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RESUMO

As quinonas sao metabdlitos de ampla distribuicAo na natureza que possuem
diversas atividades farmacolégicas de importancia clinica. A naftoquinona a-
lapachona demonstrou potencial como protétipo para o desenvolvimento de
substancias com propriedades anticancer, como relatado pelo nosso grupo de
pesquisa, em que o seu derivado tetrahidropirano (THP) apresentou citotoxicidade e
seletividade significante contra a linhagem de melanoma MDA-MB-435. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o mecanismo de agédo envolvido na citotoxicidade
da a-lapachona e derivado THP em células de melanoma MDA-MB-435.
Inicialmente, avaliou-se a citotoxicidade da alfa-lapachona e derivado THP em 8
linhagens tumorais de mama e melanoma, através do ensaio do MTT, mostrando
Clsp de 1,37 e 8,18 uM, respectivamente, ap6s 72 horas de incubacdo. A
seletividade do derivado THP no ensaio de Alamar Blue, demonstrou que este se
apresentou 2,6 vezes menos citotoxico para células normais quando comparado as
células tumorais. Estudos do mecanismo de morte celular na linhagem tumoral MDA-
MB-435 indicaram que o derivado THP causou reducao de células viaveis associado
com o aumento de células ndo-viaveis por inducdo da perda de integridade da
membrana plasmatica nas concentracdes de 5 e 10 uM apos 24 horas de incubacao.
A atividade citotoxica do derivado THP né&o esta relacionada a uma fase especifica
do ciclo celular, ativacdo de caspases efetoras e formacdo de espécies reativas de
oxigénio, sugerindo a ocorréncia de um processo necrotico a partir de 6 horas de
tratamento, demonstrado pela avaliacdo da integridade de membrana. Assim, os
resultados exibidos sugerem que a introducdo do radical tetrahidropirano na
molécula da a-lapachona aumenta a citotoxicidade em células de melanoma MDA-
MB-435, via necrose, o que reforca a importancia de naftoquinonas, como prototipo

para o desenvolvimento de novos compostos sintéticos com atividade antitumoral.

Palavras-chave: Naftoquinona. a-lapachona. Morte Celular.



ABSTRACT

Quinone metabolites are widely distributed in nature showing various
pharmacological activities of clinical importance. The naphthoquinone a-lapachone
has been shown to be suitable as a prototype for the development of substances with
anticancer properties, as reported by our group to tetrahydropyran derivative (THP),
which demonstrated significant cytotoxicity and selectivity against MDA-MB-435
melanoma line. The aim of the present work was to evaluate the mechanism of
action involved in the cytotoxicity of a-lapachone and its THP derivative against
MDA-MB-435 melanoma cells. Initially, we evaluated the cytotoxicity of a-lapachone
and its THP derivative against 8 cell lines, by the MTT assay, showing ICso of 1.37
and 8.18 pM to breast and melanoma lines, respectively, after 72 hours of incubation.
The selectivity of the THP derivative in Alamar Blue assay, demonstrated that THP is
2.6 times less cytotoxic to normal cells as compared to tumor cells. Studies on the
mechanism of cell death in MDA-MB-435 tumor line showed that the THP derivative
caused a reduction on viable cells associated with an increase of non-viable cells by
inducing loss of membrane integrity in concentrations of 5 and 10 uM. The cytotoxic
activity of THP was independent of cell cycle, activation of effector caspases and
formation of reactive oxygen species, suggesting the occurrence of a necrotic
process after 6 hours of treatment, demonstrated by evaluation of membrane
integrity. Thus, the data suggest that a tetrahydropyran group introduction in a-
lapachone molecule enhances the cytotoxicity of MDA-MB-435 in melanoma cells,
via necrosis, which reinforces the importance of naphthoquinones as prototypes for

the development of new synthetic compounds with antitumor activity.

Keywords: Naphthoquinone. a-lapachone. Cell death.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer pode ser caracterizado como uma doenca proliferativa. A
proliferacdo celular estd envolvida em numerosos processos fisiologicos e
patoldgicos, incluindo crescimento, cicatrizacdo e desenvolvimento de tumores
(RANG et al., 2003; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

Tecidos normais controlam a producao e liberagdo de sinais promotores
do crescimento que regulam a entrada e progresséo do ciclo celular, assegurando
assim a homeostase e manutencdo da arquitetura e funcdo do tecido. Em células
tumorais, estes sinais sao desregulados, e em grande parte, se ligam a receptores
gue emitem sinais que regulam a progressao do ciclo celular e o tamanho da célula
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

A manutencdo e o acumulo dessas células formam os tumores malignos,
gue podem adquirir a capacidade de se desprenderem do tumor inicial e proliferarem
em 6rgaos distantes do organismo, originando as metastases (NCI, 2012; BROOKS
et al., 2010).

Existem diversos mecanismos envolvidos na evolucdo de uma célula
normal para uma célula potencialmente maligna, e a maior parte deles interfere no
ciclo celular, onde células com DNA danificado, que normalmente seriam mortas,
progridem através do ciclo celular, acumulando mutacdes e transmitindo as
alteracdes moleculares as células-filhas (ALMEIDA et al., 2005; FOSTER, 2008).

Assim, o cancer é considerado uma doenca genética, resultado de
mutacdes em células somaticas, e surge quando a taxa de crescimento excede a
taxa de morte celular, de modo que as células se dividem incontrolavelmente
(BERGMAN; HARRIS, 1997).

O inicio da tumorigénese pode ocorrer isoladamente apos breve
exposicdo a agente carcinogénico, denominado agente iniciador, causando dano

genético a célula. Em seguida, a exposicéo prolongada do agente promotor favorece
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a expansédo de populagfes de células portadoras de uma mutacgédo inicial, processo
denominado promocao, caracterizado por instabilidade gendmica, podendo levar a
novos danos genéticos (ALBERTS, 2009; RUDDON, 2007). O dultimo estagio,
denominado progressdo tumoral, caracteriza-se pela proliferacdo celular
descontrolada, sendo um processo irreversivel. Nesta fase, observam-se as
primeiras manifestacdes clinicas da doenca (SPENCE; JONHSTON, 2001;
KUMMAR; ABBAS; FAUSTO, 2007; JUNG; BRABLETZ; KIRCHNER, 2006;
SPANDIDOS, 2007) (Figura 1).

Figura 1. llustracdo esquematica da tumorigénese.

I Iniciacéo Promocé&o/Progressao tumoral Cancer e Metastase I

Virus  produtos

Irradiagdo i quimicos
Célula
hormal 1a40anos
Lesdo do DNA Ativacdo de oncogenes Tumores detectaveis ‘

A neoplasia maligna possui varias caracteristicas como: autossuficiéncia
na sinalizacdo de fatores de crescimento, insensibilidade a sinais de inibicdo do
crescimento, invisibilidade a imunovigilancia, evasdo da morte celular programada,
potencial de replicacéo ilimitado, angiogénese, capacidade de invasdo e producao
de metastase a distancia, instabilidade genética e desregulacdo da energia celular
(HANAHAH; WEINBERG, 2011) (Figura 2).
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Figura 2. Alteracdes fisiol6gicas comuns a maioria dos tipos de cancer.

Auto-suficiéncia Insensibilidade aos

em fatores de supressores do
crescimento crescimento

Desregulat_;ao Invisibilidade a
da energia imunovigilancia
celular @

Evasdo da Potencial de
morte celular replicacdo
programada ilimitado

Instabilidade Promocao de
gendmica e inflamagao tumoral
mutacao

Angiogénese Invaséao tecidual
e metastase

Fonte: Hanahan e Weinberg, 2011.

O microambiente inflamatério tumoral, por sua vez, também € participante
ativo na tumorigénese, no recrutamento de linfécitos, macrofagos e células
dendriticas, contribuindo para o desenvolvimento e expressao de certas habilidades
do tumor, que séo adquiridas de forma progressiva (COLLOTA, 2009; HANAHAH;
WEINBERG, 2011).

Existem quatro classes principais de reguladores implicados nha
carcinogénese que levam ao cancer. Os proto — oncogenes, que estimulam o
crescimento, genes supressores do crescimento, 0os que regulam a morte por
apoptose e 0s genes que regulam a reparacdo do dano do DNA. (HANAHAH;
WEINBERG, 2000)
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Os genes supressores de tumor atuam diminuindo a proliferacao celular
e, geralmente, as alteracfes nesses genes estdo associadas a perda de funcédo. Ja,
0S proto-oncogenes estao envolvidos na regulagdo positiva da proliferacao celular.
Seus mutantes, as formas hiperreativas, quando alterados ou amplificados no
genoma, passam a ser denominados oncogenes, e promovem o crescimento celular
na auséncia de sinais mitogénicos (ALBERTS et al.,, 2009; MENDELSOHN et al.,
1995).

As causas da neoplasia podem ser externas ou internas ao organismo. As
causas externas relacionam-se com o meio-ambiente como: radiagdo, exposicao a
agentes quimicos, agentes infectantes e habitos sociais. As causas internas podem
ocorrer por defeitos no sistema imune e predisposicdo genética do individuo
(RUDDON, 2007; SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2005).

Mesmo apOs importantes avangos no entendimento das neoplasias, 0
cancer apresenta-se como a segunda causa de morte por doenca no mundo
(SCHOTTENFELD; BEEBE-DIMMER, 2005). A Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estimou que, no ano 2030, pode-se esperar 27 milhdes de casos incidentes
de céncer. O maior efeito desse aumento vai incidir em populacdes de paises de
baixa e média rendas (OMS; INCA, 2012).

Na populacéo brasileira, 0 cancer se apresenta como a segunda causa
de morte, precedido apenas pelas mortes de doencas cardiovasculares. Em 2012, o
Ministério da Saude, juntamente com o Instituto Nacional de Cancer, apontam a

ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer (INCA, 2012).

O tratamento da maioria dos céanceres consiste na combinacdo de
diferentes abordagens terapéuticas. A quimioterapia, cirurgia e radioterapia,
representam as principais modalidades terapéuticas utilizadas (KUMMAR; ABBAS,;
FAUSTO, 2007; INCA, 2012). Mais recentemente, tem-se utilizado como terapia, a
fotorradiacao e imunoterapia (KUSUZAKI, 2007; HERR; MORALES, 2008).

A quimioterapia tem como principal objetivo, a erradicacdo das células
neoplasicas, sem prejudicar os tecidos normais. Entretanto, a maioria dos agentes
guimioterapicos ndo satisfazem esse critério, atuando de forma n&o-especifica,

lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as células de rapido
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crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunolégico, o que
explica a maior parte dos efeitos colaterais do tratamento quimioterapico
(KATZUNG, 2003; KUMMAR; ABBAS; FAUSTO, 2007).

Diante deste cenario, faz-se necesséaria a continua pesquisa de novos
farmacos com maior especificidade para células tumorais e consequentemente,

menos efeitos adversos.

1.2 Morte celular

O reconhecimento de que a morte celular pode ocorrer por processos
geneticamente controlados permitiu avancos em desvendar os mecanismos de
muitas doencas e o desenvolvimento de agentes farmacoldgicos que iniciam ou
inibem a morte celular programada (HOTCHKISS, 2009).

Assim, agentes utilizados na terapia do cancer, como radiacao e drogas
citotoxicas sao tipicamente indutores potentes de morte celular programada, como
apoptose, e da parada do ciclo celular (BUNZ, 2001). Por outro lado, a possibilidade
de que outros processos de morte celular desempenham também um papel
importante na regressao de tumores solidos apos tratamento medicamentoso deve
ser considerada (HOUGHTON, 1999).

A morte celular pode ser classificada de acordo com a sua morfologia
(definida por apoptose, necrose, autofagia ou catastrofe mitética), critério
enzimoldgico (com ou sem o envolvimento de nucleases ou classes distintas de
proteases, como caspases e catepsinas), aspectos funcionais (programada ou
acidental, fisiol6gica ou patoldgica) ou caracteristicas imunolégicas (imunogénica ou
nao imunogénica) (MELINO, 2001; OKADA; MAK, 2004; GALLUZI et al., 2009).
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Figura 3. Tipos de morte celular.
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A apoptose, antes referida como

morte celular programada (KERR;

WYLLIE; CURRIE, 1972), é responsavel, em grande parte, pela manutencdo da

homeostase, sendo responsavel pelo controle da populacdo celular (LOURO et al.,

2002).

As alteracdes morfoldgicas que definem a apoptose incluem condensacao

da cromatina (picnose), reducdo do volume celular, que causa perda da aderéncia

com a matriz extracelular e células vizinhas, e fragmentacédo nuclear (cariorrexe). As
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células apoptéticas formam prolongamentos citoplasmaticos chamados “blebbings”,
seguidas de formacgdo de corpos apoptéticos contendo organelas citoplasmaticas e
fragmentos nucleares. Os corpos apoptéticos, por sua vez, sdo fagocitados
rapidamente por macrofagos, sem causar estimulo pro-inflamatorio, diferentemente
da necrose (KROEMER et al., 2009; ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

Em relacdo as alteracdes bioquimicas, destacam-se a clivagem de
proteases aspartato-especificas, chamadas caspases, externalizacdo de
fosfatidilserina, que permite o reconhecimento dos macréfagos para a fagocitose dos
corpos apoptoticos. Pode ocorrer perda do potencial da membrana mitocondrial
devido a alteracbes na sua permeabilidade, com liberacdo de proteinas pro-
apoptoticas presentes do espaco intermembranar, tendo como maior representante
o citocromo ¢ (HANAYAMA et al., 2004, HENGARTNER, 2000; KROEMER; REED,
2000; RICH; WATSON; WYLLIE, 1999).

As caspases sdo sintetizadas como pro-enzimas com baixa atividade
intrinseca e, portanto, necessitam de ativacdo, quer pela maturacdo proteolitica ou
pela interacdo com um ativador alostérico. Componentes estruturais, como lamininas
nucleares e as proteinas do citoesqueleto, sdo alvos de caspases, causando as
principais alteracbes morfoldgicas caracteristicas de apoptose (ORRENIUS;
NICOTERA; ZHIVOTOVSKY, 2011).

Este processo pode ser desencadeado por duas vias distintas, porém
convergentes: via extrinseca, por receptor de morte e via intrinseca ou mitocondrial.
A via extrinseca é mediada por receptores de morte, representados por membros da
familia TNF (FAS, TNFR1 e DR3, DR4 e DR5) e seus ligantes que incluem TNF-a,
TRAIL e ligante Fas (FasL) (LOCKSLEY; KILLEEN; LENARDO, 2001; ITOH;
NAGATA,1993; ADAM-KLAGES et al., 2005). Ao se ligarem, ha formacédo do
complexo indutor de sinalizacdo de morte (DISC), resultando na ativacdo de
caspases iniciadoras 8 ou 10 (RICCI; ZONG, 2006).

Em células do tipo I, a caspase-8 ativa diretamente a pré-caspase-3, que
cliva proteinas-alvo, levando a apoptose. Em células do tipo Il, a caspase-8 cliva BID
(BH3-interacting domain death agonist) que, por sua vez, induz a translocacao,
oligomerizacéo, e insercdo de Bax (BCL-2-associated X protein) e/ou Bak (BCL-2-
associated X protein) para o exterior da membrana mitocondrial, ativando a via
intrinseca e permitindo a liberacdo de varios fatores a partir do espaco

intermembranar mitocondrial, incluindo citocromo ¢, que apés ser liberado, forma um
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complexo com APAF-1 (apoptotic protease-activating factor 1) e pro-caspase-9 na
presenca de ATP. Isto resulta na autoclivagem de pré-caspase-9, que desencadeia
a ativacdo de caspases efetoras 3, 6 ou 7 (ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY;
NICOTERA, 2003; ORRENIUS; NICOTERA; ZHIVOTOVSKY, 2011).

Figura 4. Via de apoptose extrinseca.

FASL ﬂ]] ..l.l u
‘ TNFR1/DR3/DR4/DR5

‘. %

»

FAS

/,
/
/

ooo.ooooo.gcoowo
| ) ) )

{
5

s
o~
o
—
T~
-
—r
R
~
—

POOOOOOOOOCOO0000C

' 1
FADD
Pré-caspase 8/10

= FLIP A

Caspase 8/10 ’I] [ I]
= Caspases -3,-6, -7
] (executoras) \

{/'
. o Q\
Clivagem de

substratos

s

8
/\ -

A
o
o2
R
AR
R
RS
N

=
R
=
R
A

i

Apo‘btose

Fonte: Adaptado de Igney e Krammer, 2002.

Na via mitocondrial, os sinais de morte atuam diretamente ou
indiretamente na mitocondria para provocar a liberacdo de proteinas pré-apoptoticas
do espaco intermembranar (ORRENIUS; NICOTERA; ZHIVOTOVSKY, 2011). Os

iniciadores deste processo incluem agentes quimioterdpicos, radiacdo ionizante,
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choque térmico, espécies reativas de oxigénio, dano no DNA e privagdo de fatores
de crescimento. (HENGARTNER, 2000).

A permeabilizagdo da membrana mitocondrial induz a formag&o de poros
por onde sédo liberadas pequenas moléculas do seu espaco intermembranar, que
incluem citocromo c¢ (LIU et al.,1996), Smac/DIABLO (DU et al., 2000), AIF (Fatores
de inducéo de apoptose) (SUSIN et al., 2000) e endonuceases (LI et al., 2001),
resultando em apoptose.

A via intrinseca também pode operar através de mecanismos
independentes de caspases, que envolve a liberacdo a partir da mitocondria e
translocacdo para o nucleo de pelo menos duas proteinas, fator de inducédo de
apoptose (AIF) e endonuclease G (EndoG) (ORRENIUS; NICOTERA;
ZHIVOTOVSKY, 2011).

Figura 5. Via de apoptose intrinseca.
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O balanco pré e anti-apoptético é controlado pela familia BcL-2 . As
proteinas antiapoptéticas (BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL-1, Al), localizadas na
membrana externa da mitocbndria, no citosol ou na membrana do reticulo
endoplasmatico sao responsaveis pelo bloqueio da MOMP (do inglés, mitochondrial
outer membrane permeabilization). As proteinas pré-apoptéticas BAX e BAK sado
responsaveis pela formacdo dos poros na membrana externa mitocondrial,
possibilitando a liberacdo de diversos fatores pré-apoptoticos (CHIPUK; GREEN,
2008).

Enquanto a apoptose envolve a répida destruicdo de estruturas e
organelas, a autofagia, também considerada tipo de morte programada, é um
processo lento, espacialmente restrito, em que ocorre na auséncia de condensacao
da cromatina acompanhado por vacuolos com membrana dupla, que sao finalmente,
digeridos por hidrolases lisossomais (KLIONSKY; EMR, 2000; KROEMER;
JAATTELA, 2005).

Consiste em uma resposta adaptativa a um estresse subletal, como a
privacao de nutrientes e fatores de crescimento (BAEHRECKE et al., 2005) . Porém,
também desempenha um papel na supresséao do crescimento do tumor, eliminacéo
de microorganismos intracelulares e apresentacdo de antigeno (KLIONSKY, 2007;
KROEMER; JAATTELA, 2005; LEVINE; DERETIC, 2007)

O termo catastrofe mitotica foi empregado para a morte celular que ocorre
durante ou logo apés uma falha na mitose. Resulta de uma combinacdo entre a
deficiéncia nos checkpoints do ciclo celular e dano celular (CASTEDO et al., 2004).
Morfologicamente, as células apresentam alteracdes nucleares grosseiras como,
micro e multinucleacdo, condensacdo nuclear incompleta, defeito no alinhamento
dos cromossomos e dano no DNA (BRUIN; MEDEMA, 2008). O dano que leva a
catastrofe mitética pode ser induzido por farmacos quimioterapicos como agentes da
hiperpolimerizacdo dos microtibulos (paclitaxel), agentes despolimeralizantes de
microtubulos (vinblastina e vincristina) e inibidores de checkpoint quinase 1 (Chk1)
(7-hidroxiestaurosporina) (RICCI; ZONG, 2006).

A necrose é definida como um tipo de dano celular, associado
frequentemente com processos patolégicos, como: doenca vascular-oclusiva,
doencas neurodegenerativas, infeccdo, doengas inflamatorias, exposicao a toxinas,
e cancer (MAJNO; JORIS, 1995; PROSKURYAKOV; KONOPLYANNIKOV; GABAI,
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2003; YUAN; LIPINSKI; DEGTEREV, 2003). Envolve perda inicial da integridade da
membrana plasmatica, culminando no extravasamento do conteudo -celular,
causando danos as células vizinhas e reacdo inflamatdria local, presumivelmente
através da liberacdo de fatores que alertam o sistema imune inato (EDINGER,;
THOMPSON, 2004; FESTJENS; VANDEN BERGHE; VANDENABEELE, 2006;
ZITVOGEL et al., 2004).

Alteragbes que acompanham a necrose séo: superproducdo de EROs,
inchaco celular, deplecdo de ATP, quebra de DNA randOmica, disfungdo da
homeostase do célcio, aumento de organelas, ativacdo de proteases (calpainas e
catepsinas), ruptura lisossomal e finalmente, perda da integridade da membrana
plasmatica (ZONG et al., 2004).

Um acumulo de evidéncias sugere a existéncia de um curso programado
de eventos na célula necrotica, processo tradicionalmente considerada como uma
forma acidental de morte celular. A morte celular com uma aparéncia necrotica pode
contribuir para o desenvolvimento embrionario e homeostase do tecido adulto; pode
ser induzida por ligantes que se ligam a receptores especificos de membrana, e
também pode ser regulada por fatores genéticos, epigenéticos e farmacoldgicos
(GOLSTEIN; KROEMER, 2006).

Dependendo do estimulo letal, tipo celular e concentracdo, muitas
substancias podem induzir apoptose, necrose, ou autofagia. (ORRENIUS;
ZHIVOTOVSKY, 2006). Por exemplo, células tumorais de mama MCF-7, tratadas
com o agente tamoxifeno resultou na lise de quase todas as células dentro de 24
horas. No entanto, a incubacao transitdria de 1 hora com a mesma concentracao,
causou autofagia (BURSCH et al., 2008).

Pesquisadores comecaram a considerar a eficacia do tratamento do
cancer através da inducdo de morte celular por necrose. Abordagens relatam
agentes capazes de induzir necrose em células tumorais, incluindo o tratamento
fotodinamico (PDT) e agentes alquilantes de DNA. Outros agentes, tais como beta-
lapachona, apoptolidina, e honokil também parecem induzir a morte de células
tumorais através de necrose (LI et al., 1999; SALOMON et al., 2003; TAGLIARINO et
al. 2001; BAI et al., 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vanden%20Berghe%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16950166
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vandenabeele%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16950166
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1.3 Produtos Naturais e Sintéticos na Farmacoterapia do cancer

Os primeiros registros da utilizacdo de produtos naturais como agentes
medicinais datam de milhares de anos. Os registros mais antigos sédo da
Mesopotamia de aproximadamente 2600 a.C. (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2000).
Desde entdo, os produtos naturais tém servido como fonte de descoberta e
inspiracdo para a atual farmacopéia, desempenhando um importante papel no
tratamento e prevencdo de doencas humanas (BAKER, 2007; BUTLER, 2008,
NEWMAN; CRAGG, 2009; KINGSTON, 2011).

Embora as estimativas variem de acordo com a definicdo do que é
considerada droga derivado de produto natural, sabe-se que entre 25 a 50% dos
medicamentos atualmente comercializados devem sua origem a produtos naturais
(KINGSTON, 2011). Segundo Newman e Cragg (2012), no periodo de 1981 a 2010,
aproximadamente 50% dos medicamentos introduzidos no mercado foram
originados de produtos naturais, provenientes de diversas fontes, incluindo plantas,

organismos terrestres, marinhos e microorganismos.

Entre os primeiros principios ativos a serem isolados de fontes naturais
estdo a estricnina, morfina, quinina, colchicina, dentre outros (NEWMAN; CRAGG,;
SNADER, 2000).

Existe um numero substancial de agentes antitumorais utilizados na
clinica derivados de produtos naturais, cujo montante foi de cerca de 48% de todas
as drogas anticancer disponiveis entre 1940 e 2011 (BUTLER, 2004; NEWMAN;
CRAGG, 2012). Uma analise dos farmacos aprovados entre 1981 a 2010
apresentou um significativo niamero de agentes antineoplasicos, logo abaixo de
medicamentos para o tratamento de doencas infecciosas (NEWMAN; CRAGG,
2012).

Os primeiros agentes anticancer aprovados para uso clinico foram
vimblastina e vincristina, isolados da planta Catharanhtus roseus G. Don, utilizadas
no tratamento de leucemias (NOBLE, 1990). Outros exemplos de farmacos
antitumorais séo etoposideo e teniposideo, que s&o derivados semi-sintéticos da
epipodofilotoxina, originada da planta Podophyllum peltatum, ativos contra cancer de
pulméo (LEE; XIAO, 2005).



25

Os taxdis Paclitaxel e Docetaxel (Taxus brevifolia L.) apresentam
atividade contra tumores de mama e ovario. Os derivados Topotecan e Irinotecan
(Camptotheca acuminata Decne), pertencentes a classe das camptotencinas,
possuem atividade contra cancer colorretal e ovariano respectivamente, sendo
aprovados para o0 uso clinico em varios paises (BALUNAS; KINGHON, 2005;
CRAGG; NEWMAN, 2005; VAN DER HEIJDEN et al., 2004).

Como representantes de antibidticos antitumorais estdo: antraciclinas,
como daunorrubicina, doxorrubicina, bleomicina, actinomicina e mitomicina (CRAGG,;
NEWMAN; WEISS, 1997; BINASCHI, et al., 2000).

Figura 6. Exemplos de agentes anticancer derivados de produtos naturais.
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Etoposideo Teniposideo

Fonte: Kingston, 2011.

Farmacos derivados de organismos marinhos também tém contribuido
para o arsenal farmacéutico, como a trabectenina (Yondelis®), isolada do
tunicado Ecteinascidia turbinata, utilizado no tratamento de sarcomas avangados de
tecidos moles, e eribulina (Halaven®), derivado sintético da halicondrina, isolada da
esponja marinha Halichondria okadai e aprovada pelo FDA em 2010 para o
tratamento de cancer de mama metastatico (CUEVAS; FRANCHESCH, 2009;
NASTRUCCI; CESARIO; RUSSO, 2012).

Entre as recentes descobertas de substancias com potencial antitumoral
provenientes de produtos naturais, pode-se citar o sorafenib (Nexavar®), aprovado
pelo FDA em 2005 para o tratamento de carcinoma de células renais; o polyphenon
E, aprovado em 2007, inicialmente para o tratamento de verrugas genitais ligadas ao
virus do papiloma humano (HPV), e atualmente esta em fase clinica Il para o
tratamento de leucemia linfocitica e cancer de pulméo e bexiga (NEWMAN; CRAGG,
2012).

A romidepsina (Istodax®), aprovada em 2009, indicada para o tratamento
de linfoma de células T, é um produto natural microbiano sem nenhuma modificagéo,
obtida da bactéria Chromobacterium violaceum (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Outros exemplos de compostos derivados de produtos naturais estdo: a
vinflunina, uma modificacdo da vimblastina para uso como agente antineoplasico
com eficacia melhorada (BONFIL et al., 2002), Cabazitaxel (Jevtana®), um derivado

semi-sintético do taxol, aprovado em 2010, para o tratamento de cancer de préstata


http://en.wikipedia.org/wiki/Chromobacterium_violaceum
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e Mifamurtide (Mepact®), derivada do dipeptideo muramyl, aprovada em 2009 para
o tratamento de osteosarcoma (FDA, 2010).

Figura 7. Farmacos antitumorais derivados de produtos naturais.
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Problemas, como toxicidade e resisténcia a drogas, tém servido para
estimular a pesquisa e descoberta de novos agentes antitumorais. Assim, 0S
produtos naturais tém inspirado o desenvolvimento da quimica combinatoria,
utilizada como ferramenta na descoberta de compostos analogos com propriedades
farmacologicas melhoradas (HARVEY, 2008; ROCHA; LOPES; SCHWARSTMANN,
2001).

1.4 Quinonas

Desde a antiguidade, plantas contendo quinonas tém sido utilizadas por
suas atividades biolégicas, e como fonte de corantes naturais, como a alizarina, uma
antraquinona, obtida das raizes de Rubia tinctorum, conhecida no Antigo Egito,
Pérsia e india, que também foi utilizada na alimentacdo de homens e animais
(BUDAVARI, 1996).
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Quinonas representam uma classe de metabdlitos secundarios de
ocorréncia natural, que sado reduzidos a fenois e apresentam dois grupos
carbonilicos, formando um sistema conjugado com pelo menos duas ligacdes duplas
C-C, geralmente, de cor amarela a vermelha. Assim, de acordo com a sua estrutura
molecular, utilizando como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel
quinonoidico, as quinonas sdo divididas em: benzoquinonas, com um anel
benzénico, naftoquinonas, com um anel naftoquinénico, antraquinonas, com um anel
antracénico linear ou angular (SIMOES et al., 2004; SILVA; FERREIRA; SOUZA,
2003).

As quinonas possuem ampla distribuicdo na natureza, presentes em
vegetais superiores, artropodes, fungos, liquens, bactérias, algas e virus
(THOMSON, 1971, 1991).

Diversas atividades biologicas estdo relacionadas a quinonas, como
antitumorais (LIU; LI; SAKYA, 2004; ASCHE et al., 2005; ZAKHAROVA et al., 2011);
moluscicidas (SANTOS et al., 2000, 2001; BARBOSA et al., 2005), leishmanicidas
(TEIXEIRA et al., 2001; RIBEIRO et al., 2009), anti-inflamatérias (ALMEIDA et al.,
1990; LAUBE et al., 2009) antifungicas (GARNIER et al., 1996; TANDON et al.,
2010; IBIS et al., 2011), tripanossomicidas (PINTO et al., 2000; MOURA et al., 2001;
SILVA JUNIOR et al., 2012), antiprotozoarias (ZANI et al., 1997; GRELLIER et al.,
2010) e inibidoras da enzima transcriptase reversa do virus HIV-1 (STAGLIANO et
al., 2006). Assim, devido a grande variedade das propriedades farmacolégicas, tém-
se intensificado o interesse por estas substancias nos ultimos anos (FERREIRA et
al., 2010).

Estudos sobre o mecanismo de atuacao biolégica destacam a importancia
do grupo quinonoidico como o grupo farmacoférico imprescindivel para a
biorreatividade no nivel das enzimas do tipo redutases, formando espécies reativas
do oxigénio que induzem a apoptose (BARREIRO; FRAGA, 2001; FERREIRA et al.,
1996).

Dentre os farmacos com grupamento quinona utilizada na terapia
antineoplasica, destacam-se as mitomicinas, antraciclinas e mitoxantrona (FOYE,

1995). As mitomicinas, tendo como maior representante a mitomicina C, e



29

antraciclinas, sao produtos de fungos do género Streptomyces que possuem
atividade antibiética e antitumoral.

Os representantes mais conhecidos da classe das antraciclinas séo a
daunorubicina e a doxorrubicina isoladas de S. peucenticus e S. coeruleorubidus,
respectivamente. Exibem um amplo espectro de atividade antitumoral, porém, a sua
utilizacdo € limitada pela inducdo de cardiotoxicidade dose-dependente, o que
determinou o desenvolvimento de novos analogos com reduzido potencial
cardiotéxico e indice terapéutico favoravel, entretanto, a maioria dos compostos
sintetizados ndo demonstrou atividade significativa comparada a doxorrubicina
(SAIFY et al., 1999; SINGAL,; ILISKOVIC, 1998).

Figura 8. Estruturas de quinonas utilizadas no tratamento do cancer.
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As quinonas exibem duas reacfes que descrevem sua interacdo com 0s
sistemas biolégicos. Podem reagir transferindo elétrons de um agente redutor, como
o NADPH, ao oxigénio, o que gera espécies reativas de oxigénio (EROs), que
oxidam grupos funcionais das proteinas. Em segundo lugar, podem reagir como

eletrofilos, formando ligagbes covalentes com grupos funcionais nucleofilos em
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moléculas bioldgicas, como proteinas e DNA (BOLTON et al., 2000; KUMAGAI et al.,
2011).

O desequilibrio entre a formacdo e a remocdo dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento
da geracdo de espécies oxidantes, leva a um estado pré-oxidante que favorece a
ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares que
podem provocar a morte celular (FRIDOVISC, 1998; ROVER JUNIOR, 2001).

O processo de formacdo de EROs pelas naftoquinonas ocorre porque
estes compostos sdo reduzidos enzimaticamente (Figura 11), formando o anion
semiquinona pelo ganho de um elétron. Esta se de auto-oxida e reage com O
oxigénio para oxidar a quinona (JARABAK; JARABAK, 1995). Este processo

7z

normalmente & promovido pelo citocromo P-450 redutase. Por outro lado, as
naftoquinonas também podem ser reduzidas pela DT-diaforase ou NAD(P)H:quinona
oxirredutase. Neste caso, ocorre a transferéncia de dois elétrons, formando uma
hidroxiquinona, que é menos reativa, sendo esta uma das formas de eliminacao
destes compostos (ZHOU et al., 2003).

Figura 9. llustracdo esquemética do ciclo redox das quinonas.
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Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (2-hidréxi-3-(3-
metil-2-butenil)1,4-naftalenodiona), isolada primeiramente por Patern6 em 1882, do
cerne da planta Tabebuia avellanedae (Bignoniaceae) e desde entdo, tem sido
encontrado como constituinte de véarias plantas das familias Verbenaceae,
Proteaceae, Leguminosae, Sapotaceae, Scrophulariaceae e Malvaceae (HUSSAIN,
2007; SILVA et al., 2003).

Diversas atividades farmacolégicas foram atribuidas ao lapachol e a seus
derivados semi-sintéticos, tais como atividade antimicrobiana e antifingica contra
espécies de H. pylori, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus e
Clostridium, Mycobacterium tuberculosis, além de efeito significativo contra Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida gabrata, Cryptococcus neoformans, similar a
Anfotericina B e nistatina (GARNIER et al., 1996; GUIRAUD et al., 1994; COELHO et
al.,, 2010); atividade cercaricida, na prevencdo da penetracdo de cercarias de
Schistosoma mansoni na pele (AUSTIN et al., 1974; PINTO et al., 1977); agéo
moluscicida, contra caramujos Biomphalaria glabrata, hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni (SANTOS, 2000, 2001); leishmanicida, contra amastigotas de
Leishmania (viannia) braziliensis (TEIXEIRA et al.,, 2001; KAYSER et al., 2000)
tripanocida, contra a fase tripomastigota do Trypanosoma cruzi (GOULART et al.,
1997; PINTO et al., 2000; SILVA JUNIOR et al., 2012) antimalarico, (CARVALHO et
al., 1988; ROBERT et al., 2002; ANDRADE-NETO et al., 2004; PEREZ-SACAU, et
al., 2005); antiinflamatoria (ALMEIDA et al., 1990; LIU et al., 1999; MOON et al.,
2007); e antimetastatico (BALASSIANO et al., 2005; KIM et al., 2007).

O lapachol foi avaliado nos tratamentos de carcinoma de Walker-256
(RAO; McBRIDE; OLESON, 1968) e do sarcoma de Yoshida (SANTANA; SILVA,
1981) exibindo significante atividade antitumoral. Porém, em 1974, os ensaios
clinicos desenvolvidos pelo NCI-USA, o desaprovaram em decorréncia de efeitos
colaterais, causando anemia, aumento do tempo de coagulacdo e problemas

gastrintestinais em pacientes com cancer (BLOCK et al., 1974)

Os primeiros analogos naturais do lapachol a serem isolados foram as 1,2
e 1,4 naftoquinonas B-lapachona e a-lapachona, respectivamente, presentes como
constituintes minoritarios na planta Tabebuia avellanedae, conhecida como ipé-

preto, ipé-rosa, ipé-roxo, pau d’arco, tahebo ou lapacho (PIO CORREA; PENNA,
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1969; NAGATA, 1998). O lapachol também serviu de protétipo para sintese destas
substancias no final do século XIX (HOOKER, 1892; SILVA et al., 2002).

Figura 10. Estruturas quimicas das naftoquinonas, lapachol, B-lapachona e a-lapachona.
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Fonte: Ferreira et al., 2010.

A B-lapachona (7,8-benzo-2,2-dimetil-3,4-diidro-5,6-0xo0-2H cromeno)
mostra uma diversificada acdo farmacologica, desempenhando atividades como,
antibacteriana, tripanossomicida, antiretroviral, antinflamatoria e antineoplasica (LlI;
AVERBOUKH; PARDEE, 1993; LOPES et al.; SCHUERCH; WEHRLI, 1978;
GOIJMAN; STOPPANI, 1985; MANNA et al., 1999).

Como agente anticancer, a B-lapachona apresenta atividade contra uma
variedade de linhagens tumorais como, melanoma, leucemia, cancer colorretal,
pulmdo, mama, colon, prostata, dentre outros (LI et al., 1999; PLANCHON et al.,
1995; 2001; PINK et al., 2000a, 2000b; RIOS-LUCI, 2012).

Os mecanismos de acdo da B-lapachona ainda ndo estdo bem
delineados, porém sdo reconhecidas diferentes atividades dependendo da célula

estudada.

Na sua molécula, os grupos carbonilicos vizinhos configuram uma
estrutura eletrénica que facilitam reacdes de oxidorreducado, geradores de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (CHAU et al., 1998), o que leva a morte celular por

apoptose em linhagens tumorais de préstata (PLANCHON et al.,, 2001), pulmao
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(BEY et al., 2007), e autofagia em células de glioma U87 MG (PARK; CHOI; KWON,
2011), mecanismos dependentes da enzima NAD(P)H: quinona oxirredutase-1
(NQOL1), expressa em altas concentracdes em varios tipos de tumores e responsavel
por catalisar a reducdo de quinonas a hidroquinonas, evitando a formacédo do
intermediario altamente reativo semiquinona e aumentando a sua toxicidade (MARIN
et al., 1997; MALKINSON et al., 1992; BELINSKY; JAISWAL, 1993; JOSEPH et al.,
1994; PINK et al., 2000; GUTIERREZ, 2000).

A B-lapachona também foi relatada como inibidora das enzimas
topoisomerases | e Il, responsaveis pela manutencdo da integridade do DNA,
resultando na inibigdo do crescimento e morte celular por apoptose (LI,
AVERBOUKH; PARDEE, 1993; KRISHNAN, 2001).

Boothman, Greer e Pardee (1987) e Boothman e Pardee (1989)
descreveram a acao radio-sensibilizadora da B-lapachona em células de cancer de
laringe e melanoma humanos e, mais recentemente, também foram descritos para
linhagens tumorais de prostata, pulméao e colon (CHOI et al., 2007; KIM et al., 2005;
SUZUKI et al., 2006) aumentando a eficiéncia da radiacdo sobre os tumores, por
causar apoptose mitocondrial, via ativacdo de proteinas Jun-N-terminal quinases
(IJNK) em células neoplasicas dependestes de NQO1, sugerindo a utilizacdo desta
substancia na radioterapia (PARK; CHOI; KWON, 2011).

O uso combinado de B-lapachona com outros farmacos que atuam por
diferentes mecanismos como o taxol mostrou-se efetiva contra tumores humanos de
ovario e prostata (LI et al., 1999). Sob o cdédigo ARQ 501, a B-lapachona em
combinag¢do com a gemcitabina, encontra-se em fase clinica Il, em uma formulacéo
com hidroxipropil-p-ciclodextrina (HPBCD), para o tratamento do cancer de pancreas
e carcinoma de cabeca e pescoco (KHONG et al., 2007; KAWECKI et al., 2007;
FERREIRA et al., 2010).

A a-lapachona (2,2-dimetil-3,4-diidro-5,10-dioxo-2H benzo[g]cromeno)
possui uma atividade bioldgica promissora, porém com menor potencial citotoxico
que seu congénere B-lapachona. O anel di-hidropirano presente em sua estrutura,

atuando como substituintes 2-alcéxi e 3-alquil na porcdo quinona fornecem, a este


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21035436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwon%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21035436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choi%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21035436
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwon%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21035436
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composto, propriedades redox mais leves e menor toxicidade, quando comparados a
outras 1,4 naftoquinonas (NETTO-FERREIRA et al., 2008).

Em estudo desenvolvido por Oliveira et al. (1990), foram testadas
naftoquinonas contra formas eritrociticas do Plasmodium falciparum, destacando-se
a a e B-lapachona, por inibirem o crescimento do parasita, onde a a-lapachona
apresentou uma Clso (concentragdo inibitéria em 50% das células) menor que seu

congénere B-lapachona.

Estudos de estrutura-atividade em compostos derivados da a-lapachona
mostraram que modificacdes no anel da estrutura quimica levam a mudancas nas
suas bioatividades, mostrando-se relevante para o desenvolvimento de novos
compostos com maior potencial farmacolégico e com menor toxicidade (BONIFAZI et
al., 2010; WEI et al., 2008).

Relataram-se atividades tripanossomicidas de derivados sintéticos da a-
lapachona, destacando-se a epoxy-a-lapachona com atividade tripanossomicida
similar com o observado para B-lapachona, porém, sem o alto perfil toxico da mesma
(BOURGUIGNON et al., 2009, 2011; FERREIRA et al., 2006; JORQUEIRA et al.,
2006; SALAS et al., 2008; SILVA JUNIOR et al., 2008).

Estudos desenvolvidos por Krishnan et al. (2000, 2001), demonstraram
que a a-lapachona é um efetivo inibidor da topoisomerase-ll e um potencial
composto para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento de tumores
resistentes a multiplas drogas (MDR) associada a reduzida expressdo de

topoisomerase Il.

Salustiano et al. (2009) descreveram atividade significante de 1,4
naftoquinonas pentaciclicas, com estruturas relacionadas ao lapachol e a-lapachona,
contra leucemias resistentes a multidrogas. Mais tarde, esta atividade também foi
descrita para quinonas com estrutura baseada em pterocarpanos (NETTO et al.,
2010).

Em 2011, foi demonstrada uma atividade antivascular para o composto

dehidro-a-lapachona (xiloidina), em que afeta a adesao celular, inibe a regeneracgéo
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de vasos em peixe-zebra e reduz a densidade vascular em tumores de
camundongos. Estes resultados sugerem que esta molécula pode servir como
protétipo para o desenvolvimento de novos compostos com acfes antiangiogénicas
(GARKAVTSEV et al., 2011).

Desse modo, a modelagem estrutural de novos compostos a partir da a-
lapachona, revela-se importante no sentido de buscar novos farmacos para atuar

com melhor eficacia e menor toxicidade no tratamento do cancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade citotoxica do derivado tetrahidropirano da alfa-lapachona in vitro.

2.2 Objetivos especificos

v Determinar o0 potencial citotoxico da a-lapachona e seu derivado

tetrahidropirano em linhagens tumorais in vitro

v Determinar o potencial hemolitico da a-lapachona e seu derivado

tetrahidropirano em eritrocitos de camundongo;

v/ Determinar a citotoxicidade do derivado tetrahidropirano em células

mononucleares do sangue periférico humano;

v  Estudar os mecanismos de acdo de morte celular induzidos pela a-
lapachona e seu derivado tetrahidropirano, através da observacédo da viabilidade
celular, integridade de membrana, densidade celular, andlise do ciclo celular,
fragmentacdo nuclear, potencial transmembréanico mitocondrial, ativacdo de
caspases, geracdo de espécies reativas de oxigénio, e morfologia celular em

linhagem celular de melanoma humano MDA-MB-435.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais utilizados

Os equipamentos, solucdes, reagentes e farmacos utilizados estdo
listados no anexo A.

3.2 Animais

Os animais utlizados no ensaio de atividade hemolitica foram
camundongos (Mus musculus var. albina L.) provenientes do biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceara.

3.3 Métodos

3.3.1 Obtencéo de naftoquinonas

Os compostos a-lapachona e derivado tetrahidropirano (THP) (Figura 12)
foram sintetizados pela Dra. Sabrina Ferreira da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ), sob orientacéo do Prof. Dr. Vitor Francisco Ferreira da Universidade
Federal Fluminense (UFF), no Rio de Janeiro. As amostras foram dissolvidas em

dimetilsulféxido (DMSO P.A.) e mantidas a -20°C em solu¢fes-estoque de 1mg/mL.

Figura 11. Estruturas dos compostos: a-lapachona, e seu derivado tetrahidropirano (THP).
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3.3.2 Linhagens celulares tumorais

As linhagens celulares utilizadas no presente trabalho foram: MDA-MB-
435 (melanoma humano), MDA-MB-231 (mama humana metastatica), Hs578T
(mama humana), B-16 (melanoma murino), B-16-F-10 (melanoma murino
metastatico), M-14 (melanoma humano), MALME-3M (melanoma humano
metastéatico) e PC-3M (prostata humana metastatica) cedidas pelo Instituto Nacional
do Cancer (NCI, Bethesda, MD USA).

3.3.2.1 Cultivo das células tumorais

As células foram cultivadas em frascos de cultura celular, utilizando meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antimicrobianos
(Penicilina-Estreptomicina), com excec¢ao da linhagem MALME-3M, cultivada em
meio IMDM suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de antimicrobianos,
manipulados em capela de fluxo laminar vertical. As células foram incubadas em
estufa a 37°C, com atmosfera de 5% CO, e 95% de umidade com observacédo do
crescimento celular por meio de microscopio invertido. Quando necessario, as
células foram repicadas em novo meio de cultura. Para o desprendimento das
células aderidas, utilizaram-se Tripsina-EDTA 0,5% diluida a 10X em tampéao fosfato
(PBS).

3.3.3 Ensaios para a determinacéo da atividade citotéxica in vitro pelo ensaio
do MTT.

Os compostos a-lapachona e seu derivado THP foram investigados
guanto a inducao de citotoxicidade em células tumorais através do método do MTT.
O ensaio do MTT consiste numa analise colorimétrica que quantifica indiretamente
as células viaveis, baseada na conversao do sal amarelo, 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-
difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT), em azul de formazan, composto de
coloracdo purpura e insoluvel em agua. Esta conversdo € realizada a partir da

enzima mitocondrial succinato desidrogenase, ativa em células viaveis (MOSMANN,
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1983). Este ensaio foi utilizado com o intuito de avaliar a citotoxicidade dos
compostos estudados nas linhagens celulares tumorais MDA-MB-435, MDA-MB-231,
Hs578T, B-16, B-16F-10, M14, MALME-3M e PC-3M. Doxorrubicina foi utilizada

como controle positivo.

Procedimento Experimental

As células (MDA-MB-435, MDAMB-231, HS578T, B-16, B-16F-10, M14,
MALME-3M, PC-3M) foram plaqueadas na concentracéo de 0,1 x 10° células/mL.

Os compostos foram acrescidos em diferentes concentracdes, que
variaram entre 0,01 — 5ug/mL (0,04 — 20,64 uM), em placas de 96 pocos. Em
seguida, incubaram-se por 24 ou 72 horas em estufa a 5% de CO;,a 37°C. Antes do
término do periodo de incubacéo, as placas sao centrifugadas (1500 rpm/15 min) e o
sobrenadante removido. Em seguida, adicionou-se 100uL da solugédo de MTT (10%
em meio RPMI 1640) em cada poco, sendo reincubada por 3 horas, a fim de

completar o tempo de incubacéo previsto.

Apés este periodo, as placas foram centrifugadas (3000 rpm/10 min), o
sobrenadante foi novamente desprezado, o formazan foi ressuspendido com a
adicdo de 150uL de dimetilsufoxido (DMSO P.A.). As absorbancias foram lidas em

espectrofotdmetro de placa no comprimento de onda de 595nm.

Analise dos dados

A concentracao inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo
(Clso) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foi obtida a partir de

regressao nao-linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.0.

3.3.4 Atividade Hemolitica em eritrécitos de camundongo

O ensaio de hemolise baseia-se na observagéo de substancias causarem
lise em eritrocitos de camundongos, sugerindo-se que o mecanismo do composto

estudado pode ser através da lise de membrana celular, fato observado na morte
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celular por necrose (BERLINCK et al., 1996). Assim, realizou-se o determinado
ensaio para todas as substancias-teste.

Procedimento Experimental

O sangue foi coletado em camundongos (Mus musculus, Swiss) pela via
orbital e diluido em 30 volumes de solugéo salina e calcio (8,5 g de NaCl (0,85%),
1,11 g de CaCl, 10mM, g.s.p. H,O 1000mL de solugéo). Os eritrocitos foram lavados
2 vezes por centrifugacdo (1500 rpm / 3min.) para reducdo da contaminacgao
plasmatica e ressuspensos em solucdo salina para obtencdo de suspensédo de
eritrécitos (SE) a 2%. Em multiplaca de 96 pocos adicionou-se 100 pL de solucéo
salina na primeira fileira; na segunda fileira, cada poco recebeu 50 pL de solucdo
salina e 50 uL de DMSO 10% (veiculo de diluicdo da substancia teste). Na terceira
fileira em diante, foram adicionadas 100 pL da solucdo salina e 100 pL das
substancias teste em triplicata, na concentracdo de 5 mg/mL (concentracdo maxima:
250 pg/mL), exceto a ultima fileira, que recebeu 80 uL de solucéo salina e 20 uL de
Triton X-100 1%.

Em seguida, 100 pL da SE 2% foi adicionada, seguida de incubacéo por 1
hora sob agitacéo e posterior centrifugacdo a 1500 rpm por 10 minutos. Em seguida,
transferiu-se o0 sobrenadante para outra placa e realizou-se a leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 450 nm. Triton X-100 (0,5%) e

DMSO foram utilizados como controle positivo e negativo respectivamente.

Analise dos dados

O experimento foi analisado segundo suas médias e desvios padrdo. A
concentracdo média capaz de provocar 50% do efeito maximo (CEsy) e seu
respectivo intervalo de confianca (IC 95%) para cada amostra foi obtida a partir da

regressao nao-linear no programa GraphPad Prism versao 5.0.
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3.3.5 Avaliacédo da atividade antiproliferativa em células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) — Alamar Blue

A técnica do Alamar blue consiste em um método colorimétrico, com
maior sensibilidade que o MTT. O Alamar blue ou resazurina (O’'BRIEN et al., 2000),
de coloracao azul, é um indicador de 6xido-reducéo, que sofre reducao por meio de
enzimas mitocondriais de células viaveis, formando a resorufina de cor résea e
bastante fluorescente (ZHI-JUN et al., 1997). Este ensaio foi realizado com o intuito
de avaliar a seletividade de acdo dos compostos em células humanas normais,

guando comparadas com células tumorais (COMEPE- Protocolo n° 281/09).

Procedimento Experimental

As substancias foram testadas em células mononucleares do sangue
periférico (CSMP) durante 72h de exposicdo. Cerca de 5 mL de sangue
heparinizado foi coletado de voluntarios sadios acrescidos 5 mL de solu¢do PBS.
Adicionou-se 3 mL de Ficoll-Hypaque, seguida de centrifugacao (1500 rpm/30 min).
Em seguida, retiraram-se as células mononucleares da parte intermediaria do tubo
(“nuvem de linfécitos”). As células foram transferidas para outro tubo e adicionou-se
PBS até o volume de 11 mL e centrifugou-se a 1000 rpm por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi ressuspendido em meio
RPMI 1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 1% de antibi6ticos, 3% de

fitohemaglutinina.

Em seguida, as células foram plaqueadas na concentracdo de 0,3x10°
células/mL em placa de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacdo, em estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO, e 95 % de umidade, adicionaram-se as substancias
teste em concentracdes seriadas (0,01 — 5ug/mL). Apds 48 horas de incubacéo,
adicionou-se 10 pL da solugcdo de Alamar blue (0,31 mg/mL). Todas as etapas de
manipulacdo das células foram realizadas em capela de fluxo laminar. A
absorbancia foi lida nos comprimentos de onda de 570nm (estado oxidado) e 595nm

(estado reduzido), utilizando o espectrofotdmetro de placas.



42

Analise de dados

A porcentagem de Alamar blue reduzido (células viaveis) foi calculada
segundo a férmula: % reduzido = Alw — (Asw X Ro) x 100, onde: Aiw € Apw
representam as absorbancias do estado oxidado e reduzido, respectivamente. O Ro
representa a divisdao AO.w /AOpw, em que, AOw e AOyw Sao as absorbancias do
meio isolado subtraido da absorbancia do meio com Alamar blue nos comprimentos
de onda maior e menor. As analises estatisticas e valores de Clso foram obtidas por
regressdo nao linear utilizando o programa Graphpad Prism versdo 5.0, com
intervalo de confianca de 95%.

3.3.6 Avaliacdo do mecanismo de acdo em células de melanoma (MDA-MB-435)

As concentragfes utilizadas na avaliagdo do mecanismo citotoxico das
substancias-teste foram baseadas na Clsp apds 24 horas de incubacdo em células
MDA-MB-435, logo, as concentracdes escolhidas foram: 2,5, 5 e 10 uM, para o
derivado THP e 10 uM para a-lapachona.

3.3.6.1 Avaliacao da viabilidade celular — Exclusao por azul de tripan

O ensaio de exclusdo por azul de tripan permite diferenciar as células
viaveis daquelas ndo-viaveis, a fim de avaliar a cinética de crescimento celular da
linhagem MDA-MB-435 apds o tratamento com as substancias-teste. O corante azul
de tripan penetra em todas as células, porém, as células viaveis bombeiam para o
meio extracelular o corante, ndo ocorrendo o mesmo com células metabolicamente

nao-viaveis, apresentando coloracao azulada (PERES; CURI, 2005).

Procedimento Experimental

Células da linhagem tumoral MDA-MB-435 foram plaqueadas na
concentracdo de 0,1X10° células/mL, em placas de 24 pocos, e incubadas por 6, 12

e 24 horas em estufa a 5% CO, a 37°C. A sequir, as células foram tratadas nas
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concentragbes de 2,5, 5 e 10 uM para o derivado THP e 10 uM para a-lapachona.
Apés o periodo de incubagdo, uma aliquota de 90 L foi retirada, e adicionada a 10
pL do corante azul de tripan. Em seguida, uma aliquota de 10 pL foi transferida para
camara de Newbauer e realizada a contagem celular diferencial nos quatro
quadrantes externos, diferenciando células n&o-viaveis (azuis) das células

metabolicamente viaveis.

Andlise dos dados

A andlise dos dados foi realizada a partir da média e desvio padrdo de 3
experimentos independentes em triplicata (n=3). Para a verificagdo de diferencas
significativas entre os grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Dunnet, utilizando o programa GraphPad Prism
versado 5.0, com significancia de 5% (p<0,05).

3.3.6.2 Analise da Morfologia celular — Colorac&o por corante panaotico rapido

O corante panotico (Kit InstantProv) foi utilizado por ser satisfatorio em
evidenciar a morfologia celular, diferenciando os diferentes tipos de estruturas
celulares.

Assim, a coloracao através de corante pandético rapido foi utilizada com o
intuito de verificar alteracbes morfoldgicas celulares que sédo observados nos tipos
de morte celular (apoptose e necrose), na linhagem tumoral MDA-MB-435 apos

incubacédo de 6, 12 e 24 horas com 0s compostos estudados.

Procedimento Experimental

Células MDA-MB-435 foram plaqueadas na concentracdo de 0,1X10°
células/mL, incubadas por 6, 12 e 24 horas com a-lapachona e seu derivado THP.
Apods o periodo de incubacao, as células séo retiradas da placa com tripsina-EDTA e
foram confeccionadas laminas com adicdo de 50 pL da suspensao de células a

centrifuga de laminas. As laminas foram secas a temperatura ambiente, fixadas com
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metanol por 1 minuto e coradas com o corante panético por aproximadamente 10

segundos.

Andlise dos resultados

As laminas foram observadas no microscopio 6tico para avaliacdo das
caracteristicas morfologicas, comparadas com o grupo controle (sem tratamento) e

as alteragOes celulares registradas por fotografias.

3.3.6.3 Determinacéo da Integridade de membrana celular por citometria de fluxo

Este ensaio consiste na capacidade do iodeto de propidio (Pl), um
corante hidrofilico, em se intercalar com o DNA penetrar das células que possuam a
membrana plasmatica rompida (células em necrose e apoptose tardia), emitindo alta
fluorescéncia vermelha quando excitado por laser de argbnio (488 nm), enquanto as

células com membrana integra (células viaveis) emitem baixa fluorescéncia.

Procedimento Experimental

Células MDA-MB-435 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, nhuma
concentracdo de 0,1 X 10° células/mL e incubadas com as substancias por periodos
de 6, 12 e 24 horas. Ap0s a incubacéo, as células foram tripsinizadas e uma aliquota
de 100 pL foi adicionada a 15 pL da solucdo de PI (50 pg/mL). Apés um periodo de
5 minutos, as amostras foram analisadas no citobmetro de fluxo através do programa

Guava Express Plus, onde cinco mil eventos foram contados em cada replicata.

3.3.6.4 Analise do ciclo celular e da fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo

Neste teste, o Pl liga-se ao DNA das células previamente lisadas por um
detergente. Assim, células com o DNA integro emitirdo alta fluorescéncia, enquanto

nucleos condensados e fragmentados emitirdo baixa fluorescéncia ao incorporarem
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menos Pl. Pode-se mensurar, também, as fases do ciclo celular através da
guantidade de DNA presente em casa fase.

Procedimento experimental

Células MDA-MB-435 foram plaqueadas na concentracdo de 0,1X10°
células/mL e incubadas com as substancias — teste por 6, 12 e 24 horas. Ap6s o
periodo de incubacédo, as células foram tripsinizadas e uma aliquota de 50 uL da
suspensao de células foi transferida para um eppendorff e incubada por 30 minutos
na presenca de 100 pL da solucdo de lise contendo Pl (50 pg/mL), Triton X-100
(0,1%) e citrato de sodio (0,1%). As amostras foram analisadas no citbmetro de
fluxo, onde 5000 eventos foram contados e histogramas com a quantidade de
células com o DNA fragmentado (NICOLETTI et al., 1991).

Analise dos dados

Os dados foram analisados através e algoritmos desenvolvidos para a
analise do ciclo celular no programa ModFit (Verity Software House). A porcentagem
das células na fragmentacdo nuclear (sub-G1) foram expressos como meédia e erro
padrdo de 3 experimentos independentes (n=3). Para verificagcdo de ocorréncia de
diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por

analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnett (p<0,05).

3.3.6.5 Determinacédo do potencial transmembranico da mitocéndria por citometria

de fluxo

O corante rodamina 123 tem a capacidade de ser sequestrado para o
interior da mitocéndria, quando esta apresenta potencial transmembranico
inalterado, emitindo, por sua vez, alta fluorescéncia quando atingidas pelo laser do
citbmetro de fluxo. Processos de morte celular por apoptose alteram o potencial
mitocondrial transmembranico levando ao efluxo da rodamina de dentro da

mitocondria emitindo menor fluorescéncia.
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Procedimento Experimental

Uma aliquota de 50uL de suspenséo de células tratadas e nao tratadas foi
incubada com 100uL de uma solugdo de solugcéo de rodamina 1 pg/mL. Apds 15
minutos de incubacdo no escuro, as amostras foram centrifugadas a 2000rpm/5min.
O sobrenadante foi entdo descartado, 100 uyL de PBS foram adicionados e
incubados por 30 minutos no escuro. Ap6s este periodo, e as amostras foram
analisadas no citometro de fluxo (CURY-BOAVENTURA; POMPEIA; CURI, 2004).

3.2.6.6 Determinacédo da ativacao de caspases efetoras 3 e 7

As caspases 3 e 7 sao caspases homologas pertencentes a familia de
proteases cisteina-aspartato, cuja ativacdo desempenha um papel central na
execucao da apoptose, sendo responsaveis pela clivagem de varios componentes
celulares relacionados ao reparo e ao controle do DNA (OLSSON; ZHIVOTOVSKY,
2011). Assim, a quantificacdo destas caspases permite avaliar os mecanismos de

inducao apoptética.

Procedimento Experimental

A deteccdo das caspases 3 e 7 foi analisada por citometria de fluxo
utilizando o Kit FAM de caspases 3 e 7 ap6s 24 horas de incubacdo com o alfa-
lapachona na concentracédo de 10 uM e o seu derivado THP nas concentracfes de
2,5, 5 e 10 uM comparadas ao controle negativo (grupo néo-tratado). As células (0,1
x 10°/mL) foram incubadas com marcador fluorescente (FLICA) e mantidas por uma
1 hora a 37°C em uma incubadora de CO,. Apés a incubacéo, 80 pL de tampéo de
lavagem foram adicionados e entdo, as células centrifugadas a 2000 rpm por 5
minutos. O precipitado resultante foi resuspendido em 200 pL de tampéao de lavagem
e centrifugado novamente. Em seguida as células foram resuspendidas em uma
solucdo contendo iodeto de propideo e tampdo de lavagem e analisadas

imediatamente utilizando citometria de fluxo.
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3.2.6.7 Analise de dados dos ensaios de citometria de fluxo

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a meédia + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5%
(p < 0,05).

3.2.6.7 Avaliacdo da presenca de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Para avaliar a contribuicdo do estresse oxidativo no efeito antiproliferativo
das substancias-teste, realizou-se o pré-tratamento das células MDA-MB-435 com
N-acetilcisteina (NAC), um doador de cisteina para a sintese de glutationa, que, por

sua vez, reduz a formacéo de EROs.

Procedimento Experimental

Células MDA-MB-435 foram plaqueadas na concentracdo de 0,1X10°
cél./mL e incubadas por 1 hora com N-acetil-cisteina (NAC) na concentracédo de 5
mM. Em seguida, adicionaram-se as substancias-teste, nas concentracdes que
variaram entre 0,01 — 25 ug/mL, em placas de 96 pogos. O restante do ensaio se da

igualmente ao teste do MTT, previamente demonstrados no item 3.3.3.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade citotoxica da a-lapachona e seu derivado tetrahidropirano (THP)
pelo ensaio do MTT e ensaio de seletividade pelo método do Alamar blue

Inicialmente, foi determinado o efeito citotoxico dos compostos alfa-
lapachona e seu derivado THP em células de linhagens tumorais humanas (MDA-
MB-231, MDA-MB-435, M-14, MALME-3M, Hs578T, PC-3M) e murinas (B-16, B-16-
F-10) através do método do MTT, ap6s 72 horas de exposicdo e em células
mononucleares de sangue periférico de voluntarios saudaveis. Os valores de Clsg
estao representados na tabela 1.

Como apresentados na tabela 1, ambos os compostos apresentaram
efeito inibitério sobre a proliferacao celular nas linhagens testadas, com Clso variando
de 1,37 a 34,26 uM. O derivado tetrahidropirano (THP) destacou-se por apresentar
atividade citotoxica seletiva para linhagens de melanoma, com valor de Clso igual a
1,37 uM, semelhante a doxorrubicina (Clso= 1,52 pM), enquanto seu prototipo
apresentou Clso de 8,18 uM para a linhagem MDA-MB-435. Esses dados
demonstram que a adi¢do do grupo THP no anel piranico da molécula a-lapachona
induziu 0 aumento da atividade e a seletividade sobre células de melanoma.

Em seguida, realizou-se o ensaio de MTT apds 24 horas de exposicao
com as substancias-teste nas linhagens de melanoma que apresentaram Clso abaixo
de 2 yM apds 72h de tratamento. O derivado THP apresentou valores de Clsg,
variando de 5,18 a 17,87 uM, enquanto seu prototipo exibiu valores de 20,04 e 45,90
MM nas linhagens MDA-MB-435 e MALME-3M, respectivamente (Tabela 2).



49

Tabela 1. Atividade citotdxica in vitro da a-lapachona e seu derivado THP em 8 linhagens tumorais e
em células mononucleares do sangue periférico (CMSP) apés 72 horas de incubacao. Valores de Clsg
(concentragdo efetiva em que a substancia-teste causa morte em 50% das células) expressos em
pg/mL (uM). Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Linhagem i -
Origem a-lapachona THP Doxorrubicina
tumoral
1,98 (8,18) 0,37 (1,37) 0,88 (1,52)
MDA-MB-435 Melanoma
1,52 -2,59 0,32 -0,43 (0,62 — 1,21)
19,72 (81,40) 8,25 (30,52) 0,34 (0,59)
MDA-MB-231 Mama
7,38 — 22,37 7,15 —-9,53 0,28 -0,41
Hs578T Mama >5 (>20,66) >5 (>18,50) Nd
. Melanoma 4,81 (19,88) 2,45 (9,06) 0,03 (0,06)
murino 4,08 — 5,67 2,04 -294 0,02 — 0,04
Melanoma 2,69 (11,11) 1,59 (5,88)
B-16-F-10 _ Nd
murino 2,25 -3,22 1,29 -1,96
2,64 (10,90) 1,77 (6,55) 0,21
MALME-3M Melanoma
2,17 — 3,22 14 -2,25 0,19 - 0,23
4,77 (19,69) 2,8 (10,36) 0,24 (0,41)
M 14 Melanoma
4,07 -5,59 nd 0,21 -0,29
8,30 (34,26) 7,44 (27,53) 0,17 (0,29)
PC-3M Prostata
6,37 — 10,82 5,8-9,53 0,10 - 0,28
Células 6,32 (26,12) 3,03 (11,21)
CMSP , >5 (>8,62)
normais 453 -8.82 2.46 —3.72

nd = ndo determinado

Para analisar a seletividade dos compostos testados sobre as células
tumorais, foi realizado o ensaio antiproliferativo do Alamar Blue com células
mononucleares de sangue periférico de voluntarios sadios (CMSP), onde os
compostos estudados apresentaram valores de Clso de 26,12 e 11,2 yM para a-
lapachona e seu derivado tetrahidropirano, respectivamente (Tabela 1).

Ao avaliar a citotoxicidade em células mononucleares do sangue humano,
0 composto derivado tetrahidrofurano apresentou maior seletividade que seu
protétipo, com valor de Clsg cerca de 8 vezes maior (11,21 uM) que observada em

células MDA-MB-435 (1,37 uM) no mesmo tempo de incubacéo.
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Tabela 2. Atividade citotéxica da a-lapachona e seu derivado THP na linhagem tumorais de mama e
melanoma apés 24 horas de incubacéo. Valores de Clsy representados em pg/mL (UM) e seus
respectivos intervalos de confianga. Doxorrubicina foi utilizado como controle positivo.

Linhagem i
Origem a-lapachona THP Doxorrubicina
tumoral
>25 14,32 (52,98)
MDA-MB-231 Mama >5 (>8,62)
(>103,19) 11,75 - 17,47
Melanoma 4,78 (17,68) 3,22 (13,30)
B-16F-10 Nd
murino 4,11 - 5,56 2,28 — 3,60
4,85 (20,04) 1,4 (5,18) 1,71 (2,95)

MDA-MB-435 Melanoma
4,36 — 5,40 1,17 -1,68 1,39-2,09

12,10 (49,94) 5,61 (20,76)
MALME-3M Melanoma Nd
10,63 - 13,76 4,26 — 7,39
3,63 (13,43) 0,52 (0,90)

M 14 Melanoma >5 (>20,66)
2,82 — 4,66 0,34 -0,82

nd = ndo determinado

Tendo em vista o maior efeito citotoxico do derivado THP na linhagem
tumoral de melanoma MDA-MB-435 em 24 e 72 horas de exposicao, realizaram-se
ensaios para avaliar o mecanismo de morte desta substancia comparada ao seu
prototipo a-lapachona. As concentracfes utilizadas foram baseadas no valor de Clsg

apos 24 horas de incubacao (2,5, 5 e 10 uM).

4.2 Atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos Mus musculus Swiss

Os efeitos hemoliticos da a-lapachona e seu derivado tetrahidropirano
(THP) foram avaliados em eritrocitos de camundongos Mus musculus. Neste ensaio,
observou-se auséncia de atividade hemolitica nas concentracdes testadas (250
Mg/ml) para ambos compostos. Neste ensaio, consideradam-se ativas, substancias

gue apresentam CEso < 250 pg/ml.



51

4.3 Viabilidade celular pelo método de excluséo por azul de tripan

O ensaio de viabilidade celular de exclusao por azul de tripan permitiu a
comparacdo do padrdo de crescimento das células tratadas e ndo-tratadas pela
contagem diferencial de células viaveis e ndo-viaveis.

A avaliacao da viabilidade celular na linhagem MDA-MB-435 apés 3, 6, 12
e 24 horas, demonstrou que a partir de 12 horas de exposicdo com o derivado THP,
houve aumento de células ndo-vidveis na maior concentracao testada (10 uM). Apés
24 horas de incubacao, observou-se aumento de células ndo-viaveis e reducao de
células viaveis na concentracfes de 5 uM e 10 UM em comparacgao com o controle,
e esses efeitos parecem ocorrer de modo concentragao - e tempo - dependentes. A

a-lapachona néo apresentou efeito antiproliferativo na concentragéo testada (10 pM).
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Gréfico 1. Efeito da a-lapachona (ALFA) e seu andlogo THP na viabilidade de células de melanoma
(MDA-MB-435) determinado por exclusao de azul de tripan apds 6, 12 e 24 horas de exposicao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado na diluicdo das substancias (DMSO). Os
dados correspondem a média + E. P. M. de trés experimentos independentes (n=3). *p < 0.05
comparado ao controle, seguida do teste de Dunnet.
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4.4 Analise da morfologia celular

4.4.1 Coloracao diferencial por corante pandético

Alteracdes morfolégicas caracteristicas de células em processo de morte
por necrose ou apoptose, podem ser observadas por microscopia éptica. Assim,
células de melanoma MDA-MB-435 foram analisadas por coloragéo diferencial com
corante panético, apos 6, 12 e 24 horas de incubacdo com o compostos a-
lapachona, na concentracdo de 10 uM e seu derivado THP, nas concentracfes de
2,5, 5 e 10 uyM. Apos 6, 12 e 24 horas em cultura, células MDA-MB-435 do grupo
controle negativo exibiram uma morfologia tipica de células aderidas com membrana
plasmatica integra e visualizacao nitida do citoplasma (com presenca de granulos) e
nuacleo.

Nas células tratadas com a a-lapachona, nao foi observada
caracteristicas de processo de morte, na concentracdo testada (10 uM). O
tratamento com o analogo THP, nas concentragdes de 5 e 10 uM, apresentou
alteracoes morfolégicas comuns ao processo necrético como, aumento do volume
celular, degradacdo de organelas citoplasmaticas (vacuolizacdo) e perda da
integridade da membrana plasmatica, a partir de 6 horas de incubacéo.

A doxorrubicina (3uM), utilizada como controle positivo, induziu reducéo
do volume celular, condensacdo da cromatina e fragmentacdo nuclear,
caracteristicas condizentes com apoptose. Apos 24 horas de incubacéo, foi possivel

observar também perda da integridade da membrana plasmatica.
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Figura 12. Morfologia das células de melanoma (MDA-MB-435) tratadas com a-lapachona e derivado
THP apo6s 6 horas de incubacgéo e visualizadas por microscopia oOptica.

Aumento 100x. (A): Controle negativo tratado com veiculo utilizado na diluicdo das substancias
(DMSO); (B): Células tratadas com doxorrubicina (3uM). (C): Células tratadas com a-lapachona na
concentragao de 10 pM. (D): Células tratadas com o derivado THP na concentragdo de 2,5 uM. (E):
Células tratadas com o derivado THP na concentragdo de 5 pM. (F): Células tratadas com o derivado
THP na concentracdo de 10 uM. Setas pretas: fragmentacao nuclear, setas azuis: reducédo do volume
celular.
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Figura 13. Morfologia das células de melanoma (MDA-MB-435) tratadas com a-lapachona e derivado
THP apods 12 horas de incubagéo visualizadas por microscopia Optica.

Aumento 100x. (A): Controle negativo tratado com veiculo utilizado na diluicdo das substancias
(DMSO0). (B): Células tratadas com doxorrubicina (3uM) (C): Células tratadas com a-lapachona na
concentragao de 10 pM. (D): Células tratadas com o derivado THP na concentragdo de 2,5 uM. (E):
Células tratadas com o derivado THP na concentracédo de 5 uM. (F): Células tratadas com o derivado
THP na concentracdo de 10 pM. Setas pretas: fragmenta¢éo nuclear, setas azuis: redugéo do volume
celular, setas vermelhas: eosinofilia e perda da integridade da membrana plasmética.
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Figura 14. Morfologia das células de melanoma (MDA-MB-435) tratadas com a-lapachona e derivado
THP apo6s 24 horas de incubagéo visualizadas por microscopia oOptica.

Aumento 100x. (A): Controle negativo tratado com veiculo utilizado na diluicdo das substancias
(DMSO). (B): Células tratadas com doxorrubicina (3uM) (C): Células tratadas com a-lapachona na
concentragao de 10 pM. (D): Células tratadas com o derivado THP na concentragdo de 2,5 uM. (E):
Células tratadas com o derivado THP na concentragéo de 5 pM. (F): Células tratadas com o derivado
THP na concentracdo de 10 pM. Setas pretas: fragmentacao nuclear, setas azuis: reducéo do volume
celular, setas vermelhas: eosinofilia e perda da integridade da membrana plasmatica.
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4.5 Citometria de fluxo

4.5.1 Integridade de membrana celular e concentragdo de células determinada

por citometria de fluxo

A integridade da membrana celular e a concentracdo de células foram
determinadas por citometria de fluxo apés 6, 12 e 24 horas de incubac¢do com as
amostras-teste. O corante hidrofilico iodeto de propidio foi utilizado para corar o

nucleo de células com dano na membrana celular.

A avaliacdo da integridade de membrana mostrou que a maior
concentracéo do derivado THP (10uM) apresentou pequena perda na integridade da
membrana celular apos 6 e 12 horas de incubacéo (72,29% e 76,13% de células
com membrana integra, respectivamente) comparados ao controle negativo (85,99%
e 86,12%). A concentracdo de 5 uM também apresentou pequena diminuicdo na
integridade da membrana celular apés 12 horas de incubacéo (75,02%).

Apoés 24 horas de incubacao, o derivado THP reduziu a integridade de
membrana de modo concentracdo-dependente, apresentando 62,80% e 23,11% de
células viaveis nas concentracdes de 5 e 10 uM respectivamente, comparados com
0 controle negativo (94,45%).

Como observado no grafico, o derivado THP causou diminuicdo na
densidade celular de maneira concentracdo-dependente somente apos 24 horas de
exposicdo. As células tratadas com a-lapachona ndo apresentou diferenca
estatistica quando comparada ao controle negativo. A doxorrubicina apresentou

diminuicdo da densidade celular apos 24 horas de incubacéo.
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Gréfico 2. Avaliagao dos efeitos da a-lapachona (ALFA) na concentragao de 10 uM e seu analogo
THP (2,5, 5 e 10 uM) na integridade da membrana plasmatica e densidade em células de melanoma
(MDA-MB-435) ap6s 6, 12 e 24 horas de exposi¢éo, analisadas por citometria citometria de fluxo
utilizando o corante iodeto de propidio.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado na diluicdo das substancias (DMSO). Os
dados correspondem a média = E.P.M de trés experimentos independentes (n=3). Cinco mil eventos
foram contados. **p < 0.05 comparado ao controle, seguida do teste de Dunnett.
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4.5.2 Andlise do ciclo celular e da fragmentacdo de DNA determinada por

citometria de fluxo

A progresséao do ciclo celular e a fragmentagdo de DNA em células MDA-
MB-435 tratadas com os compostos foram realizadas por citometria de fluxo e
analisadas através do programa ModFit LT 3.1. Os resultados demonstraram que o
derivado THP na maior concentracdo (10uM) causou aumento significante da
fragmentacdo de DNA somente ap0s 24 horas de incubacdo, com valores de
42,32% e 49,96% respectivamente. As células ndo tratadas apresentaram 29,43%
de fragmentagcdo e a alfa-lapachona n&o causou aumento significativo de
fragmentagdo em nenhum tempo de incubagdo. Doxorrubicina demonstrou aumento
da fragmentacao celular em todos os tempos de incubacao.

Quanto ao ciclo celular, os compostos testados nao interferiram nas fases
do ciclo celular em nenhum tempo de exposicdo testado. A doxorrubicina, utilizada
como controle positivo, causou reducédo nas células em G2/M e pequeno aumento

de células em S apoés 24 horas de exposicao.
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Gréfico 3. Avaliagédo dos efeitos da a-lapachona (ALFA) na concentragdo de 10 uM e seu analogo
THP (2,5, 5 e 10 uM) na progresséo do ciclo celular e fragmentacdo de DNA em células de melanoma
(MDA-MB-435) apds 6, 12 e 24 horas de exposi¢do, analisadas por citometria de fluxo utilizando
solugéo de lise composta por iodeto de propideo, Triton X-100 (0,1%) e citrato de sodio (0,1%).
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado na diluicdo das substancias (DMSO). Os
dados correspondem a média + E.P.M de trés experimentos independentes (n=3). Cinco mil eventos
foram contados. b: p < 0,05 em S comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett; c: p < 0,05 em G2/M comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett. *p < 0.05 comparado ao controle, por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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4.5.3 Determinagé&o do Potencial Transmembranico de Mitocondria

Foram observadas alteragées no potencial transmembranico mitocondrial
em células de melanoma MDA-MB-435 tratadas com a maior concentracdo do
derivado THP (10uM), apresentando 19,8% de despolarizacdo mitocondrial. A a-
lapachona ndo apresentou efeito significativo quando comparado ao controle
negativo. A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, causou 24,42% de
despolarizacdo mitocondrial.

Gréfico 4. Avaliagédo dos efeitos da a-lapachona (ALFA) na concentracdo de 10 uM e seu analogo
THP (2,5, 5 e 10 uM) na potencial transmembranico mitocondrial em células de melanoma (MDA-MB-
435) determinado por citometria de fluxo utilizando rodamina 123, ap6s 24 horas de incubagao.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado na diluicdo das substancias (DMSO). Os
dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil eventos foram
contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido
pelo teste de Dunnett.

4.5.4. Determinacao da ativacao da caspases 3/7

As caspases 3 e 7, denominadas executoras da apoptose, clivam
substratos especificos que sdo vitais a célula e sdo ativadas tanto pela via
extrinseca quanto intrinseca. Neste ensaio, foi observada que o derivado THP, nas
concentragfes de 5 e 10 uM causou diminuicdo de células viaveis, sem marcacao
de iodeto de propidio e caspases (69,88% e 31,14% de células viaveis,

respectivamente), comparados ao controle negativo (83,94%).
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Nas mesmas concentragdes, o derivado THP também causou aumento
do numero de células com marcacao de iodeto de propidio, relacionadas com o
processo necrético, com valores de 8,02% e 24,16% (5 e 10uM, respectivamente),
comparados ao controle negativo (3,84%).

Adicionalmente, a concentracdo de 10 uyM causou pequeno aumento do
namero de células com marcacdo de iodeto de propidio e caspases 3 e 7 ativas
(7,67%), relacionado ao processo de apoptose tardia. O controle negativo
apresentou valor de 2,94%.

A a-lapachona nado induziu ativacdo de caspases executoras 3 e 7 na
concentracgao testada (10uM) e o controle positivo, doxorrubicina, causou diminuicéo
de células viaveis (41,08%), aumento de células em apoptose tardia, com marcacgao
de iodeto de propidio e caspases 3 e 7 ativas, aumento de células necroticas, com
marcacéao de iodeto de propidio (26,77%), apds 24 horas de incubacéo.

Gréfico 5. Avaliagédo dos efeitos da a-lapachona (ALFA) na concentracdo de 10 uM e seu analogo

THP (2,5, 5 e 10 uM) na ativacdo de caspases 3/7 em células de melanoma (MDA-MB-435)
determinado por citometria de fluxo, apés 24 horas de incubacéo.
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O controle negativo (C) foi tratado com o veiculo utilizado na diluicdo das substancias (DMSO). Dados
correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes independentes. Cinco mil eventos foram
contados em cada experimento. *, p < 0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido
pelo teste de Dunnett.
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4.5.5. Avaliagcdo da presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs)

A fim de investigar uma possivel contribuicdo do estresse oxidativo no
efeito antiproliferativo das naftoquinonas estudadas sobre as células MDA-MB-435,
foi realizado o ensaio do MTT em células pré-incubadas com N-acetil-cisteina (NAC),
um inibidor de espécies reativas de oxigénio. Os dados obtidos mostram que,
quando pré-incubadas com NAC, a Clsy da alfa-lapachona aumentou 2 vezes,
enquanto o valor de Clsp do derivado THP n&o alterou significativamente. Os
resultados encontrados sao mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Atividade citotoxica da a-lapachona e seu derivado THP em células de melanoma MDA-
MB-435 apés 24 horas de incubacdo, pré-tratadas com N-acetil-cisteina (5mM). Valores de CI50
representados em pg/mL (UM) e seus respectivos intervalos de confianga.

MDA-MB-435
Amostras
Clso (LM)
10,03 (41,40)
a-lapachona
8,44 — 11,93
1,96 (7,25)
THP

1,65-2,33
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5 DISCUSSAO

Os avancos da Quimica, Farmacologia e Biologia Molecular a partir de
meados do século XX, aliados a introdugdo de novos ensaios bioquimicos,
conduziram ao desenvolvimento da Quimica Medicinal, com o planejamento racional
de farmacos baseado na abordagem fisiolégica. Assim, observa-se o ressurgimento
no interesse por produtos naturais que podem ser utilizados como matrizes no
desenvolvimento de novas substancias bioativas, a fim de otimizar a molécula e
consequentemente o perfil terapéutico, em termos de eficacia e seletividade para
atingir propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas ideais (MONTANARI,;
BOLZANI, 2001; GANESAN, 2008; WILSON; DANISSHEFSKY, 2007).

As quinonas, por sua vez, sdo identificadas como importante elemento
farmacoforico para atividade citotoxica, incluindo atividade antitumoral (LIU; LI;
SAKYA, 2004). Varios métodos sintéticos tém sido relatados na literatura,
demonstrando claramente que as naftoquinonas tem importancia para o
desenvolvimento de novas substancias com promissoras atividades bioldgicas
(FERREIRA et al., 2010).

A 1,4-naftoquinona, a-lapachona, mostra-se como excelente protoétipo
para o desenvolvimento de novos analogos, sendo importante para a pesquisa de
compostos com maior poténcia farmacolégica e menor toxicidade (KRISHNAN,
2000, 2001). Alguns analogos relacionados a a-lapachona e outras
piranonaftoquinonas tém sido descritos com atividade citotéxica contra diferentes
linhagens tumorais (SILVA et al., 2002; BRASTIANOS et al., 2006; LIMA et al., 2005;
ROCHA; LOPES; SCHWARSTMANN, 2011).

A morte celular desregulada é uma caracteristica comum em muitas
doencas, incluindo o céancer, e a modulacdo desta resposta celular tem sido
mostrada como uma efetiva estratégia terapéutica. Assim, testes que mensuram
fenbmenos relacionados a morte celular sdo amplamente utilizados para o
desenvolvimento de farmacos (KEPP et al., 2011).

Em trabalho anterior do nosso grupo (SANTOS, 2010), relatou-se o
potencial citotoxico de analogos da a-lapachona em linhagens tumorais de leucemia
(HL-60), melanoma humano (MDA-MB-435), glioblastoma (SF-295) e c6lon (HCT-8),
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onde o derivado THP apresentou citotoxicidade significante na linhagem de
melanoma MDA-MB-435, com valor de Cls igual a 1,37uM, apds 72 horas de
incubacao, demonstrando seletividade a esta linhagem, j& que os valores de Clsg
para as outras linhagens testadas foram acima de 11 pM.

Assim, para avaliar a citotoxicidade e seletividade deste composto,
ampliou-se o painel de células tumorais, principalmente com linhagens de mama e
melanoma, devido & controversa origem da linhagem MDA-MB-435.

A linhagem celular tumoral MDA-MB-435, utilizada primeiramente como
modelo de cancer de mama metastatico (PRICE et al., 1990; CLARCK et al., 1995;
2000) passou a ser reportada com caracteristicas génicas relacionadas a células de
melanoma e entéo, diversos estudos foram desenvolvidos com o intuito de identificar
a verdadeira origem tecidual desta linhagem tumoral (ELISSON et al.,, 2002;
JESSANI et al.,, 2002; LEE et al.,, 2003; MYERS, et al. 1997; ROSS et al., 2000;
SELLAPPAN et al., 2004).

A controversa origem das células MDA-MB-435 tém persistido devido aos
trabalhos conflitantes, no entanto, trabalhos reportaram que a linhagem tumoral
MDA-MB-435 parece ter a mesma origem que a linhagem de melanoma M14 (RAE
et al., 2006; GARRAWAY et al., 2005) dados que, posteriormente foram publicados
no site do programa de screnning do NCI (http://dtp.nci.nih.gov) confirmando a
origem melanocitica das células MDA-MB-435. No entanto, diversos pesquisadores
ainda a relatam como modelo de cancer de mama. (PHOENIX; VUMBACA;
CLAFFEY, 2009; HOLLESTELLE, et al., 2009; ZHANG et al., 2010; JIANG et al.,
2012).

Diante do exposto acima, analisamos o potencial citotoxico em linhagens
de mama (MDA-MB-231, Hs578T) e melanoma (MDA-MB-435, B-16, B-16-F-10,
M14, MALME-3M), pelo ensaio do MTT.

Os resultados demonstrados em valores de Clsg ap0s 72 horas de
incubacdo indicaram que a introducdo do grupamento THP no anel piranico da
molécula alfa-lapachona, aumentou a citotoxicidade contra seis das linhagens
tumorais testadas, apresentando maior seletividade as linhagens de melanoma,
como descrito anteriormente.

A insercdo do grupamento THP aumentou a citotoxicidade da alfa-
lapachona em aproximadamente 6 vezes contra a linhagem tumoral MDA-MB-435,

com valores de CI50 de 1,37 uM e 8,18 uM para derivado THP e seu prototipo,
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respectivamente. Nas demais linhagens, esta modificagdo estrutural causou
aumento de cerca de 2 vezes no potencial citotoxico da molécula.

Interessantemente, o derivado THP apresentou-se 7 vezes menos
citotoxico (Cls=10,36 uM) contra a linhagem M14, considerada com a mesma
origem de MDA-MB-435, com 97% de semelhanca (GARRAWAY et al., 2005),
enquanto a alfa-lapachona apresentou a metade da citotoxicidade (Cls=19,69 pM)
guando comparadas a MDA-MB-435.

Estes achados corroboram com a literatura, que relata que modificacéo
no anel que se liga ao grupo quinona, incluindo anéis furano e pirano, levam a
mudancas significantes na sua bioatividade, influenciando na atividade antitumoral
de naftoquinonas (PEREZ-SACAU et al., 2003, 2007). Dai, a sintese de
piranonaftoquinonas com padrdes de substituicdo diferentes tém atraido o interesse

de pesquisadores.

Segundo Moura et al. (2001), o aumento da lipofilicidade também pode
induzir o aumento do potencial citotoxico, como demonstrado atravées insercédo do

grupamento ciclico THP na molécula de alfa-lapachona.

Diante dos resultados anteriores, avaliou-se a citotoxicidade contra
linhagens tumorais de melanoma (MDA-MB-345, B-16-F-10, MALME-3M, M14) apés
24 horas de incubacdo, pois apresentaram melhor perfil citotoxico frente as
substancias-teste no ensaio anterior. Os resultados foram semelhantes aos
demonstrados anteriormente, com a linhagem MDA-MB-435 apresentando maior
sensibilidade aos efeitos citotoxicos das substancias-teste com valores de Cls, de

20,04 uM e 5,18 uM para alfa-lapachona e seu derivado THP, respectivamente.

Um dos maiores problemas relacionados com o tratamento do cancer sédo
os efeitos colaterais, jA que a maioria dos agentes quimioterapicos atua de forma
nao-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais (MURAD;
SALMOMN, 1998), particularmente as células de rapido crescimento, como as
gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Assim, a busca por novos
guimioterapicos tem como objetivo principal aumentar a seletividade e a efetividade
dessas substancias, destruindo células tumorais e preservando as células normais
(ALMEIDA et al., 2005).
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Assim, avaliou-se a citotoxicidade em células mononucleares do sangue
periférico humano (CMSP), para avaliar a seletividade dos compostos estudados
para células tumorais. Observou-se que 0s dois compostos demonstraram certa
seletividade para células tumorais, sendo que a introducdo do anel tetrahidropirano
induziu maior seletividade para células tumorais que o seu protétipo, apresentando
valores de Clsp 2,6 vezes maior que observada em células MDA-MB-435 no mesmo
tempo de incubacéo.

Como o derivado THP apresentou maior citotoxicidade contra a linhagem
MDA-MB-435, esta foi escolhida para o desenvolvimento dos experimentos
posteriores.

Na avaliacdo da cinética de crescimento na linhagem tumoral MDA-MB-
435, sob os efeitos da alfa-lapachona e seu derivado THP apoés 3, 6, 12 e 24 horas
de incubacao, observou-se o efeito citotoxico do derivado THP a partir de 12 horas
de incubagédo (10 pM), com aumento de células n&o-viaveis. Apos 24 horas de
incubacdo, o efeito € mais acentuado, onde se observou diminuicdo de células
vidveis e aumento de células nado-viaveis nas concentracbes de 5 e 10 uM, de
maneira concentracdo-dependente.

Estes resultados corroboram com o ensaio do MTT, onde o derivado THP
demonstrou maior atividade citotOxica que seu protétipo, no entanto, este efeito
parece estar relacionado, principalmente, com a perda da integridade de membrana,
jd que o ensaio de exclusdo por azul de tripan € baseado no principio de que as
células com membrana integra conseguem expulsar o corante, contrariamente as
células ndo-viaveis (com membrana rompida). A perda de integridade de membrana

plasmatica, por sua vez, esta intimamente relacionada a morte celular por necrose.

Estes resultados, também corroboraram com a citometria de fluxo, em
gue foram realizados experimentos em MDA-MB-435 avaliando os parametros:
namero de células, integridade de membrana, despolarizacdo mitocondrial, ciclo
celular, fragmentacdo de DNA e ativacdo de caspases. Nesses experimentos,
também foi evidenciada a diminuicdo significativa do numero de células nas
concentracfes de 5 e 10 uM apos 24 horas de incubacdo com o derivado THP, além
de diminuicdo de células com membrana plasmatica integra, corroborando com os

resultados da curva de crescimento.
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Outro parametro relacionado com a morte celular € a fragmentacdo de
DNA (KROEMER et al., 2009). Desse modo, o nimero de células com o DNA
fragmentado aumentou significativamente somente na maior concentragéo testada
(10uM) apds 24 horas de incubagdo, 0 que sugere a inducdo de necrose pela
exposicdo ao derivado THP, ja que a fragmentacdo de DNA em células com
membrana integra seria uma alteracgéo tipica de um processo apoptético.

Varios agentes anticAncer exercem sua acao sobre as células que se
encontram no ciclo celular, mas também h& farmacos que tem a capacidade de
destruir as células tumorais independentemente de estarem atravessando o ciclo ou
de estarem em repouso (MURAD; SALMONN, 1998; CHABNER, 1996). Do mesmo
modo, os compostos estudados demonstraram que seus efeitos citotoxicos nao

estao relacionados com o ciclo celular.

Muitos processos bioquimicos que caracterizam a apoptose podem
ocorrer também durante a necrose, como a dissipacdo do potencial
transmembréanico mitocondrial, j& que 0 processo necrético € acompanhado pelo
desmantelamento de organelas citoplasmaticas, em particular, a mitocondria
(KROEMER et al., 2009). Os resultados mostraram que a alteracdo mitocondrial
demonstrada apdés o tratamento do derivado THP (10uM) apos 24 horas de
incubacdo, sugere um processo necrotico, tendo em vista, a intensa perda de
células com membrana integra demonstrada nesta mesma concentracdo e tempo de

exposicao.

A atividade de caspases foi considerada como marcador universal da
apoptose antes da descoberta de outros tipos de morte celular independente de
caspases com morfologia apoptotica (XIANG; CHAO; KORSMEYER,1996). No
entanto, a avaliacdo da atividade de caspases continua sendo uma parte importante
na deteccdo da apoptose (KEPP et al.,, 2011). Entdo, avaliou-se a atividade de
caspases efetoras 3 e 7 no processo de morte celular induzido por alfa-lapachona e
seu derivado THP, onde ndo se observou ativacdo significativa destas enzimas em
nenhuma concentracdo testada. Estes resultados corroboram, mais uma vez, com a
morte celular por necrose, ja que neste processo ndo ha participacdo destas

proteases.
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Os resultados demonstrados pelas alteragcbes morfolégicas corroboram,
em grande parte, com a citometria de fluxo, principalmente na observacdo do
acentuado numero de células com perda da integridade de membrana ap6s 24
horas de exposi¢ao do derivado THP na concentracdo de 10uM. Pode-se observar,
também, a ocorréncia de células com cromatina condensada (picnose), a partir de 6
horas de incubacdo encontrada em processos apoptoticos e necréticos (GALUZZI,
et al., 2011).

A maioria dos farmacos quimioterapicos induzem apoptose, no entanto, a
literatura recente mostra que a utilizacdo de compostos que induzem
especificamente necrose em células tumorais pode ser uma estratégia terapéutica

promissora no tratamento de tumores resistentes a apoptose (KEPP et al., 2011).

Recentes relatos demonstram que algumas drogas candidatas a
antitumorais causam necrose (LI et al., 2007; LU et al., 2010; SHAHABUDDIN et al.,
2010), assim como outras naftoquinonas com atividade anticancer estabelecida,
como B-lapachona e shikonina, também podem exercer sua atividade citotdxica via

necrose, como mecanismo predominante (HAN et al., 2007; SUN et al. 2006).

A recente descoberta de que a necrose ndao é somente um processo
puramente acidental, e que pode ser regulado por processos bioquimicos,
denominado necroptose, tem incitado bastante interesse no desenvolvimento de
moduladores deste tipo de morte celular (LASTER; WOOD; GOODING, 1988;
DEGTEREV et al.,, 2005). Esta forma de morte programada é independente de

mediadores centrais apoptoéticos, como p53, Bax / Bak, ou caspases.

Além disso, esta forma de necrose programada induz uma resposta
inflamatoria que fornece protecdo adicional contra o acumulo de células danificadas

ou aberrantes, e repara o tecido danificado (ZONG et al., 2004).

Exemplos de agentes que induzem morte celular por necrose programada
incluem agentes alquilantes de DNA, que podem provocar necrose em células
tumorais via hiperativacdo de PARP1 (ZONG et al., 2004), inibidores da familia de
proteinas de inibidores celulares de apoptose (clAP), como 0s que mimetizam a

acao de SMAC, promovem necroptose in vitro, facilitando a deubiquitinacdo de RIP1
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(DINEEN et al., 2010; VANDENABEELE et al., 2010; VANLANGENAKKER et al.,
2011).

O mecanismo citotéxico de muitas 1,4 naftoquinonas, como a juglona,
plumbagina e menadiona tem sido associado & excessiva geracdo de EROs, como
radicais superdxido, oxigénio singlet e peroxido de hidrogénio (INBARAJ;
CHIGNELL, 2004; CHUNG et al., 1999).

Por sua vez, a excessiva geracdo EROs tem sido associada a varios
casos de apoptose e também durante a necrose programada (BONFOCO et al.,
1995; KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007; MELINO et al., 1997; NICOTERA;
BERNASSOLA; MELINO, 1999; VANDENABEELE et al., 2010).

Em nossa avaliagdo indireta da producdo de EROs através da pré-
incubacdo com N-acetil-cisteina (NAC) em células MDA-MB-435 tratadas com as
amostras-teste, verificou-se que a citotoxicidade do derivado THP n&o parece estar
relacionada com a geracao de EROs, visto que a diferenca entre valores de Clsp das
células tratadas com e sem NAC, nao foi significante, considerando o intervalo de
confianga. A citotoxicidade da alfa-lapachona, por sua vez, parece estar associada,
pelo menos em parte, a formacdo de EROs, visto que o valor de Clsp das células

pré-tratadas com NAC € cerca de 2 vezes maior que sem o pré-tratamento.

Assim, observou-se que a introducdo do grupamento THP na molécula de
alfa-lapachona reduziu o seu potencial redox, ja que, € conhecido que capacidade
das naftoquinonas formarem EROs é influenciada pela natureza e posicdo dos
substituintes na molécula (BOLTON et al., 2000; MUNDAY; SMITH; MUNDAY, 1995;
OLLINGER; BRUNMARK, 1991).

Como a presenca do centro redox nas quinonas € descrito como uma
caracteristica importante responsavel pela sua acdo citotoxica parece que outro
mecanismo de acdo esta presente neste caso, assim como, relatado por
Bourguignon et al. (2009) para a atividade tripanocida do derivado oxirano da alfa-

lapachona.

Diante do exposto acima, os dados obtidos neste trabalho reinforcam a
importancia da alfa-lapachona como protétipo promissor, onde os resultados

demonstraram maior potencial anticancer do derivado tetrahidropirano. Entretanto,
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torna-se necessério a realizacdo de estudos mais detalhados para elucidar o
verdadeiro mecanismo de acéo deste composto.
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6 CONCLUSAO

O derivado THP possui potente atividade citotoxica, principalmente em
linhagens de melanoma, quando comparado ao seu protétipo alfa-lapachona. A
introducdo do grupo tetrahidropirano na estrutura molecular do protétipo parece ser

a responsavel por essa maior atividade.

A sua acdo citotéxica induz, principalmente, a diminuicdo da integridade
da membrana plasmética, sendo independente do ciclo celular, caspases efetoras e
producdo de EROs, sugerindo, por sua vez, um processo necroético. Esses achados
reinforcam o potencial de naftoquinonas sintéticas como protoétipos para a producéo

de novos compostos com propriedades anticancer.
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ANEXO A — MATERIAIS UTILIZADOS

Equipamentos

Agitador de placa, MLW® Modelo Thys

Agitador de placa Shaker PSU® — 2T plus

Agitador de tubo, Donner AD 8850

Banho-maria DELLTA® Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro FANEN® Modelo 212

Centrifuga de placas Eppendorf® Modelo Centrifuge 5403
Citdmetro de Fluxo Guava EasyCyte Mine®
Espectrofotémetro de placas DTX 880 Multimode Detector®
Estufa de secagem e esterilizacdo FANEM® Modelo 315 SE
HTS - high-throughput screening - biomek 3000®
Incubadora de células (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®

Microscépio 6ptico OPTON TNB-04T-PL/PZO-Labimex® Modelo Studar lab
Microscépio 6ptico de inverséo Nikon Diaphot®

Phmetro, Micronal B 474®



Solugdes e Reagentes

Solugdes/reagentes

Concentracdes

Alamar Blue

0,312 mg/mL

Azul de Tripan

10 mg de Azul de tripan

PBS g.s.p. 100 mL de solugéo

Brometo de Etidio (100 pg/mL)

1 mg de brometo de etidio

PBS g.s.p. 10 mL

Dimetilsuféxido (DMSO)

Ficoll- Hypaque

Fitohemaglutinina

lodeto de propideo

1 mg de iodeto de propideo

PBS g.s.p. 100 mL de solucéo

Kit Instant Prov Corante rapido de

hematologia

Meio de cultura de células RPMI
1640

Dissolvido em agua deionizada e
esterilizada por filtracdo em membrana
de 0,22 mm, complementado com
Bicarbonato de sédio (0,75%)

MTT- (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5

difeniltetrazolium bromide)

20 mg de MTT

PBS g.s.p. 100 mL de solucédo

N-Acetil-L-cisteina (1M)

Peniicilina-Estreptomicina

Penicilina 10.000 UI/MI

Estreptomicina 10 mg/mL
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8,5 g de cloreto de sodio

Solucéo salina para hemdlise

1,11 g de cloreto de calcio

H.O g.s.p. 1L

8,776 g de Cloreto de sddio

2,14 de Fosfato de soédio

heptahidratado
Tampéao PBS
2,276 g de fosfato de sodio
H.0 g.s.p. 1L (pH=7,2)
Triton X-100 -

Tripsina-EDTA

Farmaco

Cloridrato de Doxorrubicina — Sigma-Aldrich
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