv(16), t(9;11) e inv(3), além de mutacbes
nos genes ASXL1, EZH2 e RUNX1. Também se inclui o rearranjo genético entre os
genes PML e RARa, que resulta na translocacao t(15;17) e caracteriza a Leucemia
Promielocitica Aguda (LPA) (ARBER et al., 2022).
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1.3.1 Leucemia Promielocitica Aguda

Entre os diversos tipos de leucemias mieloides agudas, a LPA se destaca
por suas caracteristicas Unicas, que requerem uma abordagem diagndstica e
terapéutica especifica. A LPA representa de 5% a 10% dos casos diagnosticados de
LMA (SHIMONY; STAHL; STONE, 2023). Essa condi¢ao € caracterizada por uma
translocacdo entre o cromossomo 15, onde se encontra o gene PML, responsavel
pela regulagéo do ciclo celular e pela resposta ao estresse celular, e 0 cromossomo
17, que abriga o gene RARa, receptor do &cido retinoico e importante para a
diferenciacao celular via sinalizacao retindide (KAKIZUKA et al., 1991; MISTRY et al.,
2003; SHARMA; LIESVELD, 2023). A fusdo entre esses genes resulta em uma
proteina quimérica, PML-RARa, que interfere na transcricdo de genes essenciais para
a diferenciacgéo celular ao interagir com o DNA. Na Figura 2, é possivel visualizar uma
ilustracdo de como funciona a fusdo do gene PML-RARa. Além desse tipo de
mutacédo, foram identificadas variantes raras envolvendo o gene RARa e outros genes
além do PML. Esses rearranjos podem incluir os genes PLZF, NPM, NUMA e
STAT5b, influenciando diretamente o tratamento, especialmente o0 rearranjo
envolvendo o gene PLZF, que confere resisténcia ao tratamento com retinéides (DEY
et al., 2024; GRIGNANI et al., 1994; TESTA; PELOSI, 2024).
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Figura 3 - llustracdo da translocagao entre os cromossomos 15 e 17. A troca de material genético
entre o gene PML (no cromossomo 15) e o gene RARa (no cromossomo 17) resulta na formagao do
gene de fusdo PML-RARa, responsavel pela patogénese da LPA.

Cromossomo 15 Cromossomo 17
Il . I .
. Il
Il . I .
H . H N
[ T }—>GenePML m=m mm
_— - [=="=s=]1—> Gene RARA
N Il
N e I .
I e I

Cromossomo 15
(mutado)

H B
B B Fusio

PML-RARa

Fonte: Adaptado de Venci et al., 2017.

Durante a hematopoese, o0 acido retinoico se liga ao gene RARa, ativando
uma cascata de sinalizacdo que promove a maturacdo dos promieldcitos em
granuldcitos. Contudo, quando ocorre a translocacao t(15;17), a proteina PML-RARa
formada por essa fuséo interfere na interacdo com o receptor, alterando a cascata de
sinalizacdo e bloqueando a ativacdo de genes necesséarios para a diferenciacao
(GRIGNANI et al., 1993; LIQUORI et al.,, 2020). Esse blogueio ocorre porque a
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proteina PML-RARa forma heterodimeros com o receptor RXR (receptor X retingide)
e, ao contrario da proteina ndo mutada, liga-se fortemente ao DNA, reprimindo a
expresséo génica (GRIGNANI et al., 1994; ZHANG et al., 2021).

Esse mecanismo provoca o acumulo de células promielociticas com
bloqueio da diferenciacdo, resultando em um processo de leucemogénese e no
acumulo dessas células na medula 6ssea. Isso leva o paciente a apresentar sintomas
semelhantes aos das leucemias agudas de maneira geral, como disfuncdo medular
em decorréncia do acimulo de células promielociticas indiferenciadas (DE THE; LE
BRAS; LALLEMAND-BREITENBACH, 2012; HILLESTAD, 1957; VAID et al., 2021).
Essa situacao faz com que o paciente desenvolva infecces devido a deficiéncia de
leucocitos funcionais, resultando em imunidade comprometida, anemias e
hemorragias. Além disso, a associacdo da LPA com coagulopatias representa um dos
principais fatores de risco da doenca (HAMBLEY; TOMULEASA; GHIAUR, 2021,
WARRELL et al., 1993).

A correlacao da LPA com coagulopatias exige um diagndstico e tratamento
rapidos, uma vez que, geralmente, o paciente apresenta distirbios de coagulacéo
gue, se ndo tratados prontamente, podem leva-lo ao 6bito (HERMSEN; HAMBLEY,
2023; KWAAN; CULL, 2014). Estudos indicam que as células leucémicas
promielociticas tém a capacidade de liberar microparticulas contendo grandes
guantidades de fator tecidual na corrente sanguinea, o que ativa a cascata de
coagulacdo e contribui para o desenvolvimento de coagulos potencialmente
prejudiciais ao paciente (FALANGA et al., 1998; HERMSEN; HAMBLEY, 2023;
KWAAN, 2014; ZHAO et al., 2021).

Além da formacdo de coagulos, alguns pacientes podem apresentar
sintomas hemorrdgicos, como hematomas, hemorragias, epistaxe e hematuria.
Acredita-se que essa condi¢cdo seja desencadeada por uma hiper fibrindlise primaria
mediada por uma proteina denominada Anexina Il, que € expressa em abundancia
pelos blastos da LPA (HISADA, 2024; MANTHA et al., 2018; MENELL et al., 1999).
Essa proteina promove a deplecao de fibrinogénio ao interagir com o ativador de
plasminogénio tecidual (tPA), aumentando a atividade -catalitica da enzima

responsavel pela conversdo de plasminogénio em plasmina e liberando grandes
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guantidades dessa substancia. Esse processo resulta na destruicdo prematura dos
coagulos de fibrina nos locais de sangramento, o0 que, por sua vez, causa hemorragias
(LIU et al., 2011; NAYMAGON; MASCARENHAS, 2020; SABLJIC et al., 2024).

No entanto, existem fatores e parametros que podem ajudar a prever essas
condicdes hemorragicas, como a contagem de leucécitos e blastos no sangue
periférico do paciente, a contagem de plaquetas, o tempo de protrombina (TP), o
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e os niveis de fibrinogénio (ABLA et
al., 2017; NAYMAGON; MASCARENHAS, 2020; SINGH et al., 2023).

Para o diagndstico inicial da LPA, a presenca de promieldcitos com
morfologia displasica, hipergranulagdo na coloracdo azurdfila e a identificacdo de
bastonetes de Auer, assim como a avaliagdo de coagulopatias com tempo de TTPa
elevado, alteragbes no TP, niveis de dimeros-D elevados e trombocitopenia,
permitem um pré-diagnéstico e a aplicacdo imediata do acido all-trans-retinoico
(ATRA) (DE FIGUEIREDO-PONTES et al., 2024; KAYSER; CONNEELY, 2023;
YOKOYAMA, 2024). No entanto, o diagndstico genético é essencial, pois permite uma
melhor compreenséo dos casos responsivos ao tratamento com ATRA e tridxido de
arsénico (ATO), a identificacdo de variantes raras resistentes ao ATRA e a definicdo
de alvos para o monitoramento da doencga, utilizando isoformas de PML/RARa por
RT-PCR. (GALLAGHER, 2003; POLAMPALLI et al., 2011; SPINELLI et al., 2014,
STAHLBERG et al., 2016).

Além disso, também podem ser utilizadas técnicas de hibridizag&o in situ
por fluorescéncia (FISH) e analise por citometria de fluxo. (BLACKBURN; BENDER;
BROWN, 2019; PAIETTA et al., 2004; SANZ et al., 2019; TRAN et al., 2020). A
imunofenotipagem permite identificar marcadores como CD34, CD117, HLA-DR,
CD13, CD9, CD18, CD2, CD11a e CD11bh. A analise da presencga desses antigenos
auxilia na identificagdo rapida, com alta precisdo, sensibilidade e especificidade
(HORNA et al., 2014; OELSCHLAEGEL et al., 2009; REN et al., 2019; TRAN et al.,
2020).

Pacientes com diagndstico de LPA sdo subdivididos em trés grupos de
risco. Aqueles classificados como de baixo e intermediario risco apresentam uma

contagem de leucdcitos inferior a 10.000/uL, enquanto pacientes de alto risco
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possuem uma contagem superior a esse valor (ARBER et al., 2022; SHIMONY;
STAHL; STONE, 2023; WATTS; TALLMAN, 2014). Essa estratificagcdao de risco
orienta a abordagem do tratamento: pacientes de baixo e intermediario risco pode ser
tratados com a combinacdo de ATRA e ATO, sem a necessidade de quimioterapia
citotoxica. Ja para pacientes de alto risco, essa combinacdo nao é suficiente, sendo
necessario o uso adicional de quimioterapia citotoxica (ESTEY et al., 2006; LANCET
et al.,, 2016; OSMAN et al., 2018).

1.3.2 Tratamento

A busca por alternativas terapéuticas frente as limitacdes dos tratamentos
convencionais levou ao interesse crescente pelas naftoquinonas, compostos
qguimicos promissores. Antes do desenvolvimento e aplicacdo da terapia com ATRA,
o tratamento da LPA consistia na administracdo de quimioterapicos padrdoes, como
daunorrubicina e citarabina. Apesar de induzir remissao completa (RC) em cerca de
70-80% dos casos, esse tratamento apresentava taxas significativas de mortalidade
devido a complicacdes hemorragicas e recaidas frequentes da doenca
(CUNNINGHAM et al., 1989; HUANG et al., 1988). Com a introducdo do ATRA no
final da década de 1980, as taxas de RC aumentaram significativamente para
aproximadamente 90%. No entanto, muitos pacientes ainda apresentavam recidivas
e sinais de resisténcia ao tratamento (BERCIER; DE THE, 2024; BERNARD et al.,
1973; FENAUX et al., 1993; FENAUX; DEGOS, 1991).

Assim, passou-se a administrar o ATRA em conjunto com
quimioterapicos, como idarrubicina e daunorrubicina, pertencentes a classe das
antraciclinas. Observou-se que essa combinacdo melhorava significativamente as
taxas de RC, alcancando até 95%, além de reduzir os casos de sindrome de
diferenciaco (AVVISATI et al., 1996; BERCIER; DE THE, 2024; FENAUX et al., 1999;
SANZ et al., 2009, 2019).

Foi identificado que a combinacdo de ATRA com ATO é a melhor opcéo
para o tratamento da LPA, pois, na maioria dos casos, elimina a necessidade de
quimioterapicos em conjunto com o ATRA. Observou-se que o ATO atua na
degradacéao da proteina de fusdo PML-RARa, apresentando resultados significativos,

com cerca de 85% dos pacientes recém-diagnosticados com LPA alcancando
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remissao completa (NIU et al., 1999; SOIGNET et al., 1998; ZHAO et al., 2001).
Embora o mecanismo de a¢do do ATO néo seja totalmente compreendido, sabe-se
gue ele possui efeitos dose-dependentes nas células de LPA, induzindo apoptose em
altas concentracdes e promovendo diferenciacdo celular em baixas concentracdes
(BERCIER; DE THE, 2024; SOIGNET et al., 2001; TOMITA; KIYOI; NAOE, 2013).

No entanto, ha limitagdes: a combinacdo ATRA/ATO mostra-se eficaz no
tratamento de pacientes com LPA de baixo a intermediario risco, com contagem de
leucdcitos inferior a 10.000/uL, permitindo que essa abordagem dispense a
guimioterapia nesses casos. Esse tratamento apresenta baixa toxicidade e
proporciona uma melhora na qualidade de vida dos pacientes (ESTEY et al., 2006;
GHAVAMZADEH et al., 2006). Em contrapartida, essa metodologia ndo € adequada
para pacientes com LPA de alto risco, com contagem de leucécitos acima de
10.000/uL, sendo necesséria a utilizacdo de quimioterapicos, como idarrubicina ou
gemtuzumab ozogamicina (GO), medicamentos comumente empregados para tratar
leucocitose em pacientes leucémicos, em conjunto com ATRA. Mesmo com a adi¢cao
desses agentes, 0s pacientes de alto risco ainda apresentaram resultados inferiores
e uma taxa de morte precoce de até 11% (GIANSANTI et al., 2024; ILAND et al., 2015;
RAVANDI et al., 2009, 2010; SANZ et al., 2019).

A sindrome de diferenciacdo (SD), também conhecida como sindrome
ATRA, € uma complicacdo que geralmente ocorre nos primeiros dias ou semanas de
terapia com ATRA em pacientes com LPA. Essa sindrome pode desencadear efeitos
colaterais como dispneia, infiltrados pulmonares, derrame pleural, febre, ganho de
peso, edema periférico, hipotenséo e, em casos graves, insuficiéncia renal aguda (DE
BOTTON et al., 1998; FRANKEL et al., 1992; JURCIC; SOIGNET; MASLAK, 2007;
STAHL; TALLMAN, 2019; WU et al., 2024). Foi observado que pacientes tratados
com ATRA/ATO apresentaram sobrecarga de fluidos, resultando em um ganho de
peso de 10% ou mais, o0 que indica um desequilibrio hidrico (CHAMOUN et al., 2019;
YILMAZ; KANTARJIAN; RAVANDI, 2021).

Além das complicacbes causadas pelos efeitos colaterais da terapia,
também foram identificados casos de resisténcia ao tratamento com ATRA/ATO.

Sabe-se que os mecanismos de acdo dessa terapia consistem em o ATRA ativar
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genes de transcricdo que promovem a diferenciacdo celular e degradar a proteina
quimérica PML-RARa, enquanto, em sinergia, o ATO desencadeia o0 processo
apoptotico das células LPA e apresenta efeitos pro-oxidantes (FRANKEL et al., 1992;
JURCIC; SOIGNET; MASLAK, 2007). No entanto, em casos onde ha uma variacéo
genética que afeta os dominios de interacdo de RARa e de PML-RARa, os pacientes
tendem a apresentar resisténcia ao tratamento (IACCARINO et al., 2019; WATTS;
TALLMAN, 2014).

Estudos identificaram o perfil genético de pacientes que apresentaram
resisténcia ao tratamento, revelando mutacdes nos genes WT1, RARa e NT5C2. Foi
observado que as células que sobreviveram ao tratamento apresentavam um perfil
genético divergente em comparacdo com o inicio da terapia. Algumas mutacdes em
genes como ASXL1, DNMT3A e TP53 também foram relatadas em pacientes que
recidivaram (IACCARINO et al., 2019; LEHMANN-CHE et al., 2018; VAN DELFT et
al., 2011). No entanto, a mutacédo FLT3-ITD foi considerada de maior risco, pois afeta
significativamente a acdo do ATRA ao impedir a degradacédo da proteina quimérica
PML-RARa (ESNAULT et al., 2019; LEHMANN-CHE et al., 2018; SHAO et al., 1997).

No caso de resisténcia ao ATO, foram identificadas alteracbes em vias
de sinalizacg&o e no sistema de oxirredugao, sugerindo que mudancas no metabolismo
celular podem influenciar a resisténcia ao farmaco. Além disso, fusbes com o gene
RARa, sem a presenca do gene PML, induzem resisténcia a terapia; no entanto, os
mecanismos moleculares relacionados a esse tipo de resisténcia ainda ndo estéao
bem definidos na literatura (ADAMS; NASSIRI, 2015; ALEX et al., 2014;
BALASUNDARAM et al., 2016; GUIDEZ et al., 2007). Portanto, € necessario
desenvolver novas terapias que auxiliem no tratamento da LPA, reduzindo os efeitos

colaterais e explorando outras vias para superar esses mecanismos de resisténcia.

1.4. Naftoquinonas

As naftoquinonas sdo pequenas moléculas que possuem dois grupos
carbonila em sua estrutura quimica, o que lhes permite participar de processos de
oxirreducdo com outras biomoléculas. Elas sdo encontradas como produtos
metabdlicos de bactérias, fungos e algumas plantas (AHMADI et al., 2020). Devido a

sua ampla diversidade estrutural, as naftoquinonas apresentam varias atividades
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biologicas, incluindo propriedades antiproliferativas, antimicrobianas, anti-
inflamatoérias e antioxidantes, o que as torna potenciais agentes terapéuticos para
diversas doencas, incluindo o cancer (EGHBALIFERIZ et al., 2018; FUTURO et al.,
2018; KASHI et al., 2024).

Os derivados das naftoquinonas veem sendo bastante estudados na ultima
década, as modificagbes realizadas como a adicdo de grupamentos aminas,
incorporacao de uma estrutura heterociclica de indol e um grupamento triazol, podem
aumentar as probabilidades da molécula possuir uma atividade biologica significativa
e especifica (LOPEZ-LOPEZ et al., 2022; OLYAEI; SADEGHPOUR; KHALAJ, 2020).
Foi analisado em um estudo que um derivado de 2-acetil-3-aminofenil-1,4-
naftoquinonas9, mostrou um efeito antiproliferativo muito promissor em linhagens de

cancer em modelo in vitro (DONG et al., 2019).

Um dos principais mecanismos das naftoquinonas e seus derivados
descritos na literatura € a sua capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio
(EROs), inibindo o transporte de elétrons e a ativacdo de diferentes enzimas,
principalmente topoisomerases, devido a sua capacidade de formar ligagbes
covalentes e caracteristica eletrofilica. Devido a sua particularidade estrutural, as
naftoquinonas podem ser potenciais agentes intercalantes de DNA (AMININ;
POLONIK, 2020; FUTURO et al., 2018; KUMAGAI et al., 2012; LOPEZ LOPEZ et al.,
2014).

As naftoquinonas e seus derivados destacam-se por suas diversas
atividades bioldgicas, tornando-se promissores para o desenvolvimento de novos
medicamentos anticancer (RAHMAN et al., 2022). Esses compostos oferecem
perspectivas inovadoras, especialmente no tratamento da leucemia, podendo
representar alternativas eficazes em casos de resisténcia a terapias convencionais.
Essa potencialidade reforca a importancia de continuar investigando as aplicagfes
terapéuticas das naftoquinonas no combate ao cancer (ANGULO-ELIZARI et al.,
2024; PEREYRA et al., 2019).

No estudo conduzido por Da Rocha et al., 2011, novas moléculas
derivadas de naftoquinonas foram sintetizadas a partir do composto 8-hidroxi-

alazona, apresentando excelentes resultados. Essas moléculas demonstraram
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potenciais pré-oxidantes significativos quando testadas em linhagens de melanoma
MDA-MB435, mostrando maior eficaAcia em comparacao a doxorrubicina (DA ROCHA
et al., 2011). Com base nesses achados, o presente trabalho tem como objetivo
identificar o potencial terapéutico e elucidar o mecanismo de acdo de moléculas
derivadas das naftoquinonas previamente investigadas. Essa abordagem busca
contribuir para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais eficazes e

inovadores no tratamento do cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito citotoxico e 0 mecanismo de acéo in vitro das moléculas derivadas de

1,4-naftoquinona na linhagem celular de leucemia promielocitica aguda HL60.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar o potencial citotoxico das moléculas derivadas de naftoquinonas em
linhagens celulares de leucemia promielocitica aguda HL60 e tumores solidos
AGP-01 e HCT-116.

e Analisar o efeito das moléculas LC04 e LC14 na integridade de membrana das
células HL60.

e Avaliar a influéncia das moléculas LC04 e LC14 no ciclo celular da linhagem
HL60.

e Avaliar os efeitos das moléculas LC04 e LC14 na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) na linhagem celular HL60.

e Avaliar se as moléculas LC04 e LC14 interferem na expressao de genes

relacionados a morte celular e ao reparo a danos no DNA.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Substancias quimicas

As substancias utilizadas neste estudo sdo provenientes de uma parceria com
o laboratério do Prof. Dr. David Rodrigues da Rocha da Universidade Federal
Fluminense (UFF). A sintese das naftoquinonas esta em processo de patente e sera
descrita em publicacdo. As substancias foram pesadas e diluidas em DMSO para

uma solucdo mae de 1 mM e armazenadas em aliquotas a -20 °C até o uso.

3.2 Cultivo celular

Neste estudo, foram utilizadas as linhagens de células cancerigenas AGP-01,
HCT-116 e HL60O, todas de origem humana. A linhagem AGP-01 foi previamente
estabelecida pelo nosso grupo de pesquisa a partir da aspiracao do liquido ascitico
de um adenocarcinoma gastrico. Ja a linhagem HCT-116, derivada de carcinoma
colorretal, foi obtida do banco de células do Laboratorio de Farmacogenética do
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade
Federal do Ceara (UFC). Por sua vez, a linhagem HL60, proveniente de leucemia
promielocitica aguda, foi gentilmente cedida pelo Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE), também vinculado ao NPDM/UFC.

As linhagens AGP-01 e HCT-116 foram mantidas em cultura no meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), enquanto a linhagem HL60 foi cultivada no
meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute). Ambos 0os meios foram suplementados
com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiético, sendo as culturas mantidas
em uma estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. O crescimento celular foi
monitorado diariamente utilizando um microscépio invertido, e a troca do meio de

cultura era realizada sempre que as células atingiam confluéncia.

Para a manutencdo das células aderentes AGP-01 e HCT-116, o meio de
cultura da garrafa era descartado, e as células eram lavadas com tampé&o fosfato-
salino (PBS) 1x (contendo NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4). Em
seguida, adicionava-se tripsina-EDTA (0,25% v/v em PBS 1x) e a solucdo era

incubada por 5 minutos na estufa a 37 °C, promovendo a dissociacao celular. Apés
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esse processo, a tripsina era inativada com o meio DMEM suplementado com 10%
de SFB. A solucéo resultante era homogeneizada, e parte dela era descartada antes
de adicionar novo meio de cultura, dando continuidade ao cultivo. Ja para a linhagem
HL60, composta por células em suspensdo, a manutencao consistia na remocéo de
parte do meio de cultura sempre que a confluéncia era atingida. Em seguida,

adicionava-se novo meio, garantindo o crescimento continuo da cultura.

3.3 Avaliagéo da Citotoxicidade por Alamar Blue

e Principio do teste

A metodologia Alamar Blue €é amplamente utilizada em estudos
relacionados a viabilidade e citotoxicidade em diversas areas da pesquisa bioldgica.
O composto ativo da substancia é a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-
oxido), que é soluvel em agua, ndo toxica e permeavel a membrana plasmatica. A
resazurina de coloracdo azul € um composto fluorescente prontamente convertido
para a forma reduzida de coloracdo rosa altamente fluorescente (resofurina). O
composto sofre reagdes de oxidorredugéo por enzimas mitocondriais e citosolicas de
células viaveis, enquanto células danificadas séo incapazes de tal acdo. Portanto, a
conversdo de resazurina em resofurina reflete a viabilidade celular e pode ser
guantificada pela leitura da fluorescéncia em um comprimento de onda de
excitagdo/emissdo de 465/540 nm (NAKAYAMA et al., 1997).

e Procedimento experimental

As linhagens de células cancerigenas AGP-01 (fluido ascitico de
adenocarcinoma gastrico), HCT-116 (carcinoma colorretal) e a linhagem leucémica
HL60 (leucemia promielocitica aguda), todas de origem humana, foram utilizadas.

Foi realizado um ensaio de concentragdo Unica ou triagem. Para esse
propasito, as linhagens de células AGP-01 e HCT-116 foram semeadas em DMEM e
a linhagem de células HL60 em RPMI a uma concentragcdo de 3x103 e 7x103 células
por poco, respectivamente. Apos 24 horas, as células foram tratadas com 10 uM das
substancias de teste e com o controle positivo doxorrubicina a 1 uM por 72 horas.

Apés esse tempo, foi adicionada a solucao de Alamar Blue HS (0,2 mg/mL) e, entéo,
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as placas foram armazenadas por 3 horas em uma incubadora de CO; a 37 °C. Por
fim, a fluorescéncia dos pocos foi medida em um espectrofotdmetro (Beckman Coulter
Microplate Reader DTX 880), com espectros de excitacdo e emissédo de 560 e 590
nm, respectivamente.

As substancias com melhor porcentagem de inibicdo do crescimento na
concentracdo Unica de 10 pM e a linhagem mais sensivel a moléculas foram triadas
para serem avaliadas em uma curva concentracao-resposta (0,312 uyM - 20 uM). A
Concentracao de Inibicdo de 50% do crescimento celular (CI50) foi determinada por
leitura em um espectrofotbmetro, com espectros de excitacdo e emissao de 560 e
590 nm, respectivamente. Portanto, com base nos resultados, as moléculas LC04 e
LC14, que demonstraram maior percentual de inibicdo na linhagem mais sensivel,

HL60, foram escolhidas para a continuidade do estudo.

3.4 Avaliagéo da Integridade de membrana
e Principio do teste

Essa metodologia € amplamente utilizada para avaliar a viabilidade e a
integridade da membrana celular, identificando a porcentagem de células que
apresentam danos na membrana apds a exposicdo a moléculas testadas. Nesse
teste, utiliza-se o reagente fluorescente lodeto de Propideo (IP), que penetra nas
células com membranas comprometidas. Nas células viaveis, cuja membrana
permanece integra, o IP ndo € capaz de penetrar. O sinal de fluorescéncia emitido
pelo IP nas células ndo viaveis é detectado por um citbmetro de fluxo, permitindo a
quantificacdo de células viaveis e ndo viaveis. Dessa forma, é possivel estabelecer
um parametro para avaliar a morte celular ou a citotoxicidade (CROWLEY et al.,
2016).

e Procedimento experimental
A linhagem celular HL60 foi cultivada em uma placa de 24 pocos, na
densidade de 5 x 10* células por poco, e mantida por 24 horas em estufa com
atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apdés esse periodo, as células foram expostas as
moléculas LC04 e LC14, na concentracdo de 1 pM. Os controles positivos foram

tratados com doxorrubicina nas concentracées de 0,1 uM e 0,5 uM, enquanto o
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controle negativo foi incubado com Dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de
0,004%. Apo6s 24 horas de exposicdo, as células foram centrifugadas a 1500 RPM
por 5 minutos e lavadas uma vez com PBS. Em seguida, foram incubadas no escuro,
na estufa, em 200 pl de IP a uma concentracdo de 50 pg/ml, durante 30 minutos.
Posteriormente, as células foram centrifugadas novamente a 2500 rpm por
10 minutos. Apés a incubacéo e centrifugacédo, as células foram ressuspendidas em
300 pl de PBS e analisadas no citbmetro de fluxo BD FACSVerse™.

Aproximadamente dez mil eventos foram avaliados.

3.5 Avaliagéo do Ciclo celular
e Principio do teste

O ciclo celular de uma célula saudavel é dividido em cinco fases principais:
G1, S, G2, M e GO. Na fase GO, as células estdo em um estado de quiescéncia, ou
repouso. Na fase G1, as células comecam a se preparar para a divisdo celular,
organizando o DNA para a fase de sintese, conhecida como fase S, onde ocorre a
etapa mais ativa de duplicacdo do DNA. Em seguida, a fase G2 € iniciada, durante a
qual sédo produzidos os materiais necessarios para a mitose. Apos a mitose, ocorre a
divisdo celular, que resulta na formacéo de duas células filhas, que entdo retornam
ao estado de repouso na fase GO. Em células neoplasicas, no entanto, essa
sequéncia € alterada: sempre que a fase M termina, uma nova fase Gl é
imediatamente iniciada, impedindo as células de retornarem ao estado de repouso na
fase GO (WENZEL; SINGH, 2018).

Um dos testes utilizados para avaliar o ciclo celular é a citometria de fluxo.
Com a adicdo de IP na amostra, torna-se possivel identificar a concentracao de DNA,
permitindo a distincdo das diferentes fases do ciclo celular. Isso ocorre porque o
citbmetro de fluxo consegue detectar parametros cinéticos da populacdo celular,
revelando indices de DNA, aploidia e a fracdo de células em proliferacdo, o que
possibilita a identificacdo das células nas fases GO0/Gl, S e G2/M do ciclo
(CROWLEY; CHOIJNOWSKI; WATERHOUSE, 2016).
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e Procedimento experimental

A linhagem celular HL60 foi cultivada em uma placa de 24 pocos com
densidade inicial de 5 x 10* células por poco, sendo mantida em estufa a 37°C em
uma atmosfera com 5% de CO, por 24 horas. Apés esse periodo de incubacéo, as
células foram tratadas com as moléculas LC04 e LC14, ambas na concentracéo de 1
pMM. Como controle positivo, utilizou-se a doxorrubicina nas concentragdes de 0,1 uM
e 0,5 uM, enquanto o controle negativo foi tratado com DMSO a 0,004%. ApGs o
tempo de tratamento, as células foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos,
lavadas uma vez com PBS e fixadas em alcool 80% a 4°C em microtubos de 1,5 mL
por 30 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 2500 rpm por 10 minutos,
marcadas com IP a uma concentracdo de 50 pg/mL por mais 30 minutos,
centrifugadas novamente a 2500 rpm por 10 minutos e ressuspendidas em 300 uL de
PBS. Por fim, as células foram analisadas no citbmetro de fluxo BD FACSVerse™
apos a incubacao e centrifugacéo, com cerca de dez mil eventos avaliados.

Os dados foram analisados a partir da média + desvio padrdao da média de
3 experimentos independes. Para verificar a ocorréncia de diferenca significativa entre
0s grupos, os dados da porcentagem de células em Sub-G1 foram analisados
separadamente das células em GO/G1, S e G2/M, sendo comparados por 1way e

2way ANOVA, respectivamente.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
e Principio do teste

Esta técnica baseia-se na interagdo de um feixe de elétrons com a
superficie de uma amostra, produzindo sinais que permitem a formacgédo de imagens
altamente detalhadas. Esses sinais sdo gerados quando o feixe de elétrons incide
sobre a amostra e provoca a emissdo de elétrons secundarios, elétrons
retroespalhados e, em alguns casos, raios X caracteristicos. Os elétrons secundarios,
entdo sao captados por detectores especializados e convertidos em um sinal elétrico,
gue é transformado em uma imagem detalhada no monitor (FABER; MCCONVILLE;
LAMPRECHT, 2024; RUTHERFORD et al., 2024).
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e Procedimento experimental

As células foram cultivadas em placas de 6 pocos a uma densidade de 50
x 10* células/poco e mantidas na estufa a uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por
24 horas. ApOs esse periodo as células foram tratadas com as moléculas LC04 e
LC14 por mais 24 horas. Apés o periodo de exposicao as células foram coletadas e
transferidas para um microtubo para centrifugacédo a 1500 rpm por 10 minutos, em
seguidas as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e fixadas com glutaraldeido
a 1% (v/v) e em tampao fosfato de sodio 0,15M a pH 7,2 durante 16 horas.

Em seguida a células passaram por um processo de desidratacdo em
etanol nas concentracbes de 30%, 50%, 70%, 100% e 100% (v/v) por 10 minutos
cada entre uma concentracdo e outra era centrifugado a 1500 por 5 minutos e o
sobrenadante descartado e colocado a concentracdo adjacente, para finalizar a
desidratacédo foi utilizado hexametildissilano 50% (v/v) (HDMS, Sigma, St. Louis, Ml,
EUA) por 10 minutos, diluido em etanol por 10 min, centrifugado e por fim desidratado
com HDMS 100%. Em seguida, as células foram colocadas em um suporte e cobertas
com uma nuvem de ouro utilizando o equipamento de revestimento (Emitech-
Q150TES, Quorum Technologies, Lewes, Inglaterra) e uma tomografia por emissao
de pdésitrons (PET), por fim realizada a analise em um microscopio eletronico de
varredura (Quanta 450 FEG, FEI, Waltham, MA) com uma ampliagédo inicial de
20.000x.
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3.7 Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

e Principio do teste

O composto conhecido como 2°-7 -diclorofluorescina diacetato (DCFH-
DA), pode ser oxidado intracelularmente por varios agentes oxidantes, tais como,
peréxido de hidrogénio, anion radical superoxido, hidroperoxidos lipidicos, entre
outros; o que o torna um importante marcador para a determinag¢ao de EROs (BILSKI;
BELANGER; CHIGNELL, 2002; KIM; XUE, 2020). O reagente DCFH-DA difunde-se
passivamente pela membrana plasmatica e no interior da célula é hidrolisado por uma
enzima esterase, provocando a liberacéo de 2'-7 -diclorofluorescina (DCFH), a qual
tem afinidade por espécies reativas de oxigénio. Desta forma, a DCFH liberada reage
com as EROs liberando uma grande quantidade de substancia fluorescente
conhecida como 2°-7 -diclorofluoresceina (DCF), a qual é impermeavel a membrana
plasmatica ficando aprisionada no meio intracelular, dessa forma € possivel estimar
0s niveis de EROs intracelular (DCFH-DA+) de acordo com a intensidade de

fluorescéncia produzida (YU et al., 2021).

e Procedimento experimental

A linhagem celular HL60 foi cultivada em uma placa de 24 pocos com
densidade inicial de 5 x 10* células por poco, sendo mantida em estufa a 37°C em
uma atmosfera com 5% de CO, por 24 horas. Apés esse periodo de incubacéo, as
células foram tratadas com as moléculas LC04 e LC14, ambas na concentracéo de 1
UM. Apés o periodo de 3 e 6 horas, as células foram centrifugadas a 1500 rpm por 10
minutos. O pellet composto por células foi ressuspendido em um local protegido da
luz em uma solugdo contendo DCFH-DA a uma concentragdo de 10 uyM por 30
minutos em temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacao, as células foram
centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos e lavadas em PBS (1x) e em seguidas
levadas para a andlise.

A analise foi realizada por citometria de fluxo utilizando o equipamento BD
FACSVerse™, cerca de 10 mil eventos foram analisados por amostra e os dados dos

resultados foram extraidos através do software FlowJo ®.



34

3.8 Isolamento de mMRNA e analise de expressao génica por RT-gPCR
e Principio do teste

A PCR em tempo real (RT-gPCR) é um método fluorimétrico que possibilita
a visualizagdo da amplificagdo do transcrito em tempo real, permitindo estimar a
guantidade de mRNA presente na amostra de acordo com a quantidade de ciclos
necessarios para atingir determinado ponto (threshold cycle ou CT). A quantidade de
ciclos necessarios para a amplificacédo do transcrito é diretamente proporcional ao CT
e inversamente proporcional a quantidade de mRNA. Para mensurar a amplificacao,
séo utilizados compostos fluorescentes como o SYBR® Green, este, possui a
capacidade de se ligar a dupla fita gerada da reacédo de amplificacdo do cDNA (DNA
complementar), a quantidade de cDNA é proporcional a concentracdo de mRNA da
amostra. Ao se ligar, o composto emite fluorescéncia sendo esta medida pelo
equipamento, e assim, mensurando a concentracao relativa do transcrito na amostra
(HEID et al., 1996; WANG; ZHU; LEVY, 2006).

e Procedimento experimental

As células foram cultivadas em placas de 6 pocos a uma densidade de 50
x 10* células/poco e mantidas na estufa a uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por
24 horas. Apés esse periodo as células foram tratadas com as moléculas LC04 e
LC14. Ap6s o periodo de 24 horasie de exposicéo as moléculas o RNA das células
foi extraido utilizando o método TRIzol® (Life Tecnologies), em seguida foi realizada
a transcricao reversa e obtencdo do DNA complementar, que foi obtido utilizando o
kit High Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Life Tecnologies), a conversao foi
realizada utilizando o termociclador Verity® (Thermo Scientific). A concentracéo e a
gualidade do RNA foram determinadas através do equipamento espectrofotbmetro
NanoDrop (Kisker, Germany).

Os genes selecionados para a avaliagdo da expressdo génica foram
agueles relacionados a morte celular e danos ao DNA como BCL-2 (NM_000633.3),
BAX (NM_138764.5), H2AFX (NM_002105.3), PARP1 (NM_001618.3) e TP53 (NM_
205264.1). A reacdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando o equipamento
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System-Time (Applied Biosystems, EUA) e o
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sistema de deteccdo Fast SybrGreen (Applied Biosystems, EUA). Todos os
experimentos de RT-gPCR foram realizados de acordo com os protocolos descritos
pelo Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments- MIQE Guidelines (BUSTIN et al., 2009). O nivel de expresséao foi
calculado utilizando o método AACt, normalizando as amostras em relagdo ao gene
de referéncia GAPDH (NM_002046.6) (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

3.9 Andlise estatistica

Os dados apresentados neste estudo foram expressos como média + SEM ou
como valores de concentracdo inibitéria de 50% (CI50), acompanhados de seus
respectivos intervalos de confianca de 95%, obtidos por regressao nao linear. As
analises quantitativas dos experimentos in vitro, tanto celulares quanto moleculares,
foram baseadas na média e no desvio padrao de trés experimentos independentes.
A significancia estatistica entre os diferentes grupos e condi¢cdes experimentais foi
determinada por andlise de variancia (ANOVA), seguida dos poés-testes de
Comparagédo Mdltipla de Bonferroni ou Tukey, adotando um nivel de significAncia de
95% (p<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas no software Prism 5.0
(GraphPad Software).

4. RESULTADOS

4.1 As moléculas derivadas de naftoquinonas demonstraram maior atividade
citotoxica na linhagem de leucemia mieloide aguda HL60

Inicialmente, as 30 substancias foram avaliadas nas trés linhagens
celulares. Dentre essas moléculas, 4 apresentaram atividade inibitéria acima de 10%
a 10 uM na linhagem celular AGP-01. As moléculas LC-04, LC-09, TTRZ01 e TTRZ02
apresentaram uma leve inibicdo (Tabela 1 e Figura 4C). LC-04 apresentou a maior
atividade inibitéria contra AGP-01, apresentando uma porcentagem de inibicdo de
17,67% (Tabela 1). Na linhagem celular HCT-116, 7 apresentaram atividade inibitoria
acima de 10% a 10 pM. A melhor atividade inibitéria foi TTRZ04, apresentando uma
porcentagem de inibicdo de 25,8% (Tabela 1 e Figura 4A). A linhagem celular
leucémica HL60 foi a mais sensivel as moléculas testadas com quatro delas exibindo
uma inibicdo do crescimento celular superior a 90%, enquanto a molécula TTRZ03
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alcancou uma inibicdo de 47%. (Tabela 1). As moléculas LC-04 e LC-14 induziram a
inibicdo com valores de 95,43% e 96,39%, respectivamente (Tabela 1 e Figura 4B),
em relacdo a HL60.

Tabela 1 - Atividade inibitéria de 30 substancias testadas na concentragdo de 10 uM apds 72
horas de tratamento nas linhagens celulares AGP-01, HCT-116 e HL60. Os valores percentuais
inibitorios obtidos através do ensaio Alamar Blue estdo indicados e os resultados da andlise de
variancia (ANOVA) realizada no programa estatistico Prism 5.0 (GraphPad Software), com nivel de
significancia de 95% (p<0,05). Os valores com maior porcentagem de inibicdo estdo destacados em
negrito.

Percentual de Inibigao (%)

Substancias AGP-01 HCT-116 HL60
Doxorrubicina 58,52 88,40 77,36
LC-01 2,34 -4,83 -20,05
LC-02 2,17 -6,42 12,50
LC-03 9,11 16,79 91,97
LC-04 17,67 11,85 95,43
LC-05 4,77 -2,31 10,69
LC-07 3,08 -1,09 -0,02
LC-08 5,29 4,69 -0,93
LC-09 12,12 4,46 -13,56
LC-10 7,50 -15,60 -57,29
LC-11 -1,44 -12,46 -66,76
LC-12 -1,71 -3,30 17,71
LC-13 10,78 9,18 -89,50
LC-14 10,65 9,98 96,39
LC-15 9,88 5,82 93,23
LC-16 0,25 -3,17 -6,97
LC-17 -0,08 -13,28 -86,38
LC-18 6,98 -16,08 -68,96
LC-19 0,92 -8,88 34,12
LC-20 6,28 -6,10 -90,32
TTRZ01 15,23 2,31 -66,15
TTRZ02 11,38 15,05 -58,99
TTRZ03 7,47 5,64 47,29
TTRZ04 6,66 25,80 19,08
TTRZ05 4,46 8,78 -38,79
TTRZ06 8,36 -1,01 -52,03
TTRZ07 -1,17 2,28 -32,57
TTRZ08 4,03 14,52 -18,17
TTRZ09 7,76 17,79 -15,03
TTRZ10 8,60 15,36 -19,19
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A Figura 3, mostra a representacdo da viabilidade celular e atividade
inibitéria das moléculas com melhores resultados de inibicdo sob as trés linhagens
celulares avaliadas, AGP-01, HCT-116 e HL60.

Figura 4 — Andlise de concentracédo Unica nas linhagens de leucemia promielocitica aguda HL60
e tumores solidos AGP-01 e HCT-116. (A) Atividade inibitéria das moléculas LC03, LC04, TTRZ02,
TTRZ04, TTRZ08, TTRZ09 e TTRZ10 na concentracdo Unica de 10 uM apds 72 horas de tratamento
na linhagem celular HCT-116. (B) Atividade inibitéria das moléculas LC03, LC04, LC14, LC15 e
TTRZ03 em concentracéo Unica de 10 uM apds 72 horas de tratamento na linhagem celular HL60. (C)
Atividade inibitéria das moléculas LC04, LC09, TTRZ01 e TTRZ02 na concentracdo Unica de 10 uM
apo6s 72 horas de tratamento na linhagem celular AGP-01.
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Posteriormente, foi realizado um ensaio para determinar os valores de
CI50 (Tabela 2), utilizando exclusivamente a linhagem celular HL60. Esse estudo teve
como base os resultados do experimento de concentracdo Unica, no qual foram
selecionadas moléculas com taxa de inibicdo do crescimento celular superior a 50%,
além da linhagem celular que se mostrou mais sensivel a essas moléculas. Entre as
moléculas selecionadas, destacaram-se LC03, LC04, LC14 e LC15, que foram
escolhidas para a avaliacdo do CI50. Os resultados obtidos foram: LC03 com CI50 de
1,28 pM, LC14 com 1,08 pM, LC15 com 1,7 uM e LCO4, que apresentou 0 menor
valor de CI50, 0,74 uM.

Tabela 2 — Analise da citotoxicidade na linhagem de leucemia promielocitica aguda HL60.
Valores de CI50 dos compostos mais potentes contra a linhagem de células cancerigenas HL60. CI50:
Concentragdo de Inibicdo de 50% do crescimento celular.

CI50 (uM)

Moléculas 95% Intervalo de Confianca

1,28
LCO3 (1,071 — 1,542)
R2 0,9363

0,74
LCO4 (0,6804 - 0,8072)
R2: 0,9816

1,08
LC14 (0,7988 — 1,475)
Rz 0,9306

1,78
LC15 (1,599 — 1,983)
Rz 0,9743

4.2 As moléculas LC04 e LC14 induz altera¢cdo na integridade de membrana na
linhagem HL60

De acordo com as andlises de dose unica e CI50, as moléculas LC04 e
LC14 tiveram maior potencial antitumoral na linhagem HL60 e por isso seguiram para
0os demais testes para verificar seu mecanismo de acdo. Assim, em seguida foi
realizado o ensaio de avaliacdo da integridade de membrana para verificar se as

moléculas testadas estdo causando danos a membrana plasmatica das células, um
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indicador de citotoxicidade direta ou mecanismo de morte celular. A integridade da
membrana citoplasmatica foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando o IP como
agente fluorescente para marcacdo nuclear, permitindo a andlise posterior por
citometria de fluxo. A Figura 5 apresenta a porcentagem de células nédo viaveis da
linhagem HL60 apds incubacdo com as moléculas LC04 e LC14, ambas na
concentragcédo de 1 pM. Observa-se que o grupo tratado com LC04 nao apresentou
aumento significativo na porcentagem de células ndo viaveis em comparacao ao
controle, registrando um valor de 4,14%. Em contrapartida, o tratamento com LC14
resultou em um aumento significativo na proporcéo de células néo viaveis (p < 0,05)
em relacdo ao controle negativo, atingindo 13,9% de células positivas para IP.

Figura 5 — Anélise da alteracdo da integridade da membrana da linhagem celular HL60 ap6s
exposicdo as moléculas LC04 e L14 por 24 horas, avaliando a incorporacao significativa de iodeto de
propideo (IP) pelas células ndo viaveis. (A) Histograma representativo proveniente do programa de
andlise FlowJo, demonstrando o percentual de células ndo viaveis. (B) Grafico de barras proveniente
do programa GraphPrism 5.1, demonstrando o percentual de células ndo viaveis e as diferencas
estatisticas entre elas indicado pelo simbolo (*).
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4.3 As moléculas LC04 e LC14 induzem fragmentacdo no DNA e bloqueio no ciclo
celular nas na linhagem HL60

Em sequéncia, avaliou-se o impacto das moléculas LC04 e LC14 sobre o
ciclo celular e a fragmentacédo do DNA na linhagem HL60, por meio da quantificacédo
do DNA utilizando o IP como marcador do conteudo de DNA, por citometria de fluxo.
Os resultados obtidos podem ser visualizados na Figura 6A, onde o controle negativo
apresentou 45,15% das células na fase GO/G1, 32,75% na fase S e 19,85% na fase
G2/M. Apbs a exposicdo das células as moléculas LC04 e LC14, em uma
concentracdo de 1 pM durante 24 horas, observou-se alteracdes na distribuicdo
celular, com uma diminuicdo de 10% na fase GO/G1 nas células tratadas com LC14
(34,40%) e uma reducdo de 10,45% na fase S nas células tratadas com LCO04
(22,30%), quando comparadas ao controle negativo.

Além disso, o0 teste permitiu identificar uma populacdo celular com
fragmentacdo de DNA, evidenciando que a molécula LC14 promoveu um aumento na
guantidade de células na fase Sub-G1l. Essa condicdo sugere que as células
perderam parte do material genético, uma caracteristica associada a fragmentacao
nuclear. Na Figura 6B, observa-se uma diferenca significativa (p<0,05) entre os
grupos tratados com Doxo 0,5 uM e LC14 1 uM, com 45,23% de células apresentando
fragmentacdo no grupo tratado com Doxo 0,5 pM e 13,60% no grupo tratado com
LC14 1 pM.
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Figura 6 - As moléculas LC04 e LC14 induzem fragmentac&o no DNA e bloqueio no ciclo celular
na linhagem HL60. Analise do efeito do tratamento com as moléculas LC04 e LC14 na linhagem
celular HL60 ap6s 24 horas, focando na fragmentagdo do DNA e no bloqueio do ciclo celular. (A) E
possivel visualizar um gréfico de barras contendo a porcentagem do nimero de células em cada fase
do ciclo celular. (B) E possivel visualizar a porcentagem de células com fragmentacdo do DNA.

A

HL60 24h
80- [ GO/G1
52 Tk B S
2 60 B G2/M
3
.8 . _-I-_
o 404 ok ok k
o
2 *kk Fekk
qE’ 20- * %k
3
< *dk ok
DMSO DOXO DOXO LCo4 LC14
0,1 uM 0,5 uM 1 uM
Sub-G0/G1
B Fragmentagao do DNA
50- -
‘o\o ——
n 40-
~
=
'S 307 ow
%
E 20'
Q
E 101
= l__'_—l |;|
oL |

DMSO DOXO DOXO LC04 LC14
01puM  0,5uM 1 uM




42

4.4 L.C04 e LC14 induzem alterac6es morfologicas e danos na membrana da célula
HL60

Em seguida, foi investigado a capacidade de alterar a morfologia celular
pelas naftoquinonas estudadas. As andlises demonstraram que as células do grupo
controle, tratadas com DMSO (Fig. 7 — Painel Controle), mantiveram sua morfologia
normal, apresentando formato esférico, volume preservado e superficie lisa, sem
sinais de danos estruturais. As células tratadas com doxorrubicina a 1 uM (Fig. 7 —
Painel DOXO 1 uM) exibiram alteragfes significativas, como contornos irregulares,
presenca de fragmentos celulares, reducdo do volume celular e textura superficial
alterada.

As células tratadas com o composto LC04 a 1 pM (Fig. 7 — Painel LC04 1
pM) também apresentaram danos consideraveis a morfologia, incluindo alteragées no
formato celular, superficie irregular, reducdo no tamanho das células, formacéo de
aglomerados e fragmentacéo celular. De forma semelhante, as células expostas ao
composto LC14 a 1 pM (Fig. 7 — Painel LC14 1 yuM) demonstraram aumento da
rugosidade na superficie, deformacdes na estrutura celular, reducdo do volume e
diminuicdo no numero total de células. Além disso, foi possivel observar a presenca
de restos celulares, indicando morte celular.

Figura 7 — Andlise de MEV das células HL60 ap6s exposicdo as moléculas LC04 e LC14 e
Doxorrubicina a uma concentracdo de 1 uM.
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4.5 As moléculas LC04 e LC14 promoveram a producéo de EROs

Com o objetivo de avaliar a producéo de EROs na linhagem celular HL60
foram estabelecidos os tempos de 3 e 6 horas, através da utilizagcdo do composto
fluorescente DCFH-DA. Conforme apresentado na Figura 8, o tratamento com 0s
compostos LC04 e LC14 (1 pM) resultou em um aumento significativo na
porcentagem de células DCFH-DA+ em ambos os tempos analisados, comparado ao
controle negativo (DMSO). Apos 3 horas de tratamento, o composto LC04 elevou a
producdo de EROs para aproximadamente 12% (p<0,001), enquanto LC14 atingiu
valores proximos de 15% (p<0,001). Apds 6 horas, esses valores aumentaram para
cerca de 35% (LCO04) e 45% (LC14), respectivamente (p<0,001).

Figura 8 — A exposicdo aos compostos LC04 e LC14 leva ao aumento na producédo de EROs na
linhagem leucémica HL60 apds o tempo de 3 e 6 horas. (A) Representacdo gréafica da populacao
de células marcadas com DCFH-DA (DCFH-DA+) indicando aumento na produg&o de EROs no tempo
de 3h e em (B) a representacédo do tempo de 6 horas. (C) Histograma representativo proveniente do
programa de analise FlowJo, demonstrando o percentual de células DCFH-DA+ em seus respectivos
tempos.
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4.6 Analise de expressdao de mRNA

Para explorar os efeitos das naftoquinonas sintéticas LC04 e LC14 na
modulacdo da expressao génica na linhagem HL60, foi avaliada a regulacao de cinco
genes relacionados a apoptose e ao reparo do DNA: BCL2, BAX, H2AFX, PARP1 e
TP53 (Figura 9). Os resultados demonstraram que a LC14 (1 pM) reduziu
significativamente (p < 0,05) a expressao do gene antiapoptético BCL2, enquanto a
LC04 nao causou alteracao significativa (p > 0,05) em relagdo ao controle negativo
(CN) (Figura 9A). Por outro lado, o gene pré-apoptético BAX foi significativamente
hiper-regulado (p < 0,05) pelo tratamento com LC14, mas néo pela LC04 (p > 0,05)
(Figura 9B).

No caso do gene H2AFX, envolvido na resposta ao dano no DNA, ambas
as naftoquinonas demonstraram efeitos distintos. A LC14 aumentou
significativamente (p < 0,01) a expressédo deste gene em comparacdo com o CN,
enquanto a LC04 néo apresentou alteracéo relevante (p > 0,05) (Figura 9C). Para o
gene PARP1, que esta associado ao reparo do DNA, foi observada uma reducéo
significativa (p < 0,05) na expresséo em resposta a LC14, mas ndo a LC04 (p > 0,05)
(Figura 9D). Por fim, o gene TP53, conhecido por seu papel central na regulacéo do
ciclo celular e apoptose, foi altamente expresso apos o tratamento com ambas as
naftoquinonas. No entanto, a LC04 induziu uma expressdo mais significativa (p <
0,01) em comparacao a LC14 (p < 0,05), ambas significativamente superior ao CN
(Figura 9E).
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Figura 9 - Expresséo relativa de mRNA de genes associados a apoptose e ao reparo do DNA em
células dalinhagem HL60 apés tratamento com as naftoquinonas sintéticas LC04 e LC14 (1 uM)
por 24 horas\[ELa]. (A) BCL2: gene antiapoptotico; (B) BAX: gene pré-apoptotico; (C) H2AFX: envolvido
na resposta ao dano no DNA; (D) PARP1.: relacionado ao reparo do DNA; (E) TP53: regulador do ciclo
celular e apoptose. Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). *p <
0,05, **p < 0,01; NS: ndo significativo em comparagéo ao controle negativo (CN).\[EL4]
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5. DISCUSSAO

Estudos recentes apontam que os derivados de naftoquinonas vém sendo
amplamente investigados na quimica medicinal devido a sua capacidade de induzir
citotoxicidade significativa em diversas células tumorais, tornando-se alvos
promissores para o desenvolvimento de novas terapias anticancer (NAVARRO-
TOVAR et al., 2023; RAHMAN et al., 2022; RAVICHANDIRAN et al., 2024).

O presente estudo foi inicialmente conduzido para avaliar o potencial
citotoxico de moléculas sintéticas derivadas de naftoquinonas, utilizando uma triagem
com 30 substancias em concentragcédo unica de 10 uM (Tabela 1). Para isso, foram
empregadas trés linhagens celulares: AGP0l1, HCT116 e HL60. Durante o
experimento, observou-se que as moléculas apresentaram maior efeito citotdéxico na
linhagem leucémica HLG60.

Esses resultados estdo em consonéncia com estudos anteriores
(GUIMARAES et al., 2021; RAVICHANDIRAN et al., 2024; SAYAHI et al., 2024) que
apontaram para o efeito citotéxico mais acentuado das naftoquinonas em células
leucémicas, em comparacao com outros tipos celulares. Um exemplo relevante € o
estudo realizado com as linhagens HL60 e HL60OR (esta ultima com caracteristicas de
resisténcia multipla a farmacos), que investigou o efeito anticancer do 6leo essencial
(OE) derivado de Glandora rosmarinifolia. Esse 6leo, rico em um isémero hidroximetil-
naftoquinona, demonstrou atividade citotoxica dependente da concentracdo em
linhagens leucémicas, com baixa toxicidade para células epiteliais normais (hnTERT
RPE-1) (LABBOZZETTA et al., 2022).

No presente trabalho, os dados obtidos revelaram que quatro moléculas
testadas (LCO3, LC04, LC14 e LC15) apresentaram inibicdo da atividade de
crescimento celular superior a 90%, evidenciando a alta eficacia dessas moléculas
contra a linhagem leucémica HL60. Esses resultados reforcam o potencial dessas
substancias e justificam a continuidade de estudos para investigar seus mecanismos
de acgao.

Ao determinar a CI50 das moléculas selecionadas, observou-se que LC04
e LC14 apresentaram os melhores desempenhos conforme observado na Tabela 2,

indicando que essas moléculas possuem maior citotoxicidade, sendo, portanto,



47

escolhidas para analises mais aprofundadas. A investigacéo focou-se na identificacéo
dos mecanismos que conferem a essas moléculas suas atividades diferenciadas.

Uma caracteristica importante das moléculas LC04 e LC14 é que ambas
sdo derivadas de naftoquinonas, compostos conhecidos por suas propriedades
anticancer. Esse dado corrobora com inimeros estudos que exploram derivados de
naftoquinonas sintéticas, cujas modificagbes pontuais na estrutura quimica
influenciam significativamente sua atividade bioldgica. No estudo realizado por Pérez-
Sacau et al., 2007, demonstraram que pequenas alteracfes estruturais podem
impactar diretamente a eficicia citotoxica dessas moléculas. Além disso, o trabalho
realizado por Lee et al.,, 2019, aprofundaram a compreensdo dos mecanismos de
acao das naftoquinonas, destacando que esses compostos atuam, em grande parte,
induzindo estresse oxidativo e modulando vias apoptoticas, fatores criticos no
combate a células leucémicas.

Portanto, nosso estudo realizou analises de integridade da membrana
celular e o ciclo celular, com o objetivo de compreender melhor os mecanismos de
acdo das moléculas LC04 e LC14. Conforme mostrado na Figura 5, a exposicéo as
moléculas por 24 horas revelou alteragdes significativas na permeabilidade da
membrana das células HL60 (p < 0,001). Notavelmente, enquanto LC04 néo
apresentou uma alteracao significativa na integridade da membrana, sugerindo que
sua acao citotoxica segue outra via, LC14 demonstrou uma ruptura pronunciada na
membrana celular em comparagéo com o controle.

Os resultados obtidos foram corroborados por imagens de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) presentes na Figura 7. As células tratadas com LC04
apresentaram danos moderados a superficie celular, sugerindo um estado apoptético.
Por outro lado, as células tratadas com LC14 mostraram danos mais severos, com
células isoladas e deformadas, além de restos celulares espalhados, confirmando os
resultados observados no ensaio de permeabilidade com IP. Esses achados estéao
alinhados com a literatura, como descrito por Montenegro e colaboradores, 2010, que
relatou que a 1,4-naftoquinona induziu ruptura da membrana celular na linhagem
leucémica HL60, derivada de leucemia mieloide aguda.

Além das analises de integridade da membrana, também avaliamos as

alteracdes no ciclo celular das células tratadas com LC04 e LC14 Figura 6. Nas
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células expostas a molécula LC04, observou-se uma diminuicdo na quantidade de
células na fase S do ciclo celular, sugerindo uma possivel interferéncia na sintese de
DNA e uma possivel parada em G1. Esse efeito pode estar relacionado a interacéo
com alvos especificos relevantes para essa etapa. Por sua vez, as células tratadas
com LC14 apresentaram diminuicoes nas fases GO/G1 e S, acompanhadas por um
aumento significativo de células na fase Sub-GO/G1, sindicando intensa
fragmentacdo de DNA, o que impede a progressao para as fases subsequentes do
ciclo celular.

Estudos anteriores, como o Labbozzetta e colaboradores, 2022 também
relataram alterac6es no ciclo celular associadas a exposi¢cdo a naftoquinonas. O
mecanismo identificado nesses estudos sugere que tais compostos podem inibir a
enzima topoisomerase Il em seu sitio catalitico, resultando no bloqueio do ciclo celular
na fase GO/G1. Esses achados destacam a importancia das moléculas LC04 e LC14
como potenciais agentes terapéuticos no tratamento de leucemias.

Além dos mecanismos descritos na literatura de efeitos das naftoquinonas
como efeito citotoxico (QIN et al., 2022), alteragdo na membrana (DURAN et al., 2023)
e parada no ciclo celular (TRIPATHI; PANDA; BISWAL, 2019), as naftoquinonas
também podem apresentar mecanismos de producdo de espécies reativas de
oxigénio.

Vukic et al., 2020, avaliaram os efeitos pro-apoptéticos e antiproliferativos
das naftoquinonas a-metilbutirilshikonina, acetilshikonina e B-
hidroxiisovalerilshikonina, referidas no estudo como compostos 1, 2 e 3,
respectivamente. O estudo utilizou duas linhagens celulares: HCT-116, de cancer de
célon, e MDA-MB-231, de cancer de mama. Observou-se que as trés moléculas
aumentaram os niveis de EROs e 6xido nitrico nas células tratadas em comparacao
com as néo tratadas, com o efeito mais forte registrado nas primeiras 24 horas de
tratamento. Esse aumento gerou estresse oxidativo em ambas as linhagens celulares,
contribuindo para os efeitos antiproliferativo e pré-apoptético dos compostos. Além
disso, foi identificada uma interacdo entre os compostos e 0 DNA na regido AT do
sulco menor, uma area comumente associada a acdo de farmacos anticancer,

sugerindo uma atividade antitumoral.
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Os nossos resultados demonstraram que os compostos LC04 e LC14,
ambos na concentragdo de 1 yM, induziram um aumento significativo na porcentagem
de células positivas para DCFH-DA (células DCFH-DA+), quando comparados ao
controle negativo (DMSO).

Esses achados evidenciados na Figura 8, indicam que os compostos LC04
e LC14 possuem propriedades pro-oxidantes significativas, capazes de induzir a
producdo de EROs na linhagem HL60 de forma tempo-dependente. Além disso, o
maior impacto observado com o composto LC14, em ambos os periodos analisados,
sugere que esse composto € mais efetivo na promocgéo de estresse oxidativo celular.
Tais resultados sao relevantes para compreender os mecanismos pelos quais esses
compostos podem influenciar processos celulares relacionados ao estresse oxidativo,
possivelmente contribuindo para a citotoxicidade em células leucémicas.

Estudos realizados por nosso grupo evidenciaram a ac¢ao anticancer de
duas moléculas da classe das naftoquinonas. No estudo conduzido por Da Silva et
al., 2022, foi identificada a naftoquinona denominada 8-hydroxy-2-((4-
nitrophenyl)thio)naphthalene-1,4-dione (CNN16), que apresentou resultados
significativos em modelo experimental de cancer de célon (HCT-116), com efeitos
citotoxicos a uma CI50 de 5,32 uM. Quando testada em células ndo cancerigenas,
como MRC-5 e MNP-01, CNN16 demonstrou menor citotoxicidade, com CI50 de 9,36
e 10,77 upM, respectivamente. Além disso, a CNN16 apresentou atividade
anticlonogénica, inibindo a formagao de colonias na linhagem HCT-116, causando
danos ao DNA e induzindo apoptose em concentracdes mais altas. A molécula
também aumentou a permeabilidade da membrana plasmatica e induziu a
condensacao da cromatina sem sinais de morte por necrose. O composto CNN16
aumentou significativamente os niveis de ROS nas células tratadas apos 3h de
exposicdo em comparacao com as ceélulas nao tratadas, sugerindo que 0 mecanismo
principal de acdo da CNN16 possui relacdo com danos ao DNA através da producao
de ROS, regulacao da expressao génica pro e antiapoptotica e desencadeamento da
polarizacdo mitocondrial levando a ativacdo da via de apoptose intrinseca.

O outro estudo realizado por nosso grupo de Sousa Portilho et al., 2022,
avaliou o potencial anticancer da 1,4-naftoquinona (CNN1) como possivel agente

seletivo em um modelo experimental com a linhagem de leucemia mieloide cronica



50

~

(LMC) K-562 e sua variante resistente a quimioterapia, FEPS. Os resultados
mostraram que a molécula CNN1 induziu apoptose por meio da expressao de genes
associados ao dano no DNA, como o gene H2AFX, e causou despolarizacdo do
potencial de membrana mitocondrial, indicando morte celular programada. Apos
analises morfolégicas, esse mecanismo foi confirmado, com observacao de dano ao
DNA e externalizacao de fosfatidilserina, um importante marcador de apoptose. De
forma semelhante ao estudo anterior conduzido pelo nosso grupo (DE SOUSA
PORTILHO et al.,, 2022), os resultados também apontaram a modulacdo da
expressdo do gene H2AFX nas células tratadas com o derivado de naftoquinona
LC14, sugerindo uma possivel ativacao do processo apoptotico nas células HL60. No
entanto, os efeitos observados nas células tratadas com LCO4 foram menos

expressivos, indicando uma diferenca na eficacia entre os dois compostos.

No estudo conduzido por Wang et al., 2023, foi demonstrado que uma
naftoquinona (IP-DNQ) induz a geracédo de EROs resultando em danos extensivos ao
DNA e hiperativacéo da enzima PARP1, culminando na morte celular por apoptose e
necrose programada. Comparando esses achados com os resultados do presente
estudo, as naftoquinonas LC04 e LC14 também elevaram significativamente os niveis
de ROS, mas demonstraram efeitos distintos sobre a expressdo dos genes

relacionados a resposta ao dano no DNA.

A LC14 apresentou a reducao significativa da expresséao do gene PARP1,
enquanto a LC04 nao alterou este gene de maneira significativa. Esses resultados
sao particularmente interessantes, pois diferem do observado por Wang et al., 2023,
onde a hiperativacdo de PARP1 em resposta ao dano no DNA mediado por ROS foi
um fator determinante para a morte celular. No presente estudo, a reducao de PARP1
em resposta a LC14 pode refletir uma estratégia adaptativa das células tumorais para
evitar a hiperativacdo metabdlica de PARP1, que poderia levar a deplecdo de NAD*
e ATP. Esse mecanismo alternativo pode favorecer uma forma de apoptose mais
controlada, mantendo o equilibrio energético enquanto promove a morte celular
programada. A auséncia de alteracdes na expressao de PARP1 apés o tratamento
com LCO04 reforca a ideia de que essa molécula possui menor impacto no reparo do
DNA, o que pode estar relacionado a menor magnitude de danos genotoxicos ou ao

envolvimento de outras vias celulares.
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Assim, enquanto Wang et al., 2023 destacam o papel critico da
hiperativagdo de PARP1 na indugé&o da morte celular em resposta a ROS, nossos
resultados sugerem que a LC14 induz um tipo de dano ao DNA suficiente para ativar
genes de resposta ao estresse, como H2AFX, mas suprime a expressao de PARP1,
potencialmente regulando a extensdo dos processos de reparo do DNA. Essa
modulacédo diferencial pode conferir um equilibrio entre promover a morte celular e
preservar 0S recursos energéticos, o que pode ser vantajoso em um contexto

terapéutico.

Em um estudo realizado por De Almeida et al., 2021, foi investigado o papel
antitumoral de uma naftoquinona denominada CNFD em linhagens de cancer de
mama MCF-7. Os resultados demonstraram que essa molécula induziu a morte
celular programada por meio do aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e da ativacdo das vias de sinalizagdo JNK e p38. Essas vias,
relacionadas ao gene BCL-2, promoveram a modulacéo da transcricdo desse gene e
a fosforilacdo de proteinas associadas, resultando em sua inativacao.
Consequentemente, o estudo revelou que a CNFD reduziu significativamente a
expressdo de BCL-2, favorecendo a apoptose em células cancerigenas. De forma
semelhante, em nosso estudo, foi observada uma reducdo na expressédo de BCL-2
nas células tratadas com LC14 e um efeito ndo significativo nas células tratadas com
LCO4.

Zhang et al., 2024 investigaram compostos hibridos de 1,4-naftoquinona-
cromeno como potenciais agentes antitumorais, com foco nas linhagens celulares
K562 (leucemia) e A549 (cancer de pulméo). Dentre os compostos avaliados, o 4ac
destacou-se por sua significativa atividade citotoxica, sendo sugerido que ele pode
regular a via p53-MDM2, alterar a razdo Bax/Bcl-2 e promover a liberacdo de
citocromo c, ativando, assim, a via apoptética mitocondrial. Esses achados indicam
gue o composto 4ac modula a expressao do gene BAX, aumentando sua expressao
relativa em relacdo ao gene BCL2, o que favorece a apoptose em células
cancerigenas. Em nossos estudos, foi identificado um aumento na expressao do gene
BAX em células tratadas com LC14. Contudo, esse efeito ndo foi observado nas

células tratadas com LCO04. Além disso, a baixa expressdo de BCL2 nas células
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tratadas com LC14 reforca a hipétese de um possivel efeito pré-apoptotico especifico

desse composto.

Com relacdo a modulacdo da expressao génica do gene TP53, o artigo
publicado por Meireles da Costa e colaboradores, 2021, relata que a perda ou a
disfuncao do p53 nas células cancerigenas compromete a capacidade do organismo
de impedir a divisdo celular descontrolada, uma das principais caracteristicas do
cancer. A pesquisa sugere que restaurar a funcédo do p53, talvez através de terapias
gue modulam sua interagdo com outras proteinas reguladoras como o0 HMGA, pode
ser uma abordagem promissora para o tratamento do cancer, ajudando a restabelecer

o controle do ciclo celular e a inducéo de apoptose em células tumorais.

Os achados deste estudo demonstram que o gene TP53, amplamente
reconhecido por sua funcdo na regulagao do ciclo celular e inducéo de apoptose, foi
significativamente modulado pelo tratamento com as naftoquinonas LC04 e LC14,
sendo a LC04 mais efetiva (p < 0,01). No artigo publicado por Meireles da Costa e
colaboradores, 2021, destaca o impacto da disfun¢do do p53 no desenvolvimento do
cancer e sugere que a restauracdo de sua atividade pode ser uma estratégia
terapéutica promissora. A maior inducéo de TP53 observada no tratamento com LC04
pode indicar que essa molécula favorece a ativacdo de vias regulatorias criticas,
promovendo o controle do ciclo celular e a apoptose, aspectos essenciais para a

supressao tumoral.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram que as moléculas LC14
e LC04 apresentaram desempenhos distintos, porém relevantes, nos experimentos
conduzidos, destacando-se como potenciais agentes terapéuticos para o tratamento
de leucemia. A LC14 demonstrou uma citotoxicidade levemente inferior a LC04, com
CI50 de 1,08 uM, no entanto obteve um impacto mais acentuado nos mecanismos
relacionados a integridade da membrana celular, fragmentacdo de DNA e aumento
na producdo EROs. Além disso, os dados apontam que a LC14 induziu intensas
alteracdes no ciclo celular, com uma notavel acumulacao de células em Sub-G0/G1,
indicando fragmentacdao celular e possiveis danos irreversiveis a estrutura celular. No
contexto molecular, a LC14 também mostrou maior capacidade de modular genes
associados a apoptose, como BAX, BCL2 e H2AFX, além de reduzir a expressao de
PARP1, sugerindo um mecanismo equilibrado entre danos ao DNA e controle
energético celular. Por outro lado, a LC04 apresentou um perfil diferenciado,
destacando-se pela menor inducéo de danos & membrana e fragmentacdo de DNA,
mas com uma modulagcdo mais efetiva do gene TP53. Essa molécula parece exercer
sua acao principalmente através da interferéncia na sintese de DNA, promovendo
parada do ciclo celular na fase G1 e induzindo menor, porém significativo, aumento
na producdo de EROs em comparacéo a LC14. Esses achados sugerem que a LC04
pode ativar mecanismos regulatérios criticos no controle do ciclo celular e de
apoptose, sem provocar rupturas acentuadas na membrana celular.

Portanto, enquanto a LC14 demonstrou maior eficacia na promogéo de
estresse oxidativo e danos estruturais irreversiveis, a LC0O4 mostrou-se promissora
no estimulo a vias regulatérias fundamentais, como a modulacdo de TP53. Em
conjunto, esses compostos destacam-se como alvos de interesse para futuras
investigacbes e desenvolvimento de terapias personalizadas no combate a

leucemias.
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