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RESUMO

Avaliacao in vitro do potencial citotoxico de derivados arilamino nor-g-lapachénicos: estudos de
mecanismo de acdo. Tese de Doutorado apresentada ao programa de Pdés-Graduacdo em
Farmacologia. Autor: Bruno Coélho Cavalcanti. Orientadora: Prof:. Dr2 Claudia do O Pessoa.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal do Ceara.

A busca por novos derivados citotéxicos da nor-p-lapachona é parte de uma crescente e continua
busca por novos compostos ativos. O presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico
de quatro derivados arilaminos (1-4) da nor-p-lapachona e os provaveis mecanismos envolvidos na
citotoxicidade da nor-p-lapachona e de seus derivados. Trés derivados (1, 3 e 4) e seu precursor
apresentaram elevado potencial citotoxico sobre todas as linhagens celulares tumorais humanas
utilizadas. Em estudos com células ndo tumorais (CMSP), a nor-B-lapachona ndo induziu
citotoxicidade, porém seus derivados apresentaram efeitos antiproliferativos, cuja intensidade variou
de moderado a fraco com valores de Cls, iguais a 5,02 uM (1), 12,02 uM (3) e 10,65 puM (4). Além
disso, 0s compostos ndo apresentaram efeitos hemoliticos (ECso > 219,29 uM). Tanto a nor-f-
lapachona quanto seus derivados (1, 3 e 4) induziram apoptose (via mitocondrial) em células HL-60,
como observado através dos ensaios de analises morfoldgicas e de citometria de fluxo, e distarbios
sobre a progressdo do ciclo celular de células HL-60, apenas na maior concentracdo (4 uM). O
tratamento com os compostos induziu a formagao de EROS, assim como quebras das fitas da molécula
de DNA em células HL-60 (NQO1) e DU-145 (NQO1"). A co-administracdo de GSH reduziu a
sensibilidade celular aos efeitos tdxicos dos compostos estudados, e o pré-tratamento com agentes
antioxidantes (NAC e IK) reduziu drasticamente a producdo de radicais livres, 0 mesmo ndo
ocorrendo com culturas pré-tratadas com BH (agente depletor de GSH). Porém, o dicumarol (inibidor
de NQOL1) preveniu a formacdo de EROS e os efeitos genotéxicos apenas na linhagem DU-145,
indicando que esses compostos possam ser metabolizados por outras redutases que ndo a NQOL. As
lesdes ao DNA de células DU-145 promovidas pela nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) foram,
parcialmente, reparadas ap6s um periodo de tempo de 24 horas, 0 que corrobora com a sintese nao
programada de DNA detectada ap6s a exposi¢do a esses compostos. Além disso, todos os compostos
ativos interferiram sobre os processos de reparo dos danos ao DNA induzidos pelo MMS, o que indica
que a interferéncia sobre esses processos contribui para seus efeitos citotoxicos. A nor-p-lapachona e
seus derivados arilaminos (1, 3 e 4) inibiram a taxa de proliferacdo de cepas de S. cerevisiae defectivas
na expressdo de topoisomerases (Topi4, Top3A e ToplATop3A) de maneira mais pronunciada do que
observado na cepa selvagem (BY4741), indicando que a interferéncia sobre a atividade das
topoisomerases influencia, de algum modo, a citotoxicidade desses compostos. Nos estudos de
genotoxicidade e mutagenicidade com fibroblastos de pulmédo de hamster chinés (linhagem V79),
todos os compostos citotoxicos promoveram quebras nas fitas de DNA, oxidacdo de bases
nitrogenadas e inducdo de micronlcleos, em concentracdo (10 UM) muito superior do que as
necessérias para induzir os mesmos eventos em células tumorais. Reforcando a participacdo de EROS
sobre o0s eventos mutagénicos, o pré-tratamento com NAC preveniu a formacdo de células
micronucleadas e reduziu a sensibilidade celular aos efeitos tdxicos dos compostos estudados. Esses
resultados ressaltam as propriedades antitumorais da nor-B-lapachona e seus derivados arilaminos e
gue eles podem ser considerados como protétipos para o desenvolvimento de novos agentes
anticancer.

Palavras-chave: nor-p-lapachona. Citotoxicidade. Espécies Reativas de Oxigénio. Topoisomerases.
Genotoxicidade e Mutagenicidade.



ABSTRACT

In vitro evaluation of cytotoxic potential of arylamino-nor-p-lapachone derivatives:
studies of mechanisms of action. PhD Thesis presented to Post-Program of Pharmacology of
Physiology and Pharmacology Department of Ceard Federal University. Author: Bruno
Coélho Cavalcanti. Advisor: Prof. Dr2, Claudia do O Pessoa.

The search for new cytotoxic derivatives of nor-B-lapachone is part of a growing and
continuous search for new active compounds. The present study aimed to evaluate the
cytotoxic potential of four arylamino-nor-B-lapachone derivatives (1-4) and the probable
mechanism involved in the cytotoxicity of these compounds. Among the tested derivatives,
only three of them (1, 3 and 4) and the precursor molecule elicited a significant
antiproliferative effects in all human tumor cell lines used in the study. In experiments with
peripheral blood mononuclear cells (PBMC), nor-B-lapachone did not induce cytotoxicity,
however its derivatives showed antiproliferative effects whose intensity ranged from
moderate to weak, with I1Csq values equal to 5.02 uM (1), 12.02 uM (3) and 10.65 uM (4).
Moreover, all the compounds showed no hemolytic effects (ECsp> 219.29 pM). Nor-B-
lapachone and its derivatives (1, 3 and 4) induced apoptosis (mitochondrial pathway) in HL-
60 cells, based upon morphological and flow cytometric analysis, and interference on HL-60
cell cycle progression, only at the highest concentration (4 uM). Compounds exposure
induced intracellular ROS generation, as well as DNA strand breaks in HL-60 (NQO1 ) and
DU-145 (NQO1") cell lines. The co-administration of GSH reduced the cellular sensibility to
the toxic effects of the studied compounds. Unlike cells pre-treated with BH (glutathione
depletor agent), cells pre-exposed to antioxidants agents (NAC or KI) showed low production
of free radicals. On the other hand, dicoumarol (NQO1 inhibitor) prevented the ROS
formation and DNA strand breaks only in DU-145 cells, indicating that these compounds can
be metabolized by other reductases than NQO1. The DNA damage induced by nor-§-
lapachone and its derivatives (1, 3 and 4) in DU-145 cells were partially repaired after 24 h,
which agrees with the data of unscheduled DNA synthesis. In addition, all active compounds
interfere with DNA repair processes of DNA damage induced by MMS, indicating that this
action contributes to compounds cytotoxic effects. All active compounds inhibited the
proliferation rate of S. cerevisiae strains defective in the expression of DNA topoisomerases
(Topl4, Top34 and TopldaTop34) more pronounced than that observed in wild type strain
(BY4741), suggesting that the interference on topoisomerases activities may contributes to the
cytotoxicity of active compounds. Genotoxicity and mutagenicity studies with Chinese
hamster lung fibroblast cell line (V79), showed that all cytotoxic compounds promoted DNA
strand breaks, DNA bases oxidation and micronucleus formation in a concentration (10 pM)
far higher than needed to induce the same events in tumor cells. Strengthening the ROS
contribution on the mutagenic events, the pre-treatment with NAC prevented the formation of
micronucleated cells and reduced the V79 cell sensibility to the cytotoxic effects of the
studied compounds. These findings underscore the antitumor properties of nor-p-lapachone
and its arylamino derivatives and they can be considered as prototypes for the development of
new anticancer agents.

Keywords: nor-f-lapachone. Cytotoxicity. Reactive Oxygen Species. Topoisomerases.
Genotoxicity and Mutagenicity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos naturais com atividade anticancer

Desde aproximadamente 1500 a.C., as plantas e seus extratos tém sido reconhecidos
como possuidoras de potencial anticancer (LYONS, 1987; VIEGAS JUNIOR et al., 2006).
Entretanto, o estudo racional e organizado de plantas como fontes de agentes anti-neoplasicos
comecou apenas em 1947 com os estudos pioneiros de Hartwell e colaboradores, no qual
constituintes puros originados de plantas foram caracterizados e associados a atividade
antitumoral do extrato bruto, tendo sido adicionadas posteriormente ao arsenal terapéutico
(PETER, 1997; ALLEY etal., 1998).

Atualmente, a natureza tem se destacado como fonte de novos agentes ativos para uma
grande diversidade de doengas. Os produtos naturais continuam a desempenhar um papel
relevante como fonte de novas drogas ou protétipos para o desenvolvimento de farmacos,
apesar dos recentes progressos na area da quimica combinatoria (MARTIN; CRITCHLOW,
1999; DA ROCHA et al., 2001; REDDY et al., 2003; PATERSON; ANDERSON, 2005).
Nos ultimos 25 anos, dentre os novos farmacos aprovados, cerca de 30% sdo produtos
naturais ou derivados destes. Entretanto, em se tratando dos farmacos antitumorais, este
nimero sobe para 42%, por exemplo, segundo Newman e Cragg (2007).

Segundo Dewick (1996), atraves da bioprospeccdo de produtos naturais de mais de
114 mil extratos vegetais oriundos de aproximadamente 35 mil espécies de vegetais, 0
Instituto Nacional do Céancer dos Estados Unidos da América (NCI-EUA) descobriu
importantes drogas antitumorais naturais como o taxol (A) da planta Taxus brevifolia Nutt.,
camptotecina (B) da planta Camptotheca acuminata Decne, e semi-sintéticas como a
podofilotoxina (C) e o etoposideo (D) a partir de precursores isolados da planta Podophyllum
peltatum L. (PEZZUTO, 1997; BALUNAS; KINGHORN, 2005), j& usadas na pratica clinica
(WALL; WANI, 1996; ZAROGOULIDIS et al., 2009). Devido a grande importancia que as
drogas antitumorais (naturais) representam na pratica clinica, inUmeros analogos foram
sintetizados na tentativa de se obter farmacos mais potentes (KINGSTON, 2000).

Muitas dessas substancias serviram como protétipos para o desenvolvimento de drogas
antitumorais mais modernas, como, por exemplo, os andlogos dos alcaldides da vinca
vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®), o analogo do taxol docetaxel (Taxotere®), e

os analogos da camptotecina, o topotecano (Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®). Desse
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modo, esses medicamentos movimentam cerca de 50 bilhdes de doélares anualmente
(CRAGG; NEWMAN, 2000; PINTO et al., 2002; CRAGG; NEWMAN, 2005).

OH

Ry

Ry =H ou OH

Figura 1 - Drogas antitumorais naturais. Taxol (A), camptotecina (B), podofilotoxina (C) e
etoposideo (D).

De maneira geral, as drogas antitumorais tém por base a capacidade de agir sobre
células em divisdo, sem, contudo, fazer distin¢do entre células cancerosas e ndo cancerosas.
Além disso, frequentemente, ndo se chega a cura e, por produzirem muitas reacdes toxicas, a
relacdo risco/beneficio é desfavoravel ao paciente. Esses sdo alguns dos aspectos que fazem
com que um foco do desenvolvimento de novas terapias para o cancer esteja na reducdo da
toxicidade com decorrente aumento do beneficio clinico, que é expresso no aumento do
tempo e melhora na qualidade de vida do paciente (HANSEN; MILLER, 1997).

O grupo de drogas que tem tido maior impacto sobre a sobrevivéncia e qualidade de
vida, sdo os agentes antineoplasicos. Contudo, h& necessidade do desenvolvimento de novas
drogas que reduzam os efeitos adversos do tratamento. Nesse sentido, é importante salientar a
importancia do trabalho da quimica farmacéutica que tem produzido compostos que, se ndo

aumentam o indice de cura ou sobrevivéncia, tem reduzido de maneira importante os efeitos
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toxicos desses agentes e produzido melhoras nos sintomas associados ao cancer
(MARKMAN, 1998).

1.1.1 Quinonas: potencial antitumoral

As quinonas sao compostos organicos cuja principal caracteristica é a presenca de dois
grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com pelo menos duas ligacGes duplas
C-C. Com base na sua estrutura molecular, as quinonas sdo classificadas de acordo com o
sistema aromatico presente em suas estruturas quimicas. Por exemplo, as benzoquinonas,
naftoguinonas e antraquinonas, estdo relacionadas aos sistemas aromaticos benzeno, naftaleno

e antraceno, respectivamente (figura 2).

benzeno naftaleno antraceno

PONNOOS
b che

Benzoquinona Naftoquinona Antraquinona

Figura 2 - Classificacdo de quinonas de acordo com seus sistemas aromaticos
Fonte: Adaptado de Da Silva (2007a).

As quinonas sdo amplamente distribuidas na natureza e participam de diversos
processos bioldgicos (MONKS et al., 1992; ASCHE, 2005). Nos vegetais, por exemplo, as
quinonas encontram-se distribuidas em plantas superiores, principalmente nas familias
Bignoniaceae, Verbenaceae, Polygoniaceae, Leguminosae e Lythraceae (THOMSON, 1997).

O potencial antitumoral das quinonas é conhecido ha mais de trés décadas com a
publicacdo de um trabalho realizado pelo NCI-EUA em 1974, onde foi avaliada a atividade
antitumoral de quinonas naturais e sintéticas (DRISCOLL et al., 1974a,b). Muitas drogas

antitumorais de uso clinico que contém um ndcleo quindnico em suas estruturas, como por
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exemplo, as antraciclinas, mitoxantronas e mitomicina C, apresentam excelente atividade
antitumoral (GEWIRTZ, 1999; BEALL; WINSKI, 2000; CHUNG et al., 2004; ZHANG et
al., 2006).

Sendo as quinonas substancias capazes de catalisar processos bioldgicos de
transferéncia de elétrons, suas fungcbes bioquimicas estdo relacionadas, em grande parte, com
sua capacidade em realizar conversdes redox reversiveis (PETROVA et al., 1990). Quando
reduzidas, ocorre a formacdo de um radical semiquinona ou a producdo de hidroguinona
(relativamente mais estavel), que pode ser oxidado quando ocorre a transferéncia de elétrons a
uma molécula ou radical aceptor (figura 3). O radical semiquinona é extremamente reativo,
podendo reagir com o oxigénio molecular levando a formacédo de radicais superéxido (O,"),
radicais hidroxil (OH"), oxigénio singleto (*O.) e perdxido de hidrogénio, os quais sio muito
toxicos para a célula devido a capacidade desses radicais ou moléculas em induzir ou facilitar
a peroxidacdo lipidica, inativacdo enzimatica e modificacbes na molécula de DNA (figura 4)
(HALLIWELL; CROSS, 1994; RADJENDIRANE et al., 1997). Dependendo da estabilidade
das hidroquinonas geradas, estas podem passar por um novo ciclo redox (auto-oxidacdo) ao
reagir com o oxigénio molecular formando novas semiquinonas e induzindo a formacéao
deletéria endogena de espécies bioativas de oxigénio (CADENAS, 1995; FOURIE et al.,
2002).

Logo, boa parte dos mecanismos citotdxicos das drogas antitumorais que possuem um
nucleo quindnico, pode ser atribuida pela formacéo de intermediarios reativos que podem se
ligar ao DNA (CUMMINGS, 2000; BEALL; WINSKI, 2000) ou por induzirem estresse
oxidativo quando o grupo quindnico for reduzido por enzimas redutoras presentes na célula
(POWIS, 1989; O’BRIEN, 1991; JOSEPH et al., 2000).
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.D 'D‘ GH
Redutase
1e 1e
—+r.
;7 ~ 2 H
D #*
5 z O 5 OH
Q Q- QH»

Figura 3 - Reducdo de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q), e

hidroquinonas (QH.), respectivamente.
Fonte: Adaptado De Moura (2008).

Ciclo Redox parcial das Quinonas

O 8] /_)

Fe'%icu'’  Fe*iicu™
+ -
D G 00
NADP+ + Ht F"I""'D{.'-K O2 EDZ de Fenton '
g H D/* + \J
0(3%)0e 7 =/CAT O{ _»| Estresse oxidativo
o O et
P : v
— - = Y Peroxidacao lipidica
Geragao de Ligagao covalente Destruicdo de proteinas
intermediarios com acidos nucléicos e Danificagio de acidos nucléicos
bio-alquilantes proteinas Ouebra das fitas do DNA

*CAT = Enzima catalase: SO0 = Enzima superdxido desmutase; GPX = Glutationa peroxidase
FAD = Enzima flavina

Figura 4 - Ciclo redox induzido por quinonas.
Fonte: Da Silva et al. (2003).

1.1.1.1 Naftoquinonas

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o lapachol (E), isolado principalmente do

cerne de arvores do género Tabebuia (Bignoniaceae) conhecidas como ipés. A atividade
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antitumoral do lapachol foi descrita em 1962 em estudos realizados com carcinoma de
Walker-256 (RAO et al., 1968). Outrora, o lapachol ja foi comercializado para utilizacdo
como coadjuvante no tratamento de certos tipos de cancer (ARAUJO et al., 2002).

Em 1964, os estudos antitumorais de fase clinica I com o lapachol, realizado pelo
NCI-EUA, ndo obteve éxito devido aos efeitos colaterais induzidos pela molécula (BLOCK et
al., 1974). Porém, em outro estudo clinico conduzido em 1980, o lapachol foi capaz de inibir
0 crescimento tumoral em pacientes com varios tipos de tumores (mama, proéstata, rins,
figado) e reduzir a sensacdo de dor provocada pelas neoplasias (HUSSAIN et al., 2007).
Alguns estudos reportaram a atividade citotoxica in vitro do lapachol contra linhagens
tumorais (RAO, 1974; SKOV et al., 1993; SALUSTIANO et al., 2010) e seus efeitos anti-
metastaticos em modelos in vivo foram descritos (SIEBER et al., 1976; DE OLIVEIRA et al.,
1978; BALASSIANO et al., 2005; MAEDA et al., 2008). Além do mais, um ndmero
expressivo de derivados sintéticos relacionados ao lapachol tem mostrado excelente atividade
citotoxica in vitro (DIAS; MEDINA, 1996; MI et al., 2002; RAVELO et al., 2004,
ESTEVES-SOUZA et al., 2007).

A B-lapachona (F) é um anadlogo do lapachol, muito estudado farmacologicamente
devido a seus efeitos antiproliferativos contra diversas linhagens de células tumorais
(DOCAMPO et al., 1979; LI et al., 1993a; CHAU et al., 1998; CHOI et al., 2003; OUGH et
al., 2005; LEE et al., 2006), apresentando poucos efeitos ciotdxicos contra células ndo
tumorais (SUN et al., 2006; DA SILVA JUNIOR et al., 2010) e devido ao seu potencial
antitumoral em modelos in vivo (SCHAFFNER-SABBA et al., 1984; LI et al., 1999;
QUEIROZ et al., 2008; DONG et al., 2009), com baixos efeitos colaterais (LI et al., 1999).
Kung et al. (2007) reportou os efeitos anti-angiogénicos in vitro da B-lapachona sobre células
endoteliais vasculares humanas.

A B-lapachona apresenta baixa solubilidade em agua, o que limita sua administracéo
sisttmica em aplicacdes clinicas (NASONGKLA et al., 2003; DE ABREU et al., 2007).
Contudo, uma nova composi¢do farmacéutica de B-lapachona complexada com ciclodextrina
codificada com ARQ 501, com maior solubilidade aquosa, tem demonstrado sinais
promissores em estudos clinicos antitumorais de fase clinica I e 11 (LI, 2006a, b; YANG et al.,
2008).
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(E) Q (F)
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Figura 5 - Estruturas quimicas do lapachol (E) e da p-lapachona (F).

Apesar de haver varios estudos no sentido de elucidar os mecanismos de agédo
responsaveis pela citotoxicidade da B-lapachona, seus mecanismos de inducdo de morte
celular, por exemplo, permanecem néo totalmente compreendidos (HUANG; PARDEE, 1999;
LI et al., 2003). Foi relatado que dependendo do sistema celular, a B-lapachona pode ativar
vias distintas dos mecanismos que levardo a morte celular (LIU et al., 2002; SUN et al., 2006)
independentemente do status dos genes TP53 e Bax/Bak (codificam proteinas pré-apoptéticas)
ou de caspases em ceélulas cancerosas (LI et al., 1993b; PLANCHON et al., 1995;
WUERZBERGER et al., 1998). Tem sido sugerido que os efeitos antiproliferativos atribuidos
a P-lapachona contra as células tumorais estdo relacionados a inibicdo das enzimas
topoisomerases | e Il (LI et al., 1993a; DEGRASSI et al., 1993; FRYDMAN et al., 1997;
HUEBER et al.,, 1998; KRISHNAN; BASTOW, 2000), porém, a concentracdio de [-
lapachona requerida para inibir a topoisomerase I, por exemplo, € superior a concentracdo
necessaria para induzir apoptose (LI et al., 2003).

Consistente com a inibigdo de topoisomerases, a B-lapachona, também, inibe as
enzimas envolvidas no reparo das lesbes no DNA (BOORSTEIN; PARDEE, 1984;
BOOTHMAN et al., 1987; BOOTHMAN, 1989a) favorecendo a ocorréncia de quebras das
fitas de DNA, aberracGes cromossémicas e trocas de cromatides irmds (DEGRASSI et al.,
1993; VANNI et al., 1998) e potencializando os efeitos induzidos por radiagdes ionizantes ou
agentes alquilantes sobre 0 DNA (SCHAFFNER-SABBA et al., 1984; BOOTHMAN et al.,
1987, 1989; CHOI et al., 2007). Adicionalmente, a B-lapachona também é capaz de inibir
enzimas envolvidas na sintese do DNA durante sua replicacdo, como por exemplo, a DNA
polimerase-o. (SCHUERCH; WEHRLI, 1978), e de reduzir a atividade enzimatica da
telomerase através da diminuicdo da expressdo do gene humano da transcriptase reversa da
telomerase (nTERT) (LEE et al., 2005).
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A B-lapachona, assim como outras naftoquinonas, ap6s sofrerem reducéo enzimatica,
podem produzir espécies bioativas de oxigénio (O,”, HO" e '0,) e H,0, (PORTELA;
STOPPANI, 1996; CHAU et al., 1998; PINK et al., 2000a; DE ABREU et al., 2005, 2007;
COJOCEL et al., 2006) favorecendo o aumento de peroxidacdo lipidica, da inativacao
enzimética e modificacbes na molécula de DNA (figura 4) (HALLIWELL; CROSS, 1994;
RADJENDIRANE et al., 1997; BENTLE et al., 2006).

No Brasil, em se tratando de quinonas obtidas de espécies vegetais do género
Tabebuia, destaca-se o pioneirismo dos estudos farmacoldgicos realizados por O. G. de Lima
(Universidade Federal de Pernambuco, UFPE) na década de 60 e o do prof. Dr. B. Gilbert
(Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ), a partir da década de 70. Desde entdo, varios
outros pesquisadores, como o prof. Dr. Anténio Ventura Pinto (UFRJ), desenvolvem
pesquisas com este grupo de naftoquinonas e seus derivados semi-sintéticos, em estudos
farmacoldgicos e quimicos de diversos tipos. Mais recentemente, o grupo da prof®. Drd. M. O.
F. Goulart (Universidade Federal de Alagoas, UFAL) dedica-se ao estudo eletroquimico
destas quinonas (DA SILVA et al., 2003).

Recentemente, o grupo de pesquisa coordenado pelos professores Dr. Antdnio Ventura
Pinto (UFRJ) e Dr. Carlos Kleber de Andrade (Universidade de Brasilia, UnB) sintetizou uma
série de anélogos da nor-p-lapachona (figura 6), que em colabora¢do com o grupo de pesquisa
do Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) determinaram a relevante atividade
citotoxica desses compostos contra linhagens de células tumorais humanas (DA SILVA
JUNIOR et al., 2007b; DA SILVA JUNIOR et al., 2010).

Figura 6 - Estrutura quimica da nor-B-lapachona.
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1.1.1.2 Bioreducgdo de quinonas

A maioria dos efeitos bioldgicos atribuidos as quinonas, assim como para a -
lapachona, sdo dependentes de sua bioativacdo (GUTIERREZ, 2000; PINK et al., 2000a;
BAILEY et al., 2001; OLIVEIRA-BRETT et al., 2002; NEMEIKAITE-CENIENE et al.,
2003; PHILLIPS et al., 2004; DE ABREU et al., 2005).

As quinonas podem ser metabolizadas via reducdo de um ou de dois elétrons. A
reducdo de um elétron é catalisada por redutases como a NADPH-citocromo P450 redutase,
citocromo b5 redutase, xantina oxidoredutase e ubiquinona oxidoredutase. Como descrito
anteriormente, esse processo leva a formacgdo de radicais semiquinonas reativos, que na
presenca de oxigénio molecular induzem a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERQOS).
Em contraste, a reducdo via dois elétrons catalisada pela NAD(P)H/dihidronicotinamida
ribosideo (NRH):quinona oxidoredutase (NQOs), produz hidroquinonas, relativamente mais
estaveis, prevenindo a formacdo de semiquinonas intermediarias e de EROS (figura 7)
(MIKAMI et al., 1998; JOSEPH et al., 2000; GUTIERREZ, 2000; WINSKI et al., 2001;
STRASSBURG et al., 2002; NIOI; HAYES, 2004). Porém, essas hidroquinonas podem sofrer
auto-oxidacao e formar novas semiquinonas (CADENAS, 1995; MUNDAY, 1997). Logo, a

reducdo catalizada por NQOs tem tanto um papel pré quanto antioxidante (detoxificagéo).
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Figura 7 - Esquema de metabolizacao de quinona (1,4-benzoquinona)
Fonte: Adaptado de Nioi e Hayes (2004).
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Agentes antitumorais bioredutiveis formam uma importante classe de drogas
anticancer que incluem, por exemplo, a mitomicina C, indologuinona (EO9) e analogos,
antraquinonas, antraciclinas dentre outras (GUTIERREZ, 2000; FOURIE et al., 2002). Os
elementos bioredutiveis mais comumente encontrados nessas drogas antitumorais
bioredutiveis sdo os grupos quinonas e o0xido de nitrogénio (TRUSH et al., 1982; FOURIE et
al., 2002). Esses grupos podem ser ativados pela NQOs e/ou NADPH-citocromo P450
redutase.

Dentre as principais enzimas da familia das NQOs, destaca-se a enzima
NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1 (NQO1; DT-diaforase, EC 1.6.99.2). A NQO1 é uma
enzima com atividade controversa. Geralmente ela é aceita como uma enzima protetora contra
a toxicidade das quinonas (ISKANDER; JAISWAL, 2005), mas por outro lado, em muitos
casos, a NQOL esta relacionada com a ativacdo de varias quinonas, contribuindo com seus
efeitos citotoxicos (WORKMANN; STRATFORD, 1993, 1994; RAUTH et al., 1997,
BOYER, 1997; JOSEPH, 1998).

A atividade redutora da NQO1 associada com os altos niveis de expressdo dessa
enzima em certos tipos de tumores (ex: pulmé&o, colon, mama, rins e pancreas) em relacdo aos
tecidos normais, tem levado a uma incessante busca por novos agentes quimioterapéuticos
bioredutiveis (SCHLAGER; POWIS, 1990; CRESTEIL; JAISWAL, 1991; ROSS et al., 1994;
WORKMANN, 1994; NEMEIKAITE-CENIENE et al., 2003; PHILLIPS et al., 2004).

Varios pesquisadores tém reportado que a atividade enzimatica de NQOL1 é um fator
determinante sobre a citotoxicidade da [B-lapachona frente a varias linhagens celulares
tumorais que superexpressam NQO1 (PINK et al., 2000a; PLANCHON et al., 2001; OUGH
et al., 2005; BEY et al., 2007). Porém, B-lapachona também induz citotoxicidade na linhagem
leucémica humana HL-60 (PLANCHON et al., 1995, 1999; CHAU et al., 1997; DA SILVA
JUNIOR et al., 2007b; 2010), que é deficiente na expressdo de NQO1 (PINK et al., 2000a;
TUDOR et al., 2003; 2005; BELLO et al., 2005), assim como outras linhagens leucémicas
humanas (FITZSIMMONS et al., 1996). Em contrapartida, células HL-60 possuem niveis
elevados de algumas enzimas da familia P450 (KROVAT et al., 2000; NAGAI et al., 2002;
KAWAI et al., 2003), o que sugere que a B-lapachona possa ser metabolizada e bioativada por
outras enzimas (SAVAGE et al., 2008) que ndo as NQOs.
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Figura 8 - Expressdo de NQOL1 em trés linhagens de carcinoma de préstata humano

analisados por Western blot
Fonte: Adaptado de Planchon et al. (2001).

Tabela 1 - Atividade enzimatica de NQO1, citocromo b5 redutase e citocromo P450 redutase
em linhagens de carcinoma de préstata humano.

Linhagem celular NQO1 b5R P450
LNCaP 90+24 17+ 3.2 70+£23
DU-145 500 + 48 39+33 6,8+0,6

PC-3 740 + 100 38+£5,1 79+11

Fonte: Adaptado de Planchon et al. (2001)
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Figura 9 - Atividade enzimatica de NQO1 em células de carcinoma humano epitelial (HeLa) e
células leucémicas HL-60 (A), expressdo de NQO1 nas linhagens HeLa e HL-60 analisados por

Western blot (B).
Fonte: Adaptado de Bello et al. (2005).

Como o principal foco da quimioterapia do cancer é aumentar ou melhorar a
seletividade das drogas antitumorais em relacdo as células cancerosas, 0s agentes antitumorais
bioredutiveis sdo considerados por muitos, como sendo drogas mais seletivas atraves de uma
abordagem enzima-direcionada. Porém, nenhum desses agentes bioredutiveis na atualidade é
ativado por apenas uma Unica enzima redutora (FOURIE et al., 2002). O que motiva o
desenvolvimento de novas drogas antitumorais bioredutiveis, levando-se em consideracao os

fatores estruturais que confiram seletividade sobre sua ativagao por uma redutase especifica.

1.2 Morte celular: apoptose e necrose

1.2.1 Apoptose

A apoptose ou morte celular programada, proposta primeiramente por Kerr et al.

(1972) é uma forma de morte celular, geneticamente regulada, caracterizada por mudancas

morfoldgicas, bioquimicas e alteracdes genética moleculares. Desequilibrios entre o0s
processos de apoptose e proliferacdo celular resultam em distirbio na homeostase do tecido e
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a sua desregulacdo estd relacionada com o desenvolvimento de diversas doengas como o
cancer, doencas autoimunes, neurodegenerativas e infec¢oes virais (DLAMINI et al., 2004).

A apoptose participa de forma complementar, ainda que oposta, ao processo de divisao
celular como um mecanismo homeostatico da morfogénese e reconstrucdo tecidual normal
(VANENEGLAND et al., 1997; MEIER et al., 2000; KIMURA et al., 2003). Igualmente,
esse processo € importante na remocao de células danificadas, infectadas ou potencialmente
neoplasicas (NAGATA, 1996; SAIKUMAR et al., 1999). E é um evento importante e bem
caracterizado, na citotoxicidade induzida por farmacos anticAncer (KIM et al., 2002;
MADDIKA et al., 2007). O tratamento de tumores por radiacdo e quimioterapia, por
exemplo, envolve a ativacdo seletiva da apoptose nas células neoplésicas (SAIKUMAR et al.,
1999; RICCI; ZONG, 2006).

Morfologicamente, a apoptose é caracterizada pela degeneracdo de células esparsas
com condensacdo e fragmentacdo da cromatina, condensacdo citoplasmatica e reducdo do
volume celular, mantendo, porém, a integridade das organelas citoplasmaticas e da membrana
celular, em suas fases iniciais. Em seqiiéncia, ocorre a formacdo de corpos apoptéticos e
fagocitose pelas células vizinhas normais e macrofagos. Bioguimicamente, a degradagdo do
DNA ndo ¢ casual, ocorrendo pela acdo de endonucleases nos espagos internucleossomais,
originando fragmentos de 180 a 200 pares de bases (VAN CRUCHTEN; VAN DEN
BROECK, 2002; DLAMINI et al., 2004; FINK; COOKSON, 2005; ELMORE, 2007).

A degradacdo celular e as mudancas morfologicas observadas em células apoptéticas
sdo decorrentes da ativacdo de caspases (SARASTE; PULKKI, 2000). As caspases, proteases
especificas de aspartato contendo cisteina, que clivam seus substratos protéicos
especificamente ap6s um residuo de &cido aspartico, estdo presentes no ndcleo como proé-
enzimas inativas (zimogénios), que ap6s estimulo apoptotico sdo ativadas por clivagem
proteolitica (NICHOLSON, 1999; STRASSER et al., 2000; BOATRIGHT; SALVESEN,
2003). A ativacdo das caspases iniciadoras, tais como as caspases-2, -8, -9 e -10, por sinais
pré-apoptoticos leva a ativagdo proteolitica das caspases efetoras-3, -6 e -7. Essas caspases
clivam um grupo de proteinas vitais (lamininas e gelsolinas) e ativam proteoliticamente
enzimas latentes, como as endonucleases, iniciando e executando o processo apoptotico.

Diversos sdo os fatores que podem desencadear a apoptose, dentre eles: ligacdo de
moléculas a receptores de membrana, agentes quimioterapicos, radiacdo ionizante, danos no
DNA, choque térmico, deprivacdo de fatores de crescimento, baixa quantidade de nutrientes e
niveis aumentados de EROS (HENGARTNER et al., 2000; BAIGI et al., 2008). Trés vias

celulares de sinalizacdo distintas tém sido descritas como responsaveis pelo inicio da
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apoptose: via extrinseca ou de sinalizacdo externa, via intrinseca ou mitocondrial e a terceira
via, ativada pelo fator de inducdo de apoptose (AIF) (JOZA et al.,, 2001; GREEN, 2005;
GUPTA et al., 2006).

A via extrinseca € desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um grupo de
receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (rTNF).
Esta ligacdo é capaz de ativar a cascata das caspases (BUDIHARDJO et al., 1999). Todos os
membros da familia de rTNF possuem um subdominio extracelular rico em cisteina, o qual
permite que eles reconhecam seus ligantes. Tal fato resulta na trimerizagdo e consequente
ativacdo dos receptores de morte especificos (figura. 10). A sinalizacdo a seguir ¢ mediada
pela porcdo citoplasmatica desses receptores que contém uma seqiiéncia de 65 aminoacidos
chamada "dominio de morte" sendo, por isso, chamados de "receptores de morte celular”
(NAISMITH et al., 1998). Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante
especifico, os seus dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como
FADD/MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutarem a caspase-8 que ira ativar a
caspase-3, executando a morte por apoptose (DANIEL et al., 2001).
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Figura 10 - Via extrinseca de ativacdo da apoptose.
Fonte: Grivicich et al. (2007).

A via intrinseca ou mitocondrial é ativada por estresse intracelular ou extracelular

como a deprivacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de
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oncogenes, e envolvem a participacdo dos membros da familia de proteinas Bcl-2,
considerados os mediadores essenciais de sobrevivéncia e apoptose celular (ASHE; BERRY,
2003). A familia de proteinas Bcl-2 é composta por cerca de 15 membros com funcéo pro-
apoptética (Bax, Bak, Bad, Bim, Bid, Bik, Blk e Hrk) que aumentam a permeabilizacdo
mitocondrial contribuindo para o extravasamento dos fatores apoptéticos, e anti-apoptoticos
(Bcl-2, Bel-w, Bel-xI, Mcl-1, Bfl-1 e BHRF) que estabilizam a membrana mitocondrial. Essas
proteinas localizam-se na membrana mitocondrial externa, na carioteca e no reticulo
endoplasmatico das células (DLAMINI et al., 2004).

Os sinais que sdo transduzidos em resposta ao estresse celular convergem
principalmente para a mitocondria (HENGARTNER et al., 2000). Inimeros estudos sobre
apoptose apontam a mitocondria como o principal mediador desse tipo de morte (SMAILI et
al., 2003; GALLUZZI et al., 2009). Essa organela integra os estimulos de morte celular,
induzindo a permeabilizacdo mitocondrial e conseqliente liberacdo de moléculas pro-
apoptoticas nela presentes (DESAGHER; MARTINOU, 2000).

Quando sinais de morte alcancam a mitocéndria, levam ao colapso do potencial da
membrana mitocondrial interna (Ayy), bem como a uma transicdo da permeabilidade
mitocondrial (TPM). Ao mesmo tempo, a dgua do espaco entre membranas passa para a
matriz mitocondrial, levando a ruptura da organela e consequente liberagcdo de proteinas pro-
apoptoticas para o citoplasma (LOEFFLER; KREMER, 2000; GUPTA, 2003). Além da
liberacdo de moléculas pela mitocéndria, a indugdo do Ay, e 0 aumento do TPM levam a
perda da homeostasia celular, interrompendo a sintese de ATP e aumentando a producéo de
espécies reativas do oxigénio (EROS) (KROEMER; REED, 2000). O aumento nos niveis de
EROS leva a oxidacgdo de lipidios, proteinas e &cidos nucléicos, aumentando o colapso do
Aym (GREEN; KROEMER, 2004). A resposta da mitocondria ao dano oxidativo é uma via
importante no inicio da apoptose. Além disso, é sabido que as EROS induzem a ativacdo das
caspases -9 e -3 (GOTTLIEB et al. 2000; GOTTLIEB, 2001). Além do mais, o0 aumento do
TPM, facilita o extravasamento de citocromo ¢, que uma vez no citosol, forma um complexo
com a APAF-1 (fator ativador de proteases prd-apoptoticas 1) e a caspase-9, o chamado
apoptossomo, que promove a clivagem da pro-caspase-9 para ativa-la (BUDIHARDJO et al.,
1999; ARMSTRONG et al., 2006). Uma vez ativada, a caspase-9 ativa as caspase-3 e -7 que

vai executar a apoptose (figura 11).
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Figura 11 - Via intrinseca de ativacdo da apoptose
Fonte: Grivicich et al. (2007)

A terceira via de sinalizacdo também dependente da mitocéndria, mas independe das
caspases, ocorre pela liberacdo de fatores apoptogénicos, como citocromo c, fator de inducéo
da apoptose (AIF), ATP, proteinas heat shock e DIABLO/Smac (direct IAP binding protein
with low pl/second mitochondria-derived activator of caspases), um inibidor de IAPs
(proteinas inibidoras de apoptose), neutralizando sua atividade anti-apoptotica (VERHAGEN
et al., 2000; DU et al., 2000; HONG et al., 2004).

1.2.2 Necrose

A necrose é considerada uma resposta passiva a injuria celular, entretanto estudos
recentes sugerem que a necrose também pode ser regulada geneticamente (ZONG;
THOMPSON, 2006). Porém, ao contrario da apoptose, a necrose ndo tem um mecanismo
molecular bem esclarecido. A nivel celular, a necrose é caracterizada pelo aumento do volume
celular, perda da integridade da membrana plasmaética e consequente ruptura celular, inchaco
de algumas organelas citoplasmaticas e agregacdo da cromatina. Durante a necrose, 0
contetdo celular é liberado, causando dano as células vizinhas e uma reagdo inflamatéria no
local (ZIEGLER; GROSCURTH, 2004). Dentre os fatores que podem causar esse tipo de

morte celular estdo a deplecéo energética, o desbalanco no fluxo de célcio (Ca®") intracelular,
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a geracdo de EROS e a ativacdo de proteases nao-apoptdticas (KROEMER et al., 2005;
RICCI; ZONG, 2006).

1.3 Genotoxicidade e mutagenicidade de quinonas

Os efeitos genotdxico e mutagéncio promovidos pelas quinonas estdo associados com
a producdo de EROS intracelular apos serem metabolizadas enzimaticamente (OLLINGER;
BRUNK, 1995; BOLTON et al., 2000). Radicais superéxido (O,"), radicais hidroxil (HO"),
oxigénio singleto (*O,) e peréxido de hidrogénio induzem modificacdes na molécula de DNA
(DURNEV; SEREDENIN, 1990; EPE, 1991; PURSCHKE et al.,, 2002; BARZILAI,
YAMAMOTO, 2004; PELICANO et al., 2004). Adicionalmente, compostos como o0 benzeno,
uma vez metabolizados, geram quinonas (benzoquinonas) como metabolitos intermediarios
que podem induzir a formacdo de adutos no DNA, estresse oxidativo e efeitos aneugénicos
(WHYSNER et al., 2004). E, compostos contendo uma fungdo quinona em suas estruturas
guimicas, como por exemplo, o antibiético mitomicina C, ap6s serem metabolizados, formam
intermediarios reativos que podem formar ligacGes covalentes (adutos) com as bases
nitogenadas do DNA, em especial a guanina (figura 12) (CUMMINGS, 2000).

Varios trabalhos vém reportando a atividade genotoxica e mutagénica de
naftoquinonas sobre células cancerosas e ndo cancerosas. Dentre essas naftoquinonas se
destacam a juglona, pumblagina, menadiona e lausona (figura 13), que sdo 1,4-
naftoquiononas isoladas de plantas e que induzem quebras de fitas de DNA, aberracfes
citogenéticas e mutagénse (DEVI et al., 1998; GAIVAO et al., 1999; KIRKLAND;
MARZIN, 2003; KUMAR et al., 2009; AITHAL et al., 2009; DEMMA et al., 2009). Outra
naftoquinona bem estudada é a P-lapachona, que induz lesdes na molécula de DNA,
aberracdes cromossdmicas e trocas de cromatides irméds (DEGRASSI et al., 1993; VANNI et
al., 1998) e efeitos teratogéncios em ratos (DE ALMEIDA et al., 2009).
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A participagdo de enzimas redutoras pode modular os efeitos mutagénicos induzidos

pelas quinonas. A reducdo da menadiona pela NADPH-citocromo P450 redutase aumenta

atividade mutagénica frente a linhagem TA104 de Salmonella typhimurium (teste de Ames),

mas por outro lado, a adicdo de enzimas antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD) e

a catalase reduzem os efeitos mutagénicos da menadiona, reforcando que esses efeitos sdo

estritamente relacionados com a produgéo de EROS (CHESIS et al., 1984). Em contraste,

experimentos conduzidos com células HepG2 (hepatoma humano), cuja principal enzima

redutora € a NQOL1 revelou que o tratamento com menadiona na presenca de dicumarol

(inibidor de NQO1) aumentou significativamente os efeitos genotoxicos sobre a linhagem
(HASSPIELLER et al., 1996), ressaltando o papel da NQO1 sobre a detoxificacdo da
menadiona (JOSEPH; JAISWAL, 1994; TAMPO; YONAHA, 1996; CHIOU; TZENG,

2000).
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Fonte: Kumar et al. (2009).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Determinar o mecanismo de acdo da nor-f-lapachona e de quatro derivados arilaminos

em modelos bioldgicos celulares in vitro.

2.2 Especificos

a) Awvaliar o potencial antiproliferativo e a seletividade de agdo da nor-p-lapachona e
de seus derivados sobre linhagens tumorais humanas (ensaio do MTT) e ceélulas
mononucleadas isoladas de sangue periférico humano (ensaio do Alamar Blue);

b) Avaliar a atividade hemolitica da nor-p-lapachona e de seus derivados em modelo
de eritrécitos de camundongos Swiss (Mus musculus);

c) Avaliar os provaveis mecanismos de acdo responsaveis pela citotoxicidade dos
compostos utilizando como modelos experimentais as linhagens de leucemia HL-
60 e de carcinoma de préstata DU-145, assim como cepas da levedura
Saccharomyces cerevisiae defectivas na expressdo de enzimas topoisomerases,
através de:

- Técnicas de citometria de fluxo:
» [Integridade de membrana celular;
= Despolariza¢cdo mitocondrial;
= Fragmentacdo internucleossomica de DNA;
= Externalizacdo da fosfatidilserina;
= Ativacdo de caspases;
= Producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio;
- Ensaio do cometa (lesbes no DNA e cinética de reparo).
- Ensaio de inibicdo de crescimento de cepas de S. cerevisiae deficientes
em topoisomerases.
d) Avaliar o potencial genotoxico e mutagénico dos compostos em culturas de
fibroblastos de pulméo de hamster chinés (V79) através dos ensaios do cometa e

de inducédo de micronucleos.



Materiais e Métodos



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais utilizados

3.1.1 Equipamentos

e Agitador de placa MLW Modelo Thys 2

e Balanca analitica, GEHAKA AG200

e Banho-Maria, MOD. 105 DI DELLTA

e Centrifuga Excelsa Baby | FANEN Modelo 206

e Centrifuga de placas Eppendorf Modelo Centrifuge 5403
e Centrifuga de laminas Shandon Southern Cytospin

e Citdmetro de fluxo, Guava EasyCyte Mini

e Cuba de eletroforese horizontal, BioRad

e Espectrofotdmetro de placas Packard Spectra Count

e Estufa de secagem e esterilizagdo, FANEM, MOD. 315SE

e Fluxo laminar VECO

e HTS (High Throuput Screening, BIOMECK 3000) Beckman Coulter

e Incubadora de células (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow
e Microscopio de fluorescéncia Olympus Modelo BX41

e Microscopio Optico Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab
e Microscopio éptico de inversdo Nikon Diaphot

e pHmetro Micronal B474
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3.1.2 SolucGes e reagentes

Acido acético P.A. (MERCK)

Acido cloridrico 0,1 N (VETEC)

Agarose de baixo ponto de fusdo (Invitrogen)
Agarose de ponto de fusdo normal (Invitrogen)
Alcool etilico P.A. (VETEC)

Bacto-agar (VETEC)

BrdU (SIGMA)

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

1-Bromoheptano (SIGMA)

Ciclosporina A (SIGMA)

Citocalasina B (SIGMA)

Cloreto de sodio (VETEC)

Colchicina (SIGMA)

Diaminobenzidina (PROQUIMICOS)

Dicumarol (SIGMA)

DMSO (VETEC)

Doxorrubicina (ZODIAC)

EDTA (PROQUIMICOS)

Endonuclease 111 (Endo 111) (New England BioLabs®)

Entellan (MERCK)
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Estreptavidina-peroxidase (DAKO)

Extrato de levedura a 1% (Difco)
Fitohemaglutinina (CULTILAB)

Formaldeido (VETEC)

Formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg) (New England BioLabs®)
Glutationa reduzida (SIGMA)

Hidroxido de Soédio (VETEC)

Hidroxiurea (SIGMA)

Histopaque (SIGMA)

lodeto de potassio (VETEC)

lodeto de propideo (SIGMA)

Laranja de acridina (FLUKA)

Meio de cultura celular RPMI 1640 (CULTILAB)
Meio de cultura para leveduras YPD (DIFCO)
Metanol P.A. (MERCK)
Metil-metano-sulfonado (SIGMA)
N-acetil-L-cisteina (SIGMA)

NaOH 10M (VETEC)
Penicilina-estreptomicina (CULTILAB)
Perdxido de Hidrogénio (VETEC)

Rodamina 123 (SIGMA)

Solucdo de Azul de Tripan a 4% em agua destilada (SIGMA)



Solucdo de bactopeptona a 2% (Difco)

Solucdo de Giemsa a 5% em tampao fosfato (PBS) (SIGMA)

Solucéo de glicose a 2% (Difco)

Solucéo de KCI 0,075 M em agua destilada (LABSYNTH)

Solucdo de Triton X-100 a 1% (Vetec)

Solucdo salina 0,9% (LABSYNTH)

Solucéao tampao fosfato pH 6,8 (NaHPO,4.7H,0 + NaHPO,4.H,0, LABSYNTH)
Soro fetal bovino (CULTILAB)

Tripsina 0,25% (CULTILAB)

Tris (PROQUIMICOS)
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3.2 Modelos bioldgicos

3.2.1 Linhagens celulares

As células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade

estdo listadas quanto ao tipo histoldgico e a origem na tabela 2.

Tabela 2 - Células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Linhagem Tipo Histoldgico Origem
HL-60 Leucemia promielocitica Humana
K-562 Leucemia mielocitica cronica Humana
JURKAT Leucemia de ceélulas T Humana
MOLT-4 Leucemia de células T Humana
PC-3 Carcinoma de prdstata Humana
DU-145 Carcinoma de prostata Humana
Hs 578T Carcinoma de mama Humana
MX-1 Carcinoma de mama Humana
HCT-8 Carcinoma de célon Humana
SF-295 Glioblastoma Humana
CMSP Linfdcitos e Mondcitos Humana
V79 Fibroblasto de pulméo Murino

3.2.1.1 Obtencdo e cultivo das células tumorais

As linhagens tumorais foram gentilmente cedidas pelo Children’s Mercy Hospital e
pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA). As células foram cultivadas em frascos plasticos
para cultura (75 cm? volume de 250 mL) em meio de cultura RPMI-1640 ou DMEM
suplementado com 10 a 20% de soro fetal bovino e 1% de antibioticos. As células foram
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incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,, tendo sido observado o
crescimento celular com ajuda do microscopio de inversdo a cada 24 horas. Para a
manutencdo das linhagens que crescem aderidas ao frasco de cultura (prostata, mama, colon e

glioblastoma), tripsina (0,25%) foi utilizada a fim de desaderi-las.

3.2.2 Obtengé&o das celulas mononucleares do sangue periférico

As células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas a partir de
sangue periférico de voluntarios saudaveis. A coleta de sangue foi realizada em frascos
heparinizados (vacuntainer) por profissionais capacitados da Unidade de Farmacologia
Clinica (UNIFAC) da Universidade Federal do Ceara.

As células foram isoladas através de um gradiente de densidade por meio da utilizacao
do Histopaque™-1077. Uma amostra de 3mL de sangue periférico foi diluida em 5mL de
PBS. Essa solucdo foi adicionada a um tubo Falcon contendo 2mL de Histopaque ™-1077 e,
posteriormente, centrifugada por 30 minutos a 1500 rpm. Apds a centrifugacao, a solucéao foi
separada, em virtude da densidade do Histopaque™-1077, em trés camadas visiveis (figura
1). Uma superior (soro), uma intermediaria (células e Histopaque™-1077) e uma inferior
(hemécias). Em seguida, a regido intermediaria foi cuidadosamente removida e adicionada a
um terceiro tubo contendo PBS, o qual foi centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido em 2mL de PBS. As
células foram utilizadas imediatamente apds o processo de isolamento, sendo cultivadas em
meio de cultura RPMI-1640 suplementado com 20% de soro fetal bovino, 1% de antibi6ticos
e fitohemaglutinina (2 a 4%).

Figura 14 - Obtencédo das células mononucleadas do sangue periférico (CMSP) por meio de
gradiente de densidade estabelecido pelo Histopaque ™-1077.
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3.2.3 Obtengéo das leveduras Saccharomyces cerevisiae

Os experimentos com as leveduras S. cerevisiae foram realizados pela aluna de
doutorado Dinara Jaquelline Moura da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
sob a supervisdo conjunta dos professores Dr. Jodo Antonio Pégas Henriques e Dr2 Jenifer
Saffi da UFRGS. As diferentes cepas de S. cerevisiae estdo listadas abaixo quanto ao genétipo

e a fonte na tabela 3.

Tabela 3 - Cepas de S. cerevisiae utilizadas no presente estudo.

Cepas Genotipo Relevante Fonte
BY4741 MATa his341; leu240; met1540; ura340 Euroscarf
Euroscarf
topiA semelhante BY4741, exceto yapl::kanMX4
Euroscarf
top34 semelhante BY4741, exceto gpx3::kanMX4
topl 4 top34 semelhante top 14, exceto topl::URA3 J.A.P. Henriques

3.2.3.1 Preparo das culturas de S. cerevisiae

Meios, solucBes e tampdes foram preparados de acordo com Burke et al. (2000). O
meio liquido completo (YPD) contendo 1% de extrato de levedura, 2% de bactopeptona e 2%
de glucose, foi utilizado, rotineiramente, para o crescimento celular. Para o plagueamento, o
meio YPD foi solidificado com 2% de bactoagar (AUSUBEL et al., 1989). Para todos os
tratamentos as leveduras foram ressuspendidas e diluidas em solucdo salina (NaCl 0,9%).

Culturas em fase exponencial de crescimento, foram obtidas pela inoculagcdo de 5 x
10° células em fase estacionaria/mL e cultivadas em meio liquido YPD. Ap6s 18 horas de
incubacdo a 30°C sob agitacdo, as culturas apresentavam um densidade celular em torno de 1
a 2 x 10 células/mL, com 50 a 70% de brotamento (leveduras em divisao celular). As células
foram lavadas em PBS e a densidade celular e a percentagem de brotamento na cultura, foi

determinada mediante contagem, usando-se microscopio optico e camara de Neubauer.



3.3 Procedimentos Experimentais

3.3.1 Obtencéo da nor-B-lapachona e de seus derivados arilamino substituidos
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A nor-B-lapachona assim como seus derivados (1-4) foram sintetizados a partir do

lapachol, uma naftoquinona natural extraida do cerne do Ipé Roxo (Tabebuia avellanedae),

pelo aluno de doutorado Eufrénio N. da Silva Janior da Universidade de Brasilia (UnB) sob

orientacdo conjunta dos professores Dr. Antdnio Ventura Pinto do Nucleo de Pesquisas de

Produtos Naturais da Universidade Federal do Rio de Janeiro e Carlos Kleber de Andrade da

UnB (DA SILVA JUNIOR et al., 2007b; DA SILVA JUNIOR et al., 2010) (figura 15).
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Figura 15 - Rota de sintese dos derivados arilaminos substituidos da nor-p-lapachona
(1) 2,2-dimetil-3-(4-nitro-arilamino)-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona;

(2) 2,2-dimetil-3-(2-metil-5-nitro-arilamino)-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona;

(3) 2,2-dimetil-3-(2-nitro-arilamino)-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona;

(4) 2,2-dimetil-3-(2-metil-4-nitro-arilamino)-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona.

3.3.2 Estudo da atividade antiproliferativa em células tumorais

A avaliagédo do potencial antiproliferativo dos compostos estudados frente a diferentes

linhagens de células tumorais foi realizada através do método colorimétrico do MTT

(MOSMANN, 1983). O ensaio do MTT se baseia na capacidade da succinato desidrogenase,

uma enzima do Ciclo de Krebs ativa em mitocondrias de células metabolicamente viaveis, em
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converter o sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolio (MTT), que é
hidrossoltvel e de cor amarela, em cristais de formazan, que sdo de cor azul escura e ndo
soliveis em agua (KONDO et al., 1966; WASSERMAN; TWENTYMAN, 1988). Essa
técnica permite analisar a viabilidade e o estado metab6lico da célula, sendo assim bastante
atil no estudo de citotoxicidade (BERRIDGE, 1996).

3.3.2.1 Procedimento experimental

As linhagens leucémicas (crescimento em suspensdo) e as de tumores sélidos
(crescimento em monocamadas) foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades numa
densidade de 0,3 x 10° células/mL, para as linhagens de leucemia, 0,7 x 10° células/mL para
as linhagens de crescimento em monocamadas (aderidas). Os compostos (dissolvidos em
DMSO) foram incubados durante 72 horas juntamente com a suspensdo de células com
concentragOes variando de 0,04 a 21,92 uM. A doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo com concentragOes variando de 0,007 a 9,19 puM.

Paralelamente, outro experimento foi conduzido com as linhagens de leucemia HL-60
e de carcinoma de prostata DU-145 na presenca ou na auséncia de 15 mM de glutationa
reduzida (GSH) durante 24 horas de incubacéo, para avaliar os efeitos dos radicais livres
sobre a proliferagdo celular.

Apo6s o periodo de incubacdo (24 ou 72 horas), as placas foram centrifugadas (1500
rpm /15 min), e o sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 200 L da solugéo de
MTT (10% em meio RPMI 1640) e foi reincubada durante 3 horas, em estufa a 37°C e a 5%
CO,. Apds esse periodo, as placas foram novamente centrifugadas (3000 rpm/10 min), o
sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em 150uL de DMSO. Para a
quantificacdo do sal reduzido nas células metabolicamente viaveis, as absorbancias foram

lidas com o auxilio do espectrofotdmetro de placa, no comprimento de onda de 550 nm.

3.3.2.2 Analise dos dados

As substancias foram testadas em diluicdes seriadas, em duplicata ou triplicata. Foi

registrada a percentagem de inibicdo x log da concentracdo e determinado suas Clsg



51

(concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95%) realizado a partir de regressdo nao-linear utilizando o

programa Prism versédo 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.3.3 Estudo da atividade antiproliferativa em células ndo tumorais

Para avaliar os efeitos citotdxicos dos compostos sobre a proliferacdo de células ndo
tumorais, o ensaio do Alamar Blue foi realizado utilizando células mononucleadas do sangue
periférico (CMSP) como modelo. O Alamar Blue, recentemente identificado como resazurina
(O'BRIEN et al., 2000), é um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox.
Como os sais de tetrazolio, o Alamar Blue é reduzido em células proliferantes. A forma
oxidada é azul (ndo fluorescente/célula ndo vidvel) e a forma reduzida é rosea
(fluorescente/célula vidvel). Portanto, a reducdo do Alamar Blue reflete a proliferacdo celular.
Este ensaio foi inicialmente utilizado para indicar o crescimento e/ou a viabilidade celular

durante o monitoramento da proliferacdo de linfocitos (AHMED et al., 1994).

3.3.3.1 Procedimento experimental

As ceélulas foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades numa densidade de 4 x
10° células/mL. Apds 24 horas de incubacéo, as células foram expostas aos compostos (0,04 a
21,92 uM) durante 72 horas. Vinte e quatro horas antes do término do periodo de exposicao,
10 pL da solucdo de Alamar Blue (0,312 mg/mL) foram adicionados a cada poco da
multiplaca. As absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm
(reduzido) e 595 nm (oxidado), com o auxilio do espectrofotémetro de placa (AHMED et al
1994).

3.3.3.2 Analise dos dados

A proliferacdo celular foi calculada utilizando a seguinte formula: % proliferagcdo =
Alw — (Apw X Rg) x 100. Onde, ALw € Apw Sd0 as absorbancias no menor e maior
comprimento de onda, respectivamente. O R, foi calculado utilizando a seguinte formula:

Ro=AO_ w/AOxw. Onde, AO,w e AOuxw Sdo as absorbancias do meio adicionado ao alamar
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blue subtraido das absorbancias do meio isolado nos comprimentos de onda menor e maior,
respectivamente. As substancias foram testadas em dilui¢bes seriadas, em duplicata ou
triplicata. Foi registrada a percentagem de inibicdo x log da concentracédo e determinado suas
Clso e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) realizado a partir de regressao nao-
linear utilizando o programa Prism versédo 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

3.3.4 Avaliacdo da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos

Esta metodologia permite avaliar o potencial da substancia teste em causar lesGes na
membrana plasmatica da célula, seja pela formacdo de poros ou pela ruptura total. Este teste
utiliza hemacias de camundongos que guardam grande semelhanga as hemacias humanas,
principalmente em relacdo a sensibilidade (Costa-Lotufo, 1998; 2002; DRESCH et al., 2005).

3.3.4.1 Procedimento experimental

Foi coletado o sangue de trés camundongos (Mus musculus Swiss) por via orbital
(animais previamente anestesiados com éter etilico), sendo diluido em 1:30 de solugéo salina
(NaCl 0,85% + CaCl, 10 mM). Os eritrdcitos foram lavados 2 vezes em solucdo salina por
centrifugacdo (1500 rpm/3 min.) para reducdo da contaminacao plasmatica e ressuspensos em
solucdo salina para obtencdo de uma suspensdo de eritrocitos (SE) a 2%. Os ensaios foram
realizados em multiplacas com 96 cavidades. Cada po¢o da 12 fileira recebeu 100 uL da
solucdo salina. Na 22, os pocos receberam 50 uL da solucdo salina e 50 uL do veiculo de
diluicdo da substancia teste, neste caso, DMSO 10%. Aos pocos da 3?2 fileira, foram
adicionados 100 L de solucéo salina e 100 uL das substancias teste em solugdo. Da 42 fileira
em diante 0s pocos receberam 100 uL da solucdo salina, excetuando-se os da ultima fileira,
que receberam 80 uL de solucdo salina e 20 pL de Triton X — 100 1% (controle positivo). As
diluicbes foram feitas da 3% a 112 cavidade, retirando-se 100 pL da solucdo da cavidade
anterior e transferindo para a seguinte de modo que as concentra¢Ges foram sempre diluidas
pela metade, variando de 0,21 a 219,29 uM. Em seguida, 100 uL da suspensédo de eritrocitos
foram adicionadas em todos os po¢os. As placas permaneceram sob agitacdo constante por no

minimo 1 hora a temperatura ambiente (26 + 2°C). Apds esse periodo, as placas foram
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centrifugadas (5000 rpm/3 min.) e o sobrenadante transferido para outra placa para a leitura
da absorbancia da hemoglobina no espectrofotdmetro de placas a 540 nm. A atividade das
substancias teste foi determinada de maneira relativa ao valor dos controles positivo e

negativo.

3.3.5 Estudo dos mecanismos de acao citotoxico

O estudo dos mecanismos de acdo responsaveis pela citotoxicidade dos compostos foi
realizado utilizando a linhagem leucémica HL-60 e de prostata DU-145.

Para avaliar a importancia da enzima NAD(P)H:quinona éxido-redutase (NQOL1)
sobre a citotoxicidade dos compostos, foi utilizada a linhagem HL-60, que é defectiva na
expressao da enzima NQO1 (FITZSIMMONS et al., 1996; PINK et al., 2000; TUDOR et al.,
2003) e a linhagem de carcinoma de prostata DU-145 que superexpressa a enzima NQO1
(FITZSIMMONS et al., 1996; PLANCHON et al., 2001).

As concentraces dos compostos (nor-p-lapachona e seus derivados) utilizadas nos
experimentos subseqiientes foram baseadas nos valores de Clsy apds 24 horas de exposicéo,
avaliados pelo método do MTT (subitem 3.3.2.). As concentracdes celulares utilizada nos
estudos de mecanismos de ac¢do foram: 0,3 X 10° células/mL (HL-60) e 0,7 x 10° células/mL
(DU-145).

3.3.5.1 Avaliagdo da inibicdo da sintese de DNA replicativa através da técnica da
incorporacdo da 5-bromo-2-deoxiuridina em células HL-60

A 5-bromo-2-desoxiuridina (BrDU) é uma base nitrogenada analoga a timina. Quando
as células estdo sintetizando DNA o BrDU é incorporado no lugar da timina. A deteccdo do
BrDU incorporado nas células é feita por técnicas imunohistoquimicas (PERA et al., 1977,
HOLM et al., 1998). O BrDU ¢ adicionado 3h antes do término do periodo de incubacéo (24
horas), para que esse seja incorporado ao DNA das células em mitose. Em seguida sdo
adicionados os anticorpos e um cromogeno especifico, a diaminobenzidina (DAB). Para corar
as células ndo marcadas pelo cromogeno, utiliza-se Hematoxilina (0,1%). S&o contadas 200
(duzentas) células com o auxilio do microscopio Optico. Consideram-se positivas para
proliferacdo, as células de nucleo corado pelo DAB (cor marrom) e, negativas, as células de

nucleo corado com Hematoxilina (cor azul).
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3.3.5.1.1 Procedimento experimental

Culturas de HL-60 foram tratadas com os compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 24 horas.
Trés horas ap6s a adi¢do do BrdU (10 mM) nas culturas, laminas para cada amostra foram
confecionadas e postas para secar por 2 h. Apds o periodo de secagem, as laminas foram
fixadas em metanol por 1 minutos. As células foram lavadas com tampdo Tris (TBS) e
incubadas em solugdo desnaturante por 90 minutos a 60° C e pH 7,4. Apds uma segunda
lavagem com TBS, as células foram incubadas com anticorpo priméario e deixadas na
geladeira durante a noite em cadmara Umida. As células foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado por 20 minutos e, em seguida, com a solucdo de estreptavidina-
fluoresceina por mais 20 minutos. Foi adicionado o cromdgeno diaminobenzidin (DAB) por
1-5 minutos e, em seguida, removido com agua destilada. A contracoloracdo das células foi
realizada com hematoxilina de Hanks a 0,1%. A Doxorrubicina (0,6 uM) foi usada como

controle positivo.

3.3.5.1.2 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média =+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.2 Anélise morfoldgica de células HL-60 através da coloracdo diferencial por brometo de

etidio/laranja de acridina

O método de coloracdo pelo brometo de etidio / laranja de acridina (MCGAHON et
al., 1995) permite diferenciar células viaveis daquelas em processo de morte por apoptose ou
necrose através da coloracdo diferencial por fluorescéncia. Este método baseia-se na
revelacdo das células (controle e tratadas) com a coloragdo por brometo de etidio (BE) e
laranja de acridina (LA) no nucleo. A laranja de acridina intercala-se ao DNA, conferindo

aparéncia verde ao ndcleo celular, sendo capaz de atravessar membranas intactas
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(lipossolavel). O brometo de etidio é incorporado majoritariamente por células ndo viaveis
(com instabilidade de membrana), intercalando-se ao DNA corando-o de laranja; ligando-se
fracamente ao RNA, que se mostrara com uma coloracdo vermelha. As células viaveis com
membrana intacta apresentam ndcleo uniformemente corado de verde pela LA; O BE marca
muito fracamente ou muitas vezes ndo marca, pois ndo atravessa a membrana integra. As
células em apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes
no nucleo (condensacdo da cromatina) e ndo sdo marcadas por BE; morfologicamente
observam-se alteracbes da membrana em decorréncia da formacgdo de corpusculos
apoptaéticos. As células em necrose (lesdo de membrana) apresentam um padréo de coloracdo
uniforme, laranja-avermelhada e ndo ha formacdo de corpos apoptoticos (BASKIC et al.,
2006).

3.3.5.2.1 Procedimento experimental

As culturas de HL-60 foram tratadas com os compostos (0,5, 1 ¢ 4 uM) durante 4 e 24
horas. A suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada (1000
rpm/5min). O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 20 pL de
solu¢do de PBS. Em seguida, 1 pL da solu¢do de BE/LA (1:1) foi adicionado a cada tubo e
uma aliquota dessas células transferido para uma lamina e montado com laminula e em

seguida levadas ao microscopio de fluorescéncia para observacédo dos eventos celulares.

3.3.5.2.2 Anélise dos dados

Para a quantificacdo percentual, trezentas células foram contadas diferenciando-as
entre células viaveis, apoptoticas e necréticas. Os dados foram analisados a partir da média +
E.P.M. de 3 experimentos independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida de Student Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo
4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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3.3.5.3 Avaliacéo dos efeitos dos compostos sobre a integridade da membrana celular de HL-
60

Este método consiste na capacidade do iodeto de propideo (IP) se ligar ao DNA de
células cuja membrana plasmética esteja rompida, como nos casos de apoptose tardia e
necrose, emitindo uma alta fluorescéncia quando excitado pelo laser de argdnio (488nm). Nas
células cuja membrana permanece integra (células viaveis ou estagios iniciais da apoptose), o
IP ndo consegue penetrar e, portanto emite uma fluorescéncia mais baixa, com isso as células
com membrana integra podem ser diferenciadas daquelas com membrana rompida
(MACKLIS; MADISON, 1990).

3.3.5.3.1 Procedimento experimental

A determinagédo da integridade da membrana celular foi avaliada por citometria de
fluxo utilizando o IP como agente fluorogénico. As células (HL-60) foram cultivadas em
placas de 24 pogos e tratadas com os compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 4 e 24 horas. Apds o
periodo de exposi¢cdo, uma aliquota de 50 puL da suspensdo celular foi transferida para um
tubo eppendorf e incubada por mais 5 minutos com 100 pL de IP (50ug/mL) na auséncia de
luz (MILITAO et al., 2006). A doxorrubicina (0,6 pM) foi utilizada como controle positivo e
o DMSO (0,1 %) serviu como controle negativo. Os ensaios foram realizados em trés
experimentos independentes realizados em triplicatas. Cinco mil eventos foram analisados em

cada amostra.

3.3.5.3.2 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média =+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).



57

3.3.5.4 Estudo dos efeitos dos compostos sobre o potencial transmembrénico mitocondrial
(Aym) de células HL-60

A apoptose pode ser ativada por duas vias, extrinseca e intrinseca. A via intrinseca, ao
contrario da extrinseca, envolve a participacdo mitocondrial durante a iniciacdo do processo
apoptotico. Quando bcl-2/x1 é liberado da membrana externa da mitoc6ndria, forma-se um
poro permitindo a saida de H+, causando despolarizacdo mitocondrial, e também o
extravasamento de fatores apoptéticos como citocromo ¢, Smac/Diablo, dentre outros
(STRASSER et al., 2000; ELMORE, 2007).

A rodamina 123, um corante fluorescente nucleofilico, é seqliestrado para dentro da
mitocondria quando esta apresenta Ay, inalterado. Assim, as células viaveis emitirdo alta
fluorescéncia verde devido a maior quantidade de rodamina 123 ligada as cargas positivas
internas, enquanto que as mitocondrias despolarizadas terdo menor afinidade pelo corante,
gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia. Deste modo, este ensaio foi utilizado para
a investigacdo da ativacdo da via apoptética intrinseca por parte da substancia em estudo
através da observacdo da alteracdo do Ay, (MARCHETTI et al., 1996).

3.3.5.4.1 Procedimento experimental

A determinacdo do Ay, foi avaliada por citometria de fluxo utilizando a rodamina 123
como agente fluorogénico. As células (HL-60) foram cultivadas em placas de 24 pocgos e
tratadas com os compostos (0,5, 1 € 4 uM) durante 4 e 24 horas.

Um segundo experimento foi realizado com o objetivo de correlacionar a participacao
mitocondrial sobre o processo de morte celular. Nesse experimento, as culturas de HL-60
foram pré-tratadas com 5 pM ciclosporina A (CsA), um inibidor da transicdo da
permeabilidade mitocondrial (TPM), durante 30 minutos e depois expostas aos compostos em
uma unica concentracéo (4 uM) por 4 horas.

Ap0s os tratamentos, uma aliquota de 50 pL da suspensdo de células foi transferida
para um tubo eppendorf e incubada por 15 minutos com 200uL de solucdo de rodamina 123
(1 pg/mL em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C. Apos o periodo de incubagdo as células
foram centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS
e reincubado por 30 minutos e, entdo, analisadas por citometria de fluxo (MILITAO et al.,
2006). Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes realizados em

triplicatas. Cinco mil eventos foram analisados em cada amostra.
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3.3.5.4.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versao 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.5 Estudos dos efeitos dos compostos sobre a progressao do ciclo celular de células HL-
60

O ciclo celular é constituido pelas seguintes fases: G, S, G, e M. Durante o periodo de
crescimento celular (fase G;) uma célula dipléide apresenta um contetdo 2n (n — contetdo de
um conjunto hapldide de cromossomos) de DNA nuclear, possui duas copias de cada gene.
Durante a fase S ocorre a duplicacdo do genoma nuclear (2-4n) e na fase seguinte (fase G,)
ocorre 0 segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o contetdo em DNA nuclear
¢ mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M, 4n) durante a qual a célula se
divide, formando duas células filhas, cada uma com um contetido 2n em DNA. As células que
ndo se encontram em divisdo celular (Go) apresentam um contetdo 2n de DNA. Assim, as
diferentes fases do ciclo celular podem ser determinadas a partir do contetdo de DNA que
elas apresentam. Deste modo, o resultado da distribuicdo do contetdo de DNA nuclear de
uma populacdo de ceélulas pode dar-se em Go/G;, S e G,/M. Adicionalmente, DNA
fragmentado (hipodiploide) pode ser detectado (baixa fluorescéncia) devido a diferencas na
emissdo de fluorescéncia quando comparados ao DNA integro (SHAPIRO, 1985; CIBAS,
1995).

3.3.5.5.1 Procedimento experimental

A determinagdo do conteudo de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do ciclo
celular e sua fragmentacéo foi avaliada por citometria de fluxo utilizando o IP como agente
fluorogénico. Apds o tratamento a membrana plasmatica das células é lisada por um

detergente para que o IP possa se ligar ao ndcleo. Assim, as fases do ciclo celular foram
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determinadas atraves do contetido do DNA que elas apresentavam (MELAMED et al., 1979;
SHAPIRO, 1985; CIBAS, 1995).

As células (HL-60) foram cultivadas em placas de 24 pocos e tratadas com 0s
compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 4 ¢ 24 horas. Em paralelo, outro ensaio foi realizado com o
proposito de avaliar a participacdo mitocondrial sobre a fragmentacdo do DNA nuclear (sub-
Go/G;). Nesse ensaio, as culturas de HL-60 foram pré-tratadas com CsA (5 uM) durante 30
minutos e depois expostas aos compostos em uma Unica concentracdo (4 UM) por 4 horas.

Apos os tratamentos, uma aliquota de 50 pL da suspensédo celular foi transferida para
um tubo eppendorf e incubadas com uma solucéo de lise contendo o IP (0,1% de citrato de
sodio, 0,1 % de triton X-100 e 2 ug/mL IP em PBS), na auséncia de luz e a 37 °C, e, apds 30
minutos, analisadas por citometria de fluxo (MILITAO et al., 2006). A doxorrubicina (0,6
uM) foi utilizada como controle positivo e 0 DMSO (0,1 %) serviu como controle negativo.
Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes realizados em triplicatas.

Cinco mil eventos foram analisados em cada amostra.

3.3.5.5.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.6 Estudos dos efeitos dos compostos sobre a externalizacdo da fosfatidilserina em
celulas HL-60

Durante o processo apoptético, a fosfatidilserina (PS), um fosfolipideo de membrana
interna, é externalizado para a superficie da membrana celular, servindo como marcacgéo para
que a célula seja fagocitada por macréfagos (VERMES et al., 1995). A anexina V é uma
proteina calcio-dependente que possui uma alta afinidade por PS e, portanto, pode se ligar ao
PS externalizado na célula em apoptose (KRYSKO et al., 2008).



60

3.3.5.6.1 Procedimento experimental

A deteccdo da externalizacdo da fosfatidilserina foi avaliada por citometria de fluxo
utilizando anexina V conjugada com fluoresceina (FITC) (Guava Nexin kit, Guava
Technologies, Inc., Hayward, CA, EUA) e IP (indicador de células necroticas).

As células (HL-60) foram cultivadas em placas de 24 pogos e tratadas com 0s
compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 4 horas. Apds o periodo de incubagdo, uma aliquota de 50
puL da suspensdo celular foi transferida para um tubo eppendorf, lavadas com PBS e
ressuspendidas em uma solugéo contendo anexina V-FITC e IP na auséncia de luze a 37 °C e,
apo6s 20 minutos, analisadas por citometria de fluxo. A doxorrubicina (0,6 uM) foi utilizada
como controle positivo e 0 DMSO (0,1 %) serviu como controle negativo. Os ensaios foram
realizados em trés experimentos independentes realizados em triplicatas. Cinco mil eventos

foram analisados em cada amostra.

3.3.5.6.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.7 Avaliacdo dos efeitos dos compostos sobre a ativacdo de caspases (3 e 7) em células
HL-60

As caspases pertencem a familia de proteases cisteinas, podendo ser divididas em
caspases inflamatorias e caspases apoptoticas, as quais podem ser incluidas nos grupos de
caspases iniciadoras (como no caso da apoptose as caspases-8 e -9) e efetoras (como no caso
da apoptose as caspases-3 e -7). A ativacdo das caspase-3 e -7 possui papel central no
mecanismo de apoptose. As efetoras sdo as responsaveis pela clivagem de varios
componentes celulares relacionados ao reparo e controle do DNA. Assim, a quantificacdo de

caspases ativadas permite o estudo de mecanismos apoptoticos (MEHMET, 2002).
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3.3.5.7.1 Procedimento experimental

A deteccdo das caspases-3 e -7 ativadas foi avaliada por citometria de fluxo utilizando
o0 kit Guava Caspases 3/7 FAM (Guava Technologies, Inc., Hayward, CA, EUA). As células
(HL-60) foram cultivadas em placas de 24 pogos ¢ tratadas com os compostos (0,5, 1 e 4 uM)
durante 4 horas.

Um segundo experimento foi conduzido com o proposito de avaliar a participacao
mitocondrial sobre a ativacdo das caspases-3 e -7. Nesse ensaio, as culturas de HL-60 foram
pré-tratadas com CsA (5 uM) durante 30 minutos e depois expostas aos compostos (0,5, 1 e 4
KUM) por 4 horas.

Ap0s os tratamentos, as células foram incubadas por 1 hora na auséncia de luz e a 37
°C com FLICA™ (fluorocromo inibidor de caspases que se liga covalentemente as capsases-3
e -7 ativadas). Posteriormente, 80 uL do tampé&o de lavagem (fabricante) foram adicionados
aos tubos e, entdo, centrifugados (2000 rpm/5 min). Em seguida, as células foram
ressuspendidas em uma solugdo composta de IP e tampdo de lavagem e analisadas por
citometria de fluxo. A doxorrubicina (0,6 M) foi utilizada como controle positivo e 0o DMSO
(0,1 %) serviu como controle negativo. Os ensaios foram realizados em trés experimentos

independentes realizados em triplicatas. Cinco mil eventos foram analisados em cada amostra.

3.3.5.7.2 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média =+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.8 Avaliacdo dos efeitos dos compostos sobre a producdo de espécies reativas de

oxigénio intracelular em células HL-60 e DU-145

As espécies reativas de oxigénio (EROS) geradas intracelularmente foram avaliadas
utilizando diacetato 2’7’-diclorodiidrofluoresceina (H2DCFDA). H2DCFDA se difunde

através das membranas celulares e é facilmente hidrolisado por esterases intracelulares para



62

formar o DCFH (ndo fluorescente), que depois ¢ rapidamente oxidado ao DFC (2°7’-
diclorohidrofluoresceina), altamente fluorescente, por uma ampla diversidade de EROS
(CROW, 1997; HEMPEL et al., 1999; GOMES et al., 2005), podendo detectar alem dos
radicais hidroxil (HO"), peroxil (ROQ") e peroxinitrito (ONOO), outros compostos que estéo
envolvidos em reac¢Bes que geram radicais livres, como o peroxido de hidrogénio (H20,) e o
oxigénio singleto (*O,) (BARTOSZ, 2006). A intensidade de fluorescéncia do DCF é
proporcional a quantidade de ROS formadas intracelularmente (LEBEL et al., 1992).

3.3.5.8.1 Procedimento experimental

Com o intuito de averiguar a participacdo da enzima NQOL sobre a producédo de
EROS, as células (HL-60 e DU-145) foram cultivadas em placas de 24 pogos e tratadas com
0s compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 4 horas na presenca ou na auséncia de 50 uM do
inibidor enzimatico dicumarol (Dic).

Além disso, foi estudada a influéncia da modulacdo do conteudo intracelular de
glutationa (antioxidante enzimatico) sobre a producdo de EROS. Para esse ensaio, as celulas
(HL-60 e DU-145) foram pré-tratadas durante 24 horas com 50 uM de 1-bromoheptano (BH),
um agente depletor de glutationa ou 5 mM de N-acetil-L-cisteina (NAC), agente restaurador
dos niveis intracelulares de glutationa, antes de serem expostas aos compostos (4 uM) por 4
horas.

Dentre as EROS produzidas pelas células, perdxido de hidrogénio e os radicais
hidroxil (HO") sdo os mais reativos e mais potentes agentes oxidantes (CHENG et al., 2002)
capazes de oxidar carboidratos, lipidios, proteinas e DNA (BARBOSA et al., 2006). Com a
finalidade de se detectar a presenca dessas espécies reativas, as células (HL-60 e DU-145)
foram tratadas com os compostos (4 pM) durante 4 horas na presenca ou na auséncia de 5
mM de iodeto de potéassio (IK), agente sequestrador de radicais hidroxil e de H,O, (EBLIN et
al., 2008).

Apos os diferentes tratamentos, as células foram incubadas na presenca de H2DCFDA
(20 uM) na auséncia de luz e a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente as células foram lavadas
e ressuspendidadas em PBS e analisadas por citometria de fluxo. A B-lapachona (0,5 a 4 uM)
foi utilizada como controle positivo e 0 DMSO (0,1 %) serviu como controle negativo. Os
ensaios foram realizados em trés experimentos independentes realizados em triplicatas. Cinco

mil eventos foram analisados em cada amostra.
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3.3.5.8.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.9 Ensaio do Cometa

Desenvolvido por Ostling e Johanson (1984) e modificado por Singh et al. (1988) e,
posteriormente, por Olive (1989), o teste do cometa, também conhecido como Single-cell gel
electrophoresis (SCGE) permite detectar quebra de fitas simples e duplas na molécula de
DNA induzidas por substancias com potencial genotdxico, tais como agentes alquilantes,
intercalantes e oxidantes. Algumas variagfes foram introduzidas no ensaio, como a utilizagéo
de enzimas digestivas especificas que permitem que mutagfes, incorporacfes erradas de
uracila no DNA, danos nas bases (pirimidinas e purinas oxidadas), sitios de reparo, ligacdes
cruzadas (DNA-DNA ou DNA-proteina) sejam transformados em quebras e possam, entéo,
ser analisados pelo teste (PFUHLER; WOLF, 1996; COLLINS et al., 1997; DUTHIE;
MCMILLAN, 1997).

O teste do cometa ndo é utilizado para detectar mutagcdes génicas, mas, sim, lesdes
gendmicas que, ap0s serem processadas, podem resultar em mutacdo. Diferente das mutacdes,
as lesdes detectadas pelo ensaio podem ser reparadas ou ndo. Assim sendo, o teste do cometa

pode ser empregado em estudos de cinética de reparo de lesées no DNA (COLLINS, 2004).

3.3.5.9.1 Procedimento experimental

1) Tratamento

a) Para avaliar a inducéo de quebras de fita simples na molécula de DNA, o ensaio

foi realizado em condigdes alcalinas (KLAUDE et al., 1996; TICE et al., 2000;

LIAO et al., 2009) e para estimativa de quebras de fitas duplas na molécula de



64

DNA, o ensaio foi conduzido em condig¢des neutras (WOJEWODZKA et al., 2002).
Nesse experimento, as células (HL-60 e DU-145) foram cultivadas em placas de 24
pogos ¢ tratadas com os compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 4 horas. B-lapachona
(0,5 a 4 uM) serviu como controle positivo;

b) Com o objetivo de correlacionar a participacdo enzimatica de NQOL sobre a
inducdo de quebras de fitas no DNA, as células (HL-60 e DU-145) foram cultivadas
em placas de 24 pocos e tratadas com os compostos (0,5, 1 e 4 uM) durante 4 horas
na presenca ou na auséncia de 50 uM do inibidor enzimdtico dicumarol. -
lapachona (0,5 a 4 pM) serviu como controle positivo. Nesse experimento, 0 ensaio
do cometa foi conduzido em condicdes alcalinas;

c) Para avaliar a influéncia da modulacdo do conteldo intracelular de glutationa
sobre a inducdo de quebras de fitas do DNA, as células (HL-60 e DU-145) foram
pré-tratadas durante 24 horas com 50 uM de BH ou 5 mM de NAC antes de serem
expostas aos compostos (4 uM) por 4 horas. B-lapachona (4 pM) serviu como
controle positivo. Nesse experimento, o ensaio do cometa foi conduzido em
condicdes alcalinas;

d) Para o estudo de reparo das lesdes no DNA, as células de carcinoma de prdstata
DU-145 foram tratadas com os compostos (4uM) durante 4 horas. Apos a
exposicao, as células foram lavadas com RPMI-1640, centrifugadas (1000 rpm por
5 minutos) e re-incubadas, na auséncia dos compostos. Aliquotas da suspensao
celular foram analisadas depois de 2, 4 e, 24 horas para avaliar a cinética de reparo
das lesdes induzidas através do teste do cometa em condigdes alcalinas. [3-
lapachona (4 uM) foi utilizada como controle positivo;

e) Para analisar a influéncia dos compostos sobre a persisténcia dos danos
induzidos pelo metil-metano-sulfonado (MMS), as células DU-145 foram expostas
a 80 uM de MMS por 1 hora e pos-tratadas como os compostos (0,5 uM) durante 2,
4 e, 24 horas. O MMS é um agente alquilante que induz lesGes na molécula de
DNA e tais lesGes sdo reparadas por mecanismos celulares especificos, como
detalhado na literatura cientifica (JANION et al., 1989; GRZESIUK; JANION,

1996). O ensaio do cometa foi conduzido em condicdes alcalinas.
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2) Preparo das laminas

As laminas foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal (0,5%)
a uma temperatura de 60°C em solucdo de PBS livre de Ca** e Mg **, mantidos a temperatura
ambiente até a solidificacdo. As células tratadas foram embebidas em uma solucdo de agarose
de baixo ponto de fusdo (1,5%) a 37°C e adicionadas as laminas pré-cobertas com agarose de
ponto de fusdo normal. Posteriormente, as |&minas foram cobertas com laminulas para
uniformizar a distribuicdo do material na lamina e mantidas a 4°C para solidificacdo da

agarose.

3) Lise Celular

Apos a solidificacdo da agarose, a laminula foi delicadamente removida e as laminas
imersas na solucéo de lise (5 M NaCl, 100 mL EDTA, 10mM Tris, 1% N-Lauroyl sarcosine,
1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10,0), abrigada da luz a 4°C por no minimo 1 hora.

4) Neutralizagio e Eletroforese

Apos o procedimento anterior, as laminas foram imersas em uma solucdo de
neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos. Posterior a esta etapa, as laminas foram
dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese e preenchida com uma solugéo alcalina (pH
> 13,0) a 4°C (ImM Na,EDTA, 300 mM NaOH), ou solugéo alcalina (pH 8,5) a 4°C (100
mM Tris, 300 mM acetato de sddio). As laminas repousaram por 20 minutos (versao alcalina)
e por 1 hora (versdo neutra) para permitir o relaxamento do DNA e a conversdo de sitios
alcali-labeis em quebra de fitas simples e duplas. A corrida eletroforética foi conduzida a
baixa temperatura (4°C) durante 20 minutos na versdo alcalina (25 V; 300 mA) e por 60
minutos (14 V; 12 mA) na versao neutra. Todos esses passos foram realizados na auséncia de
luz. Apos a eletroforese, as laminas foram novamente neutralizadas por 5 minutos e fixadas

em etanol a 100%.
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5) Coloracéo e Anélise

As laminas foram coradas com brometo de etidio (20 pg/mL) e analisadas com o
auxilio de microscépio de fluorescéncia. A analise foi realizada de acordo com o padréo de
escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa (figura
16). Foram contados 100 cometas por lamina (LOVELL et al., 1999) e classificados, por
analise visual, dentre cinco categorias (0, 1, 2, 3 e 4) que representam a percentagem de DNA
na cauda do cometa, indicando o grau de lesdo sofrido pela célula.

O indice de dano (ID) ao DNA foi obtido pela seguinte formula:

ID = ini x1,
i—0

onde n, € o nimero de células com nivel de dano i (0, 1, 2, 3 ou 4).

Figura 16 - Tipos de cometa
Classificagao por categoria de dano:
(0) sem dano (< 5%);

(1) Baixo nivel de dano (5 - 20%);
(2) médio nivel de dano (20 - 40%);
(3) alto nivel de dano (40 — 95%);
(4) dano méximo (> 95%).

Fonte: Collins (2004).
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3.3.5.9.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.10 Analise da sintese de DNA ndo-programada em células DU-145

A analise da sintese de DNA ndo-programada, também conhecida como Unscheduled
DNA Synthesis (UDS) tem por objetivo avaliar a sintese de DNA apds a excisdo e remocédo de
segmentos das fitas de DNA danificadas por agentes quimicos e fisicos (CLEAVER, 2004). A
hidroxiuréia (HU) é um quimioterapico antimetabolico que inibe a sintese replicativa de DNA
sem afetar a sintese de DNA associada com o reparo das lesbes na molécula de DNA
(COLLINS; OATES, 1987b; HAMMOND et al., 2003). MMS foi utilizado como controle

positivo por induzir a sintese de DNA néo-programada (YU et al., 1983).

3.3.5.10.1. Procedimento experimental

Culturas de DU-145 foram tratadas com os compostos (4 uM) durante 4 horas ou pré-
tratadas com MMS (80 uM) por 1 hora antes de serem pos-tratadas com 0s compostos (4 M)
durante 4 horas. ApGs os tratamentos, as culturas foram lavadas com RPMI-1640 para a
remocdo dos compostos. Posteriormente, uma solucdo de HU a 3 mM foi adicionada as
culturas celulares durante 30 minutos. Apds a incubacdo com HU, foi adicionado uma solucéo
de BrdU (10 mM) as culturas e incubada durante 3 horas. A detecgdo da incorporagédo de
BrdU foi realizada como descrito no subitem 3.3.5.1.1. Duzentas células foram contadas
diferenciando-as entre ndcleo marrom (incorporacdo de BrdU) e ndo-marrom (sem

incorporacédo de BrdU).
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3.3.5.10.2 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média =+ E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.5.11 Estudo dos efeitos dos compostos sobre o crescimento de cepas de S. cerevisiae

deficientes em topoisomerases

O uso de cepas mutantes de leveduras deficientes na expressao de topoisomerases tem
servido como modelo no estudo dos mecanismos de acéo de drogas que afetam a atividade da
enzima ou que tem como alvo primario a inibicdo das topoisomerases (BERGER; WANG,
1996; REID et al., 1998; ROGOJINA; NITISS, 2008).

3.3.5.11.1 Procedimento experimental

Nesse estudo, cepas selvagem (BY4741) de S. cerevisiae e mutantes que nao
expressam a enzima topoisomerase | (TopiA), topoisomerase Il (Top34) e que expressam
somente topoisomerase Il (ToplATop3A) foram utilizadas a fim de avaliar a possivel
participacdo das topoisomerases sobre a citotoxicidade dos compostos.

Culturas das diferentes cepas de S. cerevisiae em fase exponencial de crescimento
foram diluidas em PBS a uma concentracdo de 1 x 10° células/mL para a realizagdo do ensaio
de inbicdo de crescimento. Um indculo da suspensdo celular foi estriada do centro para a
borda da placa de Petri em uma estria continua. Concentragdes crescentes dos compostos (10,
20, 40 e 80 pg/mL) foram adicionadas sobre um papel filtro em disco presente no centro da
placa de Petri. Em seguida, as placas foram incubadas por 48 horas a 30°C. A citotoxicidade
foi determinada pela medida da inibi¢cdo do crescimento da borda do papel filtro em disco ao
inicio do crescimento das células (halo de inibi¢do). Nesse experimento, os valores do halo de
inibicdo podem variar de 0 mm milimetros (auséncia de citotoxicidade) até 30 mm (auséncia
total de crescimento). B-lapachona (10, 20, 40 e 80 pg/mL) foi utilizada como controle

positivo.
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3.3.5.11.2 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média £+ E.P.M. de 2 experimentos
independentes. Para verificagcdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).

3.3.6 Estudo da atividade genotdxica e mutagénica

Para os ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, a linhagem V79 (fibroblastos de
pulmdo de hamster chinés), gentilmente cedida pelo prof. Dr. Jodo Antbnio Pégas Henriques
(UFRGS), foi escolhida devido ao fato dessas células terem crescimento rapido e curto
periodo de adaptacdo, tempo de geracdo muito curto (~12 horas), elevada eficiéncia de
clonagem (75 a 95%), caridtipo estavel (22 £ 1 cromossomos), baixa freqiiéncia de mutacédo
espontanea (BRADLEY et al., 1981) e por serem extensivamente utilizadas para esses tipos
de avaliacdes (PEREZ et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2006).

A atividade genotdxica foi avaliada pelo ensaio do cometa e o potencial mutagénico
foi determinado pelo ensaio de inducdo de micronucleos com o emprego de citocalasina B

(blogueador da citocinese).
3.3.6.1 Cultivo e manutencéo da linhagem celular V79

As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (75 cm?, volume de 250
mL) em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiéticos. As células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,,
tendo sido observado o crescimento celular com ajuda do microscopio de inversdo a cada 24

horas.
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3.3.6.2 Estudo da atividade antiproliferativa em células V79

A avaliacdo do potencial antiproliferativo dos compostos sobre as células V79 foi
realizada através do método colorimétrico do MTT, como descrito no subitem 3.3.2., apés 24

horas de exposicao.

3.3.6.3 Avaliacdo da inducéo de danos ao DNA pelo ensaio do cometa

a) Para verificar a ocorréncia de quebras (simples e dupla) nas fitas do DNA, as
células V79 foram cultivadas em placas de 24 pocos e tratadas com 0s compostos
(2,5, 5 e 10 uM) durante 4 horas. ApoOs esse periodo, o ensaio do cometa foi
realizado tanto em condicdes alcalinas quanto em condi¢des neutras. B-lapachona

(2,5 a 10 pM) serviu como controle positivo;

b) Para se detectar a presenca de bases nitrogenadas oxidadas (purinas e
pirimidinas) ap0s a exposicdo aos compostos (10 puM) durante 4 horas, as células
foram incubadas com 70 pL das enzimas Fpg (30 min, 37°C) ou Endo 11 (45 min,
37°C) que reconhecem algumas bases purinicas e pirimidinicas oxidadas,
respectivamente, no DNA e as convertem em quebras de fitas simples. Células
expostas ao peroxido de hidrogénio (10 uM) durante 5 minutos (4°C) serviram

como controle positivo. O ensaio do cometa foi conduzido em condicdes alcalinas.

A condugcéo dos ensaios foi realizada de acordo como descrito no subitem 3.3.5.9.1.

3.3.6.3.1 Anélise dos dados

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 3 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).



71

3.3.6.4 Teste do Micronucleo

O ensaio de micronucleo in vitro é hoje um dos testes citogenéticos mais bem
estabelecidos, com validacdo internacional e aplicavel a qualquer populacéo celular nucleada
(FENECH et al., 2000; 2006).

Micronucleos sdo estruturas cromatidicas delimitada por membrana, separados do
nucleo principal e visiveis em células interfasicas. Podem ser resultantes de fragmentos
cromossémicos acéntricos ou cromossomos inteiros que ndo foram incluidos no nucleo
principal (FENECH et al., 2000). Logo, o micronlcleo representa perda de cromatina
(mutagénese cromossdmica) em consequéncia de danos cromossdmicos (clastogénese) ou
dano no aparelho mitético (aneugénese).

E importante ressaltar que os micronlcleos sdo formados durante a mitose,
independentemente do tipo de dano ocorrido durante o ciclo celular. Por isso, os danos no
DNA causados pela exposicéo de agentes mutagénicos, por exemplo, somente serdo expressos
em micronucleos ap6s um ciclo de diviséao celular, sendo dependentes da proporcao de células
que estdo se dividindo. Consequentemente, a comparacgdo da freqiiéncia de microndcleos entre
populacdes de celulas em divisdo sé seria segura quando a cinetica de divisdo nuclear apos o
dano ao DNA fosse idéntica (FENECH, 1997; 2000, 2006; CLARE et al., 2006).

Diante desse fato, Fenech e Morley (1985) modificaram a metodologia do ensaio
empregando a citocalasina B. A citocalasina B é um inibidor da polimerizacdo da actina
requerida para a citocinese (CARTER, 1967). O uso da citocalasina B induz o bloqueio da
citocinese, mas ndo da divisdo nuclear, resultando em um acumulo de células binucleadas a
partir de células que passaram por apenas um ciclo de divisdo, independentemente do grau de

sincronia e da proporc¢éo das células em divisdo (FENECH, 2000).

3.3.6.4.1 Procedimento experimental

O ensaio foi realizado de acordo com Matsuoka et al. (1992) com pequenas
modificacbes (BONACKER et al., 2004). As células pré-tratadas ou ndo com NAC (5 mM)
durante 24 horas foram incubadas com concentracGes crescentes dos compostos (2,5, 5 e 10
UM) durante 4 horas. Apds o tratamento, as culturas foram lavadas com DMEM e,
posteriormente, uma solucdo de citocalasina B (3 pg/mL) em meio de cultura foi adicionada.

As culturas foram re-incubadas e 21 horas ap0s a adicao da citocalasina B, as culturas foram
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centrifugadas (1000 rpm/5 min) e o sobrenadante desprezado. Posteriormente, as células
foram resuspendidas com uma solugdo hipotdnica de KCI (0,075 M) gelada (4°C) por 3
minutos e apds, foram fixadas com metanol/acido acético (3:1) gelado (4°C). Duas a quatro
gotas (dependendo da quantidade do material) do material fixado foram transferidas para
laminas de microscopia limpas e depois de secas, estas foram coradas com uma solugéo de

Giemsa (5%) por 7 minutos. B-lapachona (10 uM) serviu como controle positivo.

3.3.6.4.2 Anélise dos dados

As laminas foram analisadas com o auxilio de microscopio éptico binocular com
aumento de 1000 vezes. Os critérios adotados de identificacdo dos micronucleos foram os
descritos por Fenech (2000). Assim, somente células binucleadas (2000 células/lamina) com
nacleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais e com 0 mesmo padrao de coloragédo
foram analisadas.

Os dados foram analisados a partir da média + E.P.M. de 2 experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferencas significativas entre os diferentes
grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student
Newman Keuls (p<0,05) utilizando o programa Prism versdo 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Citotoxicidade induzida pela nor-g-lapachona e seus derivados arilaminos

O potencial antiproliferativo dos compostos foi analisado pelos métodos
colorimétricos do MTT (células tumorais) e do Alamar Blue (CMSP). Apds 72 horas de
exposicdo aos compostos (tabela 4) a nor-p-lapachona apresentou elevado potencial
citotoxico em todas as linhagens celulares tumorais utilizadas, com valores de Clso variando
de 0,38 pM a 1,98 pM entre as linhagens de mama MX-1 e de prostata PC-3,
respectivamente. A B-lapachona, usada como controle positivo, também apresentou potencial
citotdxico significativo contra todas as linhagens celulares tumorais utilizadas, com valores de
Clso variando de 0,52 uM a 1,93 UM entre as linhagens de mama MX-1 e de prostata DU-
145, respectivamente. Dos quatro derivados da nor-B-lapachona, apenas o composto 2 nao
apresentou atividade citotoxica para nenhuma das linhagens tumorais humanas (Clsp > 13,21
uM). Tanto a B-lapachona como a nor-B-lapachona mostraram ter acdo citotoxica seletiva
para células tumorais, uma vez que nenhuma dessas duas naftoquinonas interferiu sobre a
proliferacdo de células ndo tumorais (CMSP). Por outro lado, os derivados 1, 3 e 4 da nor-§3-
lapachona apresentaram moderada atividade citotoxica sobre CMSP, com valores de Clsg
igual a 5,02 uM (1), 12,02 uM (2) e 10,65 uM (3). Enguanto o composto 2 ndo foi citotdxico
para CMSP (Clsp > 13,21 uM).

Nos experimentos de 24 horas de exposi¢do aos compostos, os valores de Clsg (tabela
5) para as linhagens HL-60 e DU-145 nao diferem muito dos valores de Clso ap6s 72 horas de
incubacéo (tabela 4), sugerindo que os efeitos antiproliferativos ndo séo tempo-dependentes.
O co-tratamento com GSH (15 mM) diminuiu os efeitos citotoxicos (aumento dos valores de
Clsp), ressaltando a importancia dos radicais livres sobre a citotoxicidade da nor-p-lapachona
e seus derivados (1, 3 e 4).

Os resultados dos ensaios hemoliticos, utilizando como modelo eritrocitos de
camundongos, sugerem gue a atividade citotdxica dos compostos seja através de mecanismos
mais especificos, uma vez que nem a nor-p-lapachona e nem seus derivados arilaminos (1-4)
foram capazes de romper as membranas eritrocitarias (hemdlise) em altas concentracfes
(ECso > 219,29 uM).
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Tabela 4 - Atividade citotoxica i vitro da f-lapachona, nor-f-lapachona e derivados arilaminos nor-f-lapachonicos frente a linhagens tumorais
humanas pelo ensaio do MTT e células mononucleadas do sangue peniférico humano (CMSP) pelo ensaio do Alamar Blue apos 72h de exposicio.

Linhagens celulares - CT, pM (IC95%)°

1,63 0.82 nd 147 083 0.91 1,56 1.93 032 0.61 =206

Blapachona (143 (074 A3- 04 074 (134 (18- (04 (052
178)  0.96) 178)  087) L) 198)  229)  036)  0.70)

0,96 1,53 1,72 167 0,76 082 051 1,25 047 032 5,02

1 079 (1341 (139 (45 (5% (038 (037 (L6 (029 (027 (170554)

115) " 216 19) 087 170) 069 14) 063 051)

11§ 1,50 1.3 131 1,39 1,78 0,66 0.78 098 043 12,02

3 082 (137 (098  (109- (139 (16- (052 (031 (04 (03 (103l
L70) 16D 150 159 18) 197 0%0) 034 126)  068)  139)

*Valores originados de 3 experimentos independentes e apresentados em valores de Cls; obtidos porregressio nio-lnear com intervalo de

confianca de 93%.
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Tabela 5 — Atividade citotoxica in vitro da nor-f-lapachona e derivados arilaminos nor-f-
lapachonicos (1-4) frente as linhagens tumorais humanas HL-60 e DU-145 na presenca ou
auséncia de glutationa (GSH, 15 mM) pelo ensaio do MTT e células mononucleadas do
sangue periférico humano (CMSP) pelo ensaio do Alamar Blue apds 24 horas de exposicao.

Linhagens celulares — CIz pM (IC95%)"

Compostos HIL-60 HI-60 + DU-145 DU-145 + CMSP
GSH GSH
Nor-f-lapachona 1.89 £.43 2.15 7.61 =219

(147-2,12)  (7.15-11.24) (2.03-2.49) (7.08-8,14)
1 0.83 5.32 1.19 6.32 11.97
(0.71-0.97)  (3.81-646) (1.06-1.28) (5.18-7.11) (11,56-12.08)
2 >13.21 >13.21 >13.21 >13.21 >13.21
3 1.03 6.57 0.71 5.04 >13.72
(0.86-1,12)  (5.16-8.29) (0.56-0.87) (4.30-6,73)
4 1.93 5.83 0.82 427 =13.21

(1,792,05)  (4.21-739) (0,77-0.91) (3.02-5.99)

“Valores originados de 3 experimentos independentes e apresentados em valores de Cls, obtidos por regresséo
ndo-linear com intervalo de confianga de 95%.

4.2 Inibicdo da Sintese replicativa de DNA através da incorporacéo de BrdU

Na analise da incorporacdo do BrdU, foi identificado que o tratamento com o0s
compostos reduziram a taxa de incorporagdo do BrdU pelas células HL-60. A nor-f-
lapachona reduziu significativamente (p<0,05), de maneira concentragdo-dependente, a
incorporacdo (%) de BrdU nas células HL-60 em todas as concentra¢des avaliadas (69,35 +
2,08%; 58,21 + 2,08% e 31,66 + 2,02% correspondente as concentracdes de 0,5, 1 e 4 UM,
respectivamente), apds 24 horas de exposicdo, (figura 17). Resultado muito semelhante foi
observado para os derivados 1, 3 e 4, os quais reduziram significativamente a taxa de
incorporacdo do BrdU de maneira dependente de concentracdo. A redugdo do percentual de
células que incorporaram o BrdU nas concentracfes de 0,5, 1 e 4 UM para os derivados 1 foi
respectivamente igual a 62,00 + 2,00%, 43,33 + 2,02% e 21,33 + 1,45%, para o derivado 3 a
reducdo foi respectivamente igual a 63,00 + 2,88%, 49,33 £ 1,76% e 32,33 £ 1,85% e para 0
derivado 4 foi respectivamente igual a 62,00 * 1,15%, 46,33 = 2,72% e 32,33 + 1,20%.

Enquanto para o derivado 2 ndo houve interferéncia na taxa de incorporacdo do BrdU, frente
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as 3 diferentes concentragdes testadas, cujas taxas foram de 73,10 +1,73%, 71,18 £1,52% e
73,33 £ 1,76%, para as concentracdes de 0,5, 1 e 4 UM, respectivamente, se assemelhando
muito ao grupo controle negativo (DMSO) cuja taxa de incorporacdo de BrdU apds 24 horas
foi igual a 78,10 * 1,73%. Doxorubicina (0,6 uM), utilizada como controle positivo, reduziu
significativamente (p<0,05) a incorporagdo do BrdU pelas células (43,25 + 2,12%).

100+
—& nor-pB-lapachona

—— 1

2
—— 3
—a— 4

=== Doxorubicing (0,6 ph)

Células BrdU positivas (%)

0 ¥ LJ LJ ¥
0 1 2 3 4
[1M]

Figura 17 - Efeito da nor-B-lapachona e seus derivados (1-4) sobre a incorporacdo do BrdU

por células HL-60 ap0s 24 horas de exposicao.

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 uM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

4.3 Andlise morfoldgica — coloracdo diferencial por brometo de etidio/laranja de
acridina (BE/LA)

A analise morfoldgica foi avaliada pelo método de coloracdo diferencial usando dois
corantes fluorescentes (BE/LA), ap6s incubacdo de 4 e 24 horas com 0s compostos nas
culturas de HL-60. A figura 18-A mostra que ap6s 4 horas de exposicao, foi observado nas
culturas tratadas com nor-f-lapachona e com os derivados 1, 3 e 4, na maior concentracao (4
KUM), uma reducdo da viabilidade celular em relacdo ao grupo controle negativo (90,33 +
1,45%) igual a 80,33 + 2,66%, 80,33 + 0,33%, 82,66 + 1,45% e 82,00 + 2,08%,
respectivamente. A reducdo do percentual de células vidveis foi acompanhada por um
aumento significativo (p<0,05), quando comparada ao grupo controle negativo (9,66 *
1,45%), na freqiiéncia de células com caracteristicas apoptoticas (reducédo do volume celular,

condensacdo periférica de cromatina e corpos apoptoticos) nas culturas tratadas com nor-f-
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lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) apenas na maior concentragdo (4 uM), cujos valores
foram 20,33 + 2,02%, 19,66 + 0,33%, 17,33 + 1,45% e 18,00 + 2,08% respectivamente.
Nesse intervalo de tempo, nédo foi observado incrementos no percentual de células necroticas.

Com o aumento do tempo de exposi¢cdo (24 horas), os resultados foram muito
semelhantes aos das culturas expostas por um curto periodo (4 horas). Onde o grupo controle
negativo teve uma viabilidade de 89,00 = 1,73%, enquanto a reducdo da viabilidade celular
foi identificada para as culturas expostas na maior concentracdo testada (4 uM) de nor-f-
lapachona e dos derivados 1, 3 e 4: 54,33 £ 2,33%, 50,33 + 0,88%, 56,33 + 2,02% e 57,66 *
1,45%, respectivamente (figura 18-B). As células expostas a 4 uM de nor-B-lapachona e dos
derivados 3 e 4, apresentaram aumento no percentual de células com caracteristicas
apoptoticas com percentual igual a 46,00 + 1,52%, 43,66 + 2,02% e 39,00 + 2,08%,
respectivamente, em relagéo as culturas tratadas com DMSO (11,00 + 1,73%). Ja o derivado 1
induziu aumento significativo (p<0,05) na freqiiéncia de células apoptéticas em todas as
concentragOes testadas: 17,00 + 2,08%, 18,50 + 1,50% e 49,66 + 0,88% para as concentra¢des
de 0,5, 1 e 4 uM, respectivamente. N&o foi observado aumento significante na populacdo de
células necroticas.

Células HL-60 tratadas com o derivado 2 ndo apresentaram diminuicdo da viabilidade
celular e nem caracteristicas morfoldgicas de apoptose e/ou necrose apds 4 e 24 horas de
tratamento. Doxorubicina (0,6 puM), usada como controle positivo, reduziu a viabilidade
celular apenas 24 horas ap0s a exposi¢do (36,07 + 2,60%) quando comparada ao controle
negativo (89,00 £ 1,73%), mas induziu apoptose em culturas de HL-60 tratadas por 4 horas
(38,33 £ 2,84%) e 24 horas (67,59 + 2,19%).
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Figura 18 - Efeitos da nor-p-lapachona e seus detivados (1,3 e 4) sobre a viabilidade celular, indugdo de apoptose e necrose apos 4 horas (A) e 24 horas (B) de exposigdo
analisados morfologicamente através da coloragdo diferenciada por brometo de etidio e laranja de acridina. DMSO (0,1%) e a doxorrubicina (0.6 tM) serviram como
controlenegativo e positivo, respectivamente. Os dados correspondem a media £ EP. M. de 3 experimentos independentes. *p<0,05 comparado com o grupo controle
negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.4. Efeitos da nor-p-lapachona e seus derivados sobre a integridade da membrana
celular de HL-60

A integridade da membrana celular foi avaliada apds a exposi¢do de 4 e 24 horas aos
compostos, pela exclusdo do iodeto de propidio (IP). Nenhum dos compostos testados
promoveu reducdo da integridade das membranas plasmaéticas celulares ap6s 4 horas de
exposicdo (figura 19-A). Por outro lado, com o prolongamento do tempo de exposigéo (24
horas), todos os compostos reduziram significativamente (p<0,05), na maior concentragdo
avaliada (4 M), o namero de células com membranas integras, isto €, sem lesfes ou rupturas
que permitam a entrada do IP para o interior celular, em comparagdo ao grupo controle
negativo (96,41 + 0,52%). Nesta concentracdo, o percentual de células com membranas
integras foi de 80,08 + 1,11, 78,07 + 1,19%, 75,17 + 0,48% e 81,97 + 1,16%, para nor-B-
lapachona e os derivados 1, 3 e 4, respectivamente (figura 19-B). Doxorubicina (0,6 pM),
utilizada como controle positivo, ndo alterou a integridade de membrana em nenhum dos

experimentos analisados.
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Figura 19 — Efeito da nor-p-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a integridade da
membrana plasmatica de células HL-60 apos 4 horas (A) e 24 horas (B) de exposicao através
do método de excluséo por iodeto de propidio por citometria de fluxo.

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 pM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.5 Efeitos da nor-g-lapachona e seus derivados sobre o potencial transmembranico

mitocondrial (Ayy,) de células HL-60

Apobs o tratamento das células com os compostos estudados, estas foram incubadas
com rodamina 123 a fim de se detectar o percentual de células com baixo Ayn. A figura 20-A
mostra que nas culturas de HL-60 expostas durante 4 horas aos derivados 1, 3 e 4, houve um
aumento do percentual de células com baixo Ay, quando comparado ao controle negativo
(2,21 + 0,02%) nas concentragdes de 1 e 4 uM de 7,33 £ 1,07%, 9,67 + 0,35% e 7,24 +
0,56% para a concentracdo de 1 uM dos derivados 1, 3 e 4, respectivamente, e 23,44 + 1,15%,
22,87 + 1,59% e 27,41 + 1,63% para a concentracdo de 4 pM dos derivados 1, 3 e 4,
respectivamente. Enquanto a despolarizagdo mitocondrial em culturas tratadas com nor-§-
lapachona s6 foi observada na maior concentracdo testada (4 uM) cujo percentual de células
com baixo Ay, foi de 13,51 + 0,26% apds 4 horas de incubagdo. Doxorubicina (0,6 M),
utilizada como controle positivo, aumentou, apds 4 horas de incubagdo, o numero de células
com baixo Ay, (8,82 + 1,24%).

Como ilustrado na figura 20-B, com o prolongamento do tempo de incubacédo (24
horas), 0 aumento do percentual de células com baixo Ay, foi observado em culturas tratadas
com os derivados 1, 3 e 4 a partir da menor concentracdo (0,5 uM) testada, quando
comparado com o grupo controle negativo (4,27 + 0,44%): 11,87 + 0,53%, 11,43 £ 1,46% e
12,13 + 1,17% para os derivados 1, 3 e 4, respectivamente. Enquanto os efeitos da nor-p-
lapachona sobre a despolarizacdo mitocondrial, somente foi detectado a partir da
concentracdo intermediaria (1 pM): 14,73 + 0,88%. ApGs 24 horas, a maior concentracéo
testada (4 uM) induziu um crescimento significativo (p<0,05) na percentagem de células com
Ay, reduzido, semelhante a doxorubicina (55,29 + 1,75%), nas culturas expostas a cada
composto: 47,50 £ 1,97%, 58,23 + 1,91%, 54,45 + 0,66% e 53,27 + 2,47% para nor-p-
lapachona e os derivados 1, 3 e 4, respectivamente.

A fim de corroborar o papel central das mitocondrias sobre a ativagdo da via intrinseca
durante o processo apoptético induzido pelos compostos, as células HL-60 foram pré-tratadas
com ciclosporina A (CsA) e pos-tratadas com 0s compostos em uma Unica concentracdo (4
M) durante 4 horas. Como observado na figura 20-C, na presenca de CsA, houve uma
reducdo do percentual de células com baixo Ay, , 0 qual foi observado tanto para nor-p-
lapachona quanto para seus derivados (1, 3 e 4) quando comparados com 0S experimentos
realizados na auséncia de CsA (barras pretas do grafico). Esses dados reforcam a importancia

mitocondrial sobre a ativacdo apoptdtica para 0s compostos em questao.
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Figura 20 — Efeito da nor-f-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre 0 Ay, de células HL-
60 apds 4 horas (A) e 24 horas (B) de exposi¢do aos compostos. E efeito da ciclosporina A
(CsA, 5 uM) sobre o0 Ay, de células HL-60 tratadas com os compostos por 4 horas (C).

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 uM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.6 Efeitos da nor-p-lapachona e seus derivados sobre a progressdao do ciclo celular de
células HL-60

Apobs o tratamento, as células (tratadas e ndo tratadas) foram incubadas com uma
solucéo de lise de modo a permitir a entrada do IP para o interior celular, permitindo, desta
forma, a quantificacdo do contetdo de DNA nuclear inerente a cada fase do ciclo celular (G,
S e Gy). A tabela 6 mostra que apos 4 horas de exposicdo, nenhum dos compostos avaliados
apresentou efeito ciclo-especifico, uma vez que ndo foi observado acimulo de células ou
reducdes significativas no percentual de células em nenhuma das trés fases do ciclo celular
analisadas. Porém, com o prolongamento do tempo de exposicdo (24 horas), como ilustra a
tabela 7, a nor-p-lapachona (4 pM) induziu um discreto, mas significativo (p<0,05) acumulo
de celulas HL-60 na fase S do ciclo celular (79,83 + 0,25%) quando comparado ao grupo
controle negativo (71,54 + 0,45%). J& os derivados 1 e 3, na maior concentracdo (4 uM),
induziram maior citotoxicidade nas células HL-60 que se encontravam na fase de transicdo
G,/M, quando comparado ao grupo controle negativo (5,16 + 0,25%), tendo em vista a
reducdo do percentual de células que se encontravam nessa fase (1,04 + 0,14% para 1 e 2,24 +
0,69% para 3). Enquanto o derivado 4, na concentracdo de 4 HM, exerceu maior
citotoxicidade nas células que se encontravam na fase G; do ciclo celular (14,31 £ 0,54%)

guando comparado ao grupo controle negativo (23,08 = 1,17%).



Tabela 6 - Efeito da nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a progresséo do ciclo

celular apds 4 horas de exposicao.

Contetido de DNA (%)

Amostras Tratamento Gy S G,/M
c? - 20,45+0,21 75,12+ 1,15 5,27 + 0,87
Doxorubicina 0,6 uM 2231+0,71 72,46 +1,61 6,43 £ 0,55
0,5 uM 21,16 £2,08 75,07 £ 2,15 4,60 £ 0,33
nor-p-lapachona 1uM 24,47 +0,10 71,05+1,39 4,21 +0,76
4 uM 21,34 +£0,14 70,82 0,10 5,45 + 0,33
0,5 uM 22,44 +1,39 70,16 £1,07 6,31 +1,75
1 1uM 24,18+ 0,73 71,22 +0,10 4,87 £ 0,25
4 uM 21,36 1,76 70,10 1,12 573+£1,61
0,5 uM 19,69 £ 0,33 76,08 £ 0,25 4,34 +£1,10
3 1uM 23,71+0,56 72,15+0,14 5,22 + 0,33
4 uM 19,44 £0,71 72,88 £1,54 6,68 + 0,25
0,5 uM 20,29 £0,16 76,43+ 1,39 4,98 £ 0,81
4 1uM 22,79+0,73 73,10+0,17 4,89 +0,14
4 uM 2254 +0,10 72,65%1,61 6,67 + 0,33

4DMSO (0,1%). Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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Tabela 7 - Efeito da nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a progresséo do ciclo

celular apds 24 horas de exposicao.

Contetido de DNA (%)

Amostras Tratamento G, S G,/M

c? - 23,08+1,17 71,54+0,45 5,16 £ 0,25
Doxorubicina 0,6 M 2438+1,09 66,72+4,15 6,41 + 3,33
0,5 uM 21,32+0,53 68,19+1,54 6,88 + 0,14

nor-g-lapachona 1uM 19,75+1,15 73,26 +0,71 5,19 + 0,56
4 uM 17,46 +3,33 79,83+0,25 4,41 +0,11

0,5 uM 20,64 +0,45 72,19+0,33 6,50 + 0,21
1 1uM 22,68+0,70 70,42+1,61 6,84 + 1,07*

4 uM 25,11+055 72,37+1,15 1,04 +0,14

0,5 uM 21,69+1,08 70,42+ 2,02 7,90 +1,61
3 1uM 2287+057 71,30+0,33 6,22 + 0,57*

4 uM 2543+0,25 72,98 +0,21 2,24 + 0,69

0,5 uM 20,61+202 73,40%+154 7,16 +0,14

4 1uM 22,48 + 1,17* 69,31 + 0,55 5,74 +£0,33

4 uM 1431 +054 73,14+5,71 6,27 + 0,25

4DMSO (0,1%). Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

Os  compostos  nor-B-lapachdnicos  também induziram  fragmentacdo
internucleossdmica de DNA ap06s o tratamento. Quando comparada com o controle negativo
(10,79 + 0,36%), todas as culturas analisadas de HL-60 tratadas com os compostos na maior
concentracdo (4 pM) durante 4 horas, promoveram um aumento significativo (p<0,05) na
freqliéncia de células com contetdo de DNA nuclear hipodipléide (baixa fluorescéncia), o que
¢ um indicativo de fragmentacdo internucleossomal de DNA gerado por endonucleases
durante o processo apoptético correspondente a : 22,14 + 0,61%, 36,28 + 1,06%, 31,49 +
1,11% e 29,42 + 2,13% para nor-p-lapachona e os derivados 1, 3 e 4, respectivamente (figura
21-A).

Por outro lado, a figura 21-B mostra que apds 24 horas de exposicdo, as células
tratadas com os derivados 1, 3 e 4, quando comparadas com o controle negativo (12,44 +
0,53%), apresentaram aumento significativo (p<0,05) no percentual de células com contedo
hipodiploide de DNA nuclear em todas as concentrac@es testadas: 21,52 + 1,28%, 32,80 +
1,67% e 25,38 + 1,80% para a concentracdo de 0,5 UM dos derivados 1, 3 e 4,

respectivamente; 33,68 + 3,26%, 52,41 + 2,24% e 41,32 + 1,29% para a concentracdo de 1
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UM dos derivados 1, 3 e 4, respectivamente, e 64,81 + 2,44%, 60,01 + 3,67 e 56,46 = 3,53%
para a concentracdo de 4 uM dos derivados 1, 3 e 4, respectivamente. Enquanto os efeitos da
nor-p-lapachona sobre a fragmentacédo internucleossomica de DNA somente foi observado
nas concentragfes de 1 UM (34,12 + 2,10%) e de 4 uM (66,15 * 3,76%). A doxorubicina (0,6
KM), utilizada como controle positivo, induziu fragmentacdo de DNA tanto no menor periodo
de incubacéo, 4 h (16,76 £ 1,33%) quanto em 24 horas (69,34 + 1,63%).

Segundo a figura 21-C, quando comparados com o0s experimentos realizados na
auséncia de CsA (barras pretas do grafico), os compostos ndo induziram fragmentacdo
internucleossomal de DNA em culturas pré-tratadas com CsA.
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Figura 21 - Efeito da nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a fragmentagéo
internucleossomal de DNA em células HL-60 apos 4 horas (A) e 24 horas (B) de exposicdo. E
efeito da ciclosporina A (CsA, 5 uM) sobre a fragmentagéo internucleossomica de DNA de
células HL-60 tratadas com os compostos por 4 horas (C).

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 uM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.7 Deteccdo da fosfatidilserina (PS) externalizada ap6s a exposi¢ao de células HL-60 a

nor-B-lapachona e seus derivados

A externalizacdo de PS é considerada um marco importante nas fases iniciais da
ativacdo do processo apoptdtico (MARTIN et al., 1995). Logo, as células tratadas com o0s
compostos durante 4 horas e os controles (DMSO, 0,1%) foram incubadas com anexina V
(proteina com alta afinidade por PS) com o objetivo de avaliar a porcentagem de células com
PS externalizado sobre a superficie da membrana celular.

Apl6s a exposicdo, todos o0s compostos induziram aumentos significativos na
frequéncia de células com PS externalizado nas duas maiores concentra¢Ges avaliadas quando
confrontadas com o controle negativo (2,49 £ 0,19%). Para a concentracdo de 1 UM, a
porcentagem de células com PS conjugada com anexina V para celulas expostas a nor-f3-
lapachona e os derivados 1, 3 e 4, foi, respectivamente, igual a 4,57 + 0,33%, 8,51 + 0,20%,
5,65 + 0,51% e 6,06 £+ 0,44% , com p<0,05 para todas as amostras. J& para a concentracdo de
4 uM, a porcentagem de células detectadas com PS externalizado para células tratadas com
nor-p-lapachona e os derivados 1, 3 e 4, foi, respectivamente, igual a 12,48 £ 0,92%, 18,10 £
0,34%, 17,27 = 0,65% e 16,96 = 1,56% (figura 22). Para a doxorubicina (0,6 uM), usada
como controle positivo, o percentual de células detectadas com PS externalizado foi igual a
13,55 £ 0,22%.
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Figura 22 - Efeito da nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a externalizacdo da
fosfatidilserina em células HL-60 apds 4 horas.

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 uM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.8 Efeitos da nor-p-lapachona e seus derivados sobre a ativagao das caspases efetoras 3

e 7 em células HL-60

Uma vez ativadas, as caspases efetoras sdo as responsaveis pelas mudancas
morfoldgicas observadas durante o processo apoptotico, como a fragmentacdo do DNA e a
condensacédo de cromatina (MARCELLI et al., 1999; NICHOLSON et al., 1999).

Ap0s 4 horas de exposicao, foi observado significativa ativacdo das caspases efetoras
(3 e 7) apenas nas duas maiores concentragdes testadas (1 e 4 uM), para todos 0s compostos
avaliados. A porcentagem de células com caspases-3 e -7 ativas ap0s 4 horas de tratamento
com nor-B-lapachona e os derivados 1, 3 e 4, para a concentragdo de 1 pM foi,
respectivamente, igual a 6,19 + 0,37%, 5,74 + 0,31%, 5,97 £ 0,72% e 4,44 £ 0,45%. J& para a
concentracdo de 4 uM, o percentual de células com caspases-3 e-7 ativadas foi igual a 15,87 =
1,17%, 12,11 + 0,97%, 11,52 + 0,32% e 12,32 £+ 0,98% para culturas tratadas com nor-§-
lapachona e os derivados 1, 3 e 4, respectivamente (figura 23). Culturas tratadas com
doxorubicina (0,6 uM), utilizada como controle positivo, durante 4 horas elevou de modo
significativo (p<0,05) o percentual de células HL-60 com caspases-3 e -7 clivadas (8,68 +

0,32%) em relacdo as culturas expostas somente ao DMSO (1,66 + 0,36%).
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Figura 23 - Efeito da nor-B-lapachona (nor-p-lap) e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a ativagao
das caspases efetoras-3 e -7 em células HL-60 ap0s 4 horas.

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 pM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

Com o intuito de avaliar se 0 bloqueio da transicdo da permeabilidade mitocondrial
afetaria a ativacdo das caspases-3 e -7, as células HL-60 foram pré-tratadas com CsA e poés-
tratadas com os compostos (0,5, 1 e 4 uM). Foi observado que na presenca de CsA, ndo houve

ativacdo de caspases-3 e -7 em niveis significativos (figura 24).
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Figura 24 — Efeito da ciclosporina A (CsA, 5 pM) sobre a ativagdo de caspases 3 e 7
induzidas pela nor-p-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) ap06s 4 horas de incubacdo em

células HL-60.

DMSO (0,1%) e a doxorubicina (0,6 pM) serviram como controle negativo e positivo, respectivamente.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.9 Efeitos da nor-p-lapachona e seus derivados sobre a producdo intracelular de

espécies reativas de oxigénio (EROS) por oxidacédo do DCFH

Ao final de 4 horas de exposicdo, as células HL-60 e DU-145 (tratadas e controles)
foram incubadas com o composto 2°7’- diclorodiidrofluoresceina (H2DCFDA) por 30
minutos. O produto de hidrolise do H2DCFDA €é o composto ndo fluorescente
diclorohidrofluoresceina (DCFH), que na presenca de EROS é convertido para um composto
altamente fluorescente.

Os tratamentos aumentaram significativamente (p<0,05), de maneira concentracéo-
dependente, a producdo intracelular de EROS para ambas linhagens tumorais. Porém, nao
houve diferencas entre os niveis de formacdo de radicais livres entre as duas linhagens
celulares. A naftoquinona B-lapachona (2 uM) serviu como controle positivo. A tabela 8

mostra a producdo de EROS, em porcentagem, para cada linhagem celular.
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Tabela 8 - Efeito da B-lapachona, nor-f-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a geracao
de EROS em culturas de HL-60 e DU-145 ap0s 4 horas de exposigéo.
Linhagens celulares

ct - 2,07+0,33 3,96 + 0,14

0,5 UM 23,66 + 1,76 20,67 + 0,48
nor-p-lapachona 1uM 32,66 + 1,45 32,33+1,85
4 uM 64,00 + 2,30 68,66 + 1,45

0,5 uM 27,00 1,52 23,66 % 1,00
3 1 pM 67,33 +1,20° 68,00 + 2,51
4uM 73,00 2,51 71,00 + 2,64

iDMSO (0,1%). Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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A figura 25-A mostra que, para a linhagem HL-60, o co-tratamento com dicumarol
(blogueador da enzima NQO1) ndo blogueou a producao de EROS intracelular. Apesar de ndo
ter suprimido a formacédo de EROS, houve uma reducdo em sua producdo, quando comparado
aos dados da tabela 8. O percentual de producdo de EROS ap6s a co-administracdo com
dicumarol pelos compostos nas concentragfes de 0,5, 1 e 4 uM foi, respectivamente, igual a
15,80 + 0,60%, 23,66 + 2,72% e 38,00 = 1,52% para nor-B-lapachona, 22,66 + 1,45%, 32,33
+2,18% e 44,66 + 5,69% para o derivado 1, 21,00+ 1,15%, 53,33 + 1,76% e 46,33 + 1,76%
para o derivado 3, e 21,33 + 2,40%, 33,00% + 3,21%, 49,66 + 2,40% para o derivado 4, e
27,00 + 2,51%, 40,33 + 2,90% e 49,33 + 2,33% para a -lapachona. Por outro lado, para a
linhagem de carcinoma de prostata (DU-145), a geracdo de EROS foi completamente abolida

na presenca de dicumarol (figura 25-B).
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Figura 25 — Efeito do dicumarol (50 puM) sobre a producdo de EROS induzida pela nor-p-
lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) ap0s 4 horas de incubacdo em células HL-60 (A) e DU-
145 (B).

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

Foi observado que a modulacdo intracelular das reservas de glutationa altera a
formacgdo de EROS em ambas linhagens tumorais. De acordo com a figura 26-A e 26-B, o
pré-tratamento com N-acetil-L-cisteina (NAC) antes da exposi¢cdo aos compostos (4 UM)
inibiu a formacdo de EROS quando comparados com 0s experimentos realizados na auséncia
de NAC (barras cinzas do grafico). Porém, com a reducdo das reservas intracelulares de

glutationa promovida pelo pré-tratamento com 1-bromoheptano (BH), a producdo de EROS,
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apos a exposicdo aos compostos (4uM), foi significativamente superior as detectadas nos
experimentos conduzidos na auséncia de BH (barras cinzas do grafico).

A co-administracdo de iodeto de potassio (IK), um agente neutralizador de H,O, e OH’
reduziu significativamente a producdo de EROS intracelular em relagdo aos dados da tabela 8,
sugerindo que os radicais OH" estdo presentes dentre as outras espécies de EROS. O
percentual de producdo de EROS apds a co-administracdo com IK pelos compostos na
concentracdo de 4 uM, para células HL-60, foi igual a 30,00 + 3,21%, 30,66 + 2,60%, 44,00 =
4,00% e 32,66 = 4,37% para nor-B-lapachona e para os derivados 1, 3 e 4, respectivamente
(figura 26-A), e para DU-145 foi igual a 34,33 + 3,38%, 38,33 + 2,72%, 33,00 + 3,21% e
38,66 + 5,23% para nor-p-lapachona e para os derivados 1, 3 e 4, respectivamente (figura 26-
B).
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Figura 26 — Efeito do iodeto de potassio (IK, 5 mM), N-acetil-L-cisteina (NAC, 5 mM) e 1-
bromoheptano (BH, 50 uM) sobre a geracdo de EROS induzida pela nor-B-lapachona (nor-3-
lap) e seus derivados (1, 3 e 4) em culturas de HL-60 (A) e DU-145 (B) ap6s 4 horas de

exposicdo a concentracdo de 4 uM.
DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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4.10 Efeitos da nor-p-lapachona e seus derivados sobre a indugéo de quebras de fitas da
molécula de DNA

A tabela 9 revela que para células HL-60, os compostos s6 induziram quebras de fitas
de DNA apenas na maior concentragcdo (4 uM) e para a linhagem DU-145 foi observado
aumento da migracdo do DNA a partir da concentracdo intermediéria (1 pM) para todos os
compostos estudados. Para verificar a ocorréncia de quebras duplas, o cometa em condi¢des
neutras foi realizado e os resultados reportados na tabela 10. Apds a eletroforese, foi
observado quebras duplas apenas para os derivados 1 e 3 na maior concentracdo (4 uM) na
célula HL-60. Ja para a linhagem DU-145, todos os compostos induziram quebras de fita
dupla a partir da concentracdo intermediaria (1 uM).

Para as culturas de HL-60, a co-administragdo com dicumarol ndo impediu a inducéo
de quebras de fitas do DNA, porém uma pequena reducdo nos valores de ID foi observada
(figura 27-A). Quando comparada com os valores de ID reportados na Tabela 9, o co-
tratamento com dicumarol reduziu ligeiramente o valor de ID apenas na maior concentracdo
(4 uM): 17,00 + 2,51, 14,66 + 1,45, 17,15 + 1,52, 14,35 + 3,21 ¢ 16,66 = 1,76 para B-
lapachona, nor-B-lapachona e derivados 1, 3 e 4, respectivamente. Por outro lado, para a
linhagem de carcinoma de préstata (DU-145), como ilustrado na figura 27-B, o bloqueio da
enzima NQOL exercido pelo dicumarol impediu a quebra das fitas da molécula de DNA.

Como ilustrado nas figuras 28-A e 28-B, a restauracdo das reservas intracelulares de
glutationa, promovida pelo pré-tratamento com NAC, protegeu o material genético das
linhagens HL-60 e DU-145 contra as agressdes promovidas pelos compostos (4 uM) quando
comparado com 0s experimentos conduzidos na auséncia de NAC (barras cinzas do grafico).
Na presenca de NAC, os valores de ID para a linhagem HL-60 foram iguais a 8,33 = 1,45,
9,66 + 0,88, 7,33 £ 1,45, 5,00 + 0,57 e 9,66 + 1,85, para B-lapachona, nor-p-lapachona e
derivados 1, 3 e 4, respectivamente. E para a linhagem DU-145, os valores de ID foram iguais
a 5,33 +048, 425+ 1,02, 6,33 + 2,45, 4,33 + 1,25 ¢ 4,00 + 0,18, para B-lapachona, nor--
lapachona e derivados 1, 3 e 4, respectivamente.

Contudo, a deplecdo intracelular de glutationa, induzida pelo BH, resultou em um
aumento significativo do padrdo de migracdo do DNA, para as duas linhagens celulares,
quando confrontados com os experimentos realizados na auséncia de BH (barras cinzas do
grafico). Os valores de ID para células HL-60 pré-tratadas com BH e pos-tratadas com o0s
compostos foram iguais a 89,66 = 3,18, 64,66 + 2,60, 74,66 + 3,28, 68,00 + 4,35, 75,66 *

3,18, para B-lapachona, nor-B-lapachona e derivados 1, 3 e 4, respectivamente. E para a
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linhagem DU-145, os valores de ID foram iguais a 111,66 + 1,18, 91,66 + 2,08, 106,33 +
1,75, 72,33 + 0,96 ¢ 77,00 + 1,15, para B-lapachona, nor-p-lapachona e derivados 1, 3 e 4,
respectivamente.

Tabela 9 — Inducdo de quebras totais de DNA apds 4 horas de exposi¢do a f-lapachona, nor-p-
lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) em culturas de HL-60 e DU-145, analisadas pela verséo alcalina
do teste do cometa.

Linhagens celulares

ct - 8,66 + 0,88 8,00 £1,15

0,5 uM 7,33+1,15 12,23 £1,15
nor-p-lapachona 1uM 4,66 + 1,85 18,33 £ 1,45
4 uM 23,66 + 1,66 47,66 + 1,76

0,5 UM 11,33 + 1,45 8,33+ 1,20
3 1 uM 10,66 + 1,45 28,18 +2,30°
4 uM 2433+176 43,33 + 1,45

ADMSO (0,1%).
95 dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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Tabela 10 — Indugdo de quebras duplas de DNA ap6s 4 horas de exposigdo a B-lapachona,
nor-p-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) em culturas de HL-60 e DU-145, analisadas pela
versdo neutra do teste do cometa.

Linhagens celulares

ct - 5,66 + 0,66 4,00 £0,15

0,5uM 2,33 £ 0,66 7,22+1,15
nor-pB-lapachona 1uM 8,33+ 0,66 10,33 +0,88"
4 uM 8,31+ 0,66 30,33 + 1,45

0,5 uM 4,00 + 0,57 8,20 + 1,15
3 1 uM 6,25 +1,52 18,32+ 1,85
4 uM 10,66 + 1,20 27,33+ 1,45

*DMSO (0,1%).
95 dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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Figura 27 - Efeito do dicumarol (50 uM) sobre a inducdo de quebras de DNA promovidas
pela B-lapachona, nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) em culturas de HL-60 (A) e
DU-145 (B) apds 4 horas de exposicdo, analisadas pela versdo alcalina do teste do cometa.

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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Figura 28 — Efeito do iodeto de potassio (IK, 5 mM), N-acetil-L-cisteina (NAC, 5 mM) e 1-
bromoheptano (BH, 50 iuM) sobre a indugdo de quebras de DNA induzida pela B-lapachona
(B-lap), nor-B-lapachona (nor-p-lap) e seus derivados (1, 3 e 4) em culturas de HL-60 (A) e
DU-145 (B) ap06s 4 horas de exposicdo a concentracdo de 4 uM, analisadas pela verséo

alcalina do teste do cometa.

p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.
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4.11 Estudo da cinética de reparo das lesdes ao DNA induzidas por nor-p-lapachona e

seus derivados em células DU-145

Apbs 4 horas de exposicdo aos compostos (4 UM), as culturas de DU-145 foram
lavadas com RPMI-1640 para a remoc¢do dos mesmos e, posteriormente, re-incubadas para,
analise do teste do cometa (versdo alcalina), avaliar a capacidade celular de reparar as quebras
de fitas no DNA.

Quando comparado com os dados da Tabela 9, os danos ao DNA induzidos pelos
derivados 1 e 3, foram significativamente (p<0,05) reduzidos a partir de 2 horas ap6s terem
sido tratados (figura 29). Para o derivado 1, os valores de ID foram a iguais a 52,66 * 1,76,
41,66 + 3,18 e 37,33 = 1,45 e para o derivado 3 foram iguais a 34,00 + 2,08, 24,33 £ 2,18 ¢
21,66 + 1,66 para os tempos de reparo equivalentes a 2, 4 e 24 horas, respectivamente. Por
outro lado, o reparo parcial das lesdes ao DNA induzidas pela B-lapachona, nor-p-lapachona e
pelo seu derivado 4 sé foi observado 4 horas apds o tratamento. Para esses compostos, 0S
valores de ID apds 4 horas foram iguais a 55,56 + 2,30 (B-lapachona), 38,25 + 1,00 (nor-p-
lapachona) e 32,00 £ 1,15 (4), e para 24 horas, os valores de ID foram iguais a 39,66 * 4,90
(B-lapachona), 28,66 + 4,09 (nor-B-lapachona) e 23,33 + 2,08 (4). A tabela 11 mostra as
porcentagens de lesdes ao DNA parcialmente reparadas equivalente a redugdo dos valores de
ID.

== nor-f-lapachona
—r— ]

—— 3
——
D50
=E= 3-lapachona

indice de dano

0o 4 8 12 16 20 24
[horas]

Figura 29 — Reparo parcial das lesdes induzidas no DNA pela B-lapachona, nor-p-lapachona e derivados nor-f3-
lapachdnicos (1, 3 e 4) em culturas de DU-145 apds 4 horas de exposi¢do a concentracdo de 4 UM, analisadas
pela versdo alcalina do teste do cometa.

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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Tabela 11 — Percentual de lesoes reparadas apos a exposi¢do de 4 horas aos compostos [3-
lapachona, nor-p-lapachona e derivados nor-p-lapachénicos (1, 3 e 4) em culturas de DU-145
apos 4 horas de exposicao, analisadas pela versdo alcalina do teste do cometa.

Tempo de reparo pés-tratamento

Amostras Tratamento 2h 4h 24h
p-lapachona 4 uM 12,49+151%  1749+056% 40,50 +2,16%
nor-p-lapachona 4 uM 6,29 + 2,45% 20,26 +4,15% 40,55 +3,22%"
1 4 uM 16,84 +1,22%  3421+2,08%  41,05+0,25%
3 4 uM 2153+1,18%  43,84+321%  50,01+2,72%"
4 4 uM 9,71 +2,15% 1502 +1,17% 38,92 +0,81%

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

A interferéncia dos compostos sobre a persisténcia das lesdes induzidas pelo MMS foi
avaliada de modo a compreender 0s possiveis mecanismos envolvidos durante o reparo das
lesdes no DNA. A concentracdo de 0,5 uM dos compostos estudados foi escolhida para esse
ensaio, pois para essa concentracdo ndo foi observado um aumento na migracdo do DNA
através do ensaio do cometa (tabela 9). De acordo com a figura 30, 0 MMS (80 uM) induziu
um aumento na migragdo do DNA das células DU-145 apds 1 hora de exposicdo (ID igual a
237 + 2,02). Contudo, apds um intervalo de até 24 horas de incubacao na auséncia da droga,
grande parte das quebras de fitas do DNA induzidas pelo MMS foram significativamente
(p<0,05) reparadas, como pode ser observada pela reducéo dos valores de ID: 218,33 £ 1,76
(2 h), 131, 66 + 2,02 (4 h) e 71,15 + 2,08 (24 h). Por outro lado, o pds-tratamento com 0s
compostos (0,5 uM) aumentou a persisténcia das lesbes induzidas pelo MMS, indicando a
inibicdo do reparo dessas lesbes. Os valores de ID para células pos-tratadas com f-lapachona,
nor-B-lapachona e com os derivados 1, 3 e 4 apds 24 horas de reparo, por exemplo, foram,
respectivamente, iguais a 174 £ 3,05, 179,66 * 1,45, 145,33 + 4,37, 134,66 + 7,12 e 186,66 *
2,02. A tabela 12 mostra as porcentagens de lesbes ao DNA parcialmente reparadas

equivalente a reducao dos valores de ID.
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Figura 30 — Influéncia dos compostos sobre a persisténcia das lesdes ao DNA induzidas pelo
metil-metano-sulfonado (MMS, 80 uM)) em culturas de DU-145, analisadas pela versao

alcalina do teste do cometa.

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

Tabela 12 — Percentual de lesdes ao DNA induzidas pelo MMS (80 uM) reparadas apds co-
tratamento (0,5 pM) com B-lapachona, nor-p-lapachona e derivados nor-f-lapachénicos (1, 3
e 4) em culturas de DU-145, analisadas pela versdo alcalina do teste do cometa.

Tempo de reparo pds-tratamento

Tratamento 2h 4h 24h
MMS 8,00 +0,51% 44,52 +3,15% 70,08 +5,22%
MMS + p-lapachona 096+0,33% 853+0,77% 15,94 +0,81%"
MMS + nor-g-lapachona 0,41+ 0,17%* 6,22 + 1,15%** 2545 + 2,06%:
MMS + 1 1397+1,08% 13,97 £541% 40,84 +3,12%
MMS + 3 9,73+2,06% 20,34 +1,15% 42,12 + 4,15%
MMS + 4 237+056%  853+317% 21,06 +0,75%"

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

A sintese de DNA ndo-programada esta relacionada com o reparo por excisdo dos
segmentos de DNA danificados. De acordo com a figura 31, ap6s 4 horas de tratamento com
0s compostos (4 uM) na presenca de HU (3mM) foi observada sintese de DNA nédo-
programada (semelhante ao controle) para todos os compostos avaliados. Para culturas
tratadas com nor-p-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) a porcentagem de células BrdU
positivas foram, respectivamente, iguais a 8,12 + 1,15%, 12,00 £ 1,15%, 11,66 + 2,02% e
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9,86 + 2,64%. O MMS induziu a sintese de DNA ndo-programada (32,41 + 2,30% de células
BrdU positivas), a qual foi reduzida na presenca dos compostos: 14,10 + 20,8%, 13,33 +
0,66%, 10,66 = 3,84% e 11,33 + 2,40% para nor-pB-lapachona e derivados 1, 3 e 4,

respectivamente.

Células BrdU positivas (%)
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Figura 31 — Efeito dos compostos (4 uM) sobre a sintese de DNA ndo-programada na

presenca ou auséncia de MMS (80 uM) em células DU-145.

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.

Os dados correspondem a média £ E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.

4.12 Efeitos da nor-p-lapachona e seus derivados sobre o crescimento de S. cerevisiae

deficientes em enzimas topoisomerases

As leveduras foram expostas a diferentes concentracdes (10 a 80 pg/mL) dos
compostos B-lapachénicos durante 48 horas. Apos esse periodo, as cepas selvagens de S.
cerevisiae (BY4741), ndo deficientes na expressdo de topoisomerases, tiveram uma redugéo
na taxa de crescimento, observado pelo aumento do halo de inibicdo em relacdo as culturas
tratadas com o solvente (DMSO, 0,1%). Porém, os efeitos inibitérios dos compostos foram
mais pronunciados nas cepas mutantes para topoisomerases (ToplA4, Top34 e ToplATop3A),
como ilustra a figura 32, sugerindo que todos os compostos avaliados interferem na atividade

de todas as isoformas dessa enzima (1, 11 e 111).
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Figura 32 — Efeito da B-lapachona (A), nor-p-lapachona (B), derivados 1 (C), 3 (D) e 4 (E)
sobre a inibicdo de crescimento da levedura S. cerevisiae (BY4741) e sobre cepas de S.
cerevisiae defectivas na expressdo de topoisomerases (top 14, top34 e toplAtop3A) apos 48 h
de exposicéo.

DMSO (0,1%) serviu como controle negativo.

93 dados correspondem a média + E.P.M. de 2 experimentos independentes.

p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.



106

4.13 Efeito antiproliferativo da nor-g-lapachona e seus derivados sobre células V79

Ap6s 24 horas de exposicdo, tanto a nor-p-lapachona quanto seus derivados
apresentaram baixa atividade citotoxica em células V79, com valores de Cls, variando entre
10,59 pM e 13,41 yM para o derivado 3 e nor-B-lapachona, respectivamente (tabela 13).
Porém, se comparados com os valores de Clsy dos experimentos realizados com células
mononucleadas do sangue periférico (CMSP) expostas ao mesmo tempo de incubacdo (tabela
5), observa-se, com excecdo do derivado 1, que CMSP sdo menos sensiveis ao tratamento.

Tabela 13 - Atividade citotoxica in vitro da nor-p-lapachona e derivados arilaminos nor-f3-
lapachonicos frente a linhagem V79 pelo ensaio do MTT apds 24 horas de exposi¢ao.
Linhagem celular — CI50 uM (IC95%)"

Compostos V79

nor-g-lapachona 13,41
(13,05-13,82)

1 12,08
(11,56-12,73)

3 10,59
(9,23-11,41)

4 13,19

(12,71-13,65)

“Valores originados de 3 experimentos independentes e apresentados em valores de Cls, obtidos por regresséo
ndo-linear com intervalo de confianca de 95%.

4.14 Avaliacdo do potencial genotoxico e mutagénico da nor-p-lapachona e seus

derivados em células V79

A tabela 14 mostra que apds 4 horas de incubacdo todos os compostos avaliados

induziram quebras de fitas simples e duplas no DNA apenas na maior concentragéo (10 uM).
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Tabela 14 - Inducdo de quebras de fitas do DNA ap6s 4 horas de exposicdo a nor-p-
lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) em culturas de V79, analisadas pelas versdes alcalina e
neutra do teste do cometa.

Linhagem V79

c? - 12,33 +1,45 5,33 +1,45

2,5 UM 9,33 +2,60 3,00 +1,15
nor-g-lapachona 5uM 13,33 +1,20 6,33 £0,88
10 uM 48,33 +2,33" 23,66 + 2,33

2,5 UM 13,00 +2,08 4,45 + 1,85
3 5 uM 14,10 +2,08 2,33+1,33
10 pM 68,25 + 2,64 19,66 + 1,76

*DMSO (0,1%).
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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A migracdo do DNA apds a incubacdo com enzimas que reconhecem bases oxidadas
no DNA, Fpg (purinas) e Endo Il (pirimidinas), foi significativamente maior quando
comparadas aos valores de ID dos experimentos realizados na auséncia dessas enzimas (figura
33). Culturas tratadas com nor-p-lapachona e pos-incubadas com as enzimas tiveram seus
valores de ID aumentados de 48,33 + 2,33 para 125,15 + 2,46 (Fpg) e 101,22 + 6,11 (Endo
[11). Os valores de ID para o derivado 1 aumentou de 58,33 + 2,40 para 103,33 + 6,38 (Fpg) e
91,25 + 3,78 (Endo Il1), para o derivado 3, 0 aumento de ID foi de 68,25 + 2,64 para 123,33 £
3,48 (Fpg) e 101,66 + 2,72 (Endo Il1). E para o derivado 4, o aumento de ID foi de 59,00 £

3,78 para 130,41 + 3,60 (Fpg) e 101,00 + 4,58 (Endo I11).
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Figura 33 — Danos oxidativos induzidos pela nor-p-lapachona (nor-p-lap) (A), derivados 1
(B), 3 (C) e 4 (D), apos 4 horas de incubagdo com os compostos (10 uM), através da versao
alcalina do teste do cometa.

DMSO (0,1%) e H,O, (10 uM) serviram como controles negativo e positivo, respectivamente.

Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.

“p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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De acordo com a figura 34, os compostos avaliados s6 aumentaram de modo
significativo a frequéncia de micronucleos em células V79 na maior concentracdo (10uM)
testada. Em células pré-tratadas com NAC e poés-tratadas com os compostos ndo foi
observado diferenca significativa da incidéncia de micronicleos em relacdo ao controle
negativo. O tratamento induziu um decréscimo na freqiiéncia de células V79 binucleadas
apenas na maior concentracdo (10 puM), enquanto pré-tratamento com NAC protegeu as
células contra os efeitos antiproliferativos induzidos pelos compostos, como exposto na tabela
15.
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Figura 34 — Efeito da nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a frequéncia de
micronucleos (MN), na presenca ou na auséncia de NAC, em células V79 binucleadas (CBN)
apos 4 horas de exposicao.

DMSO (0,1%) e B-lapachona (B-lap, 10 uM ) serviram como controles negativo e positivo, respectivamente.
Os dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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Tabela 15 — Efeito da nor-p-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) sobre a freqiiéncia de
células V79 binucleadas (CBN) apds 4 horas de exposigéo.

Linhagem V79

85,46 + 1,15 83,71 + 2,56
c? -
2,5 UM 88, 05 +0,76 83,17 £0,75
nor-p- 5 uM 84,27 +1,05 80,51 +1,17
lapachona
10 pM 59,14 +2,96" 86,44 + 0,15

2,5 UM 89,64 +0,33 81,94 +0,15
3 5 uM 80,12 £1,15 87,49 + 3,25
10 pM 63,72 +2,15 82,61 +0,18

ADMSO (0,1%).
95 dados correspondem a média + E.P.M. de 3 experimentos independentes.
p<0,05 comparado com o grupo controle negativo por ANOVA seguido por student Newman-Keuls.
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5 DISCUSSAO

Os produtos naturais continuam sendo uma das principais fontes de novos compostos
para o desenvolvimento de novos farmacos (PEZZUTO, 1997; NEWMAN et al., 2003;
AGGARWAL,; SHISHODIA, 2006; NEWMAN; CRAGG, 2007). Dentre esses, as quinonas
representam uma ampla e variada familia de metabdlitos de ocorréncia natural (MONKS et
al., 1992; BARREIRO et al., 1996; MARTINEZ; BENITO, 2005) com amplo espectro de
atividades bioldgicas (PERRY et al., 1991; CAMARA et al., 2008; HILLARD et al., 2008;
PINTO; DE CASTRO, 2009; TANDON et al., 2009), dentre as quais podem ser ressaltadas
suas propriedades anticancer (PARDEE et al., 2002; ASCHE, 2005; HUANG et al., 2010). O
uso clinico de drogas antitumorais que contenham um grupo quinona em suas estruturas
quimicas (ex: dactinomicina, doxorubicina, bleomicina e mitomicina C) reforca a importancia
das quinonas no desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos (GEWIRTZ, 1999;
GALM et al., 2005; ZHANG et al., 2006).

Existem diferentes classes quimicas que apresentam o grupo quinona em suas
estruturas, dentre essas podemos destacar as naftoquinonas. Dentre as naftoquinonas podemos
ressaltar o lapachol e a B-lapachona, as quais vém se destacando devido ao grande nimero de
atividades bioldgicas atribuidas para esses compostos, principalmente atividades microbicidas
e citotdxicas. Atualmente o numero de trabalhos na literatura cientifica reportando as
atividades biologicas de novas naftoquinonas naturais e seus anadlogos semi-sintéticos
contendo estruturas naftalénicas vem crescendo constantemente (PLYTA et al., 1998;
RIFFEL et al., 2002; PHILLIPS et al., 2004; ESTEVES-SOUZA et al., 2007; YAMASHITA
et al., 2009; SANDUR et al., 2010).

Em relagdo a atividade antitumoral das naftoquinonas, a B-lapachona tem recebido
especial atencdo devido as suas propriedades antiproliferativas, ainda ndo totalmente
elucidadas, exercidas sobre células tumorais em modelos in vitro e in vivo (KRISHNAN;
BASTOW, 2000; LI et al., 2003; MIDDLETON et al., 2008; DONG et al., 2009) e, também,
devido a sua baixa citotoxicidade observada em células ndo tumorais (SUN et al., 2006; DA
SILVA JUNIOR et al., 2010). Recentes estudos clinicos estdo sendo conduzidos com a -
lapachona (ARQ 501) com o objetivo de se desenvolver mais uma nova droga antitumoral no
tratamento de tumores pancreéticos, cabeca e pescoco e leiomiosarcoma (LI, 2006a, b; YANG
et al., 2008; MIAO et al., 2008).

Desse modo, a busca por novos derivados B-lapachdnicos que apresentem atividade

citotoxica contra diferentes linhagens de células tumorais é parte de uma crescente e continua
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busca por novos compostos ativos, e por provaveis prototipos a farmacos a fim de aliar-se, no
futuro, ao arsenal terapéutico disponivel (SCHAFFNER-SABBA et al., 1984; FRYDMAN et
al., 1997; DI CHENNA et al., 2001; REINICKE et al., 2005).

O presente estudo teve, inicialmente, como objetivo avaliar o potencial citotoxico de
quatro derivados arilaminos da nor-p-lapachona. A nor-f-lapachona ¢ um derivado da f-
lapachona cujas estruturas quimicas sdo muito semelhantes (figuras 5 e 6). E importante
ressaltar que tem sido relatado o potencial citotdxico da nor-f-lapachona e de seus derivados
arilaminos substituidos frente a diferentes linhagens de células tumorais. E a0 comparar as
atividades citotoxicas (valores de Clsp) entre a B-lapachona e a nor-B-lapachona, pédesse
observar que ambas moléculas possuem perfis semelhantes de citotoxicidade
(KONGKATHIP et al., 2003; DA SILVA JUNIOR, 2007b, 2010).

A determinacdo da citotoxicidade in vitro tem se mostrado eficaz na descoberta de
novos agentes antitumorais. A maneira mais rapida, facil e sensivel € a triagem dos compostos
testes em modelos celulares in vitro (CRAGG; NEWMANN, 2000). No estudo inicial, foi
determinada a atividade antiproliferativa dos compostos frente as células tumorais, pelo
método colorimétrico do MTT. Com excecdo do derivado 2, todos 0s outros compostos
estudados reduziram a taxa de proliferacdo celular em todas as linhagens tumorais humanas
utilizadas, apds 72 horas de exposicao.

O potencial citotoxico identificado, vem questionar o que muitos pesquisadores tém
observado em relacdo a atividade enziméatica de NQO1 (DT -diaforase), a qual é considerada
como um fator determinante sobre a citotoxicidade da B-lapachona (PINK et al., 2000;
PLANCHON et al., 2001; OUGH et al., 2005; BEY et al., 2007; SONG et al., 2008).

Pelo fato de que dentre as linhagens tumorais utilizadas no presente estudo, havia
linhagens que superexpressam a enzima NQOZ1, como, por exemplo, as linhagens de
carcinoma de prostata PC-3 e DU-145 (PLANCHON et al., 2001) e de mama HS578t
(FITZSIMMONS et al., 1996; WANG et al., 1999). Assim como havia linhagens com
deficiéncia na expresséo da enzima NQO1, como, por exemplo, as linhagens leucémicas HL-
60, MOLT-4 e K562 (FITZSIMMONS et al., 1996; BELLO et al., 2005). Contudo, de acordo
com os resultados obtidos, ndo foi observada uma correlacdo clara entre o0s niveis de
expressdo de NQOL e a citotoxicidade exercida pela B-lapachona, uma vez que essa
naftoquinona interferiu sobre a proliferacio tanto de células NQO1" quanto células NQO1 .

Ao contrario, Reinicke et al. (2005) reportou que a B-lapachona foi mais citotdxica
sobre a linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 (NQO1") do que a MDA-MB-468
(NQO1), com valores de LDs igual a 6,6 + 1,4 uM para células NQO1* e 14,2 + 2,1 uM
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para células NQO1 . Em outro estudo, Planchon et al. (20001) correlacionou a citotoxicidade
de B-lapachona aos altos niveis de expressdo enziméatica de NQO1 em linhagens de carcinoma
de prostata humano (PC-3 e DU-145). Recentemente, Ough et al. (2005) e Bey et al. (2007)
reportaram um estudo semelhante com uma linhagem de adenocarcinoma de pancreas humana
(MIA PaCa-2) e de carcinoma pulmonar humano (A549), respectivamente, que
superexpressam NQO1. Em todos esses estudos, a administracdo do dicumarol (inibidor de
NQO1), resultou na protecdo das células que superexpressam NQO1, mas ndo teve efeito
sobre linhagens com deficiéncia na expressdo da enzima, como por exemplo, a linhagem de
carcinoma de mama humano (MDA-MB-468), de carcinoma pulmonar (H596) e de
carcinoma de prostata (LNCaP), mostrando a importancia dessa enzima sobre a bioativacéo
da B-lapachona.

Adicionalmente, Pan et al. (2002) reportou a presenca de polimorfismo para o gene
que codifica a enzima NQO1 na linhagem HL-60. Esse tipo especifico de polimorfismo reduz
significativamente ou abole a atividade enzimatica dessa redutase. A relevancia desses
polimorfismos na clinica resulta na falta da resposta terapéutica adequada aos agentes
antitumorais bioredutiveis (ROSS et al., 2000; BEGLEITER et al., 2009). E Dubin et al.
(1990) demonstrou que a B-lapachona e outras naftoquinonas relacionadas foram capazes de
inibir as reagdes catalisadas pelo citocromo P450. Essas observaces associadas com a
presenca de toxicidade sobre células deficientes na expressdo de NQO1 reforcam a hipotese
de que a B-lapachona e seus derivados podem ser metabolizados por outras enzimas redutoras
além das NQOs e P450 redutases.

Segundo Fourie et al. (2002), nenhum agente antitumoral bioredutivel (clinico ou
experimental) é ativado por apenas uma Unica enzima redutora. A mitomicina C, por
exemplo, pode ser bioativada tanto pela reducdo de apenas um elétron (P450 redutases ou
xantina desidrogenase) quanto pela reducdo via dois elétrons, catalisada pela DT -diaforase
(KUMAR et al., 1988; ROSS et al., 1996; CUMMINGS et al., 1998). Sawamura et al. (1996)
demonstrou que células normais derivadas de ovarios de hamster chinés (CHO) transfectadas
com genes que codificam para alguns tipos de P450 redutases foram duas ou trés vezes mais
sensiveis a mitomicina C do que as células CHO selvagens. O mesmo ocorre para
indologquinona (EO9), um analogo da mitomicina C que estd sendo clinicamente avaliado
(PURI et al., 2006; VAN DER SCHOOT et al., 2007), que pode ser bioreduzido via um ou
dois elétrons (WALTON et al., 1991; BAILEY et al., 1992).

Tendo conhecimento que algumas quinonas possuem a capacidade de hemolisar

membranas plasmaticas celulares (PROKOFEVA et al., 2004) e muitos derivados
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naftoquindnicos sdo agentes hemoliticos (MUNDAY et al., 1995, 2007). Houve interesse em
investigar o potencial hemolitico desses compostos, objetivando-se descartar a possibilidade
dos efeitos citotoxicos estarem relacionados a danos na membrana plasmatica (hemdlise)
celular, seja pela formagdo de poros ou pela ruptura total da membrana, permitindo o
extravasamento de ions ou macromoléculas como a hemoglobina para o ambiente externo
(BHAKDI et al., 1985; BERNHEIMER; RUDY, 1986; SEKIYA et al., 1993; PALMER et
al., 1998). Nessa investigacdo foi identificado a auséncia de atividade hemolitica para nor-f-
lapachona e seus derivados (1-4), o que sugere mecanismos de acdo mais especificos
associados aos efeitos antiproliferativos.

E do nosso conhecimento que a producio de espécies bioativas de oxigénio é um dos
varios fatores associados a citotoxicidade induzida por quinonas (POWIS, 1989;
NEMEIKAITE-CENIENE et al., 2003). Nesse sentido, foram escolhidas duas linhagens
celulares [HL-60 (NQO1') e DU-145 (NQO1%)], as quais foram expostas aos compostos
durante 24 horas. Apds a exposicao, os valores de Clsy foram muito semelhantes aos valores
de inibicdo proliferativa (Clsg) obtidos apds 72 horas de incubacdo, mostrando que os efeitos
citotoxicos ndo sdo dependentes do tempo de exposicdo. Contudo, a adicdo exdgena de
glutationa reduzida (GSH) as culturas, resultou em uma reducédo da sensibilidade celular aos
compostos, 0 que indica a importancia de EROS sobre a toxicidade celular promovida pelos
compostos B-lapachdnicos estudados.

Na reacdo catalisada pela glutationa peroxidase (GPx), o GSH é utilizado como co-
substrato para metabolizar a decomposicdo de H,0,, dentre outros hidroperdxidos organicos,
em H,O e glutationa oxidada (GSSG), diminuindo o potencial lesivo dos radicais livres
(BEHNE; KYRIAKOPOQULOS, 2001; VALKO et al., 2004, 2007). Assim, a intensidade do
estresse oxidativo pode determinar o tipo de morte celular. Tendo sido mostrado que a
deplecdo intracelular de GSH pode modificar a rota de morte celular por apoptose para
necrose em culturas celulares expostas a agentes oxidantes ou alguns agentes alquilantes
(HALL, 1999; SCHAFER; BUETTNER, 2001; TROYANO et al., 2003; MINOTTI et al.,
2004). O GSH é a defesa predominante contra EROS, particularmente nas mitocondrias, o
maior local de sintese de intermediarios reativos de oxigénio (DELEVE; KAPLOWITZ,
1991). Baixos niveis de GSH séo freqlientemente associados com disfun¢ées mitocondriais,
ativacdo de apoptose mediada pela via mitocondrial e produgdo de metabolitos de
esfingomielina que servem como sinais de ativacdo do processo apoptético (LIU et al., 1998;
MERAD-SAIDOUNE et al., 1999; COPPOLA; GHIBELLI, 2000).
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Corroborando com os resultados antiproliferativos supracitados, a inibigdo da sintese
replicativa de DNA, em células HL-60, pelo método da incorporacdo do BrdU, reflete uma
reducdo da capacidade proliferativa apos 24 horas de exposi¢do. O BrdU é uma analogo da
timidina que é incorporado as células que se encontram em divisdo celular durante a fase de
sintese (S) do ciclo celular (HOLM et al., 1998; SHIMADA et al., 2008). Com exce¢do do
derivado 2, a nor-f3-lapachona e seus derivados arilaminos substituidos (1, 3 e 4) reduziram a
taxa de incorporacao celular do BrdU.

Com a finalidade de avaliar a toxicidade das amostras sobre as ceélulas mononucleares
do sangue periférico (CMSP) foi realizado o ensaio do Alamar Blue (ZHI-JUN et al., 1997).
Este ensaio assim como o do MTT permite avaliar a citotoxicidade de compostos pela
atividade enzimatica, determinada pela mudanca de coloracdo, uma vez que ambos ao serem
metabolizados sdo convertidos em compostos de coloracdo diferente da original (HAMID et
al., 2000). O Alamar Blue foi escolhido, pois é mais sensivel e ndo é toxico para linfécitos
(NAKAYAMA et al., 1997; O’BRIEN et al., 2000). Culturas de CMSP tratadas com [3-
lapachona ou com nor-B-lapachona ndo apresentaram citotoxicidade. Essa auséncia de
citotoxicidade para CMSP esta de acordo com os achados na literatura (LI et al., 2003; DA
SILVA JUNIOR, 2007b, 2010). Por sua vez, os derivados arilaminos nor-B-lapachonicos
apresentaram efeitos antiproliferativos sobre CMSP, cuja intensidade variou de fraco (3 e 4) a
moderado (1). Sendo que o derivado 2, assim como a B-lapachona e a nor-p-lapachona néo foi
citotoxico para CMSP, o que demonstra a seletividade desses compostos para as celulas
tumorais.

De uma forma geral, a presenca de grupos retiradores de elétrons (F, Cl, Br e NO,) no
anel arilamino dos derivados nor-B-lapachdnicos tendem a aumentar a atividade citotoxica,
enquanto a presenca de grupo doador de elétron (CH3) tende a reduzir a atividade
antiproliferativa desses compostos (DA SILVA JUNIOR et al., 2007b). Porém, os dados de
citotoxicidade (ensaio do MTT), do presente estudo, entre os derivados 2 e 4, cujos
compostos possuem grupos NO, e CH3 no anel arilamino, revelam que apenas a posi¢édo do
grupo metil em relacdo ao grupo nitro foi suficiente para abolir a atividade antiproliferativa do
derivado 2, talvez devido a alteracdo do potencial redox modificado pelo substituinte.
Contudo, o derivado 2 induziu citotoxicidade em culturas de melanoma humano (MDA-
MB435) apresentando valor de Clsg igual a 2,85 uM apds 72 horas de exposicdo (DA SILVA
JUNIOR et al., 2010), o que ressalta a necessidade de novos estudos para a compreensdo dos

mecanismos de acdo e da relacdo entre estrutura e atividade do derivado 2.
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A andlise morfoldgica através da coloragdo diferencial por meio do uso de corantes
intercalantes de DNA (brometo de etidio e laranja de acridina) é considerada uma
metodologia adequada nos estudos iniciais de inducdo de morte celular (LEITE et al., 1999;
GASIOROWSKI et al., 2001; SAVITSKIY et al., 2003). A linhagem leucémica HL-60
representa um modelo exaustivamente utilizado nos estudos dos efeitos de uma droga sobre a
proliferagdo, a progresséo do ciclo e inducio de morte celular (COLLIN, 1987a; MILITAO et
al., 2006).

A nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) induziram apoptose apds um periodo de
incubacdo relativamente curto (4 horas) e a frequéncia de células que compartilhavam
caracteristicas apoptoticas aumentou com a extensdo do periodo de exposicdo (24 horas). A
reducdo da viabilidade celular ap6s o tratamento (4 e 24 horas) pode ser explicada pelo
aumento do numero de células apoptoticas. Morfologicamente, células apoptéticas podem ser
diferenciadas de células necrdticas através da reducdo do volume celular, condensacgdo
periférica de cromatina, fragmentacdo nuclear e formacdo de corpos apoptdticos
(NAKAMURA et al., 2002). Desse modo, apds o tratamento, ndo foi observado indicios de
morte celular por inducéo de necrose.

Durante os estagios iniciais do processo apoptotico, a membrana celular permanece
impermeavel aos corantes vitais como, por exemplo, o brometo e o iodeto de propidio (VAN
CRUCHTEN; VAN DEN BROECK, 2002; BASKIC et al., 2006). E o oposto ocorre durante
as fases avancadas da apoptose e durante a necrose (OTSUKI et al.,, 2003). Logo, a
manutencdo da integridade da membrana plasmatica das células tratadas durante 4 horas,
reforca o fato de que durante esse curto espaco de tempo, as células HL-60 apoptdticas
(morfologicamente detectadas) encontravam-se nas fases iniciais do processo de morte
celular. A evolucdo do processo, uma vez ativado, foi observada através do aumento do
numero de células HL-60 com danos nas suas membranas plasmaticas ap6s um intervalo
maior de exposicdo. A auséncia de indicios de ativacdo da via necrética (andlise morfoldgica)
ressalta a importancia da apoptose como sendo a principal via de morte celular induzida pela
nor-B-lapachona e por seus derivados arilaminos substituidos (1, 3 e 4).

De fato, a analise do processo de tumorigénese revela que a capacidade de resistir a
morte pode ser adquirida por diferentes mecanismos e acontecer em varios momentos do
desenvolvimento tumoral (ZORNIG et al., 2001). A apoptose, na préatica clinica, constitui um
alvo para um potencial uso terapéutico da morte celular programada ou para o entendimento
dos mecanismos de resisténcia a radio e a quimioterapia (NICHOLSON, 2000; DEBATIN,
2004; GRIVICIVH et al., 2007).
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Durante as primeiras fases do processo apoptoético, a redistribuicao de fosfolipidios na
membrana plasmatica resulta na exposicdo da fosfatidilserina (PS) na superficie externa da
membrana celular (FADOK et al., 1992; KOOPMAN et al., 1994; MARTIN et al., 1995).
Para a deteccdo do PS, foi utilizada a anexina V, que é uma proteina com alta afinidade por
PS, capaz de se ligar ao PS externalizado (KRYSKO et al., 2008). Apds a exposi¢do (4 horas)
a nor-p-lapachona e derivados (1, 3 e 4), foi observado células HL-60 com PS externalizado
conjugada com anexina V, que reforca a participacdo da apoptose sobre a morte celular.

Apesar dos mecanismos bioquimicos responsaveis pelas alteracbes na assimetria da
bicamada lipidica serem pouco compreendidos, parece que algumas caspases exercem um
papel relevante sobre esse processo, visto que inibidores dessas caspases blogueiam a
externalizacdo do PS em varios sistemas bioldgicos. Alguns estudos tém sugerido que a
proteolise da fodrina (um alvo especifico das caspases e maior componente de membrana
associado ao citoesqueleto) possa ser um dos sitios de acdo aonde as alteracfes na assimetria
da bicamada lipidica possam ser iniciadas (MARTIN et al., 1995). Embora 0s mecanismos de
exposicdo de PS independentes de caspases possam ocorrer (BASSE et al., 1996; ZHOU et
al., 1997; FERRARO-PEYRET et al., 2002).

Além disso, muitos estudos tém ressaltado a importancia da participacdo mitocondrial
durante o processo apoptdtico (SMAILI et al., 2003; GALLUZZI et al., 2009). A reducédo do
tamanho (condensagdo), aumento da densidade da matriz mitocondrial e a redistribuicdo das
mitocdndrias nas celulas sdo algumas das principais alteragdes mitocondriais descritas durante
a apoptose (DESAGHER; MARTINOU, 2000). O aumento da permeabilizacdo da membrana
mitocondrial (PMM) é considerado um ponto irreversivel na cascata de eventos que levam a
ativacdo da morte celular através da via intrinseca apoptotica (GAO et al., 2006; HSU; YEN,
2007, KROEMER et al., 2007). O aumento do PMM leva a um mau funcionamento
mitocondrial, resultando em um colapso do potencial transmembranico mitocondrial (Ayr) €
no extravasamento para o citosol de proteinas sollveis como, por exemplo, o0 citocromo ¢ e 0
fator indutor de apoptose (VAN LOO et al., 2002; GALLUZZ] et al., 2010). O PMM pode
ser controlado 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). Estudos mostraram que a superexpressao de proteinas
antiapoptdticas (Bcl-2 ou Bcl-x,) em varios tipos celulares expostas a uma gama de agentes
citotoxicos, preveniu o extravasamento de citocromo ¢ da mitocondria, a ativagdo de caspases
e a morte celular (KLUCK et al., 1997; YANG et al., 1997; VANDER HEIDEN et al., 1997).
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Porém, em relacdo as outras proteinas liberadas do interior da mitocdndria, apenas o
citocromo ¢ parece ser essencial na ativacdo da apoptose (NEAME et al., 1998; JUIN et al.,
1999; LI et al., 2000). Contudo, em alguns casos, 0 extravasamento do citocromo ¢ pode
resultar na ativacdo da apoptose sem alteracdo do Ay, (via extrinseca) (KROHN et al., 1999).
Independente de qual via for ativada, tanto a via extrinseca quanto a via intrinseca
(mitocondrial) irdo ativar enzimas catabolicas [proteases (caspases, dentre outras), lipases e
endonucleases] que irdo executar o programa de morte celular (GALLUZZI et al., 2007).

A nor-B-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) induziram despolarizagdo mitocondrial
de células HL-60 apds um curto periodo de exposi¢do (4 horas) a esses compostos. Sendo o
porcentual de células com baixo Ay, aumentado com o prolongamento do tempo de
tratamento (24 horas). A morte celular via apoptose é precedida pela clivagem da cromatina
especificamente nas regides de ligacdo entre 0s nucleossomos por endonucleases especificas
resultando em uma extensiva fragmentacdo do DNA em subunidades oligonucleossémicas
(NICOLETTI et al., 1991). De acordo, o tratamento com a nor-p-lapachona e derivados (1, 3
e 4) induziu a fragmentacdo internucleossomal de DNA ap6s 4 e 24 horas de exposi¢do. A
fragmentacdo de DNA em células HL-60 corrobora com a ativacdo das caspases-3 e -7
induzidas pelos compostos apds um curto periodo de tratamento (4 horas). A correlacéo entre
a despolarizacdo mitocondrial e a fragmentacdo de DNA indica que a reducdo do Ay, € um
evento obrigatdrio e irreversivel para a morte celular de HL-60 induzida pelos compostos nor-
B-lapachénicos. Reforcando os achados do presente estudo, Chiang et al. (1999) reportou que
a B-lapachona induziu fragmentacdo internucleossomal de DNA, externalizacdo de PS
(anexina V), liberagdo de citocromo c e ativagdo da caspase-3 em diversas linhagens tumorais
humanas.

A fim de correlacionar o papel da mitocondria sobre a ativacdo da via intrinseca da
apoptose, as células HL-60 foram pré-tratadas com ciclosporina A (CsA) antes de serem
expostas aos compostos nor-p-lapachdnicos. O CsA se liga a ciclofilina (reguladora do PMM)
impedindo que os poros das membranas mitocondriais se abram, prevenindo, dessa forma, o
colapso do Ay, e 0 extravasamento do citocromo ¢ (LEMASTERS, 1999; JIANG et al.,
2001; BRUSTOVETSKY et al., 2002). Existem dois sistemas de controle de PMM. O
mecanismo classico é dependente de calcio (Ca*") intracelular, de energia (ATP) e é
acompanhado pelo aumento do tamanho mitocondrial e da reducdo do Ay, (Zoratti & Szabo,
1995), o qual pode ser bloqueado por CsA (Armstrong, 2006). J& 0 mecanismo nao classico
de controle de PMM ocorre sem alteracGes do tamanho mitocondrial e sem reducdo do Ayn
(Sultan & Sokolove, 2001).
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Vale ressaltar que, o pré-tratamento com CsA resultou na completa abolicdo dos
eventos associados a ativacdo da apoptose, indicando a participacdo do modelo classico de
regulacao do controle de PMM, reforcando, ainda mais, a contribuicdo da via intrinseca sobre
a ativacdo da apoptose. O tratamento com CsA preveniu a ativacdo das caspases-3 e -7,
sugerindo que o bloqueio de PMM impediu o extravasamento de citocromo c e,
consequientemente, preveniu a ativagdo da caspase-9 (caspase dependente de citocromo c) e
do APAF-1. A caspase-9 é considerada a protease iniciadora da via apoptética intrinseca e ela
participa da cascata de ativacdo das caspases-3, -6 e -7 (STRASSER et al., 2000). As caspases
executoras (3 e 7) sdo, provavelmente, responsaveis pelas mudancas morfolédgicas observadas
na apoptose, incluindo a fragmentacdo internucleossomal do DNA, a condensacdo da
cromatina e a formacdo dos corpos apoptéticos (MARCELLI et al., 1999; NICHOLSON,
1999).

Apesar disso, a mitocéndria ndo é a Unica organela envolvida na ativacdao do processo
apoptoético induzido pela B-lapachona. Tagliarino et al. (2001) mostrou que o tratamento de
células de carcinoma de mama (MCF-7) com B-lapachona induziu estresse no reticulo
endoplasmético (RE) promovendo a liberacdo de Ca®* do RE para o citosol, sugerindo que o
efluxo de Ca*" é necessario como um fator de iniciacdo para a ativagdo da morte celular
induzida pela pB-lapachona. O pré-tratamento das células MCF-7 com BAPTA-AM
(sequiestrador de Ca®*) blogqueou 0 aumento citoplasmético de Ca**, evitando a citotoxicidade
e condensagdo nuclear promovida pela B-lapachona (BENTLE et al., 2006). A participacdo do
RE nos processos de morte celular tem se tornado objeto de muitos estudos (WANG et al.,
2005; L1 et al., 2006c).

Em decorréncia desses achados, houve o interesse em esclarecer 0s provaveis
mecanismos envolvidos na citotoxicidade dos compostos. Alguns experimentos foram
realizados no sentido de avaliar a interferéncia do tratamento sobre a progressdo do ciclo
celular, a producgdo intracelular de EROS e os efeitos dos compostos sobre a indugdo de danos
ao DNA, bem como a interferéncia dos compostos sobre o reparo das lesdes induzidas sobre o
material genético e, por fim, sobre a atividade das enzimas topoisomerases.

Muitos agentes quimioterapéuticos exercem seus efeitos citotoxicos através da
inducdo de apoptose pela ativacdo indireta de pontos de checagem (checkpoints) que
controlam a progressao do ciclo celular. A ativagéo dos pontos de checagem para controlar os
danos no DNA, por exemplo, consiste na detec¢do do dano, na transdugédo de informacéo e,

finalmente, na execucdo de respostas aos danos ao DNA por proteinas efetoras (proteinas do
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checkpoint). Nessa situacdo, a apoptose pode ser ativada quando os danos ao DNA sdo
irreparaveis ou quando as condi¢des sdo adversas para o crescimento celular.

Ao longo dos anos, os pontos de checagem do ciclo celular tém sido considerados
importantes alvos na quimioterapia do cancer tanto pela inducdo de apoptose mediada pela
ativacdo de pontos de checagem especificos ao longo do ciclo, quanto pela exploragdo da
maior sensibilidade quimica celular devido a perda funcional dos pontos de checagem
(FINGERT et al., 1986; DAI; GRANT, 2004; WALTON et al., 2010). Apesar de em células
cancerosas, 0s pontos de checagem do ciclo celular serem defectivos ou suprimidos (ZHOU;
ELLEDGE, 2000; RICH et al., 2000), vérios trabalhos tem correlacionado a ativacao indireta
dos pontos de checagem, induzidas pela B-lapachona, com a inducdo de apoptose. Diante do
fato de que a B-lapachona induz apoptose via ativagéo indireta dos pontos de checagem em
algumas linhagens tumorais, a associagdo da B-lapachona com o taxol (indutor de bloqueio na
fase de transicdo G,/M), por exemplo, aumentou o potencial antitumoral do tratamento de
tumores de ovario e mama xenograficos em ratos (LI et al., 1999) e potencializou a indugéo
de apoptose em células de retinoblastoma humano (D’ANNEO et al., 2010).

Huang e Pardee (1999) demonstraram que a B-lapachona na concentracdo de 0,5 uM
ndo interferiu na progressdo do ciclo celular de células de carcinoma de célon humano, mas
em concentragBes elevadas (2,5 a 5 pM) houve acimulo de células de cdlon na fase S
(SW480 e SW620) e G,/M do ciclo celular (DLD1). Li et al. (1995) mostrou acimulo de
células de carcinoma de prostata humano PC-3 na fase G; apods exposi¢do a B-lapachona e
que, também, 0 mesmo composto na concentracdo de 4 UM interferiu sobre a progressao do
ciclo celular de células tumorais de prostata (DU-145) devido a ativacdo indireta do ponto de
checagem durante a fase de sintese de DNA (LI et al., 2003), ou promoveu acumulo de
células na fase Go/G; das linhagens PC-3, DU-14, LNCaP (prostata) e de células HL-60 em
concentracfes semelhantes (PLANCHON et al., 1995). Experimentos com células ndo
tumorais (CHO) mostraram que a f-lapachona induziu acumulo de células na fase S do ciclo
celular apenas em concentragdo muito superior (30 uM) do que a necessaria para exercer
efeitos semelhantes sobre o ciclo celular de algumas linhagens tumorais (Vanni et al., 1998).
Por outro lado, Pink et al. (2000b) observou que a B-lapachona induziu apoptose em células
de carcinoma de mama humano (MCF-7 e T47D) de modo ciclo-independente.

Na avaliagdo sobre o ciclo celular, foi possivel identificar disturbios sobre o ciclo
celular das células HL-60 apenas ap0s 24 horas de exposi¢do. ApoOs esse periodo, a nor-f-
lapachona (4 uM) promoveu um discreto acimulo de células na fase S do ciclo celular,

enquanto seus derivados (4 uM) induziram reducdo da porcentagem de células na fase de
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transicdo G,/M (1 e 3) e Go/G; (4), sugerindo o envolvimento de mecanismos citotoxicos
ciclo-especificos.

E importante enfatizarmos que cada célula do corpo humano mantém uma condicéo de
homeostase entre espécies quimicas oxidantes e antioxidantes. Ambas espécies sdo
importantes para o metabolismo normal, transducdo de sinais e regulacdo das funcdes
celulares (POLI et al., 2004). O estresse oxidativo pode simplesmente ser definido com um
distarbio no balango entre espécies oxidantes e antioxidantes que favorece o ambiente
oxidativo (CHANDRA et al., 2000). Danos celulares associados ao estresse oxidativo tem
sido implicado em vérias doencas como, por exemplo, Alzheimer e Parkinson (JENNER,
1994), arteriosclerose (VALKO et al.,, 2007) e cancer (KASAI; KAZUAKI, 2006;
TRACHOOTHAM et al., 2009).

A relacdo entre cancer e estresse oxidativo tem sido extensamente estudada e sabe-se
que células cancerosas estdo submetidas a niveis mais altos de estresse oxidativo em relagédo
as células ndo tumorais (POWIS; BAKER, 1997; PERVAIZ; CLEMENT, 2004), geralmente,
devido as baixas concentracdes de enzimas antioxidantes como a SOD, GPx, glutationa
redutase e catalase, assim como baixos niveis de vitaminas antioxidantes, como as vitaminas
C e E (GUVEN et al., 2000; SENTHIL et al., 2004; BEEVI et al., 2007). A persistente
geracdo de EROS na célula tumoral é uma consequéncia inevitavel da excessiva atividade
mitocondrial cujo requerimento elevado de ATP correlaciona-se com a elevada atividade
metabdlica (PELICANO et al., 2004). Porém, o elevado e persistente estresse oxidativo
resultam em danos celulares que as levam a morte. Os danos celulares, mais importantes,
associados a producdo de EROS séo 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 inativacao de proteinas (FARBER et al.,
1990; PELICANO et al., 2004). Os danos celulares e a subsequente falta de processos
celulares de reparo devido aos constantes danos oxidativos tém sido associados com a
carcinogénese (BEHREND et al., 2003; FEDERICO et al., 2007).

O estresse oxidativo intrinseco as células tumorais é uma caracteristica que pode ser
explorada do ponto de vista terapéutico. Varios agentes antitumorais (ex: cisplatina,
antraciclinas e bleomicina) exercem seus efeitos citotoxicos, através da producéo de radicais
livres, além de outros mecanismos complementares. A superproducdo de EROS pode exaurir
as defesas antioxidantes (enziméticas ou ndo) e tornar a célula cancerosa mais susceptivel a
morte celular (KONG et al., 2000). Devido a elevada producdo de EROS pelas células

tumorais, é razoavel especular que quando comparado as células ndo cancerosas, as células
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malignas sdo mais dependentes das enzimas antioxidantes e de outros sistemas de defesas
antioxidantes adaptativas, causando mais danos mediados por EROS em células tumorais do
que em células ndo tumorais (HILEMAN et al., 2003; ZHOU et al., 2003). Portanto, a
inibicdo das defesas antioxidantes e a exposicdo excessiva de radicais livres podem ser
consideradas uma abordagem terapéutica viavel no tratamento do cancer.

Tem sido reportado que a geragdo intracelular de EROS induzida pela B-lapachona é
dependente da atividade enzimética de NQO1 (BEY et al., 2007). Como a enzima NQO1
preferencialmente reduz quinonas nas posi¢oes orto e para (DI CHENNA et al., 2001), tanto
a B-lapachona, nor-p-lapachona e seus derivados arilaminos (1, 3 e 4) podem ser considerados
substratos para esta enzima. Contudo, a exposi¢do das células leucémicas HL-60 (NQO1) e
de prostata DU-145 (NQO1"), aos compostos durante 4 horas, resultou na producéo de EROS,
em niveis significativos, em ambas linhagens tumorais. Porém, o bloqueio da enzima NQO1
pelo dicumarol preveniu a formagdo de radicais livres apenas na linhagem de prdstata, mas
néo foi capaz de impedir a formacao de EROS na linhagem leucémica.

As células HL-60 (NQO1 ) possuem niveis elevados de algumas enzimas da familia
P450 (KROVAT et al., 2000; NAGAI et al., 2002; KAWAI et al., 2003), entretanto Dubin et
al. (1990) demonstrou que a -lapachona e outras naftoquinonas estruturalmente relacionadas
foram capazes de inibir as rea¢@es catalisadas por alguns membros dessa familia. Esses dados
sugerem que a bioativagdo dos compostos B-lapachdnicos possam ser induzidas por outras
redutases além da NQO1 e de algumas enzimas citocromais da familia P450.

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo de crucial importancia para a neutralizacéo
de EROS (LEONARD et al., 2002; VOLKOVOVA et al., 2005). Chau et al. (1998) reportou
que a B-lapachona produziu EROS em niveis mais elevados em linhagens tumorais com
baixas concentracdes intracelulares de GSH, como em certas linhagens leucémicas (HL-60,
Molt-4 e U937) e, ao contrario, em linhagens com concentracdes elevadas de GSH como as
de mama (MCF-7), cdlon (SW620) e de leucemia mieldide cronica (K562) foram detectados
baixos niveis de EROS apos exposi¢do a f-lapachona durante um curto periodo de exposicao
(2 horas) em concentracBes variando de 1 a 4 pM. Ainda segundo o autor, as altas
concentracfes de GSH preveniram a ativacdo de apoptose, mostrando uma correlacéo entre a
inducdo de apoptose e 0s niveis de GSH presentes no sistema.

Essas observacGes corroboram com os resultados do presente estudo obtidos na
presenca e na auséncia de NAC ou de BH. O primeiro restaura as reserva intracelulares de
GSH, enquanto o segundo exaure 0 GSH intracelular. Em culturas celulares (HL-60 e DU-

145) pré-tratadas com NAC, ndo houve formac¢do de EROS induzidos pelos compostos -
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lapachdnicos, sugerindo que a GPx possa estar utilizando o GSH como substrato para as
reacdes de neutralizacdo das espécies quimicas oxidantes. Esses resultados sdo condizentes
com os encontrados por CHAU et al. (1998), o qual demonstrou que o NAC foi capaz de
bloquear a producdo de EROS na linhagem HL-60 tratadas com p-lapachona. Em
contrapartida, o decréscimo dos contetdos intracelulares de GSH, devido a exposi¢do ao BH,
potencializou a producdo de espécies quimicas reativas de oxigénio apds o tratamento.
Algumas naftoquinonas (menadiona e plumbagina, por exemplo) promovem reducdo das
reservas intracelulares de GSH em eucariotos [(células tumorais e levedura (BY4741)]
potencializando os efeitos deletérios de EROS (CASTRO et al., 2008; AITHAL et al., 2009).

Baseado nos fatos descritos acima e de que P-lapachona (4 pM) altera a razdo
GSH/GSSG em células de carcinoma de mama (MDA-MB-468), promovendo um aumento de
até 65% de GSSG apds exposicdo (BENTLE et al., 2006), pode-se supor que nor-p-
lapachona e seus derivados arilaminos (1, 3 e 4) influenciam nos contetdos de GSH de modo
a reduzir as concentracdes dessa enzima, facilitando a superexposicdo de EROS no interior
celular, e contribuindo, dessa forma, sobre a citotoxicidade exercida por esses compostos. A
reducdo da quantidade de EROS gerada pelos compostos em células pré-tratadas com IK
reflete a participacdo de H,O, e OH’ como sendo uma das principais espécies reativas de
oxigénio produzidas pelo tratamento. Além de elevar os niveis intracelulares de GSH, o NAC
também funciona como um antioxidante eficaz in vivo e in vitro reagindo e neutralizando o
H,O, e OH' (ARUOMA et al., 1989). Dentre os radicais gerados, o OH" é o mais instavel,
porém € o mais reativo e, portanto, o mais lesivo (ASAD et al., 2004).

Porém, a producdo intracelular de EROS ndo é o Unico mecanismo responsavel pela
citotoxicidade induzida pela -lapachona e seus derivados. Reinicke et al. (2005) demonstrou
que a co-administracdo de NAC em culturas de células tumorais ndo interferiu sobre a
citotoxicidade exercida pela B-lapachona, sugerindo que outros mecanismos possam estar
envolvidos em seus efeitos antiproliferativos, além da producdo de radicais livres.

Varios agentes antitumorais atuam induzindo, direta ou indiretamente, quebras nas
fitas da molécula de DNA por diversos mecanismos de atuacdo (ZHU et al., 2009). Sabe-se
que radicais livres possuem a capacidade de interagir com o DNA, induzindo quebras nas fitas
do material genético (HALLIWELL; ARUOMA, 1991; TAN et al., 1999; SALMON et al.,
2004; ROWE et al., 2008). E, associado ao fato de que as membranas celulares por serem,
freqlientemente, permeéveis as naftoquinonas, facilita, dessa forma, o surgimento de adutos

no DNA, e, consequentemente, a formacdo de sitios abasicos e de lesdes na molécula do
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material genético (ZANGH et al., 1994; LIN et al., 2005), a genotoxicidade dos compostos
em estudo foi avaliada.

Tanto a B-lapachona quanto a nor-f-lapachona e seus derivados (1, 3 e 4) aumentaram
0 padrdo de migracdo do DNA apés a eletroforese (ensaio do cometa), indicando a ocorréncia
de lesbes sobre a molécula de DNA. De modo pertinente, pareceu haver uma maior inducéo
de quebras no DNA das células de prostata DU-145 (NQO1") em relagdo a linhagem
leucémica HL-60 (NQO1), sugerindo, talvez, uma maior contribuicdo da enzima NQO1
sobre as lesdes a0 DNA induzidas pelos compostos B-lapachénicos mediada via producéo de
radicais livres. Os resultados de inducdo de quebras de fitas do DNA promovido pela B-
lapachona e nor-B-lapachona, aqui reportados, corroboram com os demonstrados por Bentle
et al. (2006) em células de carcinoma de mama MCF-7 e Aréas (2007) em células leucémicas
K562.

O ensaio do cometa, em sua versao alcalina, é capaz de detectar tanto quebras de fitas
simples quanto de dupla fita (CAVALCANTI et al., 2006). As quebras de dupla fita da
molécula de DNA séo lesdes dificeis de serem reparadas, podendo culminar na morte celular
ou em mutacOes deletérias, além disso, as quebras de fitas simples podem ser convertidas em
quebras duplas durante o progresso da forquilha de replicagdo (KHANNA; JACKSON, 2001;
KUZMINOV, 2001). Devido a importancia das quebras de dupla fita sobre a citotoxicidade,
conduzimos a analise do ensaio do cometa em sua versao neutra de modo a detectar esses tipo
de lesdo. Apds o ensaio, lesdes de dupla fita foram observadas, principalmente, na linhagem
de prostata DU-145.

Devido a maior prevaléncia de lesdes no DNA de células de carcinoma de prdstata,
utilizamos o dicumarol (bloqueador de NQO1) para tentar correlacionar os danos ao DNA
através das EROS produzidas mediante reducdo di-eletronica dos compostos B-lapachénicos.
Logo, o bloqueio enzimatico induzido pelo dicumarol foi capaz, como discutido acima, de
abolir a formacdo de EROS e, conseqilientemente, prevenir o material genético das células
DU-145 contra as lesdes ao DNA. O mesmo ndo pdde ser observado para células HL-60,
reforcando a idéia de que esses compostos possam estar sendo reduzidos via participacdo de
outras redutases que ndo a NQOL. Esses resultados corroboram com os achados de Bey et al.
(2007) que demonstrou que as EROS geradas apos exposigao a B-lapachona, em ceélulas de
cancer de pulmao que superexpressam NQO1 (A549), promoveram quebras de fitas de DNA
e que o bloqueio de NQO1 mediante co-tratamento com dicumarol aboliu a producdo de

radicais livres bem como evitou a formacéo das quebras de fitas da molécula de DNA.
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Como esperado, a modulacdo das reservas intracelulares de GSH influenciou o nivel
dos danos ao DNA das células tumorais (HL-60 e DU-145) tratadas com os compostos 3-
lapachdnicos. O pré-tratamento com NAC nao favoreceu a formacédo de quebras de fitas no
DNA, enquanto a exposi¢do prévia ao BH facilitou a inducéo das lesdes ao DNA induzidas
pelos compostos estudados, reforgando a participacdo das EROS como agente indutor de
quebras das cadeias da molécula de DNA, bem como a importancia do GSH como agente
antioxidante enzimatico ao prevenir lesdes ao DNA mediada por EROS.

Recentemente, Oliveira-Brett et al. (2002) e Da Silva Junior et al. (2009)
demonstraram, por meio de ensaios eletroquimicos (voltametria ciclica), que a B-lapachona e
a nor-B-lapachona ndo interagem diretamente com o DNA, reforcando a idéia de que essas
duas naftoquinonas induzem danos secundarios ao DNA (ex: via producdo de EROS ou
inativacdo enzimatica) e ndo por meio de acdo direta sobre a molécula do material genético
(ex: intercalagdo ou alquilagdo). O mesmo ndo ocorre com os derivados 1 e 3, cujos dados
experimentais de eletroquimica (ainda na publicados), conduzidos pelo grupo de pesquisa da
professora Dr2. Marilia O. F. Goulart (UFAL) revelaram que esses dois derivados interagem
diretamente com a molécula de DNA, porém a natureza do tipo de interacdo esta sendo
averiguada pelo referido grupo. Ainda segundo os dados de eletroquimica para os derivados 1
e 3, foi observado que o composto 1 ndo forma didnion radical (mais reativo que a
semiquinona), ao contrario do derivado 3, cujo dianion radical foi gerado. Essas observacdes
levantam a hipdtese de que o composto 3 seria mais reativo (maior producdo de EROS) em
relacdo ao 1, mas estudos de quantificacdo temporal de EROS precisam ser conduzidos de
modo a confirmar a hipdtese. No presente estudo, em relagcdo aos parametros analisados, ndo
foi possivel observar uma relacéo direta entre os substituintes inseridos no anel arilamino e a
atividade citotoxica.

As respostas aos agentes antitumorais indutores de danos as moléculas de DNA
dependerdo de como as células cancerosas irdo responder as lesbes induzidas, o que pode
envolver a parada da progressdo do ciclo celular devido a ativacdo, direta ou indireta, dos
pontos de checagem (checkpoints) e a ativacdo da maquinaria celular para reparar as lesdes
(ASAD et al., 2004; GARBER et al., 2005; HOUTGRAAF et al., 2006). As células nédo
tumorais sdo proficientes no reparo das lesbes induzidas por varios agentes antineoplasicos
devido a ativacdo de mecanismos de reparo apropriados. Porém, em alguns casos, as células
malignas tém a capacidade de reconhecer e ativar as vias dos processos de reparo das lesoes
ao DNA, o que pode contribuir ao aumento da resisténcia terapéutica a esses quimioterapicos
(LEHNE et al., 1998).
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Os processos moleculares que envolvem ativacdo das vias de reparo e 0 aumento da
resisténcia aos quimioterapicos sdo muito complexos. Por exemplo, algumas células tumorais
deficientes em mecanismos especificos de reparo podem conferir resisténcia para alguns
quimioterapicos (cisplatina e inibidores de topoisomerase Il), mas por outro lado, essas
células mantém a sensibilidade ao tratamento a agentes indutores de ligacBes cruzadas
(ligagdes covalentes entre as cadeias de DNA ou entre proteinas nucleares e DNA) como a
mitomicina C e agentes inibidores de topoisomerase | (BIGNAMI et al., 2003).

Portanto, agentes farmacoldgicos que possam manipular os sistemas de reparo das
células tumorais possuem uma grande importancia na terapéutica, pois podem potencializar os
efeitos citotoxicos das drogas antitumorais (ZHOU; BARTEK, 2004; LONGLEY;
JOHNSTON, 2005). Por exemplo, as quebras de dupla fita induzidas pela B-lapachona ativam
vias de reparo que tendem corrigir os danos, mas o blogqueio genético ou quimico dessas vias
aumentou a citotoxicidade dessa naftoquinona sobre linhagens de glioblastomas (BENTLE et
al., 2007).

Considerando o fato dos compostos P-lapachonicos, aqui estudados, induzirem
quebras de fitas simples e dupla, preferencialmente, em células de carcinoma de prostata DU-
145, essa linhagem foi eleita como modelo para avaliar a cinética de reparo das lesdes ao
DNA induzidas pelos compostos estudados. Os mecanismos de reparo das lesdes ao DNA
induzidas por EROS ou por radiacdo ionizante, por exemplo, sdo ativados rapidamente apds o
reconhecimento das lesbes (FRANKENBERG-SCHWAGER, 1989; JIANG et al., 1999;
RZESZOWSKA-WOLNY et al., 2005).

A cinética de reparo das leses ao DNA induzidas apds 4 horas de exposi¢do aos
compostos [-lapachdnicos em células DU-145, foi estudada utilizando-se o ensaio do cometa,
em sua versdo alcalina, por ser considerado um método adequado para essa finalidade
(COLLINS, 2004). Apo6s a exposicdo, aliquotas de células DU-145 tratadas foram coletadas
em diferentes tempos (2, 4 e 24 horas), na auséncia dos compostos, para observar a regresséo
dos valores de ID apds a eletroforese. Somente apds 4 horas, para culturas tratadas com [3-
lapachona, nor-B-lapachona e o derivado 4, foi detectado uma reducéo, significativa, nos
valores de ID, indicando um reparo parcial das lesbes geradas. Ja para os derivados 1 e 3,
reducdes significativas do padrdo de migracdo do DNA foi observada apds 2 horas. Apesar do
reparo das lesdes induzidas pelos derivados 1 e 3 terem sido iniciadas precocemente, em
relacdo a B-lapachona, nor-p-lapachona e o derivado 4, o resultado parcial (%) das lesdes

reparadas foram semelhantes para todos os compostos avaliados, apds 24 horas.
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Os dados citados acima sugerem que, de alguma maneira, os compostos f3-
lapachonicos estudados possam estar interferindo nos mecanismos de reparo das lesdes
induzidas por eles. Logo, foi realizado um ensaio objetivando-se detectar a sintese de DNA
envolvida nos processos de reparo dessas lesdes. Para isso, apos a exposi¢do das células DU-
145 aos compostos, foi adicionada a cada cultura uma solugdo de hidroxiuréia por 30 minutos.
A hidroxiuréia inibe a sintese replicativa de DNA, associada a proliferacdo celular, mas ndo
afeta a sintese de DNA envolvida nos processos de reparo das lesdes do DNA (COLLINS;
OATES, 1987; HAMMOND et al., 2003). A sintese de DNA ndo-programada (Unscheduled
DNA Synthesis) que esta associada ao reparo por excisdo dos segmentos de DNA danificados,
foi detectada pela adicdo de uma solucdo de BrdU. Portanto, 4 horas depois da adi¢do do
BrdU, toda célula com BrdU incorporado em seu DNA foi considerada como sintetizante de
DNA néo-programado (reparo). Os resultados mostraram detec¢édo de sintese nao-programada
de DNA para todos os compostos [-lapachonicos avaliados, 0 que corrobora com os dados
supracitados referentes a cinética de reparo, parcial, das les6es induzidas por esses compostos.
Os dados encontrados reforcam os achados por Boorstein e Pardee (1984) que demonstraram
que B-lapachona inibe mecanismos especificos de reparo das lesdes ao DNA promovidas por
essa naftoquinona, sem, contudo, bloquear a sintese de DNA ndo-programada.

Schuerch e Wehrli (1978) mostraram que a -lapachona foi capaz de inibir a enzima
DNA polimerase-a. eucariética, envolvida no inicio da sintese replicativa de DNA, mas néo
alterou a atividade da DNA polimerase-, a qual esta relacionada com mecanismos de reparo
do DNA (SCHMIDT et al., 1982; PAVLOV; SHCHERBAKOVA et al., 2010). Por outro
lado, Boothman et al. (1987, 1989a) reportou que a B-lapachona aumentou a letalidade de
células de carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2) apds exposicdo a radiacdo ionizante
(raios-X), ao inibir os componentes rapidos (enzimas) dos mecanismos envolvidos no reparo
de lesbes induzidas por raios-X, durante ou imediatamente ap0s a exposicao a radiacéo, e que
também, a pB-lapachona potencializou os efeitos citotoxicos do agente antineoplasico
neocarzinostatina (indutor de danos no DNA) em células de melanoma resistentes a
radioterapia (U1-Mel) via inibi¢cdo das enzimas envolvidas no reparo das lesGes induzidas
pela neocarzinostatina. Adicionalmente, Boothman e Pardee (1989b) demonstraram que a f3-
lapachona diminuiu a taxa de re-ligamento das quebras de fitas de DNA e aumentou 0s niveis
de quebras de dupla fita em células irradiadas devido a conversdo de quebras simples em
quebras dupla (BOOTHMAN et al., 1989a). J& Bentle et al. (2006), em experimentos com
células MCF-7, mostrou que a supressao dos mecanismos de reparo das lesbes ao DNA

induzidas pela B-lapachona (> 5 uM) estdo associados as deple¢des dos niveis intracelulares
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tanto de NAD" quanto de ATP, mostrando, dessa forma, também, que dentre os varios fatores
envolvidos na citotoxicidade induzida pela B-lapachona, as perdas intracelulares de NAD" e
ATP sdo eventos cruciais durante a morte celular induzida por essa naftoquinona.

Devido as varias evidéncias de que a B-lapachona inativa, de alguma forma, o reparo
das lesdes ao DNA e associado ao fato de que os danos no DNA de células DU-145 expostas
a B-lapachona, nor-B-lapachona e seus derivados arilaminos (1, 3 e 4) foram parcialmente
corrigidos apds um extenso intervalo de tempo (24 horas), ensaios foram conduzidos para
avaliar uma possivel influéncia dos compostos B-lapachdnicos sobre a funcionalidade dos
mecanismos de reparo do DNA. Para isso, células DU-145 foram pré-tratadas com MMS
antes da exposicao aos compostos estudados.

O MMS ¢é um agente alquilante mono-funcional que alquila diretamente os atomos de
nitrogénio e de oxigénio das bases do DNA (KIM; LEBRETON, 1994) induzindo lesdes
(quebras simples e dupla) no material genético (BRUNBORG et al., 1995; SCHWARTZ;
KMIEC, 2005). O reparo das bases nitrogenadas alquiladas pelo MMS ocorre principalmente
via reparo por excisdo de bases (BER) e, em menor extensdo, via reparo por excisdo de
nucleotideos (NER). Outras vias podem, também, serem ativadas devido a presenca de
quebras de dupla fita induzidas pelo MMS, como, por exemplo, o reparo atraves da ligacao
das extremidades ndo-homdlogas (NHEJ) sujeito a erros e/ou através da recombinacao
homologa (HR) livre de erros (SCHWARTZ; KMIEC, 2005). A ativacdo de ambas vias de
reparo contribuem para a geracdo de cometas através da formacdo de intermediarios
resultantes dos processos de correcOes das lesbes de DNA. A via BER, por exemplo, remove
as bases alquiladas mediante glicosilases especificas, levando a formacao de sitios apurinicos
(AP). Subsequentemente, os sitios AP sdo removidos por endonucleases especificas e o
espaco antes ocupado pelas bases nitrogenadas, sera preenchido com novo DNA sintetizado
pelas DNA polimerases. Por fim, as extremidades das fitas de DNA recém sintetizadas serdo
re-ligadas a fita parental via DNA ligases (SANCAR et al., 2004).

Segundo Viau et al. (2009), o aumento observado nos niveis de danos ao DNA ap06s
exposicdo ao MMS, pelo ensaio do cometa, reflete a excisdo dos nucleotideos danificados,
enquanto a reducdo da migracdo do DNA esté associada ao processo de re-ligamento das fitas
de DNA recém sintetizadas. Boorstein e Pardee (1984) relataram que a -lapachona aumenta
a letalidade do MMS, em culturas de fibroblastos humanos, devido a inibicéo irreversivel do
processo de re-ligamento do DNA recém sintetizado a fita de DNA parental.

No presente estudo, a concentracao utilizada para os compostos B-lapachénicos de 0,5

KM foi escolhida, pois, tal concentragcdo ndo induziu danos ao DNA das células DU-145. Mas



130

foi capaz de inibir o processo de reparo dos danos ao DNA induzidos pelo MMS durante o
periodo de pos-tratamento (24 horas). A persisténcia dos danos ao DNA nas células tratadas
com MMS e poés-tratadas com os compostos pode indicar que a presenga dos compostos [3-
lapachdnicos possa estar inibindo os processos de polimerizacdo ou de re-ligagdo do DNA
mediada pelas vias de reparo aos danos induzidos pelo MMS. A sintese de DNA néo-
programada foi observada para culturas tratadas com MMS durante o periodo de re-incubacao
na auséncia da droga, mostrando que as vias de reparo envolvidas nas correcdes das lesdes
induzidas pelo MMS estdo ativas. Porém, essas mesmas células pos-tratadas com f3-
lapachona, nor-B-lapachona e seus derivados arilaminos (1, 3 e 4) reduziram,
significativamente, a capacidade celular de sintetizar DNA ndo-programado, sugerindo uma
possivel interferéncia nos mecanismos de reparo.

Portanto, danos ao DNA podem ser induzidos por agentes que promovam direta ou
indiretamente lesGes na molécula do material genético através de modificacBes nas estruturas
dos nucleotideos, inibicdo da sintese de DNA pelo bloqueio de enzimas alvo ou de complexos
DNA-proteinas que sdo necessarias para uma replicacdo adequada do DNA. Como, por
exemplo, antineoplasicos como o 5-fluoracil, citarabina, gemcitabina, metotrexato e
fludarabina, tem seus mecanismos de acdo baseados na habilidade desses compostos de
bloguear o metabolismo normal dos nucleotideos e, consequentemente, promovem lesdes no
DNA como quebras de dupla fita na molécula do material genético, por exemplo
(KINSELLA; SMITH, 1998).

No entanto, outro mecanismo importante que interfere sobre os processos normais de
replicagdo e transcrigdo génica € utilizado por inibidores de enzimas topoisomerases, que
atuam por meio da estabilizacdo do complexo topoisomerae-DNA ou através da inibicao
catalitica da enzima. As topoisomerases sdo enzimas celulares essenciais para a manutencao
da estrutura do DNA. Atuando sobre o relaxamento do estresse gerado pela torcdo do DNA
durante a transcrigéo, replicacdo e divisdo celular (mitose/meiose). Essas enzimas atuam por
meio da introducdo de quebras transientes das fitas do DNA e re-ligamento sequencial de uma
fita (topoisomerase 1) ou das duas fitas do DNA (topoisomerase Il) (GODARD et al., 2002;
SOE et al., 2006). Drogas antitumorais que inibem a topoisomerase | (ex: toptotecano e
irinotecano) ou topoisomerase Il (ex: doxorubicina, mitoxantrona, etoposideo e irinotecano)
bloqueiam os processos de re-ligagdo das fitas de DNA, clivadas pelas topoisomerases,
tornando as quebras das cadeias do DNA (simples ou dupla) em les6es persistentes (ZHU et
al., 2009).
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As leveduras Saccharomyces cerevisiae tem sido consideradas como um modelo de
eucarioto para se investigar os papéis enzimoldgicos e fisiologicos das topoisomerases, bem
como nos estudos de mecanismos de acdo de drogas que interferem na atividade ou que
inibem a acdo das topoisomerases. Assim como nas células humanas, S. cerevisiae contém
duas isoformas da topoisomerase I, que sdo a topoisomerase I (equivalente a isoforma Ia
humana) e a topoisomerase III (equivalente a isoforma I humana), codificadas pelos genes
TOP1 e TOP3, respectivamente (REID et al., 1998). O gene que codifica a topoisomerase Il
(TOP2) é essencial para a sobrevivéncia de S. cerevisiae e guarda homologia e funcionalidade
com as topoisomerases Il expressas por outros eucariotos (WYCKOFF; HSIEH, 1988;
WASSERMAN et al., 1993). Logo, a disrupcdo do gene TOP2 na linhagem dipldide da
levedura cria uma mutacdo recessiva letal (GOTO; WANG, 1984). Ao contrario da
topoisomerase 1l, a isoforma | dessa enzima ndo € essencial para a sobrevivéncia de S.
cerevisiae e a deficiéncia de TOP1 pode ser compensada pela topoisomerase Il (HSIUNG et
al., 1996).

Viarios trabalhos tém reportado que os efeitos antiproliferativos atribuidos a B-

.....

topoisomerases | e Il (LI et al., 1993a; DEGRASSI et al., 1993; FRYDMAN et al., 1997;
HUEBER et al., 1998; KRISHNAN; BASTOW, 2000). Logo, para avaliar os efeitos dos
compostos B-lapachdnicos, do presente estudo, sobre a atividade das enzimas topoisomerases,
cepas mutantes de S. cerevisiae que ndo expressdo topoisomerase | (ToplA) e topoisomerase
Il (Top34) foram utilizadas. E devido ao fato da topoisomerase Il ser essencial para a
sobrevivéncia da levedura, o grupo de pesquisa dos professores Dr. Jodo Antonio Pégas
Henriques e Dr? Jenifer Saffi, da UFRGS, desenvolveu uma cepa duplo mutante (topl4top34)
para que fosse possivel correlacionar a interferéncia dos compostos B-lapachénicos sobre a
atividade da topoisomerase II.

Os resultados do presente estudo revelaram que todos os compostos interferiram sobre
a taxa de crescimento da cepa selvagem (BY4741) que expressa todas as isoformas de
topoisomerases. Contudo, a interferéncia sobre a taxa de crescimento foi mais acentuada nas
cepas mutantes (top14, top34 e toplAtop3A), mostrando que a B-lapachona, nor-p-lapachona
e seus derivados arilaminos substituidos (1, 3 e 4) de alguma forma, interferem sobre a
atividade dessas enzimas. Frydman et al. (1997) reportou que a -lapachona inibe a fungéo
catalitica da topoisomerase | via interagdo direta com a enzima e induz alteraces
conformacionais sobre a topoisomerase Il que dificulta a formacao do complexo de clivagem
enzima-DNA.
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O principal elemento funcional da molécula de GSH sdo os residuos cisteinil que
fornece o reativo grupo tiol, permitindo que ele participe das rea¢6es do tipo redox, de adicdo
e de deslocamento nucleofilico (MEISTER; TATE, 1976; GILBERT, 1982; HINCHMAN;
BALLATORI, 1994). O GSH é a principal fonte ndo protéica intracelular de grupos tiol e é
necessaria para manter um ambiente redutor celular que é essencial para a manutencdo da
atividade oOtima da maioria das enzimas e macromoléculas celulares. O equilibrio 6xido-
redutivo do par tiol/dissulfeto pode regular algumas vias metabdlicas celulares via ativacéo ou
inativacdo de enzimas chaves. Considerando que muitas proteinas sdo ativas quando o grupo
sulfidrilico encontra-se sob a forma tiol, outras requerem que o grupo sulfidrilico esteja em
sua forma oxidada (dissulfeto). Sem o processo para reduzir proteinas-dissulfeto, por
exemplo, residuos cisteinil de enzimas essenciais poderdo permanecer oxidados, resultando
em mudancas na atividade catalitica (HAMMOND et al., 2001). Essas observacdes sdo
relevantes visto que a B-lapachona é capaz de reduzir os niveis de GSH, o que favorece a
existéncia de um ambiente oxidativo intracelular, contribuindo para a inativacao ou alteracdo
da atividade catalitica de enzimas importantes.

Adicionalmente, a topoisomerase Il possui quinze residuos essenciais de cisteina que
sdo susceptiveis a oxidacdo (OLNEY et al., 1990; NEDER et al., 1998) ou a outras reacoes
com quinonas (ex: B-lapachona), podendo levar formagdo de adutos instaveis, o que poderia
interferir sobre formacgdo do complexo de clivagem enzima-DNA (OLIVEIRA-BRETT et al.,
2002). Dessa maneira vem sendo sugerido, também, que a agdo da B-lapachona e de outras
naftoquinonas sobre a topoisomerase Il, em parte, resulta da alquilagdo dos grupos tiol
expostos no complexo de clivagem enzima-DNA (NEDER et al., 1998).

O balanco entre os efeitos terapéuticos e toxicoldgicos de um composto quimico é um
parametro importante quando se quer verificar a aplicabilidade farmacol6gica do composto.
Muitas drogas citotoxicas ndo tendem a serem seletivas em suas acdes, agindo e danificando
as células de tecidos sadios (ANAZETTI et al., 2003). A avaliagdo dos efeitos genotoxicos e
mutagénicos de drogas antitumorais sdo de suma importancia devido a possibilidade delas
induzirem tumores secundarios em pacientes portadores de neoplasias (Cavalcanti et al.,
2008). No geral, os ensaios de inducdo de aberragbes cromossdmicas, de micronucleos e o
teste do cometa sdo considerados marcadores essenciais nos estudos de genotoxicidade e
mutagenicidade in vitro (GIANNOTTI et al., 2002; NORPPA, 2004).

Os ensaios de mutagénese empregando células de mamifero em cultura datam de 1968
e as primeiras linhagens celulares utilizadas, para essa finalidade, foram os fibroblastos de

pulméo de hamster chinés (linhagem V79) e a linhagem CHO derivada de células de ovario
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de hamster chinés (BRADLEY et al., 1981). A linhagem tem sido amplamente empregada em
estudos sobre estresse oxidativo (KIM et al.,, 2007), mecanismos de morte celular
(GROSICKA et al., 2005) e mutagénese (CAMPA et al., 2004; JAGETIA et al., 2007).

O potencial antiproliferativo da B-lapachona, nor-p-lapachona e seus derivados (1, 3 e
4) sobre a linhagem V79 foi avaliado apds 24 horas de exposicao pelo ensaio colorimétrico do
MTT. Comparados aos experimentos conduzidos com CMSP, durante 0 mesmo periodo de
incubacdo, observou-se que os fibroblastos foram mais sensiveis ao tratamento (3 e 4). A
maior sensibilidade de células V79 parece estar relacionada ao tempo de geracdo dessas
células ser mais curto (~12 horas) (BRADLEY et al., 1981). No caso de CMSP, composta
principalmente por leucdcitos, a atividade mitogénica da fitohemaglutinina ird estimular
principalmente as células-T (55 a 75% dos linfocitos presentes em CMSP) e a maioria das
mitoses observadas apds 48 horas de cultura, representam células que passaram por apenas
um ciclo de divisdo celular, enquanto apds 72 horas de cultura, a maioria ja tem completado
seu segundo ciclo de divisdo (BROWN; LAWCE, 1991). Portanto, células com alta taxa de
proliferacdo sdo mais sensiveis aos efeitos citotdxicos, como, por exemplo, as drogas
antitumorais (DE ALMEIDA et al., 2005), devido ao fato do DNA de células em intensa
atividade replicativa, ser mais susceptivel as possiveis interacdes ou agressoes induzidas por
agentes quimicos.

Os elementos basicos estruturais e 0s mecanismos de reparo do DNA de células V79
sdo similares, mas ndo idénticos, aos de células humanas (CMSP). Portanto, as conseqiiéncias
das interacbes quimicas de xenobidticos com o DNA de células humanas e de fibroblastos de
hamster chinés, sdo similares. Logo, os resultados obtidos com a linhagem V79 s&o
extremamente relevantes para seres humanos, sendo inclusive mais importantes que a
extrapolacdo dos dados obtidos em organismos procarioticos (BRADLEY et al., 1981).

A analise do DNA de células V79 tratadas durante um intervalo relativamente curto de
tempo (4 horas) com os compostos B-lapachdnicos, revelaram um aumento nos niveis de
quebras de fitas (simples e dupla) da molécula de DNA, apenas na maior concentracao testada
(10 uM). Esses resultados colocam em evidéncia a importancia dos danos ao DNA
promovidos pelos compostos estudados, sobre a citotoxidade na linhagem V79. Os efeitos
genotoxicos e citotoxicos induzidos pelos compostos s6 foram observados em concentragfes
elevadas, o que reforca a seletividade de acdo dessas moléculas sobre as células tumorais. O
que vem a enfatizar a observacdo de Hueber et al. (1998) que demonstrou que a -lapachona
induziu quebras de fitas do DNA em células epiteliais de pigmento da retina nas mesmas

condigdes (tempo de exposicdo e concentracdo) utilizadas no presente estudo.
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E com o objetivo final de correlacionar parte dos danos induzidos ao DNA com a
producdo de EROS, detectamos a presenca de bases nitrogenadas oxidadas apds exposicdo
aos compostos B-lapachoénicos, através do teste do cometa com o auxilio de enzimas (Fpg e
ENDO I11) que reconhecem essas bases e as convertem em quebras de fita simples.

Dentre as bases constituintes dos acidos nucléicos, a guanina, por exibir o menor
potencial de ionizacéo, é o principal alvo de agentes oxidantes de um elétron (CADET et al.,
2003), como, por exemplo, os radicais OH" (BERRA et al., 2006). A guanina oxidada tem
grande importancia bioldgica por representar uma alteracdo estrutural de elevado potencial
mutagénico, uma vez que essa base oxidada pode causar emparelhamento errbneo com a
adenina, gerando uma transversao de guanina/citosina para timina/adenina (BOITEUX et al.,
1990; KROKAN et al., 1997). A enzima Fpg é especifica na deteccdo de purinas oxidadas
como a 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-0xoG) e bases purinicas com o anel aberto. Enquanto a
enzima ENDO 11 reconhece, principalmente, pirimidinas oxidadas, incluindo a timina, uracil
e citosina glicol, que sdo produtos de consecutivas reagcdes com o radical OH" (ONUKI et al.,
2002). Adicionalmente, alguns produtos das reacBes secundarias de oxidacdo da 8-0xoG, o
principal produto da oxidacdo do DNA, sdo excisados pela Fpg (acido oxalurico, oxazoleno e
hidantoinas) e ENDO Il (&cido oxalurico e oxazoleno) (KIM et al., 2001).

No presente estudo, o peroxido de hidrogénio foi utilizado como controle positivo por
ser um mutageno classico capaz de produzir radical OH" e, conseqlientemente, modificar
bases e causar quebras na fita de DNA (SLUPPHAUG et al., 2003). O pds-tratamento das
células V79 com as enzimas induziram um aumento nos sitios do DNA sensiveis a Fpg e
ENDO Il1, o que resultou na elevacdo da quantidade de DNA migrado apos a eletroforese
(ensaio do cometa). O aumento dos valores de ID dos experimentos conduzidos na presenca
das enzimas em relacdo aos testes realizados na auséncia delas indica a presenca de bases
(purinicas e pirimidinicas) oxidadas no DNA, devido a conversdo dessas bases em quebras de
fita simples.

Os resultados do teste de inducdo de células micronucleadas, revelaram que as lesdes
geradas pelos compostos fB-lapachdnicos (10 uM) em células V79 nédo sdo eficientemente
reparadas e fixam-se no genoma na forma de quebras cromossémicas, originando o0s
microndcleos observados. Os danos ao DNA (quebras de fitas e inducdo de microndcleos) séo
caracteristicas importantes do mecanismo de acdo dos compostos, visto que, nas culturas
tratadas com a maior concentracdo, houve uma forte reducdo da freqiéncia de células
binucleadas. A mensuracdo da taxa de células binucleadas no ensaio do micronucleo é

considerada um excelente parametro para se detectar citotoxicidade ou interferéncia sobre a
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progressio do ciclo celular (SURRALLES et al., 1995). O presente resultado corrobora com
os estudos conduzidos por Degrassi et al. (1993) que demonstrou que a B-lapachona induziu
aberracdes cromossémicas e trocas de cromatides irmas em células de hamster chinés.
Considerando-se o envolvimento do estresse oxidativo na mutagénese e carcinogénese
(NAKABEPPU et al., 2006), decidiu-se avaliar a repercussdo do efeito protetor do NAC na
protecdo contra os efeitos mutagénicos (micronucleos) induzida pelos compostos estudados.
O pré-tratamento das células com NAC impediu a formacdo de células micronucleadas e ndo
interferiu sobre a taxa de células binucleadas, reforcando, desse modo, a importancia de

ERQOS sobre os efeitos mutagénicos promovidos pelos compostos.



Conclusao
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6 CONCLUSAO

A nor-B-lapachona e seus derivados arilaminos substituidos [2,2-dimetil-3-(4-nitro-
arilamino)-2,3-diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (1), 2,2-dimetil-3-(2-nitro-arilamino)-2,3-
diidro-nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (3) e 2,2-dimetil-3-(2-metil-4-nitro-arilamino)-2,3-diidro-
nafto[1,2-b]furan-4,5-diona (4)] exerceram elevado e seletivo potencial citotoxico frente as
células tumorais humanas. Porém, a insercdo dos substituintes no anel arilamino dos
derivados (1, 3 e 4) ndo resultou no aumento da citotoxicidade sobre as células tumorais em
relacdo a nor-p-lapachona. Em contrapartida, as diferencas estruturais entre 0 precursor e seus
derivados, influenciam sobre os mecanismos de acdo, visto que a nor-B-lapachona néo
interage diretamente com o DNA, ao contrario dos derivados (1 e 3) que interagem de forma
direta com a molécula do material genético. Os mecanismos associados a citotoxicidade
induzida por todos os compostos estudados estdo relacionados com a producéo intracelular de
EROS, indugéo de quebras de fitas de DNA, interferéncia sobre 0os mecanismos de reparo das
lesbes no DNA e sobre a atividade de topoisomerases | e Il. A nor-B-lapachona e seus

derivados (1, 3 e 4) tem baixo potencial genotoxico e mutagénico em células V79.
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