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RESUMO 

A Leucemia Mielóide Crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa, na qual ocorre a 

expansão clonal de células tronco hematopoéticas (CTHs). Esta patologia é caracterizada pela 

formação do cromossomo Philadelphia (Ph+), responsável por causar a LMC. Atualmente, a 

resistência à quimioterapia tem sido um dos maiores obstáculos no tratamento de pacientes 

com LMC. Cerca de 30% a 40% dos pacientes desenvolvem resistência ou intolerância aos 

inibidores tirosina quinase (ITQs) durante o tratamento. Portanto, ainda ocorre a necessidade 

de desenvolvimento e busca por novos fármacos com maior potencial terapêutico e baixos 

efeitos tóxicos. Neste cenário, as naftoquinonas são bem promissoras, por serem objeto de 

diversos estudos devido às suas atividades de cunho antitumoral. Sendo assim, o presente 

estudo teve por finalidade investigar por meio de técnicas in silico e in vitro o efeito 

antitumoral da 1,4-naftoquinona (CNN1) em linhagens de Leucemia Mielóide Crônica 

resistentes à quimioterapia. Inicialmente, foi avaliado o efeito citotóxico da CNN1 contra um 

painel de diferentes linhagens tumorais, o mesilato de imatinibe e o metabólito ativo do 

irinotecano (SN-38) foram usados como controles positivos. Em seguida, foram feitas as 

análises de farmacocinética e farmacodinâmica da CNN1 por meio de abordagens in silico, 

bem como análise de docking molecular. Após, foi investigado o mecanismo de morte celular 

causado pela CNN1 através da análise de alterações morfológicas, fragmentação do DNA, 

ciclo celular, integridade de membrana, potencial de membrana mitocondrial e teste de morte 

celular pela marcação com anexina-Alexa Fluor® 488/iodeto de propídeo (Anexina/IP) por 

citometria de fluxo, além disso foi avaliado o efeito genotóxico da CNN1. O método de RT-

qPCR foi usado para avaliação da expressão gênica dos genes TOP1, ABCB1, BRC-ABL1 e 

H2AFX. Os resultados deste estudo, demonstraram excelente atividade antitumoral da CNN1 

em linhagens de leucemia quimiossensível K-562 (CI50 = 1,12 µM) e quimiorresistente FEPS 

(CI50 = 0,60 µM) e menor atividade na linhagem não neoplásica MRC-5 (CI50 = 15,45 µM). 

Nos estudos in silico, a molécula CNN1 mostrou boas propriedades de ADME/T, indicando 

boa biodisponibilidade oral e os resultados da farmacodinâmica demonstraram que CNN1 tem 

como alvo farmacológico a Topoisomerase I, em seguida as análise de docking molecular 

revelaram que CNN1 tem afinidade de ligação de -11,94 kcal/mol com a Topoisomerase I e 

também foi capaz de reduzir o nível de expressão gênica de TOP1 (p<0,01). Quanto à 

investigação de morte celular, a CNN1 induziu nas linhagens K-562 e FEPS alterações 

morfológicas, ruptura na membrana (p<0,001) e despolarização mitocondrial (p<0,001). 

Sequencialmente, a CNN1 causou fragmentação no DNA (p<0,001), acúmulo de células na 

fase G2/M (p<0,001) e induziu dano genotóxico (p<0,001) semelhante ao SN-38, entretanto a 

CNN1 foi menos tóxica para células mononucleares de sangue periférico e MRC-5. A 

continuação dos resultados mostraram aumento na população de células em apoptose 

(p<0,001), confirmada pela marcação por anexina/IP. Além disso, o tratamento com a CNN1 

induziu aumento na expressão gênica de H2AFX (p<0,001) em ambas as linhagens. Portanto, 

nossos resultados demonstram que a CNN1 tem atividade anticâncer promissora para o 

tratamento de pacientes refratários e/ou intolerantes aos ITQs com LMC, e também pode ser 

uma alternativa de tratamento para pacientes que desenvolvem efeitos adversos causados pelo 

irinotecano. 

Palavras-chave: Leucemia Mielóide Crônica, Naftoquinona, Topoisomera I, Apoptose. 
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ABSTRACT 

 

Chronic Myeloid Leukemia (CML) is myeloproliferative disease in which clonal expansion of 

hematopoietic stem cells (CTHs). It is characterized by the formation of the Philadelphia 

chromosome (Ph+), responsible for caused CML. Currently, chemotherapy resistance has 

been one the biggest obstacles in the treatment of patients with CML, around 30% - 40% of 

patients develop resistance or intolerance to tyrosine kinase inhibitors (TKIs) during 

treatment. Therefore, still is need developmente and search of new drugs with greater 

effective potency and low toxic effects. In this scenario, naphthoquinones are target of several 

studies due to their pharmacological activities, demonstrating excellent antitumor activity in 

different type of cancer. Therefore, the present study aimed to investigate, through in silico 

and in vitro techniques, the antitumor effect of 1,4-naphthoquinone (CNN1) in chemotherapy-

resistant Chronic Myeloid Leukemia. Initially, the cytotoxic effect of CNN1 was evaluated 

against a panel of different tumor cell lines, imatinib mesylate, and the active metabolites of 

irinotecan (SN-38) were used as positive controls. Next, CNN1 pharmacokinetic and 

pharmacodynamic analyzes were performed using in silico approaches, as well as molecular 

docking analysis. Afterward, the mechanism of cell death caused by CNN1 was investigated 

through the analysis of morphological changes, DNA fragmentation, cell cycle, membrane 

integrity, mitochondrial membrane potential, and cell death test by marking with annexin-

Alexa Fluor® 488/iodide of propidium (Annexin/IP) by flow cytometry, in addition, the 

genotoxic effect of CNN1 was evaluated. The RT-qPCR method was used to evaluate of gene 

expression of the TOP1, ABCB1, BRC-ABL1 and H2AFX genes. The results of this study, 

demonstrated excellent antitumor activity of CNN1 in chemosensitive leukemia strains K-562 

(IC50 = 1.12 µM) and chemoresistant FEPS (IC50 = 0.60 µM) and lower activity in the non-

neoplastic cell line MRC-5 (IC50 = 15.45 µM). In silico studies, the CNN1 molecule showed 

good ADME/T properties, indicating good oral bioavailability and the pharmacodynamic 

results showed that CNN1 has a pharmacological target to Topoisomerase I, then molecular 

docking analysis revealed that CNN1 has a binding affinity of -11.94 kcal/mol with 

Topoisomerase I and was also able to reduce the level of TOP1 gene expression (p<0.01). As 

for the investigation of cell death, CNN1 induced morphological changes, membrane rupture 

(p<0.001) and mitochondrial depolarization (p<0.001) in the K-562 and FEPS strains. 

Sequentially, CNN1 caused DNA fragmentation (p<0.001), accumulation of cells in the G2/M 

phase (p<0.001) and induced genotoxic damage (p<0.001) similar to SN-38, however, CNN1 

was less toxic to cells in peripheral blood mononuclear cells and MRC-5. Further results 

showed an increase in the population of apoptotic cells (p<0.001), confirmed by annexin/IP 

labeling. Furthermore, treatment with CNN1 induced an increase in H2AFX gene expression 

(p<0.001) in both strains. Therefore, our results demonstrate that CNN1 has a promising 

anticancer activity for the treatment of ITQ-refractory and/or intolerant patients with CML, 

and may also be an alternative treatment for patients who develop adverse effects caused by 

irinotecan. 

 

 

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Naphthoquinone, Topoisomerase I, Apoptosis.  



10 
 

 
 

 

LISTA DE TABELAS E FIGURAS 

 

  

Figura 1: Translocação entre os cromossomos 9 e 22 originando o cromossomo    

Philadelphia .................................................................................................................... 

 

14 

Tabela 1 - Características das fases: crônica, acelerada e blástica da LMC.................. 

 

16 

Figura 2 - Mecanismo de resistência na LMC .............................................................. 

 

19 

Figura 3 -  Diferentes atividades biológicas das naftoquinonas ..................................... 

 

24 

Figura 4 - Estrutura química da 1,4-naftoquinona ......................................................... 

 

26 

Tabela 2 -  Especificações para utilização do programa Vina ........................................ 

 

30 

Tabela 3 - Linhagens humanas utilizadas no presente trabalho...................................... 

 

31 

Tabela 4 - Sequência de oligonucleotídeos usados no RT-qPCR................................... 

 

39 

Tabela 5 - Atividade citotóxica in vitro dos compostos 11a, IM e SN-38...................... 

  

 

40 

Tabela 6 - Atividade citotóxica in vitro dos compostos nas linhagens leucêmicas........ 

 

 

42 

Table 7 - Predição dos parêmetros de farmacocinética da molécula CNN1, através do 

servidor online admetSAR.............................................................................................. 

 

 

44 

Tabela 8 - Predição dos alvos para a CNN1 pelo servidor SwissTarget Prediction...... 
 

 

45 

Tabela 9 - Resultados da energia livre de ligação (ΔG) e identificação de resíduos de 

aminoácidos realizando ligação de hidrogênio, foram estimadas com Autocock 

Vina................................................................................................................................ 

 

47 

Figure 5 – Resultado de docagem molecular  da CNN1, topotecan e SN-38 com a 

proteína TOP1....................................................................................................... 

 

 

46 



11 
 

 
 

Figura 6 - Percentual de viabilidade celular das linhagens K-562 e FEPS após 24 

horas de tratamento com a CNN1 .................................................................................. 

 

48 

Figura 7 - Análise da alteração de integridade de membrana acarretado pela molécula 

CNN1 após 24 h de tratamento nas linhagens K-562 e FEPS, devido a alta 

incorporação de iodeto de propídeo (IP) pelas células não viáveis ................................. 

 

50 

Figura 8 - CNN1 induz despolarização de membrana mitocondrial nas linhagens K-

562 e FEPS após 24 h de tratamento, através da baixa marcação do fluorocromo 

catiônico rodamina 123 (Rho123) quantificado por citometria de fluxo......................... 

 

50 

Figure 9 - Análise de fragmentação no DNA e bloqueio do ciclo celular ocasionado 

pela CNN1 após 24 h de tratamento nas linhagens K-562 e FEPS................................. 

 

52 

Figura 10 - CNN1 induz dano genotóxico seletivo nas linhagens K-562 e FEPS após 

3 h de tratamento, através do ensaio do cometa versão alcalina...................................... 

 

53 

Figura 11 - CNN1 promove apoptose nas linhagens K-562 e FEPS após 24 h de 

tratamento, através da utilização conjunta dos marcadores anexina V-Alexa Fluor® 488 e 

IP por citometria de fluxo................................................................................................. 

 

54 

Figura 12 - A naftoquinona CNN1 induz modificações morfológicas nas linhagens K-

562 e FEPS após o tratamento de 24 h, através da análise pelo Kit Panótico ................. 

 

59 

Figura 13 - CNN1 causa modulação na expressão gênica de TOP1 e H2AFX  nas 

linhagens K-562 e FEPS, após 18 horas de exposição..................................................... 

 

54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

ABCB1 ATP binding cassette subfamily B member 1 

ABCC1  ATP binding cassette subfamily C member 1 

ABC ATP-binding cassette 

AKT Serine/threonine kinase 1 

ATP Adenosine trifosfato 

ACTB Actin Beta 

BCR Breakpoint cluster region 

c-ABL Abelson murine leukemia 

c-KIT Stem cell factor receptor 

CTHs Células-tronco hematopoiéticas 

DNR Daunorrubicina  

FDA Food and Drugs Administration  

FISH Hibridização in situ fluorescente 

FC Fase crônica 

FA Fase acelerada 

H2AFX H2A.X variente histone 

ITQs Inibidores tirosina quinase  

IRIS International Randomized Study of Interferon and STI-571. 

IP Iodeto de propídeo 

LMC Leucemia Mielóide Crônica 

PDGF-R Platelet derived growth factor receptor 

PI3K Phosphatidylinositol-3-kinase 

Ph+ Cromossomo Philadelphia 

Rho123 Rodamina 123 

SRC Proto-oncogene, non-receptor tyrosine kinase 

VCT Vincristina 

 

 

 

 



13 
 

 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO 14 

1.1 Leucemia mielóide crônica (LMC) 14 

1.2 Tratamento na LMC  18 

1.3 Mecanismos relacionados à Resistência a Múltiplas Drogas 20 

1.3.1 Transportadores ABC 20 

1.3.2 Morte celular 22 

1.4 Naftoquinonas  23 

2 OBJETIVOS 27 

2.1 Objetivo geral 27 

2.2 Objetivos específicos 27 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 28 

3.1 Quimioterápicos 28 

3.2 Estudos in silico 28 

3.2.1 Desenho das estruturas e preparação do ligante 28 

3.2.2 Farmacocinética in silico 29 

3.2.3  Farmacodinâmica in silico 29 

3.2.4  Preparação do alvo DNA topoisomerase I (TOP1) 29 

3.2.5 Docagem molecular 30 

3.3 Estudos in vitro 30 

3.3.1  Linhagens celulares 30 

3.3.2 Ensaio de citotoxicidade por Alamar Blue 31 

3.3.3 Ensaio de viabilidade celular utilizando Azul de Tripan  32 

3.3.4 Avaliação da integridade de membrana 33 

3.3.5 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (∆Ѱm) por citometria de 

fluxo 

33 

3.3.6 Avaliação de fragmentação no DNA por citometria de fluxo 34 

3.3.7 Ensaio do cometa versão alcalina 35 

3.3.7.1 Isolamento de células PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) 36 

3.3.8 Detecção de células apoptóticas e necróticas por marcação com Anexina 

V/iodeto de propídeo 

37 

3.3.9 Análise diferencial morfológica 38 



14 
 

 
 

3.3.10 Expressão dos genes TOP1, H2AFX, ABCB1 e BCR-ABL1 por RT-qPCR 

(Real-time reverse transcription Polymerase Chain Reaction) 

39 

3.4 Análise estatística 39 

4 RESULTADOS 40 

5 DISCUSSÃO 58 

6 CONCLUSÃO 65 

 REFERÊNCIAS 66 

 ANEXO 1  

Synthesis, Molecular Docking, And Biological Activity Of Thioether Derived 

From Juglone In Preclinical Models Of Chronic Myeloid Leukemia 

77 

 ANEXO 2  

1,4-Naphthoquinone (CNN1) Induces Apoptosis through DNA Damage and 

Promotes Upregulation of H2AFX in Leukemia Multidrug Resistant Cell 

Line 

113 

 Dados suplementares 144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





16 
 

16 
   

           1 INTRODUÇÃO 

            1.1 Leucemia mielóide crônica  

 

            A leucemia mielóide crônica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa, 

caracterizada pela expansão clonal de células-tronco hematopoéticas (CTHs). Apresentando 

uma anormalidade citogenética específica, o cromossomo Philadelphia (Ph+). Nesse 

sentido, a formação do Ph+ provém da translocação recíproca entre os braços longos dos 

cromossomos 9 (9q34) e 22 (22q11), resultando na formação do cromossomo Ph+. Nesta 

translocação, ocorre a associação do gene c-ABL (Abelson murine leukemia) localizado no 

cromossomo 9 com uma parte do gene BCR (breakpoint cluster region) do cromossomo 22 

(Figura 1). A consequência molecular desta translocação é a geração do oncogene BCR-

ABL, cujo produto transducional é a oncoproteína quimérica BCR-ABL, apresentando 

atividade tirosina quinase constitutiva (ROWLER, 1973; DRUNKER; LYDON, 2000; 

BAVARO et al., 2019; CHAUFFAILLE, 2015; ANTONENKO; TELEGEEV, 2020).  

 

Figura 1 - Translocação entre os cromossomos 9 e 22 originando o cromossomo  

Philadelphia.  

 

    Fonte: Adaptado de Vuelta (2021). 

 

            A LMC representa de 15 a 20 % de todas as leucemias, com taxa de incidência 

mundial de 1 a 2 casos a cada 100 mil habitantes, ocorrendo em todas as faixas etárias, 
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entretanto, sendo a mediana de idade ao diagnóstico de 55 à 60 anos (JABBOUR et al., 

2020). Espera-se no Brasil para o triênio de 2020 - 2022, aproximadamente 5,920 casos 

novos de leucemias em homens e 4,890 em mulheres. Esses valores correspondem a um 

risco estimado de 5,67 casos novos a cada 100 mil homens e 4,56 para cada 100 mil 

mulheres. Adicionalmente, a LMC é considerada uma das 10 principais causas de morte 

entre homens e mulheres com câncer, levando mais de 5,550 pessoas a óbito em 2019, 

reforçando a magnitude deste problema de saúde pública no país (INCA, 2020). 

           Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer, para o ano de 2022 as leucemias se 

apresentam em homens como a quinta neoplasia mais frequente na Região Nordeste, com 

um risco de 8,20/100 mil habitantes. Especificamente, para o caso das mulheres o risco na 

Região Nordeste é de 4,42/100 mil habitantes e ocupa a décima posição. Para o ano de 

2019, de acordo com a coleta de dados, foi constatado uma taxa de 6,75 casos a cada 100 

mil habitantes e em mulheres 4,19/100 mil habitantes. Portanto, esses dados demonstram o 

grande aumento de casos nestas regiões em relação aos anos anteriores, demonstrando um 

grave problema de saúde pública (INCA, 2018; 2019). 

             Um dos fatores de exposição ambiental e ocupacional que estão associados à 

progressão do câncer, são os agrotóxicos. Dessa forma, esses fatores externos podem ser 

considerados agentes iniciadores, podendo induzir a formação do tumor a partir de 

alterações no DNA; ou como agentes promotores, impulsionando a célula alterada a se 

dividir de forma exacerbada (MORAES et al., 2017; INCA, 2020; TELEGEEV, 2020).      

  De acordo com os critérios estabelecidos pelo European LeukemiaNet (ELN), a 

LMC é uma doença categorizada em três fases: crônica (FC), apresentando duração média 

de 3 a 5 anos; seguida pela fase acelerada (FA) que tem duração de 1 a 2 anos e, por 

última, a crise blástica (CB), demonstrando duração de 3 a 6 meses (Tabela 1) 

(HOCHHAUS et al., 2020; SANTOS et al., 2020). Clinicamente, na fase crônica o 

paciente desenvolve expansão clonal nas células granulocíticas, nesta fase os sintomas são 

leves e os pacientes respondem ao tratamento padrão (HIDALGO-LOPEZ et al., 2019; 

DESTERKE et al., 2020). 

           A fase intermediária, chamada de fase acalerada, é caracterizada pelo início da 

perda da capacidade de diferenciação dos clones leucêmicos, sendo mais difícil controlar a 

doença. O paciente pode desenvolver esplenomegalia, trombocitose, trombocitopenia e 

evolução clonal em comparação ao cariótipo inicial, devido a presença de anormalidades 

como o cromossomo Ph+.(MELO, 2015; ISSA et al., 2017; ZAKRZEWSKI et al., 2020). 
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              Os parâmetros para crise blástica, podem incluir aumento de blastos leucêmicos 

tanto na medula óssea quanto no sangue periférico. Em 50% dos casos essas células são: 

mieloblastos, linfoblastos em 25%, e no restante, correspondem a células indiferenciadas 

ou bifenotípicas.  Ademais, os pacientes nessa fase apresentam refratariedade ao 

tratamento. (HOCHHAUS et al., 2020; HIDALGO-LOPEZ et al., 2019).  

 

Tabela 1  - Características das fases: crônica, acelerada e blástica na LMC. 

FASES CLÍNICAS DA DOENÇA 

 

FASES CRÔNICA  (FC) 

Basofilia e eosinofilia;  

Anemia normocítica e 

normocrômica;   

Contagem de blastos  (<10%). 

 

FASE ACELERADA (FA) 

Basofilia no sangue periférico 

igual ou superior a 20%; 

Contagem de blastos (10% - 19%) 

na medula óssea ou no sangue 

periférico. 

 

CRISE   BLÁSTICA (CB) 

Blasto leucêmico na MO e SP 

(>20%);  

Proliferação extramedular de 

blastos; 

Refratariedade ao tratamento. 

       

  Legenda: FC (fase crônica); SP (sangue periférico); FA (fase acelerada); CB (crise blástica); MO (medula 

óssea). 

  Fonte: Adaptado de Muselli  et al., 2019.  

 

 

 

              Entre os métodos de diagnóstico e monitoramento da LMC, encontram-se a 

avaliação do hemograma, mielograma, presença de hepatoesplenomegalia e biópsia de 

medula (OGASAWARA et al., 2019). O diagnóstico também requer a identificação do 

cromossomo Philadelphia, resultante da translocação t(9,22) (q34; q11) em exame 

citogenético molecular por meio da metodologia FISH (Hibridização in situ Fluorescente). 

No entanto, o método considerado padrão ouro para diagnóstico da LMC é a técnica de 

RT-qPCR (Real-time reverse transcription Polymerase Chain Reaction) qualitativo e 

quantitativo, sendo o último responsável por detectar o aumento nos transcritos de BCR-

ABL em células de sangue periférico e medula óssea. Sendo assim, com base nos 

resultados obtidos, é possível aferir a fase de evolução da doença (TOOFAN’ et al., 2018; 

INCA, 2021; SUTTORP et al., 2021).  

   

           1.2 Tratamento na LMC  

 

  A quimioterapia convencional para o controle da LMC até pouco tempo era 

limitada, devido a utilização de agentes como hidroxiuréia, terapias medicamentosas com 
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interferon-alfa (INF-α), bussulfano ou citarabina em baixas doses. Porém, esses 

tratamentos exibem efeitos paliativos, sem atingir resultados eficazes na patogênese 

molecular da doença (FOURNIER et al., 2017; EUSTACHI et al., 2017). 

           Atualmente o tratamento na LMC, compreende o uso de inibidores de tirosina 

quinase (ITQs) de BCR-ABL, demonstrando resultados promissores para os pacientes com 

essa doença (WESTERWEEL et al., 2019; GELATTI  et al., 2019; VENER et al., 2020). 

Após o advento dos ITQs, o tratamento na LMC avançou consideravelmente através dos 

resultados eficazes, onde 80% dos pacientes com LMC na fase crônica da doença atigem a 

resposta molecular e remissão clínica. Contudo, a progressão para CB ainda ocorre em 5% 

a 7% dos pacientes e continua sendo um desafio clínico (LINDAUER; HOCHHAUS, 

2018; LEONARD et al., 2021).  

  O Mesilato de Imatinibe (MI) foi o primeiro ITQ aprovado para o tratamento na 

LMC pela FDA (Food and Drugs Administration), devido aos seus excelentes resultados. 

O mesilato de imatinibe foi desenvolvido para inibir a tirosina quinase ABL, 

especificamente sua ligação ocorre na trinca de aminoácidos Aspartato(D)-

Fenilalanina(F)-Glicina(G) (DFG). Posteriomente, ao se ligar a esta trinca acontece o 

bloqueio da ligação de ATP ao domínio da tirosina quinase, inibindo assim, a fosforilação 

da tirosina de proteínas envolvidas na transdução de sinal mediada pelo BCR-ABL 

(ROSSARI et al, 2018). Apesar do MI apresentar efeitos de seletividade ao BCR-ABL, 

esse composto também inibe a atividade da tirosina quinase c-KIT (stem cell factor 

receptor) e PDGF-R (platelet derived growth factor recptor) (KATHERINE et al., 2017; 

ZHOU et al., 2018).  

    Apesar dos benefícios do MI no tratamento de pacientes com LMC. Cerca de 30% 

a 40% dos pacientes que estão na FA e CB respondem inicialmente ao tratamento, mas 

depois desenvolvem resistência ou intolerância ao MI. Sendo assim, esses resultados 

levaram ao desenvolvimento de novos inibidores de tirosina quinase, como nilotinibe, 

dasatinibe e bosutinibe (O'BRIEN et al., 2003; HOCHHAUS et al, 2017, SAGLIO et al., 

2019). 

           O nilotinibe é uma aminopirimidina, análogo estrutural do imatinibe, logo, 

apresentando mecanismo de ação semelhante, inibindo a atividade quinase do BCR-ABL e 

a maioria das formas mutadas do ABL, exceto à mutação T3155I. O nilotinibe foi aprovado 

pela FDA para o tratamento de pacientes com LMC na FC e FA, apresentando o perfil de 

resistência ou intolerância ao tratamento com MI. Saglio e colaboradores (2019) 

descrevem que o nilotinibe tem afinidade pelo domínio quinase do BRC-ABL 30 vezes 
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mais potente em relação ao MI, conferindo a este, um potencial superior e seletivo à 

proteína. Esse ITQ de segunda geração também inibe outras tirosinas quinases, como por 

exemplo c-KIT (KIT proto-oncogene) e PDGF-R (Platelet-Derived Growth Factor 

Receptor Alpha), o que comprova eficácia do fármaco em termos de redução na progressão 

para outras fases da LMC, tendo em vista que esses alvos moleculares participam 

ativamente da resistência durante o tratamento (HUGHES et al., 2009; SACHA e 

SAGLIO, 2019). 

    Posteriormente, foi desenvolvido o ITQ de segunda geração dasatinibe, sendo 

cerca de 350 vezes mais potente que MI (KEATING et al., 2017; VULTUR et al., 2018). 

O dasatinibe, é um inibidor duplo da família das tirosinas quinases SRC (proto-oncogene, 

non-receptor tyrosine kinase) e ABL, sendo ativo contra as mutações da oncoproteína 

BCR-ABL resistentes ao MI, com exceção da mutação T315I. O bosunitibe também é 

considerado um inibidor duplo da via SRC e da tirosina quinase ABL, apresentando um 

alto potencial inibitório sobre o ciclo celular de blasto leucêmicos (CORTES et al., 2018). 

Estudos demonstram que o bosutinibe é eficaz em pacientes com diversas mutações que 

levam a falha à terapia de primeira linha com MI, porém, assim como os inibidores de 

segunda geração, não apresenta ação sobre a mutação T315I (CORTES et al., 2016; 

VULTUR et al., 2018; LEONARD et al., 2021). 

   Apesar dos avanços terapêuticos com os ITQs no tratamento da LMC, ainda é 

observado o desenvolvimento de vários efeitos colaterais durante o tratamento, devida a 

potência dos ITQs de segunda geração, que podendo causar toxicidade hematológica e não 

hematológica. Os primeiros eventos de origem hematológica referem-se à neutropenia, 

trombocitopenia e anemia, tais efeitos são geralmente limitados ao primeiro período de 

tratamento, podendo exigir adaptação temporária da dose durante o tratamento com os 

ITQs. Quanto aos eventos não hematológicos, como insuficiência respiratória, derrame 

pleural, hipertensão, toxicidade vascular e hepatoxicidade, esses podem afetar a 

tolerabilidade e a qualidade de vida, sendo essencial a mudança no tipo de tratamento em 

15% dos pacientes (SHAH et al., 2019, JABBOUR;  KANTARJIAN, 2020; CIRMI et al., 

2020). 

 

             1.3 Mecanismos relacionados à Resistência a Múltiplas Drogas 

 

    A resistência a múltiplas drogas (MDR - Multidrug Resistance) tem sido um grande 

obstáculo no tratamento de pacientes com LMC. Cerca 30% - 40% dos pacientes 
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desenvolvem resistência aos inibidores tirosina quinase durante o tratamento, que consiste 

na ausência de resposta aos quimioterápicos (SANTOS et al., 2011; BRAUN et al., 2020).  

A MDR é um caso de resistência adquirida contribuinte para a limitação do tratamento, e 

pode ser observada em células tumorais in vivo e in vitro ((MORAES et al., 2012; 

HOCHHAUS et al., 2020).  

     Diversos mecanismos já foram identificados como contribuintes para o processo de 

resistência, que incluem a superexpresão bombas de efluxo (transportadores ABC), influxo 

de fármaco, evasão do processo de morte celular, amplificação gênica de BCR-ABL, 

mutações pontuais e  ativação de vias alternativas (Figura 2) (ROSSARI et al., 2018; 

LOSCOCCO, et al., 2019; HOCHHAUS et al., 2020).  

 

        Figura 2 - Diferentes mecanismos de resistência na LMC.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os mecanismos que são dependentes de BCR-ABL incluem: 1) amplificação gênica do 

oncogene BCR-ABL que pode elevar a atividade da tirosina quinase ABL e 2) mutação pontual em BCR-

ABL que impedem a ligação apropriada dos ITQs. Mecanismos considerados independentes de BCR-

ABL envolvem: 3) alteração na concentração intracelular do fármaco, 4) Superexpressão da 

glicoproteína-P (P-gp) que medeia o efluxo de fármacos, 5) Alteração na expressão do transportador 

cátions orgânicos o HCT-1 que induzem influxo de fármacos e 6) Ativação de vias de sinalização 

alternativas de BCR-ABL que estão envolvidas com a resistência aos ITQs.  

Fonte: Adaptado de Loscocco, et al., 2019. 

 

 

 

 

(1) Amplicação gênica  

(2)  Mutação pontual 

(3)  Concentração de fármaco 

(4) Efluxo de fármaco 

(5) Influxo de fármaco 

(6) Sinalização de vias alternativas 
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   1.3.1 Transportadores ABC 

 

                       A superexpressão de bombas de efluxo de droga, envolvem o processo de 

resistência aos fármacos que é mediado pelas proteínas transportadoras da família ABC 

(ATP-binding cassette). As famílias de transportadores de fármacos predominantes são os 

transportadores de cassete de ligação do ATP e transportadores SLC (Solute carrier) que 

causa resistência a diversos agentes quimioterápicos durante o tratamento contra o câncer. 

Grande parte das proteínas ABC são formadas de transportadores ativos primários, que 

dependem da hidrólise do trifosfato de adenosiana (ATP) para bombear seus substratos 

através das membranas, sendo determinantes na farmacocinética e eficácia dos fármacos 

(FENNER et al., 2018; CACABELOS et al., 2019; XIÃO et al., 2020).  

                             A análise de expressão desses transportadores e seus polimorfismos 

genéticos funcionais têm sido implicados na resposta e prognóstico na LMC 

(MOLLAZEDEH et al., 2019; SZAKACS et al., 2019). Portanto, é de grande importância 

superar a resistência aos fármacos, no intuito de modificar o panorama atual, através do 

aumento da eficácia e consequente redução na taxa de mortalidade observada para esses 

pacientes (CHEEN et al., 2020; LYTLE et al., 2021).  

                          A glicoproteína-P (MDR1/ABCB1) é um transportador da familia ABC que foi 

inicialmente identificada em células relacionadas com a resistência a múltiplos 

medicamentos (WAGHRAY et al., 2018; MOHAMMAD et al., 2018). Dentro deste 

contexto, quando essa proteína está expressa ela age como uma bomba de efluxo ATP-

dependente que transporta fármacos e xenobióticos para a parte externa das células 

(NOMURA et al., 2020). Lage (2019), em seu estudo de transfecção do gene ABCB1, já 

haviam mostrado que a superexpressão é o suficiente para provocar resistência aos 

fármacos.  

                           A atividade da glicoproteína-P é responsável por mediar o efluxo de diversos 

quimioterápicos anticânceres utilizados no combate da doença, conferindo 

quiomiorresistência ao tumor quando expressa em grandes quantidades nas células 

malignas. Dentre os agentes quimioterápicos estão a doxorrubucina, cisplatina, erlotinibe e 

imatinibe (WANG et al., 2019; RINALD et al., 2019; AMMAR et al., 2020). 

                           Desta forma, logo após a introdução clínica do imatinibe, uma série de 

linhagens celulares resistentes ao imatinibe foram desenvolvidas, surgindo como uma 



23 
 

23 
   

possível ferramenta oncológica experimental, para compreender os fenômenos de 

resistência. Diante da necessidade de estudos mais aprofundados para o entendimento 

fisiológico e patológico destes transportadores de membrana relacionados à 

quimiorresistência do câncer (SHI et al., 2019; WILSON-ROBLES, 2019).  

                           Rumjanek e colaboradores (2013) realizaram a caracterização do modelo de 

resistência a múltiplas drogas de leucemia mielóide crônica, a linhagem celular K562-

lucena 1. Tal linhagem celular resistente foi produzida através da indução da expressão do 

gene ABCB1(ATP binding cassette subfamily B member 1) após o tratamento contínuo 

com vincristina (VCT). O estudo mostrou cinco cópias a mais do gene e que este gene está 

superexpresso na linhagem K562-lucena 1 comparado à linhagem parental K562 sensível 

(RUMJANEK et al., 2013). 

                             Adicionalmente a linhagem FEPS, também foi estabelecida após a exposição 

de concentrações crescentes do fármaco daunorrubicina (DNR), que superexpressa os 

genes ABCB1 e ABCC1 (ATP Binding Cassette Subfamily C Member 1). Nesse contexto, o 

estabelecimento de linhagens resistentes é considerada uma ferramenta de extrema 

importância para o desenvolvimento de terapias com habilidade de burlar o fenótipo MDR, 

além de ajudar a identificar alvos e estratégias capazes de afetar o desenvolvimento de 

novas drogas (SOARES et al., 2019; SANTOS et al., 2021, SALGADO et al., 2021). 

  

  1.3.2 Morte celular  

   

            A morte celular programada é extremamente importante para todos os 

organismos multicelulares, uma vez que tem função durante a homeostase celular, bem 

como em uma variedade de doenças, no remodelamento tecidual, na supressão tumoral, e o 

tipo mais conhecido é apoptose (MENEZES et al., 2018, XU et al ., 2019). De acordo com 

o Comitê de Nomenclatura sobre Morte Celular (NCCD), a morte celular pode ser 

classificada por meio de parâmetros bioquímicos, morfológicos e também aspectos 

funcionais  (morte programada ou acidental, fisiológico ou patológico (ABOU-ZAHR e 

BORTHAKUR, 2017; MENEZES et al., 2018; XU et al ., 2019). 

            Entre os marcadores clássico de apoptose, estão a condensação de cromatina, 

blebbling de membrana que culminam na liberação de pequenas partículas envoltas por 

membrana contendo componentes celulares conhecidos como corpos apoptóticos, que são 

removidos por fagócitos especializados, os macrófagos, sem que causem um processo 

inflamatório (WANG et al., 2019; CHEN et al., 2019 ).  
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             Estudos realizados sobre o processo de morte celular por apoptose 

demonstram que este é um processo importante na eliminação de células tumorais, pois a 

indução seletiva de apoptose em células malignas pode ser uma excelente estratégia contra 

diferentes tipos tumorais (BELLACOSA et al, 2005; HUANG et al., 2018; SHAMAA, 

2021).  

              As vias de sinalização que desencadeiam o processo apoptótico podem 

ocorrer por duas vias: a extrínseca, ou via mediada por receptores de membrana e a 

intrínseca ou via mitocondrial, sendo que ambas as vias usam a cascata enzimática das 

caspases. A via de apoptose extrínseca é induzida por sinais de estresse extracelulares, e 

mediada por receptores transmembranares específicos (TNF). A via apoptótica intrínseca é 

ativada em resposta ao acúmulo de estresse oxidativo, danos na molécula de DNA, aumento 

do influxo de cálcio citosólico, entre outros. Essas injúrias celulares induzem aumento na 

permeabilidade de membrana mitocondrial, seguido de extravasamento de proteínas pro-

moléculas apoptogênicas no citosol, que por sua vez contribuem para ativação das caspases. 

As proteínas da família BCL-2 são reguladoras essenciais dessa via, sendo classificadas em 

anti-apoptóticas BCL-2 (BCL-2 apoptosis regulator) e BCL-XL (BCL-2 like 1) e pró-

apoptóticas BAX (BCL-2 Associated X-protein) e BAK (BCL2 Antagonist/Killer 1). 

Especificamente, a ativação de proteínas pró-apoptóticas formam poros na membrana 

mitocondrial, que liberam as proteínas tóxicas do espaço intermembrana da mitocôndria 

para o citosol, tais como o citocromo c. Em seguida liberado no citosol, o citocromo c forma 

um complexo (apoptossoma) com a proteína adaptadora APAF-1 (Apoptotic peptidase 

activating factor 1) e caspase-9. No apoptossoma, a caspase-9 é clivada e ativada, levando a 

ativação de outras caspases, como a caspase-3 (BAEK et al., 2018; VULTURA et al., 2018;  

XU et al ., 2019). 

                         A evasão da apoptose tem sido bem estabelecida como um dos principais 

hallmarks do câncer, ocasionando falha no tratamento quimioterápico (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000; 2011). Nesse sentido, muitas células com fenótipo MDR expressam 

níveis aumentados de IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins) (VULTURA et al., 2018). 

Rathore e colaboradores (2017), descrevem que as proteínas envolvidas na via intrínseca da 

apoptose, incluindo membros da família BCL-2 e o supressor tumoral p53, encontram-se 

comumente desregulados em células com fenótipo MDR, enquanto que os IAPs, que 

regulam a ativação de caspases, são frequentemente superexpressos (LIANG et al ., 2020). 

Por isso, a reativação das vias apoptóticas nas células MDR consiste em uma estratégia 
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promissora de defesa capaz de promover a eliminação dessas células de uma maneira 

eficiente (GAO et al., 2017). 

 

 

           Estudos recentes demontram que o gene  H2AFX (H2A.X Variant Histone), 

um marcador de quebras em fita dupla no DNA (DSB), desempenha um papel importante 

na regulação da apoptose em células tumorais (RAHMANIAN et al., 2018). Zang e 

colaboradores (2012),  revelam que a baixa expressão do gene H2AFX pode prejudiar a 

sinalização de resposta ao dano no DNA, gerando crescimento de células tumorais de 

forma descontrolada e inibindo o processo de apoptose. (MA et al., 2017). Portanto, o 

desenvolvimento de compostos antitumorais com potencial terapêutico contra fenótipo 

MDR, pode beneficiar pacientes que são refratários ou intolerantes a terapia disponível 

para o tratamento de LMC.  

 

    1.4 Naftoquinonas  

 

              As naftoquinonas fazem parte de uma classe importante de produtos 

naturais (PN) conhecidos como quinonas, que são encontradas em fungos, plantas e 

bactérias (MEYER et al, 2021; SILVIA et al, 2020; FUTURO et al., 2018). Deste modo, 

as naftoquinonas são derivadas de juglonas naturais, considerada uma família de 

compostos que apresenta uma vasta aplicação no combate a doenças causadas por diversos 

agentes, tais como doença de chagas, infecções bacterianas, fungos, leshimaniose, além de 

sua pronunciada atividade antineoplásica (D’ANGELI et al., 2021; HUA et al., 2021; 

PACHECO et al., 2020; SHANG et al., 2018; LOUVIS et al., 2016).  

               Em particular, os derivados 5-hidroxi-1,4-naftoquinona, apresentam uma 

estrutura composta por dicetônicos que provém do anel naftaleno, contendo dois 

grupamentos carbonila que quando estão nas posições 1,4 do anel naftaleno são chamadas 

para-naftoquinonas (MONE et al., 2021; SÁNCHEZ-CALVO et al., 2016;). Identificado 

como potente inibidor de células em crescimento, a presença de substituições de 

grupamentos na estrutura da naftoquinona gera novos derivados citotóxicos em diversos 

modelos in vitro de câncer. Dentre as substituições na estrutura da naftoquinona, podem 

ser feitas a adição de grupos funcionais no anel aromático, que tem demonstrado diferentes 

atividades biológicas, tais como: Inhibição de DNA topoisomerase I (TOP1) e DNA 

topoisomerase II (TOP2), despolarização mitocondrial, fragmentação de DNA e apoptose 
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(Figura 3) (MONTENEGRO et al., 2010; FOWLER et al., 2019; WANG et al., 2019; 

PAUL et al., 2020). 

 

     Figura 3 - Diferentes atividades biológicas das naftoquinonas em linhagens tumorais.  

    

Legenda: As naftoquinonas induzem fragmentação na molécula de DNA em linhagens tumorais. Outros 

mecanismos evidenciam a formação de espécies reativa de oxigênio (EROs), alteração no potencial de 

membrana mitocondrial e modulação na expressão dos genes BAX e BCL-2, que por sua vez levam à 

apoptose. Além disso, as naftoquinonas apresentam atividade inibitória das DNA topoisomerase I e DNA 

topoisomerase II.  

Fonte: Adaptado de Loscocco et al., 2019. 

 

                    Wang (2019) chamam a atenção para a relevância da terapia antitumoral 

usando os derivados de naftoquinonas e a necessidade do desenvolvimento de novos 

compostos análogos, devido suas atividades antitumorais já bem descrita pela literatura. 

Dessa forma, os estudos de Reis e colaboradores (2013) demonstraram que atividade 

antileucêmica da naftoquinona (LQB-118) era mediada pelo aumento de espécies reativa 

de oxigênio (EROs) e inibição da atividade de TOP1 (DNA topoisomerase I), que 

consequentemente induziu danos na molécula de DNA e morte celular nas linhagens de 

leucemia mielóide aguda (KASUMI-1). 

              Várias naftoquinonas foram identificadas por inibir as topoisomerases I e II, 

demonstrando efeito direto no complexo DNA-topoisomerase, tal efeito é sinalizado e 
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ocorre a deflagração de apoptose (WANG et al, 2019; PEREIRA et al., 2019; LEE et al., 

2019). Em vista disso, as naftoquinonas como a shikonina exibiu em baixas 

concentrações (IC50 de 2 µM) atividade de inibição de TOP1 em linhagens de glioma, 

demonstrando potente atividade antiproliferativa, e induzindo a célula à morte celular 

(BERETTA et al., 2017). 

              Almeida e colaboradores (2021), mostraram que a naftoquinona (CNFD) 

induziu despolarização mitocondrial em linhagens de câncer de mama (MCF-7), que por 

sua vez levou a ativação das caspase-9 e caspase-3, sugerindo que a despolarização 

mitocondrial causada pelo CNFD é dependente da via intrínseca de apoptose. Nesse 

sentido, os derivados de naftoquinonas reduzem o potencial de membrana mitocondrial 

(MMP), através da permeabilidade mitocondrial, resultando na ativação de caspase-3, 

sendo considerada característica principal da via intrínseca da apoptose (BERTHELOOT 

et al., 2021; ALSHAMRANI et al., 2021). 

             As naftoquinonas apresentam diversos mecanismos antitumorais que estão 

bem descritos na literatura. Wang e colaboradores (2018) demonstraram que as 

naftoquinonas (EPDMNQ e ENDMNQ) inibiram a proliferação das células de câncer de 

fígado (HepG-2, HUH-7 e HEP3B), e constataram aumento de células apoptóticas e 

tabém aumento significativo de espécies reativa de oxigênio (EROs), mediante a 

sinalização de STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) e MAPK 

(mitogen-activated protein kinase). Portanto, as naftoquinonas podem ser citotóxicas 

através do desiquilíbrio entre a eliminação e redução de EROs, ocasionando aumento de 

estresse oxidativo. (MOLONEY et al., 2018; SRINIVAS et al., 2019).  

           Outras propriedades das naftoquinonas está associada a sua interação com a 

molécula de DNA, resultando em danos celulares, bloqueio da divisão celular, que levam 

até o processo de morte celular (CHANG et al., 2020; CARUSILLO e MUSSOLINO, 

2020). De acordo com os estudos de Crippa e colaboradores (2020), a naftoquinona 

(plumbagina) induziu efeitos citotóxicos e genotóxicos em linhagens de câncer de fígado 

(HepG-2 e C3A). Os resultados demonstraram que a plumbagina inibiu a proliferação 

celular e integridade de membrana. Além disso, a plumbagina foi capaz de causar 

acúmulo de células na fase G2/M, devido ao aumento nos níveis de dano genotóxico, 

sugerindo que este dano está associado com aumento de mRNA dos genes H2AFx 

(Histone Family Member X), CDKN1A (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) e 

GADD45A (Growth Arrest And DNA Damage Inducible Alpha).  



28 
 

28 
   

           Tendo em vista o amplo espectro de atividades biológicas dos derivados das 

naftoquinonas, torna-se essencial a identificação de novas naftoquinonas para o 

tratamento da LMC. Para tanto, a naftoquinona inédita 5-hydroxy-2-(4-

tolylthio)naphthalene-1,4-dione (CNN1) (figura 4), que apresenta depósito de patente no 

INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial), foi submetida no NIT-UFC como 

patente de invenção, apresentando processo de número: BR 10 2018 007385-0, torna-se 

considerável como estratégia terapêutica para a doença. 

 

Figura 4 - Estrutura química da naftoquinona 5-hydroxy-2-(4-tolylthio)naphthalene-1,4-

dione (CNN1). 

  

 

   

      Fonte: elaborada pelo autora. 

 

  Dessa forma, o desenvolvimento e descoberta de novas moléculas com 

propriedades anticâncer, ainda se faz necessária, pois ainda ocorrem falhas no tratamento 

de primeira linha disponível na LMC. De posse desse conhecimento, o surgimento e 

caracterização de moléculas que tenham atividade antitumoral em células com fenótipo  

resistente ao tratatamento na LMC, e também baixos efeitos tóxicos durante a terapia, são 

de grande valia para o  âmbito clínico.  
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2 OBJETIVOS  

 

 2.1 Objetivo geral 

  

 

Caracterizar através de estudos in silico e in vitro o efeito antitumoral da 1,4-

naftoquinona (CNN1) em linhagens de Leucemia Mielóide Crônica resistente à 

quimioterapia. 

 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

• Avaliar o potencial citotóxico das naftoquinonas em linhagens de leucemia mielóide 

crônica e tumores sólidos; 

• Caracterizar in silico o perfil  farmacocinético da molécula CNN1;  

•  Buscar e selecionar alvos biológicos relacionados com aplicabilidade terapêutica 

oncológica com o auxílio de ferramentas computacionais, e  

• Verificar a interação do alvo biológico e ligante por docagem molecular;  

• Avaliar o efeito da CNN1  no ciclo celular em K-562 e FEPS; 

• Avaliar o efeito genotóxico da molécula CNN1 em K-562 e FEPS; 

• Avaliar o mecanismo de morte celular (apoptose ou necrose) desencadeada pela 

CNN1 nas linhagens K-562 e FEPS; 

• Verificar se a CNN1 modula a expressão dos genes H2AFX, TOP1, ABCB1, BCR-

ABL1. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Quimioterápicos 

 

Os quimioterápicos Mesilato de Imatinibe (MI) e metabólito ativo do 

irinotecano (SN-38) foram adquiridos comercialmente através da Sigma Aldrich (St Louis, 

MO, EUA). As 16 naftoquinonas foram sintetizadas no Instituto de Química na 

Universidade Federal Fluminense. Cada molécula foi dissolvida em DMSO para obtenção 

de uma concentração de 1 mM. 

 

 

3.2 Estudos in silico  

• Princípio do teste 

O desenvolvimento de novos fármacos é um processo laborioso, 

multiprofissional e que demanda anos de pesquisa. O sistema de descoberta passa por uma 

triagem inicial com muitos compostos ao longo de 10 anos a um custo médio que supera 

350 milhões de dólares (TARI, 2012). Dessa forma, as metodologias atuais aliam 

conhecimentos teóricos e computacionais para a descoberta mais eficiente em termos de 

custos e de menor uso de recursos (THAFAR et al., 2019). 

 

3.2.1 Desenho das estruturas e preparação do ligante 

 

Para os estudos in silico, a estrutura química da molécula CNN1 foi 

desenhada no programa MarvinSketch®, para obtenção de sua estrutura bidimensional (2D). 

Em seguida, foi gerado o SMILES da molécula CNN1 (Simplified Molecular Input Line 

Entry Specification), sendo um código referente da molécula. Com o uso do programa 

Avogadro, a estrutura 2D informada pelo SMILES foi convertida em um arquivo contendo 

as coordenadas x, y e z de cada átomo da molécula, representando o esqueleto 

tridimensional (3D). Logo após, a molécula CNN1 foi submetida a otimização geométrica 

do Avogadro e salva em “.mol2”. Posteriormente, o Auto Dock Tools foi utilizado para 

converter o arquivo da estrutura para o respectivo formato do docking no Vina 1.1.2 

(“.pdbqt”). 
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3.2.2 Farmacocinética in silico  

Para buscar informações sobre os parâmetros de absorção, distribuição, 

metabolização, excreção e toxicidade (ADME/T) da molécula CNN1, utilizamos o software 

admetSAR considerado uma ferramenta gratuita para a previsão de propriedades químicas. 

Estas informações são importantes para a condução de estudos que necessitam de uma 

avaliação de risco para humanos. O método da ferramenta é baseado em 27 QSARderivados 

de 210.000 informações ADME/T, que comporta aproximadamente mais de 96.000 

compostos exclusivos. Para a realização deste estudo, o SMILES da molécula CNN1 foi 

submetido ao servidor online admetSAR (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1). 

 

3.2.3 Farmacodinâmica in silico  

Para a avaliação da farmacodinâmica in silico da naftoquinona CNN1 foi 

utlizado o programa SwissTargetPrediction, disponível no site http://www.s 

wisstargetprediction.ch/, através desse programa é possível comparar a similaridade da  

CNN1 com uma biblioteca de 280.000 composto ativos, em mais de 2000 alvos 

farmacológico, em organismos diferentes (GFELLER et al., 2016; SCHNEIDE;  

SCHNEIDER,  2017). Para tanto, o SMILES da CNN1  foi submetido ao servidor, e os alvos 

para a naftoquinona CNN1  foram classificados a partir de uma função de probabilidade 

própria do sistema. 

 

3.2.4  Preparação do alvo DNA topoisomerase I (TOP1) 

 

Após a escolha da proteína DNA topoisomerase I (TOP1) que apresenta o 

código 1K4T (2.10Å), foi  realizada uma busca da estrutura cristalográfica completa da 

proteína para preparaçao da docagem molecular. O banco de dados PDB 

(https://www.rcsb.org/)  foi utilizado como ferramenta de busca e download da estrutura da 

proteína no formato “pdb”. Posteriormente, para visualização molecular foi utilizado o 

software PyMol, e também para a manipulação dos arquivos em nível de imagens de 

qualidade 3D, com intuito de remover moléculas de água, outros reagentes e adicionar os 

átomos de hidrogênio. 

http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1
https://www.rcsb.org/
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3.2.5 Docagem molecular  

Para o estudo das interações com a estrutura escolhida, o espaço delimitado 

para a metodologia de docagem, ou seja, o grid box para o programa Vina, foi construído 

com as especificações expostas na tabela 2. Para as configurações do Vina, o programa 

AutoDock Tools (ADT) foi utilizado para visualização do tamanho e centro do espaço 

tridimensional de busca (grid box). Além das coordenadas do centro do grid box nos eixos 

x, y e z, e do tamanho desses eixos, o parâmetro de exhaustiveness (exaustividade) também 

foi definido no arquivo de configuração. O valor padrão para a exaustividade é de 8, mas o 

valor escolhido para este estudo foi de 25, permitindo um maior tempo de busca da 

conformação e aumentando a probabilidade de encaixe.  

 

Tabela 2 -   Especificações para utilização do programa Vina.   

Enzima PDB            Coordenadas Dimensões Espaçamento 

TOP1 1K4T 21.291 -3.698 27.952 13,5x13,5x11,25          1 

           Fonte: elaborada pela autora. 

 

 

3.3 Estudos in vitro  

3.3.1 Linhagens Celulares  

 

Para o presente trabalho foram usadas linhagens hematológicas e de tumores 

sólidos (Tabela 3). As linhagens de Leucemia mielóide crônica K-562, K562-Lucena e 

FEPS foram cedidas gentilmente pela profa. Dra. Vivian M. Rumjanek da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (RUMJANEK et al., 2013) foram mantidas em cultura em meio 

RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), estufa com atmosfera de 

5% de CO2 a 37ºC. Diariamente, foi acompanhado o crescimento celular com a utilização 

do microscópio de inversão. O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingiu a 

confluência. Adicionalmente, as células K562-Lucena e FEPS, o meio foi suplementado 

com sulfato de Vincristina (VCR) na concentração final de 60 nM e Daunorrubicina (DNR) 

na concentração de 466 nM, respectivamente. 
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Tabela 3 - Linhagens humanas utilizadas no presente trabalho 

Linhagem Tipo de câncer Origem Referências 

K-562 Leucemia mielóide crônica - quimiossensível Humana Morceau et al. 

2008 

K-562-

Lucena-1 

Leucemia mielóide crônica - quimioresistente 

- superexpressão (ABCB1) 

Humana Rumjanek et al. 

2013 

FEPS Leucemia mielóide crônica - quimioresistente 

- superexpressão (ABCB1 - ABCC1) 

Humana Rumjanek et al. 

2013 

HL-60 Leucemia  promielocítica aguda Humana Kulyte et al. 

2002 

SK-MEL-19 Melanoma Humana Fecker et al. 

2005 

AGP-01 Ascite maligna gástrica Humana Leal et al. 2009 

ACP-02 Adenocarcinoma gástrico Humana Leal et al. 2009 

MRC-5 Fibroblasto de pulmão não maligna Humana Derouich et al. 

2001 
Fonte: elaborada pela autora. 

 

3.3.2 Ensaio de citotoxicidade por Alamar Blue  

• Princípio do teste 

 

O teste de citotoxicidade por Alamar blue é um excelente indicador para 

avaliação de viabilidade celular. O Alamar Blue é um composto denominado de resazurina 

que sofre oxidação em resposta à redução metabólica celular, chegando até sua forma 

reduzida (resorufina), com características de intensa fluorescência na cor rosa, sendo assim, 

a intensidade da fluorescência produzida é proporcional ao número de células vivas 

(AHMED et al., 1994). 

 

• Delineamento experimental 

 

As células foram semeadas em placas de 96 poços com 5 x 10³ células/poço 

(100 μL/poço) e mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC por 24 h. Os 
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compostos foram diluídos em DMSO (0,02%) para a obtenção da curva de concentração 

com oito pontos a partir de uma diluição seriada na razão de 1:5, adicionada na placa de 96 

poços (100 μL/poço) para medir a atividade proliferativa por 72 horas. Todas as 

concentrações foram testadas em triplicata para cada linhagem. 3 h antes de finalizar o 

tratamento foi adicionado 20 µL do Alamar blue (0,2 mg/ml), posteriormente foi feita a 

leitura das placas em leitor de microplaca, nos comprimentos de onda de excitação de 530 

nm e emissão de 590 nm. Após a obtenção dos resultados de citotoxicidade, foi escolhida a 

naftoquinona CNN1 nas linhagens K-562 e FEPS. O índice de seletividade das 

naftoquinonas foi calculado utilizando a fórmula abaixo (BERNING et al., 2019). 

 

IS = CC50 células não tumorais / CI50 células tumorais 

 

 

3.3.3 Ensaio de proliferação celular utilizando Azul de Tripan  

 
 

• Princípio do teste 

 

O corante azul de tripan é um método bastante utilizado para determinar a 

viabilidade celular por meio da integridade da membrana plasmática. Este corante penetra 

nas células não viáveis deixando-as com coloração azulada e as células viáveis permanecem 

não coradas.  (STROBER, 2015).  

 

• Delineamento experimental 

 

As células foram plaqueadas em placas de 12 poços na concentração de 5 x 

10³ células/poço e após 24 horas de plaqueamento. Para determinar o tempo de 

citotoxicidade as células foram tratadas com CNN1 nas concentrações de 0,1 μM; 0,2 μM e 

2,0 μM em triplicata, por 18 h  nas concentrações. Após o tempo determinado as células 

foram contadas utilizando o corante azul de tripan. Para tanto, foi utilizada a fórmula da 

curva de crescimento celular, seguindo o protocolo de Strober (2015).  
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3.3.4 Avaliação da  Integridade de membrana 

 

As células (K-562 e FEPS) foram cultivadas em placas de 12 poços na 

densidade de 5 x 10³  células/poço e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% 

de CO2 a 37ºC. Após esse período, foi realizado o tratamento de 24 h com a molécula 

CNN1 (0,1 μM) e os controles positivos MI (0,1 μM e 10 μM)  e SN-38 (0,1 μM). O 

controle negativo foi tratado apenas com o solvente DMSO (0,02%). Posteriormente, as 

células foram incubadas no escuro com 200 μl de IP (iodeto de propídeo) na concentração 

de 1 μg/ml em seguida as células foram centrifugadas a 2000 RPM por 5 minutos. Depois da 

incubação com IP as células foram ressuspendidas em PBS. Dez mil eventos foram 

analisados por citometria de fluxo (BD FACS verse™) (AHMED et al., 2009). 

 

3.3.5  Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (∆Ѱm) 

 

• Princípio do teste 

 

Na ordem de analisar o efeito da molécula CNN1 sobre o potencial de 

membrana mitocondrial (∆Ѱm), foi utilizado o fluorocromo Rodamina 123 (Rho123). Este 

ensaio consiste na marcação mitocondrial em células vivas por Rho123, pelo fato do corante 

ser considerado um fluorocromo catiônico (carregado positivamente), o mesmo é atraído 

pelo potencial elétrico negativo presente na membrana mitocondrial, incorporando-se no 

interior das organelas, emitindo fluorescência. Assim, uma diminuição da fluorescência 

desta sonda estaria apontando uma maior despolarização da membrana mitocondrial ou 

inatividade desta organela. O ensaio foi feito conforme está descrito em Pétriz e García-

López (1997). 

 

• Delineamento experimental 

 

As células (K-562 e FEPS) foraam cultivadas em placas de 6 poços numa 

densidade de 5 x 10³ células/poço e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% 
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de CO2 a 37ºC. Posteriormente as células foram tratadas por 24 h com a molécula CNN1 

Após esse período, foi realizado o tratamento de 24 h com a molécula CNN1 (0,1 μM) e os 

controles positivos MI (0,1 μM e 10 μM)  e SN-38 (0,1 μM). O controle negativo foi tratado 

apenas com o solvente DMSO (0,02%). Ao final do tempo, foi adicionado 1ug/mL de 

corante Rodamina 123 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Após 1 hora de incubação, as 

células foram lavadas com PBS 1x. O efluxo celular da rodamina 123 foi monitorado pelo 

decréscimo da fluorescência da célula. Dez mil eventos foram lidos no citometro de fluxo 

(BD FACSVerse™), seguindo o protocolo de Pétriz e García-López (1997). 

 

3.3.6 Avaliação de  fragmentação no DNA e ciclo celular por citometria de fluxo  

 

• Princípio do teste 

 

O ciclo celular pode ser dividido pelas fases: G1, S, G2, M e G0. Na fase G0, 

as células encontram-se em repouso. Quando as células passam para a fase G1, ocorre a 

preparação para a divisão celular, além de preparar o DNA para a síntese, que irá ocorrer na 

fase S. Na fase G2 haverá a síntese de componentes para a mitose e após a divisão celular, 

com a formação de duas células filhas, as células voltam a entrar em G0. Entretanto, células 

tumorais, após terminarem seu processo de replicação, não retornam para G0 e assim que a 

fase M termina a fase G1 é recomeçada (WENZEl et al., 2018). 

            A citometria de fluxo aplicada no estudo de ciclo celular registra os 

parâmetros cinéticos da população celular, revelando o índice de DNA, aploidia, a fração de 

proliferação celular, e a porcentagem de células encontradas nas fases G0/G1, S e G2/M. 

Deste modo, indicando parâmetros uni e multivariável para prognósticos e possíveis rumos 

terapêuticos (TÓKES et al., 2020).  

 

• Delineamento experimental 

 

As células (K-562 e FEPS) foram cultivadas em placas de 6 poços na 

densidade de 5 x 10³ células/poço e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% 

de CO2 a 37ºC. Após esse período, foi realizado o tratamento de 24 h com a molécula 

CNN1 (0,1 μM) e os controles positivos MI (0,1 μM e 10 μM) e SN-38 (0,1 μM). O 
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controle negativo foi tratado apenas com o solvente DMSO (0,02%). Posteriormente ao 

término do tratamento, as células foram fixadas com álcool 80% a 4ºC em tubos de 1,5 mL. 

Passados 30 minutos, as células foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos para retirada 

do sobrenadante. Em seguida, foram lavadas com PBS 1x e incubadas em solução de Triton- 

X (0,001%), após as células foram centrífugadas a 2000 rpm por 5 minutos. No final desse 

tempo, o iodeto de propídio foi adicionado diretamente na solução de modo que fique na 

concentração final de 50 μg/mL. Dez mil eventos foram analisados por citometria de fluxo 

(BD FACSverse ™) (WENZEl et al.,2018).  

 

 

3.3.7 Ensaio do cometa versão alcalina 

 

• Princípio do teste 

 

Os estudos de genotoxicidade in vitro são ferramentas sensíveis para 

verificação de lesões no DNA e do potencial de carcinogenicidade de agentes químicos ou 

físicos. (LU et al., 2017). Este ensaio vem sendo proposto para análises genotóxicas, devido 

a sua peculiaridade e vantagem quando comparado a outros testes para detectar substâncias 

com potencial genotóxico. Além disso, o ensaio do cometa alcançou o status de teste padrão 

em uma bateria de análises usadas para avaliar a segurança de novos fármacos (COLLINS, 

2015). 

Portanto, o teste do cometa consiste na migração das moléculas de DNA 

submetidos à eletroforese após lise das membranas celulares e da digestão de 

nucleoproteínas, incluindo as histonas. Caso existam quebras na molécula de DNA causado 

pela substância em estudo, os pequenos fragmentos migram mais rápido do que os grandes 

fragmentos, formando um halo ou cauda (FAUST et al., 2018). 

 

• Delineamento experimental  

 

  As células K-562, FEPS e PBMC (peripheral blood mononuclear cell) 

foram semeadas em placas de 6 poços a uma densidade de 50x10³ células/poço e mantidas 

por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Após 24 h horas de cultivo, foi 

realizado o tratamento com a molécula CNN1 na concentração de  0,1 μM  por 3 horas, 
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sendo o controle negativo tratado apenas com o solvente DMSO (0,02%) e o controle 

positivo com SN-38 (0,1 μM) e mesisalo.  Após o tratamento, as células foram centrifugadas 

por 10 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em aproximadamente 20 μL, da qual será retirado 15 μL de suspensão e 

misturados a 300μL de agarose de baixo ponto de fusão a 0,8%. Em seguida, a suspensão de 

células foi adicionada rapidamente sobre a primeira camada de agarose presente na lâmina, 

em seguida foi coberta com a lamínula (24x60mm) e mantida em baixa temperatura, até o 

processo de solidificação da agarose. Após, a lamínula foi retirada e a lâmina mergulhada na 

posição vertical em solução de lise (2,5M NaCl, 100 mM EDTA , 10 mM Tris, 1% Triton 

X-100, 10% DMSO e 1% N-Lauroyl sarcosine; pH 10) a 4ºC e protegida da luz por um 

período de 48 horas. Em seguida, as lâminas foram submetidas a solução de eletroforese (1 

mM EDTA, 300 mM NaOH; pH ≥13).  

Na próxima etapa, as lâminas foram mantidas em repouso no tampão de lise 

submersas na cuba de corrida por 20 minutos, antes de dar início à eletroforese, a fim de se 

permitir o desenovelamento do DNA. Após este processo, a eletroforese foi iniciada em luz 

baixa por 20 minutos, usando 34 V e uma corrente de 300 mA. Após a corrida 

eletroforética, as lâminas foram retiradas e mergulhadas rapidamente em H2O destilada 

gelada (4ºC) para a remoção da solução de eletroforese, sendo necessária duas lavagens. 

Após as lâminas foram fixadas mergulhadas em etanol absoluto por 3 minutos. As células 

foram contadas em microscópio de fluorescência e foi adicionada 20 μL de iodeto de 

propídeo (20μg/ mL).  

 Em seguida, foi realizada a análise de acordo com o padrão de escores 

previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do cometa. (BURLINSON 

et al., 2007). Foram contados 100 cometas/lâmina e assim foram classificados de acordo 

com a percentagem de DNA na cauda do cometa, indicando o grau de quebra na molécula 

de DNA. Onde, 0 = sem danos (<5%), 1 = baixo nível de danos (5-20%), 2 = médio nível de 

danos (20-40%), 3 = alto nível de danos (50%- 90%) e 4 = dano total (>90%).   

Posteriormente, a contagem das células nucleadas e atribuição de escores nas 

lâminas de cada amostra foi estabelecido um índice de dano (ID). O cálculo do índice de 

dano foi realizado através da soma dos produtos do escore como número de danos 

respectivo de acordo com cada nível, a partir da seguinte fórmula ( BURLINSON et al., 

2007). 

ID: (0 x n ) +  ( 1 x n ) + ( 2 x n ) + (3 x n ) + ( 4 x n) 
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Onde, ID é o índice de dano, n é a quantidade de danos obtida por escore. 

 

3.3.7.1 Isolamento de células PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) 

 

As células PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) foram coletadas de 

doadores saudáveis, indivíduos não fumantes (duas mulheres e dois homens, com idades 

entre 20 e 30 anos), após assinatura do termo de consentimento para participação no estudo, 

que foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (registro número 

52352121.0.0000.5054). As amostras de sangue foram coletadas  baseado no protocolo 

Fenech (2012). As células foram isolados usando o gradiente de densidade Histopaque-1077 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para o ensaio do cometa versão alcalina.  Foram 

semeados 1 × 106  de células PBMC em placas de seis poços em meio (RPMI 1640, 

Gibco®, Nova York, NY, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS, 

Gibco®), 100 U/mL de penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina (Gibco®) e 

fitohemaglutinina A (PHA; Gibco-Invitrogen, Waltham, MA, EUA) por 20 h a 37 °C.  

 

3.3.8 Detecção de células apoptóticas e necróticas por marcação com Anexina V/iodeto de 

propídeo  

 

Este ensaio é utilizado para determinar a população de células em apoptose 

tanto in vivo quanto in vitro. Assim sendo, a partir destes marcadores é possível identificar 

a proporção de células vivas (anexina V- /PI- ), células em estágio recente de apoptose 

(anexina V+ /PI-) células em estágio tardio de apoptose ou em necrose secundária (anexina 

V+ /PI+ ) e células em necrose (anexina V- /PI +). Portanto, através da marcação de 

anexina V, é possivel  detectar os estágios iniciais da apoptose, enquanto o iodeto de 

propídio permite avaliar os momentos finais deste processo de morte celular por citometria 

de fluxo (FAUST et al., 2018). 

  

•  Delineamento experimental  
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As células (K-562 e FEPS) foram cultivadas em placas de 6 poços na 

densidade de 5 x 10³ células/poço e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% 

de CO2 a 37ºC. Após esse período, foi realizado o tratamento de 24 h com a molécula 

CNN1 (0,1 μM) e os controles positivos MI (0,1 μM e 10 μM) e SN-38 (0,1 μM). O 

controle negativo foi tratado apenas com o solvente DMSO (0,02%). Em seguida,  as células 

foram ressuspendidas no 1X (Binding Buffer®) no volume de 400 ul e foi adicionado 5 μL 

de Anexina V e 5 μL o iodeto de propídio (1ug/mL) por 20 minutos de incubação. 

Posteriormente, as células foram ressuspendidas em PBS e dez mil eventos foram analisados 

por citometria de fluxo (BD FACSverse ™) (WENZEl et al.,2018).  

 

3.3.9 Análise diferencial morfológica  

 

• Princípio do teste 

 

O método de coloração com kit Panótico (LaborClin® PR, Brasil), baseia-se 

na revelação diferencial das células, e permite diferenciar células viáveis daquelas em 

processo de morte por apoptose ou necrose (CHANG et al., 2019). 

 

• Delineamento experimental 

 

As células (K-562 e FEPS) foram semeadas em placas de 12 poços com  

densidade de 50 x 10³ células/poço e foram mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera 

de 5% de CO2. Após este período, foi realizado o tratamento com a CNN1 (0,1 μM) e 

controle positivo SN-38 (0,1 μM). O controle negativo recebeu o tratamento com apenas o 

solvente DMSO (0,02%) . Após a incubação, as células foram centífugadas por 10 minutos 

a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram submetidas a citocentrífuga, e 

foram coradas com kit Panótico (LaborClin® PR, Brasil). A análise foi realizada no 

aumento de 40x em microscopio de luz (Motic® BA310, Canadá) (CHANG et al., 2019). 
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3.3.10 Expressão dos genes TOP1, H2AFX, ABCB1 e BCR-ABL1 por RT-qPCR (Real-time 

reverse transcription Polymerase Chain Reaction) 

 

• Delineamento experimental  

 

As células (K-562 e FEPS) foram cultivadas em placas de 6 poços numa 

densidade de 50 x 10³ células/poço e mantidas por 24 horas na estufa com atmosfera de 5% 

de CO2 a 37ºC. Depois  desse período, foi realizado o tratamento no tempo não citotóxico 

de 18 horas com CNN1 na concentração de 0,1 μM. O controle negativo foi tratado apenas 

com o solvente DMSO (0,02%). Ao final do tratamento, o RNA foi extraído usando 

TRIzol® (Life Tecnologies) de acordo com as instruções do fabricante, apartir de 20 ng de 

RNA foi realizada a transcrição reversa para obter o DNA complementar usando o kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcriptase (Life Tecnologies). A concentração e a qualidade do 

RNA foram determinadas usando o espectrofotômetro NanoDrop (Kisker, Germany). 

O gene alvo selecionado para a avaliação da expressão foi TOP1 (DNA 

Topoisomerase I) Hs 01080056_m1,  ABCB1(ATP-binding cassette sub-family B member1) 

Hs 01290056_m1, BCR-ABL1 (Breakpoint cluster region - Abelson oncogene), 

Hs03024541_ft, e o gene endógeno controle foi ABL (Hs 999999002_mH). O qPCR em 

tempo real foi feito usando o equipamento ABI 7500 Real-Time PCR system (Applied 

Biosystems®) e o sistema de detecção TaqMan® Gene Expression Assay (Life tecnologies, 

EUA). Para o gene H2AFX (H2A.X variente histone) e o endógeno ACBT (Actin Beta) foi 

realizado o qPCR pelo kit Fast SybrGreen (Applied Biosystems, EUA), e as sequências de 

primers foram desenhados pelo programa Oligo Perfect Designer (Invintrogen) e estão 

listados na tabela 4.  

Ressalta-se que ambos os métodos foram feitos no QuantStudio5 Real-Time 

PCR system (Applied Biosystems®). Todos os experimentos de PCR em tempo real 

seguiram as exigências feitas por Minimum Information for Publication of Quantitative 

Real-Time PCR Experiments- MIQE Guidelines (BUSTIN et al., 2009). O nível de 

expressão foi calculado usando o método ΔΔCt, normalizando as amostras em relação ao 

gene endógeno utilizado (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). 
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Tabela 4 -  Sequência de oligonucleotídeos usados no RT-qPCR.  

Gene  Sequência (5’ – 3’) Sequência de referência NCBI 

H2AFX F- ACCAGCACAAGTCGGTTA NM_002105.3 

 R - AAGGTTCTAGTCGTGGAAGG  

ACTB¹ F- CTGGAACGGTGAAGGTGACA NM_001101.5 

 R- AAGGGACTTCCTGTAACAACGCA  

¹ o gene ACTB foi usado como gene referência. 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

 

 

3.4 Análise estatística  
 

 

A análise do ensaio de citotoxicidade por Alamar blue foi realizada através 

do log do inibidor versus log da resposta normalizada para determinar a CI50 a partir da 

regressão não-linear, utilizando o programa GraphPad Prism. Os dados dos demais ensaios 

foram analisados a partir da média e do desvio padrão de três experimentos independentes. 

Todos os grupos de amostras foram testados quanto à normalidade usando o teste 

Kolmogorov-Smirnov. Para verificar a ocorrência de diferença significativa os diferentes 

grupos e condições experimentais, os dados foram comparados por análise de variância 

(ANOVA) seguido do teste de Bonferroni ou Tukey, t-teste com nível de significância de 

95% (p<0,05). 

 

 

4 RESULTADOS 

 

4.1 A molécula CNN1 mostrou atividade citotóxica seletiva para as linhagens de leucemia 

 

  Para determinar se as naftoquinonas exibiam atividade antitumoral contra as 

linhagens de tumores sólidos e linhagens de leucemia, foi realizado um teste inicial de 

citotoxicidade por Alamar Blue após 72 h de tratamento para determinação da CI50 (Tabela 

5). Todas as naftoquinonas estudadas demonstraram elevada citotoxicidade 

preferencialmente para as diferentes linhagens de leucemia, HL60, K-562 e K-562-Lucena 

1. Interessantemente, algumas naftoquinonas tiveram maior atividade citotóxica para a 

linhagem quimiorresistente K-562-Lucena 1 (11a, 11b, 11c, 11d, 11e, 12a, 12b e 12f), com 
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CI50 abaixo de 1 µM. Por outro lado, não foi observada citotoxicidade para as linhagens 

ACP-02, AGP-01 e SK-MEL-19. A naftoquinona CNN1 é representada pela “11a“ na tabela 

a seguir.  

 

Tabela 5 -  Atividade citotóxica in vitro das naftoquinonas.  

CI50 µM 

Compostos      MRC-5    HL-60   IS    K-562   IS K-562Lucena   IS 

11a        15,46 

(8,88  – 17,90) 

0,82 

(0,62 – 1,09) 

18,85 1,12 

(0,90 – 1,38) 

13,80 0,90 

(0,42 – 1,56) 

17,17 

11b         8,12 

 (5,45 –  11,89) 

0,88 

(0,47 – 1,62) 

 10,36 0,88 

(0,73 – 1,06) 

10,36 0,31 

(0,25 – 0,38) 

24,60  

11c         8,10 

 (5,57  –  12,94) 

2,16 

(1,80 – 2,59) 

 4,67 2.53 

(2,15 – 2,97) 

3,99 0,96 

(0,68 – 1,36) 

10,52 

11d         9,98 

 (7,32  –  14,02) 

0,77 

(0,69 – 0,91) 

 12,96 1,28 

(1,14 – 1,45) 

9,89 0,41 

(0,34 – 0,96) 

24,34 

11e        12,15 

 (6,52  –  30,67)  

0,73 

(0.58 – 0.93) 

 16,64 0,34 

(0,26 – 0,42) 

35,73 0,80 

(0,67 – 0,94) 

15,18 

11f        14,05 

(7,61  –  20,19) 

0,72 

(0,61 – 0,84) 

 19,51 0,35 

(0,28 – 0,48) 

40,14 1,04 

(0,85 – 1,25) 

13,50 

11g        11, 44 

(5,72   – 15,29) 

1,53 

(1,36 – 1,73) 

 7,47 0,64 

(0,49 – 0,84) 

17,87 1,61 

(1,26 – 2,04) 

7,10 

11h        10,15  

(5,31  – 17,45) 

2,20 

(1,70 – 2,85) 

 4,61 0,89 

(0,73 – 1,07) 

11,40 2,06 

(1,78 – 2,37) 

4,92 

12a         7,15 

 (5,32  –14,87) 

0,59 

(0,48 – 0,72) 

 12,11 0,88 

(0,76 – 1,02) 

8,12 0,32 

(0,34 – 0,60) 

22,34 

12b        10,16 

 (5,52  – 12,91) 

1,56 

(1,05 – 2,32) 

 6,51 1,13 

(0,93 – 1,37) 

8,99 0,48 

(0,33 – 0,70) 

21,14 

12c        10,11 

 (7,31 – 11,30) 

1,21 

(1,02 – 1,45) 

 8,35 1,31 

(1,14 – 1,51) 

7,71 0,52 

(0,68 – 1,36) 

 19,44 

12d          13,75 

 (6,78 – 30,67) 

0,81 

(0,59 – 1,10) 

16,97 0,44 

(0,34 – 0,57) 

31,25 1,21 

(0,98 – 1,48) 

 11,36 

12e        11,02 

 (5,10 –  14,21) 

0,89 

(0,73 – 1,08) 

12,42 0,43 

(0,32 – 0,55) 

25,72 1,08 

(0,95 – 1,22) 

 10,24 

12f         9,34 

 (8,89 – 10, 28) 

1,00 

(0,77 – 1,30) 

 9,34 0,34 

(0,27 – 0,44) 

27,47 0,96 

(0,73 – 1,24) 

  9,72 

12g         10,63 

  (9,31 – 13,12) 

1,39 

(0,86 – 2,24) 

7,64 0,48 

(0.40 – 0.56) 

22,14 1,72 

(1.48 0 2.0) 

  6,71 

12h         10,71 2,14  5,00 0,96 11,15 2,18   4,91 
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  (7,76  – 16,56) (1,69 – 2,75) (0,74 – 1,23) (1,90 – 2,51) 

Doxo ¹         0,24 

  (0,16  – 0, 25) 

0,05 

(0,02 – 0,12) 

 4,8 0,14 

(0,10 – 0,19) 

 1,71 0,21 

(0,13 – 0,32) 

  1,14 

 

Legenda: Valores de CI50 (μM), intervalo de confiança de 95% e índice de seletividade baseado no ensaio de 

citotoxicidade por Alamar Blue em linhagens de leucemia e linhagem não neoplásica após 72 horas de 

tratamento.Os dados são apresentados foram obtidos por regressão não linear, foram realizados três 

experimentos independentes. ¹ Doxorrubicina (doxo) foi usada como controle positivo do experimento. 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

Logo após, foi proposto a avaliação da atividade citotóxica das 16 

naftoquinonas contra a linhagem não neoplásica humana de fibroplasto de pulmão (MRC-5), 

os dados revelaram que a naftoquinona CNN1 destacou-se com CI50 de 15,46 μM após 72 h 

de tratamento, demonstrando que essa molécula apresenta menor atividade citotóxica na 

linhagem não neoplásica quando comparado com as outras naftoquinonas. Baseado nestes 

resultados, apenas a molécula CNN1 foi selecionada para os testes subsequencias contra a 

linhagem quimiorresistente FEPS, onde foi demonstrado excelente atividade citotóxica com 

a CI50 de 0,60 μM (Tabela 6).  

 

Tabela 6 -  Atividade citotóxica in vitro das naftoquinonas nas linhagens de leucemia.  

CI50 µMa  

Compostos     K-562        K-562-Lucena 1              FEPS IS 

CNN1       1,12 

(0,90 – 1,38) 

    0,90 

   (0,34 – 1,27)  

     0,60 

   (0,48 – 0,80)  

27,76 

MI       0,03 

(0,02 – 0,05) 

                 4,97 

         (3,69 – 5,70) 

               9,66 

        (8,45 – 11,1) 

   - 

SN-38       0,03 

(0,01 – 0,08) 

             

               -  

               0,50 

        (0,12 – 0,78) 

   - 

 

Legenda: Valores de CI50 (μM), intervalo de confiança de 95% e índice de seletividade baseado no 

ensaio de citotoxicidade por Alamar Blue em linhagens de leucemia após 72 horas de 

tratamento.Mesilato de imatinibe (MI). 

Fonte: elaborada pela autora. 

 

 

Em seguida, foi realizado o índice de seletividade (IS) da molécula CNN1 

conforme a fórmula expressa no item 3.3.2. Dessa forma, levando em consideração a razão 

entre a CI50 na linhagem não neoplásica MRC-5 e na linhagem quimiorresistente FEPS que 

foram, respectivamente, 15,46 μM e 0,60 μM, tem se o IS de 25,76, sendo assim quanto 
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mais distante de 1,0 for a razão, maior é a seletividade da molécula avaliada para linhagem 

tumoral, mostrando redução de efeitos tóxicos.   

Baseado nesses achados,  a molécula CNN1 foi a mais promissora, sendo, 

portanto escolhida para os experimentos seguintes in silico e in vitro. Para os experimentos 

in vitro foram avaliados dois controles positivos: Mesilato de Imatinibe (inibidor tirosina 

quinase) e SN-38 (inibidor de  DNA topoisomerase I). Os dados demonstraram nas 

linhagens K-562 e FEPS após o tratamento de 72 h com o mesilato de imatinibe (MI) a CI50 

de 0,03 μM e CI50 9,66 μM, respectivamente. Os resultados para o composto SN-38 nas 

linhagens K-562 e FEPS revelaram a CI50 de 0,03 μM e CI50 0,50 μM, respectivamente.  

 

4.2 Perfil farmacocinético da molécula CNN1  

 

  Diante dos resultados in vitro promissores da molécula CNN1, foram 

realizados estudos in silico para compreender os processos de absorção, distribuição, 

metabolismo, excreção e toxicidade (ADME/T) da molécula CNN1, através do servidor 

online admetSAR. Os resultados de ADME/T que apresentam uma função de probabilidade 

estão resumidos na tabela 7. Na seção de absorção, a molécula CNN1 foi considerada 

permeável para a linhagem de células epiteliais humanas (Caco-2) e também foi positiva 

para absorção intestinal humana (AIH), sugerindo que molécula CNN1 apresentam potência 

para permeabilidade intestinal e pode ser administrada por via oral. Outros resultados ainda 

sobre as cacaraterísticas de absorção, foi que a molécula CNN1 não é inibidora da 

glicoproteína-P (P-gp), e não foi considerada substrato para P-gp. No perfil quanto a 

distibuição, a molécula CNN1 apresenta permeabilidade à barreira hematoencefálica (BHE).  

                     No que diz respeito ao metabolismo, a molécula CNN1 foi considerada 

inibidora das enzimas CYP450 1A2, CYP450 2C9 e CYP450 2C19. Por outro lado, a  

CNN1 não inibe as enzimas CYP450 2D6 e CYP450 3A4, porém foi classificada como 

substrato para esta última enzima. Para as enzimas CYP450 2C9 e CYP450 2D6 a CNN1 

demonstrou não ser substrato. Na predição para o parâmetro de excreção, a CNN1 mostrou 

tempo de meia vida (t1/2) de  > 30 minutos. E por fim para toxicidade, foi visto que a CNN1 

não é inibidora  do gene Ether-a-go-go Related (hERG), que está associado a um menor riso 

de induzir toxicidade.  

            Adicionalmente, para os resultados do teste mutagênico a molécula CNN1 foi 

determinado como mutagênico. De forma geral, a predição da farmaconcinética da molécula 



46 
 

46 
   

CNN1 foi classificada com resultados excelentes para administração oral, além de interagir 

com enzimas que tem relevância quantitativa quanto a metabolização de diferentes 

fármacos, demonstrando um perfil farmacocinético promissor.  

 

Table 7 - Predição dos parêmetros de farmacocinética da CNN1, através do servidor online 

admetSAR. 

 

Modelo Resultados Probabilidade 

   Absorção 

Permeabilidade em Caco-2   Positivo              76 % 

Absorção humana intestinal (AHI) Positivo    99 % 

Inibidor de P-gp Negativo  82 % 

Substrato de P-gp Negativo  87 % 

    Distribuição 

Barreira Hematoencefálica (BHE)  Positivo 89 % 

   Metabolismo 

CYP450 1A2 inhibição Positivo  91 % 

CYP450 3A4 inhibição  Negativo  58 % 

CYP450 3A4 substrato  Positivo  51 % 

CYP450 2C9 inhibição  Positivo  84 % 

CYP450 2C9 substrato  Negativo   100 % 

CYP450 2C19 inhibição Positivo  62% 

CYP450 2D6 inhibição Negativo  80% 

CYP450 2D6 substrato  Negativo  86% 

Excreção 

T1/2 (h)  >  30 min - 

    Toxicicidade 

Gene hERG   Não inibidor 38% 

Teste mutagênico  Positivo 80% 

         Fonte: Dados da pesquisa. 
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4.3. Predição de alvos moleculares da CNN1 

Os possíveis alvos terapêuticos da CNN1 foram avaliados pelo servidor 

online SwissTarget Prediction (SwissInstitute of Bioinformatic, Suiça), segunda a 

classificação do valor de porcentagem (%) no servidor, visto que ele representa a 

probabilidade da molécula avaliada ser um ligante de um alvo conhecido. Sendo assim, 

foram identificados 15 alvos de diferentes classes biológicas, dentre elas: 60% enzimas; 

20% fosfatases e 20% outros, com destaque para as enzimas. 

                         Baseando-se na função de probabilidade de cada alvo que se encontra 

expresso na tabela 8. Os principais alvos encontrados foram DNA topoisomerase I (TOP1), 

atirosil-DNA fosfodiesterase-1 (TDP1), topoisomerase-1 mitocondrial (TOP1mt), ciclo de 

divisão celular  25A (Cdc25A), fosfatase de dupla especificidade 6 (DUSP6) e monoamina 

oxidase b (MAOB).  

            Dentre os principais os alvos, a enzima TOP1 demonstrou probabilidade 

acima de 50% de ser um alvo da molécula estudada. Como essa enzima nuclear desempenha 

importante papel na topologia da molécula de DNA, foi escolhida para estudos de docking 

molecular. Além disso, vale ressaltar a importância de moléculas que possam inibir essa 

enzima, visto que esse alvo molecular se encontra alterado em vários tipos tumorais 

(HUANG et al., 2017; GUERRA et al., 2018). 

 

Tabela 8  -  Predição dos alvos para molécula CNN1 pelo servidor SwissTarget Prediction. 

 

 

Alvo 

 

     Nome 

 

   Uniprot           

ID 

 

Probabilidade 

 

3D/2D 

comps. 

 

Classe  

DNA topoisomerase I TOP1 P11387       ***   0/9 Enzima 

Atirosil-DNA fosfodiesterase-1 TDP1 Q9NUW8       ***   0/7 Enzima 

Topoisomerase-1 mitocondrial  TOP1mt Q969P6        **   0/4 Enzima 

Ciclo de divisão celular  CDC25A P30307        **   0/2 Fosfatase 

Fosfatase de dupla especificidade 6 DUSP6 P28562         *   0/2 Enzima 

Monoamina oxidase b MAOB P28562         *   0/2 Enzima 

Legenda: Probabilidade de alvo: *< 20%; ** >20%; ***> 50%. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

 

 



48 
 

48 
   

4.4 Docagem molecular da CNN1 com a DNA topoisomerase I  

 

      Para examinarmos mais a fundo a interação da CNN1 com a DNA 

topoisomerase I (TOP1), foram utilizados os algoritmos Autodock Tools e AutoDock Vina 

para prever a ligação da proteína e ligante.  

      Os resultados demonstraram que a energia de ligação (ΔG) da molécula 

CNN1  inibi fortemente a enzima TOP1, com afinidade de ligação de -11,94 kcal/mol, 

enquanto os inibidores de TOP1 conhecidos e usados na clínica, como topotecan e SN-38 

exibiram energia livre de ligação de -13,66 Kcal/mol e -15,26 kcal/mol, respectivamente 

(Tabela  9).   

           Os estudos de docagem molecular também revelaram que CNN1 interagi com 

os resíduos na cavidade catalítica da TOP1, como Arg-364 e as bases a-113 e g-115 usando 

três ligação de hidrogênio (Figura 5). Além disso, a interação de topotecan com a TOP1 

formou uma ligação de hidrogênio com Glu-356. Já para o SN-38, foram formadas duas 

ligações de hidrogênio com Arg-364 e Asp-533. Foi interessante notar que o inibidor de 

TOP1 bem conhecido, como SN-38 formou ligações de hidrogênio com resíduos com Arg-

364, como observado para a molécula CNN1. Portanto, sugerimos que CNN1 tem potencial 

para ser uma molécula candidata para a inibição do alvo TOP1.  

 

    Tabela 9. Resultados da energia livre de ligação (ΔG) e identificação de resíduos de 

aminoácidos realizando ligação de hidrogênio, foram estimadas com Autocock Vina.  

 

Compostos ΔG(kcal/mol)  Resíduos catalíticos 

CNN1 −11.94 kcal/mol Arg-364, A-113, G-115 

Topotecan −13.66 kcal/mol  Arg-364, Asp-533 

SN-38  −15.26 kcal/mol   Glu-356 

       Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

Figure 5 - Resultados dos docking molecular da molécula CNN1, topotecan e SN-38 com a 

proteína TOP1. 
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Legenda: A estrutura de acoplamento 3D dos compostos na cavidade catalítica da proteína 

TOP1 em a) molécula CNN1 “11a", b) topotecan, c) SN-38. Representação 2D das interações 

com resíduos de aminoácidos no sítio catalítico da enzima TOP1 d) CNN1, e) topotecan e f) 

SN-38.   

Fonte: Dados da pesquisa, imagens obtidas pelo programa Autodock.  

 

 4.5 A molécula CNN1 causa alteração na viabilidade celular nas linhagens K-562 e 

FEPS 

              

       Com o propósito de avaliar se a molécula CNN1 não possui atividade citotóxica 

nas condições de estudo para os testes de avaliação molecular, foi realizado ensaio de 

viabilidade celular por Azul de tripan. As linhagens K-562 e FEPS foram tratadas nas 

concentrações de 0,1 µM, 0,2 µM e 2,0 µM da molécula CNN1 no período de 18 h (Figura 

6). Os resultados de viabilidade celular no controle negativo foram de 96% de células com 

membrana íntegra, os mesmos resultados foram demonstrados para a linhagem K-562 

tratada com a molécula CNN1 que apresentou o percentual de 95,66% na concentração de 

0,1 µM e 94,33% na concentração de 0,2 µM, não ocorrendo diferença significativa quando 

comparado ao controle negativo. Por outro lado, ao avaliar a concentração de 2,0 µM houve 

diferença significativa em relação ao controle negativo (p< 0,01) demonstrando um valor de 

74,66% de células íntegras. 

             Na linhagem FEPS foi observado no controle negativo um percentual de 98% 

de células com a membrana íntegra, e foi possível observar resultados similares na linhagem 
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FEPS que demonstrou um valor de 93,31% na concentração de 0,1 µM e 92% na 

concentração de 0,2 µM, não apresentando diferença significativa em relação ao controle 

negativo. Enquanto no tratamento com a concentração de 2,0 µM houve diferença 

significativa (p< 0,01), no percentual de células com a membrana íntegra que apresentou o 

valor de 81,33%, quando comparado ao controle negativo.  

 

Figura 6 - Percentual de viabilidade celular nas linhagens K-562 e FEPS após 18 horas de 

tratamento com a molécula CNN1. 

 

Legenda: As amostras tratadas foram comparadas com o controle negativo (DMSO), analisadas 

estatisticamente usando ANOVA seguido por teste de Bonferroni, foram realizados três experimentos 

independentes.  Diferenças significativas: **p<0,01. 
Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

4.6  A molécula CNN1  induz alteração na integridade de membrana nas linhagens K-

562 e FEPS  

 

                       A viabilidade celular (integridade de membrana citoplasmática) foi analisada por 

citometria de fluxo através da marcação nuclear do iodeto de propídeo (IP), como agente 

fluorogênico (Figura 7). Através da análise da figura 7, observou-se a porcentagem de células 

não viáveis nas linhagens K-562 e FEPS de 8,53 ± 1,58 e 8,3 ± 2, respectivamente. Entretanto, 

após a incubação com a molécula CNN1 houve um aumento significativo na população de 

células não viáveis (p< 0,001) nas linhagens K-562 e FEPS, em relação ao controle 

negativo.  
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            O controle posivito MI, induziu apenas na linhagem K-562 um aumento 

discreto na população de células não viáveis, ainda que significativo (p< 0,01). Já os 

resultados do SN-38 demonstraram aumento na população de células não viáveis de forma 

significativa (p< 0,001) em ambas as linhagens. Ademais, houve diferença estatística entre 

os tipos de tratamentos nas duas linhagens leucêmicas, na qual a molécula CNN1 exibiu um 

aumento no percentual de células com alteração na integridade de membrana quando 

comparada ao MI e SN-38 (p< 0,001). Sendo assim, esses achados mostram que a CNN1 

induziu alteração na integridade de membrana nas linhagens K-562 e FEPS de forma mais 

evidente em relação ao MI e SN-38. 

 

Figura 7 - Análise da alteração de integridade de membrana acarretado pela molécula 

CNN1 após 24 h de tratamento nas linhagens K-562 e FEPS, devido a alta incorporação de 

iodeto de propídeo (IP) pelas células não viáveis.  
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Legenda: As barras representam a média ± desvio padrão da média de 3 experimentos independentes. 

As amostras tratadas foram comparadas com o controle negativo (DMSO), analisadas estatisticamente 

usando ANOVA seguido por teste de Bonferroni. Diferenças significativas: **p< 0,01; ***p<0,001. 

NS: não significativo. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

 

4.7 Despolarização no potencial de membrana mitocôndrial (Δψm) nas células K-562 e 

FEPS induzida pela CNN1 

 

           Posteriormente, foi proposto a avaliação do efeito da CNN1 no pontecial de 

membrana mitocôndrial após 24 h de tratamento (Figura 8). De acordo com os resultados, a 

CNN1(0,1 µM)  induz despolarização no potencial de membrana mitocondrial de forma 

significativa (p< 0,001) nas linhagens K-562 e FEPS, quando comparado ao controle 

negativo. 

           Além disso, o tratamento com MI (0,1 µM e 10 µM ) causa despolarização no 

potencial de membrana mitocondrial significativamente (p< 0,01) em ambas as linhagens de 

leucemia. O SN-38 (0,1 µM) também causa dano mitocondrial significativo (p< 0,001) nas 

linhagens K-562 e FEPS. Adicionalmente, houve diferença estatística entre os tipos de 

tratamento em ambas as linhagens, na K-562 a molécula CNN1 mostrou maior 

despolarização mitocondrial quando comparada ao MI (p< 0,001). Para a linhagem FEPS, 

foi notado que molécula CNN1 induz dano mitocôndrial de forma pronunciada em relação 

ao MI e SN-38 (p< 0,001). 

 

Figura 8 - CNN1 induz despolarização de membrana mitocondrial nas linhagens K-562 e 

FEPS após 24 h de tratamento, através da baixa marcação do fluorocromo catiônico 

rodamina 123 (Rho123) quantificado por citometria de fluxo. 

B) C) 
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Legenda: As barras representam a média ± desvio padrão da média de 3 experimentos independentes. 

As amostras tratadas foram comparadas com o controle negativo (DMSO), analisadas estatisticamente 

usando ANOVA seguido por teste de Bonferroni. Diferenças significativas: **p< 0,01; ***p<0,001. 

NS: não significativo. 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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           Em seguida, foi proposto a identificação do efeito da CNN1 no ciclo celular 

das células K-562 e FEPS, através da análise do conteúdo de DNA por citometria de fluxo 

(Figura 9). Os resultados de ciclo celular mostraram que o controle negativo nas linhagens 

K-562 e FEPS foi de 32,21 % e 39,63 % na fase G0/G1, 30,30 % e 25,76 %, na fase S,  

25,67 % e 28,63 % na fase G2/M, respectivamente. Após o tratamento de 24 h com a CNN1 

(0,1µM) a distribuição das células aumentaram significativamente (p< 0,001)  na fase G2/M 

para 39,90 % e 40,70 % em K-562 e FEPS. O MI foi capaz de induzir acúmulo significativo 

(p< 0,05) de células na fase G0/G1 nas linhagens K-562 e FEPS, quando comparado ao 

controle negativo. O SN-38 induziu bloqueio na fase G2/M de forma significativa nas 

linhagens K-562 (p< 0,01) e FEPS (p< 0,001).  

            Além disso, através da análise do ciclo celular foi possível avaliar também a 

população de células com fragmentação no DNA (Figura 9). Os resultados de fragmentação 

no DNA no grupo sem tratamento nas linhagens K-562 e FEPS foi de 7,64 % e 5,84 %, 

respectivamente. Já o tratamento com a CNN1 (0,1 µM)  mostrou induzir aumento 

significativo (p< 0,01)  na população de células com fragmentação no DNA para 10,85 % e 

9,35 % nas linhagens K-562 e FEPS. O tratamento com o MI pode causar fragmentação no 

DNA significativamente nas linhagens K-562 (p< 0,01) e FEPS  (p< 0,001).  O 

quimioterápico SN-38 também  foi capaz de induzir fragmentação no DNA em ambas as 

linhagens. 

             

Figura 9 - Análise de fragmentação no DNA e bloqueio do ciclo celular ocasionado pela 

CNN1 após 24 h de tratamento nas linhagens K-562 e FEPS. 
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Legenda:  As barras representam a média ± desvio padrão da média de 3 experimentos independentes. As 

amostras tratadas foram comparadas com o controle negativo (DMSO), analisadas estatisticamente usando 

ANOVA seguido por teste de Bonferroni. Diferenças significativas: **p< 0,01; ***p<0,001.  

Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

4.7 Naftoquinona CNN1 induz efeito genotóxico seletivo nas linhagens K-562 e FEPS 

 

 

Em ordem de confirmar o potencial genotóxico da CNN1 nas linhagens K-

562 e FEPS foi realizado o ensaio do cometa versão alcalina, após 3 h de tratamento 

(Figura 10). O teste mostrou que a CNN1 (0,1µM) causa dano genotóxico significativo (p< 

0,001) nas linhagens K-562 e FEPS. Além disso, a CNN1  não foi capaz de induzir dano 

significativo nas células PBMC (peripheral blood mononuclear cell). O MI demonstrou 

efeito genotóxico significativo (p<0,001) apenas na linhagem K-562. O tratamento com SN-

38 pode induzir genotoxicidade significativa nas linhagens K-562 (p< 0,001) e FEPS (p< 

0,01), e também nas células PBMC (p< 0,001). 

Ademais, o efeito genotóxico da CNN1 foi significativamente maior nas 

linhagens K-562 e FEPS quando comparado com as células PBMC (p< 0,001). O MI 

demonstrou efeito genotóxico mais significativo (p< 0,001) na linhagem K-562 em relação 

as células FEPS e PBMC. Por outro lado, o quimioterápico SN-38 não apresentou diferença 

significativa entre as linhagens de leucemia e PBMC.    

 
 

Figura 10 - CNN1 induz dano genotóxico seletivo nas linhagens K-562 e FEPS após 3 h de 

tratamento, através do ensaio do cometa versão alcalina.   
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Legenda: As barras representam a média ± desvio padrão da média de 3 

experimentos independentes. As amostras tratadas foram comparadas com o 

controle negativo (DMSO), analisadas estatisticamente usando ANOVA seguido por 

teste de Bonferroni. Diferenças significativas: ** p< 0,01; ***p<0,001. Também foi 

feita a análise estatística usando ANOVA para determinar a diferença entre as  

linhagens K-562, FEPS e PBMC. Diferença representada na parte superior das 

barras (p< 0,01). 

Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

   4.10  CNN1 promove apoptose nas linhagens K-562 e FEPS 

 

 

Para investigar se a naftoquinona CNN1 promove apoptose foram utilizados 

os fluorocromos anexina V-Alexa Fluor® 488 e IP (iodeto de propídeo) por citometria de 

fluxo (Figura 11). Após o tratamento de 24 h com a CNN1 (0,1 µM) verificou-se aumento  

significativo na população de células em apoptose inicial nas linhagens K-562 e FEPS (p< 

0,001), e também foi possível identificar aumento na população de células em apoptose 

tardia nas linhagens K-562 (p< 0,001) e FEPS (p< 0,01). O controle positivo MI pode 

induzir de forma significativa (p< 0,01) apoptose inicial em ambas as linhagens. O 

tratamento com SN-38 foi capaz de causar apoptose inicial nas linhagens K-562  (p< 0,01) 

e FEPS (p< 0,05), o mesmo pode induzir apoptose tardia significativamente (p< 0,001) nas 

linhagens K-562 e FEPS. 
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Figura 11 - CNN1 promove apoptose nas linhagens K-562 e FEPS após 24 h de tratamento, 

através da utilização conjunta dos marcadores anexina V-Alexa Fluor® 488 e IP por citometria 

de fluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: As barras representam a média ± desvio padrão da média de 3 experimentos independentes. 

As amostras tratadas foram comparadas com o controle negativo (DMSO), analisadas estatisticamente 

usando ANOVA seguido por teste de Bonferroni. Diferenças significativas: *p< 0,01; ** p< 0,01; 

***p<0,001.  

Fonte: Dados da pesquisa 
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4.11 Características morfológicas e padrão de morte celular causado pela CNN1 nas 

linhagens K-562  FEPS 

 

                        Com o propósito de avaliar se a CNN1 pode induzir características 

morfológicas foi realizado a análise das células após 24 h de tratamento, através do Kit 

Panótico (Figura 12). No controle negativo as células K-562 e FEPS apresentaram perfil de 

células intactas com morfologia normal, respectivamente (Figura 12a-d). Os resultados 

mostraram que a CNN1 (0,1 µM) pode alterar o volume celular e nuclear na linhagem K-

562, essas características foram consideradas como células em apoptose (Figura 12c). Para 

a linhagem FEPS a naftoquinona CNN1 (0,1 µM) causou a formação de protuberâncias 

citoplasmáticas, conhecidas como blebs (Figura 12f). Além disso, as células K-562 e FEPS 

expostas ao  tratamento com SN-38 (0,1 µM) também exibiram formação de blebs (Figura 

12b-e). 

      

Figura 12 - A naftoquinona CNN1 induz modificações morfológicas nas linhagens K-562 e 

FEPS após o tratamento de 24 h, através da análise pelo Kit Panótico.  
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Legenda: A) e D) são as linhagens K-562 e FEPS sem tratamento, respectivamente; b) K-562 após o 

tratamento com SN-38 na concentração de 0,1 µM; c)  K-562 exposta CNN1 na concentração de 0,1 µM, e) 

FEPS após o tratamento com SN-38 na concentração de 0,1 µM e; f) FEPS depois do tratamento com CNN1 

na concentração de 0,1 µM. 

Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

4.12 Modulação na expressão dos genes TOP1 e H2AFX induzida pela CNN1 nas 

linhagens K-562  FEPS 

 

Para aprofundar a sensibilidade genotóxica induzida pela CNN1, foi sugerida 

a capacidade de modulação na expressão dos genes TOP1 (DNA Topoisomerase I) e H2AFX 

(H2AF.X Variant Histone) após 18 h de tratamento (Figura 13).  De forma surpreendente, a 

CNN1 (0,1 µM) diminuiu a expressão do gene TOP1 de forma significativa (p< 0,001) nas 

linhagens K-562 e FEPS em comparação com o controle negativo. Na continuação da 

investigação, nossos resultados revelaram que a CNN1 aumentou significativamente (p< 

0,01) a expressão do gene H2AFX nas linhagens K-562 e FEPS em relação ao controle 

negativo. Por outro lado, a CNN1 não causou diminuição significativa (p> 0,06) no gene 

ABCB1 (ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1) nas linhagens K-562 e FEPS, e 

também não foi capaz de modular a expressão do gene BCR-ABL1 (Breakpoint Cluster 

Region - Abelson Oncogene)  nas linhagens K-562 (p> 0,27) e FEPS (p> 0,28).  

Ademais, foi feita a análise comparativa da expressão do gene TOP1 em 

ambas as linhagens de leucemia (Figura 13). Os resultados demonstraram que expressão 

relativa do gene TOP1 indicou na linhagem quimiorresistente FEPS maior nível de 

expressão gênica em comparação com a linhagem sensível K-562 (p<0,01), demonstrando a 

importância desse alvo em modelo de célula resistente de LMC. 

 
 

Figura 13 -  CNN1 causa modulação na expressão gênica de TOP1 e H2AFX  nas linhagens 

K-562 e FEPS, após 18 horas de exposição.  
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Legenda: CNN1 (0.1 µM) modula a  expressão dos genes TOP1 e H2AFX na K-562 e FEPS  após 18 horas de 

exposição. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão de três experimentos independentes. As 

amostras tratadas foram comparadas com o controle negativo (DMSO), analisadas estatisticamente usando 

teste de t de Student Diferenças significativas: **p<0,01, ***p<0,001.NS: não significativo. 

Fonte : Dados da pesquisa  
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5 DISCUSSÃO 

As naftoquinonas apresentam importantes efeitos farmacológicos 

(BITENCOURT et al, 2020; BERETA et al., 2021; CHAO et al., 2021). Embora diversas 

naftoquinonas, principalmente análogos da juglona tenham sido estudadas na química 

medicinal por possuírem diversos mecanismos farmacológicos, essas moléculas têm 

chamado a atenção devido a sua acentuada citotoxicidade em diversas células tumorais 

(FARIAS et al., 2019; CAYUELA et al, 2021, CHANG 2021). 

Nesse trabalho buscou-se avaliar o potencial citotóxico de 16 naftoquinonas 

sintéticas em linhagens de tumores sólidos e linhagens de leucemia. Baseado nos resultados 

de citotoxicidade por Alarma blue, as naftoquinonas estudadas demonstraram acentuada 

atividade citotóxica sobre as linhagens de leucemia, HL60, quimiossensível K-562 e 

quimiorresistente K-562-Lucena 1, apresentando a CI50 abaixo de 2 µM. Por outro lado, as 

naftoquinonas não foram citotóxicas para as linhagens de tumores sólidos ACP-02, AGP-01 

e SK-MEL-19 e para linhagem não neoplásica humana MRC-5. A partir desses achados, a 

naftoquinona CNN1 foi escolhida, devido sua menor atividade citotóxica para a linhagem 

MRC-5 com a CI50 de 15,46 µM. Esses dados estão de acordo com outros trabalhos que 

destacaram o efeito citotóxico reduzido de naftoquinonas sobre células humanas normais 

como fibroblastos quando comparado com células de câncer, sugerindo que esse composto 

poderia constituir promissor agente terapêutico contra o câncer (HEGAZY et al., 2019). 

A continuação da investigação da citotoxicidade demonstrou que a CNN1 foi 

notavelmente seletiva para outra linhagem quimiorresistente (FEPS), revelando a CI50 de 

0,60 µM e IS de 27,76 quando comparada ao IS de outras naftoquinonas avaliadas neste 

estudo. Assim, essa razão de seletividade é importante para determinar o perfil de segurança 

de novos compostos, sendo possível  indicar se o composto inédito apresenta  maior 

seletividade  para as linhagens de câncer, evitando efeitos devastadores tóxicos como a 

grande maioria dos antineoplásicos, que podem causar lesões ao DNA e atacam 

indiscriminadamente células normais em proliferação, como por exemplo células 

sanguíneas, medula óssea e células da mucosa (MFOTIE et al., 2020).  
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Em nosso estudo, a molécula CNN1 foi 27 vezes mais seletiva para a 

linhagem quimiorresistente FEPS em relação a linhagem não neoplásica MRC-5, sendo 

assim, esses resultados reforçam a seletividade e a efetividade dessa substância em modelos 

de células resistentes de LMC, demonstrando sua preferência citotóxica para as células 

leucêmicas e baixa atividade citotóxica para  as células normais. Além disso, a CNN1 (CI50 

= 0,60 µM) apresentou atividade citotóxica semelhante para a linhagem FEPS quando 

comparado ao metabólito ativo do irinotecano (SN-38) (CI50 = 0,50 µM), mostrando que a 

CNN1 pode ser um potencial candidato na quimioterapia à base de irinotecano. Tsuboya e 

colaboradores (2019) mencionam que toxicidade do irinotecano é grande problema, com a 

mielossupressão e a diarréia sendo os efeitos colaterais mais comumente observados. Várias 

estratégias foram desenvolvidas para melhorar a atividade clínica do irinotecano, como a 

modulação bioquímica (PAULIKI et al., 2020), as modificações nas doses administradas 

(FUCHS et al., 2006) e também o uso do irinotecano em combinação com outros 

quimioterápicos (MARTINO et al., 2017). Esses resultados sugerem que a CNN1 pode ser 

uma estratégia para os pacientes que desenvolvem efeitos colaterais severos após a 

quimioterapia com irinotecano (MAKIYAMA et al., 2020). 

Nesse aspecto, para o prosseguimento do presente estudo a molécula CNN1 

foi selecionada para os experimentos seguintes in silico e in vitro contra as linhagens 

quimiossensível K-562 e quimiorresistente FEPS, sendo esta última linhagem uma excelente 

ferramenta para a compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na resistência à 

terapia na LMC. 

Diante da diversidade molecular de compostos químicos com atividade 

farmacológica, são necessários estudos de ADME/T, que se referem aos processos de 

absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade (GUAN et al., 2019). Bagchi 

colaboradores (2019) descrevem que um dos maiores obstáculos para o desenvolvimento de 

fármacos, é a capacidade de absorção em membranas de mucosas intestinais e barreira 

hematoencefálica. Os fármacos que permeiam essas barreiras biológicas apresentam 

promissoras propriedades físico-químicas, facilitando sua absorção pela via oral na 

circulação sistêmica, sendo assim, atingindo o tecido alvo. 

Dessa forma, os modelos de farmacocinética in silico estão sendo utilizados 

nos estágios iniciais para a caracterização e seleção de moléculas inéditas com maior 

potencial terapêutico. Nossos resultados de farmacocinética in silico, demonstraram que a 
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molécula CNN1 revelou capacidade de sofrer absorção intestinal humana, e da barreira 

hematoencefálica, além de ser considerada permeável à linhagem celular Caco-2. Nossos 

resultados estão de acordo com Halick e colaboradores (2018), os quais demonstraram que 

um grupo de naftoquinonas apresentam excelentes propriedades para sofrerem absorção 

intestinal humana, e também da barreira hematoencefálica, por meio de análises de 

ADME/T in silico. 

A maioria dos organismos vivos desenvolveram sistemas para evitar a 

absorção de xenobióticos e posteriormente eliminá-los. As enzimas do complexo citocromo 

450 (CYP) participam do processo de metabolização para eliminar os xenobióticos, por 

meio de vias enzimáticas que produzem oxidação, redução e hidrólise. Estima-se que os 

humanos exibem 30 isoformas  de enzimas CYP, que estão envolvidas no metabolismo de 

fármacos. No entanto, 90% do metabolismo oxidativo de fármacos ocorre através de seis 

enzimas principais: CYP 2D6, 2C9, 1A2, 2C19, 2E1 e 3A4. (HAKKOLA et al., 2020). 

Nossos achados nos estudo in silico, a molécula CNN1 é substrato da enzima CYP3A4, que 

apresenta alta relevância quantitativa na metabolização de fármacos no fígado humano 

(HAKKOLA et al., 2020; HIROTA et al., 2020). 

Muitas abordagens in silico são utilizadas também para análise de 

farmacodinâmica, que por sua vez,  estuda inter-relação entre a concentrações plasmáticas 

do fármaco e seu receptor (MIRSADEGHI e LARIJANI, 2017; DINGEMANSE et al., 

2019). Em nosso estudo, foi realizada a predição dos principais alvos enzimáticos 

encontrados para a molécula CNN1, os resultados exibiram aproximadamente 15 alvos de 

diferentes classes, com destaque para as enzimas. Dentre as enzimas principais, a DNA 

topoisomerase I (TOP1) foi selecionada com maior probabilidade e por ser um alvo com alta 

potência terapêutica. (HOU et al., 2020). 

A TOP1 é uma enzima nuclear essencial que controla o estado topológico do 

DNA, em muitos processos metabólicos celulares, como a replicação do DNA, transcrição, 

condensação e descondensação cromossômica (POMMIER et al., 2016; HOU et al., 2020; 

ZAGNOLI-VIEIRA e CALDECOTT, 2020). Devido ao seu papel em diferentes processos 

celulares, a enzima TOP1 é considerada um alvo atraente para triagem de agentes anticâncer 

(CALDECOTT, 2020). Em nosso estudo, investigamos o potencial farmacológico de 

interação entre a molécula CNN1 e o alvo biológico TOP1, por meio de estudos de docagem 

molecular. Nossos resultados demonstraram forte inibição da enzima TOP1, baseado no 
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valor de energia livre de ligação (ΔG) (−11.94 kcal/mol) entre o ligante e proteína, pois 

quanto menor a energia livre de ligação, mais favorecida é afinidade do ligante pelo receptor 

(Tabela 8) (BAILY, 2019). 

 Ainda no intuito de elucidar as interações intermoleculares da molécula 

CNN1 com a enzima TOP1, foi revelado que a naftoquinona pode interagir com resíduos de 

aminoácidos que compõe a cavidade catalítica da enzima TOP1, como Arg-364 e as bases a-

113 e g-115. Dessas três interações, uma delas foi similar nos resultados encontrados na 

interação entre a enzima TOP1 e o quimioterápico SN-38 (WONG et al., 2019). De acordo 

com Lee e colaboradores (2019), os quais mostraram que a naftoquinona 5n interagiu com 

resíduos no complexo enzimático da TOP1, como Asn352, Glu356 e Arg364, exibindo alta 

inibição desse alvo. Os resultados destes autores corroboram com os encontrados no 

presente estudo, uma vez que a molécula CNN1 também tem interação com resíduos 

semelhantes encontrados na cavidade catalítica da TOP1, demonstrando potencial clínico da 

molécula CNN1 como candidata para a inibição da enzima TOP1.  

 Cristini e colaboradores (2019) já haviam mostrado que a modulação na 

expressão do gene TOP1, pode afetar a formação do complexo DNA-enzima, que por sua 

vez impede a função da TOP1 na clivagem da molécula de DNA. Segundo Kohorts e 

colaboradores (2018) com base em ensaios clínicos recentes, têm ocorrido o interesse 

renovado em inibidores de DNA topoisomeras I em neoplasias mieloproliferativas 

agressivas, como por exemplo na leucemia mielóide aguda. Neste mesmo estudo, foi 

observado que as linhagens de leucemia mielóide aguda (MOLM13, ML1 e ML2) 

apresentavam expressão elevada de TOP1. Estes resultados, de acordo com os autores, 

sugerem estratégias que possam bloquear a ativação do complexo de clivagem DNA-TOP1, 

bem como a atividade da enzima TOP1. 

Em nosso estudo descobrimos que a linhagem quimiorresistente FEPS 

apresenta expressão mais elevada do gene TOP1 quando comparada com a linhagem 

parental K-562, estes achados ampliam a importância desse alvo em modelos de resistência 

de leucemia mielóide crônica. Devido a essa evidência, foi proposto a avaliação do efeito da 

molécula CNN1 na expressão do gene TOP1. Nossos ensaios revelaram redução 

significativa da expressão gênica de TOP1 nas linhagens K-562 (p< 0,01) e FEPS (p< 0,01). 

Wang e colaboradores (2019) descreveram que as naftoquinonas apresentam atividade 
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marcante como inibidores de TOP1, e a baixa expressão de TOP1 pode prevenir a 

resistência  em células tumorais  durante a quimioterapia.  

Dando seguimento ao estudo, investigamos se a CNN1 poderia causar 

apoptose nas linhagens K-562 e FEPS, como mecanismo de morte celular. Inicialmente, 

nossos resultados mostraram alteração significativa na integridade de membrana nas 

linhagens K-562 e FEPS (p< 0,001). Interessantemente, a CNN1 exibiu ruptura na 

integridade de membrana pronunciada nas linhagens leucêmicas em comparação com o 

Mesilato de Imatinibe (MI). Montenegro e colaboradores (2010) que descreveram a 1,4-

naftoquinona induziu ruptura na membrana na linhagem leucêmica (HL-60), derivada de 

Leucemia mielóide aguda. Adicionalmente, outras pesquisas demonstraram que  β-

lapachone foi capaz de induzir causar alteração na membrana na linhagem HL-60 

(CAVALCANTE et al., 2010) . Esses resultados reforçam que a naftoquinona CNN1 é um 

composto com importantes propriedades antitumorais.  

A próxima análise foi determinar se a alteração na membrana plasmática 

poderia estar relacionada com a despolarização do potencial de membrana mitocondrial, 

característica marcante de apoptose (CHIOU et al., 2020). A CNN1 causou despolarização 

no potencial de membrana mitocondrial em ambas as linhagens de leucemia  (p< 0,001), e 

também seu efeito foi mais significativo em relação ao MI  (p< 0,001). A desregulação na 

via da apoptose causa acúmulo de células leucêmicas e promove a formação de mais 

alterações genéticas, portanto, o dano mitocondrial induzido pela CNN1 pode ser uma 

excelente estratégia promissora na regulação da apoptose na LMC(BARMAN et al., 2018; 

MI et al, 2019).  

Em um estudo de Marx et al. (2020), foi observado que o irinotecano (SN-

38) pode induzir despolarização no potencial de membrana mitocondrial na linhagem de 

câncer colorretal (HCT-116). Outro estudo em modelos in vivo, o irinotecano foi capaz 

de  induzir apoptose dependente da via intrínseca em camundongos (Papaevangelou et al., 

2015). Nossos resultados apoiam a hipótese que a CNN1 apresenta um potencial anticâncer, 

dado ao seu perfil de induzir  morte celular de forma semelhante ao SN-38.  

Além disso, a CNN1 induziu acúmulo de células na fase G2/M em ambas as 

linhagens de leucemia (p< 0,001). Assim como descrito em outros modelos de estudo para 

compostos da classe das naftoquinonas, por exemplo em linhagens de câncer pulmão 
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(MATTHAIOS et al., 2013) e linhagens de câncer de mama (Brodniewicz et al., 2021). 

Uma característica distintiva das células tumorais é a divisão celular exacerbada que requer 

a replicação do DNA. Esse fenômeno que ocorre em células malignas é muito explorado 

para o desenvolvimento de quimioterápicos, pois as células são sensíveis ao bloqueio da 

replicação do DNA (JI et al., 2017) corroborando com nossos achados. 

Nesse sentido, ainda no presente estudo a CNN1 mostrou-se genotóxica 

preferencialmente nas linhagens K-562 e FEPS (p< 0,001), sugerindo que a supressão da 

expressão de TOP1 pode gerar danos no boxe de replicação do DNA e nas forquilhas de 

replicação que produzem quebras de fita dupla de DNA, como confirmado pelo ensaio do 

cometa alcalino (PORTILHO et al., 2021). Adicionalmente, a CNN1 não causou dano ao 

DNA em células mononucleares de sangue periférico (do inglês - PBMC).  Esses dados 

consolidam o efeito genotóxico seletivo da CNN1 pela linhagem FEPS com fenótipo MDR, 

e sugerem que a CNN1 pode beneficiar o tratamento antitumoral de pacientes refratários ao 

IM, com baixos efeitos mutagênicos.    

Como a maioria dos quimioterápicos, o irinotecano tem uma estreita janela 

terapêutica, o que explica suas toxicidades hematológicas e gastrointestinais. Esses efeitos 

colaterais podem levar a redução de doses e descontinuação do tratamento, bem como 

limitar a atividade antitumoral desse agente quimioterápico (MARX et al., 2020). Assim, a 

identificação de  novos compostos com mínimos efeitos colaterais e sem alterar sua 

eficiência antitumoral, podem trazer melhoras significativas para pacientes em tratamento 

com irinotecano. Nesse sentido, SN-38 foi genotóxico para as células PBMC,  por outro 

lado a CNN1 não exibiu dano significativo ao DNA nas células PBMC. Esses resultados 

sugerem que a CNN1 pode ser uma poderosa alternativa para o tratamento de pacientes 

submetidos ao irinotecano.  

Ademais, nosso estudo demonstrou que a apoptose causada pela CNN1 foi 

confirmada pela externalização de fosfatidilserina nas linhas K-562 e FEPS (p< 0,001). 

Neste contexto, outras naftoquinonas também foram capazes de induzir apoptose em 

linhagens de câncer de pulmão (HEGAZY et al., 2019), e linhagens de mama ( ). Dessa 

forma, nossos resultados mostraram que a citotoxicidade da CNN1 é baseada na capacidade 

de induzir apoptose através do aumento na população de células com fragmentação de 

DNA, despolarização do potencial de membrana mitocondrial e externalização de 

fosfatidilserina.  
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Para nosso conhecimento, pela primeira vez, investigou-se a capacidade da 

CNN1 em modular a expressão gênica do biomarcador H2AFX na linhagem FEPS 

(RAHMANIAN et al., 2021) , pelo fato da CNN1 induzir a apoptose através da via de dano 

ao DNA. Nossos resultados mostraram que a CNN1 induziu aumento na expressão gênica 

de H2AFX nas linhagens K-562 e FEPS de forma significativa (p< 0,001), sugerindo que a 

upregulated de H2AFX  tem um importante papel no início da apoptose na linhagem com 

fenótipo MDR (FEPS), por meio da sinalização de dano ao DNA. Zangh e colaboradores 

(2019) mencionam que a baixa expressão é considerada um evento contribuinte na 

resistência ao MI, e demonstram a importância de H2AFX no processo de regulação de 

apoptose em células de LMC. 

Adicionalmente, avaliamos se a CNN1 poderia modular a expressão gênica 

de ABCB1 e BCR-ABL1. De acordo com os nossos resultados, a CNN1 não diminuiu a 

expressão gênica dos genes  ABCB1 e BCR-ABL1. No estudo in silico prévio pelo nosso 

grupo, Portilho et al. (2021) mostraram que a CNN1 não é considerada como substrato e 

nem como inibidora da P-glicoproteína (P-gp), corroborando com esses achados. Sales et al. 

(2019) demonstraram que as linhagens resistentes (K-562-Lucena-1 e FEPS) tem baixa 

expressão de BCR-ABL1. Ainda no mesmo estudo os autores, reforçam que o principal 

mecanismo de resistência da FEPS está intimamente ligada à superexpressão de P-

gp. Portanto, nossos resultados sugerem que a naftoquinona CNN1 não é prejudicada pela 

ação da bomba de efluxo (P-gp) e seu efeito antitumoral é acumulado a nível intracelular 

(MITCHELL et al, 2018; LOSCOCCO et al., 2019). 

 

6 CONCLUSÃO 

 Em conclusão, os resultados expostos neste estudo mostraram que a 

naftoquinona CNN1, possui excelente atividade antitumoral em linhagens de Leucemia 

Mieloide Crônica em modelo sensível (K-562) e resistente à quimioterapia (FEPS). Este 

composto revelou excelentes propriedades farmacocinéticas, e possivelmente tem alvo na 

via de sinalização da TOP1,  um biomarcador importante em diferentes tipos de câncer. 

Baseado nesses achados, a continuação da investigação mostrou que CNN1 causou bloqueio 

no ciclo celular, precedido de dano ao DNA e apoptose mediada pelo aumento na expressão 

do mRNA de H2AFX, sugerindo que essa via tem um importante papel no início da morte 

celular em células com fenótipo MDR de leucemia. Portanto, destacamos a importância da 
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CNN1 como estratégia para o tratamento de pacientes refratários ou intolerantes à terapia 

atual na LMC. 

Além disso, a CNN1 mostrou seletividade para as células tumorais através do 

teste do cometa alcalino, e exibindo baixos efeitos genotóxicos para células normais. Isto 

pode representar uma estratégia promissora de tratamento para pacientes que desenvolvem 

efeitos adversos após a exposição ao irinotecano.  
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Graphical Abstract 

 

 

 

Abstract  

 

In this work, 16 new thio-1,4-naphthoquinones were synthesized, and their 

antiproliferative effects against tumor cell lines SK-MEL-19, AGP-01, ACP-02, HL-60, K-

562, K-562-Lucena-1, FEPS, and non-neoplastic human fibroblast MRC-5, were examined. 

The compounds were selective active against leukemia cell lines. Based on the screening 

results for cytotoxic activity, naphthoquinone 11a showed higher cytotoxicity on the 

chemoresistant leukemia (FEPS) cell line when compared to the chemosensitive (K-562) 

cell line. Moreover, naphthoquinone 11a presented excellent ADME/T, indicating good oral 

absorption. Target prediction revealed DNA topoisomerase I (TOP1) as a possible target of 

11a. The molecular docking prediction showed an -11.94 kcal/mol binding affinity 

interaction of 11a with TOP1, involving three hydrogen bonds to ARG364, A113, and G11 

from the active site of the enzyme. In addition, naphthoquinone 11a significantly suppressed 

the expression of the TOP1 gene in K-562 and FEPS leukemia cell lines. The 

naphthoquinone 11a induced significant changes in cell morphology, demonstrating cell and 

nuclear shrinkage, blebbing formation as well and fragmentation of the cell into apoptotic 

bodies. Thus, 11a could be a drug that leads to a new set of TOP1 major inhibitors. In 

summary, the present study showed a cytotoxic effect of 11a against chemoresistant and 

chemosensitive leukemia cell lines with TOP1 as a possible target.  

 

Keywords: Chronic myeloid leukemia, Naphthoquinone, Cytotoxic activity, TOP1. 
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1. Introduction  

Among all the different types of cancer, chronic myeloid leukemia (CML) is a 

myeloproliferative neoplasm with a worldwide annual incidence rate of 1–2 cases per 

100.000 men and women [1]. In Brazil, it is estimated that there are 5.920 new cases of 

leukemia in men and 4.890 in women each year (2020/2022 biennium), with these values 

corresponded to a risk of 5.67 new cases per 100.000 men and 4.56 for every 100.000 

women [2], being 5 times more incident in Brazil than worldwide. CML is a malignant 

disorder of the hematopoietic stem cells (HSC) characterized by a reciprocal chromosomal 

translocation between human chromosome 9 and 22, t(9;22)(q34;q11), resulting in the 

formation of the BCR-ABL1 oncogene (Philadelphia chromosome) [3]. The BCR-ABL1 

fusion protein is a constitutively active tyrosine kinase that enhances cell survival, 

proliferation, reprogrammed adhesion, and differentiation [4,5].  

Target therapy has been used to treat several types of cancer. Imatinib Mesylate (IM) 

was the first BCR-ABL1 tyrosine kinase inhibitor (TKIs) approved drug by the Food and 

Drug Administration (FDA) to treat CML patients with t(9:22) [6]. Although TKIs achieved 

an excellent effective treatment, approximately 15–25% of patients develop resistance at 

some point during TKI therapy [7]. In this context, drug resistance along with toxicity is 

often regarded as the main clinical obstacle to effective chemotherapy in patients diagnosed 

with CML [8]. Therefore, overcoming drug resistance is important for the treatment of 

disease progression and relapse of CML. 

 In this context, natural, synthetic, and semi-synthetic drugs can be a useful tool to 

find new drugs against cancer. Quinones are natural or synthetic compounds with structures 

correlated with aromatic systems and that present a conjugated cyclic dione fragment in the 

structure. These compounds also have some fused heterocyclic rings that have been shown 

to add important cytotoxic activities against various cancer cells [9]. Naphthoquinones are 

derived from natural juglones, a family of compounds known for their vast biological 

application [10-22]. Montenegro and co-workers [18] found that juglone induced apoptosis 

by an extrinsic pathway in a leukemia cell line. Other studies demonstrated the cytotoxic 

and genotoxic potentials of juglone leading to cell death [23,24]. 

 Several studies show that the presence of hydroxyl groups at the C-5 or C-8 

positions of the aromatic ring provides greater efficiency in the redox cycle, thus inducing a 

higher toxic effect on the cells [25]. Yoshino and co-workers [26] revealed that juglone with 
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a hydroxyl group in the benzene moiety induced lipid peroxidation and caused potent DNA 

damage.  

 DNA topoisomerase I (TOP1) enzyme regulates DNA topology by transiently 

cleaving and replicating DNA strands and performs catalytic functions during replication 

and transcription [27]. The inhibition of this enzyme leads to the collision of the replication 

machinery because TOP1 replication activity is slowed down by the drug, consequently 

causing potent DNA molecule damage. Therefore, DNA topoisomerases are important 

targets for the development of cytotoxic agents [28].  

      The main group of DNA topoisomerase I inhibitors are derivatives of the alkaloid 

camptothecin, including the analogs topotecan and irinotecan, which are used in the 

chemotherapy of different leukemias and solid tumors [29,30]. Among camptothecin 

analogs, irinotecan is a unique prodrug that needs to be hydrolyzed into the active 

metabolite SN-38 by carboxylesterases [31]. Currently, the conventional TOP inhibitors 

have severe side effects, such as diarrhea, hematological toxicity, and neutropenia. These 

effects are likely induced by the inefficient metabolism of TOP inhibitors, which can be 

cause for large interindividual pharmacokinetic variability [32]. Furthermore, camptothecin 

and its derivatives demonstrate problems with solubility, which can be a problem for their 

clinical use [33]. 

      In this context, the present study aimed to evaluate the cytotoxic potential of 

naphthoquinones derived from juglone in the chemosensitive K-562 and chemoresistant 

FEPS CML cell lines. Furthermore, only naphthoquinone 11a pharmacokinetic profiles 

were valued to unveil their ADME/T properties and molecular docking. Target validation 

was performed to evaluate the modulation of the TOP1 gene expression by 11a using RT-

qPCR.  

   

 

 

2. Experimental section 

2.1. Chemistry 

      Commonly used reagents in the laboratory were purchased from Sigma-Aldrich and 

were used without further purification. The glass column chromatography was performed 

with the solid support of silica gel 60 purchased from Merck (70–230 mesh). The analyses 
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by thin-layer chromatography for analytical purposes were performed with silica gel plates 

(Merck, TLC silica gel 60 F254) deposited in polystyrene. The substances were visualized 

using UV light or aqueous ammonium sulfate solutions (10%). Reaction yields refer to 

homogeneous materials that were separated by chromatography and analyzed by 

spectroscopic techniques. The melting points were obtained on a Fischer-Johns device and 

were not corrected. The infrared spectra were measured with KBr pellets in a Perkin-Elmer 

spectrophotometer model 1420 FT-IR, and the spectra were calibrated relative to the 

polystyrene absorbance of 1601.8 cm-1. NMR spectra were obtained on a Varian Unity Plus 

VXR (500 MHz) instrument and were accumulated in DMSO-d6 or CDCl3 solutions. The 

chemical displacement results were reported in units of  (ppm) in the field below the 

solvent and were used as an internal standard. Coupling constants (J) are reported in Hertz, 

and they refer to the apparent multiplicities of the signals. High-resolution mass spectra 

(HRMS) were obtained on a MICROMASS Q-TOF mass spectrometer (Waters) in positive 

mode. 

 

2.1.1. General procedures for synthesis of derivatives 11 and 12, regioselective method   

In a round bottom flask, 0.87 g of juglone (10) (5.44 mmol) and 40 mL of absolute 

ethyl alcohol were added. Then, a 5.44 mmol solution of the corresponding thiol in 10 mL 

of absolute ethyl alcohol was added. The reaction was carried out under constant stirring for 

4 hours, followed by TLC. After consumption of the starting material, the mixture was 

evaporated under reduced pressure. The crude product was purified by column 

chromatography using hexane/toluene as the eluent mixture. 

2.1.2. General procedure for preparing 11 and 12, regiospecific conditions 

  In a bitubulated flask under an inert atmosphere and with stirring, disulfide (0.50 

mmol) and degassed ethanol (5 mL) were added. After complete dissolution of the disulfide, 

NaBH4 (1.0 mmol) was added and stirred for 30 min. When finished, chlorinated 

intermediates (13 or 14, 0.4 mmol) were added and stirred for an additional hour. 

Subsequently, a saturated ammonium chloride solution was added to neutralize the medium, 

and the ethanol was evaporated. Next, extraction was performed using ethyl acetate (3 × 50 

mL). The organic phase was washed with H2O (3 × 50 mL), dried with anhydrous Na2SO4, 

and evaporated under reduced pressure. The product was purified by silica gel column 

chromatography using a hexane/ethyl acetate mixture as the eluent. 
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5-hydroxy-2-(4-tolylthio)naphthalene-1,4-dione (11a). The compound 11a was obtained 

in 40% yield (regioselective method) and 73% yield (regiospecific method) as an orange 

solid with m.p. 171-173 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1657, 1625, 1598, 1562, 1467, 1450, 1357, 

1299, 1245, 1227, 1184, 1162, 1126, 1104, 1092, 878, 851, 830, 815, 797, 758, 730, 667, 

655; 1H NMR (CDCl3, 300.00 MHz)  12.09 (s, 1H), 7.68 (dd, 1H, J 7.5 and 1.2), 7.57 (dd, 

1H, J 8.4 and 7.5), 7.39-7.43 (m, 2H), 7.30-7.32 (m, 2H), 7.25 (dd, 1H, J 8.4 and 1.2), 6.05 

(s, 1H), 2.43 (s, 3H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75,0 MHz)  187.5, 181.6, 161.6, 158.7, 

141.3, 135.7, 135.6, 131.9, 131.4, 127.7, 125.2, 123.7, 119.9, 114.8, 21.5; HRMS-ESI 

Calcd. For C17H13O3S+: 297,0580 Found: 297.0593. 

 

8-hydroxy-2-(4-tolylthio)naphthalene-1,4-dione (12a). The compound 12a was obtained 

in 47% yield (regioselective method) and 80% yield (regiospecific method) as a brown solid 

with m.p. 167-169 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1646, 1627, 1573, 1559, 1450, 1298, 1281, 1267, 

1211, 1184, 1169, 1136, 1107, 1084, 880, 845, 827, 811, 790, 731, 707, 695, 671; 1H NMR 

(CDCl3, 300.00 MHz)  11.72 (s, 1H), 7.59-7.64 (m, 1H), 7.54-7.56 (m, 1H), 7.39-7.43 (m, 

2H), 7.29-7.32 (m, 2H), 7.21-7.25 (m, 1H), 6.07 (s, 1H), 2.43 (s, 3H); 13C NMR/APT 

(CDCl3, 125.0 MHz)  187.3, 181.4, 162.0, 156.9, 141.3, 137.2, 135.7, 132.4, 131.4, 129.0, 

123.9, 123.3, 119.4, 114.8, 21.5; HRMS-ESI Calcd. for C17H12NaO3S+: 319,0399 Found for 

C17H12NaO3S+: 319.0394. 

 

5-hydroxy-2-(2-tolylthio)naphthalene-1,4-dione (11b). The compound 11b was obtained 

in 24% yield (regioselective method) and 59% yield (regiospecific method) as an orange 

solid with m.p. 110-112 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1667, 1620, 1562, 1471, 1450, 1360, 1318, 

1296, 1252, 1228, 1165, 1098, 1059, 876, 852, 830, 795, 762, 749, 713, 669, 656; 1H NMR 

(CDCl3, 300,00 MHz)  12.08 (s, 1H), 7.70 (dd, 1H, J 7.5 and 1.1), 7.57-7.60 (m, 1H), 7.51 

(dd, 1H, J 7.6 and 1.1), 7.43-7.46 (m, 1H), 7.40-7.42 (m, 1H), 7.30-7.33 (m, 1H), 7.26 (dd, 

1H, J 8.4 and 1.1), 5.89 (s, 1H), 2.41 (s, 3H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75 MHz):  187.4, 

181.6, 161.6, 157.0, 143.2, 136.7, 135.8, 131.9, 131.8, 131.4, 128.0, 127.3, 126.4, 125.3, 

119.9, 114.9, 20.5; HRMS-ESI Calcd. for C17H13O3S+: 297.0580 Found for C17H13O3S+: 

297.0585. 

 

8-hydroxy-2-(2-tolylthio)naphthalene-1,4-dione (12b). The compound 12b was obtained 

in 4% yield (regioselective method) and 71% yield (regiospecific method) as a brown solid 
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with m.p. 140-142 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1628, 1647, 1596, 1559, 1473, 1453, 1360, 1286, 

1261, 1210, 1166, 1134, 1086, 1060, 960, 878, 846, 825, 790, 756, 727, 709, 694, 672, 545, 

534; 1H NMR (CDCl3, 300.00 MHz)  11.73 (s, 1H), 7.60-7.64 (m, 1H), 7.56 (dd, 1H, J 7.4 

and 1.2), 7.51 (dd, 1H, J 12.0 and 1.1), 7.42-7.46 (m, 1H), 7.39-7.41 (m, 1H), 7.29-7.33 (m, 

1H), 7.24 (dd, 1H, J 8.4 and 1.2), 5.92 (s, 1H), 2.42 (s, 3H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 

MHz):  187.4, 181.3, 162.0, 155.1, 143.3, 137.2, 136.8, 132.4, 131.8, 131.4, 128.6, 128.0, 

126.1, 123.9, 119.5, 114.9, 20.5; HRMS-ESI Calcd. for C17H13O3S+: 297,0580 Found for 

C17H13O3S+: 297.0590. 

 

2-((4-chlorophenyl)thio)-5-hydroxynaphthalene-1,4-dione (11c). The compound 11c was 

obtained in 39% yield (regioselective method) and 67% yield (regiospecific method) as a 

deep red solid with m.p. 127-131 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1625, 1568, 1475, 1450, 1261, 1227, 

1207, 1165, 1135, 1088, 1074, 1012, 871, 841, 826, 763, 730, 696, 683, 542; 1H NMR 

(CDCl3, 500.00 MHz)  12.03 (s, 1H), 7.69 (dd, 1H, J 7.5 and 1.1), 7.57-7.61 (m, 1H), 7.47-

7.51 (m, 4H), 7.27 (dd, 1H, J 8.5 and 1.1), 6.03 (s, 1H); 13C NMR/APT (CDCl3, 125.0 

MHz)  187.3, 181.3, 161.6, 157.7, 137.5, 137.0, 135.9, 131.7, 130.9, 127.9, 125.8, 125.4, 

120.0, 114.7; HRMS-ESI Calcd. for C16H10ClO3S+: 317.0034 Found for C16H10ClO3S+: 

317.0027. 

 

2-((4-chlorophenyl)thio)-8-hydroxynaphthalene-1,4-dione (12c). The compound 12c was 

obtained in 44% yield (regioselective method) and 95% yield (regiospecific method) as an 

orange solid with m.p. 165-167 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1625, 1568, 1451, 1363, 1299, 1261, 

1208, 1165, 1089, 1012, 872, 826, 731, 696, 629; 1H NMR (CDCl3, 500.00 MHz)  11.67 

(s, 1H), 7.62-7.65 (m, 1H), 7.57 (dd, 1H, J 7.5 and 1.2), 7.47-7.51 (m, 4H), 7.25 (dd, 1H, J 

8.4 and 1.2), 6.07 (s, 1H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.0, 181.2, 162.0, 155.9, 

137.6, 137.4, 137.2, 132.2, 130.9, 129.2, 125.5, 124.1, 119.6, 114.7; HRMS-ESI Calcd. for 

C16H10ClO3S+: 317.0034 Found for C16H10ClO3S+: 317.0031. 

 

5-hydroxy-2-((4-methoxyphenyl)thio)naphthalene-1,4-dione (11d). The compound 11d 

was obtained in 12% yield (regioselective method) and 56% yield (regiospecific method) as 

a brown-orange solid with m.p. 161-164 °C; IR (KBr) ν/cm-1 1664, 1623, 1590, 1561, 1493, 

1452, 1357, 1293, 1240, 1206, 1165, 1091, 1019, 960, 845, 833, 768, 761, 651; 1H NMR 

(CDCl3, 300.00 MHz)  12.09 (s, 1H), 7.68 (dd, 1H, J 7.5 and 1.1), 7.56-7.59 (m, 1H), 7.42-
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7.45 (m, 2H), 7.25 (dd, 1H, J 11.1 and 1.1), 7.00-7.03 (m, 2H), 6.04 (s, 1H), 3.87 (s, 3H); 

13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.5, 181.7, 161.7, 161.5, 159.1, 137.2, 135.7, 131.8, 

127.7, 125.2, 119.9, 117.4, 116.2, 114.8, 55.6; HRMS-ESI Calcd. for C17H13O4S+: 313.0529 

Found for C17H13O4S+: 313.0547. 

 

8-hydroxy-2-((4-methoxyphenyl)thio)naphthalene-1,4-dione (12d). The compound 12d 

was obtained in 42% yield (regioselective method) and 57% yield (regiospecific method) as 

an orange solid with m.p. 153-157 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1634, 1592, 1562, 1494, 1457, 1444, 

1288, 1250, 1202, 1172, 1159, 1133, 1102, 1085, 1020, 1007, 957, 878, 844, 833, 825, 800, 

789, 736, 711, 692, 683, 672, 533; 1H NMR (CDCl3, 300.00 MHz)  11.72 (s, 1H), 7.60-

7.63 (m, 1H), 7.56 (dd, 1H, J 7.4 and 1.2), 7.42-7.45 (m, 2H), 7.23 (dd, 1H, J 8.3 and 1.2), 

7.00-7.03 (m, 2H), 6.07 (s, 1H), 3.87 (s, 3H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.4, 

181.4, 161.9, 161.7, 157.3, 137.3, 137.2, 132.4, 129.0, 123.9, 119.4, 117.1, 116.2, 114.8, 

55.6; HRMS-ESI Calcd. for C17H13O4S+: 313,0529 Found for C17H13O4S+: 313.0532. 

 

2-((furan-2-ylmethyl)thio)-5-hydroxynaphthalene-1,4-dione (11e). The compound 11e 

was obtained in 16% yield (regioselective method) and 24% yield (regiospecific method) as 

an orange solid with m.p. 133-135 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1620, 1552, 1454, 1372, 1360, 1319, 

1253, 1233, 1207, 1170, 1154, 1107, 1013, 934, 885, 862, 831, 764, 751, 741, 732, 672, 

655, 596; 1H NMR (CDCl3, 300.00 MHz)  12.12 (s, 1H), 7.65 (dd, 1H, J 7.4 and 1.1), 

7.56-7.59 (m, 1H), 7.39 (m, 1H), 7.26-7.28 (m, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.34-6.35 (m, 2H), 4.12 

(s, 2H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.0, 181.5, 161.7, 155.5, 147.9, 135.8, 

131.8, 127.3, 125.3, 120.0, 114.7, 111.0, 109.3, 27.9; HRMS-ESI Calcd. for C15H11O4S+: 

287,0373 Found for C15H11O4S+: 287.0367. 

 

2-((furan-2-ylmethyl)thio)-8-hydroxynaphthalene-1,4-dione (12e). The compound 12e 

was obtained in 3% yield (regioselective method) and 30% yield (regiospecific method) as a 

yellow solid with m.p. 137-140 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1643, 1625, 1557, 1447, 1368, 1291, 

1273, 1250, 1212, 1167, 1153, 1134, 1089, 1070, 1014, 937, 882,847, 827, 747, 719, 707, 

695, 674, 599, 542, 534; 1H NMR (CDCl3, 300.00 MHz)  11.66 (s, 1H), 7.61-7.65 (m, 2H), 

7.39 (m, 1H), 7.23 (dd, 1H, J 7.4 and 2.2), 6.74 (s, 1H), 6.34-6.35 (m, 2H), 4.12 (s, 2H). 13C 

NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.2, 181.0, 162.0, 153.6, 147.8, 137.3, 132.2, 128.5, 
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124.0, 119.6, 114.8, 111.0, 109.3, 27.8; HRMS-ESI Calcd. for C15H11O4S+: 287,0373 Found 

for C15H11O4S+: 287.0365. 

 

5-hydroxy-2-(propylthio)naphthalene-1,4-dione (11f). The compound 11f was obtained 

in 17% yield (regioselective method) as a yellow solid with m.p. 132-135 ºC; IR (KBr) 

ν/cm-1 1666, 1620, 1601, 1552, 1450, 1424, 1362, 1320, 1292, 1248, 1222, 1168, 1130, 

1101, 1080, 1053, 879, 861, 831, 800, 766, 749, 733, 669, 629, 555; 1H NMR (CDCl3, 

300.00 MHz)  12.18 (s, 1H), 7.66 (dd, 1H, J 7.5 and 1.2), 7.54-7.59 (m, 1H), 7.27 (dd, 1H, 

J 8.4 and 1.2), 6.54 (s, 1H), 2.82 (t, 2H, J 7.3), 1.75-1.88 (m, 2H), 1.11 (t, 3H, J 7.4); 13C 

NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.0, 181.5, 161.6, 157.0, 135.7, 132.0, 128.9, 125.2, 

119.9, 114.8, 32.9, 21.0, 13.8; HRMS-ESI Calcd. for C13H13O3S+: 249.0580 Found for 

C13H13O3S+: 249.0582. 

 

8-hydroxy-2-(propylthio)naphthalene-1,4-dione (12f). The compound 12f was obtained 

in 16% yield (regioselective method) and 31% yield (regiospecific method) as an orange-red 

solid with m.p. 141-143 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1627, 1556, 1454, 1367, 1292, 1274, 1241, 

1218, 1170, 1138, 1069, 960, 884, 854, 830, 798, 744, 673, 629; 1H NMR (CDCl3, 300.00 

MHz)  11.72 (s, 1H), 7.60-7.64 (m, 2H), 7.22 (dd, 1H, J 6.9 and 2.7), 6.58 (s, 1H), 2.82 (t, 

2H, J 7.3), 1.78-1.85 (m, 2H), 1.11 (t, 3H, J 7.4); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  

187.3, 181.0, 162.0, 155.1, 137.2, 132.3, 127.9, 123.9, 119.5, 115.0, 32.8, 21.0, 13.8; 

HRMS-ESI Calcd. for C13H13O3S+: 249.0580 Found for C13H13O3S+: 249.0579. 

 

5-hydroxy-2-(phenylthio)naphthalene-1,4-dione (11g). The compound 11g was obtained 

in 28% yield (regioselective method) and 53% yield (regiospecific method) as a red solid 

with m.p. 137-140 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1664, 1626, 1532, 1453, 1357, 1299, 1240, 1165, 

1098, 956, 924, 879, 851, 763, 692, 653, 631; 1H NMR (CDCl3, 500.00 MHz)  12.07 (s, 

1H), 7.69 (dd, 1H, J 7.5 and 1.1), 7.57-7.60 (m, 1H), 7.56-7.49 (m, 5H), 7.26 (dd, 1H, J 8.4 

and 1.1), 6.05 (s, 1H); 13C NMR/APT (CDCl3, 125.0 MHz)  187.4, 181.5, 161.6, 158.3, 

135.9, 135.8, 131.8, 130.8, 130.6, 127.8, 127.3, 125.3, 119.9, 114.8; HRMS-ESI Calcd. for 

C16H11O3S+: 283.0423 Found for C16H11O3S+: 283.0434.  

 

8-hydroxy-2-(phenylthio)naphthalene-1,4-dione (12g). The compound 12g was obtained 

in 25% yield (regioselective method) and 78% yield (regiospecific method) as an orange 



90 
 

90 
   

solid with m.p. 108-110 ºC; IR (KBr) ν/cm-1 1622, 1598, 1574, 1563, 1455, 1442, 1290, 

1265, 1231, 1206, 1169, 1158, 1140, 1098, 844, 828, 774, 745, 707, 690, 542, 535; 1H NMR 

(CDCl3, 300.00 MHz)  11.71 (s, 1H), 7.61-7.64 (m, 1H), 7.57 (d, 1H, J 1.2), 7.51-7.56 (m, 

5H), 7.24 (dd, 1H, J 8.4 and 1.2), 6.09 (s, 1H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.2, 

181.3, 162.0, 156.5, 137.3, 135.9, 134.6, 132.4, 130.9, 130.6, 129.1, 124.0, 119.5, 114.8; 

HRMS-ESI Calcd. for C16H11O3S+: 283.0423 Found for C16H11O3S+: 283.0430. 

 

5-hydroxy-2-((4-nitrophenyl)thio)naphthalene-1,4-dione (11h). The compound 11h was 

obtained in 8% yield (regioselective method) as an orange solid with m.p. 207-210 ºC; IR 

(KBr) ν/cm-1 1665, 1616, 1562, 1514, 1452, 1344, 1292, 1229, 1163, 1089, 1013, 954, 881, 

852, 799, 765, 744, 686, 652; 1H NMR (CDCl3, 300.00 MHz)  11.94 (s, 1H), 8.34-8.39 (m, 

2H), 7.74-7.79 (m, 2H), 7.71 (dd, 1H, J 7.5 and 1.2), 7.59-7.64 (m, 1H), 7.29 (dd, 1H, J 8.4 

and 1.2), 6.09 (s, 1H); 13C NMR/APT (CDCl3, 75.0 MHz)  187.1, 180.9, 161.8, 156.0, 

144.2, 136.5, 136.2, 136.1, 131.5, 128.5, 125.3, 124.6, 120.2, 114.7; HRMS-ESI Calcd. for 

C16H10NO5S+: 328.0274 Found for C16H10NO5S+: 328.0281. 

 

8-hydroxy-2-((4-nitrophenyl)thio)naphthalene-1,4-dione (12h). The compound 12h was 

obtained in 40% yield (regioselective method) as an orange solid with m.p. 230-234 ºC; IR 

(KBr) ν/cm-1 1654, 1622, 1597, 1560, 1513, 1484, 1450, 1370, 1340, 1263, 1211,1163, 

1137, 1085, 1011, 959, 887, 844, 826, 790, 729, 688; 1H NMR (CDCl3, 500.00 MHz)  

11.60 (s, 1H), 8.34-8.37 (m, 2H), 7.75-7.78 (m, 2H), 7.64-7.67 (m, 1H), 7.58 (dd, 1H, J 7.4 

and 1.0), 7.26-7.28 (m, 1H), 6.12 (s, 1H); 13C NMR/APT (CDCl3, 125.0 MHz)  186.5, 

181.1, 162.2, 154.3, 149.3, 137.6, 136.6, 136.0, 132.1, 129.8, 125.3, 124.4, 119.8, 114.6; 

HRMS-ESI Calcd. for C16H10NO5S+: 328,0274 Found for C16H10NO5S+: 328.0286. 

 

2.2. Biological assays  

2.2.1. Cell Culture 

     The tests were conducted in eight human cell lines: SK-MEL-19 (human melanoma), 

AGP-01 (gastric malignant ascites), ACP-02 (gastric adenocarcinoma), HL-60 

(promyelocytic), K-562 (chronic myeloid leukemia—chemosensitive), K-562-Lucena-1, 

FEPS (chronic leukemia—chemoresistant) and MRC-5 (non-neoplastic human fibroblast). 

The K-562-Lucena-1 cell line is derived from the K-562 cell line following selection by 
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vincristine and presenting ABCB1 overexpression [34], and the FEPS cell line, also derived 

from K-562 following selection by daunorubicin and presenting ABCB1 and ABCC1 

overexpression [35], was kindly provided by Prof. Dr. Vivian Rumjanek from the Federal 

University of Rio de Janeiro. The cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM, Gibco®) or Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI 1640, 

Gibco®) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco®), 100 U/mL of penicillin, 

and 100 μg/mL of streptomycin (Gibco®). All cells were cultured at 37 °C and 5% CO2. In 

the case of K-562-Lucena-1 and FEPS, the medium was maintained with vincristine sulfate 

at a final concentration of 60 nM and daunorubicin at a concentration of 466 nM, 

respectively. 

 

2.2.2. Cytotoxicity against cancer cell lines 

     The cytotoxicity of the compounds was evaluated in a concentration-response curve 

against eight different cell lines: SK-MEL-19, AGP-01, ACP-02, HL-60, K-562, K-562-

Lucena-1, FEPS, and MRC-5. Cells were plated (5 × 103 cells/well) in a 96-well-plate, after 

24 hours cells were treated with compounds (0.312–20 µM) for 72 hours. Doxorubicin was 

used as a positive control and cells in the negative control were treated with DMSO 

(0.01%). Cell viability was evaluated by the Alamar blue assay [36]. Briefly, Alamar blue 

solution (0.2 mg/ml) was added to each well for 3h at 37 °C. The fluorescence was read at 

535 nm (reduced form; resorufin) and 595 nm (oxidized form; resazurin) using a microplate 

reader (Beckman Coulter Microplate Reader DTX 880, Bio-TEK). 

 

2.2.3. Analysis of morphological changes  

 

       The K-562 and FEPS cell lines (5×103 cells per well) were plated for 24h at 37 °C. 

After this period, cells were treated with 11a or SN-38 for 24h. Next, cells were stained with 

a Panotic LB Kit (Laborclinic, Paraná, Brazil) and analyzed at 40X magnification by light 

microscopy (Motic® BA310, Canada). Cells showing morphological characteristics of 

apoptosis such cytoplasm protuberances, reduction of the cell and nuclear volume, blebbing 

were considered positive.  
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2.2.4. RNA isolation and quantitative real-time PCR 

 

      The K-562 and FEPS cell lines (5 × 103 cells per well) were plated for 24h at 37 °C. 

After 24 h, cells were treated with 11a (0.1 μM and 0.5 μM) for 18 h, a time that does not 

modify cellular viability (supplementary). After treatment, cells were collected for mRNA 

extraction using TRIzol Reagent® (Invitrogen™) according to the manufacturer's protocol. 

From 20 ng of RNA, the cDNA was synthesized using HighCapacity cDNA Reverse 

Transcriptase kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) to convert the extracted and 

purified RNA to cDNA. The RNA concentration and quality were determined by using 

Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific). The conversion step was performed on a Veriti® 

thermal cycler (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). 

      All requirements proposed in the Minimum Information for Publication of 

Quantitative Real-Time PCR Experiments—MIQE Guidelines were followed [37]. The 

gene selected for evaluation of expression was TOP1 (Hs 01080056_m1), and the gene ABL 

(Hs 99999002_mH) served as the endogenous control. The RT-qPCR was performed using 

QuantStudio5 Real-Time PCR system (Applied Biosystems®). For each sample, 

concentrations were used as follows: 3 μl of cDNA, 1 μl of each primer/probe, 12.5 μl of 

TaqMan® Gene Expression Master Mix (Life Technologies), and 8.5 μI of Ultrapure water. 

Each sample was analyzed in triplicate for the validation of the technique and the values of 

CT and expression level were calculated using the 2−ΔΔCT (delta-delta threshold cycle), 

considering DMSO control as a calibrator of the experiment [38]. 

 

2.3. In silico studies 

2.3.1. ADME/T and drug-likeness predictions 

 

     The ADME/T (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity) of the 

compound was performed by using computational approaches [39]. Briefly, the structure of 

the naphthoquinone 11a compound was drawn with the MarvinSketch program to collect 

the SMILES. The analysis of ADME/T was predicted by using AdmetSAR software 

(http://lmmd.ecust.edu.cn: 8000/) to examine the different pharmacokinetic parameters of 

11a [40]. The characteristics of drug-likeness were determined by in silico analysis using 

Molinspiration Online Property Calculation Toolkit software 

(http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties). According to the Lipinski rule of five, 

http://lmmd.ecust.edu.cn:%208000/
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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for a drug to have good oral bioavailability, it must fulfill the following physicochemical 

parameters: molecular weight ≤ 500; logP ≤ 5; H-bond donors ≤ 5; H-bond acceptors ≤ 10 

and TPSA ≤ 140 (Å2) [41]. 

 

2.3.2. Molecular targets prediction 

      We used a computerized virtual platform to screen for putative targets of candidate 

molecules. The target prediction was performed using the SwissTargetPrediction tool 

(http:// www.swisstargetprediction.ch/) a web server to accurately predict the targets of 

bioactive molecules based on a combination of 2D and 3D similarity measures with known 

ligands [42]. To improve the reliability of prediction results, only high-probability targets 

were selected. Next, the targets identified were analyzed by the Therapeutic Target Database 

(http:// bidd.nus.edu.sg/ group/cjttd/, 2015-09-10), to verify whether these targets presented 

potential therapeutic values 

 

2.3.3. Molecular docking 

     The AutoDock Vina program was used for in silico docking and the AutoDock Tools 

(ADT) program was used for the size and center answers of the three-dimensional search 

box (grid box) [43]. The 3-D structure of TOP1 was used in the crystal structure of the 

human TOP1 DNA complex (PDB ID: 1K4T). To prepare the compound for molecular 

docking analysis: (1) 2-D structures were converted into 3-D structures, (2) the program 

ADT was used to convert structures to the Vina format (pdbqt file), and (3) hydrogen atoms 

were added using the Pymol program. 

 

 

2.4. Statistics analyses  

     Assays were performed in triplicate in three independent experiments. Results are 

shown as a mean ± standard deviation (SD). The treated samples were compared to DMSO 

by Analysis of Variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post-test. Significant 

differences were considered with an interval of confidence of 95% (p < 0.05). GraphPad 

Prism 5.01 software was used for data analysis.  
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3. Results 

3.1. Chemistry  

      To obtain the thionaphthoquinones 11 and 12, the synthesis of 5-hydroxy-1,4-

naphthoquinone (juglone, 10) was initially carried out by reacting the 1,5-naphthalene diol 

(9) with periodic acid. After obtaining compound 10, the insertion of substituted thiophenols 

at the 2 or 3 positions of the juglone was promoted via a Michael addition. The resulting 

mixture containing the two desired isomers (11 and 12) was obtained as shown in Figure 1. 

It was found that isomers 11 and 12 had very similar TLC elution profiles due to their 

structural similarity. Consequently, it was impossible to purify the compounds using a 

conventional chromatographic column employing a silica flash (70-230 mesh). To bypass 

this problem, we applied a medium pressure column chromatographic system employing 

silica flash (70–230 mesh) to improve the separation capacity of the stationary phase and 

provide the conditions necessary for separation. Thus, the isomers 11 and 12 were isolated 

and their yields are broken down in Figure 1. Although we performed the separation of 

compounds 11 and 12, it required high consumption of time and solvents. All thioethers of 

11 and 12 were fully characterized by spectroscopic methods and high-resolution mass 

spectra (see Supplementary Information).  

 

Figure 1. Synthesis of thionaphthoquinones 11a-h and 12a-h. 

 

      To circumvent the purification process detailed above, it was mandatory to develop a 

regiospecific methodology for preparing isomers 11 and 12. To achieve this, the synthesis of 

chlorinated intermediates 13 and 14 were initially studied. First, compound 13 was obtained 

by the reaction of the juglone with chlorine gas, resulting in the dichlorinated intermediate 

15, which was then refluxed in ethanol resulting in compound 13 at 85% yield. To obtain the 
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chlorinated intermediate 14, the hydroxyl groups of 1,5-naphthalene diol were initially 

protected using acetic anhydride under basic conditions, resulting in 16 at 96% yield. Then, 

an oxidative chlorination reaction was performed by reacting 16 with N-chlorosuccinimide 

(NCS) and subsequent acid hydrolysis in an alcohol medium, giving the regioisomer 14 at 

80% yield (Figure 2).  

 

 

Figure 2. Synthetic route for preparing the chloro-1,4-naphthoquinones 13 and 14. 

 

      After the preparation of the compounds 13 and 14 in good yield, thioethers 11 and 12 

were prepared by reacting 13 and 14 with different disulfides in the presence of sodium 

borohydride using degassed anhydrous ethanol as the solvent as presented in Figure 3. All 

derivatives were purified by flash chromatography and were obtained in moderate to good 

yields. The reaction for obtaining compound 11f did not work under the conditions studied. 

Compounds 11h and 12h could not be obtained by this methodology since the necessary 

disulfide was not available. 

 

 

 Figure 3. Regiospecific synthesis of tioetheres 11 and 12. 
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      Comparing the overall yields achieved to obtain thionaphthoquinones 11 and 12 by 

regioselective (Figure 1) and regiospecific methods (Figure 3), the regiospecific 

methodology was superior because it provided the thioethers using simpler techniques and 

in higher yields, as shown in Table 1. 

 

 

Table 1. Comparison between methods used in the synthesis of thioethers. 

 

Regioselective Methods Regiospecific methods 

Yields 

11 

overal

l 

yields 

Yields 

12 

overal

l 

yields 

Yields 

11 

overal

l 

yields 

Yields 

12 

overal

l 

yields 

a 4-MePh 40% 34% 47% 40% 73% 56% 80% 58% 

b 2-MePh 24% 20% 4% 3% 59% 45% 71% 51% 

c 4-ClPh 39% 33% 44% 37% 67% 51% 95% 69% 

d 4-OMePh 12% 10% 42% 36% 56% 43% 57% 41% 

e 
furan-2-

ylmethyl 
16% 14% 3% 3% 24% 18% 30% 22% 

f Propyl 17% 14% 16% 14% - - 31% 22% 

g Ph 28% 24% 25% 21% 53% 41% 78% 56% 

h 4-NO2Ph 8% 7% 40% 34% - - - - 

 

3.2. Compound 11a shows cytotoxicity against cancer cell lines 

      To determine whether naphthoquinones displayed anticancer activity, cellular 

viability was measured after treatment with compounds. All naphthoquinones studied 

exhibited a strong inhibitory effect on cell viability against different leukemia cells, HL60, 

K-562, and K-562-Lucena-1 (Table 2). No cytotoxicity was observed for ACP-02, AGP-01, 

and SK-MEL-19. Soon after, it was proposed the cytotoxic evaluation of 16 

naphthoquinones in the non-neoplastic human fibroblast cell line (MRC-5). Interestingly, 

the data revealed that naphthoquinone 11a stood out with IC of 15.46 µM after 72 h of 

treatment, demonstrating that this molecule has lower cytotoxic activity in the MRC-5 cell 

line when compared to other naphthoquinones.  
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           Naphthoquinone 11a presented a strong cytotoxic activity against resistant leukemia 

cell line (FEPS) with an IC50 value of 0.60 ± 0.20 µM (CI 95% 0.45 -0.98) and less 

cytoxicity against non-neoplastic MRC-5 cell line with an IC of 15.46 µM. Interestigly, the 

naphthoquinone 11a showed high selectivity index when compared to the other compounds, 

being 27.56x more potent in the chemoresistant cell line FEPS compared to MRC-5 cell 

line. Based on these results, we chose naphthoquinone 11a to perform in silico analyses and 

further in vitro experiments. 
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 IC50 µMa ±SD 

 

Compounds 

                                                                                                                   

SK-MEL-19 AGP-01 ACP-02     MRC-5        HL-60   SI K-562   SI K-562-Lucena 1   SI 

 

11a 

 

>10 

 

>10 

 

>10 

 

15.46 (± 1.19) 

(8.88 - 17.90) 

 

 0.82 (± 0.22) 

(0.62 - 1.09) 

 

18.85 

 

1.12 (± 0.16) 

  (0.90 - 1.38) 

 

13.80 

 

0.45 (± 0.13) 

(0.34 - 0.60) 

   

17.17 

 11b >10 >10 >10 8.12  (± 0.36) 

(5.45 - 11.89) 

0.88 (± 0.15) 

(0.47 - 1.62) 

10.36 0.88 (± 0.16) 

(0.73 - 1.06) 

10.36 0.31 (± 0.18) 

(0.25 - 0.38) 
 

24.60  

11c >10 >10 >10 8.10  (± 0.38) 

(5.57 - 12.94) 

2.16 (± 0.40) 

(1.80 - 2.59) 

 4.67 2.53 (± 0.19) 

(2.15 - 2.97) 

 3.99 0.96 (± 0.24) 

(0.68 - 1.36) 

10.52 

11d >10 >10 >10 9.98  (± 1.57) 

(7.32 - 14.02) 

0.77 (± 0.23) 

(0.69 - 0.91) 

12.96 1.28 (± 0.11) 

(1.14 - 1.45) 

9.89 0.41 (±1.47) 

(0.34 - 0.96) 

24.34 

11e >10 >10 >10 12.15 (± 1.47) 

(6.52 - 30.67) 

0.73 (± 0.92) 

(0.58 - 0.93) 

16.64   0.34 (± 0.14)  

(0.26 - 0.42) 

35.73 0.80 (± 0.44) 

(0.67 - 0.94) 
 

15.18 

11f >10 >10 >10 14.05 (± 1.26) 

(7.61 - 20.19) 

0.72 (± 0.19) 

(0.61 - 0.84) 

19.51 0.35 (± 0.16) 

(0.26 - 0.42) 

40.14 1.04 (± 0.55) 

(0.85 - 1.25) 
 

13.50 

11g >10 >10 >10 11.44 (± 0.57) 

(5.72 - 15.29) 

1.53 (± 0.15) 

(1.36 - 1.73) 

7.47 0.64 (± 0.15) 

(0.49 - 0.84) 

17.87      1.61 (± 0.39) 

(1.26 - 2.04) 
 

7.10 

11h >10 >10 >10 10.15 (± 1.40) 

(5.31 - 17.45) 

2.20 (± 0.28) 

(1.70 - 2.85) 

4.61 0.89 (± 0.18)  

 (0.73 - 1.07) 

11.40 2.06 (± 1.14) 

(1.78 - 2.37)  

4.92 

12a >10 >10 >10  7.15 (±1.05) 

(5.32 - 14.87) 

0.59 (± 0.16) 

(0.48 - 0.72) 

12.11 0.88 (± 0.94) 

(0.76 - 1.02) 

8.12 0.32 (± 0.27) 

(0.34 - 0.60) 
 

22.34 

12b >10 >10 >10 10.16 (± 1.47) 

(5.52 - 12.91) 

1.56 (± 0.19) 

(1.05 - 2.32) 

6.51 1.13 (± 0.39) 

(0.93 - 1.37) 

8.99 0.48 (± 0.24) 

(0.33 - 0.70) 
 

21.14 

Table 2. Cytotoxic activity expressed as IC50 in µM and standard deviation (SD), with its respective confidence interval in neoplastic and non-neoplastic cell 

lines and selectivity index, after of treated for 72h by compounds.  
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a Data are presented as IC50 values, standard deviation and 95% confidence intervals obtained by nonlinear regression for all cell lines in 

triplicate from three independent experiments. bDoxorubicin (Doxo) was used as positive control. Only compounds with an IC50 value lower than 

10 µM were considered active for tumors cell lines. 

12c >10 >10 >10 10.11 (± 1.53) 

(7.31 - 11.30) 

1.21 (± 0.16) 

(1.02 - 1.45) 

8.35 1.31 (± 0.14) 

(1.14 - 1.51) 

7.71 0.52 (± 0.38) 

(0.68 - 1.36) 
 

19.44 

12d >10 >10 >10 13.75 (± 1.64) 

(6.78 - 30.67) 

0.81 (± 0.11) 

(0.59 - 1.10) 

16.97 0.44 (± 0.20) 

(0.34 - 0.57) 

31.25     1.21 (± 0.36) 

(0.98 - 1.48) 
 

11.36 

12e >10 >10 >10 11.02 (± 1.77) 

(5.10 - 14.21) 

 0.89  (± 0.13) 

(0.73 - 1.08)  

12.42 0.43 (± 0.27) 

(0.32 - 0.55) 

25.72 1.08 (± 0.21) 

(0.95 - 1.22) 
 

10.24 

12f >10 >10 >10 9.34  (± 0.88) 

(8.89 - 10.28) 

1.00 (± 0. 30) 

(0.77 - 1.30) 

 9.34 0.34 (± 0.19) 

(0.27 - 0.44) 

27.47 0.96 (± 1.46) 

(0.73 - 1.24) 
 

 9.72 

12g >10 >10 >10 10.63 (± 0.97) 

(9.31 - 13.12) 

1.39 (± 0.26) 

(0.86 - 2.24) 

7.64 0.48 (± 0.27)  

(0.40 - 0.56) 

22.14 1.72 (± 0.22) 

(1.48 - 2.0) 
 

 6.71 

12h >10 >10 >10 10.71 (± 0.72) 

(7.76 - 16.56) 

2.14 (± 0.16) 

(1.69 - 2.75) 

5.00 0.96 (± 0.27) 

(0.74 - 1.23) 

11.15 2.18 (± 0.19) 

(1.90 - 2.51) 
 

 4.91 

Doxob 0.46 (± 0.28) 

(0.26 - 0.77) 

0.46 (± 0.20) 

(0.38 - 0.56) 

0.52 (± 0.27) 

(0.37 - 0.60) 

 0.24 (± 0.82) 

 (0.16 -  0.25) 

0.05 (± 0.10) 

(0.02 - 0.12) 

4.80    0.14 (± 0.22) 

  (0.10 - 0.19) 

 1.71      0.21 (± 0.45) 

     (0.13 - 0.32) 

 1.14 
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3.3. Morphological features and cell death pattern caused by 11a. 

 

Morphological changes induced by 11a were observed by Panotic LB Kit, as presented 

in Figure 4. Control cells demonstrated intact cells with normal morphology (Figure 4a–d). 

Naphthoquinone 11a at 0.1 µM induced noticeable changes in the cell and nuclear volume in 

the K-562 cell line, which were considered a suggestion of apoptotic cells (Figure 4c). 

Furthermore, FEPS cells treated with 0.1 µM showed shrinkage of the cell and the nucleus, 

blebbing formation as well and fragmentation of the cell into apoptotic bodies, all typical of 

apoptotic features (Figure 4f). SN-38 also exhibited apoptotic at 0.1 µM, with all of these 

considered positive for apoptosis (Figure 4b, e). 

 

 

Figure 4. Morphology assessments by Panotic LB Kit. K-562 and FEPS cells line untreated (a 

and d) or treated with naphtoquinone 11a (0.1 µM, c and f). SN-38 (0.1 µM) was used as 

positive control in the two cell lines (b and e), were analyzed by light microscopy. 

 

3.4. ADME/T and drug-likeness results   

 

The pharmacological and toxicokinetic safety of 11a was also evaluated. 

Computational modeling by admetSAR and Molinspiration software was used. The results of 

ADME/T with probability scores are summarized in Table 3. In the absorption section, 11a 
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was positive for the human epithelial cell line Caco-2 permeability and showed good human 

intestinal absorption (HIA). Moreover, the 11a compound is a non-inhibitor of P-glycoprotein 

(P-gp) and was identified as non-substrate P-gp. In the distribution, naphthoquinone 11a 

showed a high ability to bind with plasma protein (PPB) and was positive for being blood-

brain barrier permeable (BBB). Concerning metabolism, results showed that 11a was a 

noninhibitor of CYP450 1A2, CYP450 2C9, and CYP450 2C19. On the other hand, the 11a 

molecule was a substrate for enzyme CYP450 3A4, and a nonsubstrate for CYP450 2C9 and 

CYP450 2D6. On excretion prediction, compound 11a showed a half-life of > 30 minutes. For 

toxicity, 11a was not an inhibitor for hERG; furthermore, it was positive for mutagenesis. 

Generally, the naphthoquinone 11a exhibited a good ADME/T profile. 

 

Table 3. Prediction of ADME/T properties of naphthoquinone 11a using admetSAR server. 

 

 Model Result Probability 

Absorption 

Caco-2 permeability             Positive 0.769 

HIA (Human Intestinal Absorption)            Positive 0.990 

Pgp-inhibitor  Negative 0.824 

Pgp-substrate  Negative 0.871 

Distribution 

PPB (Plasma Protein Binding )             High - 

BBB (Blood–Brain Barrier)  Positive 0.896 

Metabolism 

CYP450 1A2 inhibition              Positive 0.917 

CYP450 3A4 inhibition  Negative 0.588 

CYP450 3A4 substrate Positive 0.515 

CYP450 2C9 inhibition Positive 0.847 

CYP450 2C9 substrate  Negative 1.000 

CYP450 2C19 inhibition Positive 0.628 

CYP450 2D6   inhibition  Negative 0.806 

CYP450 2D6 substrate  Negative 0.860 

Subcellular localization  Mitochondrial - 

Excretion 
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T1/2   > 30 min - 

Toxicity 

hERG (hERG Blockers)  Non-blocker 0.383 

Ames (Ames Mutagenicity)  Positive 0.802 

 

3.5. Molecular target prediction results 

Furthermore, we identified possible targets of the naphthoquinone 11a using a virtual 

screening platform. In this sense, from all targets analyzed, the DNA topoisomerase I enzyme 

showed the highest probability to be one of the targets to compound 11a (supplementary 

table). Moreover, DNA topoisomerase I was selected for molecular docking analysis to 

confirm the credibility of the study. 

 

3.6. Biding mode analysis of naphthoquinone 11a docked to DNA topoisomerase I 

To further examine the interaction of DNA topoisomerase I (TOP1) with 11a, 

Autodock Tools and AutoDock 4.2.6 were used to predict protein-ligand binding. The free 

energy of binding (ΔG) analysis showed that 11a strongly inhibited TOP1 enzyme with a 

binding affinity of -11.94 kcal/mol, while the known inhibitors of TOP1, topotecan, and SN-

38 docked displayed free energy of binding of -13.66 kcal/mol and -15.26 kcal/mol, 

respectively. Docking studies also revealed that 11a interacted with catalytic residues, such as 

Arg-364 and bases A-113 and G-115 using three hydrogen bonds, Figure 5. Moreover, the 

interaction of topotecan with TOP1 formed two hydrogen bonds with Arg-364 and Glu-356. 

For SN-38, two hydrogen bonds were formed with Arg-364 and Asp-533 (Table 4). It was 

interesting to note that, well-known TOP inhibitors, such as SN-38 and topotecan interacts and 

forms hydrogen bonds with Arg-364, as observed for 11a. Therefore, we suggest that 11a 

have the potential to be a candidate molecule for the development of new TOP inhibitors. 
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Figure 5. Molecular Docking of three compounds with enzyme TOP1. The 3D docking 

structure of three compounds were inserted into catalytic cavity of the TOP1. a) 11a b) 

topotecan and c) SN-38. 2D representation of the interactions with amino acid residues in the 

active site of the enzyme: d) 11a, c) topotecan and d) SN-38.  

 

 Table 4. Free energy of binding (ΔG) and interaction of inhibitors with DNA topoisomerase I 

predicted were estimated with AutoDock Tools and Autodock 4.2.6. 

Compound ΔG(kcal/mol) Hidrogen Bond residues 

Topotecan −13.66 kcal/mol  Glu-356 

SN-38 −15.26 kcal/mol Arg-364, Asp-533 

11a −11.94 kcal/mol Arg-364, A-113, G-115 

 

3.7. 11a compound downregulates Topoisomerase I gene: target validation. 

To further understand whether 11a could affect TOP1 gene expression in a biological 

system, we performed RT-qPCR. First, we performed a comparative analysis of TOP1 gene 

expression in both leukemia cell lines. The chemoresistant FEPS cell line had a significant 

increase in TOP1 gene expression compared to chemosensitive K-562 (p < 0.001) Figure 6a. 
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Additionally, TOP1 gene expression was evaluated in K-562 and FEPS cells after 18 hours of 

treatment with 11a. The results showed a significant decrease in TOP1 gene expression for 

both cell lines (Figure 6b, c). The expression levels of TOP1 significantly reduced at 0.1 μM 

and 0.5 μM of 11a in the K-562 cell line (p < 0.001) when compared with the negative control. 

On the other hand, the FEPS cell line reduced the levels of TOP1 gene expression, 

significantly, only at 0.1 μM of 11a (p < 0.001). 

 

 

Figure 6. 11a significantly suppressed TOP1 gene expression in K-562 and FEPS cell lines. a) 

Comparison of TOP1 gene expression between leukemia cell lines (chemosensitive K-562 and 

chemoresistant FEPS), b) and c) TOP1gene expression after K-562 and FEPS cell line treated 

with 11a. TOP1 gene expression was normalized by endogenous ABL gene and the DMSO 

group was used as calibrator. Data from expression analysis are presented as the mean ± 

standard deviation of three independent experiments in triplicate. For comparison of TOP1 

expression between cell lines, a t-test was used. Samples treated with 11a (0.1 μM and 0.5 

μM) after 18 hours compared to DMSO were statistically analyzed by ANOVA followed by 

Bonferroni post-test. Significant differences (p < 0.001). 

 

 

4. Discussion  

Most quinones have important pharmacological and toxicological effects, and they are 

used as anticancer agents [44]. Although diverse naphthoquinones, especially juglone analogs, 

have been studied in medicinal chemistry, as they possess several pharmacologic effects, these 

substances have drawn attention especially for their cytotoxicity against cancer cells [45]. 

The mechanism of action related to naphthoquinone activities is still poorly 

understood. Several studies suggest the formation of reactive oxygen species (ROS), as well as 

apoptosis induction throughout the inhibition of the topoisomerase complex. All these can lead 

to the loss of cell repairability and DNA damage [46,47]. Therefore, this work comprises in 
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silico and in vitro techniques to elucidate the mechanism underlying naphthoquinone 11a 

cytotoxicity against leukemia cell lines. 

The evaluation of cytotoxicity is an important parameter for the study of new drugs. 

Naphthoquinone 11a demonstrated a high cytotoxic effect against leukemic strains, and its 

greatest cytotoxic activity was seen in the resistant strain. On the other hand, 11a showed low 

activity against the non-tumor line MRC-5. Our findings are consistent and better than those 

demonstrated by Karki et al. (2020) [48], Zang et al. (2018) [49], and Cardoso et al. (2014) 

[50] who revealed that the juglone has cytotoxic potential in an in vitro model in several tumor 

strains, such as colon cancer, pancreatic cancer, and acute lymphoblastic leukemia with IC50 

values ranging from 20 - 1.13 in colorectal cancer and leukemia, respectively. In this sense, 

we consider that 11a has a cytotoxic effect with the ability to inhibit the growth of tumor cells 

in vitro and possibly modulating chemoresistance activity, in addition to having an acceptable 

safety profile and reduced toxicity in normal cells. 

The use of computational methods has become quite widespread, mainly in the 

screening and development of new bioactive compounds. Thus, computational tools such as 

molecular docking provide a valuable alternative to decrease time and cost in the development 

of new compounds [51]. In this context, it was observed that known TOP1 inhibitors, such as 

camptothecin and SN-38, interact and form hydrogen bonds with catalytic residues Arg364, 

Lys532, and Asn722, in addition to interacting with some DNA bases. These residues are 

considered the best hydrogen bonding sites for the formation of the drug-enzyme-DNA ternary 

complex [52]. 

According to Kadioglu et al. (2017) [53] TOP1 inhibitors classified as “topoisomerase 

poisons” form a ternary complex, preventing the reconnection of transient breaks in the DNA 

molecule and leading to apoptosis in tumor cells. Thus, 11a also interacted and formed 

hydrogen bonds with Arg364 residue and interactions with bases A-113 and G-115. Therefore, 

molecular docking studies suggest that naphthoquinone 11a can inhibit the TOP1 enzyme, 

through a similar mechanism of action as conventional TOP1 inhibitors, however with a lesser 

effect for normal cells. 

Numerous tumors show TOP1 overexpression, which makes it an attractive target for 

anticancer therapy [54,55]. In this context, our findings demonstrated that 11a decreased TOP1 

gene expression in the K-562 and FEPS strains, suggesting that 11a may cause a disturbance 

in the covalent topoisomerase-DNA complex, being sufficient to induce apoptosis. Thus, 
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several studies have revealed that naphthoquinones can induce apoptosis depending on the 

treatment concentration [55,56]. During the process of apoptosis, a cell undergo  several 

morphological changes, which included reduction in cell volume, the appearance of 

cytoplasmic protuberances, presence of blebbing, and formation of apoptotic bodies [57,58]. 

In addition, the formation of blebbing in the plasma membrane occurs followed by 

karyorrhexis and leads to the separation of cell fragments, generating apoptotic bodies [59]. 

Our results follow the structural definitions of apoptosis since naphthoquinone 11a induced 

cell and nuclear shrinkage, blebbing formation as well and fragmentation of the cell into 

apoptotic bodies, which indicated an apoptotic profile.  

Finally, through molecular docking studies, it was possible to evaluate the interaction 

at the atomic level of 11a with the TOP1 enzyme, demonstrating satisfactory free binding 

energy (ΔG). In addition, naphthoquinone has been shown to induce apoptosis by inhibiting 

TOP1 gene expression in leukemic strains. Given these current findings, juglones deserve 

further studies to consolidate their potential as a leading molecule with anticancer activity for 

unresponsive leukemias. 

 

5. Conclusion 

In summary, our work demonstrates the anticancer potential of compound 11a on both 

chemosensitive K-562 and chemoresistant FEPS cell lines of CML. Our data suggests that 

naphthoquinone 11a induces apoptosis by decreasing TOP1 gene expression in both cell lines. 

Therefore, naphthoquinone 11a could be a potential candidate for a new drug for the treatment 

of CML patients resistant with a lower chance of side effects. 
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Abstract 

  The multidrug resistance (MDR) phenotype is one of the major obstacles in the 

treatment of chronic myeloid leukemia (CML) in advantage stages as blast crisis. In this 

scenario, more patients develop resistance mechanisms during the course of the disease, 

making tyrosine kinase inhibitors (TKIs) target therapies ineffective. Therefore, the aim 

of the study was to examine the pharmacological role of CNN1, a para-naphthoquinone, 

in a leukemia multidrug resistant cell line. First, the in vitro cytotoxic activity of 

Imatinib Mesylate (IM) in K-562 and FEPS cell lines was evaluated. Subsequently, 

membrane integrity and mitochondrial membrane potential assays were performed to 

assess the cytotoxic effects of CNN1 in K-562, FEPS, and peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) followed by cell cycle, alkaline comet assay and annexin V-

Alexa Fluor® 488/propidium iodide assays (Annexin/PI) using flow cytometry in K-

562 and FEPS. RT-qPCR was used to evaluate the expression of H2AFX gene. The 

results demonstrate that CNN1 was able to induce cell membrane rupture and 

mailto:rcm.montenegro@gmail.com
mailto:carolfam@gmail.com
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mitochondrial membrane depolarization in leukemia cell lines. In addition, CNN1 also 

induced genotoxic effect and caused DNA fragmentation, cell cycle arrest at the G2/M 

phase, but low DNA damage in PBMC cells. CNN1 also promote apoptosis, 

demonstrated through of increased of Annexin/PI. Additionally, CNN1 increased 

mRNA levels of H2AFX. Therefore, CNN1 presented anticancer properties against 

leukemia multidrug resistant cell line and a potential anticancer agent for the treatment 

of resistant CML. 

 

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia, Multidrug Resistance, 1,4-naphthoquinone, 

DNA Damage, Genotoxicity, Apoptosis. 

  

   

1. Introduction 

 Since the advent and introduction of tyrosine kinase inhibitors (TKIs), 

significant improvements have occurred in the treatment of chronic myeloid leukemia 

(CML), increasing the patient’s survival rate [1-4]. Although an enormous therapeutic 

improvement has been demonstrated, there are still some patients that develop 

resistance mechanisms during the course of the disease, and/or treatment, making the 

use with of TKIs ineffective [5,6]. In this scenario, the multidrug resistance (MDR) 

phenotype is well recognized in clinical practice and continues to be one of the major 

obstacles in the treatment of CML in blast crisis [7-10]. 

Approximately 20-40% of CML patients treated with TKIs fail due primary 

refractoriness (primary resistance), in which patients exhibit lack of efficacy to TKIs 

from initiation of therapy, while secondary resistance (acquired) is defined as the loss of 

response [11-14]. Moreover, the responses obtained in patients in the advanced stages of 

CML are low and typically short-lived [15-18]. 

Juglone (5-hydroxy-1,4-naphthoquinone) is a natural 1,4- naphthoquinone found 

in the Juglandaceae, a family of compounds known for their vast biological application 

[19-23]. Although a great number of naphthoquinones have been studied in medicinal 

chemistry, as they possess several pharmacologic properties, these compounds have 

drawn attention especially for their antitumor activity [24]. In addition, the 

naphthoquinones are potent inhibitors of topoisomerase, DNA repair enzymes and also 

can induce DNA damage [25 - 28].  
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Previously, our research group synthesized and evaluated in silico and in vitro 

antitumor activities of a series of synthetic naphthoquinones [28]. Among them, 5-

hydroxy-2-(4-tolylthio) naphthalene-1,4-dione (CNN1), showed good pharmacokinetic 

profiles and cytotoxic effect against sensitive leukemia (K-562) and multidrug 

resistance leukemia (FEPS) cell lines. Moreover, CNN1 suppressed DNA 

Topoisomerase I (TOP1) expression in both cell lines. Therefore, this study aimed to 

examine whether CNN1 is able to circumscribe the multidrug resistant and induces cell 

death in leukemia cells. 

 

 2. Materials and Methods 

2.1 Ethics aspects and lymphocytes isolation 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained from healthy donors, 

non-smoking individuals (two female and two males, ages 20 - 30 years), after signed 

the written consent form to participate in the study approved by the Ethics Research 

Committee of the Federal University of Ceará (registration number 

52352121.0.0000.5054). Blood samples were collected according to Fenech (2012) 

[29]. The lymphocytes were isolated using Histopaque-1077 (Sigma- Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) for comet assay. Briefly, 1 x 106 lymphocytes were seeded into six-well 

plates in Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI 1640, Gibco ®), 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco ®), 100 U/mL of penicillin, 

100 μg/mL of streptomycin (Gibco ®) and phytohemagglutinin A (PHA; Gibco‐

Invitrogen) for 20 h at 37˚C. 

 

2.2 Cell culture 

Chronic myeloid leukemia cell lines (K-562), vincristine-resistant derivative (K-

562-Lucena1), daunorubicin-resistant derivative (FEPS). K-562, K-562-Lucena1 and 

FEPS was kindly provided by Prof. Dr. Vivian Rumjanek from the Federal University 

of Rio de Janeiro [30]. The cells were cultured in Roswell Park Memorial Institute 

medium 1640 (RPMI 1640, Gibco ®, New York, NY, USA). The cell lines were 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco ®), 100 U/mL of penicillin, 
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and 100 μg/mL of streptomycin (Gibco ®). All cells were cultured at 37 °C and 5% 

CO2. 

 

2.3 CNN1 and chemicals  

Stock solution of CNN1 (1mM) was dissolved in DMSO (0.02%) from Sigma® 

and Imatinib Mesylate (IM) (1mM) was used as a positive control. In other study 

realized by our group, CNN1 demonstrated cytotoxic activity against K-562, K-562-

Lucena1 and FEPS cells after 72 h. The concentration of CNN1 (0.1 µM) used in tests 

was based in CI50 determined before [28]. 

2.4 Leukemia cell lines  

 K-562 sensitive cell line, derived from a patient with CML. The K-562-Lucena-

1 cell line is derived from the K-562 cell line following selection by vincristine and 

presenting ABCB1 overexpression [31], and the FEPS cell line, also derived from K-562 

following selection by daunorubicin and presenting ABCB1 and ABCC1 overexpression 

[22]. In the case of K-562-Lucena-1 and FEPS, the medium was maintained with 

vincristine sulfate at a final concentration of 60 nM and daunorubicin at a concentration 

of 466 nM, respectively. The following experiments were performed only in K-562 and 

FEPS cell lines based in previous study [28].  

 

2.5 Cell viability assay 

     The cytotoxicity of the CNN1 and IM were evaluated in a concentration-response 

curve against leukemia cell lines (K-562 and FEPS). Cells were plated (5 × 103 

cells/well) in a 96-well-plate, after 24 hours cells were treated with compounds (0.312 - 

20 µM) for 72 hours. DMSO (0.01%) was used as a negative control. Cell viability was 

evaluated by the Alamar blue assay [33].  Briefly, Alamar blue solution (0.2 mg/ml) 

was added to each well for 3h at 37 °C. The fluorescence was read at 535 nm (reduced 

form; resorufin) and 595 nm (oxidized form; resazurin) using a microplate reader 

(Beckman Coulter Microplate Reader DTX 880, Bio-TEK). 
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2.6 Membrane integrity by propidium iodide (PI) 

Cells (K-562 and FEPS) were seeded into 6-well plates at a density of 50 x 10³ 

per well and maintained for 24 hours at 37 ˚C in incubator. After this period, cells were 

submitted to treatment with CNN1 (0.1 µM) for 24 h. IM (0.1 µM) was used as a 

positive control and DMSO (0.02%) as negative control. Posteriorly, cells were 

suspended in PBS and incubated in propidium iodide (1 μg/ml) solution for 30 minutes 

at 37 ˚C, in the dark. Fluorescence intensity (from 10.000 cells) was immediately 

analyzed by flow cytometry (BD FACSVerse) with 488-nm laser excitation [34]. 

 

2.7 Mitochondrial membrane potential analysis 

K-562 and FEPS cell lines (50 × 103 cells per well) were plated into 6-well for 

24 h at 37°C. After that cells were treated with CNN1 at concentration 0.1 µM for 24 h. 

IM (0.1 µM or 10 µM) was used as positive control and DMSO (0.02%) as negative 

control. Next, cell pellets were resuspended in rhodamine 123 solution (1 μg/mL) for 20 

minutes at 37˚C, in the dark. Then, mitochondrial transmembrane potential (ΔΨm) was 

determined using flow cytometry system (BD FACSVerse) [35].  

 

2.8 Cell cycle analysis 

Cells were plated at a density of 50 × 103 cells per well into 6-well plates for 24 

h at 37˚ C. After 24 h, cells were treated with CNN1 at 0.1 µM for 24 h. DMSO 

(0.02%) as negative control. IM (0.1µM) was used as a positive control. Cells were 

pelleted and fixed with 70% alcohol for 30 minutes at 4ºC. After, cells were submitted 

to Triton- X100 (0.1% v/v in PBS). Subsequently, cells are incubated for 40 minutes at 

37° C and added propidium iodide (50µg/ml). Events (10.000) were evaluated by flow 

cytometry (BD FACSverseTM). All data were analyzed using FlowJo Software v.10 

[36]. 

 

2.9 Alkaline comet assay 

K-562, FEPS and PBMC were plated into 6-well plates at (5 × 103) per well for 

24 hours at 37 ˚C in a CO2 incubator. Then, cells were exposed to CNN1 at 

concentration (0.1 µM) for 3 h. IM (0.1 µM) was used as positive control and DMSO 

(0.02%) as negative control. Following exposure, the cells were suspended in 150 μl in 
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0.8% of low melting agarose (LMPA) in phosphate buffered saline (PBS) without 

calcium and rapidly spread on three slides pre-coated with 1.5% normal melting agarose 

(NMA) and waited to solidify at 4 °C for 5 minutes. After that, slides containing cells 

were placed in the chilled lysis solution containing 100 mM EDTA, 2.5 M NaCl, 10 

mM Tris, 10% DMSO and 1% Triton X-100, pH 10) at 4 °C for 24 h. The slides were 

incubated is fresh electrophoresis buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA, pH ≥13.0) 

for 20 min in other to unwinding the DNA. Then, horizontal electrophoresis at 300 mA 

and 34 V for 20 min was performed. Finally, slides were washed with distilled water for 

5 min and fixed with absolute ethanol. Thereafter, slides were stained with propidium 

iodide at 20µg/mL A total of 100 comets were counted for each sample using a 

fluorescence microscope (Kinetic Imaging, Liverpool, UK) [37]. 

 

2.10 Analysis of apoptosis 

K-562 and FEPS cell lines were seed into 12-well plates at a 50 x 10³ per well 

for 24 hours. After that, cells were exposed to CNN1 (0.1 µM) for 24 hours. To positive 

control was used IM (0.1 µM) and DMSO (0.02%) as negative control. Subsequently, 

cells were washed with PBS and resuspended in 200 µl Annexin-binding buffer 

consisting of 4 μL Annexin V-FITC and then incubated with propidium iodide for 

20 min. After incubation, cells were resuspended in 1x binding buffer. The fluorescent 

emission was measured by flow cytometry system (BD FACSVerse) [38]. 

 

2.11 RNA isolation   

       K-562 and FEPS cell lines (50 × 103 cells per well) were plated for 24 h at 37 

°C. After 24 h, cells were treated with CNN1 (0.1 μM) for 18 h, a time that does not 

modify cellular viability (Supplementary Figure S1). After treatment, cells were 

collected for mRNA extraction using TRIzol Reagent® (Invitrogen™) according to the 

manufacturer's protocol. The RNA concentration and quality were determined by using 

Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific). From 20 ng of RNA, the cDNA was 

synthesized using HighCapacity cDNA Reverse Transcriptase kit (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) to convert the extracted and purified RNA to cDNA. The 
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conversion step was performed in a Veriti® thermal cycler (Applied Biosystems®, 

Foster City, CA, USA) [39]. 

 

2.12 mRNA expression analysis 

       All requirements proposed in the Minimum Information for Publication of 

Quantitative Real-Time PCR Experiments - MIQE Guidelines were followed [40]. The 

experiments were performed using Fast SyberGreen kit (Applied Biosystems®, Foster 

City, CA, USA) for H2A.X Variant Histone (H2AFX) gene and Beta-Actin (ACTB) 

gene as an endogenous control. The other genes selected for expression evaluation was 

ABCB1 (Hs00184500_m1), BCR-ABL1 (Hs03024541_ft) and the ABL gene 

(Hs99999002_mH) as the endogenous control, and each sample were used the 

concentrations following: 3 μl of cDNA, 1 μl of each primer/probe, 12.5 μl of TaqMan® 

Gene Expression Master Mix or Fast SyberGreen kit (Life Technologies’), and 8.5 μI of 

Ultrapure water. The RT-qPCR was performed using QuantStudio5 Real-Time PCR 

system (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). Each sample was performed in 

triplicate for the validation of the technique and the values of CT and gene expression 

levels were calculated using the 2 - CT
 (delta-delta threshold cycle) [41] using DMSO 

control as a calibrator of the experiment (Supplementary Table S1). 

 

2.13 Statistical analyses 

Each assay was performed in triplicate from three independent experiments. All 

data were expressed as mean ± standard deviation (SD), the distribution of normality 

was verified by the Kolmogorov-Smirnov test and statistically compared to untreated 

control (DMSO) by Analysis of Variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s 

considering a (p< 0.05). The graph design and data obtained were analyzed in GraphPad 

Prism 5.0 software.  

 

3. Results 

2.1 CNN1 induces cytotoxicity in K-562 and FEPS leukemia cell lines 

 Previously, Portilho and co-workers [42] demonstrated that CNN1 has excellent 

cytotoxicity against different leukemia cells, after 72 h of treatment. CNN1 exhibited an 
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inhibitory effect on cell viability against K-562-Lucena-1 with an IC50 value of 0.90 µM 

(CI 95% 0.34 - 1.27) and presented a strong cytotoxic activity to FEPS with an IC50 of 

0.60 µM (CI 95% 0.48 - 0.80) when compared to K-562 that demonstrated an IC50 value 

of 1.12 µM  (CI 95% 0.90 - 1.38). On the other hand, IM showed an CI50 of 4.97 µM 

(CI 95% 3.69 - 5.70) to K-562-Lucena-1 and the CI50 was of 9.66 (CI 95% 8.45 - 11.1) 

to FEPS, a much higher concentrations when compared to CNN1 in MDR cell lines. 

Only, to sensitive cell line, K-562, IM showed an CI50 of 0.03 µM (CI 95% 0.01 - 0.05) 

(Table 1). Our results showed CNN1 as a potential candidate against patients with 

multidrug resistance. 

 

Table 1. Cytotoxic activity expressed as IC50 in µM and with its respective confidence interval 

of 95% in K-562, K-562-Lucena-1 and FEPS cell lines, after 72 hours of exposure. 

IC50 µMa 

Compounds K-562 K-562-Lucena-1 FEPS 

CNN1 1.12 

(0.90 - 1.38) 

0.90 

(0.34 - 1.27) 

0.60 

(0.48 - 0.80) 

b IM 0.03 

(0.01 - 0.05) 

4.97 

(3.69 - 5.70)   

9.66 

(8.45- 11.1) 

a Data are presented as IC50 values, and 95% confidence intervals obtained by nonlinear 

regression for all cell lines from three independent experiments in three replicates. b Imatinib 

Mesylate (IM) was used as positive control. 

 

 

2.2 CNN1 induces membrane disruption and mitochondrial depolarization in K-562 and 

FEPS cell lines 

 Flow cytometric analysis of membrane integrity (Figure 1A) showed that CNN1 

(0.1 µM) significantly induced cell membrane disruption in K-562 (p< 0.001) and also 

in FEPS (p< 0.001) after 24 h of treatment (Figure 1B-C). Additionally, IM at 0.1 µM 

was able to disrupt the membrane integrity significantly only in K-562 (p< 0.01).   

In the order to investigate whether compound CNN1 cause disruption of the 

mitochondrial membrane potential, rhodamine 123 was used after 24 h of treatment 
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(Figure 1D). Naphthoquinone CNN1 (0.1 µM) caused significant (p< 0.001) disruption 

of the mitochondrial membrane potential in K-562 e FEPS cell lines (Figure 1E-F), 

when compared to negative control. IM (0.1µM or 10 µM) showed significant 

mitochondrial membrane depolarization in K-562 (p< 0.001) and FEPS (p< 0.001).  
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Figure 1. CNN1 caused significantly rupture in the membrane integrity and induces mitochondrial depolarization on K-562 and FEPS cells, after 24 h treatment (0.1 µM). A) 

Detection of PI of the negative control (DMSO) and treated groups. B) CNN1 significantly affected the membrane integrity cell in K-562. C) CNN1 can also induce alteration 

in membrane integrity in FEPS. D) Identification of Rhodamine 123 of the negative control (DMSO) and treated groups. E) Rhodamine 123 negative cells after treatment with 

CNN1 in K-562 cell line. F) CNN1 induces depolarization mitochondrial membrane in FEPS after treatment. Data from membrane integrity are presented as mean ± SD of 

three independent experiments. Treated samples were compared to DMSO and statistically analyzed by ANOVA followed by Bonferroni’s posttest. Significant differences: 

**p< 0.01, *** p< 0.001. NS = non-significant. 
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2.3 CNN1 induces DNA fragmentation, cell cycle arrest and DNA damage in leukemia 

cell lines 

Cell cycle analysis was measured to evaluate whether CNN1 compound induces 

effects in cell cycle of K-562 e FEPS cell lines. Negative control presented 32.21% of 

cells in G0/G1 phase, 30.30% in S phase and 25.67 in G2/M phase. We found that 

CNN1 (0.1 µM), after 24 h of treatment, triggered a significant accumulation of 39.9% 

of cells in G2/M phase (p< 0.001) and induced a significant decrease of cells in the S 

phase (18.27 %) in K-562 (p< 0.05) (Figure 2A). On FEPS cell line CNN1 (0.1 µM) 

also caused cell cycle arrest of 40.70% at G2/M phase (p< 0.001) and decreases the 

number of cells at G0/G1 phase to 25.66% (p< 0.05) (Figure 2B). Treatment with IM 

(0.1 µM or 10 µM) increased the percentage of cells at G0/G1 phase in K-562 (p< 0.01) 

and FEPS (p< 0.05). In addition, negative control presented 7.46% at sub-G1 of K-562 

and 5.84% at sub-G1of FEPS, while CNN1 treatment increases the number of cells at 

sub-G1 to 10.85% and 9.35% (p< 0.01), respectively (Figure 2 C-D). The IM also 

induces increases in sub-G1 in K-562 (p< 0.01) and FEPS (p< 0.001). 

The comet assay was performed to determine genotoxic potential of CNN1 (0.1 

µM) and IM (0.1 µM) in K-562 and FEPS cell lines and PBMC after 3 h of exposure. 

CNN1 induces DNA damage in leukemia cell lines. CNN1 (0.1 µM) significantly 

induced DNA damage of K-562 and FEPS leukemia cells in comparison to negative 

control (p< 0.001). Statistical analysis showed that CNN1 was more genotoxic to K-562 

and FEPS than to non-malignant peripheral mononuclear blood cells (PBMC). 

Moreover, IM showed significant differences between K-562, FEPS and PBMC, where 

IM present significant genotoxic effects only in K-562 (Figure 2E). 
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Figure 2. Induction of DNA fragmentation, cell cycle arrest and genotoxic after treatment with CNN1 in 

K-562, FEPS and PBMC by alkaline comet assay. IM was positive control. A) Effect of CNN1 in cell 

cycle in K-562 cell line. B) Activity of CNN1 in cell cycle in FEPS cell line. C) Representation of effect 

of CNN1at number of cells in sub-G1 of K-562. D) CNN1at number of cells in sub-G1 phase of K-562 

and FEPS cell lines. E) Alkaline comet assay in leukemia cell lines and PBMC. F) Distribution of DNA 

migrations from negative control (DMSO) and treated groups, using light microscope. The number of 

cells in G0/G1, S and G2/M phase was calculated using FlowJo™ software. Treated samples were 

compared to DMSO. The bars represent the mean ± standard error of the mean of three independent 

experiments. Significant differences compared to control (DMSO) *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 by 

ANOVA followed by Bonferroni posttest. 
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2.6 CNN1 induces apoptosis in K-562 and FEPS cell lines 

In order to investigate whether CNN1 compound promotes apoptosis after 24 h 

of treatment, annexin V-Alexa Fluor® 488 and PI were used by flow cytometry (Figure 

3A). After exposure of CNN1 (0.1 µM), the results showed a significant increase (p< 

0.001) in early apoptotic cell (Annexin-V positive/PI negative) and increase (p< 0.001) 

of late apoptosis (Annexin V-positive/PI-positive) in K-562 and FEPS cell lines (Figure 

3B-C), when compared to negative control, demonstrating the apoptosis as a cell death 

pathway. IM (0.1 µM or 10 µM) also demonstrated a significant increase of apoptotic 

cells in K-562 and FEPS.  
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Figure 3. CNN1 increased apoptosis in K-5622 and FEPS cell lines. Percentage of apoptotic cells after 

24h treatment (0.1 µM) with CNN; cells were labeled with annexin-V and PI and the result was analyzed 

by flow cytometry. A) Representation of Dot Plot graph of the negative control (DMSO) and treated 

groups. B) Effect of CNN1 on cell death in K-562 cell line. C) CNN1 induced cell death in FEPS cell 

line. Bars represents the percentage of viable cells, early apoptosis, late apoptosis, and necrosis. Results 

are expressed as mean ± SD of three independent experiments. Treated samples were compared to 

DMSO. Significant differences compared to control (DMSO) *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 by 

ANOVA followed by Bonferroni posttest. Q1, necrosis; Q2, late apoptosis; Q3, early apoptosis and Q4 

viable cells.  

 

2.7 CNN1 significantly increased H2AFX gene expression in K-562 and FEPS cell lines 

      We also investigated whether CNN1 induces modulation of H2AFX gene expression 

after 18h of treatment. H2AFX is an important biomarker to monitor genotoxic events 

[42]. Samples treated with CNN1 (0.1 µM) showed a significantly increase (p< 0.001) 

of H2AFX gene expression in K-562 and FEPS cell lines when compared to control, as 

show in Figure 4. Furthermore, we also determined whether CNN1 altered ABCB1 

mRNA expression, and no significant difference was found in ABCB1 gene after 18 h of 

drug exposure (p> 0.06) in K-562 and FEPS cell lines. The results also showed no 

significant differences in BCR-ABL1 expression in both K-562 (p> 0.27) and FEPS (p> 

0.28) cell lines.  
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Figure 4. Relative gene expressions of H2AFX, ABCB1 and BCR-ABL1 in K-562 and FEPS cell lines 

after 18h of treatment. A) CNN1 significantly modulated H2AFX expression in K-562 cell line. B) CNN1 

also demonstrated an increased H2AFX expression in FEPS cell line. C) No significant ABCB1 expression 

after treatment with CNN1 in K-562 cell line D) CNN1 did not caused significant differences in ABCB1 

expression after treatment in FEPS cell line. E) and F) CNN1 did not significantly modulated BCR-ABL1 

expression in K-562 and FEPS cell lines, respectively. Results are expressed as the mean ± SD of three 

independent experiments.  Treated samples were compared to DMSO and statistically analyzed by t-test. 

Significant differences: **p< 0.01. NS = non-significant. 
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4. Discussion 

 The naphthoquinones present different pharmacological properties, among them 

anticancer action, antifungal, antibacterial and antiviral activities, as well as allelopathic 

activities [43-46]. There are many studies that describe the effect of naphthoquinones, 

or its analogs, in several type of tumors, demonstrated an in vitro and in vivo 

chemotherapeutic potential of these compounds [47-49]. However, this is the first study 

that identified the antitumor effect of naphthoquinone against resistant leukemia cells 

(FEPS). The development of MDR is still a significant obstacle to provide effective 

treatment to many patients with cancer, including CML. In this sense, one strategy to 

overcome MDR is the use of compounds able to selectively target MDR cells [50]. 

Our previous study showed that CNN1 is more potent on resistance cell lines 

FEPS (IC50 0.60 µM) and K-562-Lucena-1 (IC50 0.90 µM) when compared to parental 

sensitive cell line K-562 (IC50 1.12 µM) [28]. Moreover, it was observed that CNN1 is 

less toxic to normal human cells such as fibroblasts (IC50 15.34 µM) when compared to 

leukemia cell lines. Our results suggest that CNN1 might cause few side effects, 

however clinical studies are still needed to confirm this hypothesis. In vitro experiments 

conducted by other authors demonstrate that 1,4 naphthoquinone, also presented a less 

toxic effect in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) [26]. Although of CNN1 

showed low toxicity to normal human cells, other research described that 

naphthoquinones are toxic to human lymphocytes [51].   

To demonstrate the efficacy of CNN1 on resistant (FEPS) and sensitive (K-562) 

leukemia cell lines, experiments were performed to evaluate if CNN1 was able to 

induce apoptosis as a cell death mechanism. Analyzing the cell membrane integrity after 

treatment with CNN1, significant difference was found between the leukemic cell lines 

when compared to positive control (p< 0.001). In fact, CNN1 caused pronounced 

rupture in membrane integrity on K-562 and FEPS compared with IM standard therapy. 

Some naphthoquinones can induce disruption of membrane integrity [52]. Our 

presented data corroborate with a study by Montenegro and co-workers (2010) [53] that 

also described that 1,4-naphthoquinone induced alteration of cell membrane integrity 

(instability) on HL-60 cell line, derived from acute myeloid leukemia. Another study 

showed that HL-60 cells treated with naphthoquinone (β-lapachone) also presented 

disruption of membrane integrity, but only in low concentrations [54]. These data 
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reinforce the results presented in this paper and suggest that CNN1 is a compound with 

important anticancer properties.  

 The next question was to determine whether disruption of membrane integrity 

would be linked with cell death by depolarization of mitochondrial membrane 

potential, considered one of the hallmarks of apoptosis [55]. In the current study, CNN1 

caused depolarization of mitochondrial membrane potential in both leukemia cell lines 

and in a more pronounced manner when compared to IM (p<0.001). Previous studies 

have reported a decrease in mitochondrial membrane potential induced by 1,4-

naphthoquinone in liver cancer cells (Hep3B), leukemia cells (HL-60) and human breast 

adenocarcinoma cells (MCF-7) [56,26,57]. The deregulation of apoptotic pathways 

induces leukemic cells to accumulate, thus promoting further genetic alterations and 

also the leukemogenesis, therefore, mitochondrial damage may be a promising strategy 

in the regulation of apoptosis in CML [58]. The mechanism of apoptosis mainly 

consists of two core pathways that are the extrinsic initiated by activation of membrane-

bound death receptors leading to caspase cleavage [59] and the intrinsic pathway is a 

mitochondrial-mediated pathway [60]. These findings support the involvement of 

intrinsic apoptosis pathway in cell death induced by CNN1 (p< 0.001), mediated by the 

loss of mitochondrial membrane potential. 

It was also investigated whether pronounced effect of CNN1 on leukemia 

multidrug resistant cell line, could reflect a cell cycle arrest. Our results showed that 

CNN1 induced cell cycle arrest at G2/M phase for both K-562 (p< 0.001) and FEPS 

(p< 0.001) cell lines. The tumors cell presents an increased rate of cellular proliferation, 

and this feature of uncontrolled cell division can be targeted to treat cancer patients 

[61]. The primary anticancer therapies that include chemotherapy and ionizing radiation 

induce cell death caused by DNA damage. Thus, DNA molecule is one of the main 

targets of these agents because DNA replication is essential on cell cycle progression 

[62]. Therefore, genotoxic compounds are attractive candidates to improve 

chemotherapy, which blocked cells in division with low adverse events [63]. In 

agreement with our results, previous data observed that others naphthoquinones also 

induced arrest at G2/M phase in cancer cell lines with a prominent MDR phenotype, 

including lung cancer [64] and breast cancer [65].  
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Furthermore, CNN1 showed a possible preferential genotoxic effect against K-

562 and FEPS cells and did not cause significant DNA damage in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC). Data from previous work by our group showed that CNN1 

reduced TOP1 expression levels in both leukemia cell lines [28]. Thus, this evidence 

suggests that suppression of TOP1 expression can be correlated with a genomic damage 

induced by CNN1 [66].  

Some naphthoquinones have exhibited topoisomerase inhibition effects by 

catalytic activity or trapping of TOP1,that can result directly in DNA damage [67]. 

These data consolidate the selective genotoxic effect of CNN1 to MDR phenotype in 

FEPS cell line and suggest that CNN1 can be considered a promising lead compound 

with reduced side effects for development of new chemotherapeutic regimens [68]. 

In this research, the apoptosis induced by CNN1 was confirmed by 

phosphatidylserine externalization in K-562 (p< 0.001) and FEPS (p< 0.001) cell lines, 

similar findings were reported on in vitro models of breast cancer [69] lung 

adenocarcinoma [70] and colon carcinoma [46]. Apoptosis deregulation is a remarkable 

hallmark of cancer, enabling cancer cells to develop MDR phenotype, additionally this 

feature had been pointed out as the major cause of chemotherapy failure in CML [71]. 

The externalization of phosphatidylserine is a well-known apoptosis phenotypic 

characteristic, caused by an increase of mitochondrial permeability and release of 

cytochrome c and its accumulation in cytosol [72]. Our results showed that CNN1-

mediated cytotoxicity is based on its ability to induce apoptosis by DNA fragmentation, 

loss of mitochondrial membrane potential and phosphatidylserine externalization. 

In addition to the mechanism of cell death induced by CNN1 in K-562 and FEPS 

cell lines mediated by DNA damage, we investigated the H2AFX biomarker [42]. Our 

results indicate the hypothesis that CNN1 induces overexpression of H2AFX in K-562 

(p< 0.01) and FEPS (p< 0.01), suggesting that this upregulation of H2AFX gene has a 

major role in initiating cell death in leukemia MDR cells through the DNA damage 

signaling pathway. To the best of our knowledge, our study is the first to describe 

H2AFX gene overexpression in mediated apoptosis of resistant leukemia cells (FEPS).  

Several studies have shown that deregulation of the DNA damage response 

(DDR) pathway causes genomic instability in non-neoplastic cells and compromising 

tumor cell sensitivity to anticancer therapy [73-75]. H2AFX plays a key role in DNA 
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damage response and is important to DNA repair proteins signaling at sites that 

chromatin suffered a possible damaged, and for activation of checkpoint proteins, that 

block the cell cycle progression [76-78].  

Other authors also described that H2AFX low expression compromise the 

apoptotic response to IM and promote blast crisis of CML, as well as the H2AFX 

deficiency promotes B-cell tumorigenesis, suggesting that deregulation could make cells 

more sensitive to leukemogenic factors [77]. In particular, the role of H2AFX as a tumor 

suppressor is involved to its regulation of apoptosis. [76]. Zangh and co-workers [78] 

reinforce that H2AFX dysfunction is considered one important event in cancer patients 

that develop resistance during treatment, including IM therapy, and demonstrated the 

importance of H2AFX in apoptosis regulation process of CML cells.  

At last, we evaluated whether CNN1 could decrease the mRNA expression of P-

glycoprotein (P-gp), encoded by ABCB1 (ATP - binding cassette, subfamily B, member 

1), and the expression of BCR-ABL1 transcripts. In our results, CNN1 does not caused 

decreased expression of BCR-ABL1 and ABCB1 in K-562 and FEPS cell lines. This 

result corroborates with a previous in silico study by our group, where CNN1 does not 

was considered inhibitor or substrate of P-pg [28]. Sales and co-workers [79] describe 

that FEPS had low transcript expression levels of BCR-ABL1 compared to the parental 

K562, indicating that the BCR–ABL1-independent mechanism of resistance, such as 

occurs in CML patients with hyperexpression of P-glycoprotein (P-gp) is also found in 

the FEPS cell line model [80]. This finding reinforces that P-gp overexpression is the 

main mechanism of resistance found in FEPS cell line, and this in vitro model mimics 

the molecular events of MDR and poor adherence to IM observed in patients [41]. 

Taken together, Eaddie and co-workers [81] showed that patients that are refractory or 

intolerant to IM treatment presented high levels of ABCB1 mRNA, and they also failed 

to respond to subsequent treatment with nilotinib and dasatinib. Furthermore, recent 

studies demonstrated some evidence that IM, nilotinib and dasatinib are Pgp-substrates 

[82,83]. In this scenario, our finding suggests that CNN1 is characterized as a non-

substrate for P-gp and might be able of overcome the interference of efflux transporters 

in MDR phenotype.  
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5. Conclusion 

 CNN1 naphthoquinone presented cytotoxicity activity based on its ability to 

induce apoptosis in K-562 and FEPS cell lines. Briefly, we showed that CNN1 blocks 

cell cycle progression, inducing DNA damage followed by the recruitment of H2AFX 

gene signaling, that seems to play a major role in initiating of apoptosis by intrinsic 

pathway. Therefore, these results indicated that CNN1 has a promising anticancer 

activity and as a potential lead compound to the development of a new treatment for 

CML patients who fail their TKI therapy due to intolerance and/or developed resistance, 

mainly in refractory disease advantage stages. 
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Dados suplementares 

 

Supplementary table S1 

 

Table 1. Sequence of oligonucleotides used for RT-qPCR. 

Gene Sequence (5’ – 3‘) NCBI reference sequence 

H2AFX F- ACCAGCACAAGTCGGTTA 

R - AAGGTTCTAGTCGTGGAAGG 

NM_002105.3 

ACTB¹ F- CTGGAACGGTGAAGGTGACA  

R- AAGGGACTTCCTGTAACAACGCA 

NM_001101.5 

¹Actin Beta (ACTB) gene was used as the endogenous control. 
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Supplementary figure S1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure: K-562 and FEPS after 18h of treatment with CNN1 in trypan blue assay. The bars 

represent the mean ± standard error of mean of three independent experiments in triplicate. It 

was no statistically significant difference in cell viability comparing the negative control with 

treated group by ANOVA. 
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