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RESUMO

O lapachol, uma naftoquinona natural, e seus derivados sintéticos tém demonstrado, nos
tltimos anos, importantes acgfes citotoxicas contra varias linhagens de células tumorais,
assim como significante atividade antitumoral contra alguns tumores. Assim, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o mecanismos de acdo citotoxica em células HL-60 de duas
naftoquinonas sintéticas analogas do lapachol (compostos 1 e 2). Inicialmente foi
investigado a atividade antiproliferativa dessas naftoquinonas apds um periodo de
incubacdo de 72h em células leucémicas (HL-60) e células mononucleadas do sangue
periférico (CMSP) onde foi observado que essas naftoquinonas mostraram-se ativas para
estas linhagens com Clsg de 12 uM, 2,3 uM e 4,3 uM para o lapachol, composto 1 e
composto 2, respectivamente em células HL-60 e 13,7 uM e 34,0 uM para o composto 1 e 2
em células CMSP, respectivamente. A atividade antiproliferativa em células HL-60 apés 24
horas de incubacdo foi avaliada com e sem co-tratamento com o antioxidante n-
acetilcisteina (NAC). Assim, a Cls, sem NAC ap0s 24 horas de exposi¢do ao lapachol,
composto 1 e composto 2 foi de 42,9 M, 2,7 uM e 4,3 uM , respectivamente. Ja Cls, com
NAC (5 uM) ap6s 24 horas de exposi¢cado ao lapachol, composto 1 e composto 2 foi de 180,0
MM, 46,0 uM e 18,0 uM , respectivamente. Estudos feitos em células HL-60 indicaram que
o lapachol e seus dois analogos induzem morte celular por apoptose e necrose, como
mostrado pelas mudancas morfoldgicas avaliadas através do uso de coloracdo May-
Grunwald-Giemsa. Nos ensaios realisados por citometria de fluxo foi revelado que estes
compostos promovem a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) 18,86%, 13,31%
e 39,11% respectivamente para o lapachol (82 uM) e compostos 1 e 2 (3,5 uM) e 40,94% e
60,49% para os compostos 1 e 2 (7,0 uM), respectivamente. O lapachol (82 uM) e os
compostos 1 e 2 (3,5 uM) diminuiram o namero de células com membrana integra 26,51%,
34,78% e 29,58% respectivamente e os compostos 1 e 2 (7,0 uM) diminuiram 75,3% e
71,1%, respectivamente. A fragmentacdo do DNA promovida por esses compostos foi
observada a partir de 3 horas de exposi¢do sendo mais intensa ap6s 24 horas de exposicao
aos compostos testados. O lapachol e os compostos 1 e 2 também promoveram a ativagéo
de caspases relacionadas com a via intrinseca de morte celular. Além disso, mostraram
induzir a quebra de fitas de DNA. Todos os efeitos citotéxicos foram abolidos quando os
compostos 1 e 2 foram co-incubados com o NAC, mostrando, dessa forma, a participagéo

de EROs na citotéxicidade destas naftoquinonas.

Palavras-chave: Naftoquinonas. Espécies de Oxigénio Reativas.



ABSTRACT

The lapachol, one naphthoquinone natural, and its derivatives synthetic have demonstrated,
in recent years, important actions cytotoxic against several lineages of tumor cells, well as
signifier antitumoral activity against some tumors. Thus, the objective this work was to
evaluate the mechanisms of action cytotoxic in cells HL-60 of two naphthoquinones synthetic
analogous of lapachol (compounds 1 and 2). Initially was investigated at antiproliferative
activity these naphthoquinones after a incubation period of 72 hours in leukemic cells (HL-
60) and peripheral blood mononucleated cells (PBMC) where was observed that these
naphthoquinones were active for these lines with ICs, of 12 uM , 2.3 UM and 4.3 puM for the
lapachol, compound 1 and compound 2, respectively in cells HL-60 and 13.7 uM and 34.0
MM for compound 1 and 2 in cells PBMC, respectively. The antiproliferative activity in cells
HL-60 after 24 hours incubation was evaluated with and without co-treatment with the
antioxidant n-acetylcysteine (NAC). Thus, ICs, without NAC after 24 hours of exposure to
lapachol, compound 1 and compound 2 was 42.9 uM, 2.7 uM and 4.3 pM, respectively. Have
ICso with NAC (5 uM) after 24 hours of exposure to lapachol, compound 1 and compound 2
was 180.0 uM, 46.0 uM and 18.0 uM, respectively. Studies done in HL-60 cells indicated that
the lapachol and its two analogues induce cell death by apoptosis and necrosis, as shown by
morphological changes evaluated through the use of staining May-Grinwald-Giemsa. In
trials realisados by flow cytometry was revealed that these compounds promote the
generation of reactive oxygen species (ROS) 18.86%, 13.31% and 39.11% respectively for
the lapachol (82 uM) and compounds 1 and 2 (3,5 uM) and 40.94% and 60.49% for the
compounds 1 and 2 (7.0 uM), respectively. The lapachol (82 uM) and the compounds 1 and
2 (3.5 pM) decreased the number of cells with intact membrane 26.51%, 34.78% and
29.58% respectively and the compounds 1 and 2 (7, 0 uM) decreased 75.3% and 71.1%,
respectively. The DNA fragmentation promoted by such compounds was observed starting
from 3 hours of exposure being more intense after 24 hours of exposure to tested
compounds. The lapachol and the compounds 1 and 2 also promoted the activation of
caspases related to intrinsic pathway of cell death. Furthermore, showed induce the
synthesis of DNA strands. All cytotoxic effects were abolished when the compounds 1 and 2
were co-incubated with the NAC, showing thus the participation ROS in cytotoxicity these

naphthoquinones.

Keywords: Naphthoquinones. Reactive Oxygen Species.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer
O céancer é uma das doencas mais importantes na atualidade, sendo a

segunda maior causa de mortes por doenca em paises desenvolvidos, ficando atras
apenas das doencas cardiovasculares (CESAR; BERALDO, 2005). No Brasil, as
estimativas para o ano de 2012 serdo validas também para o ano de 2013 e
apontam para a ocorréncia de aproximadamente 518.510 casos novos de cancer,
incluindo os casos de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema do
cancer no pais (INCA, 2012). No Ceara a taxa estimada para o ano de 2012 é de
196,96 novos casos para cada 100 mil homens e 200,62 novos casos para cada 100
mil mulheres (INCA, 2012).

O cancer é considerado uma doenca genética, resultante 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 sem controle (BERGMAN, 1997).

Varias evidéncias indicam que a tumorigénese em humanos € um processo
com varias etapas. Estas etapas refletem alteracdes genéticas que dirigem o
processo de transformacdo de células humanas normais em células malignas
(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Durante esse processo as células normais vao
adquirindo capacidades biologicas que caracterizam o0 estado neoplasico. Essas
capacidades bioldgicas manifestam-se através de alteracdes na fisiologia das
células transformadas, as quais podemos citar: sustentacdo da proliferacao celular,
evasdo de supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, potencial
replicativo ilimitado, inducdo da angiogénese, invasédo tecidual e metastase, evasao
do sistema imune e desregulacdo do metabolismo energético da célula (HANAHAN;
WEINBERG, 2011) (Figura 1).
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Figura 1. Capacidades biolégicas adquiridas por células cancerosas durante o processo de
tumorigénese
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Fonte: HANAHAN; WEINBERG, 2011.

1.2 Cancer e Espécies reativas de oxigénio (EROs).

Nas células normais existe um balanco entre a geracdo e eliminacdo de
radicais livres, mantendo assim, a homeostase do estado redox da célula (DEVI et
al., 2000). Entende-se por radicais livres aquelas espécies reativas de oxigénio
(ERO) com elétrons desemparelhados, como o anions superoxido (O2), oxigénio
singlete (10,) e radical hidroxila (HO"), além das espécies nao-radicais como 0
peroxido de hidrogénio (H202). EROs de natureza radicalar sdo altamente reativos e
sua meia-vida, geralmente, dura alguns segundos ou minutos. Espécies nao
radicalares, no entanto, podem existir por um longo periodo de tempo, mas podem
ser convertidas em espécies radicais (GUPTE; MUMPER, 2008).

O balanco do estado redox da célula é mantido por um poderoso sistema
antioxidante que neutraliza as EROs (Figura 2). Esse sistema é composto por
enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase, sistema glutationa
(glutationa, glutationa redutase, peroxidase e transferase), sistema tioredoxina
(tioredoxina, tioredoxina peroxidase e peroxiredoxina), além da vitamina E e vitamina

C (MANDA; NECHIFOR; NEAGU, 2009).
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Figura 2. llustragdo esquemética da homeostase redox celular.

Principais locais de geracdo celular de espécies reativas de oxigénio (EROs) incluem a
cadeia mitocondrial de transporte de elétrons (Mito-ETC), o reticulo endoplasmatico (ER) e do
sistema NADPH oxidase (NOX). As principais enzimas envolvidas na geracdo de EROs sdo: GPX,
glutationa peroxidase; GR, glutationa redutase; GRXo, glutarredoxina (oxidada); GRXr, glutarredoxina
(reduzida); GSHr, glutationa (reduzida); GSSG, a glutationa (oxidada); TRXo, tioredoxina (oxidada);
TRXr, tioredoxina (reduzida); oxidase, xantina XO. Fonte: TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG,
2009)

O estresse oxidativo ocasionado por um desbalanco no estado redox da
célula esta relacionado com varias desordens patologicas como cancer, Diabetes
mellitus, aterosclerose, doencas neurodegenerativas e desordens auto-imunes como
artrite, alem de estar envolvido no processo de envelhecimento (VALKO et al.,
2007). Esta bem documentado que as células cancerosas estdo sob um aumentado
e persistente estresse oxidativo devido a um aumento intracelular dos niveis de
EROS (GUPTE; MUMPER, 2008).

Tém-se especulado que o aumento de EROs em células cancerosas seja
devido a fatores como estimulagcdo oncogénica, aumento da atividade metabdlica e

mau funcionamento mitocondrial (PELICIANO et al., 2004). De fato, EROs atuam em
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multiplas cascatas de sinaliza¢do relacionadas com o comportamento de células
cancerosas, tais como sobrevivéncia (CLERKIN et al.,, 2008), proliferacdo e
angiogénese (FUKAI-USHIO; NAKAMURA, 2008). Além disso, sdo consideradas
responsaveis pelo desenvolvimento, progressdo, invasao e metastase dos canceres
(GILES, 2006).

Embora o tratamento dos tumores com uma terapia antioxidante seja uma
estratégia razoavel, ironicamente, o mecanismo latente que muitos agentes
quimioterapicos e radiacdo ionizante exercem sobre as células tumorais para maté-
las ndo estd associada com o aumento de antioxidantes, mas sim com a producao
de mais EROs levando a um estresse oxidativo irreversivel (KONG; LILLEHEI,
1998).

Em baixas concentracdes EROs favorecem a sobrevivéncia e proliferacdo das
células, porém, em altas concentracdes, elas exaurem a capacidade antioxidante
das células provocando injurias celulares irreversiveis desencadeando um programa
de sinalizacdo que leva a senescéncia, apoptose ou necrose (HALLIWELL, 2007).0s
mecanismos envolvidos na morte celular dependente de EROs estdo resumidos na

figura 3.

Figura 3. Desencadeamento do mecanismo de morte de células cancerosas mediado por EROs.

Aumentode EROs Inibigdo do sistema
extrinseco antioxidante da células
Geragaode EROs eliminagdode EROs

A

&
= s e
T~ l /

Morte da célula cancerosa

Adaptado: TRACHOOTHAM; ALEXANDRE; HUANG, 2009.
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Provavelmente, o mais significante efeito de EROs em vias de sinalizagao tem

sido observado nas vias da proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK). Essas

vias envolvem a ativacdo de fatores de transcricdo (NF-kB, AP-1 e P53) que

controlam a expressam de genes que reparam danos no DNA, fazem o bloqueio da

proliferacdo de células defeituosas, ativam o sistema imune e induzem a apoptose (

VALKO et al., 2005). A tabela 1 lista algumas funcdes e alvos moleculares de EROS.

Tabela 1. Exemplos de funcdes e alvos intracelulares de EROs.

Alvo Nome Funcéo Efeito das EROs ou

oxidacéo

Caspase 8 Proteases envolvidas na iniciacdo e Ativado por EROs

execucdo da apoptose.

NF-kB Fator nuclear de gene de Regulacéo da resposta imune Ativado por EROs como
cadeia leve kappa ligantes inibidor IkB e degradado
em células B por oxidacdao.

P53 Proteina supressora de tumor Danos na molécula

VEGF Fator de crescimento Aumenta a permeabilidade de
endotelial vascular capilares vasos sanguineos

SOD Superoxido dismutase Cataliza a converséo de anion Acumulacdo de EROs

superéxido a peréxido de hidrogénio pode causar danos a
lipidios, proteinas e DNA.

JNK Quinase N-terminal c-Jun Membro da familia MAPK, promove EROs leva a ativacéo

fosforilagéo e ativacédo de AP-1 seguida de dissociagao
levando a apoptose ou necrose. de Trx (tiroxina)

IL6 Interleucina 6 ou Proteina multifuncional que tem papel EROSs diminui a atividade
interleucina beta importante na defesa do hospedeiro

ASK1 Quinase 1 reguladora de Ativa de proteinas relacionadas a Causa dissociacéo do
sinal de apoptose apoptoe complexo Trx-ASK1

levando a ativacéo de
JNK e p38
EGFR Receptor de fator de Ativa Raf e MAPKK levando Ativado por EROs

crescimento epidermal

ativacéo e ERK

Adaptada SEIFRIED et al. (2007)
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Apoptose, ou morte celular programada, é um processo essencial para a
manutengdo do desenvolvimento dos seres vivos, sendo importante para eliminar
células indesejadas ou defeituosas. Durante a apoptose, a célula sofre alteracdes
morfoldgicas caracteristicas desse tipo de morte celular. Tais altera¢des incluem a
retracdo da célula, perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas,
condensacao da cromatina, fragmentacao internucleossémica do DNA e formagao
dos corpos apoptoéticos (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). A apoptose pode
ser induzida por EROs tanto por via extrinseca via Fas (membro da familia de
receptores de morte) (WIANG et al., 2008) como por via da mitocondria
(ORRENIUS, 2004).

A apoptose por via intrinseca comeg¢a com a oligomerizacdo de proteina pro-
apoptoéticas Bax e Bak na membrana externa da mitocondria. Tal evento, leva a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial e consequente liberacdo de proteinas
apoptogénicas (citocromo c e AlF) e de fatores regulatérios ( Smac/DIABLO e IAP).
IAP pode inibir a ativacdo da caspase 3 e Smac/Diablo pode se ligar a IAP e impedir
seu efeito anti-apoptotico (SCORRANO et al., 2003 e DU; FANG,; LI, 2000).

Uma vez liberado citocromo c liga-se ao Apaf-1, que recruta a pro-caspase 9
e promove sua ativacdo autocatalitica. A caspase 9, quando ativada, promove a
ativacdo de caspases efetoras ( caspase 3 e 7) que rapidamente clivam substratos
intracelular e executam a apoptose (MANDA; NECHIFOR; NEAGU, 2009) (Figura 4).
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Figura 4. Apoptose relacionada a ativagdo da via intrinseca
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Adaptado: MANDA; NECHIFOR; NEAGU, 2009.

Existem evidéncias de que EROs matem as células cancerosas
principalmente por apoptose, porém em condi¢cdes de estresse oxidativo severo,
EROs também pode induzir necrose (GARDNER et al. 1997).

Recentemente, tem se tornado evidente que a classica dicotomia de apoptose
versus necrose é uma simplificacdo de processos altamente sofisticados, os quais
protegem o organismo contra processos prejudiciais ou indesejados (RICCI; ZONG,
2006). A necrose € um evento regulado que pode estar envolvido no
desenvolvimento de multiplos cenarios fisiolégicos e patolégicos ( SIMON; HAJ-
YEHIA; LEVI-SCHAFFER, 2000). As caracteristicas fundamentais de necrose
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incluem esgotamento energético celular, danos aos lipidios de membrana e perda de
funcdo das bombas de ions homeostéticos / canais (RICCI; ZONG, 2006).

De fato, uma abordagem terapéutica utilizando agentes pré-oxidantes para o
tratamento do cancer pode ser muito promissora. Desde a década de 50, muitas
estratégias tem sido exploradas baseadas nessa ideia. Pode-se explorar o potencial

de EROs para matar as células cancerosas de duas maneiras, a saber:

(1) Induzindo a geragéo de EROs diretamente nas células tumorais;
(2) Inibindo o sistema de defesa antioxidativo (enzimatico) das células

tumorais.

1.3 Terapias pro-oxidantes no tratamento do cancer

Muitos agentes quimioterapicos utilizados na atualidade para o tratamento do
cancer tem mostrado causar um aumento de EROs intracelular. Esses agentes
terapéuticos incluem: trioxido de arsénico (ATO), antraciclinas (doxorrubicina,
daunorrubicina), alcaldides da vinca (vinblastina e vincristina), mitomicina ¢ e
camptotencina. Além de outros mecanismos de acao citotoxica, esses agentes tém
demonstrado exibir atividade anticancer através da geracdo de H,O, na célula ou
ativacao de vias apoptéticas que dependem de H,0, (SIMIZU; UMEZAWA; IMOTO,
1998). Alexandre e colaboradores relataram que a acumulagdo de H,O, € um inicial
e crucial passo para morte em células cancerosas induzida por paclitaxel tanto in
vitro como in vivo (ALEXANDRE et al.,2006).

Rituximab, um anticorpo monoclonal anti-CD20 induz apoptose através da
geracdo de EROs e foi aprovado para o tratamento de linfomas n&o-Hodgkin
(RENSCHLER, 2004)

Procarbazina e butionina sulfoximina sdo alguns dos agentes anti-cancer cuja
atividade depende da producdo de EROs ou de sua intera¢cdo com enzimas que
inibem a acdo de EROs (GUPTE; MUMPER, 2008). Uma lista resumida de agentes
moduladores de EROs usados no tratamento do cancer encontra-se na tabela 2.

Emodina é uma antraquinona natural que mostrou aumentar a citotoxidade e
seletividade do ATO em células tumorais através da geracdo de EROs (YI et al,
2004).
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As antraciclinas, como a daunorrubicina, reagem com citocromo P450
redutase na presenca de NADPH para formar radical semiquinona, o qual pode
reagir com oxigénio e gerar superoxido (SERRANO et al, 1999). A doxorrubicina,
outro membro da familia das antraciclinas, € conhecido por também gerar
superoxido e peréxido de hidrogénio intracelular, o quais podem causar dano
mitocondrial e consequentemente apoptose de maneira independente de p53 (
TSANG et al, 2003).
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Tabela 2. Principais agentes antineoplasicos moduladores de EROs

Agentes moduladores de
EROs

Mecanismo de acdo

Status atual

Agentes geradores de EROs ex6geno

Motexafina gadolinium e Catalisador pré-oxidante que a induz a eEstudos clinicos de fase
formacgéo intracelular de superdxido e lll.LUsado em combinacdo com
inibe TrxR, acumula-se preferencialmente outros agentes no tratamento
em células tumorais. de malignidades

hematolégicas e metastase
cerebral.

B-lapachona e Sofre ciclo redox catalisado por NQO1 » Estudos clinicos de fase I/l em

tumores que superexpressao
NQO1

Inibidores do sistema antioxidante

Butionina sulféximina e |nibe a sintese de GSH
e Melhora a atividade de As,03

e Estudos clinicos de fase I/l
em combinac&o com As,Oz ou
Melfalan

Imexon e Depleta GSH através de ligagBes a tiois e Estudos clinicos de fase I/l
em combinagdo com
docetaxel e gencitabina

Feniletil isotiocianato e Conjuga e exporta GSH para fora da e Estudos pré-clinicos  em

célula

] e Inibe GPx NF-kB
Mangafodopir

e Mimetiza SOD, catalase e GSH redutase —
aumenta os niveis de H,O, em células

malignhidades hematolégicas

e Estudos clinicos de fase Il em
combinagcdo com quimioterapia
no tratamento de cancer de

cancerosas figado
2-metoxiestradiol ¢ Inibe SOD levando ao actmulo de e Estudos clinicos de fase Il em
superéxido tumores de prostata, ovério,

¢ Inibe a polimerizagdo da tubulina

cérebro e renal.

Tetratiomolibidato e Inibe SOD; citosélico

e Estudos clinicos de fase
em melanoma, mieloma,
carcinomade préstata e
mama.

Multiplos mecanismos de acao

As;03 e Inibe GPX e TrxR
¢ Inibe cadeia respiratdria mitocondrial

e Aprovado para o tratamento
de leucemia promielocitica

Mecanismo de acao desconhecido

Elesclomol e Induzréapida acumulagdo de EROs em
células cancerosas levando a apoptose

e Melhora a atividade do paclitaxel

e Estudos clinicos de fase lll
suspensos

Adaptado Trachootham, Alexandre e Huang, 2009
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1.4 Quinonas

Quinonas correspondem a compostos de uma grande familia de ocorréncia
natural, geralmente encontrada em plantas, fungos e bactérias (KUMAGAI et al.,
1997; SILVA, 2003). As quinonas naturais ou sintéticas possuem um vasto espectro
de atividades biologicas (ASCHE, 2005; THOMSON, 1987), dentre elas a atividade
antitumoral, estando entre os mais eficientes agentes quimioteraticos utilizados na
clinica no tratamento de numerosos tipos de canceres. (DALEN et al., 2008).

Quinonas sdo compostos dicetbnicos com estrutura O=C-(C=C-),-C=0
derivados de compostos aromaticos cujos grupos carbonila sdo encontrados
separados ou conjugados com dupla ligacdo (BRUNMARK; CADENAS, 1988). Em
funcdo do ciclo no qual o sistema de duplas e cetonas conjugadas esta inserido,
tém-se os trés grupos principais de quinonas: benzoquinonas — um anel benzénico;
naftoquinonas — um anel anel naftalénico; antraquinonas — um anel antracénico
linear ou angular (Figura 5) (SIMOES et al., 2002).

Figura 5. Classificacdo de quinonas

O O O O
o | | |
O O O
0-benzoquinona p-benzoquinona 1,4-naftoquinona 9,10- antraquinona

Fonte: Silva et al. 2003

Sabe-se que as quinonas sdo metabdlitos envolvidos em diversos processos
bioquimicos vitais, principalmente naqueles relativos aos niveis de cadeia
respiratéria e fotossintese, como por exemplo, as ubiguinonas e plastoquinonas,
respectivamente (GOODWIN; MERCER, 1972).

Nos ultimos anos, tém-se observado um crescimento de estudos sobre a
atividade farmacolégica das quinonas. Tais estudos tem mostrado que estes

compostos tem grande biodinamicidade, destacando-se as propriedades
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microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas
celulares reparadores, tais como atividade de enzimas importantes como as
topoisoimerases (ESTEVES-SOUZA et al., 2007; MONKS, 1992; SILVA, 2003 ).

Estudos sobre o mecanismo de acdo bioldégica das quinonas destacam a
importancia do grupo quinonoidico como grupo farmacoférico imprescindivel para
geracao de espécies reativas de oxigénio que induzem a apoptose (SILVA, 2003).

Ha varios modos de acdo pelos quais as quinonas exercem atividade
citotéxica, no entanto, ndo esta claro qual dessas acfes é mais importante para
induzir danos celulares. Porém o principal alvo de acao citotoxica € o DNA (SAIFY,
1999).

Algumas quinonas também atuam como agentes intercalantes na molécula de
DNA ou como inibidores de enzimas essenciais para duplicacdo do DNA e
biossintese de nucleotideos (SALUSTIANO et al.,, 2009). Também podem ser
ativados in situ formando conjugados intermediarios, 0s quais Ssao poderosos
agentes alquilantes (SALUSTIANO et al., 2009).

E notavel a importancia da utilizacdo das quinonas e seus analogos como
agentes anticancer. Por exemplo, compostos como dactinomicina, antibidticos do
grupo das antraciclinas (daunorrubicina, doxorrubicina e mitoxantrona), bleomicina e
mitomicina C tem sido usados na clinica para quimioterapia do cancer (GALM, 2005;
WOLKENBERG et al. 2005).

A doxorrubicina (Adriamicina ®) e 0 seu congénere, daunorrubicina
(daunomicina), tém sido usadas durante mais de 30 anos para o tratamento de uma
variedade de doencas malignas. Doxorrubicina € utilizada para o tratamento de
tumores solidos, como tumores de: mama, ductos biliares, tecido endometrial,
esbfago e figado, osteossarcomas, sarcomas dos tecidos moles, e linfoma nao-
Hodgkin ( MURPHY; LAWRENCE; LENHARD, 1995). Enquanto daunorrubicina tem
utilidade principalmente em leucemia mieléide aguda ( WIERNIK; DUTCHER, 1992),
a mitomicina C € usada no tratamento de tumores solidos (TOMASZ; PALOM, 1991).

A citotoxicidade das quinonas esta relacionada com a capacidade de serem
biorreduzidas por flavoenzimas gerando radicais semi-quinonas que por sua vez
doam elétrons ao oxigénio molecular gerando espécies reativas de oxigénio
(SALMON-CHEMIN et al., 2001) (Figura 6).
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Figura 6. Ciclo redox das quinonas
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Fonte:SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003.

1.5 Lapachol e seus analogos sintéticos

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftalenodiona (Figura 7), é
uma naftoquinona que foi primeiramente isolada por E.Parteno da Tabebuia
avellanedae em 1882, sendo posteriormente encontrado em outras familias como
Leguminosae, Verbenaceae, Proteaceae, Sapotaceae, Scrophulariaceae e
Malvaceae. Tabebuia avellanedae é uma arvore da familia Biognoniaceae,
comumente conhecida como “pau-d’arco” ou “ipé roxo” no Brasil (PATERNO, 1882;
HUSSEIN, 2007).

Os estudos farmacologicos das naftoquinonas obtidas das tabebuias foi
pioneiro no Brasil, tendo-se iniciado na década de 60. Desde entdo, outros
pesquisadores desenvolvem pesquisas com este grupo de naftoquinonas e seus
derivados sintéticos (SILVA, 2003).
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Figura 7. Lapachol
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Fonte: HUSSAIN et al.,2007.

Estudos iniciais realizados na Universidade Federal de Pernambuco
demonstraram que o lapachol possui forte atividade contra bactérias Gram-positivas
(GONCALVES DE LIMA; WEIGERT, 1972). O lapachol também tem atividade contra
Heliobacter pylori, Staphylococcus, Streptococcus Bacillus, Enterococcus, e
espécies de Clostridium. Além disso, foi relatado que lapachol tem um efeito
significativo contra Candida albicans, Candida tropicalis, e Cryptococcus
neoformans, que era semelhante a anfotericina B. Acredita-se que a atividade
antifngica do lapachol € devido a sua interacdo com a membrana celular
(GONCALVES DE LIMA et al., 1956; PORTILLO et al., 2001).

Além das atividades microbicidas, o lapachol e alguns analogos inibem o
crescimento de queratindcitos humanos, sendo considerado um composto com
potencial atividade antipsoriatica (MULLER; SELLMER; WIEGREBE, 1999). O
lapachol também possui atividade analgésica (SESTER, 1996), antiulcerogénica
(GOEL et al.,1987), antiviral (LI, 1993) e antiinflamatéria (ALMEIDA et al., 1990).

Outrora, o lapachol fora comercializado para utilizacdo como adjuvante no
tratamento de certos tipos de cancer, sendo o medicamento fabricado pelo
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), ndo mais disponivel
no mercado (FONSECA et al.,, 2003). O lapachol é ativo em Linfossarcoma de
Murphy Sturm, e € inativo em algumas neoplasias murinas como adenossarcoma
755, carcinoma pulmonar de Lewis, leucemia linfocitica P388 e leucemia L-1210
(LINARDI; OLIVEIRA; SAMPAIO, 1975).

O lapachol tem mostrado varios efeitos benéficos para o tratamento do

cancer, entretanto ndo é uma droga ideal. Os ensaios clinicos o desaprovam em
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decorréncia de efeitos colaterais que em muito agravam o quadro clinico de
pacientes com cancer (BLOCK et al., 1974).

Devido a sua atividade antitumoral, o lapachol € um candidato para
modificacdo sistematica de sua molécula a fim de compreender as suas relacdes
estrutura-atividade e assim desenvolver analogos com atividade e perfil toxicolégico
melhorados (HUSSEIN, 2007).

Os produtos naturais tem sido de grande importancia na descoberta de novas
moléculas biologicamente ativas. No entanto, devido a sua escassez ou até mesmo
para o melhoramento de sua acdo farmacolOgica, a sintese quimica tem se
mostrado vital no desenvolvimento de novas drogas mais eficazes e seletivas.

Nos ultimos anos, tem-se relatado as atividades moluscicida ( CAMARA et at.,
2008; SILVA et al., 2002), antimalarial (ANDRADE-NETO et al., 2004); tripanocida
(GOULARD et al., 1997), antiviral (SILVA et al., 2002), leshimanicida (SILVA et al.,
2009), e antitumoral (EYONG, 2008; RAO et al., 1968; SILVA et al.,, 2009) de
naftoquinonas derivadas do lapachol. Nesse contexto, naftoquinonas analogas do
lapachol tem sido sintetizadas com a finalidade de descobrir novas drogas
anticancer.

Os efeitos citotoxicos destas naftoquinonas sao principalmente devido a dois
seguintes fatores: (i) inibicdo da DNA topoisomerase Il e (ii) formacdo de radical
semiquinona que pode transferir um elétron ao oxigénio para produzir superoxido.
Ambos, semiquinona e superoxido, podem gerar o radical hidroxila, que é a causa
de quebras de cadeia de DNA. 1,4-naftoquinona contém dois grupos de quinona que
tém a capacidade de aceitar um ou dois elétrons para formar o radical anion
correspondente. Provavelmente, as acOes de relevancia bioldgicas das
naftoquinonas sdo dependentes do ciclo redox das quinonas que gera EROs
(VERMA, 2006).

Em estudo para avaliar a atividade citotoxica do lapachol e alguns derivados
sintéticos em varias linhagens tumorais (K562 — cancer de colon, Lucena 1 —
leucemia, Daudi — leucemia e MCF-7 — cancer de mama) e células mononucleadas
do sangue periférico (CMSP), Salustiano e colaboradores (2009) observaram que
estas naftoquinonas foram citotoxicas inclusive em linhagens resistentes ao estresse
oxidativo como é o caso da MCF-7. Além disso, esses compostos mostraram certa

seletividade para células tumorais.
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Sete novas 1,4-naftoquinonas relacionadas ao lapachol sintetizadas por Silva
e colaboradores mostraram importantes atividades biolédgicas, incluindo efeito contra
proliferacdo de MCF-7, infeccdes com o virus Herpes simplex tipo 2 e contra
miotoxicidade induzida por veneno de cobra (SILVA et al., 2002).

Eyong e colaboradores (2008) obtiveram vérias naftoquinonas a partir da
ozondlise do lapachol e dentre estas duas inibiram 100% o crescimento de células
DU-145 (carcinoma de prostata humano).

Esses achados apontam para o potencial do lapachol como modelo para a
producéo de novos compostos com propriedades anticancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O presente trabalho tem como objetivo geral estudar as propriedades
citotoxicas de duas naftoquinonas sintéticas analogas ao lapachol.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a seletividade das naftoquinonas quanto a atividade citotéxica frente a
células tumorais versus células mononucleares de sangue periférico (CMSP).

e Avaliar o decurso temporal do efeito citotoxico das naftoquinonas em células
leucémicas humanas (HL-60);

e Avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na citotoxicidade induzida por
estas naftoquinonas em células HL-60.

e Avaliar a participacdo de EROs na atividade citotoxica das naftoquinonas
sobre as células HL-60.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais utilizados

3.1.1 Equipamentos, reagentes e solugdes

Os equipamentos, solucdes, reagentes e farmacos utilizados estéo listados no

anexo A.
3.1.2 Naftoquinonas

Os anélogos do Lapachol foram sintetizados e cedidos pelos Profs. Drs. Paulo
Ribeiro Costa e Alcides José Monteiro da Silva da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. As amostras foram mantidas a - 20°C em solucbes estoque de DMSO a
1mg/mL.

FIGURA 8. Estrutura quimica do Lapachol e seus analogos sintéticos

lapachol Composto 1 Composto 2
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Tabela 3. Nomeclatura IUPAC e peso molecular dos compostos estudados.

AMOSTRA NOME QUIMICO (IUPAC) PESO
MOLECULAR
LAPACHOL 4-Hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)naftaleno-1,2-diona 242,27
COMPOSTO 1 1,4-dioxo-3-fenil-1,4-dihidronaftalen-2-yl dietilcarbamato 349,37
3-(3,4-dimetoxifenil)-1,4-dioxo-1,4-dihidronaftalen-2-yl
COMPOSTO 2 dietilcarbamate 409,43

3.2 Metodologia Experimental

3.2.1 Estudo da atividade citotoxica

Cultivo da Linhagem tumoral

Células HL-60 (ATCC: CCL-240™) foram cultivadas em frascos plasticos para
cultura (Corning, 75 cm?, volume de 250 mL para células em suspensdo); utilizando
0 meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células foram incubadas em estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO,, seguido da observacdo do crescimento celular com
ajuda de microscoépio de inverséo a cada 24 horas (BUTLER; DAWSON, 1992).

Obtencdo das células mononucleares do sanque periférico

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir
de sangue periférico de voluntarios clinicamente saudaveis. A coleta de sangue foi
realizada em frascos heparinizados (vacuntainer) por profissionais capacitados da
Unidade de Farmacologia Clinica (UNIFAC) da Universidade Federal do Ceara. As
células foram isoladas através de um gradiente de densidade por meio da utilizacéo
do Histopaque "™-1077. Uma amostra de 3mL de sangue periférico foi diluida em

5mL de PBS. Essa solucao foi adicionada a um tubo Falcon contendo 2mL de
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™.1077 e, posteriormente, centrifugada por 30 minutos a 1500 rpm.

Histopaque
Apés a centrifugacdo, a solucdo foi separada, em virtude da densidade do
Histopaque 'M-1077, em trés camadas visiveis. Uma superior (soro), uma
intermediaria (células e Histopaque "™-1077) e uma inferior (hemécias). Em seguida,
a regido intermediaria foi cuidadosamente removida e adicionada a um terceiro tubo
contendo PBS, o qual foi centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em 2mL de PBS. As
células foram utilizadas imediatamente ap6s o processo de isolamento, sendo
cultivadas em meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal
bovino, 1% de antibidticos e fitohemaglutinina (2 a 4%). (COMEPE - Protocolo

n°281/09).

3.2.1.1 Avaliacao da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais in
vitro - Teste do MTT

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversao do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazdlio (MTT) para formazan,
pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula
viavel (MOSMANN, 1983), permitindo, dessa maneira, quantificar a porcentagem de

células vivas.

Procedimento Experimental

As células HL-60 foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades numa
densidade de 3 x 10° células/mL. As substancias testes (0,009 — 5 pg/mL) foram
incubadas durante 21 ou 69 horas juntamente com a suspensédo de células. ApGs o
periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm/15 min), e o
sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 150 uL da solucdo de MTT
(10% em meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 horas, em estufa a 37°C e a
5% CO,, totalizando 24 e 72horas de experimento, respectivamente. ApOs esse
periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o
sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150uL de DMSO
para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas. As absorbancias foram lidas

com o auxilio do espectrofotbmetro de placa, no comprimento de onda de 595 nm.
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3.2.2.2 Determinacao da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos.

Segundo Costa-Lotufo et al (2002), este ensaio permite avaliar o potencial
dos compostos testes em causar danos & membrana plasmatica celular, seja pela

formacé&o de poros ou pela ruptura total da mesma.

Procedimento experimental

O sangue foi coletado de camundongos Swiss (Mus musculus) por via plexo
orbital e diluido em 30 volumes de solucao salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10mM). Os
eritrécitos foram lavados 2 vezes em solucao salina por centrifugacao (1500 rpm / 5
min) para reducdo da contaminac¢éo plasmatica e ressuspendidos em solugéo salina
para se obter uma suspensao de eritrocitos (SE) a 2%. Esses experimentos foram
realizados em multiplacas com 96 pocos, com a concentracdo dos compostos testes
em 250 e 500 pg/mL. Cada poco da 12 fileira recebeu 100uL da solugéo salina. Na
22, 0s pogos receberam 80uL da solugado salina e 20uL do veiculo de diluicdo da
substancia teste, neste caso, DMSO 1%. Aos pocos da 32 fileira, foram adicionados
180uL de solugéo salina e 20uL da substancia teste em solucédo (5mg/mL). Da 42
fileira em diante os pocos receberam 100 uL da solucdo salina, excetuando-se os da
ultima fileira, que receberam 80uL de solugcédo salina e 20uL de Triton X-100 1%
(controle positivo). Em seguida, 100uL da suspensao de eritrocitos 2% foram
plaqueados em todos os pocos. Apos incubacdo de 1 h sob agitacdo constante a
temperatura ambiente (26°C), as amostras foram centrifugadas (5000 rpm/ 3min) e o
sobrenadante foi analisado em espectrofotometro de placa a 540 nm. (COMEPE —
Protocolo n°281/09).

3.2.3 Estudo do Mecanismo de Acao em células HL-60.

Células da linhagem HL-60, na concentracdo de 3 x 10° células/mL, foram
incubadas por 1, 3 e 24 horas e examinadas ao microscopio Optico de inversao. As
concentragfes utilizadas para os compostos 1 e 2 estdo dentro do intervalo de
confianca das Clso de 24h para esses dois compostos de forma que fosse possivel
relacionar suas atividades citotoxicas com suas estruturas quimicas. Assim as
concentragdes utilizadas foram 3,5 e 7uM para estes compostos. A concentracdo
utilizada para estudo do lapachol foi de 82 uM. Os grupos do controle negativo

receberam a mesma quantidade de DMSO.
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3.2.3.1 Determinacgéo da geracao de espécies reativas de oxigénio intracelulares

As espécies reativas de oxigénio intracelulares foram monitoradas utilizando o
diacetato de 2’7’-diclorohidrofluoresceina (H,-DCF-DA), que é convertido em um
produto altamente fluorescente denominado de diclorofluoresceina (DCF) na

presenca de espécies reativas de oxigénio intracelulares (LEBEL et al., 1992).

Procedimento Experimental

No final do tratamento de 1 horas com as amostras teste, as células foram
incubadas a 20 uM de H,-DCF-DA e mantidas a 37°C por 30 minutos no escuro.
Apés terminar o periodo total de incubacao as células foram centrifugadas por duas
vezes, lavadas e ressuspendidas em tampdo PBS e analisadas imediatamente
utilizando citometria de fluxo com comprimento de onda de excitacdo e emisséao de
490 e 530 nm, respectivamente. PMA (Forbol-12-miristato-13-acetato) foi utilizado

como controle positivo.

3.2.3.2 Analise morfoldgica - Coloracéo por May-Grinwald-Giemsa

A coloracdo utilizada nesse experimento se baseia em interacOes
eletrostaticas entre os corantes e moléculas-alvo. Essa coloracdo possui azul de
metileno (corante basico), eosina (corante acido), entre outros componentes basicos
gue permite distinguir o citoplasma e o nudcleo, sendo possivel analisar a célula
guanto a sua integridade nuclear, bem como alteracdes no citoplasma. Essa técnica

€ bastante indicada para estudo do padrédo de morte celular (apoptose/necrose).

Procedimento Experimental

Células da linhagem HL-60, plaqueadas na concentracdo de 3 x 10° células/mL
foram incubadas por 1, 3 e 24 horas com as drogas e examinadas ao microscopio
de inversdo. Para observar a morfologia, 50uL da suspensdo de células foram
adicionadas a centrifuga de Iamina (cytospin). Apos a adesao das células na lamina,
a fixacao foi feita com metanol por 1 minuto e a coloracéo por May-Grunwald, por 10

segundos, seguida pelo Giemsa por mais 10 segundos.
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3.2.3.3 Determinagéao da integridade da membrana celular - viabilidade celular

O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo penetrar nas células
cuja membrana esteja rompida e apés a ligacdo ao DNA emitir alta fluorescéncia
gquando é excitado pelo laser. As células com membrana integra emitem baixa
fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).

Procedimento Experimental

Uma aliquota de 100uL de suspensdo de células tratadas e ndo tratadas foi
incubada com 100uL de uma solucdo de Pl a 50ug/mL (diluido em tampéao fosfato).
ApOGs 5 minutos as amostras foram analisadas por citometria de fluxo. Foram obtidas
informacdes sobre morfologia celular (espalhamento frontal e lateral da luz, o que
corresponde ao tamanho e granulosidade relativa entre as células, respectivamente)
e integridade de membrana utilizando-se o filtro para o espectro do vermelho
(DARZYNKIEWICZ et al., 1992).

3.2.3.4 Analise da fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo

Esse teste baseia-se na capacidade do iodeto de propideo ligar-se ao DNA.
Inicialmente a membrana plasmatica das células foram lisadas por um detergente,
permitindo que o iodeto de propideo (PI) ligue-se ao DNA de todas as células.
Células com o DNA integro emitirdo alta fluorescéncia, ja nacleos com condensacéo
da cromatina e DNA fragmentado incorporam menos Pl e por isso emitem menor
fluorescéncia, sugestivo de apoptose. Além disso, o Pl consegue intercalar
proporcionalmente a quantidade de DNA da célula, podendo entdo mensurar as
fases do ciclo celular, através da quantidade de DNA presente em cada fase do ciclo

celular.

Procedimento Experimental

Uma aliquota de 100uL de suspenséo de células tratadas e nao tratadas foi
incubada com 100uL de uma solucao de lise (0,1% de citrato de sédio, 0,1 % de
Triton X-100 e 2 ug/mL iodeto de propidio em PBS). Apés um periodo de 30
minutos, onde os tubos permaneceram no escuro, as amostras foram analisadas no
citbmetro de fluxo (NICOLETTI et al., 1991).
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3.2.3.5 Determinacéo da ativacéo de caspases

As caspases pertencem a familia de proteases cisteinas. A caspase 9 € uma
caspase iniciadora envolvida no processo de apoptose por via intrinseca. Quando a
célula recebe estimulos apoptéticos, a mitocondria libera citocromo ¢ que ira formar
um complexo com APAF-1 e d-ATP que irdo ativar a caspase 9 que por sua vez ira

ativar as caspases efetoras 3 e 7.

A ativacéo das caspases 3 e 7 possuem papel fundamental no mecanismo de
apoptose, sendo responsavel pela clivagem de varios componentes celulares
relacionados ao reparo e ao controle do DNA. Assim, a quantificacdo dos niveis de
caspase efetoras como 3 e 7 permite avaliar os mecanismos de indugcao apoptotica
(MEHMET, 2002).

Procedimento Experimental

A deteccao das caspases foi analisada por citometria de fluxo utilizando o Kit
FAM de caspases 3/7 ou 9 apos 24 horas de incubagdo com os compostos 1, 2 nas
concentracbes de 3,5 e 7,0 uM e o lapachol na concentracdo de 82 uM foram
comparadas ao controle negativo (grupo ndo-tratado). As células (0,3 x 10°) foram
incubadas com marcador fluorescente, o inibidor de caspase 6 (FLICA ) e mantida
por uma 1 hora a 37°C em uma incubadora de CO,. Apds a incubacdo, 80 uL de
tampéo de lavagem foram adicionados e entédo, as células centrifugadas a 2000 rpm
por 5 minutos. O precipitado resultante foi resuspendido em 200 pL de tampéo 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.

3.2.4 Avaliacéao do efeito do lapachol e seus analogos sobre a quebra de fitas

do DNA - ensaio do cometa

Desenvolvido por Ostling e Johanson (1984) e modificado por Singh et al.
(1988) e, posteriormente, por Olive (1989), o ensaio do cometa permite detectar
guebra de fitas simples e duplas na molécula de DNA induzidas por substancias
com potencial genotéxico, tais como agentes alquilantes, intercalantes e

oxidantes. Algumas variacdes foram introduzidas no ensaio, como a utilizacao de
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enzimas digestivas especificas que permitem que mutacbes, incorporacoes
erradas de uracila no DNA, danos nas bases (pirimidinas e purinas oxidadas), sitios
de reparo, ligacdes cruzadas (DNA-DNA ou DNA-proteina) sejam transformados
em quebras e possam, entdo, ser analisados pelo teste (PFUHLER; WOLF,
1996; COLLINS et al., 1997; DUTHIE; MCMILLAN, 1997).

O teste do cometa ndo é utilizado para detectar mutacdes génicas, mas,
sim, lesdes gendmicas que, apdés serem processadas, podem resultar em
mutacdo. Diferente das mutacdes, as lesbes detectadas pelo ensaio podem ser
reparadas ou nao. Assim sendo, o teste do cometa pode ser empregado em
estudos de cinética de reparo de lesées no DNA (COLLINS, 2004).

Procedimento experimental

Inicialmente, células da linhagem HL-60 (0,3 X 10° células/mL) foram
distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas com os com o lapachol e os
compostos 1 e 2 por 1h. Em seguida, 20uL da suspensdo de células (~10°
células/mL) foram dissolvidos em 0,75 % de agarose de baixo ponto de fuséo e
imediatamente espalhada sobre uma lamina pré-tratada com 1,5 % de agarose e
ponto de fusdo normal. As células foram, entdo, colocadas em solucéo de lise por
pelo menos 1 h a 4°C. Em seguida, as laminas foram dispostas horizontalmente na
cuba de eletroforese e preenchida com tampéao de corrida em pH > 13 (HARTMANN;
SPEIT, 1997.). A eletroforese foi conduzida em baixa luminosidade por 20 minutos,
usando 25 V e uma corrente de 300 mA. ApoOs a eletroforese, as laminas foram
retiradas e mergulhadas na solucdo de neutralizacdo por 5 minutos. As células
foram contadas em microscopio de fluorescéncia apos coloracdo com brometo de
etideo. Com objetivo de correlacionar o dano causado ao DNA com a geracao
intracelular de EROs induzida pelo lapachol e os compostos 1 e 2, as células foram
pré-tratadas por 1h com NAC e em seguida co-incubadas com 0s compostos e

seguido o teste do cometa como descrito acima.

3.3 Andlise dos dados

Para determinacdo do potencial antiproliferativo do lapachol e dos compostos
1 e 2, os experimentos realizados foram analisados segundo suas médias e

respectivos erros-padrdo. O gréafico absorbancia x concentracdo foi registrado e
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determinado a sua concentracao inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito
maximo (Clsp) e seus respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%) realizado
a partir de regresséao nao-linear no programa GraphPad Prism Software verséo 5.0.

A atividade hemdlitica da substancia foi determinada de maneira relativa
ao valor dos controles positivo e negativo. Foi registrada a porcentagem do efeito x
log da concentracdo e determinadas suas CEsp (concentragdo média capaz de
provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC
95% ) a partir de regressdo nao-linear, utilizando o programa Prisma versdo 5.0
(GraphPad Software).

Para analise das possiveis alteragcdes morfologicas na célula apds tratamento
com o lapachol e compostos 1 e 2, as laminas contendo as células coradas foram
levadas ao microscopio para avaliacdo das suas caracteristicas morfologicas e
comparadas ao controle (ndo-tratadas). O registro das alteracbes celulares foi feito

por fotografia em microscopia oOptica.

Nos estudos realizados por citometria de fluxo, em cada experimento foram
contados 5000 eventos. Os dados foram expressos como a média + erro padréo da
média de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Para verificacéo
da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnett, com

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

A andlise do teste do cometa foi realizada de acordo com o padrédo de
escores previamente deter minados pelo tamanho e intensidade da cauda do
cometa (BURLINSON et al., 2007; HARTMANN; SPEIT, 1997; TICE et al., 2000).
Foram contados 100 cometas/lamina e classificados, de acordo com a percentagem

de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de quebra do DNA, de acordo com

a Figura 9 . Onde, 0 = sem danos (<5%), 1 = baixo nivel de danos (5-20% ), 2
médio nivel de danos (20-40%), 3 = alto nivel de danos (40-95% ) e 4
dano total (>95%) .



Figura 9. Padrdo de danos ao DNA para o ensaio cometa.

Fonte: Collins (2004).
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4 RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade induzida pelo lapachol e seus analogos sintéticos

O potencial antiproliferativo dos compostos foi analisado pelo método
colorimétrico do MTT. Ap6s 72h de exposicao (Tabela 4), o lapachol e os compostos
1 e 2 apresentaram atividade citotéxica em células HL-60 com Clsp de 12uM, 2,3
MM e 4,3 uM respectivamente. Para células normais do sangue perifério humano
(CMSP) os valores de Clsg para os compostos 1 e 2 foram de 13,7 uM e 34,0 uM,
respectivamente (Tabela 4). Os resultados mostram que as células HL-60 sao mais
sensiveis aos efeitos citotdéxicos dos compostos 1 e 2 cujos efeitos foram 6 vezes
mais intensos nesta linhagem celular que na CMSP para o composto 1 e 8 vezes
mais intensos nesta linhagem celular que na CMSP para o composto 2.Nos
experimentos de 24h de exposi¢cdo com o lapachol e os compostos 1 e 2, os valores
de Clsp encontrados foram 42,9 uM, 7,9 uM e 5,6 uM respectivamente (Tabela 4).
Indicando a forte dependéncia do tempo de incubacdo no caso do lapachol,
enquanto que para os compostos 1 e 2, os efeitos foram similares apos 24 e 72

horas.

A fim de avaliar a participacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) no
efeito citotoxico do lapachol e dos compostos 1 e 2, as células HL-60 foram pré-
tratadas com um inibidor de espécies reativas de oxigénio, N-acetil-cisteina (NAC).
Apos o pré-tratamento com NAC os valores de Clsp encontrados para o lapachol e os
compostos 1 e 2 foram 180 uM, 46 uM e 18 uM respectivamente (Tabela 4). Os
resultados sugerem que ha participacdo de EROs no efeitos citotoxicos destes

compostos.

Além disso, os resultados dos ensaios hemoliticos (dados ndo mostrados)
revelam que a atividade citotéxica dos compostos estudados seja por mecanismos
mais especificos, uma vez que nem o lapachol nem seus analogos foram capazes
de romper a membrana eritrocitaria (hemélise), mesmo em altas concentracfes (CE
50> 500 pM).
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Tabela 4. Atividade citotdxica in vitro do lapachol e seus analogos em células leucémicas
humana (HL-60) e células mononucleares do sangue periférico humano (CMSP).

Tempo de 24h 24h com NAC 72h
exposigao Clso pM Clsp pM Clso uM (ClI)
(ChH (Ch
composto HL-60 CMSP
Lapachol 42,9 180 12 Nt*
(22,8-145) (121-282) (7,8-15)
Composto 1 7,9 46 2,3 13,7
(5,5-11) (37,5-69,8) (1,4-4,5)
Composto 2 5,6 18 4,3 34
(3,7-8,3) (8,5-36)

* ndo testado.

A fim de fazer um estudo comparativo (estrutura quimica — atividade
citotoxica) entre os analogos do lapachol determinou-se uma concentracao
intermediaria entre os dois compostos, baseados na Clsg de 24h. Dessa forma, as
concentragOes testadas para os analogos do lapachol foram 3,5 e 7,0 UM e para o
lapachol usou-se uma concentracao proxima do dobro de Clspde 24h. Os estudos de
mecanismo de acdo foram feitos em células HL-60 como modelo de estudo em

diferentes intervalos de tempo (1, 3 e 24h).

4.2. Estudo dos mecanismos envolvidos no efeito do lapachol e seus analogos
em células HL-60.

Observamos que, apos pré-tratamento com NAC, houve um aumento da
Clso do lapachol e seus anélogos. Por isso avaliamos a geracao de espécies reativas
de oxigénio induzida por esses compostos em células HL-60 apds 1h de tratamento.
Observamos que houve aumento significativo de EROs nas células tratadas com o
lapachol e os compostos 1 e 2 (Figura 10 A). Apds pré-tratamento com NAC a
geracdo de EROs foi abolida nos compostos 1 e 2 e diminuida cerca de 50% no

controle positivo utilizado neste experimento, a B-lapachona (Figura 10 B).
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Figura 10. Geracdo de EROs em células HL-60.
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Geracdo de EROs em células HL-60. (A) As células foram tratadas com o lapachol (82uM) e com os
compostos 1 e 2 (3,5 e 7,0 uM) por 1h. (B) NAC (5mM) foi adicionado 1h antes do tratamento de 1h
com o lapachol e seus analogos. A B-lapachona (2uM) foi usada como controle positivo (MARINHO,
2009). As células foram coradas com H2-DCF-DA e cinco mil eventos foram adquiridos. O controle
negativo foi tratado com veiculo utilizado para diluir os compostos testados. Trés experimentos
independentes foram feitos em triplicata .*p <0,05 e** p< 0,01, comparado ao controle por ANOVA
seguido de teste de Dunnett.

Em seguida, os efeitos do lapachol e de seus analogos foram avaliados em
células HL-60 em diferentes intervalos de tempo (1, 3 e 24h). Além disso, também
exploramos a participacdo de EROs nesses efeitos. Para isso, pré-tratamos as
células por 1h com o antioxidante NAC, em seguida as células foram reincubadas
com o lapachol e seus analogos.



43

A morfologia das células HL-60 apos o tratamentos com o lapachol e os
compostos 1 e 2 foi avaliada pelo método de coloracdo May-Grunwald-Giemsa ap6s
periodos de incubacéo de 1, 3 e 24h. Apods 1 e 3h de tratamento com o lapachol e os
compostos 1 e 2 nao foram observadas alteracfes significativas na morfologia das
células tratadas quando comparadas ao controle (células ndo tratadas) (Figura 11).

Quando tratadas por 24h com o lapachol e os compostos 1 e 2, as células
HL-60 apresentaram alteracdes morfoldgicas caracteristicas de morte celular por
apoptose (fragmentacdo da cromatina, blebbing e diminuicdo do volume celular) e
necrose ( dano na membrana celular). Tais efeitos ndo foram observados quando as
células HL-60 foram pré-tratadas por 1h com NAC (Figura 12).

Figura 11. Fotomicrografias de células HL-60 tratadas com Lapachol (82uM), composto 1 e 2 (3,5 €
7,0 uM) ou diluente (controle) por 1 e 3h e coradas com May-Griinwald-Giemsa.
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Figura 12. Fotomicrografias de células HL-60 tratadas com Lapachol (82uM), composto 1 e 2 (3,5 e
7,0 uM) ou diluente (controle) com e sem o NAC por 24h e coradas com May-Griinwald-Giemsa. Os
ndameros indicam as seguintes alteracdes observadas: 1. Fragmentagéo nuclear; 2. Blebbing;
3.necrose; 4. Reducéo do citoplasma.
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A integridade da membrana celular e a concentracdo de células foram, em
seguida, determinadas por citometria de fluxo ap6s 1, 3 e 24 horas de incubacéo
com o lapachol e os compostos 1 e 2.

Nenhum composto causou diminuicdo na integridade de membrana das
células ap6s 1 e 3h de tratamento. Por outro lado, apds 24h de tratamento com
esses compostos, houve significativa diminuicdo da porcentagem de células com
membrana celular integra quando comparada ao controle negativo (ndo-tratada)
(Figura 13). Assim, na concentracdo de 3,5 UM os compostos 1 e 2 diminuiram,
respectivamente, cerca de 34,78% e 29,58% o numero de células com membrana
integra e na concentracdo de 7,0 uM diminuiram, respectivamente, 75,3,% e 71,1%
0 numero de células com membrana integra (Figura 14). O lapachol, por sua vez,
diminuiu 26,51% o namero de células com membrana integra (Figura 14). Os efeitos
sobre a viabilidade célular encontrados nas células tratadas com os compostos 1 e 2
foram totalmente revertidos quando estas células foram pré-tradadas por 1h com
NAC e depois reincubadas com os compostos 1 e 2 por 24h ndo sendo encontradas
diferencas significativas entre tratados e controle negativo (ndo-tratado). No entanto,
os efeitos sobre a integridade de membrana nas células tratadas com o lapachol néo

foram revertidos quando estas foram pré-tratadas com NAC( Figura 14).

Observou-se que o lapachol e os compostos 1 e 2 diminuiram o nUmero de
células quando comparadas ao controle negativo (ndo-tratada) apenas apos 24h de

tratamento (Figura 15).
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Figura 13: Efeito do Lapachol e dos seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a integridade
de membrana de células HL-60.
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Efeito do Lapachol e dos seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a integridade de
membrana de células leucémicas HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de
propideo, apés 1 e 3 horas sem NAC e 24 horas de incubacdo sem NAC ou pré-tratadas com NAC
por 1hD). O controle negativo (Controle) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias
testadas. Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes. Cinco mil
eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 e **, p < 0,01 comparado com o controle
negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 14. Histograma dos efeitos do lapachol e dos compostos 1 e 2 sobre a integridade da
membrana de HL-60 determinado por citometria de fluxo .

1h 3h 24h sem NAC 24h com NAC
140 14:‘ - 140 ’ "1.-4L R
(controle) (controle) (controle) 93 4o, (controle)
105 9% I 105 5% I 105 B 105 ! 0 B
7 . ' 70 ' k! N
i I‘
11 S i e 2 ) T —— . 0 J“' .il'“'ln.:‘- vy heerrrern]
0.0 10e1 1082 1083 1084 10e2 10e3 10 - 1080 10e1 1082 1083 104
4L

140

73,49% (lapachol) 75,74% (lapachol)

08 106-] | 10 I
5 !
70 o 7o
T 1
35 35 l | 35
N " ol Immqmn.u.i!iiu»‘.w o Lt N s it
RSN 10e1 1082 083 1081 1080 10871 10872 1083 10e4 10el 1 0e 102 10e3 10e 10e0 1021 1022 10e3 1024
140
T 0 osto 1(3,5uM) composto 1(3,5pM) | '“jcomppsto 1(3,5uM)
105 s 1051 65,22% | 1051 88,08% s
0 i) ' 70| . -] N '
v 1 T i !
[¢] B £ 5] a5
£ | il |
g . .l S || T Y || |
> 100! 1020 10l 0e2  10e3  0s4 00 10e1 102 1083 108 i0en 10sl 1082 103 10ed
141100 140 141 140
w comgosto 1(7,0uM) composto 1(7,0uM) osto 1(7,0uM)
105 1054 24,70% 1 | 105 9% I
0 704 B 70
: |
e 35 35-]
W it 1082 1083 ToEn 101 i0ez iged | TD obo 10t ioes ides et
a0 140 140
composto 2(3,5uM) composto 2(3,5uM) osto 2(3,5uM)
50 105 70’42% Iy

10el) 10e1 102 10e3 1084

composto 2(7,0uM)
91, .

T
10e0 101 1022 10e3  TDed

sto 2(7,0uM)
7% ] 105

osto 2(7,0uM)
4%

105 N Iy 105 28,90% 3
1 1
0} 0. 70
[ —
35 35 3
0 i (L S [y el e L A S L B 0 Wil
Anan 1M1 Na? ] 1Nedt AR A0 Me? Ne3 ANed 10e0 10e1 1082 10e3 1060 101 1082

Fluorescéncia vermelha (H-Log)

-

Efeito do lapachol e dos seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a integridade de
membrana de células leucémicas HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de
propideo, apds 1 e 3 horas sem NAC e 24 horas de incubagcdo sem NAC ou pré-tratadas com NAC
por 1h. O controle negativo (Controle) foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as substancias
testadas. Os dados correspondem a média de trés experimentos independentes. Cinco mil eventos
foram contados em cada experimento e comparados com o controle negativo por ANOVA seguido

pelo teste de Dunnett.
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Figura 15. Efeito do lapachol e seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a concentracéo de
células HL-60
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Efeito do lapachol e dos seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a concentragéo de células
HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apds 1 e 24h. Os dados
correspondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes. Cinco mil eventos foram
contados em cada experimento. **, p < 0,01 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido
pelo teste de Dunnett

A analise da fragmentacdo do DNA das células HL-60 tratadas com o
lapachol e os compostos 1 e 2 foi realizada por citometria de fluxo nos intervalos de
1, 3 e 24h de incubacdo e analisada através do programa ModFit LT 3.1. Os
resultados mostraram que os efeitos sobre a fragmentacdo do DNA s6 foram
observados a partir de 3h de incubacdo com o0s compostos testados, dados
mostrados na Figura 16. Tanto o lapachol quanto os seus dois analogos, em todas

as concentragOes testadas, causaram aumento significante na fragmentagcéo de
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DNA apo6s 3 horas de exposicdo. As células ndo tratadas apresentaram 23,77% de
fragmentacdo, enquanto as células tratadas com o lapachol 29,61%. As células
tratadas com os compostos 1 e 2 apresentaram, respectivamente, 32,31% e 32,52%
de fragmentacdo quando tratadas com esses compostos na concentragao de 3,5 uM
e 32,35% e 33,25% quando tratadas na concentra¢ao de 7,0 uM (Figura 17).

Apos 24h de exposicdo, a fragmentacdo do DNA foi bem mais intensa nas
células tratadas com o0s compostos estudados. As células ndo tratadas
apresentaram 21,11% de fragmentacdo, enquanto as tratadas com lapachol 53,57%.
As células tratadas com os compostos 1 e 2 na concentragdo de 3,5 uM
apresentaram fragmentacdo do DNA de 71,23% e 62,34%, e 93,96% e 83,24%, na

concentragéo de 7,0 uM, respectivamente (Figura 17).

Esses efeitos foram abolidos quando as células foram pré-incubadas com

NAC, exceto para o lapachol (Figura 17) cuja fragmentacao foi de 44,54%.

Figura 16. Efeito do Lapachol e seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a fragmentacéo de
DNA de células leucémicas de HL-60.
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Efeito do Lapachol e seus anélogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a fragmentacéo de DNA de
células leucémicas de HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apos 1,
3 e 24 horas de incubacgdo. O controle negativo (Controle) foi tratado com o veiculo utilizado para
diluir as substancias testadas. Os dados correspondem a média + E.P.M. de trés experimentes
independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento. *, p < 0,05 e **, p < 0,01

comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 17. Histograma dos efeitos do lapachol e dos compostos 1e 2 sobre a fragmentagdo do DNA
de células HL-60 determinado por citometria de fluxo .
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Efeito do Lapachol e dos seus analogos sintéticos (compostos 1 e 2) sobre a fragmentagédo do DNA

de células HL-60, analisado por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo, apés 1.3 e 24 horas

sem NAC ou pré-tratadas com NAC por 1h. Os dados correspondem a média de trés experimentos

independentes. Cinco mil eventos foram contados em cada experimento e comparados com o0

controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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A ativacdo das caspases 3/7 na apoptose induzida pelos compostos estudados foi avaliada
e os resultados obtidos mostram que os composto 1 e 2 promoveram ativacdo destas caspases
guando comparadas ao controle negativo (células ndo-tratadas). O lapachol ndo ativou as caspases 3
e 7 de maneira significativa na concentracao e no de intervalo de tempo testados (Figura 18). Apoés
tratamento de 24 horas, a porcentagem de células em apoptose observada foi de respectivamente,
15,03%, 33,17% e 31,02 % para o lapachol (82 uM) e os compostos 1 e 2 (3,5 uM) e 61,83 % e
49,60% para os compostos 1 e 2 (7,0 uM). Ja o percentual de células em necrose observado apos o
tratamento de 24 horas com os compostos estudados foi de respectivamente, 0,70%, 3,00% e 3,50%
% para o lapachol (82 uM) e os compostos 1 e 2 (3,5 uM) e 9,34% e 20,29% para os compostos 1 e
2 (7,0 pM).

Figura 18. Efeito do lapachol e dos compostos le 2 sobre a ativacdo de caspases 3 e 7 de células
HL-60 determinado por citometria de fluxo
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Efeito do Lapachol (82uM) e seus andlogos sintéticos (3,5 e 7 pM) sobre a ativacdo das caspases 3 e
7 em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propidio e FLICA, apés
tratamento de 24h. Os dados obtidos de dois experimentos independentes feios em triplicata. *,p <
0,05, comparado com o controle por ANOVA seguido de teste Dunnett. Cinco mil eventos foram

adquiridos.

A fim de saber se a apoptose induzida pelo tratamento com o lapachol e
seus analogos era por via intrinseca, ou seja, com envolvimento da mitocondria a
ativacdo da caspase 9 foi avaliada. Os dados mostram que houve ativacdo da
caspase 9 nas células tratadas com os compostos 1 e 2 apds exposicdo de 24h
(Figura 19). O lapachol, no entanto, ndo ativou a caspase 9 na concentracdo e
intervalo de tempo testado. Apés tratamento de 24h, a porcentagem de células em
apoptose observada foi de respectivamente, 2,38%, 26,54% e 18,54% para o
lapachol (82uM) e os compostos 1 e 2 (3,5uM) e 47,48% e 47,84% para 0S
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compostos 1 e 2 (7,0uM). Ja para células em necrose o percentual observado apdés
o tratamento de 24h com os compostos estudados aqui foi de respectivamente,
3,8%, 8,87% e 13,50% % para o lapachol (82uM) e os compostos 1 e 2 (3,5uM) e
14,39% e 14,46% para os compostos 1 e 2 (7,0uM).

Figura 19. Efeito do lapachol e dos compostos 1 e 2 sobre a ativacao de caspase 9 de células HL-
60 determinado por citometria de fluxo
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Efeito do Lapachol (82uM) e seus analogos sintéticos (3,5 e 7 uM) sobre a ativacdo das caspase 9
em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propidio e FLICA, apéds
tratamento de 24h. Os dados obtidos de dois experimentos independentes feios em triplicata. *,p <
0,05, comparado com o controle por ANOVA seguido de teste Dunnett. Cinco mil eventos foram
adquiridos.

O lapachol (82uM) e os compostos 1 e 2 (3,5 e 7,0uM) induziram a quebra

de fitas de DNA de células HL-60, dados mostrados na tabela 5.

A pré-incubacéo da cultura de HL-60 com NAC por 1h, protegeu o material
genético dessas células das agressbes destes compostos quando comparado aos

experimentos conduzidos na auséncia de NAC (Tabela 5).
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Tabela 5. Avaliacdo do potencial genotdxico do lapachol e seus analogos sintéticos
(composto 1 e composto 2) em células HL-60 pelo ensaio do cometa, apds 1h de incubacao.

substancias Concentracao (uM) indice de Dano  Indice de Dano
(ID) (ID)
1h sem NAC 1h com NAC

Controle - 5,500 7,667
Lapachol 82 87,00* 12,50
Composto 1 3,5 109,0** 12,83
Composto 1 7,0 219,0%** 10,50
Composto 2 3,5 117,3** 10,67
Composto 2 7,0 227,0%** 9,000

A tabela apresenta os valores correspondentes a média de dois experimentos independentes
realizados em duplicata, obtidos a partir da contagem de 100 células por experimento. *,p< 0,05, **,
p< 00,1, **p<0,001 comparado com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de
comparacdes multiplas de Dunnet.
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5 DISCUSSAO

Quinonas sdo amplamente utilizadas como anticancerigenos (FOYE, 1995).
A citotoxicidade desses compostos esta relacionada com seu ciclo redox (O'BRIEN,
1995). As quinonas estéo sujeitas a reducédo de 1 elétron, por exemplo pela NADPH
dependente de citocromo P450 redutase formando radical semi-quinona, ou reducéo
de 2 elétrons formando hidroquinonas (BRUNMARK; CADENAS, 1989).

Em condi¢cdes aerdbicas, os radicais semi-quinonas sao rapidamente
oxidados pelo oxigénio molecular formando espécies reativas de oxigénio que
podem ser exploradas em terapias antineoplasicas (MANDA; NECHIFOR; NEAGU,
2009). Vérios estudos tém demonstrado que os efeitos de drogas anticancer
pertencentes ao grupo das quinonas deve-se, em parte, a geracdo de EROs
intracelular (PELICANO; HUANG, 2004).

O lapachol (2-hidroxi-3(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) é uma naftoquinona
gue demonstrou possuir atividade anticancer, porém seus efeitos toxicos impediu
sua utilizacdo em humanos (SANTANA , SILVA, 1981). Varios analogos do lapachol
tem sido desenvolvidos e a citotoxicidade desses compostos interfere diretamente
na proliferacao celular, mostrando que possuem potencial anticancer (KLAUS et al,
2009).

A sintese de analogos mais promissores de compostos anticancer tem sido
comumente utilizada para descobrir 0s grupamentos essenciais a atividade
biologica, e isso pode ser feito através da relacdo entre estrutura quimica e atividade
biologica servindo de base para otimizacdo molecular (GARRETT; WORKMAN,
1999; WILSON; DANISHEFSKY, 2007).

Neste trabalho, buscou-se investigar as propriedades citotoxicas e o
mecanismo da acdo citotdxica do naftqouinonas sintéticas (compostos 1 e 2)
analogas do lapachol, além de analisar a participacdo de EROs na atividade

citotoxica dessas naftoquinonas.

Inicialmente, o potencial antiproliferativo dos compostos em estudo foi
determinado através do ensaio do MTT apo6s 72h de incubacdo em cultura de
células leucémicas (HL-60) e células mononucleares do sangue periférico de

voluntarios sadios (CMSP). Foi observado que a Clsp dos compostos estudados foi
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maior nas células normais (CMSP) mostrando que as células HL-60 sdo mais
sensiveis aos efeitos citotoxicos dos compostos 1 e 2.

Em estudo comparativo da citotoxicidade do lapachol e naftoquinonas
derivadas sobre trés linhagens leucémicas e CMSP, Salustiano e colaboradores
observaram que tanto o lapachol como seus derivados apresentaram menor Clsp nas
linhagens leucémicas quando comparadas as células normais (CMSP)
(SALUSTIANO et al, 2009)

Anadlise de células de cultura primaria de leucemia isoladas de pacientes
com Vvarios tipos de leucemia mostraram que ha uma aumento significante de EROs
em células leucémicas comparadas com linfécitos normais (DEVI et al. 2000;
HILEMAN et al., 2003; ZHOU et al., 2003). O aumento da expressdo de oncogenes
como c-myc e ras, da taxa metabolica e do mau funcionamento da cadeia
respiratoria em células tumorais esta relacionado com o aumento da indugéo de

EROs intracelular quando comparado a células normais (VAFA et al., 2002).

De fato, as ceélulas cancerosas estao sob um aumento intrinseco de EROs
intracelular o que pode providenciar uma oportunidade de matar estas células
baseados na sua vulnerabilidade a insultos provocados pelo incremento de EROs
(PELICANO; CARNEY; HUANG, 2004). Quando células normais e cancerosas Sao
expostas a quantidades equivalentes de EROs exdgenos ou a agentes estimulantes
de EROs intracelular, as células tumorais atingem mais facilmente um limiar de
dano, levando ao acumulo produtos oxidativos de DNA, proteinas e lipidios que

desencadeiam a morte celular (OZBEN, 2007).

Isso explica os achados relativos a maior sensibilidade de células tumorais a
abordagens terapéuticas pro-oxidantes que tem sido observado em muitos estudos,
incluindo o nosso ( JING et al., 2002, YI et al., 2004).

Como ja foi dito, a acéo citotoxica das quinonas deve-se em parte a geracao
de EROs por esse grupo quimico. O antioxidante n-acetil-cisteina (NAC) tem sido
capaz de interferir no programa pro-apoptético induzido por EROs através da
reposicao intracelular do contetdo de glutationa reduzida (COSSARIZZA et al.,

1995). Esses argumentos tornam consistentes os achados de Clsy apés 24h de
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exposicdo com as drogas teste com e sem presenca de NAC, quando foi observado
o aumento da Clso do lapachol e seus analogos na presenca de NAC.

ApGs observar a participacdo de EROs no efeito citotéxico do lapachol e dos
compostos 1 e 2, a geracdo de EROs induzida por esses compostos ap6s 1h de
tratamento foi mensurada em células HL-60. Constatou-se que a geracdo de EROs
induzida pelos analogos do lapachol foi mais intensa que pelo seu prototipo. Sabe-
se que o lapachol possui a capacidade de induzir estresse oxidativo através da
formacdo intracelular de EROs, como perdxido de hidrogénio (H20,), o anion-radical
superoxido (Oy) e o radical hidroxila (HO) (SILVA; FERREIRA ; SOUZA, 2003).
Interessantemente, em estudo realizado por Klaus e colaboradores para avaliar o
dano oxidativo em células HaCaT (queratinécitos humanos) induzido por varias 1,4-
naftoquinonas observou-se que o lapachol (100 yM) nao foi capaz de gerar anion
superoxido e nem de aumentar a formacao de glutationa oxidada (GSSG), enquanto
outras naftoquinonas como juglona e plumbagina apresentaram potente inducao de
EROs nessa linhagem celular (KLAUS et al., 2010).

A apoptose é a principal via de morte celular utilizada para remover células
defeituosas ou ndo desejadas do organismo de uma maneira “limpa” durante o
desenvolvimento embrionario, homeostase tecidual e regulacdo imune (ELLIS;
YUAN; HORVITZ, 1991). Muitas terapias anticancer sdo baseadas na ativacao das
vias pro-apoptéticas (LAMKANFI et al., 2002). Duas vias distintas iniciam a
apoptose: A via extrinseca que conta com a ativacdo de receptores de morte
(BEYAERT et al., 2002), e a via intrinseca que comeca com a liberacdo de fatores
pro-apoptéticos mitocondriais em resposta a varios tipos de estimulos danosos a

célula, como por exemplo o aumento intracelular de EROs (FESTJENS, et al., 2004).

A morte celular programada sob algumas condicfes perde as caracteristicas
tipicas de apoptose assumindo caracteristicas tipicas de necrose (KALAI et al.
2002). As caracteristicas da necrose sdo: aumento do volume citoplasmatico, dano

irreversivel da membrana celular e colapso das organelas (FIERS et al. 1999).

A andlise morfolégica pelo método de coloracdo May-Grinwald-Giemsa é
uma excelente metodologia que nos permite sugerir o tipo de morte celular induzida
pelo tratamento com o lapachol e os compostos 1 e 2. Dessa forma, na analise

morfolégica de células HL-60 foram observadas alteracdes caracteristicas tanto de
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apoptose como de necrose apos exposicdo de 24 horas ao lapachol e seus
anélogos.

A excessiva producdo de EROs pode induzir dano a varios componentes
celulares (HENSLEY et al., 2000). O dano ao DNA sera discutido mais adiante. O
dano a proteinas pode ocorrer por modificagbes oxidativas diretas em cadeias
laterais e por clivagem de peptideos mediada por EROs (STADTMAN, 1990). As
membranas lipidicas também s&o vulneraveis ao ataque de EROs. Uma vez
iniciada, a peroxidacao lipidica produz radicais organicos que propagam a reacéo de
peroxidacdo resultando em um dano substancial & célula (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1993). Tal evento diminui a fluidez das membranas bioldgicas e
aumentam a sua permeabilidade com consequente inducdo de morte celular
programada (MOREL et al.,1990).

Assim, EROs e o0 dano oxidativo tem sido implicado na inducdo de apoptose
(TAMARIT; CABISCOL, 1998). Entretanto, oxidacao celular macica pode levar a
morte celular por necrose em vez de apoptose (BROWN; BORUTAITE, 2002,
HIGUCHI, 2003) e ainda uma combinacdo de apoptose e necrose pode ocorrer
(KROEMER et al.,1998).Sob estresse oxidativo, SAPK (proteina quinase ativada por
estresse) membro da famila MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno) é
ativada e sua ativacdo é particularmente importante na apoptose dependente de
mitocondria (TOURNIER et al., 2000).ASK-1, um regulador de SAPK , é considerado
a ligacdo entre EROs e SAPK. Em células que ndo estdo sob estresse oxidativo,
ASK1 é inativada através de sua ligacdo com TRX que quando oxidada se dissocia
de ASK1 que por sua vez ativa SAPK, desencadeando a fosforilacdo de fatores pro-
apoptéticos, incluindo P53 que pode aumentar a permeabilizacdo da membrana
externa da mitocondria por ligacdo direta com membros da familia BcL-2 (Bax e Bak)
(TOURNIER et al., 2000; RICCI; ZONG, 2006).

A morte celular necrética induzida por TNF-a tem a participagdo de EROs
(KIM et al.,2007; JACOB et al.,, 2005). Fiers e colaboadores especulam que a
mitocondria seja a principal fonte de EROs mediadora de necrose (FIERS et
al.,1999).

A citometria de fluxo possibilita a diferenciacdo dos tipos de morte celular por
métodos como analise da integridade de membrana celular e fragmentagdo do DNA.

Estes ensaios baseiam-se na capacidade do corante iodeto de propidio (Pl), em
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penetrar nas células cujas membranas encontram-se danificada, caracteristica de
morte celular por necrose (MARINHO et al. 2009; VERMES, HAANEN,
REUTELINGSPERGER, 2000).

Na andlise da integridade de membrana celular por citometria de fluxo
observou-se que somente a partir de 24 horas de exposi¢cdo aos compostos testados
foi possivel observar uma diminuicdo significativa da integridade da membrana
celular. Estes efeitos foram abolidos quando o lapachol e os compostos 1 e 2 foram
co-administrados com NAC. Entretanto, o NAC n&o interferiu na citotoxicidade
exercida pelo lapachol em células HL-60, sugerindo a participacdo de outros
mecanismos independentes da geracdo de EROs. Outras naftoquinas (B-lapachona,
por exemplo) também demonstraram que a geracdo de EROs ndo é o Unico
mecanismo responsavel pelos seus efeitos citotoxicos (REINICKE et al., 2005).
Esses resultados corroboram com os achados na analise morfologica. Além disso, o
lapachol e os compostos 1 e 2 causaram diminuicdo da densidade celular apos

tratamento de 24 horas.

Em muitos casos, a terapia anti-cancer resulta na ativacdo de caspases,
uma familia de proteases, que atuam como moléculas efetoras em varios tipos de
morte celular (DEGTEREYV, et al., 2003). As caspases sao sintetizadas em sua forma
inativa (pré-caspase) que quando clivadas em seus residuos de cisteinas tornam-se
ativas e vao fosforilar outros substratos intracelulares formando uma cascata que
culmina na morte celular (DEGTEREV, et al., 2003).

Nés avaliamos a ativacdo da caspase 9, relacionando assim a apoptose
induzida pelas naftoquinonas estudas com a via intrinseca, bem como a ativacéo de
caspases efetoras 3 e 7 e observamos que estas caspases estdo ativadas na
presenca dos compostos que estudamos , exceto o lapachol que parece nao ativar
essas caspases na concentracao e intervalo de tempo estudados (24 horas). Varios
estudos mostram que a acao citotéxica de outras naftoquinonas também envolve a
ativacao de caspase 9, 3 e 7 (YONG-SAM et al., 2010; MARINHO et al., 2010).

A geracdo de EROs durante a apoptose pode ser associada a um mau
funcionamento da cadeia respiratéria e permeabilidade da membrana mitocondrial

gque é caracterizada pela abertura do complexo de poros de transicdao de

permeabilidade (PT) o qual resulta na liberacdo de citocromo c e formacdo de
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apoptossomo que conta com a participagédo da caspase 9. Esta por sua vez, ativa as
caspases efetoras 3 e 7 responséaveis pelos eventos finais da apoptose (ZAMZAMI,
et al., 1995; BOYA et al., 2003) .

A apoptose € morfologicamente caracterizada por algumas alteracdes
celulares como: condensacdo da cromatina, formacdo de corpos apoptéticos e
fragmentacdo do DNA (GALLUZZI et al., 2011). A fragmentagdo do DNA ocorre pela
ativacao da DNAse dependente de caspase (CAD) (ENARI et al., 1998) . Métodos
de deteccéo de fragmentacdo do DNA tem sido usados vastamente para mensurar
apoptose (KROEMER: MARTINS, 2005).

A fragmentagdo do DNA é um evento presente tanto na necrose com na
apoptose. A andlise da fragmentacdo do DNA em células tratadas com o lapachol e
seus analogos foi observada somente a partir de 3h de exposicdo as substancias
testadas . Tal efeito foi muito mais intenso apos 24h de incubagéo e abolido quando
o lapachol e os compostos 1 e 2 foram co-administrados com NAC, mostrando que a
participacdo de EROs € um fator determinante na inducédo dos efeitos sobre o DNA
das células tratadas. Outras naftoquinonas, como por exemplo a B-lapachona, induz
a fragmentacdo do DNA (CHIANG et al., 1999).

O dano causado por EROs é considerado o tipo de lesdo mais comum do
DNA (DIPLLE,1995). Devido a sua reatividade quimica natural, EROs sao capazes
de atacar varios componentes do DNA, levando a geracdo de uma variedade de
produtos modificados mediados por EROs, incluindo bases oxidadas (por exemplo:
8-0x0-dG), quebra de fitas de DNA, crosslinks DNA-proteina (RANDERATH et al.,
1996; LLOYD et al.,1997). A geracdo de radical superoxido (O2) na mitocdndria
pode causar danos tanto ao DNA mitocondrial como também ao DNA nuclear por
sua conversdo em peroxido de hidrogénio (H20,), o qual € mais estavel e capaz de
atravessar a membrana nuclear. Na presenca de jons Fe™ o H,O, € convertido em
radical hidroxila OH" que causa severos danos ao DNA ( KUCHINO, et al., 1987
SHIBUTANI et al., 1991).

A mais extensivamente estudada das oxidacbes do DNA € a 8-oxo-
deoxiguanosina, principalmente por que € a mais facilmente detectada. Esse tipo de
lesdo pode causar mutagdes que envolvem transversdes CG — TA ( LUNEC et al.,
2002).
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Kumagai e colaboradores demonstraram que o metabolismo do lapachol na
presenca de P450 redutase e NADPH causa dano ao DNA devido a bioativagéo
desse composto e consequente geracdo de anién superoxido e radical hidroxila
(KUMAGAI et al., 1997). Outras naftoquinonas também demonstraram causar dano
as moléculas de DNA, em estudo realizado por Cavalcanti foi observado que a [3-
lapachona e a nor-B-lapachona causaram a inducdo de quebra de fitas de DNA
(CAVALCANTI, 2010). Entretanto, alguns estudos mostram que estas naftoquinonas
ndo interagem diretamente com o DNA, ao contrario, elas induzem a danos
secundarios, por exemplo, via EROs (OLIVEIRA-BRETT et al., 2002).

Esses resultados condizem com nossos achados, onde podemos observar
gue tanto o lapachol como os seus analogos (compostos 1 e 2) aumentaram o
padrdao de migracdo do DNA apos a eletroforese (ensaio do cometa) indicando a
ocorréncia de lesées a molécula de DNA.

Os resultados encontrados neste estudo indicam que a geracado de EROs é
essencial para a citotoxicidade dos compostos 1 e 2, sendo o evento inicial para
causar os danos na célula que resultam em apoptose ou necrose. Tais resultados
encorajam a continuacdo de estudos com moléculas derivadas do lapachol visto que

esses compostos demonstram ser potencialmente anticancerigenos.
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6 CONCLUSAO

Os analogos do lapachol mostraram-se mais ativos em células leucémicas
(HL-60) que em células normais (CMSP), causando morte celular tanto por necrose
como por apoptose. A morte celular induzida por estes compostos esté relacionada
com a ativagdo de caspases envolvidas com a via intrinseca e a lesbes causadas a
molécula de DNA. Tais efeitos estdo relacionados com a geracdo de espécies

reativas de oxigénio intracelular.
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ANEXO A — MATERIAIS UTILIZADOS

Equipamentos

Agitador de placa Shaker PSU — 2T plus

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2
Agitador de tubo, Donner AD 8850

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro FANEN Modelo 212

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403
Centrifuga Excelsa Baby | FANEN Modelo 206
Citdmetro de fluxo Guava EasyCyte Mine

Espectrofotometro de placa, DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter, Inc.
Fullerton, California, USA

Estufa de secagem e esterilizacdo FANEM Modelo 315 SE
Fluxo laminar VECO

High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman Coulter

Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
Microscoépio de fluorescéncia, Olympus Modelo BX41

Microscoépio Optico de inverséo, Nikon Diaphot

Microscoépio optico OPTON TNB-04T-PL/PZO-Labimex Modelo Studar lab

pHmetro, Micronal B474

Pipetas automaticas, Gilson



Solugdes e Reagentes
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NOMES CONCENTRAGCOES MARCA
Alcool Etilico 70% Vetec
1mg de iodeto de propideo Boehringer
lodeto de propideo 1mg/mL
PBS g.s.p. -
Diluido em &gua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro
. . millipore — 0,22 mm —e
M I lul ’ .
eio de cultura de células complementado com 10% SBF, 1% Cultilab
RPMI 1640 . .
de glutamina, 1% de antibioticos,
1% de bicarbonato de sédio (0,75%)
e 25 mM de HEPES
20 mg de MTT Sigma
MTT
PBS g.s.p. 100 mL de solucéo -
Penicilina 10.000 U.l./mL Cultilab
Penicilina - estreptomicina
Estreptomicina 10 mg/mL Cultilab
Soro fetal bovino - Cultilab
DMSO Vetec
Cloreto de sbdio 1,5 M -
SSC 10X Citrato de s6dio 0,15 M
H.O
8,766 g de Cloreto de sédio Labsynth®
Tampao fosfato (PBS) 2,14 g de NaHPO4.7H,0 Labsynth®
0,276 g de NaHPO4.H,0 Labsynth®
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H20 g.s.p. 1 L de solugéo (pH =7,2) -

Tampao Tris (TBS) 10X Cloreto de sédio 1,5 M Labsynth®
Tris 0,5 M (pH=7,6) Proquimios®
H.O -

Triton X -100 - Isofar




