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RESUMO

ESTUDO DO MECANISMO DE CITOTOXICIDADE DA ONCOCALIXONA-A
EM LEUCEMIA PROMIELOCITICA HUMANA — LINHAGEM HL-60
Auxemma oncocalyx Taub pertence a familia das Boraginaceae, é conhecida como “pau
branco” e frequentemente encontrada no estado do Ceara. A casca da arvore é um
adstringente e popularmente utilizado no tratamento de feridas. Oncocalixona A (Onco-A),
uma quinona isolada do extrato etilico da A. oncocalyx, possui uma série de propriedades
farmacoldgicas, tais como: analgésica, anti-inflamatoria, antioxidante, citotoxica e
antitumoral. O presente estudo foi realizado para avaliar os efeitos citotoxicos da Onco-A
na linhagem tumoral promielocitica, HL-60. O potencial citotoxico foi avaliado pelo teste
colorimétrico de analise indireta, MTT, depois de 24 horas de exposicao das células HL-60
as concentracbes crescentes (8, 16,5 e 33 puM) da Onco-A. Apds o tratamento, 0s
procedimentos experimentais realizados para identificar os mecanismos de acdo in vitro (no
citbmetro de fluxo) foram de viabilidade celular, externalizacdo da fosfatildiserina,
fragmentacdo do DNA intercucleossomal, identificacdo da via apoptética, geracdo de espécie
reativa de oxigénio; os experimentos de anlise morfologica foram com azul de tripan,
May-Grunwald-Giemsa, e laranja de acridina/ brometo de etidio; a integridade do DNA pelo
teste cometa e também avaliado a interacdo da Onco-A com enzima topoisomerase.
Resultados: de acordo com o teste do MTT, Onco-A apresentou significante citotoxicidade
nas linhagem HL-60 (ICso 11 puM). As andlises dos experimentos demonstraram que as
celulas tratadas com a menor concentragdo de Onco-A tiveram reducdo no volume
celular, formacdo de corpos apoptéticos, condensacdo da cromatina, externalizacdo de
fosfatildiserina, reducdo da viabilidade celular e fragmentacdo do DNA. Onco-A causou
despolarizagdo mitocondrial, ativou caspase iniciadoras -9 e -8, e as efetoras -3 e -7,
clivou a proteina Poli ADP-Ribose polimerase — via intrinseca e extrinseca. Apesar de
nossos resultados demonstrem que nenhuma das doses foi capaz de gerar espécies reativas
de oxigénio, depois de pré-tratadas por 1 hora com N-Acetilcisteina, a citotoxicidade da
Onco-A foi alterada, apresentando aumento na integridade da membrana, diminuicdo na
fragmentagdo do DNA, parada na fase do ciclo celular G2/M e baixo nivel de dano no
DNA. Embora a Onco-A ndo interaja com as enzimas topoisomerases, 0s dados
apresentados sugerem que seu alvo, como aceptor de Michael, pode ser a molécula de
DNA. Esses resultados sugerem que a apoptose € uma importante forma de morte
celular causada pela Onco-A, e reforca que o composto pode ser um protétipo para o
tratamento do céncer. Palavras-chave: Oncocalixona, atividade citotoxica, apoptose, DNA.



ABSTRACT
STUDY OF CYTOTOXICITY MECHANISM OF ONCOCALYXONA A
AGAINST HUMAN PROMYELOCYTIC LEUKEMIA CELL - LINE HL-60
Auxemma oncocalyx Taub. belongs to the Boraginaceae family. It is known as “pau

branco” and is frequently found in the State of Ceara. The skin of that tree is an astringent
and is commonly used as a medicine for wounds. Oncocalyxone A (Onco-A) is a
quinone isolated from the ethanolic extract of A. oncocalyx, it has exhibited a series of
pharmacological properties, such as analgesic, anti-inflammatory, antioxidant, cytotoxic
and antitumor properties. The present study tried to provide a basic set of data on the
cytotoxic effects of Onco-A against human promyelocytic leukemia cell line HL-60. The
cytotoxic potential of Onco-A was evaluated by the MTT assay, colorimetric analysis, after
24 hours exposure in HL-60 cells with increasing concentrations (8, 16,5 e 33 uM). After the
cells were exposure, there were performed experiments to identify the mecanisms of action
in vitro (flow cytometry) by the -cellular viability, phosphatidyl externalization,
internucleosomal DNA fragmentation, identifying apoptotic pathway; the experiments to
morphological analysis were made with tripan blue, May-Grunwald-Giemsa, and acridine
orange/ethidium bromide; DNA integrity’s test by cometa assay; and the avaliation of
interection of enzyme topoisomerase with Onco-A. Results: according to MTT test results,
Onco-A showed a significant cytotoxic activity against HL-60 cells (ICso 11 pM). In
addition, morphological analysis of cells treated with lower concentration of Onco — A
demonstrated that there were reduction in cell’s volume, formation of apoptotic bodies,
chromatin condensation, phosphatidylserine externalization, also reduction of cell viability
and DNA fragmentation. The Onco-A caused mitochondrial depolarization, activated
caspase starters -9 and -8, and the effectors -3 and -7, cleaved Poly ADP-Ribose polymerase
— intrinsic and extrinsic pathways. Although our results had shown that none of the doses
was able to generate Reactive Oxigen Species, after pre-treated for 1 hour with N-
acetylcysteine, the cytotoxicity of Onco-A was changed, an increase in membrane integrity,
decreased DNA fragmentation, drag on the G2/M cell cycle phase and low levels of DNA
damage. Besides the Onco-A does not interact with the enzyme topoisomerase, the data
suggest that their target as Michael acceptor, can be the DNA. These results suggest that
apoptosis is one of the major forms of cell’s death caused by Onco-A, and reinforces the
compound may be a prototype for cancer therapy.

Key-word: Oncocalyxona, cytotoxic activity, apoptosis, DNA.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Agentes anticancer derivados de plantas usados na medicina tradicional. Fonte:
Cragg e Newman (2013). S: composto sintético sem origem de produto natural; S/NM:
composto sintético mostrando inibicdo competitiva a substrato de produto natural; S*:
composto sintético com produto natural farmacéforo; S*/NM: composto sintético com
produto natural farmacoféro mostrando inibicdo competitiva a substrato de produto natural,
N: produto natural ndo modificado; NB: produtos naturais botanicos; ND: moléculas
MOITICAUAS ... ettt e bt e b e st e sbeebeeneesreenteaneesbeenee s 21

Figura 2. Classificacdo de quinonas de acordo com o sistema aromatico. Fonte: Da Silva,

2007 ottt oA Rt Rt R Rt e Rt Re Rt e Rt b et e R e Rt et e Rt te et neene et e 23
Figura 3. Publicacdo de artigos cientificos das atividades bioldgicas das benzoquinonas ao
ToT g0 Tl [0 TSIR 0 TSR USTRSUSSN 24
Figura 4. Publicacdo de artigos cientificos das atividades bioldgicas das benzoquinonas em
ITEIENTES PAISES .....verveieeiiee ettt et s e st et e se st eseete s eseete e esesnennaseeas 25
Figura 5. Relacdo de patentes com benzoquinonas e sua bioatividade...............ccccoocvvininnnnnns 25

Figura 6. Marcos do cancer. Fonte: Hanahan e Weinberg (2011), com algumas adaptagdes

Figura 7. Reducdo de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q-) e
hidroquinonas (QH>). Fonte: Moura (2008) e Ross et al. (2000), com algumas adaptacdes... 28

Figura 8. Esquema de metabolizacdo da 1,4 benzoquinona pela citocromo (P450 2E1),
quinona oxidoredutase (NQO1), mieloperoxidase (MPQO). Fonte: Lindsey et al. (2004), com

AlGUMAS AAAPTAGOES ...ttt bbbttt b ettt enes 29
Figura 9. Relaxamento de DNA causado por topoisomerase |. Fonte: Pommier et al.
2010 ) RSSO SSPSRSRPRN 31
Figura 10. Representacdo do ciclo celular e deteccdo pelo citbmetro do fluxo. Fonte:
<http:/WWW.FIOW-CYLOMELIY.USS ... 32
Figura 11. Caracteristicas morfologicas da apoptose e necrose. Fonte: Grivicich et al. (2007),
COM AIGUMAS AAAPTAGOES. ... ettt bbbttt ettt ettt 34
Figura 12. Mecanismo de apoptose: via do receptor de morte (extrinseca) e via mitocondrial
(intrinseca). Fonte: Huerta et al., 2007, com algumas adaptagOes. ...........ccecververereneresesnninas 35
Figura 13. Estrutura quimica da OncoCaliXona-A............cceoeeiueiiieieeie e see e 36

Figura 14. Padrdo de escores determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do DNA
apos eletroforese para 0 ENSAI0 COMELA.........c.ccveirieiieiie et 53

Figura 15. Viabilidade de células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24 h de tratamento
com a Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A). A - Teste de azul de tripan; B —
Marcacdo com iodeto de propideo e avaliagdo por citometria de fluxo. O controle
negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO



Xi
0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox).

Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *
p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por DUNNEt .........ccccceeveveiieneniesieins 56

Figura 16. Morfologia de células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) e analise por citometria de fluxo com iodeto de
propideo. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da
substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle
positivo (Dox). Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Graficos obtidos
pelo Guava Expresses Plus Sotware e analisados no programa FlowJo_V10...........ccccceevennene 57

Figura 17. Viabilidade de células leucémicas da linhagem HL-60 apo6s 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) coradas com Brometo de etideo/Laranja de
acridina determinado por microscopia de fluorescéncia. O controle negativo (C) foi tratado
apenas com o Vveiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O
quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *p<0,05 comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett. .........ccccccevveeveiieivecieennenn, 58

Figura 18. Morfologia de células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) coradas com May-Grinwald-Giemsa e
visualizadas por microscopia Optica. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo
utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6
uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem & média + D.P.M. de
experimentos independentes (n = 3). Aspectos morfolégicos observados:( ) reducdo do
volume, () desintegracdo da membrana plasmaticas, () restos celulares.............cccccevnunee. 59

Figura 19. Externalizacdo de fosfatidilserina em células leucémicas da linhagem HL-60
apos 24h de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 puM) (Onco-A) marcadas
com7-Amino-Actinomicina-D (7-AAD e pela fluoresceina (FITC) conjugada a anexina

V. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da
substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle
positivo (Dox). Os valores correspondem a média + S.E.M. de experimentos independentes (n

= 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por
D1 ] ] PSSR 60

Figura 20. Despolarizagdo mitocondrial em células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24h
de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 pM) (Onco-A) marcadas com
rodamina 123. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a
diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado
como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
SEQUITO POF DUNNELL.......ciuiiiiie ittt ettt e et e e e eeba e saeeebaeanee s 61

Figura 21. Ativacdo das caspases-9 (A) e caspase-8 (B) em células leucémicas da linhagem
HL-60 ap6s 24h de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) e avaliada
por citometria de fluxo (iodeto de propideo e FAM) e por Western blottting (16,5 uM). O



Xl
controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia
(DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo
(Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3).
*p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett. -
actina foi usada como padrao eletrofOrétiCo .........cccviveiieii i 62

Figura 22. Efeito Ativacdo das caspases-3 e -7 em células leucémicas da linhagem HL-60
apos 24h de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) e avaliada por
citometria de fluxo (iodeto de propideo e FLICATM). O controle negativo (C) foi tratado
apenas com o Vveiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O
quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem & média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *p<0,05 comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett. - actina usada como
PAArA0 ElEtrOTOIELICO. ... . ciiiiicecees ettt neere s 62

Figura 23. Expressdo de PARP (poli ADP-ribose polimerase) integro e clivado em células
leucémicas da linhagem HL-60 apds 24h de tratamento com Oncocalixona A (16,5 puM) por
Western blottting. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a
diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado
como controle positivo (Dox). B- actina foi usada como padrao eletroforético..............cccon..... 63

Figura 24. Padrdo de escore da cauda do DNA de células leucémicas da linhagem HL-60
apos 24h de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) determinado
pelo Ensaio do Cometa, visualizado com brometo de etideo e avaliado por microscopia de
fluorescéncia em luz ultravioleta, levando em consideracéo a classe de dano ao DNA (0, 1,
2, 3 e 4). O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a
diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado
como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA
SEQUIAO POF DUNNELL.......cuieii et e st b e b e st e et e e e sae e neenee e 64

Figura 25. Viabilidade de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h com
N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33

KUM) (Onco-A), marcadas com iodeto de propideo e avaliadas por citometria de fluxo. O
controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia
(DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo
(Dox). Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *
p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por DUNNEt ...........ccccvevveiieeiiecine e, 65

Figura 26. Ciclo celular de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h com
N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33

M) (Onco-A), marcadas com iodeto de propideo e avaliadas por citometria de fluxo. O
controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia
(DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo
(Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *
p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Os dados analisados e
apresentados pelo programa ModFit LT 3.1 software (Verity software house). Legenda: Sub-



xiii
G1, 1° pico 1 GL 2°PICO  IG2, S 66

Figura 27. Fases Sub-G1 (A) e G2/M (B) do ciclo celular de células leucémicas da linhagem
HL-60 pré-tratadas por 1 h com N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A), marcadas com iodeto de propideo e avaliadas
por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a
diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado
como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Os
dados analisados pelo programa ModFit LT 3.1 software (Verity software house). ................. 67

Figura 28. indice indice de Dano (ID) a0 DNA determinado através do Ensaio do Cometa
alcalino em células leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h com N-acetilcisteina
(NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A),
visualizadas com brometo de etideo e avaliadas microscopia de fluorescéncia em luz
ultravioleta. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da
substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle
positivo (Dox). Os valores correspondem a média = D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Os escores foram
obtidos pela multiplicacdo do nimero de células de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) pelo classe de
dano, variando de 0 (sem danos) a 400 (dan0 MAXIMO)........ccccvcerreeierieeserese e e 68

Figura 29. Padréo de escore da cauda do DNA de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-
tratadas por 1 h com N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A
(8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) determinado pelo Ensaio do Cometa alcalino, visualizado com
brometo de etideo e avaliado por microscopia de fluorescéncia em luz ultravioleta, levando
em consideracdo a classe de dano ao DNA (0, 1, 2, 3 e 4). O controle negativo (C) foi tratado
apenas com o Vveiculo utilizado para a diluicho da substdncia (DMSO 0,1 %). O
quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *p<0,05 comparado
com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett. ..........ccccceeveeveiieieevieennenn, 69

Figura 30. Efeito Geragdo de espécies reativos do oxigénio (EROs) em células leucémicas da
linhagem HL-60 apés 1 e 3 h de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM)
(Onco-A), visualizada com diacetato 2’7’-diclorohidrofluoresceina (H>-DCF-DA) e
avaliado por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo
utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6
uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem & média + D.P.M. de
experimentos independentes (n = 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido
POT DUNNEBT ...t e e r e st e ne e s e e n e e 69

Figura 31. Andlise dos efeitos da Oncocalixona A sobre as enzimas Topoisomerases | e Il nas
concentracdes de 0,1, 1, 10 e 100 uM. Como controles positivos foram usados Camptotecina
(CPT) e MJ-111-65 e VP-16 (inibidores da Topoisomerases | e I, respectivamente)................ 70



Xiv
LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Atividade citotdxica in vitro da Oncocalixona frente a linhagens tumorais e cultura
primaria de células mononucleares de sangue periférico pelo ensaio MTT.........ccccecvevenen. 55

Tabela 2. Conteldo de DNA nuclear de celulas leucémicas da linhagem HL-60 apds 24 h de
incubag&o com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) quantificado por citometria de
fluxo apds marcacdo com iodeto de propideo. O controle negativo (C) foi tratado apenas
com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico
doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (DOX) ........ccceevvvervrerieesierinenns 64



®

ANOVA
BE/LA
CEso
CPT
CMSP
DCF
DLso
DNA
DMSO
DOX
EDTA
E.P.M.
EROs
FLICA
FSC
1C50
ID

IP
H,-DCF-DA
MTT
NAC
PARP
PBS
PMM
PS

Q
RPMI
SCGE
SSC
TBS
Top

LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Marca registrada

Analisys of Variance

Brometo de Etidio/ Laranja de acridina
Concentracdo média capaz de provocar 50% do efeito maximo
Camptotecina

Células mononucleares do sangue periférico
Diclorofluoresceina

Dose Letal média capaz de matar 50% de populagao
Acido desoxirribonucleico

Dimetilsulféxido

Doxorrubicina

Ethylenediamine tetraacetic acid

Erro Padrdo da Média

Espécies reativas de oxigénio

Fluorescent Labeled Inhibitor of Caspases

Forware SCatter

Concentracdo Inibitéria Média

indice de dano

lodeto de Propidio

Diacetato 2°7’-diclorohidrofluoresceina
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium
N-acetilcisteina

Poli ADP-Ribose Polimerase

Phosphate Buffer Solution

Permeabilizacdo da Membrana Mitocéndrial
Fosfatildiserina

Quadrante

Roswell Parrk Memorial Institute Medium
Single-cell gel electrophoresis

Side Scatter

Tris Buffer Solution

Topoisomerase

XV



XVi
VP-16 Etoposido

Aym Potencial da membrana mitocondrial interna



SUMARIO

INTRODUGAO. ...ttt es st sa et
1.1 Plantas Mediciais para 0 Tratamento do CANCEr............cceevevverieiiveieeresie s
1.2 Quinonas com Potencial ANtICANCET..........cccveiiieeiieie e
1.3 Vias de apoptose como alvo terap&utico das qUINONAS...........cccerververerieniennnnn

IR T = To =T [ o (o J USSR

1.3.2 Agentes interagem COmM DINA ...
1.4 CICIO CRIUIAT. ...t
1.0 APOPTOSE. ...ttt
1.6 Oncocalixona: Quinona com Potencial QUIMIOterapico..........cccovvverervrvrncnne.
OBUJIETIVOS..... oottt bbbt ne st e
0 T - | USSP
2.2 ESPECITCOS. ...cvieiecie ettt
MATERIAIS E METODOS........cciiiiiiieeieeeisssesessesssessessss st eessessnes
3.1 MateriaiS ULIHIZAAOS. ........coveiiriiieie s
EQUIPAMENTOS. ... .iciiceic ettt ettt et ettt e sae e reene e
SOIUGDES € FBAGENTES. ... ettt bbbttt sbe e
(0o =T 4T LTRSS
3.2 MOdel0S BIOIOGICOS. ......cveueeriiiieieeiesieie e

3.2.1 Obtencdo das linhagens tumorais e CUultivo...........c.cccccoeiieii i,

3.2.2 Obtengdo das células mononucleares do sangue periférico.............ccoeue.ee.

3.2.3 ObteNnGa0 de eritrOCITOS. ......covereeierieieerie e s

3.2.4 Isolamento da ONCOCAlIXONA A........coveieiierieiisieees e
3.3 METODOS. ...ttt

3.3.1 Estudo de CitotOXIidade. ........cecverieiieiiiie e

3.3.2 Estudo da atividade hemolitica em eritrécitos humanos no tratamento
(7o) 0 1 O I g [o10 A TR
3.3.3 Estudos de Mecanismo de AGEO IN VILIrO.........ccocevvreiinieiieiene e

3.3.3.1 Determinacéo da viabilidade celular em HL-60 no tratamento com



3.3.3.2 Andlise morfoldgica da HL-60 no tratamento com Onco-A.................. 45

3.3.3.3 Analise morfoldgica por brometo de etidio/laranja de acridina.............. 46
3.3.3.4 Estudos dos efeitos da Onco-a sobre a externalizacdo da
fosfatidilserina em células HL=60.............cccceieieriiiiiiiiieieesese e 47
3.3.3.5 AliVACAO (8 CaASPASES. ... .ceveerreireeriariesiestiesteesseseesreesseaeesseesseeeesreesseaeens 47
3.3.3.6 Potencial Transmembranico da MitocONdria............cceevveveerieninineiennins 48
3.3.3.7 Estudo da Progressdo do Ciclo Celular...........cccccoovvevveieiiieiicic e 49
3.3.3.8 Determinacdo da geracao de especies reativas de oxigénio intracelular
no tratamento com ONCO-A €M HL-60...........ccoiiiiiiiiie e 50
3.3.4 Estudo protedbmico da via apoptotica no tratamento com Onco-A em HL-
g%ﬁé’)&&éiié@éé’éé’béi’éﬁéiéi'géﬁ'&é;ié& em células [eUCBMICaS..................... 52
3.3.6 Avaliacdo da Onco-A sobre as enzimas topoisomerase I e Il..............c......... 54
RESULTADOS . ...ttt e et e et e e e e te e nae e e s e e enee s 55
4.1 Atividade citotoxica e hemolitica da Oncocalixona A...........cccoeveveieiesinennan, 55
4.2 Reducdo da viabilidade Celular............cccocoiieiiiiiiie e 55
4.3 Alterac6es morfoldgicas das células HL-60 no tratamento com Onco-A....... 57
4.4 Externalizacdo da fosfatidilSering............ccceeeiveiiiii e 60
4.5 Alteragdo do Potencial Mitocondrial (Aym) e Ativacao de Caspases.............. 60
4.6 Parada do Ciclo Celular em GO/G1 e Fragmentacdo de DNA...........cccccveenneene. 63
o €1 10 (o) q o [0 - To [ SRS 64
4.8 Protecdo da N-acetilcisteina contra danos celulares...........ccccceveveveiciecinennen, 65
4.8.1 Manutencdo da Integridade de Membrana............c.ccccevvvevieiiieiieicsieseens 65
4.8.2 Protecéo contra Fragmentacéo de DNA e Alterag6es no Ciclo Celular..... 65
4.8.3 Acdo Protetora contra Danos GenotOXICOS.........c.ccvveveieerieeieesieieerie e 68
4.9 Avaliacdo da geracgdo de espécies reativas de oxigénio intracelulares............. 69
4.10 Avaliagdo da Onco-A sobre as enzimas topoisomerase e Il...........ccccceeeeee. 71
DISCUSSAO. ...ttt 71
CONCLUSAO........ooiiieie sttt 85

REFERENCIAS. ... e et e oot e e et ees e e s et e e s e e s e e ena, 86



19
1 INTRODUCAO

1.1 PLANTAS MEDICIAIS PARA O TRATAMENTO DO CANCER

Ao longo dos tempos, a natureza serviu como instrumento para as necessidades dos
humanos, conforto e tratamento de um largo espectro de doencas (CRAGG et al., 2009). Na
medicina egipcia, por exemplo, o registro conhecido "Papiro de Ebers", 1500 a.C.,
documenta mais de 700 drogas, principalmente de origem vegetal (BORCHARDT,
2002). O primeiro registro da Medicina Chinesa, cerca de 1100 a.C., de Er Shi Wu Bing
Fang, contém 52 receitas (HUANG, 1999). A documentagdo dos indianos no sistema
Ayurveda, de 1000 a.C., tem mais de 500 drogas (KAPOOR, 2000).

No antigo mundo ocidental, os gregos e romanos também fizeram contribuicGes
substanciais para 0 desenvolvimento racional do uso de plantas medicinais
(BORCHARDT, 2002). A preservacdo de grande parte da experiéncia greco-romana
durante Idade Média pode ser atribuida aos arabes, que expandiram e incluiram o uso de
Seus proprios recursos junto com o conhecimento dos chineses e indianos (CRAGG et al.,
2009). Permitiram o surgimento da indlstria farmacéutica e com desenvolvimento de
novas tecnologias, 0 progresso da medicina (JONES, 1996).

Desta maneira, a maioria dos medicamentos de origem natural elaborados, a partir
de préticas terapéuticas, tinha sua atividade baseada nos processos de separacdo e
purificacdo de produtos extraidos de plantas e/ou animais (MENEZES, 2005). Com o
passar do tempo, esses medicamentos foram substituidos por produtos quimicos
sintéticos, exigindo crescente conhecimento cientifico o qual causou aumento dos
gastos em pesquisa, favorencendo a melhoria dos medicamentos naturais e descoberta de
novas drogas com eficientes propriedades farmacolégicas (SOUZA, 2006).

A modernizacdo nas etapas do desenvolvimento de novos medicamentos passou
a envolver atividades de extracdo, purificacdo, sintese quimica, procedimentos de
fermentacdo e o0 processo farmacéutico propriamente dito, com equipamentos e
tecnologia de ponta (CAPANEMA, 2010). Por conseguinte, a tecnologia investida a
partir do crescimento do mercado de fitoterapicos, estimado em cerca de US$ 22 bilhdes
(3,7% do mercado global) acompanha o setor farmacéutico, sendo considerado um dos
mais lucrativos no mundo (IMS, 2011). Desta maneira, sdo grandes 0s investimentos em
biotecnologia e na busca de matérias primas, principalmente, os farmoquimicos
(CAPANEMA, 2010).

O uso de fitoterapicos vem aumentando em todo o mundo como uma forma
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adicional para tratar e prevenir doengas, especialmente, as doencas cronicas, tais
como disfungdes cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer (FERREIRA et al.,
2008; WHO, 2011). Embora exista um grande interesse por técnicas de sintese,
semelhante a quimica combinatdria, a prospeccdo de produtos naturais continua sendo
uma fonte de novos farmacos, uma vez que cerca de 60% das novas entidades quimicas
(New Chemical Entities — NCE), registradas no periodo de 1981 a 2008, foram derivados
de produtos naturais (BEATTIE, 2005; CRAGG et al., 2013).

Neste contexto, os produtos naturais continuam sendo a principal fonte de
quimioterapicos antineoplasicos (CRAGG et al., 2013). De acordo com a Figura 1, 6%
destes foram produtos naturais ndo modificados (N); poucos produtos naturais botanicos
(NB); 28% foram moléculas modificadas (ND), 36% sintéticos (S) sem nenhuma base em
produtos naturais); 5% foram compostos sintéticos com um farmaco6foro produto
natural (S*); 11% moléculas sintéticas com um farmacéforo produto natural com inibicédo
competitiva (S*/NM) e 14% (S/NM) sdo representados por compostos sintéticos que
mostram a inibicdo competitiva do substrato produto natural (NM). Assim, 36% das
1073 moléculas podem ser classificadas como verdadeiramente sintéticas, isto é, isentas de
inspiracdao natural em sua origem.

De acordo com os proprios autores, considerando as categorias de doencas para
as pequenas moléculas 1073, 69% de anti-infecciosos (n= 195), que abrange anti-
bacteriana,- flngicos, parasitarias e -virais, sdo de origem natural ou inspirado (N; ND; S *
S; */ NM;. S/ NM). Na area de tratamento do cancer (n= 172), 75% estdo nestas
categorias, com a figura sendo 59% se a categoria S/ NM é excluido.

O cancer é definido como um conjunto de quase 200 tipos de enfermidades
complexas, de cardter mutacional, proliferativo, de crescimento celular aberrante e
descontrolado, em que células animais, de diferentes tipos presentes em um mesmo
microambiente, invadem os tecidos e 6rgaos adjacentes, podendo espalhar-se (metastase)
para regides distantes do organismo (THOMPSON, 2002; KUMAR et al., 2004; INCA,
2013). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o impacto global do cancer mais que
dobrou nos ultimos anos e o continuo crescimento populacional, bem como seu
envelhecimento, afetam de forma significativa os casos da doenca, estimando-se 84
milhdes de mortes entre 2005 e 2015 (WHO, 2011).

A quimioterapia, por sua vez, ¢ um dos tipos de tratamento do céancer que envolve
a utilizacdo de farmacos de baixo peso molecular para destruir células tumorais ou pelo

menos limitar a sua proliferacdo (NUSSBAUMER et al., 2011). Por ser tratar de uma
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terapia sistémica, a quimioterapia antineoplasica gera reacOes desagradaveis, como
nauseas, vomitos, diarréia, queda de pélos e ulceracdes, efeitos que afetam a aparéncia
fisica do paciente e geram sérios problemas emocionais (SOUZA & SANTO, 2008).

Figura 1. Agentes anticancer derivados de plantas usados na medicina tradicional. Fonte: Cragg e Newman
(2013). S: composto sintético sem origem de produto natural; S/NM: composto sintético mostrando
inibicdo competitiva a substrato de produto natural; S*: composto sintético com produto natural
farmacoforo; S*/NM: composto sintético com produto natural farmacoféro mostrando inibicdo competitiva
a substrato de produto natural; N: produto natural ndo modificado; NB: produtos naturais botanicos; ND:
moléculas modificadas.
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O uso da quimioterapia comecou na década de 1940, com moléculas do tipo
nitrogénio mostarda, extremamente poderosos agentes alquilantes e antimetabdlitos.
Desde entdo, o0 sucesso inicial destes tratamentos impulsionou o desenvolvimento de
antitumorais (SHEWACH e KUCHTA, 2009). Os quimioterapicos anticancer podem ser
classificados, de acordo com o0 seu mecanismo de acdo, em agentes que interagem com
DNA, antimetabdlitos, agentes antitubulina, terapia alvo dirigida, terapia hormonal,
anticorpos monoclonais e outros agentes biolégicos (THURSTON, 2007).

Das drogas antitumorais derivadas de plantas em uso clinico, alguns dos mais
conhecidos s&o os chamados alcaldides da vinca, vinblastina e vincristina, isoladas da
vinca de Madagascar, Catharanthus roseus (ROUSSI, 2012). Estes compostos
promovem a despolimerizacdo da tubulina e interrompem o ciclo celular na mitose
(OKOUNEVA et al., 2003). Sdo utilizados na clinica associada a dois agentes
clinicamente ativos, etoposideo e teniposideo, que sdo derivados semi-sintéticos da
epipodofilotoxina, e também atuam no ciclo celular (LEE e XIAO, 2012).

O paclitaxel estd presente nas folhas de diferentes espécies de Taxus sp.
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(KINGSTON, 2011). Segundo Schiff e Horwitz (1980), a sua descoberta foi um
marco importante no processo de desenvolvimento de farmacos, pois € a Unica classe
de antineoplasicos hidrofobicos que exibem citotoxicidade e atuam na montagem da
tubulina em microtubulos. O composto foi aprovado para uso clinico contra o cancer de
ovario em 1992 e de mama em 1994. Desde entdo, tornou-se uma droga de sucesso, com
vendas anuais de mais de 1 bilhdo de délares (NEWMAN & CRAGG, 2013). O sucesso
do paclitaxel gerou estudos extensos sobre a sintese de anédlogos, sendo o docetaxel
(Taxotere®) o primeiro a ser desenvolvido. A formulacdo ligada a albumina como
paclitaxel Abraxane® oferece algumas vantagens significativas em comparagdo com a
formula original de Cremophor (GREEN et al., 2006), e uma formulagdo de
nanoparticulas de polimeros reticulados com paclitaxel contido nas microesferas foi
aprovado na India em 2007 (BURMAN et al., 2000). Em 2010, o terceiro taxano
Cabazitaxel (Jevtana®) foi aprovado nos EUA (KINGSTON e NEWMAN, 2011;
NEWMAN e CRAGG, 2013).

Outras adicbes recentes ao arsenal de agentes quimioterdpicos derivados de
plantas sdo os trés agentes clinicamente ativos topotecano, irinotecano (CPT-11) e
belotecano, os quais sdo semisintéticos derivados da campotecina isolada a partir da
arvore chinesa Camptotheca acuminata (Wall et al., 1966). A campotecina inibe
seletivamente a enzima topoisomerase |, envolvida no relaxamento do DNA, mas saiu
do mercado por causa da severa toxicidade na bexiga (NEWMAN e CRAGG, 2013).

Dentre os farmacos com propriedades anticancer estdo as quinonas, uma das
maiores classes de agentes antitumorais com fortes candidatos para uso clinico (ASCHE,
2005).

1.2 QUINONAS COM POTENCIAL ANTICANCER

Quinonas sdo compostos cujo esqueleto molecular é formado por um sistema de
anéis a, B-bisdiendnico, conferindo-lhes a capacidade de participar reversivelmente em
processos de oxirreducdo (MALTA, 2000). Essa caracteristica € muito importante para
0S processos biologicos, pois garantem tanto propriedades terapéuticas quanto
toxicologicas (BAYEN et al., 2007).

As quinonas sdo amplamente distribuidas na natureza, encontradas em bactérias,

plantas, fungos, artropodes (THOMSON, 1997) e por muitos anos chamou a atencéo
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humana por suas cores e para 0 uso como corantes e medicamentos (BAYEN et al.,
2007). Ao longo da histdria, os diferentes pigmentos isolados, identificados e utilizados no
preparo de drogas, permitiram que descobertas de propriedades antibidticas e
antitumorais de varias quinonas naturais despertassem o interesse para explorar seu uso
farmacéutico (FURUSAKI et al., 1972).

O enorme interesse na quimica da quinona foi observado a partir de meados do
século XIX (ABRAHAM et al., 2011). As quinonas desempenham papel central em
funcbes biologicas, pois sdo agentes de transferéncia de elétrons e participam da fosforilagdo
oxidativa na cadeia transportadora de elétrons presentes na respiracédo celular e fotossintese
(ABRAHAM et al., 2011). Sdo eletrofilos oxidantes, e suas atividades sdo influenciadas
de acordo com sua estrutura quimica, principalmente, os efeitos do nicleo e dos
substituintes (MONKS e JONES, 2002). Desta forma, sdo classificadas conforme o
sistema aromatico presente em suas estruturas quimicas, como as benzoquinonas,
naftoquinonas, antraquinonas e fenantroquinonas, relacionadas ao benzeno, naftaleno,
antraceno e fenantreno, respectivamente (Figura 2) (da SILVA, 2007).

Figura 2. Classificagéo de quinonas de acordo com o sistema aromatico. Fonte: Da Silva, 2007.
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A quinona mais comum, a benzoquinona, foi sintetizada pela primeira vez no final
de 1830, no laboratério de Liebig, como resultado da oxidacdo de &cido quinico com
dioxido de manganés e acido sulfdrico (FIESER e FIESER, 1965). De acordo com
O’Brien (1991), em 1950 as quinonas foram estudadas como antibidticos pigmentados
produzidos por fungos; em 1958 foi isolado o antibi6tico mitomicina C, que destacou-se
pela atividade anti-tumoral; em 1963 foi isolado a antraquinona glicosidica, conhecida
por daunorrubicina, com atividade antileucémica; em 1969 a doxorrubicina (Dox) foi
isolado e verificou ser mais eficaz que a daunorrubicina contra tumores sélidos
humanos, incluindo os de mama, pulmé&o, ovario, cabeca e pescoco, endométrio, bexiga e
préstata. Em 1954, as aziridinilbenzoguinonas foram as primeiras drogas antineoplasicas
sintetizadas para atravessar a barreira hematoencefalica.

Essa cronologia dos fatos relacionada a bioatividade das benzoquinonas € ilustrada

na Figura 3. E possivel verificar que os primeiros trabalhos publicados com as
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benzoquinonas descreviam sua atividade anticoagulante e antibidtica. Quase vinte anos

depois, surgiram as pesquisas sobre cancer. Desde entdo, a execucdo de trabalhos sobre
esse tema tem aumentado paulatinamente, observando-se que os trabalhos sobre cancer
persistem ao longo dos anos.

Figura 3. Publicacdo de artigos cientificos das atividades bioldgicas das benzoquinonas ao longo dos anos.
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Fonte: Espacenet

Outras quinonas com atividade neoplasica merecem destague, como a
carbazilquinone, que teve os ensaios clinicos derivados no Japdo e produziu remissées em
pacientes com linfoma maligno e leucemias crbnicas, mas tem baixa atividade contra
tumores sélidos (POWIS, 1987). A Diaziquona foi sintetizada e estudada no Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos da América (EUA) e possui atividade contra os
tumores cerebrais, melanoma, leucemia e cancer de pulmdo (MARAL et al,, 1985). O
lapachol é comercializado para utilizagdo como coadjuvante no tratamento de certos tipos
de cancer (ARAUJO et al., 2002) e as menadionas induzem quebras de fitas de DNA,
aberracdes citogenéticas e mutagénese (KIRKLAND e MARZIN, 2003).

Desta maneira, relacionando a producdo bibliografica com o pais de origem, o
Japdo apresenta o maior numero de producéo literaria sobre as benzoquinonas (Figura 4).
O segundo pais a publicar sobre assunto € o Estados Unidos, seguido do Reino Unido,
China e Russia. Assim, o crescimento gradual nas publicacfes sobre tal classe de
quinonas em paises com alto padrdo de inovacdo tecnolégica pode indicar que sdo
compostos promissores para a industria farmacéutica oncologica.

As benzoquinonas s@o uma importante classe de compostos, que servem como
grupo- chave na sintese de compostos biologicamente ativos (ABRAHAM et al., 2011). A
Figura 5 ilustra os diferentes tipos de patentes das benzoquinonas. E possivel observar

que a maioria pertence a trabalhos com céncer, seguido pela acdo antibiotica, atividade
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herbicida e anticoagulante. Muitos derivados quimicos com 1,4- benzoquinona, como uma
subunidade bésica para aplicacbes farmacoldgicas, tem aplicagdes em antibi6ticos
(KOYAMA, 2006), antitumorais (LEYVA et al., 2000), antimalaricos (SILVA et al.,
2009), anticoagulantes (DOWD et al, 1995) e herbicidas (GONZALEZ- IBARRA et al.,
2005).

Figura 4. Publicacdo de artigos cientificos das atividades biologicas das benzoquinonas em
diferentes paises.
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Figura 5. Relagéo de patentes com benzoquinonas e sua bioatividade.
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As quinonas precisam ser reduzidas para se tornarem mais estaveis e exercerem sua
funcdo de compostos biologicamente ativos. As células tém enzimas responsaveis pelo
metabolismo redutor das quinonas, gerando uma semiquinona instavel, outra reativa e
espécies reativas de oxigénio (EROs); mas isso depende do nimero de redutases, que
realizam a reducdo de um a dois elétrons (ROSS et al., 2000; SILVA et al., 2003;
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CAVALCANTI, 2010). Apesar das células tumorais apresentarem deficiéncia em varios
mecanismos que protejam contra o estresse oxidativo, as células normais também podem
apresentar deficiéncia na protecao contra as EROs e ser suscetivel a quinona. Desta maneira,
as quinonas, utilizadas como medicamento, podem causar reacdes toxicas. Portanto, €
importante desenvolver terapias que reduzam a toxicidade dos medicamentos para melhorar a
qualidade de vida do paciente (O’BRIEN, 1991; HANSEN e MILLER, 1997).

Dentre as benzoquinonas, os antibidticos antraciclicos sdo os mais utilizados
(ASCHE, 2005). Estes possuem um anel de tetraciclina com um aclcar, a
daunosamina, unido por ligacdo glicosidica; nos anéis adjacentes possuem quinona e
hidroquinona, que permite funcionar como aceitador e doador de elétrons (ARCAMONE
et al., 1980). Adriamicina (Doxorrubicina) é um importante medicamento utilizado nos
protocolos de quimioterapia, mesmo induzindo cardiotoxicidade (SAVATIER et al.,
2012). Acredita-se que sua acdo esteja relacionada com a ligacdo e inibi¢do de sintese do
DNA, ligacdo a membrana e interacdo com a topoisomerase Il, formando complexos
passiveis de clivagem (ISMAEL et al., 2008).

Neste contexto, a base dos farmacos utilizados na quimioterapia consiste em
substancias que interferem na divisdo celular (SOUZA et al., 2007). Os
quimioterapicos, costumeiramente, objetivam a inducdo da apoptose nas células, e esse
tipo de morte celular tem tido uma intensa investigacdo a respeito dos seus
mecanismos moleculares e de sua aplicacdo no tratamento do cancer (NICHOLSON,
2000).

1.3 VIAS DE APOPTOSE COMO ALVO TERAPEUTICO DAS QUINONAS

A instabilidade gendmica de células cancerosas e o estado inflamatério sdo os
principais mecanismos adquiridos ao longo da progressdao tumoral (Figura 6) que
possibilitam as seguintes caracteristicas: sinalizacdo aberrante, auto-suficiéncia para sinais
de crescimento, inducdo de angiogénese, invasdo e metastase, evasdo da apoptose,
resisténcia aos sinais anti-proliferativos, reprogramacdo do metabolismo energético e
resisténcia a destruicdo pelo sistema imunolégico a morte (HANAHAN e WEINBERG,
2011).

A resisténcia a morte e evasdo da apoptose, particularidade das células cancerigenas,
sdo um dos alvos nos tratamentos contra o cancer; pois a morte celular programada € um

processo essencial para a manutencdo e eliminacao de tais células defeituosas (GRIVICICH
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et al., 2007). A morte celular, desta maneira, pode ser classificada como apoptose, necrose,
autofagia ou associada com a mitose. O tipo de morte depende das propriedades
morfologicas, critérios enzimaticos (nucleases, ou de classes distintas de proteases, tais
como caspases, catepsinas e transglutaminases), aspectos funcionais (programada ou
acidental, fisiolégica ou patolégica) ou através de caracteristicas imunoldgicas
(imunogénica ou ndo imunogénica) (MELINO et al., 2001).

Segundo Silva et al., 2003, os estudos farmacoldgicos das quinonas mostram
variadas biodinamicidades, destacando-se o estresse oxidativo que provocam, ao induzirem
a formacdo espécies bioativas derivadas do oxigénio e a inibicdo do complexo das
topoisomerases, acdes que provoca o desencadeamento da apoptose celular. A interferéncia
das quinonas na apoptose impulsiona na delineacdo de estratégias para o combate de
neoplasias.

Figura 6. Marcos do cancer.

Auto-suficiéncia para Resisténcia aos sinais
sinais de crescimento anti-proliferativos

Estresse

s Evasdo do sistema
energético

imune

Evasdo da Proliferacédo
apoptose ilimitada
lnstqbil.idade Promocgéo tumoral
gendmica por inflamagédo

Angiogénese Metastase
Fonte: Hanahan e Weinberg (2011), com algumas adaptacdes.

1.3.1 BIOREDUCAO
A reducdo de um elétron é catalisada por redutases como a NADPH-citocromo

P450 redutase, citocromo b5 redutase, xantina oxidoredutase e ubiquinona oxidoredutase
(CAVALCANTI, 2010). Nesta reacdo de um elétron, o substrato quinona é reduzido a
uma semiquinona instavel e reativa (Q7) e transfere elétron para o oxigénio, gerando um
superoxido (O27). O superdxido pode ser convertido em peroxido de hidrogénio (H202)
através da enzima superoxido dismutase (SOD). O radical (O27), por catalise com metais
de transicdo (reacdo de Fenton) ou por reagdo com H.O> (reacdo de Harber-Weiss), pode
gerar o radical hidroxila (OH") no interior da célula, e junto com os outros radicais, ser

responsavel pelo estresse oxidativo (SILVA et al., 2003).
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A reducdo via dois elétrons catalisada pela NAD(P)H/ dihidronicotinamida
ribosideo (NR): quinona oxidorredutase (NQO) produz hidroguinonas relativamente mais
estaveis, prevenindo a formacdo de semiquinonas intermediarias e de EROs (NIOI;
HAYES, 2004). NQO1 é uma dois-elétron redutase caracterizada pela sua capacidade
de utilizar NADH e NADPH como cofactor de redugdo. A NQO1 reduz quinonas para
hidroquinonas numa reacdo de dois passos (Figura 7), onde nem todas as hidroquinonas
sdo estaveis e, em alguns casos, pode produzir um produto mais ativo (ROSS et al., 2000).
Hidroquinonas podem sofrer auto-oxidagdo e formar novas semiquinonas, e gerar
espécies reativas de oxigénio (CADENAS, 1995). Além de causar estresse oxidativo,
através deste mecanismo, a reducdo do radical quinona podem produzir um composto que
é capaz de alquilar sitios nucledfilos por “alquilagdo biorredutiva”, processo responsavel
por formar a base para investigar NQO1 como agentes antitumorais (SARTORELLI,
1988). Assim, a reducdo catalizada por NQOs tem um papel pré6 e antioxidante
(detoxificagcdo) (CAVALCANTI, 2010).

Figura 7. Redugdo de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q-) e hidroquinonas (QHy).
Fonte: Moura (2008) e Ross et al. (2000), com algumas adaptacdes.
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O metabolismo do benzeno e da 1,4-benzoquinona é mostrado na Figura 8. O
benzeno € metabolizado no figado pelo citocromo P450 2Elpara o Oxido de benzeno
(LINDSEY et al., 2004). Uma proporcdo deste composto é entdo convertido para fenol
por um rearranjo ndo enzimatico. O fenol é posteriormente metabolizado para 1,4-
hidroquinona pelo citocromo P450 2E1. A 1,4-hidroquinona, em ultima analise, é
convertida por mieloperoxidases na medula Ossea para a semiquinona 1,4-
benzoquinona, a qual é transformada de volta para 1,4-hidroginona por hidroquinona-
NAD (P) H: quinona oxidorredutase 1 (NQO1).
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Figura 8. Esquema de metabolizacdo da 1,4 benzoquinona pela citocromo (P450 2E1), quinona
oxidoredutase (NQO1), mieloperoxidase (MPO). Fonte: Lindsey et al. (2004), com algumas adaptacdes.
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1.3.2 AGENTES INTERAGEM cOM DNA
As quinonas reduzidas apresentam citotoxicidade e causam morte celular por

produzir EROs e/ou por interagir diretamente com o DNA como agentes alquilantes,
intercalantes, cross-linking, inibidores de topoisomerase ou de outras enzimas essenciais
para duplicacdo do DNA e biossintese de nucleotideos, e fragmentando as bases
nitrogenadas (SALUSTIANO et al., 2010). Os danos celulares mais importantes
associados a producdo de EROs sdo os induzidos sobre o DNA (nuclear e
mitocondrial), sobre as membranas mitocondriais, que podem resultar na perda das
reservas de ATP, sobre fosfolipidios de membrana (peroxidacdo lipidica), e inativacdo de
proteinas (PELICANO et al., 2004).

Devido as baixas concentracbes de enzimas antioxidantes (SOD, glutationa
peroxidase, glutationa redutase e catalase) e aos baixos niveis de vitaminas antioxidantes (C
e E) (BEEVI et al., 2007), as células cancerosas estdo submetidas a niveis mais altos de
estresse oxidativo em relacdo as células ndo tumorais (PERVAIZ e CLEMENT, 2004).
Além do mais, a excessiva atividade mitocondrial da célula tumoral, cujo requerimento
elevado de ATP correlaciona-se com a elevada atividade metabdlica, persiste na geragdo
de EROs (PELICANO et al., 2004). No entanto, o elevado e persistente estresse oxidativo
(superproducdo de EROs) causado pelas quinonas e outras drogas antitumorais por
intermédio da producdo de radicais livres, além de outros mecanismos complementares,

tornam a célula cancerosa mais suscetivel a morte celular (KONG et al., 2000).
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Alteracbes minimas no balanco entre as enzimas responsaveis pela integridade

do DNA sdo suficientes para induzir a apoptose. Ressalta-se as antraciclinas —

doxorrubicina, daunomicina, aclarubicia, idarubicina — que atuam diretamente no DNA por

intercalacdo entre nucleotidios por meio de interagdes de Van der Waals e idnicas

(MOLONEY et al., 2001). Deste modo, a intercalacdo interfere nas funcGes normais do
DNA, bloqueando as polimerases e interferindo na sintese de proteinas.

Os agentes que funcionam como cross-linking ao DNA, ligam-se covalentemente

aos nucleotideos e provocam uma lesdo que envolve ambos filamentos (ha por¢éo intra e

inter) do DNA, impedindo a replicacdo e transcricdo (HLAVIN et al., 2010). Compostos

que causam quebra do DNA em sitios especificos também ganharam importancia no

estudo dos quimioterdpicos. Assim como as substancias que interferem nas enzimas

topoisomerases.

As topoisomerases sdo responsaveis por se ligarem as fitas de DNA e
induzirem clivagem para reduzir a tensdo no DNA, em virtude dos processos bioldgicos
de replicacdo, transcricdo, recombinacdo e segregacdo cromossdémica no ciclo celular
(OSHEROFF et al.,, 1991). O genoma humano codifica seis topoisomerases, e Sao
classificados como tipo a) Tipo I: cliva uma fita de DNA de cada vez (IA: Top 3a e
Top3p; IB: Top | e top 1mit); b) Tipo II: cliva ambas fitas de DNA (lI1A: Top 2a e Top 2p)
(WANG, 2009).

A Figura 9 ilustra o relaxamento do DNA mediado pela Top | por rotacéo
controlada. Em contraste com enzimas de tipo IA ou Il, a presente reacdo ndo requer
um cofactor de energia ou de metal divalente, pois Top | tende a se ligar ao DNA na
supertor¢do, conforme mostra a figura, e clivar por transesterificacdo, rodando por
rotacdo controlada (KOSTER et al., 2005). Os inibidores das topoisomerases podem
ser divididas em: estabilizadoras do complexo topoisomerase-DNA e inibidoras
cataliticas da topoisomerase (BASSI e PALITTI, 2000).

A Dox aumenta a formacdo do complexo de quebra da Top Il (FORTUNE e
OSHEROFF, 2000). Dox em baixas concentracdes € capaz de inibir a atividade catalitica
da Top Il sem reter complexos de clivagem, uma reagdo igualmente observada para os
intercalantes de DNA, que alteram a estrutura do DNA, impedindo assim a ligacéo de Top
Il com DNA (POMMIER et al., 2010).

Normalmente, essas topoisomerases ligam-se a0 DNA por uma supertorcdo ou

dobra topoldégica e permitem o funcionamento normal da transcrigdo, reparacao,
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replicacdo e estruturacdo do cromossomo (SILVA et al., 2003). Assim, as células se
dividem seguindo uma série de etapas ndo superpostas bem definidas (G1, S, G2 e M),
com a sintese de DNA e a mitose ocorrendo durante as fases S e M, sendo separadas por
intervalos denominados G1 e G2, com acUmulo continuo de RNAmM e proteinas
(MADDIKA et al., 2007). Qualquer dano ao DNA e/ou 0 mau funcionamento de outras
organelas ou estruturas importantes pode levar & parada do ciclo celular e ativacdo da

cascata apoptotica, levando a morte celular (SIEGEL, 2006).

Figura 9. Relaxamento de DNA causado por topoisomerase I. Fonte: Pommier et al. (2010).
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1.4 CICLO CELULAR

A divisdo celular é caracterizada pela fase de crescimento celular Gi, pela
duplicagdo gendmica S, pelo crescimento celular G2 e pela mitose M. As células que ndo
se encontram replicando (fase estacionaria Go) apresentam um contedo diploide de DNA
(2n). Durante a fase S, o material genético aumenta para 4n, e na fase seguinte, G2, ocorre
além da sintese de componentes para a mitose, como a producao do fuso mitético e em M
ha formacéo das duas células filhas cada uma com um contetdo 2n de DNA. (Figura 10).

Cada fase do ciclo celular contém pontos de verificagdo ou ponto de checagem
gue permitem pausar a progressao no ciclo celular e ativar mecanismos de reparo. Apds a
passagem por esses pontos, as células seguem irreversivelmente para a fase seguinte
(PARK; LEE, 2003). As células cancerosas, no entanto, permanecem indefinidamente no
ciclo celular, e além de ter os pontos de checagem ignorados, apresentam instabilidade
genética adicional e vantagens proliferativas comparadas as células normais (DONNICI et
al., 2005). Desta forma, os pontos de checagem do ciclo celular tém sido considerados
importantes alvos da quimioterapia do cancer tanto pela inducdo de apoptose mediada
pela ativacdo de pontos de checagem, quanto pela exploracdo da maior sensibilidade por

ocasido da perda funcional dos pontos de checagem (WALTON et al.,, 2010).
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Figura 10. Representacéo do ciclo celular e deteccdo pelo citdmetro do fluxo.
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Fonte: <http://www.flow-cytometry.us>.

As células cancerosas desregulam a liberacdo de sinais que controlam o ciclo celular
e adquirem capacidade de manter a sinalizacdo proliferativa de varias formas: a)
produzem ligantes para fatores de crescimento, que através da expressdo de receptores
cognatos, resulta em uma estimulagdo proliferativa autdcrina; b) estimulam as células
normais a suprir as células cancerosas com fatores de crescimento (BHOWMICK et
al., 2004; CHENG et al., 2008)

Muitos agentes quimioterapéuticos exercem seus efeitos citotdxicos através da
inducdo de apoptose pela ativacdo indireta de pontos de checagem (CAVALCANTI,
2010). Inclusive, a diferente composicdo dos agentes antitumorais que atuam nesses
pontos, a mudanga no tempo de exposicao e a concentragdo dos agente séo fatores capazes
de alterar as vias de parada do ciclo (SAVATIER et al., 2012). Doxorrubicina em
altas concentracfes permite a entrada rapida da molécula, atingindo primeiro o nucleo e,
em seguida, as mitocondrias, onde EROs sdo gerados. Em algumas horas ha a formacéo
de aductos entre Dox-DNA e blogueio da fase G2/M. Para doses intermédias, a entrada é
lenta e varias horas sdo necessarias para impedir a proliferacdo das células. Neste ultimo
caso, Dox ndo atinge as mitocondrias, favorecendo a poliploidia. Por fim, a morte celular
é adiada e avangado processo apoptotico aparece sete dias apds o tratamento (SAVATIER
etal., 2012).

1.5 APOPTOSE
As estratégias para célula maligna contornar o processo apoptético incluem a) a

perda da funcdo do gene supressor tumoral P53, que atua como um sensor de dano
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ao DNA e desencadeador de morte; b) elevacdo da expressdo de reguladores protéicos
anti-apoptoticos; ¢) aumento da expressdo de sinais de sobrevivéncia e proliferacdo; d)
reducdo de fatores pro- apoptoticos; e) interrupcao da via ligante induzida de morte celular
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). As celulas cancerosas sao submetidas a apoptose, no
entanto, durante tumorigénese ou terapia anticancer, desencadeada em resposta ao
estresse fisiologico, desequilibrios de cascatas intracitoplasméticas de sinalizagdo e por
danos causados ao DNA (LOWE et al., 2004).

Apoptose é um processo ativo, dependente de energia, induzido por estimulos
intracelulares ou extracelulares em que a célula sofre uma morte celular programada
(HUERTA et al.,, 2007). Capaz de expressar mudancas morfoldgicas, bioquimicas e
arquiteturais que incluem o encolhimento da membrana, formacdo de bolhas, perda
de aderéncia, condensacdo nuclear, fragmentacdo do DNA, formacdo de poros
mitocondriais, externalizacdo de fosfatidilserina, ativacdo das caspases e clivagem da
PARP (TAYLOR et al., 2008). Durante a apoptose as células também exibem rearranjos
na rede do citoesqueleto em que microtubulos, microfilamentos e seus associados (actina,
a gelsolina, a miosina, a tubulina e fodrina) sdo afetados pela acdo proteolitica mediada
por caspases (GERNER et al., 2000).

PARP-1 é uma enzima nuclear envolvida nos processos de reparacdo do DNA,
transcricdo, replicacdo, estabilidade genémica, e morte de células (D’AMOURS et al.,
1999; AME et al, 2004). Agentes de alquilacdo que causam danos ao DNA conduz a
ativacdo de PARP-1 e sintese de PAR- (ETHIER et al, 2007); e sua ativacdo esta
envolvida na regulacdo no processo de autofagia citoprotetora (MUNOZ-GAMEZ, 2009).

A necrose, por sua vez, € caracterizada por um aumento de volume celular e
mitocondrial, resultando em rompimento da membrana celular (SCHREK et al., 1980),
liberando substéncias pro-inflamatdrias para 0 microambiente tumoral, onde as células do
sistema imunoldgico sdo recrutadas e passam a favorecer a angiogénese, invasdo e
proliferacdo celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011). A Figura 11 ilustra as diferencas

morfoldgicas entre os dois tipos de morte celular.

De acordo com Danial e Korsmeyer, 2004, a maquinaria apoptética ¢ formada
por componentes reguladores e efetores. Os reguladores estdo divididos em dois circuitos
principais, um recebendo e processando 0s sinais induzidos extracelularmente e
integrando uma variedade de sinais de origem intracelular. A morte celular por apoptose

induzida pela via extrinseca (via do receptor de morte), iniciada pela ativacdo da
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caspase-8 iniciadora, envolve ligagdo de ligantes aos receptores de morte, resultando
um importante papel na homeostase tecidual. A morte celular por apoptose induzida
pela via intrinseca (via dependente da mitoc6ndria) é ativada na resposta a agravos
intracelulares, pela caspase-9 iniciadora. O resultado da ativacdo de uma ou de outra
via resultard no acionamento das caspases efetoras 3, 6 e 7, que dardo inicio a clivagem
de substratos celulares relacionados a apoptose (ADAMS e CORY, 2007).

Figura 11. Caracteristicas morfologicas da apoptose e necrose.
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Fonte: Grivicich et al. (2007), com algumas adaptaces.

Os ligantes especificos da via extrinseca sdo receptores tetraméricos dos tipos
Fas, TNFrl, DR4 e DR5, pertencentes a familia dos Receptores do Fator de Necrose
Tumoral contendo dominios de morte (Death Domain - DD). Ao entrar em contato com
ligante, os receptores sofrem mudanca conformacional, permitindo que seu dominio DD
fique disponivel para interagdo com os DDs do prodominio de caspases inciadoras 8 e 10.
O resultado dessa interacdo é a formacdo do receptor de sinal complexo DISC
(sinalizagdo complexa indutora de morte) que leva a agregacdo de procaspases-8 e -10,
gue ativadas, acionam a caspase-3 (GREEN et al.,, 2006). Esta via é controlada
negativamente pelas proteinas anti-apoptéticas e c-FLIP e XIAP que inibem a ativagdo de
caspase-8 e caspase-3, respectivamente (SCOTT et. al., 2009) (Figura 12).

Os estimulos intrinsecos de morte, EROs, compostos genotoxicos e mobilizagcdo
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de Ca®* ativam direta ou indiretamente a via mitocondrial através da inducdo de
libertacdo de citocromo c a partir da mitocondria e formacdo do apoptossomo,
composto por Apaf-1 e caspase-9. A Caspase-9 é ativada no apoptossomo e, por sua
vez, ativa a procaspase-3. Esta via de morte é controlada por proteinas pro-apoptéticas
(Bax, Bak, Bid e Smac / Diablo) e anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 e
XIAP). Caspase-8 também pode induzir a clivagem do Bid, que induz a translocacéo de
Bax e/ou Bak para a membrana mitocondrial e amplifica a via de apoptose mitocondrial
(LI-WEBER, 2013) (Figura 12).

Figura 12. Mecanismo de apoptose: via do receptor de morte (extrinseca) e via mitocOndrial
(intrinseca).
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Fonte: Huerta et al., 2007, com algumas adaptacdes.

A apoptose desencadeada transmite sinais liberados pelas caspases reguladoras e
efetoras que sdo contrabalancados por proteinas prd e anti-apoptéticas, membros da
familia Bcl-2. As proteinas Bcl-2, juntamente as Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1, A1, sdo inibidores
da apoptose, suprimindo as proteinas pro- apoptéticas (Bax e Bak); Bak é incorporada na
membrana mitocondrial externa. Quando aliviado a inibicdo pelos antiapoptoticos, Bax e
Bak perturbam a integridade da membrana mitocondrial externa e causam a libertacdo de
proteinas de sinalizacdo pro-apoptéticos (ADAMS e CORY, 2007).
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1.6 ONCOCALIXONA: QUINONA COM POTENCIAL QUIMIOTERAPICO
O estudo realizado por Moraes et al., 1997 com 72 plantas brasileiras,
objetivando avaliar a potencialidade de compostos naturais com propriedades antitumorais
in vivo, identificou que alguns extratos inibiram o crescimento tumoral, entre estes,
extratos obtidos da Auxemma oncocalyx TAUB. Esta planta medicinal popularmente
conhecida como “pau- branco”, “pau-branco-preto”, ou “louro-branco”, pertencente a
familia Boraginaceae, é encontrada na caatinga cearense na coroa de rios, riachos e pés-de-
serra (LORENZI, 1998).

Possui propriedades medicinais na sua casca, utilizada pela populagdo interiorana,
para cortes e feridas como cicatrizante; sua madeira é resistente ao ataque de fungos e
insetos; e seus ramos usados como forragem para o gado (LORENZI, 1998). Os
primeiros estudos quimicos com essa planta foram obtidos de extratos que a partir da
fracdo etandlica isolaram um f sistosterol, seu glicosideo, sete quinonas e duas antronas
hexahidrogenadas (PESSOA, 2000). Ao avaliar os efeito antiproliferativo in vitro,
Pessoa et al. (2000) descobriram 4 fitoquimicos potencialmente citotoxicos com valores
de Clso (concentracdo inibitdria média) menores que 10 pg/mL. Destes fitoquimicos,
apenas as oncocalyxonas A e C, ambas 1,4-antracenadionas originadas de A. oncocalyx.
Dentre as quinonas, identificou-se a oncocalixona A (rel-8a- hidroxi-5-hidroximetil- 2-
metoxi-8a,p-metil-7, 8, 8a, 9- tetahidro- 1,4-antracenadiona), Figura 13, que
apresentou maior potencial citotoxico (LEVYA et al., 2000; PESSOA et al, 2000).

Figura 13. Estrutura quimica da Oncocalixona-A.

Fonte: COSTA et al., 2012

Assim, os produtos naturais tém sido, ao longo dos tempos, uma importante
fonte para o desenvolvimento de novos farmacos (FERREIRA et al., 2009, 2010, 2011;
NEWMAN; CRAGG, 2013). Nesse contexto, as quinonas representam uma ampla e
variada familia de metabodlitos secundarios (MONKS et al., 1992; BARREIRO et al.,
1996; MARTINEZ; BENITO, 2005) com promissoras propriedades anticancer (PARDEE
et al ., 2002; ASCHE, 2005; HUANG et al., 2010), analgésica e antiinflamatoria (LINO
et al., FERREIRA et al., 2004), antiplaquetaria (FERREIRA et al., 1999), antimitética
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(COSTA-LOTUFO et al., 2002) e genotdxica (PESSOA et al., 2003). A molécula rel-
8a-hidroxi-5-hidroximetil- 2-metoxi- 8a,-metil-7, 8, 8a, 9- tetahidro- 1,4-antracenadiona
— Oncocalixona A — apresenta potencial citotoxico (LEVYA et al., 2000; PESSOA et
al, 2000), embora a sua atividade citotdxica permaneca obscura em muitos dos
aspectos bioquimicos e moleculares, assim como das quinonas em geral (ASCHE,
2005). Portanto, este trabalho teve como objetivo estudar o mecanismo citotoxico da

Onco-A usando células leucémicas da linhagem HL-60 como modelo experimental.



38

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Determinar 0 mecanismo citotdxico da Oncocalixona A (Onco-A) em

celulas leucémicas da linhagem HL-60.

2.2 ESPECIFICOS
- Avaliar a atividade citotoxica da Onco-A em células mononucleadas isoladas de
sangue periféerico humano e em eritrocitos usando o ensaio do MTT e hemolise,

respectivamente;

- Analisar alteracdes bioquimicas e morfoldgicas das células leucémicas tratadas com Onco-
A por métodos de microscopia Otica e citometria de fluxo (viabilidade celular,
integridade de membrana, contetdo de DNA nuclear, externalizacdo da fosfatidilserina,

geracdo de espécies reativas de oxigénio e ativacdo de caspases);
- Avaliar o potencial genotdxico da Onco-A usando o ensaio do Cometa;

- Estudar a interacdio da Onco-A com enzimas da classe das topoisomerases.
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3 MATERIAISE METODOS

3.1 MATERIAIS UTILIZADOS
As especificacdes dos equipamentos e das solugdes utilizadas, com respectivos fabricantes
e descricOes, estdo detalhadas abaixo:

EQUIPAMENTOS

Agitador de placa (MLW Modelo Thys2);

Balanca analitica (GEHAKA AG200);

Banho-Maria (MOD. 105 DI DELLTA);

Centrifuga Excelsa Baby (I FANEN Modelo 206);

Centrifuga de placas Eppendorf (Centrifuge 5403);

Centrifuga de laminas (Shandon Southern Cytospin);

Citometro de fluxo (Guava EasyCyte Mini);

Cuba de eletroforese horizontal (BioRad);

Espectrofotdmetro de placas (DTX 880, Beckman Coulter);

Estufa de secagem e esterilizagdo (FANEM, MOD. 315SE);

Fluxo laminar (VECO);

HTS (High Throuput Screening, BIOMECK 3000, Beckman Coulter);
Incubadora de células (CO2 Water-Jacket Incubator, NUAIRE TS Autoflow);
Microscépio de fluorescéncia (Olympus Modelo BX41);

Microscopio optico (Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab);
Microscopio Optico de inversdo (Nikon Diaphot);

pHmetro (Micronal B474).

SOLUCOES E REAGENTES

Acido acético P.A. (MERCK);

Acido cloridrico 0,1 N (VETEC);

Agarose de baixo ponto de fuséo (Invitrogen);

Agarose de ponto de fusdo normal (Invitrogen);

Alcool etilico P.A. (VETEC);

Azul de tripan 10% (Sigma);

Balsamo do Canadj;

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5difeniltetrazolio (SIGMA);



Brometo de etideo (SIGMA); DMSO (VETEC);
Doxorrubicina (ZODIAC);

EDTA (PROQUIMICOS);

Fitohemaglutinina (CULTILAB);

Formaldeido (VETEC);

Hidroxido de Sédio (VETEC);

Histopaque Ficoll-Hypaque (Sigma);

lodeto de propideo (SIGMA);

Kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories);

Laranja de acridina (FLUKA);

May-Grunwald (Sigma);

Meio de cultura celular RPMI 1640 (CULTILAB);

Metanol P.A. (MERCK);

N-acetil-L-cisteina (SIGMA);

NaOH 10M (VETEC);

Penicilina-estreptomicina (CULTILAB);

Peroxido de Hidrogénio (VETEC);

Rodamina 123 (SIGMA);

RIPA Lysi Buffer (Santa Cruz);

Solucdo de Azul de Tripan a 4% em &gua destilada (SIGMA);
Solucéo de Giemsa a 5% em tampao fosfato (PBS) (SIGMA);
Solucéo de KCI 0,075 M em &gua destilada (LABSYNTH);
Solucgdo de Triton X-100 a 1% (Vetec);

Solucéo salina 0,9% (LABSYNTH);

Solugéo tampado fosfato pH 6,8 (NaHPO4.7H20 + NaHPO4.H20, LABSYNTH);
Soro fetal bovino (CULTILAB);

Tripsina 0,25% (CULTILAB);

Tris (PROQUIMICOS);

Xilol.

PROGRAMAS
Guava Expresse Plus;

ModFit LT 3.3;

40
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Vantage Point;
Prisma 5.0 GraphPad Software;
AXxio Vision Release 4.8 (06-
2009); FlowJo_V10.

3.2 MODELOS BIoLOGICOS

3.2.1 OBTENGAO DAS LINHAGENS TUMORAIS E CULTIVO
As linhagens tumorais utilizadas sdo de origem humana e foram cedidas pelo

Instituto Nacional do Cancer (Bethesda, MD, Estados Unidos). Para tanto, as células
de leucemia promielocitica (HL-60), carcinoma de ovario (OVCAR-8), glioblastoma (SF-
295) e carcinoma de colon (HCT-116) foram manuseadas em ambiente estéril e mantidas
a 37°C e 5% de CO2 com meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibidticos (100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina). As
linhagens aderidas (OVCAR-8, SF-295, HCT-116) foram acrescidas de tripsina

(0,25%) antes de cada manutencédo e contagem.

3.2.2 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir

de sangue periférico de voluntarios humanos sadios, ndo fumantes, com idade entre 18 e 35
anos e que ndo estavam em nenhum tipo de tratamento farmacolédgico nos altimos 15 dias
antes da coleta (RIBEIRO et al., 2003) em frascos heparinizados. Apos a coleta, 3mL de
sangue foram diluidos em 5mL de PBS, depositados sobre 2mL de Histopaque (Ficoll-
Hypaque) e centrifugadas (1500rpm por 30min) para separacdo por gradiente de
densidade. A solucdo foi separada em trés camadas visiveis — uma superior contendo
soro, uma intermediaria com CMSP e Histopaque e uma inferior com hemaécias. A
regido intermediaria foi removida, lavada duas vezes com PBS (1000rpm por 20min) e
ressuspendida em meio de cultura RPMI- 1640, suplementado com 20% de soro fetal

bovino, 1% de antibi6ticos e fitohemaglutinina (2 a 4%).

3.2.3 OBTENCAO DE ERITROCITOS
As hemacias foram obtidas a partir de sangue periférico de voluntarios humanos

saudaveis em frascos heparinizados. Apos a coleta, 5SmL de sangue foram diluidos em 1:30
de solucdo salina (NaCl 0,85% + CaCl> 10 mM) e lavados 3 vezes na mesma solugédo
apos a centrifugacdo (1500rpm por 5 min) para obtencdo de uma suspensdo de

eritrécitos a 2%. Todos os protocolos seguiram os padrdes nacionais (Resolugdo 196/96 do
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Conselho Nacional de Saude) e internacionais (Declaracdo de Helsinque de 1975) de

pesquisa com seres humanos.

3.2.4 ISOLAMENTO DA ONCOCALIXONA A
A Oncocalixona A (rel-8a-hydroxy-5-hydroxymethyl- 2-me thoxy-8a,3-methyl-7,

8, 8a, 9- t et rahydro- 1,4-anthracenedione) foi isolada por cromatografia do cerne do
caule da Auxemma oncocalyx coletada em junho de 2005 em Petencoste, Ceard (COSTA
et al., 2012). A planta foi identificada pelo prof. Edson P. Nunes e depositada no Herbario
Prisco Bezerra na Escola de Agronomia do Ceara, na Universidade Federal do Ceara (No.
18459).

A preparacdo do extrato, 0 método de isolamento e caracterizagdo quimica foram
descritas por Pessoa et al. (1993, 1995). Em resumo, quinonas terpenoidicas isoladas
do extrato etandlico por cromatografia gravitacional e gel de silica foram identificadas por
espectometria de massa, infravermelho, ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono 13. Dentre os compostos, o sélido amorfo de coloragdo vinho, responsavel pela
cor escura do cerne do caule da Auxemma oncocalyx, identificada como para-
benzoquinona foi denominada de oncocalixona A (Onco A). A profa. Dra. Otilia
Deusdénia Loiola Pessoa do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceard cedeu 30 mg do composto para a investigacao

farmacoldgica.

3.3 METODOS

3.3.1 EsTuDO DE CITOTOXICIDADE
O potencial antiproliferativo foi avaliado pelo ensaio colorimétrico denominado

MTT, que consiste na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de
tetrazolio (MTT), hidrossoltvel e de cor amarela, em cristais de formazan, de cor azul
escura € ndo soltveis em agua (MOSMANN, 1983). A enzima succinato desidrogenase,
ativa nas mitocondrias de células metabolicamente viaveis, é responsavel pela conversdo
deste sal em formazan. Destarte, o teste de MTT ¢é utilizado para analise indireta da
viabilidade celular nos estudos de citotoxicidade (BERRIDGE, 1996).
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células da linhagem HL-60 foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades
numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, enquanto as células aderidas OVCAR-8, SF-
295, HCT- 116 e CMSP foram plaqueadas nas concentragdes de 0,5x10° 0,1x10°,
0,7x10° e 4x10° células/mL, respectivamente. A Onco-A, previamente dissolvida em
DMSO, foi incubada por 24 h (HL-60), 48 h (CMSP) e 72 h (CMSP, OVCAR-8, SF-295,
HCT-116) (0,3 - 16,5 uM). A doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo
(0,01 — 8,6 uM). Apo6s um periodo de incubacdo de 69 h, as placas foram retiradas e
centrifugadas a 1500 rpm/15 min. O sobrenadante foi aspirado e foram adicionados 200
pL de solugdo de MTT 10 % em RPMI 1640, sendo a placa colocada na estufa a 5 % de
CO2 por 3 h. Em seguida, as placas foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi
aspirado e o precipitado foi ressuspendido em 150 uL de DMSO e agitado por 10
min até completa dissolucdo dos cristais de sal de formazan. Por fim, as placas foram
lidas em espectrofotdmetro (DTX 880, Beckman Coulter) a um comprimento de onda de
595 nm para quantificar o sal reduzido nas células metabolicamente viaveis.

ANALISE DOS DADOS

A substancia foi testada em diluicdo seriada e em duplicata. Os valores de Clso
(concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50 % do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianga (IC 95 %) foram calculados a partir de regressao

(Prisma versdo 5.0, GraphPad Software).

3.3.2 ESTUDO DA ATIVIDADE HEMOLITICA EM ERITROCITOS HUMANOS NO

TRATAMENTO COM ONCO-A

O estudo da atividade hemolitica permite avaliar o potencial do composto em
causar danos diretos & membrana plasmatica da célula (BERLINCK et al., 1996).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Os ensaios foram realizados em multiplacas com 96 cavidades, onde cada pogo da

12 coluna recebeu 100 pL da solugdo salina (NaCl 0,85% + CaCl, 10mM); na 22
coluna os pocos foram acrescidos de 90 pL solucdo salina e 10 uL de DMSO 10%;
na 32 coluna adicionou-se 60 pL de solucdo salina e 40 pL Triton X-100 0,5% (controle
positivo); da 4% até 112 coluna, os pogos receberam 100 pL da solucdo salina. A 122
coluna recebeu 180 pL de solugéo salina e 20 puL de Onco-A. A diluicdo seriada foi feita

da 122 a 42 coluna, retirando 100 pL da solugdo do poco anterior e transferindo para o
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seguinte, de modo que as concentragdes foram sempre diluidas pela metade, (1,3 a 330
uM) Em seguida, 100 L da suspensdo de eritrécitos foram adicionadas em todos os
pocos. As placas permaneceram sob agitacdo constante por 4h a temperatura ambiente.
Apds esse periodo, as placas foram centrifugadas (1500 rpm por 10min.) e o
sobrenadante transferido para outra placa para a leitura da absorbancia da hemoglobina
no espectrofotdmetro de placas (DTX 880, Beckman Coulter) a 540 nm.

ANALISE DOS DADOS

A substancia foi testada em diluicdo seriada e em duplicata. O valor de CEsp
(concentracdo media capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seu respectivo intervalo
de confianca (IC 95 %) foi calculado a partir de regressdo nao-linear (Prisma versao 5.0,
GraphPad Software).

3.3.3 ESTUDOS DE MECANISMO DE AGAO IN VITRO
Os estudos de mecanismo de acdo foram realizados na linhagem HL-60, como

modelo experimental (COSTA et al., 2008; FERREIRA et al., 2010). As células HL-60
foram distribuidas em placas de 24 pogos e incubadas com Onco-A (8, 16,5 e 33uM)
durante 24 h. Dox (0,5 uM) foi usada como controle positivo em todos 0s experimentos e 0
veiculo (DMSO 0,1%) usado para dissolver a substancia, como controle negativo. Outro
tipo de tratamento também realizado na HL-60 foi a incubacdo com N-acetil-L-cisteina (5
mM) por 1 h. Depois de lavadas com meio RPMI, Onco-A (8, 16,5 e 33uM) foi adicionada
por um periodo de 24 h. As concentracdes utilizadas foram estimadas a partir dos valores
de Clso encontrados pelo método do MTT para esta mesma linhagem celular para o
periodo de 24 h de exposicao.

Para aqueles experimentos realizados por citometria de fluxo (Guava EasyCyte
Mine®, Guava Express Plus software), um total de cinco mil eventos foram
contabilizados em cada experimento e os debris celulares foram omitidos das analises. A
citometria de fluxo (EasyCyte, Guava Technologies®) é capaz de comparar populacdes
de células quanto as caracteristicas de tamanho e de granulosidade (relativo a organelas,
vacuolos, etc) usando um laser de argdnio (488nm). A partir desta ferramenta, pode-se
delimitar a regido (atraves de um gate) que compreende a populacdo de células normais

realizando a contagem da populacéo de interesse.
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3.3.3.1 DETERMINAGAO DA VIABILIDADE CELULAR EM HL-60 NO TRATAMENTO COM
ONco-A
A viabilidade celular foi avaliada por dois experimentos: teste de exclusdo pelo

Azul de Tripan e andlise da integridade da membrana plasmatica com iodeto de
propideo por citometria de fluxo. Ambos experimentos consistem em diferenciar e
quantificar as células viaveis das ndo vidveis através da permeabilidade da membrana.
Assim como o Azul do Tripan, o iodeto de propideo (IP) é hidrofilico e possui a
capacidade de ligar-se ao DNA das células cuja membrana esteja rompida.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Um segundo tipo de tratamento também foi realizado com as células
leucémicas. Realizou-se a incubacdo com N-acetil-L-cisteina (5mM) por 1 h e, depois
de lavadas com meio RPMI, Onco-A foi adicionada (8, 16,5 e 33uM) por 24 h. Apo6s
os tratamentos, as células foram centrifugadas (1500rpm por 5 min), o sobrenadante
descartado e resuspendidas em 20 uL de PBS. Foram retirados 90 uL da suspensdo de
células e adicionados a 10 pL do azul de tripan 0,4%. As células viaveis e ndo viaveis
foram diferenciadas e contadas na camara de Newbauer pelo microscépio Optico. Para
andlise no citdmetro de fluxo, 50uL de células foram diluidas em 100uL de iodeto de
propideo (50 pg/mL em PBS) e incubadas no escuro por 5 min a temperatura ambiente.

ANALISE DOS DADOS
Os dados foram expressos como média + D.P.M. de experimentos independentes (n

= 3). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por
Teste de Dunnet com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versdo 5.0,
GraphPad Software).

3.3.3.2 ANALISE MORFOLOGICA DA HL-60 NO TRATAMENTO cOM ONCO-
A ANALISE MORFOLOGICA POR MAY-GRUNWALD-GIEMSA

A analise da morfologia célular, para avaliar sua integridade nuclear e
citoplasmaética, foi realizada pela coloracdo de May-Grunwald-Giemsa, que consiste
em uma mistura de corantes com caracteristicas neutras, dependentes do pH da solugéo
(SIGMA, procedimento n°GS-10). Essa coloragdo possui azul de metileno (corante

bésico), eosina (corante acido), responsaveis por deixar o nucleo em diversos tons de
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plrpura, e o citoplasma nos de azul a cor-de-rosa claro.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apos o tratamento, 50 pL da suspensdo de celulas foram adicionadas a centrifuga
de lamina (cytospin). Depois de aderidas as laminas, a fixacdo foi feita com metanol
durante 1 min e a coloracdo por May-Grunwald por 10 s, seguida pelo Giemsa, 10 s.

Depois de secas, as laminas foram fixadas e montadas com balsamo do Canada.

ANALISE DOS DADOS

As caracteristicas morfoldgicas de cada tratamento foram comparadas ao
controle negativo. O registro das alteracdes celulares foi feito por fotografia em
microscopia Optica utilizando o programa Axio Vision Release 4.8 (06-2009) e por meio da

criacdo de graficos no programa FlowJo V10.

3.3.3.3 ANALISE MORFOLOGICA POR BROMETO DE ETIDIO/LARANJA DE ACRIDINA
A analise da morfologia celular para diferenciar células viaveis das que estdo

em processo de apoptose e necrose foi realizada pela coloragdo com Brometo de
Etidio/Laranja de Acridina (BE/LA). Este método consiste em identificar a
fluorescéncia emitida pelas células de acordo com estado de sua membrana (MCGAHON
et al.,1995).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
Apo0s o tratamento, acrescentou-se 1 uL da solugdo de BE/LA (1:1) e uma aliquota

foi retirada analise no microscépio de fluorescéncia.

ANALISE DOS DADOS

Para a quantificacdo percentual de cada evento celular (vidveis, necréticas e
apoptoticas), foram contadas 300 células de cada amostra e montadas em laminas que
foram fotografadas para o registro visual de possiveis alteragbes. Os dados foram
expressos como média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). Para
verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes grupos, os dados
foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por Teste de Dunnet com

nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versdo 5.0, GraphPad Software).



47

3.3.3.4 ESTUDOS DOS EFEITOS DA ONCO-A SOBRE A EXTERNALIZAGCAO
DA FOSFATIDILSERINA EM CELULAS HL-60
O estudo sobre a externalizacdo da fosfatildiserina (PS), um fosfolipidio exposto

durante a fragmentacdo da membrana, foi realizado no citdmetro de fluxo a partir da
fluorescéncia emitida pelo 7-Amino-Actinomicina-D (7-AAD e pela fluoresceina (FITC)
conjugada a anexina V. Este experimento se baseia na afinidade existente entre a Anexina
V, uma proteina calcio-dependente, que se liga a PS externalizada na célula em apoptose
(KRYSKO et al., 2008).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Apo6s o tratamento, 100 puL da suspensdo celular foi transferida para um tubo
eppendorf, adicionada 100 uL do reagente contendo anexina V-FITC e 7-AAD, incubada
na auséncia de luz a temperatura ambiente por 20 min. As células em apoptose
inicial sdo marcadas exclusivamente pela anexina V, cuja deteccdo se da pela alta
fluorescéncia amarela (583 nm) emitida com a ligacdo covalente da anexina V conjugada
com ficoeritrina com a PS. A contra coloracéo para deteccdo de células em apoptose tardia
e necrose é realizada com 7- AAD, reagente hidrofilico, capaz de se ligar ao DNA das
células que tiverem danos na membrana plasmatica emitindo, entdo, alta fluorescéncia

vermelha quando excitado pelo laser de argonio (680 nm).

ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos como média = D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por
Teste de Dunnet com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versdo 5.0,
GraphPad Software).

3.3.3.5 ATIVACAO DE CASPASES
Este estudo consistiu em quantificar caspases ativadas apos 24 h de tratamento com

a Onco-A. A avaliacdo das caspases foi determinada no citbmetro de fluxo a partir da
fluorescéncia emitida pelo iodeto de propidio e FAM (para as caspases -8, -9) e FLICA
(para as caspases -3 e -7), um inibidor de caspases que se liga covalentemente ao sitio

catalitico da caspase ativada e atravessa facilmente a membrana plasmatica. Desta forma,
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células com a coloracdo negativa para FLICATM e IP sdo consideradas viaveis, células
FLICATM (+) e IP (-) sdo apoptoéticas iniciais, células FLICATM (+) e IP (+) sédo

apoptaticas tardias e FLICATM (-) e IP (+) sdo células necrdticas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para a deteccdo das caspases, apds o tratamento 90 pL da suspensdo celular foi
transferida para um tubo eppendorf, acrescidas de 10 pL de FLICA 10X. Em seguida,
as celulas foram incubadas por 1 h a 37 °C, 5 % de CO2, homogeneizadas a cada 20 min.
Depois de retiradas da estufa, foi acrescida 80 puL de tampao de lavagem e centrifugadas a
2000 rpm por 5 min. Depois de descartado o sobrenadante, o precipitado foi
ressuspendido em uma solucdo de IP (1:200 Tampdo de lavagem 1x) e analisado no

citbmetro de fluxo.

ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos como média + D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por
Teste de Dunnet com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versdo 5.0,
GraphPad Software).

3.3.3.6 POTENCIAL TRANSMEMBRANICO DA MITOCONDRIA
A mitocOndria estd envolvida na ativacdo da apoptose. A membrana externa da

mitocondria se rompe, formando poros que liberam citocromo ¢, o qual contribui para
0 desdobramento de rotas apoptoticas. Através destes poros forma-se um efluxo de ions
H*, induzindo uma alteracdo do potencial transmembranico mitocondrial (CURY-
BOAVENTURA et al., 2004).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliacdo do potencial transmembranico, apés o tratamento, 50 pL da
suspensdo celular foi transferida para um tubo eppendorf, acrescidas de 200uL de solugéo
de rodamina 123 (1 pg/mL em PBS), foi incubada por 15 minutos a 37°C na auséncia de
luz. Em seguida, as células foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 min, o sobrenadante
descartado e o precipitado foi ressuspendido em 100 uL PBS, incubados por 30 minutos
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na auséncia de luz, para anélise no citdmetro de fluxo (MILITAO et al., 2006).

ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos como média + D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por
Teste de Dunnet com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versédo 5.0,
GraphPad Software).

3.3.3.7 ESTUDO DA PROGRESSAO DO CiCLO CELULAR
O estudo do ciclo celular foi avaliado pela fluorescéncia emitida por iodeto de

propideo através do citdmetro de fluxo. Esta andlise consiste na capacidade que o iodeto
de propideo tem de intercalar ao DNA exposto com a fragmentacdo da membrana
plasmaética, e emitir fluorescéncia para que o software quantifigue o material genético
inerente a cada fase do crescimento celular (CIBAS, 1995). Destarte, a reacdo que ocorre
na célula provoca mudancas na sua morfologia e estrutura, captadas pelo desvio do
feixe de luz emitido pelo citbmetro, que acoplado ao programa avalia as caracteristicas
celulares (SHAPIRO, 2003).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Antes do tratamento com Onco-A, foi feito um segundo tipo de ensaio para elucidar
a atividade farmacol6gica da Onco-A com NAC sobre o ciclo celular. Para tanto, as células
HL- 60 foram pré-tratadas com NAC (4 mM) por 1 h, lavadas com RPMI e incubadas
com Onco- A por 24 h para posterior avaliacdo no citdmetro. Apds os tratamentos, uma
aliquota de 50uL de suspensdo de células foram incubadas com 50uL da solugdo de lise
(0,1% de citrato de sddio, 0,1 % de triton X-100 e 2ug/mL IP) na auséncia de luz e a
37°C por 30 min para anélise no citdmetro de fluxo (MILITAO et al., 2006; FERREIRA
et al., 2010).

ANALISE DOS DADOS

Os dados foram analisados com o programa ModFit LT 3.1 software (Verity
software house) para o calculo do percentual de células nas fases Go/G1, S, G2/M e DNA
subdipléide (fragmentado). Os dados foram expressos como média = D.P.M. de

experimentos independentes (n = 3). Para verificagdo da ocorréncia de diferengas
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significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA), seguida por Teste de Dunnet com nivel de significancia de 5% (p <
0,05) (Prisma versdo 5.0, GraphPad Software).

3.3.3.8 DETERMINACAO DA GERAGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
INTRACELULAR NO TRATAMENTO COM ONCO-A EM HL-60
As espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas intracelularmente foram

avaliadas por citometria de fluxo a partir da fluorescéncia emitida pelo diclorofluoresceina
(DCF), que é formado somente na presenca de EROS e diacetato 2°7’-
diclorohidrofluoresceina (H.-DCF- DA). Este experimento consiste em incubar as células
tratadas com H>-DCF-DA, um composto fotossensivel facilmente hidrolisado por
esterases intracelulares, capaz de gerar um composto altamente fluorescente (DCF)
qguando oxidado. A intensidade de fluorescéncia do DCF é proporcional a quantidade de
EROs formadas intracelularmente (LEBEL et al., 1992).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 6 pogos e incubadas com Onco-A
(8 e 16,5 uM) por 1 e 3 h. Peroxido de hidrogénio (100 uM) foi utilizado como controle
positivo e o veiculo (DMSO 0,1%) usado para dissolver as substancias como controle
negativo. Para avaliacdo de EROs apds o tratamento, as células foram incubadas com 20
uM de H>-DCF-DA por 30 minnutos na auséncia de luz a 37°C. Em seguida, as células
foram centrifugadas duas vezes (1500rpm por 5 min) e ressuspendidas em tampdo PBS e

analisadas por citometria de fluxo.

ANALISE DOS DADOS

Os dados foram expressos como média £ D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA), seguida por
Teste de Dunnet com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versdo 5.0,
GraphPad Software).

3.3.4 ESTUDO PROTEOMICO DA VIA APOPTOTICA NO TRATAMENTO cOM ONCO-A EM HL-
60
O estudo das proteinas da via apoptética no tratamento com Onco-A em HL-60
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foi realizado por imunoblotting, um tipo de ensaio que consiste na interagdo antigeno-
anticorpo e proteinas sdo separadas por eletroforese de acordo com o seu tamanho,
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e detectadas de modo colorimétrico
(TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). A fim de detectar as proteinas envolvidas
na via de sinalizacdo celular, utilizou-se o anticorpo para caspase 8, caspase 9, beta
actina e PARP.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As células HL-60 foram distribuidas em placas de 6 pocos e incubadas com
Onco-A por 24 h na concentracdo de 16,5 puM. As células foram centrifugadas para
retirar o meio remanescente, lavadas com PBS, o sobrenadante foi descartado e ao
pellet foi acrescido solugdo RIPA (1 mL para cada 10’ células), deixando no gelo por 1 h e
30 min e sonicando a cada 20 min. Depois, a amostra centrifugada a 1300 rpm por 10 min.
a 4°C e o sobrenadante foi armazenado a -20°C para uso posterior.

O extrato de proteinas foi quantificado pelo kit DC Protein Assay (BioRad
Laboratories) em placa de 96 pocos usando uma curva de BSA
(Bovine Serum Albumin), onde o RIPA foi utilizado como branco experimental. Como
descrito pelo fabricante, 5 pL de cada amostra foi adicionada a 25 pL do reagente A’ (20
puL do reagente S para 1 mL do reagente A) e 200 uL do reagente B. Depois de incubadas
por 10 min sob agitacdo, as amostras foram lidas a 620 nm. A concentracdo foi obtida pela
regressao linear da curva obtida do gréafico de absorbancia vs. quantidade de proteinas. Em
seguinda, as amostras coradas com tampdo Blue Juice 5X foram aplicadas no gel
de resolucdo de poliacrilamida descontinuo 12,5% (Tris-HCL 1,5 M, pH 8,8) e gel de
concentracdo de poliacrilamida 5% (Tris-HCL 0,5M, pH 6,8) usando um sistema de
eletroforese vertical (Biorad). A corrida eletroforética foi realizada em 100V e
amperagem livre por 2 h. Depois de separadas, as proteinas foram transferidas para
membrana de PVDF pelo modo de imersdo a voltagem livre e 400 mA por 1h e 30 min a
4°C.

Depois de transferida, a membrana foi blogueada por 1 h com leite desnatado em
3%, incubada com anticorpo primério diluido em BSA 5% sob agitacdo constante a 4°C e
incubada com anticorpo secundario diluido em leite desnatado 5% por 2 h sob agitacao.
No intervalo entre cada uma das incubacbes, as membranas foram lavadas com TBS-
Tween 0,05%, por 10 min., repetido trés vezes e uma vez em TBS. A Ultima lavagem

foi seguida pelo tampdo de revelagdo até a indicacdo colorimétrica desejada e, logo
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depois, lavada em &gua destilada.
Os anticorpos primarios utilizados foram: Caspase-8, caspase-8 clivada, caspase-
9, caspase-9 clivada, PARP, PARP clivado (Asp214) e p-actina (Cell Signaling
Technologogy). Os anticorpos secundarios utilizados foram: anti-mouse 1Gg para caspase-

8, caspase-8 clivada e B-actina. Para os demais, foram usados anti-rabbit 1Gg.

ANALISE DOS DADOS

As imagens das membranas foram registradas pelo captador de imagem
ImageQuant 300 (GE Healthcare).

3.3.5 AVALIAGAO DO POTENCIAL GENOTOXICO EM CELULAS LEUCEMICAS
O potencial genotdxico foi avaliado pela fluorescéncia emitida pelo brometo de

etidio visualizada em microscépio de fluorescéncia, apds o tratamento com a Onco-A
e corrida eletroforética pelo teste de cometa, também conhecido com Single-Cell Gel
Electrophoresis (SCGE) (SINGH et al., 1988). Esta analise consiste na capacidade de
detectar quebras simples e duplas em moléculas de DNA induzidas por compostos com
potencial genotdxico, tais como agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes
(FAIRBAIRN et al., 1995; ANDERSON et al., 1994; SILVA et al., 2003).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Além do grupo de células HL-60 incubadas com Onco-A por 24 h (8, 16,5 e
33uM), outro grupo também foi tratado previamente com NAC (4 mM) por 1 h, lavadas
com RPMI e entdo, incubadas com Onco-A por 24 h. Apds os tratamentos, uma
aliquota de 50 pL de suspensdo de células tratada e foram dissolvidos em agarose de baixo
ponto de fusdo (1,5%) a 37°C e imediatamente espalhada sobre uma lamina pré-tratada
com agarose a ponto de fusdo normal (0,5%). Em seguida, as laminas foram cobertas
com laminulas para uniformizar a distribuicdo do material na ld&mina e mantidas a 4°C
para solidificacdo da agarose.

Apos a solidificacdo da agarose, a laminula foi retirada e as laminas imersas em
uma solucdo de lise (5 M NaCl, 100 mL EDTA, 10mM Tris, 1% N-Lauroyl sarcosine,
1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10,0) a 4°C por 1 h. Em seguida, elas foram imersas
na solugéo de neutralizagdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 min. Posteriormente, as laminas
foram dispostas na cuba de eletroforese, preenchida com solugdo alcalina (1 mM

Na;EDTA, 300 mM NaOH, pH > 13,0) a 4°C. As laminas permaneceram em repouso por
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20 min para permitir o relaxamento do DNA e a conversdo de sitios alcali-labeis em
quebra de fitas simples e duplas. ApOs a eletroforese em ambiente de baixa
luminosidade a 25 V e 300 mA (0,5 V/cm), as laminas foram novamente neutralizadas

por 5 min e fixadas em etanol a 100%.

Figura 14. Padrdo de escores determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do DNA apés
eletroforese para o ensaio cometa.

Fonte: CAVALCANTI, 2010.

Para analise, as laminas foram coradas com 50 uL de solucdo de brometo de etidio
(20pg/mL) e analisadas em microscopio de fluorescéncia. A analise foi realizada de acordo
com o padrdo de escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda
do cometa (Figura 14), sendo indicado o escore atribuido a cada cometa de acordo com o
dano ao DNA: 0 = sem danos ao DNA, portanto, sem cauda (< 5 %); 1 = baixo nivel de
danos, com a cauda menor que o didmetro da cabeca (5-20 %); 2 = médio nivel de danos,
com a cauda representando 1-2 vezes o diametro da cabeca (20-40 %); 3 = alto nivel de
danos, com a cauda representando mais de 2 vezes o didmetro da cabeca (40-95 %); 4 = dano
total (> 95 %) (HARTMANN & SPEIT, 1997).

ANALISE DOS DADOS

Foram contados 50 cometas/lamina e classificados dentre as cinco categorias (0, 1,
2, 3e4) que representam a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de

dano sofrido pela célula. O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula: ID =

Zni x1,ondenj é o ndmero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4).
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Os dados foram expressos como média + E.P.M. de experimentos independentes (n = 3).
Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes grupos, 0s
dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA), seguida por Teste de Dunnet

com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Prisma versao 5.0, GraphPad Software).

3.3.6 AVALIACAO DA ONCO-A SOBRE AS ENZIMAS TOPOISOMERASE | E II.

O ensaio de relaxamento do DNA foi avaliado pela fluorescéncia emitida por
brometo de etidio apds o tratamento com a Onco-A e enzimas topoisomerase | e Il (Top |
e Top Il — Drug Screening Kit, TopoGEN, Inc., Columbus, USA), que promovem o
relaxamento de DNA super-enovelado, o qual apresenta padrdo de corrida eletroforética
diferenciado. Esta andlise consiste na capacidade de detectar o potencial inibitorio do

composto sobre a atividade catalitica dessas enzimas.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no laboratério de Farmacologia Molecular chefiado
pelo Prof. Dr. Yves Pommier do Instituto Nacional do Céancer (Bethesda, Estados
Unidos). Um microlitro (250 ng) de DNA plasmidial superhelicoidizado (pRYG, uma
derivacdo do pU 19) foi incubado com Top I e Il (4 U) a 37 °C por 30 min no tampéo de
relaxamento (Tampédo Tris-HCI 10 mM, pH 7,9, EDTA 1 mM, NaCl 0,15 M, BSA 0,1
%, espermidina, 0,1 mM e glicerol 5 %) na presenca de 0,1; 1,0; 10 e 100 uM da Onco-
A para um volume final de 20 uL. Camptotecina (CPT; 1 uM) e Etoposideo (VP-16; 100
uM) foram usados como controle positivo para Top | e Il, respectivamente. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 2 uL de SDS 10 % (para facilitar o bloqueio da enzima no
complexo de clivagem) e 50 pg/mL de proteinase K (para digerir ligacGes protéicas).
Em seguida, as amostras foram misturadas ao tampdo de amostra contendo o corante
azul de bromofenol (0,25%). As amostras foram, entdo, aplicadas no gel de agarose 1%

e a corrida eletroforética foi realizada a 80 V por 120 min a temperatura ambiente.

ANALISE DOS DADOS

A revelagdo do gel foi feita com brometo de etidio e, imediatamente, registradas
sob luz ultravioleta pelo captador de imagem ImageQuant 300 (GE Healthcare). Em
seguida, realizou-se uma analise qualitativa quanto ao padrdo de corrida eletroforética

das amostras tratadas quando comparadas aos controles positivo e negativo.
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4 RESULTADOS

4.1 ATIVIDADE CITOTOXICA E HEMOLITICA DA ONCOCALIXONA A

O potencial antiproliferativo da Onco-A foi avaliado pelo método colorimétrico
de MTT , obtendo-se os valores de Clso de 3,38 + 0,87 pg/mL em células HL-60 apos 24
hede 2,05 + 0,92 ug/mL em CMSP apo6s 72h de incubacdo (Tabela 1). Os estudos de
atividade hemolitica foram feitos usando suspensdo de eritrocitos de humanos a 2 %. A
Onco-A revelou CEsp de 191,1 + 0,03 pg/mL, valor esse bem inferior a capacidade
citotoxica revelada pelo MTT, sugerindo que a atividade citotoxica ndo seja causada
por danos a membrana celular.

Tabela 1. Atividade citotoxica in vitro da Oncocalixona frente a
linhagens tumorais e cultura primaria de células mononucleares de
sangue periférico pelo ensaio MTT.

Clso*

Linhagem
pg/mL UM
OVCAR-8 >5 >16,5
SF-295 >5 >16,5
HCT-116 >5 >16,5
HL-60* 3,38 + 0,87 11,18
CMSP 2,05+0,92 6,78

Os valores (n=3) correspondem a Clso + desvio padrdo da média obtidos por regresséo
ndo-linear para as linhagens tumorais humanas carcinoma de célon (HCT-116),
de ovario (OVCAR-8), glioblastoma (SF-295) e células mononucleares de sangue
periférico (CMSP) isoladas a partir de voluntarios humanos sadios apds 72h de
incubacdo. *As células leucémicas (HL-60) foram incubadas por 24h.

4.2 REDUCAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi analisada pelo teste de azul de tripan e por marcagdo com
IP ap6s 24 h de tratamento para avaliar o nimero de células sobreviventes ao tratamento
com Onco-A e a porcentagem de células remanescentes com a membrana integra,

respectivamente. A Figura 15A demonstrou que a Onco-A causou reducdo dose-

dependente na viabilidade celular (145 + 15; 50 + 16,5 e 24,5 + 15 x 10* cells/mL) e
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aumento do nimero de células ndo vidveis (47,5 + 8; 52,3 + 12 e 67 + 13 x 10 cells/mL

para as concentracGes de 8, 16,5 e 33 UM, respectivamente) quando comparadas com o

controle negativo (223 + 19,0 e 5,77 + 4 x 10* cells/mL) (p<0,05).

Figura 15. Viabilidade de células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24 h de tratamento
com a Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A). A - Teste de azul de tripan; B — Mar¢acao
com iodeto de propideo e avaliacdo por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado
apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O
quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * p<0.05 comparado
ao controle por ANOVA seguido por Dunnet.
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A integridade da membrana celular foi avaliada por exclusdo do iodeto de
propideo (Figura 15B). De forma semelhante ao observado com a avaliagdo com azul de
tripan, todas as concentragdes testadas causaram reducgdo da integridade da membrana
plasmética (86,3 + 0,5; 34,1 + 6 e 10,6 + 0,3%, para as concentracGes de 8, 16,5 e 33
MM, respectivamente) quando comparadas ao controle negativo (97,88 + 0,2%)
(p<0,05). Células tratadas com o controle positivo Dox (0,5 uM) apresentaram reducéo

para 34,95 + 5% de viaveis (p<0,05).
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4.3  ALTERAGCOES MORFOLOGICAS DAS CELULAS HL-60 NO TRATAMENTO cOM ONCO-A
Aspectos morfologicos de células HL-60 apds 24 h de tratamento com Onco-A
foram analisados usando diferentes metodologias: citometria de fluxo (idodeto de
propidio), May- Grinwald-Giemsa e coloracéo diferencial com brometo de etidio/laranja de
acridina. A Figura 16 representa a andlise da integridade da membrana determinada por
marcacdo com iodeto de propideo. Nestes graficos, o eixo X (FSC, Forward Scatter)
e 0 eixo Y (SSC, Side Scatter),

respectivamente. E possivel observar que na concentracio de 8 pM ha aumento do

representa o volume celular a granulosidade,

percentual de células mais volumosas [Quadrante 3 (Q3): 82,6%)] quando comparada ao
controle negativo (Q3: 1,78%); mas ndo foi capaz de aumentar a granulosidade (Q1:
2,84%) como a dose de 33 uM (Q1: 11,6%). As concentracdes de 8 uM (8,46%), 16,5
UM (24,7%) e 33 pM (31%) causaram aumento progressivo na porcentagem de células
que apresentam maior volume e granulosidade (Q3). A maior concentracdo da Onco (33

KUM) apresentou valores semelhantes aquelas tratadas com a Dox (Q2: 34,4%).

Figura 16. Morfologia de células leucémicas da linhagem HL-60 apdés 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) e analise por citometria de fluxo com iodeto de propideo. O
controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %).
O quimioterdpico doxorrubicina (0,6 pM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem & media + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * p<0.05 comparado ao controle
por ANOVA seguido por Dunnet. Gréaficos obtidos pelo Guava Expresses Plus Sotware e analisados no
programaFlowJo_V10.
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A analise morfoldgica avaliada por coloragdo diferencial (BE/LA) por microscopia
de fluorescéncia (Figura 17) revelou reducdo no numero de células viaveis (208,3 + 6,2
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e 92 + 10) e aumento de células apoptoticas (88,6 + 7 e 246,7 + 3,5) nas concentracdes de
16,5 e 33uM em relagdo ao controle negativo (280 + 7,2 e 20,6 £ 7), respectivamente
(p<0,05). A concentracdo de 33 uM causou aumento significativo de células necrdticas
(20,6 £ 6) em comparagdo ao controle (13,8 + 5).

As mudancas morfologicas também foram visualizadas por coloracdo pelo método
de May-Grinwald-Giemsa (Figura 18). As células do grupo controle negativo exibiram o
padrdo de células vidveis e pleomdrficas, com membrana integra, nitida visualizacdo das
delimitacbes da membrana plasmatica e nicleo (Figura 18A). Apos 24h de incubagdo com
Onco-A na dose de 8 UM (Figura 18C), as células apresentaram, presenca de vacuolos
celulares e alteracbes da membrana plasmatica sugestivas de corpos apoptdticos.
Verificou-se, na concentragdo de 16,5 UM, um aumento da expressao de caracteristicas
apoptéticas como redugdo do volume celular, condensacdo da cromatina, formacdo de
blebbings em associacdo com achados de desintegracdo da membrana plasmatica e restos
celulares (Figura 18D). Na maior concentracdo testada (33 uM, Figura 18E), obsevou-se
um padrdo de alteragbes morfoldgicas caracteristico de necrose, como eosinofilia,
condensacdo da cromatina (picnose) e ruptura da membrana (Figura 18B). A Dox (0,6
uM) reduziu o volume das células, provocou fragmentacdo nuclear e condensacdo da

cromatina e desintegracdo da membrana.

Figura 17. Viabilidade de células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) coradas com Brometo de etideo/Laranja de acridina
determinado por microscopia de fluorescéncia. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo
utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterdpico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado
como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos independentes
(n = 3).*p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.
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Figura 18. Morfologia de células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) coradas com May-Griinwald-Giemsa e visualizadas por
microscopia Optica. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a dilui¢do da substancia
(DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os
valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). Aspectos morfol6gicos
observados:(® ) reducéo do volume, () desintegracdo da membrana plasméticas; € ) restos celulares. A)
Células sem tratamento, B) DOX, C) 8 uM de Onco-A, D) 16,5 UM de Onco-A, E) 33 uM de Onco-A.
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4.4 EXTERNALIZAGAO DA FOSFATIDILSERINA

Desde que os resultados apresentados nos estudos de morfologia indicaram um
padrdo a morte celular sugestivo de apoptose, decidiu-se investigar o perfil da
externalizacdo de fosfatidilserina em células da linhagem HL-60 tratadas com Onco-A
apos 24 h de exposicdo (Figura 19). Assim, a avaliagdo por citometria de fluxo
identificou diminuicdo de células viaveis (83,5 + 1,6; 54,5 £+ 2,8 e 15,3 £ 3,6%) e aumento
de celulas em apoptose inicial (9,6 + 3,1; 15,8 + 1,4 e 22,07 + 2,0%), de células em
apoptose tardia (11,7 + 4,6; 37,4 + 11,3 e 56,8 £+ 7,0%) e necroticas (1,2 +0,4; 2,0+ 0,1 e
2,7 = 0,8%) nas concentragdes de 8, 16,5 e 33 uM quando comparadas ao controle
negativo (955 + 0,6; 2,7 £ 04 e 028 £ 0,08%), respectivamente (p<0,05).
Semelhantemente, o controle positivo Dox aumentou o numero de células apoptoticas e
reduziu a quantidade de células viaveis (p<0,05).
Figura 19. Externalizacdo de fosfatidilserina em células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24h de
tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 pM) (Onco-A) marcadas com7-Amino-Actinomicina-D (7-
AAD e pela fluoresceina (FITC) conjugada a anexina V. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o
veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM)

foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + S.E.M. de experimentos
independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.
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4.5 ALTERACAO DO POTENCIAL MITOCONDRIAL (A¥M) E ATIVAGAO DE CASPASES

Para investigar qual via apoptoética seria ativada, avaliou-se o potencial mitocondrial
e a ativacdo de caspases apés 24h de incubacdo com Onco-A. Como descrito na
Figura 20, todas as concentracOes causaram despolarizagdo mitocondrial (8 uM: 16 +
2,6%; 16,5 uM: 61,2 + 4% e 33 uM: 91,4 + 3,9%, respectivamente) quando comparadas
ao controle negativo (7,1 = 0,6 %) assim como a Dox (32 £ 4,6%) (p<0,05).
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Figura 20. Despolarizagdo mitocondrial em células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24h de tratamento com
Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) marcadas com rodamina 123. O controle negativo (C) foi tratado
apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina
(0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.
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Uma vez que a despolarizagdo mitocondrial sugere uma possivel ativacdo da via
intrinseca da apoptose, avaliou-se a ativacdo de caspases (iniciadoras, caspases-8 e -9 e
efetoras, caspases-3 e -7) em ceélulas HL-60 ap6s 24 h de exposicdo a Onco-A. Como
mostrado nas Figura 21A e B, ambas as caspases-8 e -9 foram ativadas, observando-
se aumento de células apoptoticas e necréticas em todas as concentragcdes testadas, com
excecdo da concentracdo de 8 UM da caspase-9 (5,6 + 1,3 e 2,1 £ 0,5%), a qual ndo
apresentou alteracdes significativas em relacdo ao controle negativo (3,4 £ 05 e 1,2 +
0,5%), respectivamente. Portanto, a avaliacdo da caspase-8 nas concentracdes de 8 (31,0
3,7e56 % 1,3%), 16,5 (295 + 45 e 27,1 + 45%) e 33 uM (21,3 £ 2,5 e 26,8 + 2,3%)
detectou aumento do percentual de células em apoptose inicial e tardia em relacdo ao
controle negativo (1,9 £ 0,15 e 0,5 + 0,2%), respectivamente (p<0,05). Quanto a caspase-
9, detectou-se aumento de células em apoptose inicial (21,8 + 1,7 e 25,6 = 5,2%) e tardia
(37,1 £ 3,7 e 48,1 + 3,2%) (16,5 e 33 uM, respectivamente) (p<0,05). Dox também
aumentou significativamente o percentual de células em apoptose inicial (45,2 + 8,0 e 31,0
*+ 3,7%) e tardia (17,1 = 4,0 e 5,6+ 1,3%) em ambas as caspases iniciadoras estudadas
(caspase-8 e -9, respectivamente) (p<0,05).

O outro passo avaliado na cascata de eventos foi a ativacdo das caspases-3 e -7.
Como demonstrado na Figura 22 e semelhante ao encontrado com as caspases-8 e -9, a
Onco-A aumentou a quantidade de células apoptdéticas iniciais (14 + 2,7; 22,7 £ 58 e 11
* 4,0%) e tardias (12,3 + 3,0; 31,6 £ 2,5 e 21,6 + 6%) em todas as concentragdes testadas
(8, 16,5 e 33 uM) (caspases-3 e -7, respectivamente) quando comparadas com o controle

negativo (1,5 + 0,16%) (p<0,05). O controle positivo Dox também aumentou o
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percentual de células em apoptose inicial (48,6 = 5,3%) e tardia (6,3 + 1,3%) ap0s 24 h de
incubacdo (p<0,05).

Figura 21. Ativacéo das caspases-9 (A) e caspase-8 (B) em células leucémicas da linhagem HL-60 apés 24h de
tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) e avaliada por citometria de fluxo (iodeto de
propideo e FAM) e por Western blottting (16,5 pM). O controle negativo (C) foi tratado apenas com o
veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 pM) foi
usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes
(n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett. - actina foi
usada como padrao eletroforético.
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Figura 22. Efeito Ativagdo das caspases-3 e -7 em células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24h de
tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) e avaliada por citometria de fluxo (iodeto de
propideo e FLICATM). O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluigdo da
substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox).
Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o
grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett. - actina usada como padrao eletroforético.
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Sabendo-se que a caspase -3 tem como funcdo clivar uma série de
proteinas intracelulares, tais como PARP (poli ADP-ribose polimerase), enzimas
de reparo de DNA e laminina nuclear (CHANG; YANG, 2000), o Gltimo passo do
estudo das vias de morte celular foi a analise protedbmica de PARP, corroborando
que a dose de 16,5 uM foi capaz de clivar a proteina na fracdo de 89 kDa e ativa-la
como o controle positivo, doxorrubicina (Figura 23). A Figura 21A apresenta a
andlise qualitativa da caspase 9, comparado ao controle do experimento B-actina, que
demonstra ter a porgdo constituiva mais expressa e clivada em menor proporgéo. Da
mesma forma, a Figura 21B apresenta a membrana exposta ao anticorpo da caspase
8, a expressdo da caspase constitutiva e clivada estd mais aparente na
Doxorrubicina, no entanto, a por¢cdo de 10 kDa no tratamento com Onco-A

também foi expressa.

Figura 23. Expressdo de PARP (poli ADP-ribose polimerase) integro e clivado em células
leucémicas da linhagem HL-60 apds 24h de tratamento com Oncocalixona A (16,5 uM) por Western
blottting. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da
substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterdpico doxorrubicina (0,6 pM) foi usado como controle

positivo (Dox). B- actina foi usada como padréo eletroforético.
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4.6 PARADA DO CicLO CELULAR EM GO/G1 E FRAGMENTACAO DE DNA
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O estudo das fases do ciclo celular foi realizado por citometria de fluxo apds 24 h

de incubagdo com a Onco-A. Todas as concentracdes testadas (8, 16,5 e 33 puM) foram

capazes de aumentar expressivamente a quantidade de DNA sub-G: apés 24 h de
tratamento (25,98 + 2,44; 56,73 £ 1,48 e 64,27 + 1,48%, respectivamente) (p<0,05, Tabela
2). Além de provocar fragmentagdo de DNA, o tratamento com Onco-A induziu uma

reducdo no percentual de células na fase G2/M do ciclo celular nas concentrages de 16,5

UM (6,81 £ 2,54%) e 33 uM (2,88 £ 3,62%) quando comparadas ao controle negativo

(14,62 = 0,18%) (p<0,05). Enquanto isso, a Dox aumentou a quantidade de células com
DNA subdipl6ide (94,16 + 0,96%) e reduziu o ndmero de células em Go/G; (31,65 +
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6,14%) e em G2/M (1,94 * 4,75 %) (p<0,05).

Tabela 2. Conteddo de DNA nuclear de células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24 h de incubagdo
com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A) quantificado por citometria de fluxo apds marcacdo com
iodeto de propideo. O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo
da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo
(Dox).

Concentracao DNA %
Substancia
(M) Sub-G; Go/G1 S G2/IM
C - 2045+259 4370+027 4911+124 14,62+0,18
Dox 0,5 94,16 £0,96* 31,65+6,14* 46,48+138 194 +475*
8 2598 +244* 3798+200 4887+148 10,78+258
Onco-A 16,5 56,73 +1,48* 39,23+1,18 51,09+0,18 6,81 2,54*
33 64,27 +1,48* 39,41+204 5286+100 2,88+3,62*

Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com
0 grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.

4.7 GENOTOXICIDADE

A Figura 24 representa de maneira mais detalnada o padrdo de escores
determinado pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa apds tratamento com a
Onco-A, levando em consideracdo seu tamanho e intensidade (classe de dano). Por
conseguinte, a Onco-A possui potencial genotoxico de forma concentracdo dependente,
uma vez que todas concentracOes estudadas (8, 16,5 e 33 pM) causaram quebras
simples e/ou duplas do DNA, porém danos mais extensos (classes 3 e 4) foram
observados apenas na concentragdo de 33 pM, a qual apresentou um padrdo semelhante
ao controle positivo Dox.

Figura 24. Padrdo de escore da cauda do DNA de células leucémicas da linhagem HL-60 ap6s 24h de
tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 pM) (Onco-A) determinado pelo Ensaio do Cometa,
visualizado com brometo de etideo e avaliado por microscopia de fluorescéncia em luz ultravioleta,
levando em consideragdo a classe de dano ao DNA (0, 1, 2, 3 e 4). O controle negativo (C) foi tratado apenas
com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterdpico doxorrubicina (0,6
uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média £ D.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.
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4.8 PROTECAO DA N-ACETILCISTEINA CONTRA DANOS CELULARES

4.8.1 MANUTENGAO DA INTEGRIDADE DE MEMBRANA
Uma vez confirmada o comportamento da Oncocalixona-A como aceptor de

Michael (COSTA et al.,, 2012), o mecanismo descrito acima sugere que 0 composto
carbonilico a,p insaturado seja reativo a grupos tiol cistenil, como NAC, glutationa ou
DNA (SANTOS, 2007). Desta forma, a integridade da membrana celular foi analisada em
células pre-tratadas por 1 h com NAC, lavadas e depois incubadas por 24 h com Onco-A.
Interessantemente, a integridade da membrana plasmatica das células manteve-se inalterada
independente da concentracdo testada (8 puM: 95,36 + 3,6%); (16,5 uM: 93 + 3,1%) e (33
uM: 92,1 + 2,6%) e semelhante ao controle negativo sem NAC (97,8 £ 0,2%) e com NAC
(96,8 + 0,1%) (Figura 25).

Figura 25. Viabilidade de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h com N- acetilcisteina
(NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A), marcadas com
iodeto de propideo e avaliadas por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado apenas com o
veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 pM) foi
usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem & média + D.P.M. de experimentos
independentes (n = 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet.
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4.8.2 PROTECAO CONTRA FRAGMENTACAO DE DNA E ALTERACOES NO CicLO CELULAR
O pré-tratamento com NAC por 1 h antes do tratamento com Onco-A

foi capaz de alterar a acdo citotoxica da Onco-A sobre as células leucémicas.
Detectou-se uma tendéncia da reversdo dos danos citotoxicos da Onco-A nas

células pré-tratadas com NAC, como representado nas Figura 26 e Figura 27.
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Figura 26. Ciclo celular de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h com N- acetilcisteina
(NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 pM) (Onco-A), marcadas com iodeto de
propideo e avaliadas por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo utilizado para
a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 pM) foi usado como controle
positivo (Dox). Os valores correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). * p<0.05
comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Os dados analisados e apresentados pelo programa
ModFit LT 3.1 software (Verity software house). Legenda[ ] Sub-G1, 1° picoj: G1, 2° picojG2, S.
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Figura 27. Fases Sub-G1 (A) e G2/M (B) do ciclo celular de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-
tratadas por 1 h com N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33uM)
(Onco-A), marcadas com iodeto de propideo e avaliadas por citometria de fluxo. O controle negativo foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico
doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média = D.P.M. de
experimentos independentes (n = 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Os
dados analisados pelo programa ModFit LT 3.1 software (Verity software house).
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As ceélulas HL-60 tratadas com Onco-A 16,5 pM e 33 pM apresentaram um
percentual de 18,71 + 3,07 e 17,61 + 2,55% na fase G2/M, enquanto 0S grupos sem pré-
tratamento com NAC apresentaram uma redugdo desses valores para essa fase (6,81 *
2,54 e 2,88 + 3,62%, respectivamente) (p<0,05). De forma similar, houve reducdo de DNA
subdiploide nas células pré-tratadas com NAC (21,0 £ 1,5; 32,0 £ 1,4 e 40,0 = 3,0 %)
guando comparadas aos efeitos da Onco-A (8, 16,5 uM e 33 uM) na auséncia de pré-
tratamento (25,98 + 2,44; 56,73 + 1,48 e 64,27 + 1,48%, respectivamente) (p<0,05).
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4.8.3 ACAO PROTETORA CONTRA DANOS GENOTOXICOS

Os estudos de genotoxicidade usando o Ensaio do Cometa revelaram que a Onco-
A induziu quebras nas moléculas do DNA das células leucémicas com indices de dano
(ID) de 6450 £ 2,64 e 263,8 + 9,0 nas concentragfes de 16,5 UM e 33 pM,
respectivamente, quando comparadas com o controle negativo (13,5 = 5,8) (p<0,05)
(Figura 28). Interessantemente, o pré-tratamento com NAC reduziu significativamente a
genotoxicidade da Onco-A nas duas maiores concentracfes testadas (8 uM: 11,5 = 3,7
e 16,5 uM: 19,75 + 5,73) a valores proximos ao controle negativo. Essa protecdo das
células contra o dano genotdxico da Onco- A esta refletido na Figura 29, que demonstra
reversao da classe de dano pela Onco-A, quando as células foram pré-tratadas com NAC e
evidenciando danos semelhantes ao controle negativo (células tratadas com DMSO e NAC
apenas).
Figura 28. indice de Dano (ID) ao DNA determinado através do Ensaio do Cometa alcalino em células
leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h com N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h
com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 pM) (Onco-A), visualizadas com brometo de etideo e avaliadas
microscopia de fluorescéncia em luz ultravioleta. O controle negativo foi tratado apenas com o veiculo
utilizado para a diluicio da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado
como controle positivo (Dox). Os valores correspondem a média = D.P.M. de experimentos independentes (n
= 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet. Os escores foram obtidos pela

multiplicacdo do ndmero de células de cada classe (0, 1, 2, 3 e 4) pelo classe de dano, variando de 0 (sem
danos) a 400 (dano méaximo).
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Figura 29. Padrédo de escore da cauda do DNA de células leucémicas da linhagem HL-60 pré-tratadas por 1 h
com N-acetilcisteina (NAC, 4 mM), incubadas por 24 h com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A)
determinado pelo Ensaio do Cometa alcalino, visualizado com brometo de etideo e avaliado por
microscopia de fluorescéncia em luz ultravioleta, levando em consideracdo a classe de dano ao DNA (0, 1, 2,
3 e 4). O controle negativo (C) foi tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluicdo da substancia
(DMSO 0,1 %). O quimioterapico doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores
correspondem a média + D.P.M. de experimentos independentes (n = 3). *p<0,05 comparado com o grupo
controle negativo por ANOVA seguido por Dunnett.
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4.9 AVALIACAO DA GERAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO INTRACELULARES

A fim de verificar se 0 desencadeamento da via intrinseca da apoptose esta
relacionada com a geracdo de EROs, investigou-se 0s niveis de EROs apds 1 e 3 h de
incubagdo com a Onco-A. De acordo com o disposto na Figura 30 nenhuma das
concentracdes testadas foi capaz de gerar EROs. Por outro lado, o controle positivo
peréxido de hidrogénio aumentou o percentual de células geradoras de EROs ap6s 1 e 3 h

de incubacéo (p<0,05).

Figura 30. Efeito Geracgao de espécies reativos do oxigénio (EROs) em células leucémicas da linhagem HL-
60 apds 1 e 3 h de tratamento com Oncocalixona A (8, 16,5 e 33 uM) (Onco-A), visualizada com diacetato
2’7’-diclorohidrofluoresceina (H.-DCF-DA) e avaliado por citometria de fluxo. O controle negativo foi
tratado apenas com o veiculo utilizado para a diluigdo da substancia (DMSO 0,1 %). O quimioterapico
doxorrubicina (0,6 uM) foi usado como controle positivo (Dox). Os valores correspondem & média + D.P.M.
de experimentos independentes (n = 3). * p<0.05 comparado ao controle por ANOVA seguido por Dunnet.
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4.10 AVALIAGAO DA ONCO-A SOBRE AS ENZIMAS TOPOISOMERASE | E 1l

Embora seja perceptivel a agdo da Onco-A sobre o DNA, essa atividade
farmacoldgica ndo parece estar envolvida com a agdo inibitéria das enzimas Top | e II,
como visualizado na Figura 31 sobre o ensaio de relaxamento de DNA. Nenhuma das
concentracdes testada da Onco-A foi capaz de produzir o mesmo efeito que os controles
positivos utilizados (CPT e MJ-111-65, inibidores da Top I; VP-16, inibidor da Top II),

como visualizado nas bandas do gel.

Figura 31. Anélise dos efeitos da Oncocalixona A sobre as enzimas Topoisomerases | e Il nas
concentrag@es de 0,1, 1, 10 e 100 uM. Como controles positivos foram usados Camptotecina (CPT) e MJ-111-

65 e VP-16 (inibidores da Topoisomerases | e I, respectivamente).
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5 DISCUSSAO

A maneira mais rapida, sensivel e facil de triagem dos novos agentes antitumorais é
a determinacdo da citotoxicidade em modelos celulares in vitro (CRAGG; NEWMAN,
2000). O teste MTT € apropriado para estimar essa citotoxicidade contra células
cancerosas (BERRIDGE, 1996) e tem sua classificagdo baseada de acordo com os
valores de Clsg: alta (ICso < 2 uM), moderada (2uM < ICso < 10 uM), ou inativa (ICsg >
10 uM) (PEREZ-SACAU et al., 2007). Os principais mecanismos de citotoxicidade das
benzoquinonas estdo relacionados ao stress oxidativo, intercalacdo e alquilacdo de
nucleofilos celulares (BOLTON et al., 2000). Os danos celulares podem ocorrer através
das espécies reativas de oxigénio (EROs), formadas das reacdes de reducao pelas enzimas
redutases, que agem com o DNA, lipidios e proteinas — telomerase, proteina de choque
90 (MONKS etal.,, 1992). E pela intercalacdo direta da quinona ao DNA e alquilacéo a
proteinas essenciais e acidos nucléicos (BRUNMARK; CADENAS, 1989; ASCHE, 2005).

O valor classificado como pouco moderado da ICso da Onco-A, ap6s 24h de
incubagdo em células da linhagem HL-60, foi semelhante ao apresentado por Leyva et al.
(2000) na mesma linhagem ap6s 72 h (3,0 £ 1,7 pg/mL) (p>0,05), sugerindo, assim, que
os efeitos da Onco-A ndo sejam tempo-dependentes. Essa citotoxicidade ndo mostrou
seletividade contra células leucémicas, uma vez que apresentou valor similar ao da ICso
da Onco-A em CMSP humano (p>0,05). A acdo tdxica contra células normais é uma
determinacdo importante, j& que o balanco entre os efeitos terapéuticos e toxicologicos
de um composto quimico é um parametro chave quando se pretende verificar a sua
aplicabilidade farmacologica (ANAZETTI et al., 2003).

Previamente, a Onco-A mostrou citotoxicidade até 5 vezes maior contra as
linhagens leucémicas, CEM (1,2 £ 0,5 pg/mL) do que contra linhagens de tumores
solidos U373MG (18,0 + 3,2 pg/mL), SW837 (14,0 £ 3,2 pg/mL), MCF-7 (15,0 + 8,7
pg/mL), HCT-8 (17,0 £ 2,0 pg/mL), SW-1573 (5,8 + 1,1 pg/mL), SW-1573-S1 (6,0 + 2,0
pg/mL), SW-1573-2R160 (14,0 £ 6,0 pg/mL) (as duas ultimas sdo linhagens
multirresistentes) (LEVYA et al., 2000). Embora a Onco-A seja considerada um
substrato pobre para a glicoproteina P e outras proteinas relacionadas a multirresisténcia,
uma possibilidade para a sua atividade é a expressio da NQOL pela linhagem
(PESSOA, 2000; CAVALCANTI, 2010).

A enzima NQO1 e superexpressa em diversos tumores quando comparada aos
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tecidos normais, dentre eles mama (MCF-7, NQO1+) (ALLEN; KOLESAR, 2002),
pulmdo (A549, NQO1+) e colon (HCT-116, NQO1+) (TANG et al., 2013). Ainda, é
uma enzima que pode ser explorada como um alvo intracelular (CHENNA et al., 2001). A
linhagem HL-60, todavia, apresenta polimorfismo para o gene que codifica a enzima
NQO1, reduzindo ou abolindo a atividade redutase dessa enzima (PAN et al, 2002).
Talvez exista alguma correlagdo entre os niveis de expressdo de NQOL1 e a citotoxicidade
exercida pela Onco-A, uma vez que essa benzoquinona interferiu sobre a proliferacéo de
células NQO1'.

Apesar das células HL-60 serem deficientes na expressao de NQO1, super-
expressam algumas enzimas da familia Psso (KAWAI et al., 2003). A relagdo entre a
estrutura molecular do composto quinona ametrantrona e a enzima Paso € apresentada por
Kostrzewa-Nowak et al. (2012). Este trabalho demonstra que hd o aumento significativo
da atividade da ametantrona, uma estrutura de quinona ndo modificada apds sua conversao
redutora pela P450 frente a HL-60 e as linhagens tumorais multidrogas resistentes (HL-
60/VINC e HL-60/DOX superexpressam Paso). Por outro lado, compostos quinona
modificados (benzoperimidina — BP1, antrapiridona — CO1 e pirazolopirimidoacridine —
PPAC2) ndo apresentaram nenhum efeito contra as linhagens testadas. Semelhante a
ametrantona, pode-se sugerir que a Onco-A seja reduzida por enzimas citocromais da
familia Paso.

Outra caracteristica importante para avaliar um farmaco em potencial é sua
capacidade hemolitica (SANTOS et al., 2010). A Onco-A revelou uma CEsg de 191,1
pug/mL; como esse valor € inferior & capacidade analisada pelo MTT, é possivel inferir
que a atividade citotoxica ndo seja causada por danos a membrana celular, nem
esteja  relacionada ao extravasamento de moléculas (BHAKDI, BERNHEIMER,
SEKIYA).

O valor da hemolise encontrado no presente estudo revelou ser 25 vezes maior que
0 potencial citotoxico antileucémico. Mesmo sem apresentar 0s parametros cinéticos do
estudo de hemdlise, acredita-se que a Onco-A ndo esteja agindo diretamente sobre a
membrana plasmatica celular, portanto que seus efeitos antiproliferativos estejam
associados a mecanismos mais especificos (CAVALCANTI, 2010).

De fato, algumas quinonas tém capacidade citolitica. Verificou-se que qualquer
modificagdo no esqueleto das quinonas sesquiterpendides e de seus derivados
semissinteticos tém variagdo sobre a atividade biologica, sugerindo-se que seus efeitos

citotoxicos poderiam ser o resultado de danos causados a membrana celular. Os
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compostos que apresentam a mesma por¢do quinonoide, diferindo apenas com a
posicdo de uma ligagdo dupla, ndo tém diferenca significativa entre as suas atividades. O
anel da quinona do sesquiterpenoide parece ser essencial para promover a citotoxicidade,
atividade hemolitica em membrana de eritrocitos, atividade antimitotica em ovos de
ourigo-do-mar e contra células de carcinoma de Ehrlich (LEVYA et al., 2000; COSTA-
LOTUFO et al., 2002; PROKOFEVA et al., 2004).

Testes in vivo com a fracdo cloroférmica de A. Oncocalyx, contendo 80% da
Oncocalixoa-A, revelaram uma DLso de 498 mg/kg de peso corpéreo (PESSOA, 2000).
Este valor é considerado moderadamente toxico, de acordo com as categorias de
toxicidade estabelecidas por Hodge e Sterner (1944). No entanto, Oncocalyxona A (20
mg/kg) inibiu 50% do crescimento tumoral dos animais com Carcinoma de Erlich, (28
mg/kg) inibiu 42% do crescimento tumoral dos animais com linhagem L1210, da mesma
forma que extrato hidroalcodlico de A. oncocalyx na dose de 300 mg/kg promoveu a
reducdo do crescimento tumoral em 46% (MORAES et al., 1997; PESSOA, 2000).

ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR EM HL-60

Os efeitos antiproliferativos estdo costumeiramente associados a reducdo da
viabilidade celular. Desta maneira, com o intuito de corroborar com o ensaio de MTT,
foram analisadas as células com membrana integra, capazes de expulsar o azul de
tripan e serem marcadas com IP. No teste azul de tripan, as células vidveis possuem a
membrana intacta e conseguem bombear o corante para fora da célula; enquanto as células
mortas, que possuem a membrana lesada, permitem a coloracdo das mesmas (LOUIS;
SIEGEL, 2011). Apés a ligacdo ao DNA, o lodeto de Propidio emite alta fluorescéncia
quando excitado pelo laser de argdnio (488 nm), enquanto as células com membrana
integra emitem baixa fluorescéncia. Além de avaliar a viabilidade celular e caracterizar
o0 tipo de morte, este experimento, também identifica aspectos morfoldgicos, como
tamanho e granulosidade (MACKLIS; MADISON, 1990). Todas as concentracGes
analisadas apresentaram reducdo significativa (p<0,05) na viabilidade celular de maneira
dose-dependente.

A partir da analise de Azul de Tripan e dos parametros FSC e SSC, no citbmetro,
foi possivel detectar mudangas morfoldgicas nas celulas de acordo com o aumento das
concentraces de Onco-A. Neste trabalho foi utilizado coloragéo diferencial com
corantes intercalantes de DNA — metodologia apropriada nos estudos iniciais de

inducdo de morte celular — para verificar se estas alteracdes estavam relacionadas com
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caracteristicas apoptoticas (LEITE et al., 1999; GASIOROWSKI et al., 2001;
SAVITSKIY et al, 2003). Ademais, a linhagem leucémica HL-60 representa um
modelo muito utilizado nas andlises sobre inducdo de morte celular, proliferacdo e
progress&o do ciclo (MILITAO et al., 2006).

Nos estudos da integridade da membrana (Figura 15), tamanho celular (Figura 16)
e viabilidade (Figura 17) observou-se que as células apoptdticas na dose de 8 uM
encontravam-se nas fases iniciais do processo de morte, pois 86,33% das células com
membranas integras, demonstraram aumento no volume celular, sem interferir na
granulosidade. A evolucdo do processo, uma vez ativado, foi observado através do
aumento de células em apoptose — na dose de 16,5 pM, com apenas 34,11% com
membranas integras — aumento persistente do volume e granulosidade celular. Os indicios
de ativagdo da via necrética, na dose de 33 pM, ressaltam a toxicidade nessa
concentracdo, ja que reduziu para 10% de células viaveis, bem como de volume e
aumentou a granulosidade celular.

Alteracbes morfolégicas, como condensacdo do nucleo e formacdo de
corpos apoptoticos, foram encontrados em estudos com quinonas e tais dados foram
associados a morte celular por apoptose (MARINHO-FILHO et al., 2010;
MONTENEGRO et al., 2010).

A andlise da morfologia de células HL-60 tratadas com Onco-A, usando
microscopia Optica, e coradas com May Grinwald Giemsa, ilustrou os resultados
anteriores e 0 mesmo descrito por Marinho-Filho et al., 2010, no tratamento de
Cordiaquinona J em HL-60. Depois de 24h de incubacdo, células do controle negativo
exibiram morfologia tipica de células suspensas com vacuolizacdo. A condensacdo da
cromatina e a fragmentacdo nuclear e celular foram observadas na presenca da
doxorrubicina a 0,5 uM, caracteristicas de apoptose. Por outro lado, as concentragdes
de 16,5 e 33 uM, induziram mudancas tipicas de apoptose, incluindo reducdo do
volume celular, de membrana integra, nucleo picnotico e cromatolise, sendo mais
pronunciadas na maior concentragao.

As células viaveis, que apresentam a membrana intacta, passam a emitir
fluorescéncia verde, pela Laranja de Acridina (LA), que atravessa membranas e
intercala-se ao DNA. As células em apoptose — possuem a membrana integra e
condensacdo da cromatina — apresentam manchas verdes no nucleo e podem se
diferenciar pela presenca de corpos apoptoticos. As células em necrose ou com a

membrana desintegrada apresentam o nucleo corado de vermelho, fluorescéncia emitida
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pelo Brometo de Etidio (BE), que s6 consegue intercalar o DNA se a membrana estiver
danificada. (KUMAR et al., 2004).

Desta maneira, a reducdo da viabialidade celular ap6s o tratamento pode ser
explicada pelo aumento de ceélulas apoptoticas. A identificacdo da morte celular por
apoptose, por conseguinte, constitui um alvo potencial para uso terapéutico e importante
para 0 estudo dos mecanismos de resisténcia aos tratamentos existentes (NICHOLSON,
2000; DEBATIN, 2004; GRIVICIVH, 2007). A fim de confirmar a identificacdo da morte
por apoptose, foi verificada a externalizacdo da fosfatidilserina, exposta na superficie
externa da membrana celular durante as primeiras fases do processo apoptético (FADOK
et al., 1992; KOOPMAN et al., 1994; MARTIN et al., 1995).

A externalizacdo de PS é, frequentemente, um dos primeiros eventos a ocorrer
guando a célula entra em apoptose (VERMES et al., 1995). Apo6s 24 horas de exposi¢do
a Oncocalixona-A, foi observado células HL-60 com fosfatidilserina externalizada
conjugada com anexina V, como pode ser visto no tratamento das HL-60 com
naftoquinonas (MONTENEGRO et al., 2010), cordiaquinonas (MARINHO-FILHO et al.,
2010) e benzoquinonas nas células MCF-7 e H5-6 (BAIGI et al., 2008). Esses
resultados reforcam, assim, que a apoptose € a morte celular predominante na acao

citotéxica em HL-60.

ESTUDO DA VIA APOPTOTICA ATIVADA NO TRATAMENTO COM ONCO-A EM HL-60

Depois de verificado os parametros da citotoxicidade da Onco-A quanto a
morfologia nas linhagens cancerigenas e CMSP, e o tipo de morte celular, foram
realizados outros ensaios para identificacdo da via apoptética ativada. As duas vias
distintas de sinalizacdo molecular, via intrinseca ou mitocondrial e a via extrinseca ou via
do receptor de morte, sdo iniciadas pelas caspase -9 e - 8, respectivamente, e ambas
promovem a clivagem das caspases efetoras -3 e -7, responsaveis pelo execucdo do
processo apoptdtico (DANIEL, et al., 2001; MEHMET, 2002). A via intrinseca envolve a
participacdo da mitocondria no inicio do processo apoptotico (ASHE; BERRY, 2003).
Desta forma, para que ocorra a ativagdo da caspase -9, é preciso que a permeabilidade da
membrana, avaliada pela rodamina 123 — um corante fluorescente nucleofilico sequestrado
para dentro de mitocondrias com o potencial da membrana mitocondrial interna (Aym)
viavel — esteja alterada (MARCHETTI et al, 1996). Portanto, células viaveis emitem
alta fluorescéncia verde, devido a maior quantidade de rodamina 123 ligada as cargas

positivas internas, enquanto as mitocondrias despolarizadas emitem  menor
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fluorescéncia. Durante a apoptose, ocorre redistribuicdo das mitocondrias nas células,
com reducdo na condensacdo mitocondrial e no aumento da densidade da matriz
mitocondrial (DESAGHER; MARTINOU, 2000).

O aumento da permeabilizacdo da membrana mitocondrial (PMM) é considerado
um ponto irreversivel na cascata de eventos, o qual leva a desregulacdo em seu
funcionamento, resultando em um colapso do potencial transmembréanico (Awm) e no
extravasamento para o citosol de proteinas sollveis como, por exemplo, 0 citocromo ¢ e 0
fator indutor de apoptose (GALLUZZI et al., 2010). A PMM pode ser controlada através
da atividade de uma familia de proteinas chamadas ciclofilina que regula a abertura de
poros na membrana mitocondrial e por membros da familia de proteinas Bcl-2 (VAN LOO
et al., 2002).

A Oncocalixona-A nas diferentes concentracfes induziu uma relagdo dose-
dependente da despolarizacdo mitocondrial das células HL-60 ap6s as 24 horas de
incubacdo. Também foram capazes de ativar caspases iniciadoras -8 e -9 e as efetoras -3 e
-7. Apesar da relacdo entre as duas vias ndo ter sido estudada, ndo se sabe a natureza,
tampouco a sequéncia da sua ativacdo (Gabriella Vieral, 2011), é possivel inferir que a
via extrinsica seja primeiro acionada, pois na menor concentracdo foi verificada a ativacéo
da caspase 8, diferente dos valores encontrados na caspase 9.

As caspases efetoras, uma vez ativadas, sdo as responsaveis por desencadear as
mudancas morfoldgicas durante o processo apoptético (CHOWDHURY et al., 2008).
Desta maneira, a ativacdo das caspases-3 e -7, que compdem um dos pontos de conexao
entre a via mitocondrial e via dos receptores de morte, contribuem para o inicio do
processo irreversivel de apoptose (ROY; NICHOLSON, 2000).

A morte celular via apoptose é precedida pela clivagem da cromatina em regides
de ligacdo entre os nucleossomos por endonucleases especificas, resultando em uma
extensiva fragmentacdo do DNA em subunidades oligonucleossémicas (NICOLETTI et
al., 1991). Segundo Cavalcanti (2010), a correlacdo entre a despolarizagdo mitocondrial e a
fragmentacdo de DNA indica que a reducdo do Aym € um evento obrigatorio e
irreversivel para a morte celular de HL-60 induzida pelos compostos nor-p-lapachénicos.
Desta forma, a investigacdo da fragmentacdo internucleossomal do DNA da HL-60 por
Onco-A sugere que sua inducdo esta relacionada a alteragdo no Aym, ativacdo da cascata

apoptotica e clivagem do PARP.

Foi demonstrado que Onco-A é capaz de clivar PARP. No estudo de E’Thier et
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al. (2012), a sintese de ativacdo PARP-1 e PAR afeta 0 estado energético das células, o que
inibe a via de sinalizagdo mTORC1 e, possivelmente, modula o complexo mTORC2,
fornecendo novas evidéncias de que a morte celular por necrose é orquestrada pelo
equilibrio entre varias vias de sinalizacdo e que PARP-1 e PAR participam nestes
eventos. Inclusive, esta pesquisa também demonstra que o antioxidante N-acetil-L-
cisteina (NAC) também pode anular todos os eventos de sinalizacdo causados pela
exposicdo MNNG, sugerindo que a producdo de EROs esteja envolvida na ativacdo de
PARP-1 e na modulacdo da sinalizacdo por mTOR. Vanni et al. (1998) também
demonstraram que os danos causados pela B-lapachona aos cromossomos de células do
ovario de hamster chinés (CHO) e h& uma interagio com a enzima
poli(ADPribose)polimerase (PARP). Gupta et al. (2002) revelaram que a consideravel
atividade anineoplasica da B-lapachona (IC50: 4-8 uM) em ceélulas de mieloma mdltipla

por apoptose esté relacionada com a clivagem das enzimas PARP e Caspase-3.

AVALIACAO DO EFEITO DA ONCO-A SOBRE O CONTEUDO DE DNA NUCLEAR NAS CELULAS HL-
60

A ativacdo de endonucleases estd associada ao processo de apoptose e resulta
na extensa clivagem do DNA (VERMES et al., 2000). As diferentes fases do ciclo celular
podem ser determinadas no citbmetro de fluxo a partir do conteudo de DNA que elas
apresentam (DONNICI et al., 2005). A andlise da fragmentacdo do DNA durante o ciclo
celular, tabela 2, demonstra que todas as concentra¢fes de Onco-A apresentam aumento
significativo de DNA/sub-G1 (DNA fragmentado ou condensado). Ainda, diminuiu a
concentracdo de DNA em fase G2/M, tal como ocorreu com o controle positivo, nas doses
de 16,5 e 33uM de Onco-A.

De acordo com Jianyong et al., 2010, e Kamal et al., 2010, o aumento significativo
na fase sub-G1 esta relacionado a morte celular por apoptose, confirmando que 0s
resultados do ciclo celular da Onco-A referem-se a morte apoptética. Prudhomme,
2006, afirma que a inibicdo do ponto de verificacdo G2 tem sido proposta como uma
estratégia para aumentar a sensibilidade das células tumorais as terapias de dano ao DNA,
sugerindo que a Onco-A seja um possivel farmaco para tratamento do cancer.

Existem dois pontos de verificagdo que bloqueiam a progressdo do ciclo: a
transicdo entre G1-S e G2-M, e na passagem da fase S. O ponto de verificacdo G1 €
completamente dependente de ativacdo p53, mas a maioria das celulas cancerigenas, a via

de p53 ¢ inativada, deixando G2 como o principal ponto de verificacdo. Portanto, a



78

resisténcia das células tumorais para a radio e quimioterapia depende da integridade da
barreira G2 (SANCAR et al., 2004).

Os inibidores do ponto de verificagdo em G2 podem forcar as células presas a esta
fase por danos de DNA a entrarem em mitose. Desta maneira, varios inibidores que atuam
na fase G2 podem induzir a morte de células cancerigenas por radiagdo ionizante e por
agentes quimioterapicos que causam danos no DNA, particularmente em células sem p53,
como HL- 60 (WOLF; ROTTER, 1985; PRUDHOMME, 2006,). Os inibidores do ponto
de verificagdo em G2 fosforilam a proteina-alvo pela inibicdo de quinases e fosfatases. O
estudo de Sturgeon, et al. (2008) identificou uma série de compostos de extrato de plantas
gue possuem um reativo sitio aceptor de Michael e que funcionam como potentes
anuladores da fase G2.

A 1,4-benzoquinona promove aumento na proporcdao de células HL-60 na fase S.
A inibicdo do acUimulo de células pela adicdo de catalase, sugere que os efeitos
observados foram mediadas por EROs, particularmente H>O., gerado no tratamento da
quinona. O aumento na propor¢do de células na fase S promovido por benzoquinona
também foi inibida pela adicdo de PD98059, um inibidor quimico especifico da
sinalizacdo MEK/ERK, sugerindo a participacdo desta via em no recrutamento de
benzoquinona-tratadas células HL- 60 para o Fase S do ciclo celular. A ativacdo desta
via também ajuda explicar os efeitos leucogénicos associado a exposicdo deste metabdlito
(RUIZ-RAMOS et al., 2005).

PROTEGCAO DA N-ACETILCISTEINA CONTRA DANOS CELULARES

N-acetil-L-cisteina (NAC) € frequentemente empregada como uma fonte de
grupo sulfidrilo para células, um precursor acetilado de glutationa reduzido (GSH)
(ZHANG et al, 2010). NAC também pode interagir diretamente com EROs e espécies
reativas de nitrogénio, uma vez que é um eliminador de radicais livres de oxigénio
(ZAFARULLAH et al., 2003). Estudos em animais e humanos com NAC sugerem que é
uma ferramenta segura e eficaz para o tratamento de doencas consideradas mediadas
pelos danos oxidante dos radicais livres, ainda, tem sido utilizada terapeuticamente em
varios disturbios relacionados com estresse oxidativo (COTGREAVE, 1997).

Para determinar se EROs estdo envolvidas com a morte celular induzida por
compostos quinondide, Rubio et al., 2011, pré-tratou as células epiteliais de pulmédo
humano (Beas-2B) com 1-bromoheptano (BH), agente depletor de glutationa (KHAN e

BRIEN, 1991) e N-acetil-L-cisteina (NAC), agente restaurador dos niveis intracelulares de
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glutationa, ja que glutationa protege contra a morte celular, induzida por stress oxidativo
através da interacdo com HO e H>O, (PARK et al, 2000; ZANDWIJ, 1995). O estudo
demonstrou que a exposi¢cdo a hidroquinona (HQ) e benzoquinona (BQ) provocou um
esgotamento rapido de glutationa reduzida (GSH), provavelmente pela producdo de
EROs ou conjugacdo direta com os compostos (LUO et al., 2008; SMITH, 1999;
TRUSH et al., 1996); levando a ativacdo do Nrf2, um fator de transcricdo nuclear que
regula a resposta ao antioxidante; ativacdo e inducdo de duas importantes enzimas
envolvidas na sintese de GSH: GCLM e GSS (BISWAS; RAHMAN, 2009).

Da mesma forma que estudo de Rubio et al. (2011), outros grupos examinaram
o envolvimento dos efeitos do antioxidante NAC na morte apoptdtica, pois atua
reduzindo os niveis de EROs in vivo e in vitro (ARUOMA et al., 1989). A deplecdo de
glutationa pode causar morte celular, devido a peroxidacdo lipidica e declinio nos
niveis de tiol-proteinas (FERRARI et al., 1995); por outro lado a peroxidacao lipidica das
membranas mitocondriais por ser evitada pela NAC através da manutencdo dos grupos
tiol (SH) (BANACLOCHA et al., 1997), no metabolismo mitocondrial influenciando a
fosforilagdo oxidativa (MIQUEL et al., 1995).

Neste contexto, o pré-tratamento com NAC foi capaz de proteger o material
genético e impedir a agdo citotoxica da Onco-A. O mecanismo citotoxico da Onco-A
apresentou atividade na fragmentacdo de DNA - caracteristica classica do processo
apoptotico (NICHOLSON,1999). No tratamento com Onco-A, a fragmentacdo do DNA,
no entanto, ndo esta associada a producdo de espécie reativas de oxigénio, comum as
quinonas. Estes resultados se assemelham com as demais pesquisas na acdo protetora do
NAC, mas diferem na presenca de EROS, que ndo aconteceu no tratamento com Onco-A.
Como no estudo com compostos de B- lapachona- 1,2,3-triasoles nas linhagens HL-60,
MDA, HCT-8 e SF-295, onde NAC reduziu a apopotese e genotoxidade dos compostos
frentes as células, sugerindo que a apoptose induzida pela quinonas € associada a
producdo de EROs (DA SILVA et al, 2001).

Desta maneira, Rubio et al., 2011, sugere a existéncia de um mecanismo de
auto- regulacdo para desintoxicacdo dos compostos de HQ/BQ, responsaveis por montar
uma série de eventos: a exposi¢do a HQ e BQ — producdo de EROs — esgotamento de
GSH e geracdo de estresse oxidativo — Nrf2 ativacdo — inducgdo da expressdo do gene —
desintoxicacdo de HQ e BQ e reparacdo de danos oxidativos. Propde que as hidroquinonas
e benzoquinonas sdo aceptores da reacdo de Michael (BOLTON et al., 2000), reagem com
0s grupos SH, permitem a translocacdo nuclear de Nrf2 e a subsequente ativacéo da via.
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Por outro lado, Zhang et al. 2011, demonstraram que a citoprotecdo conferida
pelo NAC no tratamento das células HK-2, causada por TGHQ, ndo foi consequiéncia do
aumento dos niveis de GSH; embora 0 NAC seja frequentemente utilizado como um
precursor da glutationa. O objetivo deste estudo era determinar se o anti-oxidante NAC
poderia proteger as células epiteliais dos tubulos renais proximais humanos (HK-2) contra
a toxicidade induzida pelo metabolito de hidroquinona, TGHQ. NAC quase inibiu
completamente a morte celular induzida por TGHQ, diminuiu o potencial da membrana
mitocondrial, bem como a producdo de EROs. Todavia, NAC conferiu protecdo mesmo
quando a sintese de GSH foi inibida, inibiu a fosforilagcdo induzida por TGHQ em p38
e JNK, e ativou sozinho a fosforilagdo de ERK, quinase regulada por sinal extracelular
(envolvida no controle de crescimento celular e mitogénese). Sugerindo que NAC exerce
seu efeito protetor: a) em parte pela eliminacdo diretamente EROs e, b) em parte pela
ativacdo direta da via ERK1/2.

De acordo com Nakayachi et al, 2004, a inducdo da fragmentacédo
internucleossomal do DNA em leucemia promielocitica HL-60, mostrada em gel de
agarose, é dependente da estrutura do composto carbonilico o.p insaturado. Nesse estudo
¢ sugerido que a reacdo do composto carbonilico a,p insaturado, caracteristicos de
aceptores de Michael, com proteina tidis pode estar relacionada com o mecanismo
citotoxico, jA que sua atividade citotoxica € significativamente reduzida pela N-
acetilcisteina. Desta forma, a Figura 26 mostra o efeito protetor de NAC na linhagem
HL-60 e ciclo celular. Apesar do presente estudo ndo ter realizado analise quantitativa
de GSH nem de oOxido nitrico (NO) — a fluoriceina utilizada na andlise de EROs, H2-
DCF-DA, tem 2% de afinidade ao NO (SETSUKINAI et al., 2003) — podemos sugerir
que a estrutura do composto carbonilico o,p insaturado da Onco-A esteja envolvida com
sua citotoxicidade.

DETERMINAGCAO DA GERAGCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO INTRACELULAR NO
TRATAMENTO COM ONCO-A EM HL-60

O mais importante mecanismo citotoxico de compostos quindides envolvem
bioreducdo das drogas, seguida pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(HILLARD et al., 2008; KOCEVA-CHYLA et al., 2006; CHOI et al., 2007) e o dano
ao DNA é considerado a mais seria modificacdo induzida pela EROs (POULSEN et al.,
2005). A superproducdo de EROs pode exaurir as defesas antioxidantes (enzimaticas ou

ndo) e tornar a célula cancerosa mais susceptivel a morte celular (KONG et al., 2000).



81
Desta maneira, para confirmar se os danos causados ao DNA estavam relacionados as
EROs bem como o desencadeamento da via intrinseca da apoptose: pelo dano ao DNA
mitocondrial (FRUEHAUF & MEYSKENS, 2007); pela ativacdo das caspases -9 e -3
(GOTTLIEB, 2001); e pelo aumento do colapso do Aym (GREEN; KROEMER, 2004),
foi analisado a geracdo de EROs no tratamento com Onco-A.

Surpeendentemente, a Oncocalixona em nenhuma concentracdo foi capaz de
aumentar a producdo de EROs, permanecendo em niveis semelhantes ao controle. Os
dados apresentados acima contrariam a maioria dos efeitos descritos pelo grupo
quimico a qual pertence a Onco-A, uma 1,4- benzoquinona, considerada um dos mais
potentes metabolitos capazes de induzir a formacdo de EROs (Wiemels & Smith, 1999).
Portanto, o principal alvo para investigacdo do mecanismo de citotoxicidade da Onco-A
seriam as espécies reativas de oxigénio, mas os resultados negativos sugeriram o DNA
como o principal alvo para os agentes antitumorais quindides, pertencente ao grupo de
intercalantes e de alquilacdo (ACHE, 2005).

O mecanismo de hematotoxicidade do benzeno ainda ndo estd esclarecido,
incluindo leucomogénese, no entanto, muitos estudos tém sugerido que dano oxidativo
esta envolvido na citotoxicidade e carcinogénese do benzeno e seus metab6litos (SMITH et
al., 1989; STOYANOVSKY et al, 1995). Modelos celulares, como leucemia
promielocitica aguda, HL- 60, tém mostrado o aumento dose-dependente da formacdo de
EROs induzida no tratamento com benzeno e seus metabolitos, incluindo, a 1,4-
benzoquinona — 0 mais potente metabdlito do benzeno indutor de EROs. Por sua vez, o
efeito da superoxido dismutase sugere que o perdxido de hidrogénio e radicais de
hidrogénio estdo envolvidos na leucomogénese (SHEN et al., 1996; WIEMELS; SMITH,
1999). Como a Onco-A ndo induzidiu hematotoxicidade, talvez esse mecanismo nao
esteja envolvida com a presenca de EROs.

Por outro lado, os resultados apresentados pelo grupo da profa. Dra. Marilia O.
F. Goulart (UFAL), Costa et al. (2012), confirmam a geracdo de radical livre da Onco-
A no acoplamento hiperfino da espectroscopia de ressonancia de spin eletrbnica: a
eletrolise da Onco-A foi semelhante a de quinonas, que na auséncia de electréfilos tem
as hidroquinonas instaveis convertidos de volta. O trabalho apresenta a hidroquinona
acetilado e o radical anion correspondente a Oncocalixona-A. Segundo o trabalho citado, a
Onco-A apresentou comportamento tipico de quinona: a) um par de ondas catddicas,

relacionado com a formagdo do anion-radical (a semiquinona da oncocalyxone A); b) um
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par de ondas anddica, relacionado ao processo de transferéncia de elétrons na reacao
quimica. A presenca da primeira e da segunda onda estdo relacionadas a formacdo de
um radical anion e outro dianion, que configura respectivamente semi e hidroquinona
(MARINHO-FILHO, 2012). No entanto, a segunda onda apresentou um pico mais
amplo e mal definido, como previamente observado em outros a-metoxi-para-
benzoquinonas, devido a possiveis rearranjos estruturais ou proporcionais a rea¢fes nao
elucidados no presente caso (COSTA et al, 2012).

GENOTOXICIDADE

A morte celular por apoptose é precedida pela fragmentacdo do DNA em
subunidades oligonucleossomicas, resultado da clivagem da cromatina por endonucleases
especificas (NICOLETTI et al., 1991). A confirmacdo de vias apoptdticas de morte
celular por despolarizacdo mitocondrial, externalizacdo de fosfatidilserina, fragmentagéo
do DNA e ativacdo das caspases iniciadoras e efetoras instigaram a investigacdo do
potencial genotoxico da Oncocalixona-A por meio do ensaio do Cometa. Este ensaio
detecta quebras simples e duplas em moléculas de DNA induzidas por agentes
alquilantes, intercalantes e oxidantes (CAVALCANTI et al., 2006).

A andlise no teste de cometa demonstrou que a Onco-A é capaz de causar
quebras simples e duplas nas fitas de DNA. O pré-tratamento com NAC, por sua vez,
impediu a quebra das fitas do DNA induzidos pela Onco-A. Este surpreendente padrdo de
acdo protetora do NAC na auséncia de EROs, nos permite cogitar algumas
possibilidade quanto a acdo da Onco-A, como agente intercalante. No estudo elaborado
por Costa et al. (2012), foi observado que a interacdo da Onco-A com acido poliadenilico
(poli-A) é mais intensa do que com uma Unica base. Essa andlise ressaltou a interacao
entre oncocalixona A e os nucleotidios, mesmo na presenca de fragmentos de fostato-
acucar.

Costa et al. (2012) avaliaram também a voltametria diferencial de pulso pela
intensidade de oxidagdo entre o biossensor de DNA de fita simples (sSDNA) e a
concentracdo diferencial de Onco-A. A intensidade da corrente do pico de oxidagdo de
guanosina diminuiu na amplitude, enquanto o pico do potencial de oxidacdo com
adenosina manteve-se constante com a corrente de oncocalixona A. O comportamento
eletroquimico observado com a base isolada Guanina, corroborou a correlagdo com DNA
de fita simples, mostrando a intensidade de interacdo entre guanina e Onco-A. A fim de
estudar a influéncia da porcdo de aclcar- fosfato do nucleotidio na oxidacdo da base,
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também foi realizada a analise com poliG e poliA. A interagcdo entre Onco-A e poli-A
foi mais intenso, mostrando mudancgas nos potenciais anodicos de pico.

De fato, a Onco-A consiste em um complexo de anel aromaético, planar,
policiclico, elemento caracteristico de agentes intercalares de DNA, cujo grupo de hidroxila
no C-8 ou C- 11 pode estar envolvido na atividade de ligacdo com DNA, atraves da
ligacdo de hidrogénio, pois acetilagdo reduziu sua bioatividade (Pessoa et al., 2004). A
cloracdo do C-6 pode causar mudangas da carga negativa parcial, alterar as pontes de
hidrogénio do grupo hidroxila do C- 11 e competir interacGes com a ribose (Pessoa et al.,
2004). No entanto, ainda ndo podemos afirmar o tipo de interacdo e mecanismo que a
Onco-A desencadeia na HL-60, como outras quinonas ja descritas na literatura.

A mitomicina C, por exemplo, é metabolicamente ativada para provocar a formacgéo
de aductos no DNA e cross-linking, sendo eficaz contra varios tipos histoldgicos de
tumores, incluindo mama, colon, pulmdo, cabeca e pescoco (SU et al., 2006). A
alquilacdo (transferéncia do grupo metil ou etil de bases de DNA) ocorre em qualquer
um dos sulcos maiores ou menores, 0 3,6-substitute 2,5-bis(1l-aziridinil)-1,4-
benzoquinona, por exemplo, alquila DNA de modo a formar ligacGes cruzadas intercadeia
(LUSTHOF et al., 1989).

Compostos que causam quebra do DNA em sitios especificos foram identificados
no estudo dos quimioterapicos, como 1,2-naftoquinona ligada a semicarbazona/
isonicotinilhidrazone/ tiossemicarbazona, que passam a ter propriedades cataliticas e
clivagem do DNA (ANITHA et al., 2012). Outro alvo muito importante dentre o0s
agentes que interagem com DNA estdo os inibidores da topoisomerase, como f-
lapachona, elipticina e derivados das quinonas saintopina e eleuterina (KRISHNAN e
BASTOW, 2000).

AVALIACAO DA ONCO-A SOBRE AS ENZIMAS TOPOISOMERASES | E |1

As enzimas topoisomerase | e Il s@o responsaveis por reduzir a tensdo no DNA
nos processos biologicos de replicacdo, transcricdo, recombinacdo e segregacao
cromossdmica no ciclo celular (OSHEROFF et al., 1991). A interacdo das drogas
anticancer com o sitio catalitico dessas enzimas configura dano no DNA e causam a morte
celular, caracterizando os efeitos citotoxicos destes compostos (D'ARPA; LI1U, 1989).

Os inibidores utilizados nesse experimento sdo controles ja estabelecidos na
pesquisa com topoisomerase. A campotecina (CPT) é uma droga que estabiliza o complexo

de clivagem da Top | (Toplcc), causando dano ao DNA em dois processos: replicacdo e



84
transcricdo. O MJ-111-65 é um derivado idenoisoquinoline da CPT, que também
blogueia reversivelmente a Top I, mas em regides diferentes do DNA (ANTONY et
al., 2005). De acordo com Pommier et al., 2010, a colisdo dos complexos da DNA e
RNA polimerase interrompe a arquitetura da Toplcc.

Ja a inibicdo da atividade catalitica topoisomerase Il sem interceptacdo do
complexo de clivagem é observado por compostos que intercalam o DNA, cujas
concentragcdes sdo suficientes para alterar a estrutura do DNA; evitando assim a ligacdo da
Top Il com a fita ou a formagéo de complexo de clivagem da Top Il (Top2cc) (POMMIER
et al., 1984; TEWEY et al., 1984). O VP-16, antraciclinas, e outros atuam inibindo
religacdo da Top2cc ao DNA. Normalmente, tratamento com CPT e VP-16 é
simultaneo, porque os inibidores da Top | e Top Il sdo necessarios para interromper a
replicagéo e transcricdo (BERTRAND et al., 1992). VP-16 provavelmente antagoniza a
CPT inibindo a replicacio e CPT suprime os efeitos da VP-16 pela inibicdo da
transcricdo (POMMIER et al., 2010).

No nosso estudo, a Onco-A ndo apresentou nenhum efeito ao DNA plasmidial
superhelicoidizado semelhante a CPT, MJ-111-65 e VP-16. Logo, é possivel afirmar que
ndo atua nas enzimas do tipo topoisomerases, diferentemente da 1,4-benzoquinona, que
induz quebra na regido especifica do DNA, mediada pela topoisomerase Ilo. (LINDSEY et
al, 2004).
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6 CONCLUSAO

A Oncocalixona-A apresentou citotoxicidade contra células leucémicas HL-60 e
induziu alteragbes bioquimica e morfoldgicas sugestivas de apoptose, reforcando que o
composto seja uma potente molécula percursora para a terapia do cancer. O mecanismo
citotoxico foi avaliado através da andlise da viabilidade celular, integridade de membrana,
contedo de DNA nuclear, externalizacdo da fosfatidilserina, ativacdo de caspases da via
extrinseca da apoptose, sem que ocorra a geracdo de espécies reativas de oxigénio.
Também foi identificada sua atividade citotoxica da Onco-A em células mononucleadas
isoladas de sangue periférico humano e em eritrdcitos usando o ensaio do MTT e hemdlise
e seu potencial genotdxico usando o ensaio do Cometa. A Onco-A ndo interage com
enzimas do tipo topoisomerases, mas acredita-se que seu alvo, como aceptor de Michael,
seja 0 DNA.
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