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RESUMO

O acumulo de mutagdes e modificacdes epigenéticas em células neopléasicas confere
caracteristicas como a sinalizacao sustentada para proliferagdo, resisténcia a morte celular e
reprogramagao metabodlica. Devido ao estado pro-oxidativo, uma das estratégias que as células
tumorais utilizam para resistirem ao incremento de espécies reativas de oxigénio € o aumento
da expressao de enzimas antioxidantes, como a NAD(P)H-Quinona Oxidorredutase 1 (NQO1).
A enzima NQOI catalisa a conversao de quinonas a semiquinonas protegendo a célula contra
o estresse oxidativo, encontrando-se superexpressa em tumores solidos como o cancer de
pulmdo, mama e prostata. Esse trabalho buscou compreender a interagcdo da proteina NQO1
com a naftoquinona RCDFC. A proteina NQO1 recombinante foi produzida utilizando
Escherichia coli como plataforma de expressao e purificada por IMAC seguida de SEC, sendo
caracterizada por SDS-PAGE e DLS. A avaliagdo da interacio NQO1-RCDFC ocorreu por
ensaio enzimatico ponto final, ensaio de monitoramento do consumo de NADH, fluorimetria
diferencial de varredura, avaliagdo da fluorescéncia intrinseca do triptofano e avaliacdo de
estrutura secundaria por dicroismo circular. Além disso, foi dado inicio nos ensaios de
cristalografia de proteinas. O efeito antineoplasico da RCDFC foi investigado utilizando o
ensaio do MTT, avaliagdo da morfologia celular, viabilidade celular, ciclo celular, formacao de
ERO, e expressdo de DNA metil-transferases (DNMTs). Também foi avaliado se a RCDFC
causa hemolise de eritrocitos. A proteina NQOI1 foi obtida com rendimento de 1 mg/L de cultura
e 80 % monodispersa. Foi demonstrado que a RCDFC inibe a atividade enzimatica da NQO1,
diminui o consumo de NADH, aumenta a 7m, altera a conformacgao de estruturas secundarias e
modifica o ambiente quimico dos triptofanos. O valor de Kd da RCDFC em interacdo com a
NQOI foi estimado como 0,28 uM, sendo menor que o Kd do ligante controle dicumarol (0,48
uM). O ensaio do MTT mostrou que a RCDFC possui efeito antineoplasico em linhagens de
tumores solidos e tumores hematologicos. Foi demonstrado que a RCDFC causa condensacao
de cromatina, perda de conteudo citoplasmatico, retragdo do volume celular e vacuolizagao
citoplasmatica em células de cancer de pulmao A549. Nessas células a RCDFC exerce efeito
citostatico com parada de ciclo celular nas fases G1 e S, acumulo de ERO e redugdo da
expressao génica de DNMT1 e DNMT2. A RCDFC apresentou baixo potencial hemolitico em
eritrocitos de camundongos. A inibicdo da NQO1 pela naftoquinona RCDFC se apresenta como
uma estratégia promissora para a terapia farmacoldgica alvo-dirigida no combate ao cancer de

pulmao.

Palavras-chave: naftoquinona; agente citotoxico; quinona redutase; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Accumulation of mutations and epigenetic modifications in neoplastic cells confers
characteristics such as sustained signaling for proliferation, resistance to cell death and
metabolic reprogramming. Due to the pro-oxidative state, one of the strategies that tumor cells
use to resist reactive oxygen species increasing is the expression of antioxidant enzymes, such
as NAD(P)H-Quinone Oxidoreductase 1 (NQO1). The enzyme NQOI catalyzes the conversion
of quinones to semiquinones, protecting the cell against oxidative stress, and is overexpressed
in solid tumors such as lung, breast and prostate cancer. This study sought to understand the
interaction between NQO1 protein and the naphthoquinone RCDFC. Recombinant NQOI
protein was produced using Escherichia coli as expression platform, purified by IMAC
followed by SEC and characterized by SDS-PAGE and DLS. The NQO1-RCDFC interaction
was evaluated by end-point enzyme assay, NADH consumption monitoring assay, differential
scanning fluorimetry, evaluation of intrinsic tryptophan fluorescence and secondary structure
evaluation using circular dichroism. Protein crystallography tests were also started. The
antineoplastic effect of RCDFC was investigated using the MTT assay, evaluation of cell
morphology, membrane integrity, cell viability, cell cycle, ROS formation, and expression of
DNMTs. It was also assessed whether RCDFC causes erythrocyte hemolysis. The NQO1
protein was obtained with a yield of 1 mg/L of culture and 80% monodisperse. It was shown
that RCDFC inhibits the enzymatic activity of NQO1, decreases NADH consumption, increases
Tm, alters conformation of secondary structures and modifies tryptophans chemical
environment. The Kd value of RCDFC interacting with NQO1 was estimated at 0.28 pM, lower
than the Kd of the control ligand dicumarol (0.48 uM). The MTT assay showed that RCDFC
has antineoplastic effect on solid tumor cell lines and hematological tumors. RCDFC has been
shown to cause chromatin condensation, loss of cytoplasmic content, cell volume shrinkage and
cytoplasmic vacuolization in A549 lung cancer cells. In these cells, RCDFC exerts a cytostatic
effect with cell cycle arrest in the G1 and S phases, accumulation of ROS and reduction of
DNMTI and DNMT?2 gene expression. RCDFC showed low hemolytic potential in mouse
erythrocytes. The inhibition of NQO1 by the naphthoquinone RCDFC appears to be a promising

strategy for target-directed pharmacological therapy in the fight against lung cancer.

Keywords: naphthoquinone; citotoxic agent; quinone reductase; oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Mundialmente, o cancer ¢ configurado como um importante problema de saude
publica, sendo uma das principais causas de morte, estando entre os principais desafios para
que a expectativa de vida das pessoas possa aumentar (WEIDERPASS; STEWART, 2020).
As estimativas reportam que um a cada cinco individuos terdo cancer durante a vida e um em
cada dez morrera da doenca (FERLAY; COLOMBET; SOERJOMATARAM; PARKIN et
al., 2021). No Brasil, sdo esperados cerca de 704 mil novos casos de cancer em cada ano do
triénio 2023-2025 (SANTOS; LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023).

O cancer € uma doenga que frequentemente tem um mau prognostico. Apesar do
desenvolvimento de diversas estratégias terapéuticas, incluindo quimioterapia, terapia-alvo,
radioterapia e imunoterapia, a resisténcia a essas abordagens frequentemente impede bons
resultados clinicos (NUSSINOV; TSAIL; JANG, 2021; WU; GAO; SU; NICE et al., 2021).

Células neoplasicas tendem a desenvolver diversos mecanismos de resisténcia a
medicamentos, como a alteragdo de alvos celulares (YAEGER; CORCORAN, 2019),
diminui¢do da concentragao intracelular de farmacos (PISCO; JACKSON; HUANG, 2014),
supressio da parada do ciclo celular (LUNDHOLM; HAAG; ZONG; JUNTTI et al., 2013), e
redugdo da apoptose (CHEN; ZENG; ZHOU, 2018). Além disso, também podem ativar vias
relacionadas a sobrevivéncia e a proliferacdo celular (MCCUBREY; STEELMAN;
CHAPPELL; ABRAMS et al., 2007), transi¢ao epitélio- mesenquimal (XU; ZHANG; DAI;
HAN, 2022) e geracao de células-tronco tumorais (PHI; SARI; YANG; LEE ef al., 2018).
Adicionalmente, a expressao desregulada de microRNAs (MIRZAEI; ZARRABI; ASNAF;
HASHEMI et al., 2021), a reprogramagao metabolica (LIN; XIA; LIANG; HAN et al., 2019),
a modificagdo epigenética (KARAMI FATH; AZARGOONJAHROMI; KIANI;
JALALIFAR et al., 2022), e a interagdo com microambientes tumorais também podem levar
a resisténcia do tumor a diferentes estratégias terapéuticas (ERIN; GRAHOVAC;
BROZOVIC; EFFERTH, 2020).

Em todo o mundo, grande aporte de recursos ¢ aplicado em pesquisas para
prevencao, diagnostico e tratamento do cancer. A descoberta e o desenvolvimento de novos
agentes anticancerigenos sao o foco principal de varias empresas farmacéuticas e de
organizacdes governamentais € ndo governamentais, como o National Cancer Institute (NCI)
nos Estados Unidos (EUA), a European Organization for Research and Treatment of Cancer
(EORTC) e o Cancer Research UK (NARANG; DESAI 2009). No entanto, algumas drogas

anticancerigenas que sao aprovadas pelas agéncias reguladoras, como o Food and Drug
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Administration (FDA), tem pouco efeito sobre a sobrevida global do paciente com cancer.
Observa-se também que a maioria das terapias alvo-dirigidas disponiveis atualmente possuem
alto custo e por conseguinte, sao pouco acessiveis (HAIT, 2010).

Novas moléculas com a¢ao antineopldsica e com mecanismos de agcdo inovadores
poderiam ajudar a reduzir o problema da resisténcia a terapia antitumoral, de forma a
promover mais efetividade e seguranga (FENG; CHEN; VAZIRI; GUO et al., 2020; ZHONG;
LI; XIONG; WANG et al., 2021). Além disso, pacientes com baixa responsividade aos
tratamentos atuais possuem poucas alternativas para o manejo clinico e novas substancias
poderiam ajudar a aumentar a taxa de cura desses pacientes, ajudando a diminuir as altas taxas
de mortalidade do cancer no mundo, incluindo o cancer de pulmao (GAO; LI; JIN; JIANG et
al., 2019; MISRI; KAUL; MISHRA; CHARAN et al., 2022).

Nesse contexto, a proteina NQO1 reduz completamente dois elétrons do substrato
quinona, evitando a formacdo de semiquinonas reativas e protegendo a célula do dano
oxidativo. Essa proteina também se associa a algumas proteinas relacionadas ao controle do
ciclo celular e a adaptacdo metabdlica e evita que estas sejam degradadas pelo proteassoma
(ZHANG; CHEN; MA; WU et al., 2018). A NQOI ¢ considerada um alvo especifico para a
terapia anticancer, pois se encontra anormalmente superexpressa em muitos tumores e esta
intimamente ligada a multiplos processos carcinogénicos (TOSSETTA; FANTONE;
GOTERI; GIANNUBILO et al., 2023). A utilizacao da capacidade da NOQI em bioativar
quinonas quimioterdpicas ¢ uma abordagem promissora para uma terapia anticancer mais
seletiva e menos toxica (PARKINSON; HERGENROTHER, 2015). Portanto, essa enzima ¢
um alvo interessante para o desenvolvimento de novas terapias antineoplasicas alvo-dirigidas.

O presente trabalho teve como objetivo investigar o efeito antineoplasico da
naftoquinona sintética RCDFC em células de adenocarcinoma de pulmdo A549 e avaliar a

interagdo dessa substancia com a proteina NQOI.
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2 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos gerais de células neoplasicas

O termo neoplasia vem da lingua grega, em que neo significa “novo” e plasis
significa “crescimento, multiplicacao celular’’. Assim, as neoplasias podem ser caracterizadas
como disturbios do crescimento celular iniciados por mutagdes adquiridas ou herdadas por
uma célula ou por sua progénie clonal. As muta¢des permitem a modificagdo da fungdo de
genes, criando vantagens de sobrevivéncia e de crescimento as células neopléasicas. Como
resultado, ocorre proliferagdo excessiva, que nao depende de estimulos de crescimento e de
controles fisiologicos (KUMAR; ABBAS; ASTER; DEYRUP, 2022).

As observagdes macro e microscopicas, evolutivas e clinicas permitem classificar
as neoplasias como benignas ou malignas (Figura 1). A neoplasia benigna € caracterizada pela
auséncia de sinais de invasividade, indicando que a massa tumoral formada crescera somente
a partir do seu local de origem. Por causarem compressao nos 6rgaos e tecidos adjacentes o
tratamento geralmente € a remogdo cirurgica. Na neoplasia maligna, o tumor tende a
apresentar capacidade de invadir e destruir tecidos circundantes. Os tumores malignos sao
coletivamente chamados de canceres. Células malignas podem atingir um vaso sanguineo ou
linfatico e se disseminar para tecidos ou orgdos distantes do local de inicio do tumor
(metastase). Na maior parte dos casos, quanto maior o nimero de metéastases mais dificil € o
tratamento do tumor e maior a chance de dbito do paciente (BOGLIOLO; BRASILEIRO
FILHO; BARBOSA, 2013).

Figura 1 — Origem e evoluciao das neoplasias
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O desenvolvimento de neoplasias inicia-se quando uma Unica célula sofre alteragdes genéticas e adquire
caracteristicas proprias de células tumorais e comega a proliferar de forma anormal. Mutacdes adicionais,
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seguidas da selecdo de células de crescimento mais rapido dentro da populagao alterada, resultam na progressao
do tumor para um crescimento cada vez mais rapido e maligno com a formag@o de novos vasos, invasdo de
tecidos adjacentes, e penetracdo na corrente sanguinea ¢ linfatica espalhando-se por todo o corpo. Fonte:
Adaptado de (SILVA, 2020).

As células neoplasicas malignas estdo mutando, multiplicando, competindo,
evoluindo e diversificando-se constantemente. A populagao inicial de células evolui em ciclos
de proliferacdo, acumulando mutagdes seguidas de selecdo darwiniana. Quanto maior o
numero de células tumorais, maior a possibilidade de que ao menos uma delas apresente uma
muta¢ao ou uma mudanca epigenética que lhe confira vantagem seletiva em relagdo as demais.
Assim, a célula cancerigena torna-se mais capaz de sobreviver em ambientes indspitos, como
o interior de um tumor, que possui niveis reduzidos de oxigénio, deficiéncia de nutrientes e
barreiras naturais do tecido normal adjacente. A medida que fazem metastases, colonizam
novos nichos no organismo e a medida que sofrem tratamentos de erradicagdo, sdo submetidas
a novas pressoes de sele¢do, tornando cada vez mais dificil extirpar o tumor (ALBERTS;
JOHNSON; LEWIS; MORGAN et al., 2017).

O conjunto das diversas caracteristicas fenotipicas que as neoplasias malignas
demonstram ¢ conhecido como propriedades distintivas do céancer (do inglés, cancer
hallmaks) (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Propriedades bioldgicas como a proliferacao
excessiva, o potencial de replicagdo ilimitado, a invasdo local, a capacidade de formar
metastases, a angiogénese e a resisténcia a morte celular sdo comuns as células tumorais
(Figura 2) (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Esses atributos decorrem das diversas
modifica¢des em nivel gendmico e epigendmico, que alteram a expressao e a funcdo de genes
essenciais, conferindo um fendtipo de malignidade as células que passam por transformagao
neoplasica (HANAHAN, 2022).

Adicionalmente as mutacdes no DNA, as alteragdes epigenéticas também
contribuem para o estabelecimento dos atributos do cancer. Entre as modificagdes
epigenéticas destacam-se a metilagdo do DNA, que geralmente esta associada a repressao dos
genes, ¢ a modificacdo das histonas, proteinas envolvidas no enovelamento do DNA na
cromatina. As alteragcdes nas histonas podem causar tanto aumento quanto diminui¢do da
expressdo génica, pois modulam o nivel de condensa¢do do DNA e, consequentemente, a
interferéncia espacial no acesso de diferentes complexos enzimaticos a dupla-hélice. A
regulacdo epigenética orquestrara quais os genes serao expressos pelas células normais e
neopldasicas, por exemplo, em relagdo ao comprometimento da linhagem e ao estado de
diferenciagdo (KUMAR; ABBAS; ASTER; DEYRUP, 2022). O processo de metilagdo do

DNA ¢ catalisado pelas enzimas DNA metil transferases (DNMT). Nas células tumorais, a
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metilagdo € importante para o silenciamento de genes supressores tumorais. Em relagdo as
proteinas histonas, as modificagdes mais conhecidas sdo a acetilagdo, fosforilagdo, metilagado
e ubiquitinagdo de caudas aminoterminais (Figura 3). No processo neoplésico, as
modificacdes de histonas resultam em desregulagdo da transcricdo, reparo e replicacdo do
DNA, interferindo também no grau de condensagdo da cromatina e na acessibilidade ao DNA
(COSTA; SALES; PINHEIRO; PONTES et al., 2023). Diferentemente das mutagdes do
DNA, as alteracdes epigenéticas sdo potencialmente reversiveis por firmacos que diminuam
acdo de agentes modificadores de DNA ou de proteinas histonas. Nesse contexto, ¢ crescente
o interesse na pesquisa e desenvolvimento de farmacos com capacidade de corrigir aberragdes

epigenéticas (FURTADO; LUCIANO; SANTOS; FURTADO et al., 2019).

Figura 2 — Propriedades distintivas do cancer

Sinalizagdo sustentada Evasaode
para proliferagao supressores tumorais

Desbloqueio da R <
eprogramagao

plasticidade epigenética nio mutacional
fenotipica Pl

Desregulagdo \ Evasdoda

do metabolismo vigilancia

Resisténciaa

morte celular

imunolégica

Imortalidade

replicativa
Instabilidade Inflamagao
gendmica e pro-tumoral
mutagao

Senescéncia

Indugdo de Ativagdo dainvasao
angiogénese e metastase

Propriedades distintivas que permitem a diferenciagdo, crescimento, progressao e resisténcia de células tumorais.
Fonte: Adaptado de HANAHAN, 2022.
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Figura 3 — Representacdo esquematica de algumas modificacées epigenéticas
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Visao geral das modificagdes epigenéticas mais comuns e atividade das enzimas modificadoras da cromatina. A
metilagdo do DNA ocorre mais frequentemente em regides de nucleotideos CpG "ilhas CpG" e ¢ realizada pelas
DNA metiltransferases (DNMTs), que depositam marcas de metilagdo e utilizam o metabolismo da metionina
como substrato. O DNA ¢ enovelado com auxilio das proteinas histonas que sofrem diversas modificagdes como
a metilag@o, acetilagdo e fosforilagdo alterando o perfil de acessibilidade ao DNA e regulando a expressdo de
genes. Fonte: Adaptado de http://www.abnova.com/support/resources.asp?switchfunctionid=%7B20892EES5-
F9D3-48BF-A87F-48992A61F82E%7D acesso em 17.07.2023.

1.2 Cancer de pulmao: epidemiologia, diagnéstico e tratamento farmacolégico

O cancer de pulmao ¢ o segundo mais incidente no mundo, com cerca de 2,2
milhdes de novos casos, correspondendo a 11,4 % entre todos os tipos de cancer, ficando atras
apenas do cancer de mama no ano de 2020 (Figura 4A). Nesse mesmo ano, esse tipo de cancer
apresentou a maior taxa de mortalidade, com cerca de 1,7 milhdes de mortes no mundo (Figura

4B) (SUNG; FERLAY; SIEGEL; LAVERSANNE et al., 2021).

Figura 4 — Distribui¢ao da incidéncia (A) e mortalidade (B) dos diversos tipos de cAncer no mundo no

ano de 2020, considerando ambos os sexos e todas as idades

Mama
A 2261419 (11.7%) B Pulmdo
1796 144 (18%)

Pulmao Outros

2206771 (11.4%) 3557 464 (35.7%)
Outros
8275743 (42.9%) L Colorretal Colorretal
1931590 (10%) - 935173 (9.4%)
Préstata Prostata Figado
1414 259 (7.3%) 375304 (3.8%) 830180 (8.3%)
Esofago Estdmago Pancreas Estomago
604 100 (3.1%) 1089 103 (5.6%) 466 003 (4.7%) 768 793 (7.7%)
Cérvix uterino Figado Eséfago Mama
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%) 544 076 (5.5%) 684 996 (6.9%)
Total: 19292789 casos Total: 9958 133 mortes

Fonte: Adaptado de (SUNG; FERLAY; SIEGEL; LAVERSANNE et al., 2021).
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No Brasil, o risco estimado ¢ de 17,06 novos casos de cancer de pulmao a cada
100 mil homens e de 13,15 a cada 100 mil mulheres. Com excec¢do dos tumores de pele ndao
melanoma, os canceres de traqueia, bronquio e pulmao ficam na terceira colocagao entre os
homens e na quarta entre as mulheres (SANTOS; LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al.,
2023) (Tabela 1).

Tabela 1 — Estimativas de distribuicdo dos dez tipos de cAncer mais incidentes no Brasil para o ano de
2023 (excluindo o cincer de pele nio melanoma)

Localizagao Primaria Casos Localizacao Primaria Casos

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73.610 30,1%

Colon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7,5% ! Colo do utero 17.010 7,0%

Estdmago 13.340 5,6% AN Traqueia, bronquio e pulmao  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% ‘ Glandula tireoide 14.160 5,8%

Esdfago 8.200 3,4% ‘ Estomago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Utero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% ‘ Ovario 7.310 3,0%

Linforna ndo Hodgkin 6.420 2,7% | Pancreas 5.690 2,3%

Figado 6.390 2,7% Linfoma néo Hodgkin 5.620 2,3%

Fonte: (SANTOS; LIMA; MARTINS; OLIVEIRA et al., 2023).

O tabagismo e a exposi¢do passiva ao tabaco estdo relacionados com cerca de 90%
dos casos de cancer de pulmdo diagnosticados, sendo o principal fator de risco (SILVA;
OLIVEIRA; SANTOS; RIBEIRO et al., 2019). Merecem destaque também os fatores de risco
relacionados com a exposi¢do ambiental e ocupacional da producdo de aluminio, da
gaseificag¢do de carvao, da mineracdo de hematita (subterranea), das fundi¢des de ferro e ago,
da exposicdo a metais (arsénico, cadmio, cromo hexavalente, arsénio, berilio, niquel) e das
poeiras (amianto, silica, poeira de couro e de madeira). A combustao de motores a diesel, a
poluicdo do ar e as radiacdes também sdo importantes fatores de risco e apontam mal
prognostico quando associados ao consumo de tabaco (MELLO; OTERO, 2021).

De forma geral, a neoplasia maligna de pulmao ¢ classificada em dois grupos: os
carcinomas de células pequenas, que correspondem a cerca de 20% dos casos € os carcinomas
de células ndo-pequenas, que representam cerca de 80% dos casos (ZHENG, 2016). Em razao
da diversidade dos carcinomas de células ndo-pequenas estes sdo ainda subdivididos em
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de grandes células
(NICHOLSON; TSAO; BEASLEY; BORCZUK et al., 2022). Atualmente o diagnostico do
cancer de pulmao visa identificar as alteracdes moleculares em diferentes familias de genes
(KRAS, EGFR, ALK, ROSI, BRAF, RET, MET, NTRK) e eventos mutagénicos em cada tipo
histologico (CONDE; ROJO; GOMEZ; ENGUITA et al., 2022; SHIM; CHOI; KIM; CHANG
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etal.,2017). O diagnostico molecular aumenta a possibilidade de melhores progndsticos, com
abordagens mais assertivas para o tratamento, aumentando as chances de sucesso.

Entre os farmacos comumente utilizados na quimioterapia do cancer de pulmao
estdo os derivados de platina (carboplatina, cisplatina) (COSAERT; QUOIX, 2002), taxanos
(paclitaxel, docetaxel) (CHU; VINCENT; LOGAN; MACKAY et al., 2005), analogos de
nucleosideo (gemcitabina) (MANEGOLD, 2004), alcaldides (etoposideo, vinorelbina)
(MASCAUX; PAESMANS; BERGHMANS; BRANLE et al., 2000) e antimetabolitos
(pemetrexede) (FULD; DRAGNEV; RIGAS, 2010). Combinagdes de terapias sao frequentes
no tratamento do cancer de pulmao, como a quimioterapia associada a terapia-alvo,
imunoterapia, radioterapia e cirurgia (WU; LENG; CUN; FOGED et al., 2017).

A terapia-alvo do cancer de pulmao engloba diversas classes de fArmacos como
os inibidores de angiogénese (bevacizumabe e ramucirumabe), inibidores de KRAS
(sotorasibe e adagrasibe), inibidores de EGFR (erlotinibe, gefitinibe, afatinibe, dacomitinibe,
osimertinibe), inibidores de ALK e ROSI1 (crizotinibe, ceritinibe, lortatinibe), inibidores
BRAF (dabrafenibe), inibidores de MEK (trametinibe), inibidores de MET (capmatinibe e
tepotinibe), inibidores de RET (selpercatinibe e pralsetinibe), e inibidores de NTRK
(larotrectinibe e entrectinibe) (JAYAN; ANANDU; MADHU; SAIPRABHA, 2022; TAN;
TAN, 2022; YUAN; HUANG; CHEN; WU et al., 2019). Além disso também podem ser
utilizados anticorpos monoclonais para pontos de checagem imunologicos, como anti-PD-1
(nivolumabe, pembrolizumabe, cemiplimabe) e anti-PD-L1 (durvalumabe, atezolizumabe), e
conjugados droga-anticorpo anti-HER-2 (trastuzumabe deruxtecan e trastuzumabe emtansina)
(MAJEED; MANOCHAKIAN; ZHAO; LOU, 2021).

Muitos medicamentos quimioterapicos possuem sérios efeitos colaterais, como a
neuropatia periférica e a mielossupressao, observados em pacientes submetidos a tratamentos
com cisplatina, vinorelbina e paclitaxel (HART; OGBONNAYA; BOYKIN; DEYOUNG et
al., 2023; KUSUNOKI; SAITO, 2008). Apesar das terapias alvo-dirigidas e imunoterapias
apresentarem menos efeitos adversos graves, frequentemente os pacientes desenvolvem
efeitos dermatoldgicos como erupcdo acneiforme, xerose e eczema, que também estdo
presentes nos tratamentos com os quimioterapicos tradicionais (RICCIARDI; TOMAO; DE
MARINIS, 2009; SU; WANG; LIU; GUO et al., 2020).

1.3 A enzima NAD(P)H quinona desidrogenase 1 (NQO1)
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Durante a carcinogénese, as células tumorais sdo conhecidas por aumentarem a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) em relagdo as células normais (LIOU;
STORZ, 2010). O excesso de estresse oxidativo pode gerar efeitos danosos para as células
neoplasicas, podendo causar genotoxicidade, ativar vias que levam a morte celular e aumentar
sensibilidade a agentes quimioterapicos (SA JUNIOR; CAMARA; PORCACCHIA;
FONSECA et al., 2017; PERILLO; DI DONATO; PEZONE; DI ZAZZO et al., 2020;
SCHUMACKER, 2006). Como forma de lidar com o alto nivel de estresse oxidativo e garantir
a sobrevivéncia, as células neoplasicas elevam a expressao de genes citoprotetores como o
gene NOOI (NAD(P)H quinona desidrogenase 1) (BELINSKY; JAISWAL, 1993), que ¢
superexpresso em diversos tipos de tumores solidos, como o cancer de prostata (THAPA;
HUANG; MUNOZ; YANG et al., 2020), pulmio (LI; ZHANG; JIN; MEN et al., 2015),
pancreas (AWADALLAH; DEHN; SHAH; NASH et al., 2008), mama (YANG; ZHANG;
WU; CUl et al., 2014) e estomago (JIANG; AHMED; WANG; SHI et al., 2021).

O gene NQOI se localiza no cromossomo 16q22.1, possui cerca de 20 kb de
comprimento e compreende seis éxons e 5 introns (JAISWAL, 1991). Esse gene ¢ expresso
de forma constitutiva em baixos niveis em vérios tecidos normais sob condigdes fisiologicas
(BELINSKY; JAISWAL, 1993). Esse gene contém a sequéncia ARE (elemento de resposta
antioxidante), também chamada de elemento de resposta a eletréfilos, em sua regidao
promotora (NIOI; MCMAHON; ITOH; YAMAMOTO et al., 2003). A sequéncia ARE atua
como um elemento regulador cis ou sequéncia intensificadora e ¢ encontrada na regiao
promotora de genes que codificam enzimas de desintoxicacdo e proteinas citoprotetoras
(RUSHMORE; MORTON; PICKETT, 1991). A expressao de NQO1 ¢ regulada pelo fator de
transcricao Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2) (NIOI; MCMAHON; ITOH;
YAMAMOTO et al., 2003). Em condi¢des de estresse oxidativo o fator Nrf2 se dissocia de
seu repressor Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1) e transloca-se para o nlicleo, onde
se liga-se a sequéncia ARE, ativando a transcri¢do de genes de proteinas antioxidantes como
NQOI, glutationa transferase (GST) e heme oxigenase (HO-1) (Figura 5) (HE; RU; WEN,
2020; ITOH; CHIBA; TAKAHASHI; ISHII et al, 1997; KOBAYASHI; OHTA;
YAMAMOTO, 2004).
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Figura 5 — Mecanismo da ativacio de genes antioxidantes pelo fator de transcri¢ao Nfr2
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Fonte: Adaptado de Francisqueti e colaboradores (2019). Em condigdes homeostaticas, o fator de transcri¢do
citosolico Nrf2 é mantido em niveis baixos pela degradagdo proteassdmica desencadeada pelo complexo
proteico Keapl. No estresse oxidativo, os radicais livres induzem o Nrf2 a se dissociar de Keapl, escapando
da degradagdo proteassdomica e se translocando para o ntcleo. No nucleo, o Nfr2 liga-se ao ARE e inicia a
transcricdo de enzimas antioxidantes como heme oxigenase-1 (HO-1), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
S-transferase (GST), superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase (GR),
NAD(P)H:quinona oxidorredutase 1 (NQO1), glutamina-cisteina ligase (GCL) e glutationa sintetase (GS).
Essas enzimas atuam reduzindo o estresse oxidativo celular e os radicais livres. As setas pretas indicam a
ativacdo das vias; barras T vermelhas indicam bloqueio ou inibi¢ao das vias.

A proteina NQOI1 (também conhecida como DT-diaforase; EC.1.6.99.2) ¢
classificada como uma enzima flavoproteica capaz de catalisar a conversao de quinonas em
hidroquinonas, usando o dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADH) ou fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) como coenzima (BEALL; MURPHY;
SIEGEL; HARGREAVES et al., 1995; MA; WANG; YANG; LU, 1990).

Estruturalmente, a NQO1 forma homodimeros pela interacao de duas subunidades
funcionais de 31 kDa (quilodalton), permitindo a formacao de dois sitios ativos localizados
na interface mondmero:mondmero (Figura 6) (CHEN; DENG; BAILEY; SWIDEREK, 1994;
VANKOVA; SALIDO; TIMSON; MAN et al., 2019). Cada mondémero consiste em dois
dominios diferentes: um dominio aminoterminal (residuos 1-224), que contém parte do sitio

ativo e que estd envolvido na forte interagdo com a coenzima flavina adenina dinucleotideo
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(FAD), essencial para a dimeriza¢do e atividade catalitica, ¢ um dominio carboxiterminal
(residuos 225-274) que, além de contribuir para estabilizar a estrutura dimérica, estabiliza
também a ligacdo da coenzima NAD(P)H e dos substratos (FAIG; BIANCHET; TALALAY;
CHEN et al., 2000; LI; BIANCHET; TALALAY; AMZEL, 1995; MEDINA-CARMONA,;
NEIRA; SALIDO; FUCHS et al., 2017).

Figura 6 — Estrutura cristalografica da NQO1 humana em complexo com FAD

Fonte: Adaptado de (FAIG; BIANCHET; TALALAY; CHEN et al., 2000; ZHANG; CHEN; MA; WU
et al., 2018). Estrutura geral da holoenzima NQO1. (A) Estrutura homodimérica em que um mondmero
¢ mostrado em verde e o outro em laranja. Os atomos de carbono do FAD sdo mostrados em roxo. (B)
Estrutura monomérica da holoenzima NQO1. O dominio catalitico ¢ mostrado em roxo ¢ o dominio C-

terminal em azul. Os atomos de carbono do FAD sao representados em verde.

O ciclo catalitico da NQO1 envolve um mecanismo de duas etapas chamado
de pingue-pongue (LI; BIANCHET; TALALAY; AMZEL, 1995). Inicialmente, durante a
meia-reacao redutora, uma molécula de NAD(P)H se liga a enzima e reduz rapidamente o
FAD a FADH, (apresentando constante de segunda ordem de ~10° M!.s™!), o dinucleotideo
de nicotinamida oxidado ¢ liberado em sequéncia. Posteriormente, numa rapida meia-
reacdo oxidativa (com uma constante de velocidade de segunda ordem >10° M !'-s7!), o
substrato quinona se liga e ¢ reduzido pelo FADH,, regenerando assim a flavina na forma
oxidada e liberando o produto quinona reduzido (Figura 7) (ANOZ-CARBONELL;
TIMSON; PEY; MEDINA, 2020; LI; BIANCHET; TALALAY; AMZEL, 1995; NOLAN;
TIMSON; STRATFORD; BRYCE, 2006; ROSS; KEPA; WINSKI; BEALL et al., 2000).
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Moléculas a base de cumarina, como o dicumarol (DIC) sdo capazes de inibir o ciclo
catalitico da NQO/1, atuando como inibidor competitivo, pois ocupam parcialmente o sitio
de ligagao do NAD(P)H e impedem seu acesso ao centro ativo da enzima (ASHER; DYM;
TSVETKOV; ADLER et al., 2006; NOLAN; DONCASTER; DUNSTAN; SCOTT et al.,
2009; NOLAN; ZHAO; FAULDER; FRENKEL et al., 2007).

Ao catalisar a reacdo de reducao de dois elétrons das quinonas, a NQO1 previne
a formagao de semiquinonas e diminui a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO)
como o anion superoxido (02) e o peroxido de hidrogénio (PREETHI; ARTHIGA; PATIL;
SPANDANA et al., 2022). O anion superoxido, liberado quando hidroquinonas se auto-
oxidam, ¢ removido pela NQOI1 (Figura 8) (SIEGEL; GUSTAFSON; DEHN; HAN et al.,
2004). A concentragdo de espécies Oy € fator determinante para a oxidacao de hidroquinonas,
assim, ao remover o superoxido Oz, a rea¢do de auto-oxidagdo ¢ retardada e a hidroquinona
¢ eliminada (ZHU; JIA; MAHANEY; ROSS et al., 2007).

Além de sua funcao antioxidante, a NQO1 estd implicada na regulacdo da meia-
vida citoplasmatica de importantes proteinas intracelulares, como p53, Pol-p, HIF-1a,
Sirtuina-6 e outras (Tabela 2). A enzima NQO1 pode se associar tando com a subunidade 20S
do proteassoma quanto pode interagir diretamene com essas proteinas, evitando que sejam
degradadas pelo complexo proteico do proteassomo. Muitas dessas proteinas se destacam
como alvos para o tratamento das neoplasias, e participam também de processos como
envelhecimento, diabetes, neurodegeneracdo, processos inflamatorios e infecciosos
(DINKOVA-KOSTOVA; TALALAY, 2010). De forma geral, a interagdo das proteinas com
NQOI costuma ser dependente da concentracao de NAD(P)H ou NADH. No entanto, esudos
mostraram que a NQOI também ¢ capaz de se associar diretamente a subunidade 20S do
proteassomo de forma NADH-independente (Figura 8) (MOSCOVITZ; TSVETKOV;
HAZAN; MICHAELEVSKI et al., 2012).
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Figura 7 — Ciclo Catalitico da NQO1
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Fonte: Adaptado de (ANOZ-CARBONELL; TIMSON; PEY; MEDINA, 2020)
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Figura 8 — Funcdes celulares relacionadas a proteina NQO1
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O esquema destaca os papéis da NQOI1 na resposta contra o estresse oxidativo. A desintoxicagcdo da NQO1 ¢
inerente ao seu mecanismo catalitico da reducao de dois elétrons de quinonas formando hidroquinonas utilizando
NADPH ou NADH como doador de hidretos. A proteina NQO1 pode diretamente eliminar ions superéxido e
realizar manuten¢do dos antioxidantes endogenos ubiquinona e a-tocoferolquinona (coenzima Q10 e um anélogo
da vitamina E, respectivamente) em sua forma reduzida. Além disso, a proteina também se associa fisicamente
a subunidade 20S do proteassoma protegendo diversas proteinas da degrada¢do. Fonte: Adaptado de
(SRIJTIWANGSA; NA-BANGCHANG, 2017).

Tabela 2 — Proteinas que sao protegidas pela NQOI1 contra a degradaciao proteassomal

Proteina Funcgao Referéncia
B e (ASHER LOTEM KAV, SACh
pS3 senescéncia, reparo de DNA e alter;lgées nc; et al, 2002; ASHER; LOTEM;
. SACHS; KAHANA et al., 2002)
metabolismo.
Parada de ciclo celular, apoptose, desenvolvimento e
p63 manutencdo da pele, regulagio de células- (ROKAH; SHPILBERG; GRANOT,
tronco/progenitoras, desenvolvimento do coragdo, 2010)
envelhecimento prematuro.
p73 Resposta a estresses celulares. (ASHER; TSVETKOV; KAHANA;
SHAUL, 2005)
ODC1 Metabolismo celular: via de biossintese da poliamina, (ASHER; BERCOVICH;

que catalisa a conversdo de ornitina em putrescina.

TSVETKOV; SHAUL et al., 2005)
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. (GARATE; WONG; CAMPOS;
p33(ING1b) Parada de ciclo celular e apoptose. WANG et al., 2008)

IF4GI Sintese proteica: recrutamento de mRNA para o (ALARD; FABRE; ANESIA;
ribossomo. MARBOEUF et al., 2010)
Metabolismo  energético: regulagdo da fungdo (ADAMOVICH; SHLOMALI,

PGC-1a mitocondrial. Controle da pressdo arterial, homeostase TSVETKOV; UMANSKY et al,
do colesterol celular e desenvolvimento de obesidade.  2013)

Sl et bl ¢ S S S on i K KON a0

HIF1le metabolismo energético, angiogénese, apoptose ¢ SALID,O; TIMSON;  BETANCOR-
outros genes que aumentam a oferta de oxigénio ou FERNANDEZ; PALOMINO-

. ~ ey g MORALES et al., 2022)
facilitam a adaptag@o metabolica a hipoxia.
HERP Resposta a estresses no reticulo endosplamatico. ;%ﬁﬁi?ABETe?Z%S(I?{EF JIMURA;
- , (FANG; ANDREWS; SHARMA,;
Pol-p Excisdo e reparo de bases durante a sintese de DNA. WILK et al., 2019)
Resposta ao estresse celular, estabilidade gendmica,

SIRT6 envelhecimento e homeostase energética, reparo de (ZHOU; ZENG; YUAN; REN ef al.,
DNA, manutengdo da cromatina telomérica, 2019)
inflamagdo, metabolismo de lipidios e glicose.

TAT Infecgdo pelo 33anam da imunodeficiéncia humana (LATA; ALI; SOOD; RAJA et al.,
(HIV). 2015)
HBx Infeccdo pelo 33anam da hepatite B humana. (CHENG:; HU; REN; YU et al., 2021)

Fonte: Adaptado de (ROSS; SIEGEL, 2021).

1.4 Naftoquinonas

As quinonas sdo uma classe de moléculas organicas ciclicas caracterizadas pela
presenca um anel de seis atomos de carbono contendo dois grupos carbonila e duas ligagdes
duplas carbono-carbono (ciclohexadiendiona) (OUELLETTE; RAWN, 2018). Geralmente,
quinonas possuem conjugac¢do suficiente para apresentar cor e sdo classificadas em trés
principais grupos, a depender da estrutura do anel aromatico ligado ao anel quinona:
benzoquinonas (derivadas anel benzeno), naftoquinonas (derivadas do anel naftaleno) e
antraquinonas (derivadas do anel antraceno) (Figura 9) (DULO; PHAN; GITHAIGA; RAES
etal.,2021).

Estruturalmente, as naftoquinonas podem variar em relagdo a variagdo das
posi¢des das carbonilas: o isomero 1,4-naftoquinona (para-naftoquinona) ¢ o mais estavel e
estudado, enquanto que os isomeros 1,2-naftoquinona (orto-naftoquinona) e 2,6-naftoquinona

sao menos frequentes (MANCINI; VIGNA; SIGHEL; DEFANT, 2022).
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Figura 9 — Classificacido das quinonas de acordo com estrutura quimica
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Fonte: Adaptado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov acesso em 20.07.2023.

A presencga da estrutura naftoquinonica € constante na natureza, sendo observada
em animais, plantas e microorganismos (HOOK; MILLS; SHERIDAN, 2014). No homem, as
vitaminas K1 e K2 s3o naftoquinonas oriundas da alimenta¢dao ou produzidas por bactérias
intestinais e participam de importantes mecanismos fisioldgicos, como a resposta da
coagulacdo sanguinea. Inclusive, deficiéncia de vitamina K aumenta o risco de aparecimento
de distirbios da coagulacdao (HALL; HALL, 2020). Além disso, o anel naftoquindnico integra
a estrutura de muitas moléculas bioativas: lapachona, menadiona, plumbagina, juglona,
lawsona e os analogos sintéticos dessas substancias (QIU; WANG; LIN; TANG et al., 2018).
Por apresentarem as mais diversas atividades bioldgicas, como a atividade analgésica
(BAWAZEER; RAUF, 2021), antiinflamatoria (DONG; LIU; LI; CHEN et al., 2017),
antifingica (FERREIRA; NICOLETTI; BORBA-SANTOS; SILVA et al, 2018),
antibacteriana (WANG; CHANG; ZHANG, 2022), antiviral (PACHECO; GONZAGA;
CIRNE-SANTOS; BARROS et al., 2022), antiparasitaria (ARAUJO; DAVID; NETO;
OLIVEIRA et al., 2017) e antitumoral (Figura 10) (HUANG:; JING; HUANG; PAN et al.,
2020), as naftoquinonas despertam grande interesse da comunidade cientifica para a pesquisa
e para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (AMININ; POLONIK, 2020;
PEREYRA; DANTAS; FERREIRA; GOMES et al., 2019).

A juglona (5-hidroxi-1,4-naftoquinona) ¢ uma naftoquinona identificada em
plantas do género Juglans, Carya e Pterocaya (DENAXA; TSAFOUROS; ROUSSOS, 2022).
Inicialmente, identificou-se que essa substancia ¢ liberada pelas raizes de plantas como a noz-
preta e a noz-manteiga, durante a estacdo de crescimento, exercendo toxicidade para outras
espécies de plantas. Acredita-se que a producdo desse “herbicida natural” tenha ocorrido
durante a evolucdo das espécies produtoras para reduzir a competi¢do das arvores ao redor
(TATTAR, 2012). Estudos recentes destacam o potencial de aplicagdo da juglona e de seus
analogos no tratamento do cancer (TANG; LI; CHU; MA et al., 2022). Essas substancias sao
capazes de exercer efeitos sobre a progressao do ciclo celular (ZHANG; ZHANG; ZHANG;



35

THAKUR et al., 2019), indugdo de apoptose e de autofagia (WANG; GAO; WANG; YAO et
al., 2018), efeito anti-angiogénico (GOKTURK; ERKOC-KAYA; ARIKOGLU, 2021), efeito
de inibi¢do da migracao celular e de aumento do estresse oxidativo em células neoplasicas

(SESHADRI; RAJARAM; RAJARAM, 2011; XIAO; MING; XU, 2020).

Figura 10 — Naftoquinonas com atividade antineoplasica
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Fonte: Adaptado de https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov acesso em 20.07.2023.

A lawsona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) ¢ uma naftoquinona existente nas folhas
da espécie Lawsonia inermis (Henna), que possui extensa aplicabilidade cosmética no
tingimento de cabelos, unhas e pele, e também tecidos como o couro, 13 e seda (PAN; SUN,
2011). Suas propriedades bioativas sdo atribuidas a sua capacidade de se ligar covalentemente
as proteinas, especialmente a queratina no cabelo e na pele, por meio de reacdes de adicao de
Michael (PASHA; ANEBOUSELVY; RAMACHARY, 2022). Estudos demonstram a acao

antineopléasica dessa substincia e andlogos em diversas linhagens tumorais. Derivados 2-
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benzillawsona foram capazes de induzir apoptose através da ativacao de caspases e parada do
ciclo celular na fase S em linhagens de carcinoma de células escamosas (FaDu). Além disso,
os derivados também apresentaram atividade de inibicdo da enzima DNA topoisomerase II
(KUMAR; RAVI; VERMA; FATIMA et al., 2017). Complexos fosfinicos de ruténio
contendo a lawsona como ligante apresentaram atividade anticancerigena aproximadamente
trinta e quatro vezes maior que a cisplatina e cinco vezes maior que a doxorrubicina em
linhagem de cancer de prostata. Essa atividade foi relacionada a capacidade de aumento da
geracao de espécies reativas de oxigénio, aumento da relagio BAX/BCL-2 (pro-apoptose/anti-
apoptose) e subsequente indugcdo de apoptose (GRANDIS; SANTOS; OLIVEIRA;
MACHADO et al., 2019).

1.4.1 Naftoquinona RCDFC

A hibridizagdo molecular ¢ uma ferramenta que vem ganhando destaque na
obtencdao de novas moléculas sintéticas no desenvolvimento racional de farmacos. A ideia
central da hibridizagdo ¢ a combinac¢do covalente de pelo menos dois grupamentos
farmacoféricos de dois farmacos e/ou moléculas bioativas (MANCINI; VIGNA; SIGHEL;
DEFANT, 2022). As naftoquinonas sdo consideradas estruturas privilegiadas e modelos uteis
no planejamento de hibridos. Em geral, os hibridos apresentam vantagens quando comparados
com as moléculas de origem (JARDIM; GUIMARAES; MARIA DO CARMO;
CAVALCANTI et al., 2015).

A RCDFC ((3,3’-metileno)-bis-2-hidroxi-1,4 naftoquinona)) (Figura 11) foi
sintetizada durante o desenvolvimento de hibridos bis-naftoquinonas contendo dois centros
redox formados pela lawsona e pela 2-hidroxi-juglona. Tanto o hibrido lawsona-lawsona
(RCDFC) quanto lawsona-2-hidroxi-juglona (RC10) apresentaram efeitos antiproliferativos
contra linhagens de cancer de prdstata metastaticos DU145 e PC3. Observou-se que o efeito
antineoplasico esta associado a reducao da viabilidade celular, inducao de apoptose e alteragao
das fases G1/S e G2/M do ciclo celular. A RCDFC também se mostrou mais seletiva por
células ndo-tumorais HUVEC que a RC10 (FREITAS; RIBEIRO; GUIMARAES; MOREIRA
et al., 2021). O somatodrio dessas caracteristicas torna a RCDFC uma molécula promissora
para a investigacdo de seus mecanismos de acdo antineoplasicos, incluindo a identificagdo e

validacao de seus alvos celulares.



37

Figura 11 — Estrutura quimica da RCDFC
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratdério de Oncologia Experimental (LOE) do
Nucleo de Pesquisas e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal
do Ceard (UFC). Os experimentos envolvendo microscopia, centrifugacdo e citometria de
fluxo foram realizados na Central Multiusuario do NPDM. Os experimentos de fluorescéncia,
dicroismo circular e espalhamento de luz dindmico foram realizados no Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da UFC. A naftoquinona RCDFC foi sintetizada, purificada e
caracterizada na Universidade Federal Fluminense (UFF) pelo grupo de pesquisa do Prof.
Vitor Ferreira. A pesquisa de condi¢des de cristalizacdo foi realizada no RoboLab —
Laboratorio Automatizado de Cristalizagdo de Macromoléculas, localizado no Laboratorio
Nacional de Biociéncias (LNBio) do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais

(CNPEM).

1.5 Delineamento experimental

O trabalho foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foi investigado o efeito
citotoxico in vitro da RCDFC, com énfase no efeito antineopldsico na linhagem A549
(adenocarcinoma de pulmao) (Figura 12). Na segunda etapa a proteina NQO1 recombinante
foi produzida para analise de interagcdo com a naftoquinona RCDFC, por meio de ensaios de
bioquimica e de biofisica de proteinas, com o intuito de validar o alvo ou receptor celular

dessa substancia (Figura 13).
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Figura 12 — Estudo do efeito citotéoxico da RCDFC
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Figura 13 — Producio da NQO1 recombinante e avaliacio da interacio NQO1-RCDFC

= |

Centrifugacdo  Extrato Soldvel

( = |
Producdao NQO1 f

pET28a-his-tag-NQO1

O

Purificagdo

|
—_—
{
Lise

Pellet

Clonagem e Transformagdo E. coli Expressio
1
J

Identificacdo e
quantificacdo da
NQO1

Thermal Shift Assay

Atividade
Enzimatica

—LF

Dicroismo Circular

Espalhamento
de Luz Dindmico

Fluorescéncia Intrinseca

Screening
Cristalografia

s

p 3

Fonte: Elaborado pelo autor.



40

1.6 Estudo de citotoxicidade in vitro da RCDFC

1.6.1 Cultivo e manutencdo das linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas nesse estudo foram cedidas pelo NCI-EUA,
tendo sido cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640, meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) ou meio IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium), suplementados com 10 % (por cento) de SFB (soro fetal bovino), 100 U/mL
(unidades por mililitro) de penicilina e 100 pg/mL (microgramas por mililitro) de
estreptomicina, e/ou 0,4% de glicose.

Durante o estudo todas as células foram mantidas em estufa (Panasonic®) a 37 °C
(graus celsius) e atmosfera contendo 5 % de COz (didxido de carbono). Todos os experimentos
usando cultura de células eucarioticas foram realizados em trés repeticdoes independentes com

triplicatas técnicas.

1.6.2 Avaliacdo da citotoxicidade

O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil brometo de tetrazodlio) €
uma analise colorimétrica que quantifica indiretamente a atividade mitocondrial das células
viaveis, baseado na conversdo enzimatica do sal de MTT, de cor amarela, em formazan, de
coloragdo purpura, pelas desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983).

O teste foi utilizado para quantificar a citotoxicidade da RCDFC frente a diversas
linhagens celulares, por meio da estimativa do valor da concentragdo inibitoria média (Clso)
para cada tipo de célula. As linhagens celulares, tecidos de origem, meios de cultivo e
concentracdes de plaqueamento das células estdo descritas no Apéndice A. A RCDFC foi
dissolvida em DMSO (dimetilsulfoxido) P.A. na concentragao estoque de 50 mM e testado
nas concentragdes de 0 — 250 uM em 0,5 % DMSO. O quimioterdpico antraquindnico
doxorrubicina (DOX) foi utilizado como controle positivo de citotoxicidade. Depois de 72 h
de incubagdo com as amostras, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm (rotagdes por
minuto) em centrifuga Eppendorf® modelo 5810R. O sobrenadante foi removido e 100 uL de
solucado MTT 0,5 mg/mL foram adicionados em cada pogo. As placas foram incubadas em
estufa durante 3 h e centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi removido
e 100 uL de DMSO P.A. foram adicionados para solubilizar o formazan. A absorbancia foi

medida a 595 nm usando o leitor de placas Victor Nivo Multimode (PerkinElmer®). Os valores
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de ClIso foram calculados por meio de regressdo nao linear com o software Graphpad Prism
versao 8.0 (Dotmatics). O IS (indice de seletividade) foi determinado usando a seguinte

formula:

__ CI5g dalinhagem ndo tumoral L929

IS=

CI5q da linhagem tumoral

1.6.3 Avaliacio da morfologia 41anamici

Foi realizada coloragdo com Giemsa (Laborclin®) para visualizar alteragdes
fenotipicas nas células tratadas com as amostras.

Células A549 foram semeadas (2,5%10* céls/mL) em placas de 24 pogos contendo
uma laminula estéril. Depois de 24 h os pogos foram tratados com 20 uM de RCDFC, 40 uM
de RCDFC, 80 uM de RCDFC, 50 uM de DIC, 10 uM de DOX e veiculo (0,5% de DMSO).
As placas foram incubadas por 12 h, 24 h e 48 h em incubadora a 37°C e 5% de CO». Depois,
o meio foi removido e a laminula foi fixada e corada de acordo com as especificagdes do
fabricante. A morfologia das células foi observada em microscopio optico (Opton®) e

fotografadas com aumento de 400X.

1.6.4 Avaliacdo do numero e da viabilidade 41anamici

As células tratadas com RCDFC foram marcadas com o corante fluorescente PI,
que interage com acidos nucleicos. Células com membrana integra foram consideradas viaveis
quando emitiam baixa fluorescéncia e as células marcadas pelo corante foram consideradas
ndo vidveis quando emitia elevada fluorescéncia vermelha, apds excitagdo por laser
(NICOLETTIL; MIGLIORATTI; PAGLIACCI; GRIGNANI ef al., 1991).

As células A549 foram semeadas (4,0x10* céls/mL) em placas de 24 pocos. Apds
24 h as placas foram tratadas com 20 uM de RCDFC, 40 uM de RCDFC, 80 uM de RCDFC,
50 uM de DIC, 10 uM de DOX e veiculo (0,5 % de DMSO). No intervalo de 12 h, 24 h e 48
h de incubagdo com as amostras, as células foram lavadas com PBS, tripsinizadas e
transferidas para tubo de 1,5mL. A suspensdo foi centrifugada a 500 g por 5 min a 4 °C e
submetida a duas lavagens com PBS. O precipitado foi ressuspendido em 300 uL de tampao
de marcagao (1 pg/mL de iodeto de propideo e 20 ng/mL de RNAse A em PBS) e incubado
no escuro por 10 min. Em seguida 10.000 eventos por replicata de amostra foram adquiridos

no citdmetro Guava Easycite (Luminex Corporation). Os dados obtidos foram analisados
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usando o software FlowJo. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de

Tukey para verificar existéncia de diferencas significativas entre os grupos.

1.6.5 Avaliacdo do efeito dos compostos sobre a progressdo do ciclo 42anamici

Considerando que muitos agentes antineopladsicos exercem efeitos sobre o ciclo
celular, avaliou-se o efeito da RCDFC sobre o ciclo celular da linhagem A549. As
concentracdes utilizadas foram baseadas no valor de Clso da RCDFC obtido no ensaio do
MTT apds 72 h: metade da ICso (20 uM), ICso (~40 uM) e o dobro da ICso (80 uM).

As células A549 foram semeadas (4,0x10* céls/mL) em placas de 24 pocos. Foi
realizada privagdo de soro fetal bovino durante 24 h. Em seguida, as culturas foram tratadas
com 20 uM de RCDFC, 40 uM de RCDFC, 80 uM de RCDFC, 50 uM de DIC, 10 uM de
DOX e veiculo (0,5 % de DMSO). Depois de 24 h e 48 h de incubagao, as células foram
lavadas com PBS (cloreto de sddio (NaCl) 0,9 % + Tampao Fosfato pH 7.4), tripsinizadas e
transferidas para tubo de 1,5 mL. A suspensdo foi centrifugada a 500 g (graus centigrados)
por 5 min a 4 °C e submetida a duas lavagens com PBS. O precipitado foi ressuspendido em
300 uL de tampao de marcacao (0,1 % de Triton X-100, 1 ng/mL de iodeto de propideo (PI)
e 20 ng/mL de RNAse A em PBS) e incubado a temperatura ambiente no escuro por 40 min.
Em seguida 10.000 eventos por replicata de amostra foram adquiridos no citometro Guava
Easycite (Luminex Corporation). Os dados obtidos foram analisados usando o software
ModFit (Verity Sofiware House). Foi realizada andlise de variancia (ANOVA) seguida por

teste de Tukey para verificar existéncia de diferengas significativas entre os grupos.

1.6.6 Avaliacio da formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Foi monitorada a produ¢do de ERRO (peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila,
peroxinitrito e outras espécies) por meio do tratamento das células com o reagente nao
fluorescente diacetato 5-(6)-clorometil-2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (CM-H2DCFDA),
que sofre oxidagao na presenca de espécies reativas de oxigénio e ¢ convertido em um produto
altamente fluorescente (KOLAROVA; BAJGAR; TOMANKOVA; KRESTYN et al., 2007).

Células A549 foram cultivadas em meio DMEM sem vermelho de fenol
suplementado com 10 % de SFB e semeadas (5,0x10* céls/mL) em placas de 24 pogos. Apds
24 h o meio de cultivo foi removido e as pogos lavados com 1 mL de PBS estéril. Em seguida

foi adicionado em cada pogo 360 pl de CM-H2DCFDA diluido em PBS (concentragdo de
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final a 10uM). A placa foi protegida da luz e incubada a 37°C e 5% CO; por 1 h. A solucao
de marcacdo foi removida e as células foram incubadas por 3 h com 20 uM de RCDFC, 40
uM de RCDFC, 80 uM de RCDFC, 50 uM de DIC, e veiculo (0,5 % de DMSO) e 5 uM de
B-lapachona (controle positivo) diluidos em meio DMEM sem vermelho de fenol + 2 % de
SFB. Em seguida, o meio foi removido dos pogos e 150 pl de tripsina 1X foi adicionada. A
suspensao foi transferida para tubos de 1,5 mL e centrifugada a 2000 rpm e 4°C por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 150 pl de PBS. A suspensao
foi mantida em banho de gelo e protegida da luz até a analise. Em seguida, 10.000 eventos
por replicata de amostra foram adquiridos no citdmetro FACSVerse (BD Biosciences®). Os
dados obtidos foram analisados usando o software FlowJo (BD Biosciences®). Foi realizada
analise de varidncia (ANOVA) seguida por teste de Tukey para verificar existéncia de

diferengas significativas entre os grupos.

1.6.7 Avaliacdo da atividade hemolitica

O ensaio de hemolise permite avaliar o potencial da substancia em teste de causar
dano na membrana celular de eritrdcitos, seja pela formagdo de poros ou pela ruptura total,
por meio da quantificagdo espectrofotométrica da hemoglobina liberada em solugdo salina
(ARZUL; GENTIEN; CRASSOUS, 1994).

Foi previamente submetido e aprovado um projeto no comité de ética animal
(Anexo A). A coleta de sangue foi realizada em trés camundongos Swiss (Mus musculus). Os
animais receberam anestesia geral com cloridrato de xilazina (1,6 mg/kg) e cloridrato de
cetamina (3,6 mg/kg). Em seguida, o sangue foi coletado (800 pL) por puncdo cardiaca e
armazenado em tubos contento heparina em banho de gelo. A eutanasia dos animais foi
realizada por hipovolemia.

O sangue coletado foi diluido cinco vezes em solucao 0,9 % de NaCl, centrifugado
por 5 min a 1500 rpm e o sobrenadante foi descartado. O processo anterior foi repetido mais
duas vezes, obtendo-se um pellet de eritrdcitos. O teste foi realizado em placa com 96 pogos.
A concentragao final da suspensao de eritrocitos foi de 1 % de células. Solugdes de DMSO 5
% e TRITON X-100 0,1 % foram utilizadas como controle negativo e controle positivo,
respectivamente. A concentracdo de RCDFC no teste variou de 21,68 a 1387,7 uM. Os
eritrocitos foram incubados com as substancias e a placa mantida sob agitacdo por 1 hora a
temperatura ambiente. Logo em seguida, as placas foram centrifugadas a 5000 rpm por 3 min,

a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para outra placa e foi realizada leitura
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da absorbancia da hemoglobina a 540 nm no espectrofotdmetro Victor Nivo Multimode
(PerkinElmer®™). A atividade hemolitica das amostras foi normalizada em relagdo a média dos

valores de absorbancia do controle positivo.

1.6.8 Avaliacio da expressao génica de DNA metil transferases (DNMTs)

O efeito da RCDFC sobre a expressao do RNA mensageiro (RNAm) das enzimas
epigenéticas DNMT1, DNMT2, DNMT3A e DNMT3B foi investigado utilizando reagao de
transcrigdo reversa seguida de reacdo de PCR quantitativa (RT-qPCR).

As células A549 foram semeadas (4,0x10* céls/mL) em placas de 24 pocos.
Depois de 24 h as placas foram tratadas com 20 uM de RCDFC, 80 uM de RCDFC, 40 uM
de azacitidina (AZA) e veiculo (0,5 % de DMSO) por 48 h. Posteriormente, as células foram
tripsinizadas e armazenadas em RNAlater a -80°C. O RNA total foi extraido utilizando o kit
ReliaPrep™ RNA Cell Miniprep System (Promega®). O DNA complementar (cDNA) foi
sintetizado utilizando o kit High-Capacity RNA-to-cDNA™ (Applied Biosystems®). Os genes
foram amplificados utilizando o kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems®). Os primers utilizados na amplificacdo estio descritos no Apéndice B. O gene
GADPH foi utilizado como gene de referéncia. Os valores de ciclo de quantificacdo (Cq)
foram obtidos no sistema de detec¢io CFX96 (Biorad®). A expressdo génica foi normalizada
utilizando a média dos valores de Cq do gene GADPH. A expressdo relativa dos genes foi
determinada pelo método 2244 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando a linhagem RAJI
(Linfoma de Burkitt) como amostra referéncia. Foi empregado Teste t de Student para
determinar a significancia estatistica das diferencas entre as médias e identificar alteragdes no
perfil de expressdo das enzimas DNA metil transferases. As diferengas foram consideradas

significativas quando apresentaram valores de p<0,05.

1.7 Avaliacao da interacao entre a proteina NQOI1 e a naftoquinona RCDFC

1.7.1 Producao e caracterizacdo da proteina NQOI recombinante

1.7.1.1 Planejamento da constru¢do genética para produ¢do da NQO1
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A sequéncia codificante (coding sequence, CDS) da isoforma a da proteina NQO1
humana foi integralmente retirada da sequéncia do RNAm correspondente, com numero de
referéncia NM_000903.3, obtido no banco de dados publico do National Center for
Biotechnology Information (NCBI)
(<https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000903.3?report=genbank>). A extremidade

5 do CDS de NQOI, isoforma a, foram adicionadas as seguintes sequéncias: sitio de Xbal,
sequéncia espagadora, sitio de ligacdo ao ribossomo (ribosome binding site, RBS), ATG
iniciador, cddon de cisteina (TGC), polihistidina (6xHis), sequéncia espagadora e sitio da
protease TEV (Tobacco etch virus). A extremidade 3’ foi adicionado o sitio de Ndel, apos o
codon de término da tradugdo. A sequéncia da constru¢do recombinante (Figura 14) foi
otimizada para expressdo em E. coli, sintetizada quimicamente, clonada no vetor plasmidial
pET28a(+) (Figura 15) (Merck KgaA — Darmstadt, Alemanha) e adquirida comercialmente

da empresa GenOne Biotech (Rio de Janeiro, Brasil).

Figura 14 — Sequéncia codificante em formato FASTA da construcdo recombinante da isoforma a da

proteina NQO1
Cédon
Xbal Espagadora RBS Cys 6xHis Espacgadora TEV
TCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCLVETGCCATCATCATCATCATCAC GARAACCTGTA

TTTTCAGGGCATGGTCGGCAGAAGAGCACTGATCGTACTGGCTCACTCAGAGAGGACGTCCTTCAACTATGCCATGARGGAGGCTGCTGCAGCGGCT
TTGAAGAAGAAAGGATGGCGAGGTGGTGGAGTCGGACCTCTATGCCATGAACTTCAATCCCATCATTTCCAGARAGGACATCACAGGTAAACTGAAGG
ACCCTGCGAACTTTCAGTATCCTGCCGAGTCTGTTCTGGCTTATARAAGAAGGCCATCTGAGCCCAGATATTGTGGCTGAACRARAGAAGCTGGAAGC
CGCAGACCTTGTGATATTCCAGTTCCCCCTGCAGTGGTTTGGAGTCCCTGCCATTCTGAAAGGCTGGTTTGAGCGAGTGTTCATAGGAGAGTTTGCT
TACACTTACGCTGCCATGTATGACARAGGACCCTTCCGGAGTAAGAAGGCAGTGCTTTCCATCACCACTGGTGGCAGTGGCTCCATGTACTCTCTGC
AAGGGATCCACGGGGACATGAATGTCATTCTCTGGCCAATTCAGAGTGGCATTCTGCATTTCTGTGGCTTCCAAGTCTTAGAACCTCAACTGACATA
TAGCATTGGGCACACTCCAGCAGACGCCCGAATTCARATCCTGGAAGGATGGAAGARACGCCTGGAGAATATTTGGGATGAGACACCACTGTATTTT
GCTCCAAGCAGCCTCTTTGACCTAAACTTCCAGGCAGGATTCTTAATGAARARARGAGGTACAGGATGAGGAGARAARACAAGARATTTGGCCTTTCTG
TGGGCCATCACTTGGGCAAGTCCATCCCAACTGACAACCAGATCAAAGCTAGAAAAEEECBTATG
NdeI

Os codons de inicio e término da traduc@o estdo hachurados em preto. Em amarelo esta hachurada a sequéncia
codificante do gene NOOI, retirada do mRNA de c6digo NM_000903.3, do banco de dados do NCBI. Em azul
os sitios de clivagem por endonuclease de restri¢cdo, para adi¢do do inserto no sitio multiplo de clonagem do
vetor pET28a(+).. As demais sequéncias da construgdo estdo indicadas na propria figura. Fonte: Elaborado pelo
autor.



Figura 15 — Mapa do vetor pET28a(+)
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Fonte: Adaptado do site

https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/pET-28a-DNA-
Novagen, EMD BIO-69864#anchor VMAP.

1.7.1.2 Transformagdo bacteriana para amplificagdo do vetor

O vetor contendo o inserto foi solubilizado em agua ultrapurificada estéril e
empregado na transformagao da cepa de Escherichia coli Top10 por eletroporagdo. A cultura
transformada foi submetida a plaquamento em meio Luria-Bertani (LB) agar contendo
46anamicina (50 pg/mL) e incubada em estufa bacteriologica a 37°C por 18 h. Os clones
positivos foram selecionados através do crescimento de colonias na placa. Uma coldnia foi
adicionada em 10 mL de meio LB liquido contendo 46anamicina (50 pg/mL) e incubada a
37°C e agitagdo de 200 rpm em incubadora tipo shaker de piso (Ethik Biotechnology).
Posteriormente, foi realizada extragdo e purificacdio de DNA plasmidial utilizando o kit

Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega®).
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1.7.1.3 Transformagdo bacteriana para expressdo da NQOI recombinante

O plasmideo purificado na se¢do 3.3.1.2 foi utilizado na transformacao da cepa de
Escherichia coli BL21 DE3 pRARE, com o uso de polietilenoglicol como carreador de DNA.
A cultura transformada foi plaqueada em meio LB agar contendo 47anamicina (50 ug/mL) e
cloranfenicol (37 pg/mL) e incubada em estufa bacterioldgica a 37°C por 18 h. Os clones

positivos foram selecionados através do crescimento de coldnias na placa.

1.7.1.4 Expressdo de proteinas e lise de bactérias

Uma colonia de bactérias transformadas na se¢ao 3.3.1.3 foi inoculada em meio
TB (Terrific Broth) liquido contendo 47anamicina (50 pg/mL) e cloranfenicol (37 pg/mL) e
deixada a 37°C e agitacdo de 200 rpm em incubadora tipo shaker de piso (Ethik
Biotechnology) por 18 h. Em seguida, S mL da cultura foi transferida para Erlenmeyer de 2 L
(litros) contendo 500 mL de meio TB liquido e os antibidticos 47anamicina (50 pg/mL) e
cloranfenicol (37 pg/mL). A cultura foi agitada a 200 rpm e 37°C em incubadora tipo shaker
de piso (Ethik Biotechnology). Foi monitorada a densidade Optica da cultura no comprimento
de onda de 600 nm (DOeoo) utilizando espectrofotometro (Kasvi). A temperatura de incubacao
foi reduzida para 20°C no momento em que a DOgoo chegou ao valor de 0,6. Foi iniciada a
indugdo da expressdo adicionando 0,3 mM de isopropil B-d-1-tiogalactopiranosideo (IPTG)
quando a DOggo atingiu o valor de 0,8. A cultura foi deixada sob agitagdo a 200 rpm e 20°C
por 18 h. Posteriormente, o meio foi centrifugado a 4°C por 10 min. O sobrenadante foi
destacado e o precipitado coletado foi ressuspenso em Tampao de Lise (Tris-HCI 50 mM pH
8.0; NaCl 500 mM; 0,05 % (v/v) Tween 20; MgCl> 1 mM; B-mercaptoetanol 1 mM; fluoreto
de fenilmetilsulfonila 1 mM; Triton X-100 0,5 % (v/v); lisozima 0,25 mg/mL). Foi preparado
15 mL de tampao de lise para cada 100 mL de cultura. As células foram deixadas sob agitacao
a4°C por 1 h, seguido de sonicagao (pulso 20 segundos on, 40 segundos off, amplitude 60 %)
em banho de gelo por 1 h. O extrato soluvel foi coletado apos centrifugacdo na velocidade de

40000 g a 4°C durante 40 min.

1.7.1.5 Purificagdo da NQOI

A proteina foi purificada em duas etapas cromatograficas utilizando sistema FPLC

AKTA start™ (Cytiva Life Sciences). Na primeira etapa o extrato soluvel foi purificado por
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IMAC (Imobilized Metal Affinity Chromatography). Foram utilizadas as colunas HisTrap HP
FF de 1 mL (Cytiva Life Sciences) para padronizacdo das condi¢des cromatograficas e a
coluna HisTrap HP de 5 mL (Cytiva Life Sciences) para processamento de maior volume de
extrato soluvel. A segunda etapa consistia de uma SEC (Size Exclusion Chromatography) em
coluna HiLoad 16/600 Superdex 75 (Cytiva Life Sciences) de 120 mL. Todos os tampdes
utilizados na purificacio foram filtrados utilizando filtro de membrana MF-Millipore®
(Merck) com tamanho de poro de 0,45 um, e desaerados em banho ultrassom durante 10 min.

Na primeira etapa de purificagdo cromatografica, o extrato solivel foi aplicado
em coluna HisTrap HP equilibrada com 5 CV (Volume de Coluna) de Tampao A (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 5 mM Imidazol, 1 mM B-mercaptoetanol). Apds aplicacao
da amostra, a coluna foi lavada com 20 CV de Tampao A e eluida com Tampao B (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, 1 mM B-mercaptoetanol). A proteina foi
eluida num gradiente de Tampao B e as fragdes foram submetidas a SDS-PAGE (Sodium
Duodecil Sulfate — Poliacrilamide Gel Electrophoresis). As fragdes mais puras apds IMAC
foram unidas e concentradas em tubo Amicon (Merck) com cutoff de 10 kDa. A amostra
concentrada foi centrifugada a 15000 g e 4°C por 15 min antes da SEC. A coluna HiLoad
16/600 Superdex 75 (Cytiva Life Sciences) foi equilibrada com 50 mM de Tampao HEPES
pH 7.4 contendo 150 mM NaCl e | mM DTT (ditiotreitol). A proteina concentrada foi aplicada
e as fracdes eluidas na SEC foram submetidas a SDS-PAGE. As fracdes mais puras foram

unidas para serem utilizadas nos estudos.

1.7.1.6 lIdentifica¢do da proteina recombinante por SDS-PAGE

As amostras provenientes das cromatografias foram identificadas e diluidas em
Tampao Laemmli 4X (250 mM Tris-HCl pH 6.8; 8 % (m/v) SDS; 4 % (m/v) B-
mercaptoetanol; 0,4 % (m/v) azul de bromofenol; 40 % (v/v) glicerol) para uma concentragao
relativa final de 1X em 20 pL de volume total. Em seguida, as amostras foram aquecidas por
cinco minutos a 100°C em aquecedor de microtubos a seco. Em seguidas as amostras foram
aplicadas em gel desnaturante para execucdo de corrida eletroforética SDS-PAGE
(LAEMMLLI, 1970). Foi utilizado padrao de massa molecular Pierce™ Unstained Protein MW
Marker (Thermo Fisher). As amostras € o padrdo foram aplicados em mini-géis de 9 cm
(centimetro) de altura, 10 cm de largura e 1,5 mm (milimetro) de profundidade. O gel foi
constituido por uma fase de empacotamento na parte superior (~0,5 cm) e uma fase de

resolucdo na parte inferior (~6,5 cm). A fase de empacotamento foi composta por uma solugao
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aquosa de 6 % acrilamida/bisacrilamida (29:1); 125 mM Tris pH 6.8; 0,1 % (m/v) SDS; 0,1
% (m/v) persulfato de amonio (APS); 0,1 % (v/v) 1,2-bis(dimetilamino)etano (TEMED). A
fase de resolugdo foi composta por uma solugdo aquosa de 12 % acrilamida/bisacrilamida
(29:1); 375 mM Tris pH 8.8; 0,1 % (m/v) SDS; 0,1 % (m/v) persulfato de amonio (APS); 0,1
% (v/v) 1,2-bis(dimetilamino)etano (TEMED). Os mini-géis foram montados em cubas de
eletroforese com tampao de eletrodo (25 mM Tris pH 8.3; 192 mM glicina; 0.1 % (m/v) SDS).
Foi aplicada voltagem constante de 80 V (volts) até entrada da amostra no gel de
empacotamento € voltagem constante de 120 V até o final da corrida. Apods separagao
eletroforética, os géis foram corados com solucao corante (2% (m/v) Coomassie Blue R-250
em metanol e dgua (1:1)) e descorados em solucao descorante (4cido acético 10 % (v/v) em
metanol 50 % (v/v)). O sistema de preparo de mini-géis, a cuba de eletroforese e a fontes de

voltagem foram da BioRad, modelo mini-PROTEAN® Tetra Cell.

1.7.1.7 Quantificagdo da proteina NQO1 recombinante

A proteina recombinante foi quantificada no espectrofotometro NanoDrop Lite
Plus (Thermo Fisher), com uso de coeficiente de absortividade molar estimado pela
ferramenta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) a partir da sequéncia
aminoacidica. Alternativamente, foi utilizado ensaio colorimétrico com kit Pierce™ BCA
Protein Assay (Thermo Fisher) de acordo com as instrugdes do fabricante, com emprego de
curva-padrdo de albumina sérica bovina (BSA) para obtencdo da equacdo da reta e

determinagdo da concentragdo de proteina por regressao linear simples.

1.7.2 Ensaios bioquimicos e biofisicos para avaliagdo de interacao entre RCDFC e NQO1

1.7.2.1 Ensaio enzimatico de ponto final

A atividade enzimatica da proteina NQO1 foi avaliada através da reagao reporter
de redugdo de MTT a formazan (PROCHASKA; SANTAMARIA, 1988). A absorbancia do
formazan foi medida a 595 nm usando o leitor de microplacas Spectramax Plus (Molecular
Devices). O meio de reagdo foi composto por NADH 200 pM, menadiona 20 pM (quinona
substrato de NQO1), BSA 0,07 % (m/v), Tween-20 0,2 % (v/v) e MTT 0,2 mg/mL em Tampao
Fosfato 10 mM pH 7.5. DIC foi utilizado como controle positivo de inibi¢do da NQOI1. As

reagdes foram realizadas em triplicata em placa de 96 pocos. O volume total de reacao foi 200
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uL. RCDFC e DIC foram testados a 200 nM. As medidas de absorbancia foram realizadas 10

min apds a adi¢do de 25 ng (nanogramas) de NQO1 recombinante a reagao.

1.7.2.2  Ensaio enzimadatico cinético de NQOI por monitoramento do consumo de NADH

A atividade enzimatica da NQOI1 foi medida pelo monitoramento da diminui¢ao
da absor¢ao de NADH a 340 nm (TSVETKOV; ASHER; REISS; SHAUL et al., 2005). O
ensaio foi realizado em leitor de microplacas Spectramax Plus (Molecular Devices). O meio
reacional continha 25 ng de NQO1, NADH 200 uM, menadiona 20 uM, BSA 0,07 % (m/v),
Tween 20 0,2 % (v/v) em Tampao Fosfato 10 mM pH 7.5. O volume total de reagdo foi de
200 pL. As reacdes ocorreram em triplicata, numa placa de 96 pocgos. As medigdes foram
feitas durante 1 h com intervalos de 8 segundos entre cada leitura. Os compostos RCDFC e

DIC foram testados a 200 nM.

1.7.2.3  Thermal Shift Assay

A fluorimetria diferencial de varredura (DSF), ou Thermal Shift Assay, ¢ uma
técnica biofisica acessivel, rapida e econdmica para o estudo da estabilidade e enovelamento
das proteinas (GAO; OERLEMANS; GROVES, 2020). Esse método pode ser utilizado para
a identificacdo de inibidores de proteinas-alvo a partir de bibliotecas de compostos
(DESANTIS; REED; RAHHAL; REINKING, 2012). Um corante fluorescente monitora o
desdobramento térmico da proteina, e assim, a afinidade de ligacdo ao ligante pode ser
avaliada a partir do deslocamento da temperatura média de desnaturagao (A7m) obtida na
presenca de ligantes em relagdo a obtida na auséncia de ligantes (LO; AULABAUGH; JIN;
COWLING et al., 2004). O ligante induz a criagdo de novas interacdes moleculares (por
exemplo, ligacdes de hidrogénio e interagdes de Van der Waals) e/ou o ajuste conformacional
na proteina alvo, causando reducdo da energia livre de Gibbs e aumento da estabilidade
térmica, ou seja, ocorre aumento da temperatura média de desnaturagdo da proteina (A7m)
(SCOTT; SPRY; ABELL, 2016).

Foi comparado o deslocamento da temperatura média de desnaturagdo (7m) da
NQOI na presenca do ligante, em relagdo a desnaturagdo na auséncia de ligante (controle
negativo). Foram homogeneizados 10X do fluor6foro Sypro Orange, 10 uM NQO1, 150 mM
NaCl e 100 uM de ligante (RCDFC ou DIC) em 50 mM de Tampao HEPES pH 7.4. Aliquotas

de 50 pl da mistura foram adicionadas nos pogos das placas de PCR (BioRad) e seladas com
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fita seladora de qualidade optica (BioRad). O ensaio foi realizado em trés repeti¢des
independentes. A desnaturagdo térmica foi realizada utilizando o sistema de PCR em tempo
real CFX96 (Bio-Rad) com gradiente de temperatura variando de 25 °C a 90 °C e incrementos
de 0,5 °C a cada ciclo. O tempo de equilibrio foi de 10 s em cada temperatura. Os graficos
foram analisados utilizando o software Graphpad Prism versdo 8.0 (Dotmatics). A Tm foi
considerada como o ponto de minimo valor no grafico de temperatura versus derivada da

fluorescéncia.

1.7.2.4 Ensaio de avaliac¢do da fluorescéncia intrinseca

As medidas de emissao de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram adquiridas
no fluorimetro PTI Quanta-Master QM40 (HORIBA Scientific), utilizando-se 0,5 mm na
abertura das fendas e cubeta de quartzo com caminho optico de 1 cm. Concentragdes
crescentes de RCDFC (0 — 18 uM) foram adicionadas sucessivamente em 3 mL de Tampao
Fosfato 20 mM pH 7.5 e 150 mM de NaCl contendo 4 uM de NQO1. A diluigdo da solucao
de proteina com a adicdo da RCDFC foi menor que 5 % do volume total. DIC foi utilizado
como controle positivo de interagdo com a proteina NQO1. A excitagdo foi realizada com o
comprimento de onda de 295 nm e a faixa de emissdo foi de 305 nm a 420 nm. O valor da
constante de dissociacdo (Kd) do DIC e da RCDFC foram determinados no software

Graphpad Prism versao 8.0 (Dotmatics) utilizando a seguinte equagao:

_ Bmax * X
"~ (Kd + X) + NS * X + Backgound

y

Em que Bmax representa o nimero maximo de sitios de ligag@o. NS € o slope da ligagao inespecifica em unidades
Y divididas por unidades X. O Background ¢ a quantidade de ligacdo inespecifica sem ligante adicionado. Fonte:
https://www.graphpad.com/guides/prism/latest/curve-fitting/reg_one_site _total.htm

1.7.2.5 Avaliagdo da estrutura secundaria da NQOI por dicroismo circular

O dicroismo circular (CD) € um excelente método para o estudo das conformacgdes
adotadas por macromoléculas em solucdo (MARTIN; SCHILSTRA, 2008). Essa técnica
baseia-se na absorc¢ao diferencial de radiagdo polarizada circularmente a esquerda e a direita
por cromoforos intrinsecamente quirais ou que fazem parte de estruturas moleculares
assimétricas. Como as proteinas possuem um certo nimero de cromoéforos que podem dar
origem a sinais de CD, o espectro gerado pode ser analisado para determinar o contetido de
caracteristicas estruturais, como o conteido de estrutura secundaria a-hélice e folha-f3

(RODGER; MARRINGTON; ROPER; WINDSOR, 2005). Quando um ligante interage com
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uma proteina as suas transi¢des adquirem um espetro de dicroismo circular induzido (ICD),
que ocorre devido a perturbagdo da assimetria estrutural ou devido a rearranjos eletronicos.
Devido as suas exigéncias relativamente modestas em termos de recursos, o CD tem sido
amplamente utilizado para fornecer informagdes uteis sobre a estrutura das proteinas, a
extensdo, a taxa de alteragdes estruturais e a ligacdo de ligantes (KELLY; PRICE, 2000).

Os espectros de dicroismo circular foram adquiridos usando espectropolarimetro
J-815 Circular Dichroism (Jasco®). Foram adquiridos espectros na faixa de comprimento de
onda de 200 a 250 nm (far-UV) com cubeta de quartzo de caminho 6tico de 0,1 cm. As analises
foram realizadas com 5 uM de NQO1 e 10 uM de RCDFC em Tampao Fosfato 20 mM pH
7.5 As medidas foram obtidas nas seguintes condigdes experimentais: data pitch de 0,5 nm;
D.LT. de 1 seg; bandwidth de 1 nm; velocidade de varredura de 50 nm/min; 10 acumulagdes
de espectros e temperatura de 20 °C. A estrutura secundaria aparente da NQO1 na auséncia e
na presenca da RCDFC foi determinada utilizando a ferramenta Bestsel
(https://bestsel.elte.hu/index.php). Os dados de elipticidade fornecidos em miligraus pelo
equipamento foram convertidos para elipticidade molar por residuo utilizando a seguinte

equacao:

0(d 2 dmol-1Y — Elipticidade(mdeg).10°
(deg.cm®. dmol™) = Caminho 6ptico (mm). [Proteina](uM).n

Onde n representa o nimero de ligagdes peptidicas da proteina.

1.7.2.6 Teste de Cristalizacdo
1.7.2.6.1 Remogao da cauda de histidina da NQO1

As fragdes contendo proteina NQO1 purificada apdés IMAC foram unidas e
transferidas para um saco de dialise (Spectrun) com membrana de limite de exclusdo
molecular de 10 kDa. Em seguida foi adicionada no saco de didlise a protease TEV
recombinante na propor¢do de 50 pg de substrato (his-tag-NQO1) a cada 1 pg de protease
TEV. O saco foi adicionado em béquer contendo 5 L de tampao de atividade da protease TEV
(50 mM Tampao Tris-HCI pH 8.0; 0,5 mM EDTA; 150 mM NaCl; 1 mM de DTT) e deixada
em agitacdo branda por 16 h na temperatura de 4 a 8 °C. Em seguida, o tampao foi mudado
para 50 mM Tampao Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM de -mercaptoetanol a cada 2 h,
por quatro vezes. Ap0s, a solucdo de proteina foi removida do saco de diélise e submetida a

IMAC e SEC de acordo com o item 3.3.1.5.
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1.7.2.6.2 Avaliagdo da polidispersividade e do tamanho molecular

O indice de polidispersao e tamanho de particulas da proteina NQO1 sem cauda de
histidina foram determinados utilizando a técnica de espalhamento dinamico de luz (DLS —
Dynamic Light Scattering) no equipamento Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern). A solugdo de
proteina foi filtrada com filtro de nylon com tamanho de poro de 0,45 um. Em seguida, a amostra
foi transferida para cubeta de quartzo de caminho Optico de 10 mm. Os dados foram coletados e

analisados através do software Zetasizer versdao 6.01 (Malvern).

1.7.2.6.3 Pesquisa de condi¢des de cristalizacao

Os testes de cristalizagdo da NQO1 foram realizados utilizando a técnica de
difusdo de vapor da gota suspensa (MCPHERSON, 1982). As gotas foram aplicadas na
propor¢ao de 1:1 (0,5 uL de solucdo de proteina e 0,5 pL de solugdo de cristaliza¢do) com a
proteina NQO1 nas concentragdes de 10 mg/mL, 25 mg/mL e 30 mg/mL. Os kits utilizados
foram Crystal Screen HT™ (Hampton Research), SaltRx HT™ (Hampton Research), JCSG+
Suite (NeXtal Biotechnologies), PACT Suite (NeXtal Biotechnologies), Wizard™ Precipitant
Synergy (Rigaku), JBScreen Wizard 1 & 2 (Jena Bioscience). As placas foram mantidas a 18
°C.
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1.8 Estudo do efeito antineoplasico in vitro
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1.8.1 Avaliagao do efeito citotoxico em painel com linhagens tumorais e nao-tumoral

A avaliagdo antineoplésica inicial da RCDFC mostrou que essa substancia foi

capaz de exercer efeito antineoplasico em muitas das linhagens celulares testadas (Tabela 1).

Tabela 3 — Efeito citotéxico da RCDFC em linhagens de tumores sélidos, tumores hematologicos e em

linhagem néo-tumoral ap6s 72 h de incubacio

Clso (Intervalo de Confianca de 95 %)

Linhagem
RCDFC DOX

PC3 43,05 (38,20 - 48,41) 1,21 (1,00 - 1,47)
SNB19 64,23 (58,20 - 70,79) 0,73 (0,52 - 0,95)

Tumores S0lidos  yopy1e 43,60 (40,68 - 46,89) 0,14 (0,08-0,19)
A549 37,75 (34,03 - 41,85) 1,15 (1,11-2,06)

B16 70,65 (66,59 - 75,30) 0,02 (0,02-0,03)

HL60 36,45 (33,74 - 39,28) 0,14 (0,01-0,3)

KGI 153,8 (128,40 - 190,70) 0,11 (0,7-0,15)

Tumores
Hematoldgicos

RAJI 70,46 (61,16 - 81,65) 2,33 (2,02-2,71)

K562 44,47 (38,62 - 51,21) 0,49 (0,48-0,5)

Néio-tumoral 1929 35,07 (32,85 - 37,45) 1,72 (1,58-1,87)

Fonte: Elaborado pelo autor. DOX: doxorrubicina (quimioterapico antraquinonico utilizado
como controle positivo de citotoxicidade). Os valores de Clso estdo apresentados em puM.
Entre parénteses, os valores de intervalo de confianga de 95 %.
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Em relagdo as linhagens provenientes de tumores soélidos, foram observados
valores de Clso menores que 50 pM para as linhagens PC3 (prostata), HCT116 (c6lon) e A549
(pulmao). Entre essas trés linhagens o menor valor de Clso foi obtido quanto a RCDFC foi
testada na linhagem de adenocarcinoma de pulmao A549 (37,75 uM). Nas linhagens oriundas
de tumores hematologicos, foram observados valores de Clso menores que 50 uM para as
linhagens HL60 (leucemia pro-mielocitica) e K562 (leucemia mieloide cronica), cujo valores
de Clso foram 36,45 uM e 44,47 uM, respectivamente.

Na avaliagdo do efeito citotoxico da RCDFC em linhagem nao-tumoral 1929
(fibroblasto murino) o valor de Clso foi de 35,07 uM. O indice de seletividade variou de 0,2
a 1,0, sendo observados maiores valores de IS foram nas linhagens HL60 (1,0) e A549 (0,9)
¢ (Tabela 2).

Tabela 4 — Valores de indice de Seletividade da RCDFC em diferentes linhagens tumorais

IS
Linhagem
RCDFC DOX
PC3 0,8 1,4
SNB19 0,5 24
Tumores Solidos HCT116 0.8 12,3
A549 0,9 1,5
HL60 1,0 12,3
Tumores KG1 0.2 15,6
Hematologicos RAJI 0,5 0,7
K562 0,8 3,5

Fonte: DOX: doxorrubicina (quimioterapico antraquindnico utilizado como controle positivo
de citotoxicidade). Elaborado pelo autor.

O perfil citotoxico da RCDFC apos 72 h de incubacdo com todas as linhagens
celulares, e em concentragdes crescentes dessa substancia, estd representado na Figura 16.
Devido ao perfil de seletividade da RCDFC quanto ao seu efeito citotoxico frente a linhagem
de cancer de pulmao A549 (Figura 17), e considerando que este cancer possui alta mortalidade
tanto entre homens como entre mulheres, esta linhagem foi selecionada para dar continuidade

aos demais experimentos de investigac¢ao do efeito antineoplasico.
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Figura 16 — Perfil citotéxico da RCDFC em linhagem nao-
tumoral e em diferentes linhagens tumorais apés 72 h
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 — Curva de inibi¢co do crescimento celular da
RCDFC na linhagem tumoral A549 apé6s 72 h

=y

[=3

o
]

©- Ab49
§ o)
75

50_ .................................................

25+

Inibigdo do crescimento celular (%)

09 T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[RCDFC uM]

Fonte: Elaborado pelo autor.
1.8.2 Avaliagao das alteragcoes morfologicas

A analise microscopica das células A549 tratadas com RCDFC por 48 h revelou
que essa substancia induz as células a sofrerem condensacdo de cromatina, perda de contetido
citoplasmatico, retracao do volume celular e vacuolizacdo citoplasmatica (Figura 18). Essas
alteracdes foram mais evidenciadas quando as células foram expostas a maiores concentragdes
de RCDFC (40 uM e 80 uM), sugerindo um efeito dependente de concentracdo. Também foi
possivel identificar presenca de restos celulares, assim como o tratamento com doxorrubicina

(controle positivo de morte celular).



Figura 18 — Micrografias de células A549 apos 48 h de tratamento com RCDFC
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C-: Controle negativo contendo 0,5 % de DMSO (veiculo utilizado para diluicdo das substancias).
10 uM de doxorrubicina (DOX) foi utilizado como controle positivo de morte celular. 50 uM de
dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo de inibicdo de NQO1 e de estrutura semelhante
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a RCDFC. Setas amarelas apontam processo de retragdo do volume celular e condensagdo de
cromatina. Setas brancas apontam células em processo de morte. Setas laranjas apontam perda de
conteudo citoplasmatico. Setas vermelhas indicam vacuolizagdo citoplasmatica. Imagens foram
obtidas por microscopia dptica com aumento de 400X. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.8.3 Avaliacdo do efeito da RCDFC sobre a viabilidade celular e numero de células

A marcacao das células A549 com iodeto de propideo permitiu a determinagdo do
percentual de células vidveis e nao viaveis apos tratamento com RCDFC durante 12 h (Figura
19), 24 h (Figura 20) e 48 h (Figura 21). O tratamento das células com 20 uM e 40 uM de
RCDFC nos periodos de 12 h, 24 h e 48 h ndo causou reducao na populacao de células viaveis
e também nao aumentou o percentual de células ndo-viaveis, No entanto, quando as cé€lulas
foram expostas a alta concentracdo de RCDFC (80 M), houve redugdo de viabilidade celular
e aumento de células nao viaveis desde o menor periodo de incubagdo (12 h).

Durante a aquisi¢do dos dados de citometria de fluxo foi possivel verificar a
contagem total do nimero células por microlitro de amostra injetada citometro (Figura 22A).
Foi observado que o tratamento da linhagem A549 com 20 uM, 40 uM e 80 uM de RCDFC
durante 12 h e 24 h causa pouco efeito de decréscimo da populacao celular. No entanto, apos
48 h, os tratamentos com 40 uM e 80 uM de RCDFC causaram reducdo da quantidade total
de cé¢lulas quando comparado com o controle negativo (Figura 22B). Esses dados evidenciam
que a reducao da populagdo de células causada pela RCDFC ocorre de forma dependente de
tempo, uma vez que foi observada apenas no maior periodo de tratamento (48 h). Além disso,
o decréscimo do numero de células acontece de forma dependente de concentragdo, pois a
menor concentracdo de substancia (20 pM) ndo causou redugdo da populagdo celular,
enquanto que maiores concentragdes (40 uM e 80 uM) foram suficientes para causar efeito

em 48 h.
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Figura 19 — Efeito da RCDFC sobre a viabilidade celular apés 12 h
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Avaliagao do percentual do percentual de células viaveis e ndo viaveis utilizando citometria de fluxo ap6s 12 h
de tratamento com RCDFC. Os eventos foram adquiridos no citdmetro Guava Easycite (Luminex Corporation,).
C-: Controle Negativo contendo 0,5 % de DMSO (veiculo utilizado para dilui¢do das substancias). 10 uM de
doxorrubicina (DOX) foi utilizado como controle positivo de morte celular, com grupo quinona na estrutura. 50
UM de dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo de inibi¢do de NQOI1 e de estrutura semelhante a
RCDFC. Os dados estdo apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por trés experimentos
independentes realizados em triplicata. * p<0,05 comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido
de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram adquiridos em cada experimento. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20 — Efeito da RCDFC sobre a viabilidade celular apés 24 h
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Avaliagao do percentual do percentual de células viaveis e ndo viaveis utilizando citometria de fluxo ap6s 24 h
de tratamento com RCDFC. Os eventos foram adquiridos no citdémetro Guava Easycite (Luminex Corporation,).
C-: Controle Negativo contendo 0,5 % de DMSO (veiculo utilizado para dilui¢do das substancias). 10 uM de
doxorrubicina (DOX) foi utilizado como controle positivo de morte celular, com grupo quinona na estrutura. 50
UM de dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo de inibi¢do de NQOI1 e de estrutura semelhante a
RCDFC. Os dados estdo apresentados como os valores da média = E.P.M., obtidos por trés experimentos
independentes realizados em triplicata. * p<0,05 comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido
de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram adquiridos em cada experimento. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 21 — Efeito da RCDFC sobre a viabilidade celular apés 48 h
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Avaliagao do percentual do percentual de células viaveis e ndo viaveis utilizando citometria de fluxo ap6s 48 h
de tratamento com RCDFC. Os eventos foram adquiridos no citdmetro Guava Easycite (Luminex Corporation).
C-: Controle Negativo contendo 0,5 % de DMSO (veiculo utilizado para dilui¢do das substancias). 10 uM de
doxorrubicina (DOX) foi utilizado como controle positivo de morte celular, com grupo quinona na estrutura. 50
UM de dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo de inibicdo de NQOI1 e de estrutura semelhante a
RCDFC. Os dados estdo apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por trés experimentos
independentes realizados em triplicata. * p<0,05 comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido
de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram adquiridos em cada experimento. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 22 — Monitoramento do nimero total de células A549 apés tratamento com RCDFC
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Média do numero total de células determinado por citometria de fluxo em diferentes intervalos de tratamento
(Figura A). Analise estatistica da média + E.P.M do ntimero total de células ap6s 12 h, 24 h e 48 h de tratamento
(Figura B). Os eventos foram adquiridos no citdbmetro Guava Easycite (Luminex Corporation) em trés
experimentos independentes realizados em triplicata. C-: Controle negativo contendo 0,5 % de DMSO (veiculo
utilizado para diluig@o das substancias). 10 uM de doxorrubicina (DOX) foi utilizado como controle positivo de
reducdo do nimero de células. 50 uM de dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo de inibi¢do de

NQOI1 e de estrutura semelhante 8 RCDFC. O simbolo * representa p<0,05 quando comparado com C- avaliado

por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. O simbolo # representa p<0,05 quando comparado com DOX avaliado
por ANOVA seguido de teste de Tukey’s Fonte: Elaborado pelo autor.

1.8.4 Avaliacao do efeito da RCDFC sobre a progressdo do ciclo celular

Nesse ensaio, a analise do conteudo de DNA das células A549 tratadas com
RCDFC mostrou que o efeito citotdxico dessa substancia envolve aumento da populagdo de
células na fase G1 e na fase S e diminui¢do da populacao na fase G2/M (Figura 23). Os dados
obtidos indicam aumento do percentual de células na fase G1 tanto apos 24 h quanto apos 48
h de tratamento com 80 pM de RCDFC . Foi observado que todas as concentragdes de RCDFC

(20 uM, 40 uM e 80 uM) causaram aumento de populacido na fase S e diminuicdo da fase
G2/M apés 48 h (Figura 24).
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Figura 23 — Ciclo celular da linhagem A549 apés 24 h de tratamento com RCDFC
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Os eventos foram adquiridos no citometro Guava Easycite (Luminex Corporation). Figura A: Histogramas com
percentual das fases do ciclo celular gerados ap6s analise dos dados no software ModFit versdo 5.0 (Verity
Software House). No eixo Y esta representado a contagem de eventos e no eixo X a emissdo de fluorescéncia do
iodeto de propideo, que € proporcional ao contetido de DNA das células. C-: Controle negativo contendo 0,5 %
de DMSO (veiculo utilizado para dilui¢do das substancias). 10 uM de doxorrubicina (DOX) foi utilizado como
controle positivo de interferéncia no ciclo celular. 50 pM de dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo
de inibicao de NQO1 e de estrutura semelhante 8 RCDFC. Figura B: Distribui¢ao do percentual de células A549
nas fases G1, S e G2/M do ciclo celular apos tratamento com RCDFC. Os dados estdo apresentados como os
valores da média + E.P.M., obtidos por trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<0,05
comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram
adquiridos em cada experimento. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24 — Ciclo celular da linhagem A549 apés 48 h de tratamento com RCDFC
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Os eventos foram adquiridos no citdmetro Guava Easycite (Luminex Corporation). Figura A: Histogramas com
percentual das fases do ciclo celular gerados apds andlise dos dados no software ModFit versao 5.0 (Verity
Software House). No eixo Y esta representado a contagem de eventos e no eixo X a emissdo de fluorescéncia do
iodeto de propideo, que € proporcional ao contetido de DNA das células. C-: Controle negativo contendo 0,5 %
de DMSO (veiculo utilizado para dilui¢ao das substancias). 10 uM de doxorrubicina (DOX) foi utilizado como
controle positivo de interferéncia no ciclo celular. 50 pM de dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo
de inibicdo de NQO1 e de estrutura semelhante 8 RCDFC. Figura B: Distribui¢do do percentual de células A549
nas fases G1, S e G2/M do ciclo celular apos tratamento com RCDFC Os dados estdo apresentados como os
valores da média + E.P.M., obtidos por trés experimentos independentes realizados em triplicata. * p<0,05
comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram
adquiridos em cada experimento. Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.8.5 Avaliagdo da expressao génica de DNA metil transferases (DNMTs)

Este ensaio demonstrou que os efeitos celulares da RCDFC causam redugao da
expressao do RNAm dos genes DNMTI e DNMT?2 (Figura 25) apos 48 h de tratamento. A
expressao do gene DNMTI parece ser modulada a depender da concentragcdo de RCDFC, uma
vez que 20 uM de RCDFC foi capaz alterar o perfil de expressdao, mas 80 uM de RCDFC nao
foi capaz de exercer o mesmo efeito quando comparado com o controle negativo. Todas as
concentracdes de RCDFC utilizadas nesse experimento (20 uM e 80 uM) foram capazes de
diminuir a expressdao do gene DNMT2 em relagdo ao controle negativo, o mesmo efeito foi
observado também no tratamento com o controle positivo de demetilacdo de DNA (40 uM de

azacitidina).

Figura 25 — Expressio dos genes DNMT1, DNMT2, DNMT3A e DNMT3B em células A549 ap6s 48 h de
tratamento com RCDFC
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0,5 % de DMSO foi utilizado como controle negativo (C-) e 40 uM de azacitidina (AZA) foi utilizado como
controle positivo de demetilacdo. Acima de cada colchete horizontal esta destacado o valor de p apds Teste t de
Student. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.8.6 Avaliacdo da formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A Figura 26A mostra os histogramas obtidos apos analise de citometria de fluxo
com células A549 tratadas com RCDFC e a Figura 26B mostra a analise estatistica dos

resultados obtidos.
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Figura 26 — Efeito da RCDFC na producio de ERO em células A549 apés 3 h de incubagao
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Dados foram obtidos por citometria de fluxo. Células com niveis basais de ERO foram consideradas DCFDA+.
Células com niveis de ERO aumentados foram consideradas DCFDA++. C-: Controle negativo contendo 0,5 %
de DMSO (veiculo utilizado para dilui¢ao das substancias). 50 pM de dicumarol (DIC) foi utilizado como
controle positivo de inibi¢gdo de NQO1 e de estrutura semelhante 8 RCDFC. 5 uM de B-lapachona (B-LAP) foi
utilizado como controle positivo de geracdo de ERO. Os dados estdo apresentados como os valores da média +
E.P.M., obtidos em trés experimentos independentes realizados em triplicata. O simbolo * representa p<0,05

quando comparado com o controle negativo (C-) avaliado por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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Nesse ensaio foi demonstrado que células A549 expostas a altas concentracdes de
RCDFC sofrem acumulo de ERO intracelulates. A populagdo de células com alta
fluorescéncia foi de 20 % apds tratamento com 80 uM de RCDFC , 17 % ap6s tramento com
o controle positivo (5 uM de B-lapachona), 4 % apos tratamento com 50 uM de DIC e 2 %
no tratamento com o controle negativo (0,5 % DMSO). O aumento do percentual de ERO
celulares causado pela RCDFC ocorre de forma dependente da concentragdo, uma vez que

menores concentragdes (20 uM e 40 uM) nao foram suficientes para causar esse efeito.

1.8.7 Avaliacdo da atividade hemolitica

O ensaio de hemodlise utilizando eritrocitos de camundongos Mus musculus
mostrou que a RCDFC possui baixo potencial de causar dano a membrana de eritrocitos em
concentracdes menores ou iguais a 693 uM apos 60 minutos de incubacdo (Figura 27). A
auséncia de atividade hemolitica significativa em eritrocitos de camundongos sugere que a

RCDFC ¢ indcua para o sangue.

Figura 27 — Atividade hemolitica da RCDFC em eritrécitos de camundongos
(Mus musculus) apés 60 minutos de incubacéo
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5 % de DMSO foi utilizado como veiculo. 0,1 % de TRITON X-100 foi utilizado
como controle positivo. Os dados estdo apresentados como os valores da média +
E.P.M., obtidos por trés experimentos independentes realizados em triplicata. *
p<0,05 comparado com o veiculo por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Fonte:
Elaborado pelo autor.

1.9 Avaliacio da interacao entre a proteina NQOI1 e a naftoquinona RCDFC

1.9.1 Producao e purificacdo da proteina NQOI recombinante



68

Nesse trabalho obteve-se a proteina NQOI1 humana heter6loga utilizando
Escherichia coli como sistema de expressdo. Inicialmente foram definidas as condigdes
basicas de expressdo como meio de cultura, temperatura de expressdo, temperatura de
inducdo, concentragdo de agente indutor, densidade Optica de indugao, tempo de inducao e
protocolo de lise. Em seguida, aliquotas do extrato soluvel foram submetidas a testes
cromatograficos para estabelecimento de um protocolo de purificagdo por Cromatografia
Liquida Rapida de Proteinas (FPLC). Apods otimizagao do processo de purificagdo, este passou
a ser realizado em duas etapas, sendo a primeira uma Cromatografia de Afinidade por fon
Metélico Imobilizado (IMAC) e a segunda uma Cromatografia de Exclusdo por Tamanho
Molecular (SEC).

A Figura 28 mostra o cromatograma da purifica¢do por IMAC. Foram observados
dois picos, um obtido apos adi¢do de 140 mM de Imidazol (23% de Tampao de elui¢do ou
Tampao B) e outro ap6s adigdo de 255 mM de Imidazol (50 % de Tampao B). O gel na Figura
29 mostra o resultado da corrida eletroforética das fragdes obtidas na purificagao por IMAC.
Foi possivel monitorar o processo de purificagdo da NQO1 nessa etapa, desde a amostra bruta,
anterior a injecao (extrato solivel), a remocao de contaminantes de baixa afinidade pela fase
estacionaria (Flow-Through) e remog¢ao de contaminantes de alta afinidade (T8 e T9), at¢ a
eluicao da proteina numa condi¢dao de maior pureza (T51 a T55), identificada pelas bandas

em torno de 35 kDa.

Figura 28 — Cromatograma da purificacio da proteina NQO1 recombinante por IMAC
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Corrida cromatografica no equipamento FPLC AKTA start™ (Cytiva Life Sciences) utilizando coluna His-
Trap HP de 1 mL (Cytiva Life Sciences). O volume de injecdo foi de 15 mL. A linha azul representa
absorbancia a 280 nm (mAU). A linha rosa representa o percentual da solu¢do B (500mM Imidazol)
utilizado nas eluigdes dos contaminantes e da proteina NQO1. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 29 — Perfil eletroforético das fracdes obtidas durante a purificacio da
proteina NQO1 recombinante por IMAC
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Gel de poliacrilamida 12 % corado com azul de Coomassie. PM: padrdo de massa
molecular Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher). kDa:
kiloDalton. Flow Through: contaminantes de baixa afinidade. T8 e T9:
contaminantes de alta afinidade. T51 a T55: Elui¢do da proteina NQO1. Fonte:
Elaborado pelo autor.

A Figura 30 mostra o cromatograma da purificagcdo por SEC. Foram observados
dois picos: um em 47 minutos e outro em 55 minutos de corrida. O gel na Figura 31 mostra o
resultado da corrida eletroforética das fragdes obtidas na purificagdo por SEC. As fracdes T4
e T5 (referente ao pico em 47 minutos) apresentaram uma banda de proteina contaminante em
torno de 66 kDa. As fracdes T9 a T14 (referente ao pico em 55 minutos) apresentaram a
proteina NQOI1 (33 kDa) obtida em sua forma mais pura. A banda de 66 kDa se deve a uma
proteina eluida conjuntamente com NQOI1, provavelmente uma chaperona molecular. Esta
amplamente descrito na literatura que proteinas recombinantes heterologamente expressas em
E. coli podem se ligar e permanecer ligadas a chaperonas da bactéria, mesmo durante o refino
da purificagdio cromatografica (MORALES; PARCERISA; CECCARELLI, 2019;
SHARMA; BORA; SAINI; ARYA, 2022). A realizacdo da cromatografia de exclusdo
molecular foi importante para o refino da purificacio da NQO1 apo6s cromatografia de

afinidade.
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Figura 30 — Cromatograma da purificacio da proteina NQO1 recombinante por SEC
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Corrida cromatografica no equipamento FPLC AKTA start™ (Cytiva Life Sciences) utilizando coluna HiLoad
16/600 Superdex 75 de 120 mL (Cytiva Life Sciences). O volume de injegdo foi de 0,5 mL. A linha azul representa
absorbancia a 280 nm (mAU). Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 31 — Perfil eletroforético das fracées obtidas durante a purificacdo da
proteina NQO1 recombinante por SEC
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Gel de poliacrilamida 12% corado com azul de Coomassie. PM: padrao de massa
molecular Pierce™ Unstained Protein MW Marker (Thermo Fisher). kDa:
kiloDalton. T4 e T5: amostras referentes a eluicdo do primeiro pico. T9 a T14:

amostras referentes a elui¢do do segundo pico. Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.9.2 Quantificacio da proteina NQOI recombinante e rendimento da expressio

Ap6s SEC, as fragdes mais puras foram unidas, fornecendo um pool de
aproximadamente 7 mL, normalmente obtido a partir de uma cultura liquida de E. coli de 3,5
L. Em seguida, a concentragdo de proteina no pool foi quantificada tanto por
espectrofotometria no NanoDrop Lite Plus (Thermo Fisher), quanto por ensaio colorimétrico
com kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher). A concentracdo de his-tag NQOI1
purificada foi estimada em 500 pg/mL, quando determinada por espectrofotometria a 280 nm
(com uma massa molar estimada de 33582,58 g/mol e um coeficiente de absortividade molar
estimado de 51005 Moll.cm?, e 527 pg/mL, quando determinada utilizando o kit
colorimétrico. A curva-padrao do método BCA e equagdo da reta utilizada no célculo da
concentracdo de NQOI estdo descritas na Figura 32. O rendimento de purificacdo da proteina

foi calculado como sendo aproximadamente 1 mg de proteina para cada litro de cultura.

Figura 32 — Curva de padrio de albumina sérica bovina
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Médias de valores de absorbancia versus concentragao
de padrao albumina sérica bovina (BSA). Em destaque
a equacdo da reta e o coeficiente de determinacdo (R?).
Fonte: Elaborado pelo autor.

1.9.3 Ensaios bioquimicos e biofisicos para avaliagdo de interagdo entre RCDFC e NQO1
1.9.3.1 Ensaio enzimdtico de ponto final

O teste de inibi¢do enzimatica, monitorado por reacdo reporter de conversao de

MTT em formazan, mostrou que a adi¢ao de 200 nM de RCDFC ao meio reacional resultou



72

em inibigdo da atividade enzimatica da NQOI1. Na Figura 33, o aumento do valor de
absorbancia a 595 nm esta relacionado com a atividade da enzima, que reduz o substrato
quinonico menadiona a menadiol, e entdo este reduz o MTT a formazan, que absorve a 395
nm. Foi observado que a RCDFC apresentou atividade inibitoria na mesma magnitude que o

DIC, utilizado como controle de inibicdo da NQO1.

Figura 33 — Efeito da RCDFC na atividade enzimatica da NQO1
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O meio reacional (MR) foi composto por 10 mM Tampao Fosfato pH 7.5, 200 uM
NADH, 20 uM menadiona, 0,07 % BSA, 0,2 % Tween-20, 0,2 mg/mL MTT. Dicumarol
(DIC) foi utilizado como controle positivo de inibi¢do da NQO1. RCDFC e DIC foram

testados a 200 nM. 25 ng de NQO1 recombinante foi utilizada na reagdo. O simbolo *
representa p<0,001 quando comparado com o MR avaliado por ANOVA seguido de
teste de Dunnet’s. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.9.3.2  Ensaio enzimadtico cinético de NQOI por monitoramento do consumo de NADH

Os resultados da avaliacdo atividade enzimatica da NQO1 monitorando o
consumo da coenzima NADH no comprimento de onda de 340 nm estdao representados na
Figura 34. No meio reacional com substrato, enzima e coenzima (NADH), os valores de
absorbancia a 340 nm decrescem ao longo de 1 h, revelando livre consumo de NADH. Ja na
presenca de 200 nM de RCDFC ou do composto controle de inibi¢do (DIC) o decréscimo da

absorbancia do NADH ¢ retardado, comprovando efeito inibitorio da atividade enzimatica.
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Figura 34 — Efeito da RCDFC no consumo de NADH pela NQO1 durante 1 h
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O meio reacional (MR) foi composto por 10 mM Tampéo Fosfato pH 7.5, 200 uM NADH, 20 uM
menadiona, 0,07 % BSA, 0,2 % Tween-20. Dicumarol (DIC) foi utilizado como controle positivo de
inibicdo da NQO1. RCDFC e DIC foram testados a 200 nM. 25 ng de NQOI recombinante foi
utilizada na reacdo. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.9.3.3  Fluorimetria Diferencial de Varredura (Thermal Shift Assay)

Os dados do ensaio de avaliagao da estabilidade térmica da proteina NQO1 na
presenca e na auséncia de ligantes estdo representados na Figura 35. A temperatura média de
desnaturagdo (7m) da NQOI na auséncia de ligantes foi de 47°C. Na presenca de RCDFC a
Tm da NQOI1 foi 52°C, mesmo valor determinado para o tratamento com o DIC. A interacao
da proteina NQO1 com a RCDFC possui forga de ligagdo suficiente para estabilizar a estrutura

da proteina, elevando a 7m em 5°C.

Figura 35 — Efeito da RCDFC sobre a estabilidade térmica da NQO1
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Derivadas da emissao de fluorescéncia do Sypro Orange em funcao do gradiente de temperatura
(dRFU/dT). Em destaque a 7m, obtida pela temperatura do ponto minimo do vale da curva. Foi
utilizado no teste 10X de Sypro Orange, 10 uM de NQO1 e/ou 100 uM de ligantes (RCDFC ou
dicumarol) em 50 mM de Tampao HEPES pH 7.4. Linha azul: NQO1 sem ligantes, linha preta:



NQOI1 + RCDFC, linha verde: NQO1 + DIC (dicumarol), linha roxa: controle de emissdo de
fluorescéncia do DIC (dicumarol), linha laranja: controle de emissdo de fluorescéncia da
RCDFC, linha vermelha: controle de emissdo de fluorescéncia do Sypro Orange na auséncia de

ligantes, linha marrom: controle de emissdo de fluorescéncia da NQO1 na auséncia de Sypro
Orange. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.9.3.4 Ensaio de avaliagcdo da fluorescéncia intrinseca
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O monitoramento da emissdo de fluorescéncia pelos residuos de triptofano da

NQOI1 durante adigdo crescente de ligantes mostrou que tanto a RCDFC (Figura 36A) quanto

o DIC (Figura 36B) causam efeito de supressdao da emissao de fluorescéncia desses residuos.

Portanto, esses compostos se ligam a NQO1 e causam um ajuste conformacional induzido na

enzima, o que altera o ambiente quimico ao redor dos residuos de triptofano, modificando a

sua emissdo de fluorescéncia. A reducdo da intensidade de fluorescéncia do triptofano ¢

significativa, recorrente e proporcional ao aumento da concentragdo de ligante, o que sugere

uma ligagao especifica e relativamente estavel de RCDFC e DIC. Os valores da constante de

dissociacdo do ligante (Kd), determinados utilizando o monitoramento da supressdo de

emissao da fluorescéncia em 340 nm (Figura 37), foram de 0,28 uM para a RCDFC e de 0,48

UM para o DIC, com intervalo de confianga 95 % variando de 0,17-0,44 uM e 0,30-0,75 uM,

respectivamente.

Figura 36 — Efeito da RCDFC na emissio de fluorescéncia dos triptofanos presentes na NQO1
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Varredura da emissdo de fluorescéncia na regido dos triptofanos da proteina NQO1 (4 uM) durante
adigdo de concentragdes crescentes (0-12 pM) dos ligantes RCDFC (Figura A) e DIC (Figura B).
Excitagdo em 295 nm e emissao entre 305 e 420 nm. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 37 — Fluorescéncia intrinseca da NQO1 apés titulacio com
RCDFC e DIC
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Emissdo de fluorescéncia de 4 uM de NQOI monitorada no
comprimento de onda de 340 nm durante adi¢do de concentragdes
crescentes (0-12 uM) dos ligantes RCDFC (pontos em rosa) e DIC
(pontos em azul). Excitagdo em 295 nm e emissdo entre 305 ¢ 420 nm.
Fonte: Elaborado pelo autor.

1.9.3.5 Avaliagdo da estrutura secundaria da NQOI por dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular da NQO1 na auséncia e na presenga do ligante
RCDC foram adquiridos com o objetivo de obter informacao relativa a estrutura secundaria
desta proteina. E possivel observar na Figura 38 que a presenga da RCDFC intensifica o sinal
negativo da proteina em torno de 208 nm. Esse efeito ocorre possivelmente porque a presenga
do ligante leva a proteina a sofrer ajuste conformacional, afetando a composi¢do de sua
estrutura secundaria. Ao comparar as estimativas do percentual de estrutura secundaria na
Tabela 5, fica evidenciado que a presenca da RCDFC aumenta o percentual de estrutura
secundaria em forma de curva (loops ou algas do esqueleto polipeptidico) de 13,1 % para 16,8
%.

Foi monitorada também a alteracao na estrutura secundaria da NQO1 na presenca
e auséncia da RCDFC em fung¢ao de um gradiente de temperatura. O espectro contendo apenas
a NQO1 (Figura 39A) apresentou menor intensidade na elipticidade a 50°C do que o espectro
contendo a proteina e o ligante RCDFC, nessa mesma temperatura (Figura 39B).
Possivelmente, a RCDFC levou a estabilizacado térmica da proteina NQO1 ao ponto de retardar

a perda de estrutura secunddria, recapitulando os resultados do termal shift assay.



Figura 38 — Espectros de dicroismo circular da NQO1 e RCDFC na regido UV distante
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Dados em elipticidade molar por residuo. 5 uM de NQOI1 ¢ 10 uM
RCDEFC foram dispersos em 20 mM de Tampdo Fosfato pH 7.5 ¢ 10
acumulacdes de espectros foram adquiridos a 20°C.

Tabela 5 — Percentual de estrutura secundaria da

NQOI1 na auséncia e presenca de RCDFC

Do neor  M3OL
Hélice 23,0 22,6
Antipararela 21,8 21,6
Paralela 3,7 2,6
Curva 13,1 16,8
Outros 38,4 36,4

Estimativas de estrutura secundéria aparente calculada

utilizando a

ferramenta Bestsel

(https://bestsel.elte.hu/index.php) a partir dos resultados
dos dados experimentais. Dados em porcentagem. Fonte:

Elaborado pelo autor.
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Figura 39 — Estabilidade térmica da NQO1 na presenca da RCDFC monitorada por dicroismo circular
na regiao UV distante
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Variagdo da elipticidade molar durante aumento da temperatura. Figura A: 5 uM de NQOI. Figura B: 5 uM de
NQOI1 + 10 uM RCDFC. As amostras foram dispersas em 20 mM de Tampéo Fosfato pH 7.5.

1.9.3.6 Teste de Cristalizagdo para Determinagdo da Estrutura de Alta Resolug¢do de
NQOI e do Complexo NOQOI-RCDFC por Cristalografia Macromolecular de
Raios-X

1.9.3.6.1 Remocao da cauda de histidina da NQO1 recombinante

A proteina NQOI1 produzida em E. coli continha um hexapeptideo de residuos de
histidina em sua extremidade aminoterminal (cauda de polihistidina ou Ais-tag), necessario a
purificacdo por IMAC, devido a sua interagio especifica com o ion niquel (Ni*") imobilizado
na fase estaciondria da cromatografia. Sabe-se que o hexapeptideo de histidina ndo possui
estrutura secundaria e terciaria definidas, em razdo da proximidade e repulsdo entre as cargas
formais positivas do grupo lateral das histidinas. A alta flexibilidade da cauda de polihistidina
dificulta a cristalizagdo da proteina que a contém. Portanto, embora fosse necessaria a
purificagdo por IMAC, a cauda de polihistidina teve de ser retirada da proteina recombinante
antes dos testes de cristalizacdo. Para isso, durante o planejamento da construgao
recombinante, foi inserido um sitio de clivagem especifico da protease TEV (ENLYFQG)
entre a cauda de polihistidina e o residuo de metionina inicial da NQO1 humana.

A NQOI1 recombinante [his tag-(tev)-NQOI1] foi purificada por IMAC e
submetida a hidrolise pela protease TEV recombinante, durante didlise. Logo ap6s o processo
de digestdo da proteina recombinante com a protease TEV foi realizada uma segunda
purificagdo por IMAC, a fim de remover os contaminantes com afinidade pelo ion metalico

imobilizado, entre eles, a propria cauda de polihistidina clivada. A Figura 40 mostra o
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resultado da eletroforese (SDS-PAGE) das amostras durante o processo de remog¢ao da cauda
de histidina. Tanto antes quanto no inicio da digestdo, a proteina NQO1 apresentou uma banda
proxima a 35 kDa. A auséncia da his-tag modificou levemente o perfil eletroforético da
NQOI, fazendo com que a proteina recombinante, agora com menor tamanho, migrasse um
pouco abaixo da NQOI ndo tratada com a protease TEV, ao longo da rede de
acrilamida/bisacrilamida. A proteina NQO1 sem cauda de histidina foi eluida no flow-through
da segunda IMAC, uma vez que a auséncia da his-tag leva a redu¢do da afinidade pela fase
estacionaria.

O flow-through da segunda IMAC foi concentrado e aplicado em coluna de SEC.
A Figura 41 mostra o cromatograma da SEC realizada apds a remocdao da cauda de
polihistidina. E possivel visualizar a presenca de um unico pico, eluido em torno de 60 min
apos injecdo da amostra. Considerando que a SEC separa macromoléculas por conta das
diferengas entre seus tamanhos moleculares (raios hidrodinamicos) e que a NQO1 foi eluida
num Unico pico, sugere-se que a proteina pura esteja em um estado dominante de
oligomerizacgdo e, consequentemente, monodispersa em solucdo. Essa caracteristica também

¢ pré-requisito para os ensaios de cristalizagao.

Figura 40 — Perfil eletroforético da NQO1 ap6s a remocio da
cauda de histidina
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Gel de poliacrilamida 12 % corado com azul de Coomassie. PM:
padrao de massa molecular Pierce™ Unstained Protein MW Marker
(Thermo Fisher). kDa: kiloDalton. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 41 — Cromatograma da purificacio da proteina NQO1 recombinante por SEC apés digestao com
protease TEV
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Corrida cromatografica no equipamento FPLC AKTA start™ (Cytiva Life Sciences) utilizando coluna HiLoad
16/600 Superdex 75 de 120 mL (Cytiva Life Sciences). O volume de inje¢do foi de | mL. A linha azul representa
absorbancia a 280 nm (mAU). A linha rosa representa a injecao da amostra. Fonte: Elaborado pelo autor.

1.9.3.6.2 Avaliacdo da polidispersividade e do tamanho molecular da NQO1 recombinante
em solugao

O ensaio de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi realizado com a proteina
NQOI sem cauda de histidina proveniente da SEC. A Figura 42 mostra o raio hidrodinamico
(Rh) da particula solvatada, formada pela proteina NQOI1, em fun¢do da intensidade de
espalhamento de luz e do volume de amostra. A Tabela 6 mostra os parametros obtidos
durante a anélise de DLS. A particula proteica em solu¢do foi considerada monodispersa, pois
apresentou percentual de polidispersdo menor que 20% (indice de polidispersdo menor que
0,2). As particulas em solugdo apresentaram diametro de 5,97 nm e raio hidrodinamico de
3,25 nm, valores proximos aos descritos em literatura (MEDINA-CARMONA; NEIRA;
SALIDO; FUCHS et al., 2017). O peso molecular da particula dominante foi estimado em
torno de 69,6 kDa, indicando que os mondmeros da NQOI1 (= 30 kDa) estdo associados em

solucdo e formam estrutura quaternaria dimérica.
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Figura 42 — Distribuicio de tamanho das particulas proteicas por intensidade (A) e volume (B)
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 6 — Parametros obtidos durante o ensaio de DLS com a proteina NQO1 sem his-tag

Sczzgéng PAl  Didmetro(nm)  Rh(nm) MM (kDa)  Intensidade (%)  Volume (%)
90° 019 597011 325123 69,6236 100 100

PdI: Indice de polidispersio, Rh: Raio hidrodindmico, MM: massa molecular, kDa: kilodalton. O didmetro é
aproximadamente o dobro do Rh. Fonte: Elaborado pelo Autor.

1.9.3.6.3 Ensaio de cristaliza¢ao

Para a descoberta de aspectos estruturais das interagdes entre os atomos de NQO|1
e RCDFC, ¢ necessario obter a estrutura tridimensional de alta resolucdo do complexo

proteina-ligante. Uma das técnicas mais utilizadas para este fim ¢ a cristalografia
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macromolecular de raios-X, que demanda a prévia cristalizagdo do complexo. Portanto, foi
realizado um screening para otimizacao de condi¢des de cristalizagdo da proteina NQOI1. A
proteina foi incubada em solugdes com diferentes tampodes, pHs e agentes precipitantes. O
ensaio foi realizado inicialmente com a proteina pura, sem adicao de ligante. A Tabela 7
informa as condic¢des nas quais foram detectadas a presenca de cristais de proteina. Destaca-
se que os cristais foram observados apenas nos tratamentos com concentragdes de proteina a
10 mg/mL (concentragdes de proteina de 25 mg/mL e 30 mg/mL nao facilitaram a formagao
de cristais).

Os pogos A3 e A4 do kit PACT Suite (NeXtal Biotechnologies) apresentaram
microcristais. A diferenca entre esses dois pogos esta no valor de pH do tampao. No pogo A3
(pH 6,0) se visualiza apenas um cristal, enquanto que no poco A4 (pH 7,0) foram visualizados
pelo menos 5 cristais (Figura 43). O pogo B8 do kit JBScreen Wizard 1 & 2 (Jena Bioscience)
apresentou muitos microcristais com alta variagao de tamanho e de formato. O kit SalTRx HT
(Hampton Research) permitiu que os microcristais se desenvolvessem com maior
uniformidade de formato e de tamanho em relagao aos outros kits, com destaque para os pogos

B10, E4 e HI2.

Tabela 7 — Condicdes cristalizaveis para a proteina NQO1

Kit (Fabricante) Posicao Composiciao Codnecgnggi:ao
0.1 M SPG 6.0 pH (Tampao)
PACT Suite A3 25 % m/v PEG 1500 (Agente precipitante) 10 mg/mL
(NeXtal
Biotechnologies) 0.1 M SPG 7.0 pH (Tampao)
Ad 25 % m/v PEG 1500 (Agente precipitante) 10 mg/mL
0,4 M NaH,POj4 (Agente precipitante)
JBScree.n szard 1& 1T B8 1,6 M KzHPO4 (Agente prec1p~1tante) 10 mg/mL
(Jena Bioscience) 0,1 M Imidazol pH 8.0 (Tamp3ao)
0,2 M NacCl (Sal)
0,1 M Tris pH 8.5 (Tampao)
BI0 15 M Citrato de sodio tribasico dihidratado (Sal) 10 mg/mL
SaltRx HT™ B4 2,4 M Fosfato de amoénio dibasico (Sal) 10 me/mL
(Hampton Research) 0,1 M Tris pH 8.5 (Tampao) £
H12 0,1 M BIS-TRIS propano pH 7.0 (Tampao) 10 mg/mL

60 % v/v Tacsimate™ (Sal)

Tampdo SPG ¢ composto por acido succinico, fosfato monobasico de sodio e glicina em propor¢des molares de
2:7:7, respectivamente. PEG: Polietilenoglicol. Tacsimate™ é um reagente de cristalizagdo (Hampton Research)
composto por 1,8305 M de 4cido malonico, 0,25 M de citrato de amonio tribasico, 0,12 M de acido succinico,
0,3 M de acido DL-malico, 0,4 M de acetato de sodio trihidratado, 0,5 M de formato de sédio € 0,16 M de
tartarato de amoénio dibasico pH 7,0. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 43 — Microcristais da proteina NQO1 obtidos em diferentes condi¢des
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Foram adquiridas micrografias na regido visivel (imagens coloridas) e no ultravioleta (imagens preto e branco)
dos pogos A3 e A4 do kit PACT Suite (NeXtal Biotechnologies), pogo B8 do kit JBScreen Wizard I & II (Jena
Bioscience), e pogos B10, E4 ¢ H12 do kit SaltRx HT™ (Hampton Research). Fonte: Elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

1.10 A NQOI1 como alvo da naftoquinona RCDFC

O reconhecimento molecular, que € o processo de interacdo de macromoléculas
biologicas entre si ou com moléculas pequenas numa elevada especificidade e afinidade para
formar um complexo especifico, constitui a base de todos os processos nos organismos vivos
(BARON; MCCAMMON, 2013; LANCET; HOROVITZ; KATCHALSKI-KATZIR, 1994).
As proteinas, uma classe importante de macromoléculas biologicas, realizam as suas fungdes
através da ligacdo a si proprias ou a outras moléculas. Uma compreensdo detalhada das
interagcdes proteina-ligante ¢ fundamental para compreender a biologia a nivel molecular
(BOHM; KLEBE, 1996; DU; LI; XIA; Al et al., 2016). Além disso, o conhecimento dos
mecanismos responsaveis pelo reconhecimento e interacao proteina-ligante ¢ crucial para o
descobrimento de farmacos (BABINE; BENDER, 1997; BOHM; KLEBE, 1996).

A importancia da proteina NQO1 na preveng¢@o ao dano oxidativo e na protecao
celular através da redugdo de quinonas e da neutralizacdo de espécies oxidantes ¢ bem
estabelecida e documentada, o que torna um alvo atrativo para o desenvolvimento de farmacos
(ROSS; SIEGEL, 2021; SIEGEL; GUSTAFSON; DEHN; HAN et al., 2004).

A utilizagdo de substancias que interagem com NQOI tem sido proposta como
uma abordagem alvo-dirigida estratégica para o tratamento do cancer de pulmdo e outros
tipos. Apesar dos avancos na pesquisa de moléculas que possam se ligar a proteina NQOI,
nenhuma substancia ¢ utilizada como farmaco antineoplésico. Contribuindo para a pesquisa
nessa tematica, através dos resultados do ensaio enzimdtico de ponto final e do ensaio de
monitoramento da cinética de consumo do NADH, esse trabalho demonstrou que a
naftoquinona sintética RCDFC ¢ capaz de interagir com a proteina NQOI1 e inibi-la. Além
disso, reducdo da atividade enzimatica decorrente da interagdo NQO1:RCDFC ocorre com
magnitude comparavel a inibi¢do por DIC. Assim como esse inibidor, a RCDFC também
impede que a NQO1 consuma o NADH.

No mecanismo da reacao pingue-pongue da reagao catalisadapela NQO1 envolve
uma dupla transferéncia de hidreto, isto €, um hidreto ¢ transferido do NAD(P)H para o N5
do FAD, ocasionando a liberagdo de NAD(P)" do sitio catalitico. O outro hidreto é transferido
do N5 do FADH:> para um substrato quinona, que ¢ transformado em hidroquinona e liberado
da bolsa catalitica (Figura 7) (FAIG; BIANCHET; TALALAY; CHEN et al., 2000). A flavina

do FAD forma o piso do sitio catalitico, enquanto os residuos aminoacidicos triptofano 105,
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fenilalanina 106, glicina 149, glicina 150, tirosina 155, e histidina 161 de um mondémero
contribuem para formar paredes hidrofobicas e tirosina 126, tirosina 128 e fenilalanina 178
do outro mondmero constituem o teto (Figura 44). Nao por acaso, a NQO1 somente ¢
enzimaticamente ativa em sua forma dimérica (PIDUGU; MBIMBA; AHMAD;
POZHARSKI et al., 2016).

Figura 44 — Sitio catalitico da NQO1

Estrutura de co-cristal do sitio ativo da NQO1 com presenga do dicumarol (PDB 2F10).
Um mondmero ¢ mostrado em verde ¢ o outro em laranja. Os atomos de carbono do
FAD estdo representados em magenta ¢ do dicumarol em amarelo. As ligagdes de
hidrogénio sdo representadas por linhas tracejadas verdes. Fonte: Adaptado de
(ZHANG; CHEN; MA; WU et al., 2018)

Estruturalmente, o mondmero de NQO1 possui dois dominios separados: os
residuos 1-220 constituem o dominio catalitico principal e os residuos 221-273 constituem
um pequeno dominio C-terminal (Figura 6B). O dominio catalitico consiste numa folha-$§
paralela central rodeada por a-hélices, enquanto o dominio C-terminal ¢ composto por um
motivo em forma de grampo (hairpin) antiparalelo, uma a-hélice e varias voltas (loops). Cada
dominio catalitico possui uma molécula de FAD ligada através do anel de adenina e do anel
isoaloxazina, que se direciona para a interface do dimero. O dominio catalitico possui trés
sitios de ligacdo: o sitio de ligagdo do FAD, um sitio hidrofilico para ligagdo da adenina-ribose
do NAD(P)H e um sitio de ligagao para o substrato (BIANCHET; ERDEMLI; AMZEL, 2008;
FAIG; BIANCHET; TALALAY; CHEN et al., 2000).

Nesse trabalho, o ensaio de fermal shift ou fluorimetria diferencial de varredura
(DSF) mostra que a RCDFC se liga a proteina NQOI1. Além disso, o complexo proteina-

ligante possui for¢a de ligacao suficiente para induzir estabilidade térmica significativamente
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superior a estabilidade da proteina na auséncia de ligante. Esse fendmeno ¢ evidenciado pelo
deslocamento térmico de 5°C na temperatura de desnaturagdo (7m) do complexo em relacao
ao Tm da NQOI sem ligante. A indugao de estabilizacao térmica parece ser um efeito comum
para inibidores de NQO1. Um estudo demonstrou que o DIC ¢ capaz de induzir estabilidade
térmica de forma dependente de concentragdo tanto para NQO1 nativa quanto para variantes
relacionadas ao fenotipo tumoral (p.R139W e p.P187S). A nicotinamida, outro inibidor de
NQOL, foi capaz de estabilizar a enzima nativa e a variante p.R139W de forma dependente
da concentracdao, mas nao teve efeito na variante p.P187S. Aparentemente, alguns inibidores
possuem preferéncia para diferentes estados conformacionais da proteina. Nesse mesmo
estudo, o resveratrol desestabilizou a NQO1 nativa e ambas as variantes associadas a
neoplasias, apesar do efeito ser dependente da concentragdo (MEGARITY; TIMSON, 2019).
Outro estudo demonstrou que uma substancia, chamada de 15-047, foi capaz de reduzir a
estabilidade térmica da NQOI e que a sua temperatura de fusdo (7m) diminuiu em
aproximadamente 4°C (WANG; DUAN; HUANG; XUE ef al., 2023). A desestabilizagao
causada por um ligante pode indicar que o ligante se liga favoravelmente a moléculas
parcialmente desdobradas e provavelmente inativas (COOPER, 1999; FREIRE, 1995).

Com o intuito de monitorar o efeito da ligagdo da RCDFC na estrutura secundaria
da NQOI1 foram obtidos espectros de dicroismo circular na presenga e na auséncia desse
ligante na regido do UV-distante (200 nm — 250 nm), em que ocorre absor¢ao da radiacao
polarizada pelas ligagdes peptidicas. A presenca da RCDFC intensificou o sinal negativo no
espectro da NQO1 em torno de 207 nm. Esse resultado estd de acordo com espectros
caracteristicos de proteinas com conteudo de a-hélice, caracterizados por alta absor¢ao em
comprimento de onda proximo a 208 nm, devido as transicdes 1 — ©* no croméforo amida
da ligagao peptidica (RODGER; MARRINGTON; ROPER; WINDSOR, 2005). Resultados
semelhantes aos encontrados nesse trabalho foram reportados em um estudo em que a ligagao
do DIC foi capaz de alterar o contetido da estrutura secundaria da NQO1, aumentando a
elipticidade a 222 nm (outra carateristica de proteinas com alto conteudo a-helicoidal)
(MEDINA-CARMONA; NEIRA; SALIDO; FUCHS et al., 2017). Apesar disso, quando o
conteudo de estrutura secundaria foi estimado na plataforma Bestsel, pouca diferenca foi
encontrada no percentual de a-hélice da NQO1 na presenca e auséncia de RCDFC. A literatura
reporta que estimativas razodveis sao encontradas para as proteinas de estrutura secundaria
mista, como € o caso da NQO1, onde os dados obtidos demonstram que o contetdo de folhas-
B (paralelas e antiparalelas) ¢ ligeiramente maior que o contetido de a-hélices (RODGER;

MARRINGTON; ROPER; WINDSOR, 2005).
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Ainda em relacdo as alteragdes no nivel de estrutura secundaria, destaca-se o efeito
que RCDFC exerce ao induzir a formagao de estruturas em forma de curvas (loops ou algas
do esqueleto polipeptidico). Foi observado um incremento de 3,7% no contetido de /oops em
relagao a NQO1 sem ligante. Estudos destacam o movimento de estruturas em forma de algas
com o objetivo a acomodar ligantes na NQO1. O grupo isoaloxazina do FAD interage com
residuos em /oop da NQO1 numa das extremidades da molécula (L1 e L4 de um mondmero e
L3 e L5 do outro mondmero) (LI; BIANCHET; TALALAY; AMZEL, 1995). O movimento
da fenilalanina 232, presente na alga 230-236, ¢ relatado para a estrutura da NQO1 em
complexo com DIC (ASHER; DYM; TSVETKOV; ADLER et al., 2006). No caso da
molécula ES936, o anel 4,7-diona interage com as glicinas 150 e 151 do loop 6. Além disso,
0 loop 9 (residuos 231-237) no dominio C-terminal desloca-se, abrindo o sitio da adenosina
do NAD(P)H para acomodar um grupo nitro (WINSKI; FAIG; BIANCHET; SIEGEL et al.,
2001).

O monitoramento da elipticidade molar durante a aplicagdo de um gradiente de
temperatura permitiu concluir que houve o aumento da estabilidade térmica da NQO1 em
razao da ligagcdo da RCDFC, efeito também observado no ensaio de termal shift. Ou seja, o
complexo NQO1:RCDFC resistiu mais a alteragdes no espectro de dicroismo circular em
funcdo do aumento de temperatura, em comparacao a proteina NQOI1 sozinha. Portanto, o
complexo sofreu menos alteracdes no contetido de estrutura secundaria quando submetido a
temperaturas mais altas, em compara¢do a enzima sozinha. Tomados em conjunto, os
experimentos de thermal shift, dicroismo circular, espectroscopia de fluorescéncia intrinseca
de residuos de triptofano e inibi¢do enzimatica confirmaram a hipotese de que a RCDFC ¢ um
ligante e um inibidor da atividade catalitica de NQO1.

Nesse trabalho, o monitoramento label-free da emissdo de fluorescéncia no
ambiente, envolvendo os residuos de triptofano da proteina alvo, permitiu a determinagdo da
constante de dissociacdo (Kd) da RCDFC na interagdo com a proteina NQO1. Nesse ensaio,
o valor do Kd foi estimado como 0,28 uM para a RCDFC e 0,48 uM para o DIC. Resultados
semelhantes foram reportados em um estudo que empregou a técnica de calorimetria de
titulagdo isotérmica (ITC) e estimou um Kd de 0,122 uM para o DIC na ligagdo a NQO1 em
sua forma apo (sem grupamento FAD) (MEDINA-CARMONA; PALOMINO-MORALES;
FUCHS; PADIN-GONZALEZ et al., 2016). Outro trabalho, utilizando ressonancia
plasmonica de superficie, determinou Kd de 0,162 uM para o DIC e 0,873 uM para a oroxilina
A, um flavonoide natural com atividade inibitoria sobre NQO1 (DONG; CHEN; HE; SUN et

al.,2023). Quando a técnica de fluorimetria diferencial de varredura (Thermal Shift Assay) foi
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utilizada, o valor da constante de dissociagao aparente (Kd,app) do DIC na ligagdo a enzima
NQOI nativa foi de 54 nM (0,054 uM) (MEGARITY; TIMSON, 2019).

Estudos destacam o envolvimento de residuos de aminoécidos contendo grupos
hidrofébicos na interagdo de ligantes com a NQOI1. A estrutura cristalografica do DIC em
ligacdo com a NQO1 mostra que essa substancia se liga ao sitio ativo através de uma série de
interagdes hidrofobicas, além de ligagdes de hidrogénio com residuos de aminodcidos da
enzima e com o cofator FAD. Um anel cumarinico do DIC esta paralelo ao anel isoaloxazina
do FAD e o outro anel forma duas ligagdes de hidrogénio, (1) entre o oxigénio 5 do DIC e a
tirosina 128 e (2) entre o oxigénio 17 do inibidor e a histidina 161 (Figura 45) (ASHER; DYM;
TSVETKOV; ADLER et al., 2006).

Figura 45 — Ligacdo do dicumarol com a NQO1
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Detalhes da ligagdo entre NQO1 e dicumarol (PDB 2F10). Um mondmero ¢ mostrado em verde

¢ o outro em laranja. Os atomos de carbono do FAD estdo representados em magenta ¢ do
dicumarol em amarelo. As liga¢des de hidrogénio sdo representadas por linhas tracejadas verdes.

J& a duroquinona (2,3,5,6-tetrametil-p-benzoquinona), um substrato da NQOI, se
liga ao sitio ativo dessa enzima através de uma série de interacdes que envolvem o FAD e
varios residuos hidrofobicos e hidrofilicos. Essa substancia se posiciona de forma paralela ao
anel de isoaloxazina do FAD e um de seus oxigénios forma ligagcdes de hidrogénio com os
grupos hidroxila da tirosina 126 e tirosina 128 do monoémero de NQO1 (FAIG; BIANCHET;
TALALAY; CHEN et al, 2000). No caso de naftoquinonas, dados bioquimicos e de
cristalografia de proteinas evidenciam que a naftoquinona dimérica E6a (3-bromo-3’-hidroxi-

2,2'-binaftalenil-1,4,1',4'-tetraona) em interacdo com NQOI1 ¢ encontrada numa bolsa
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hidrofobica revestida pelo triptofano 105, fenilalanina 106, fenilalanina 178, tirosina 126 e

tirosina 128 (Figura 46) (PIDUGU; MBIMBA; AHMAD; POZHARSKI et al., 2016).

Figura 46 — Ligacdo da naftoquinona E6a com a NQO1

A NQOI dimérica possui dois sitios ativos, um em cada extremidade da interface do dimero. Um mondmero ¢
mostrado na cor magenta e o outro mondémero em azul. Duas moléculas de FAD estdo presentes em cada sitio
ativo e sdo mostrados em laranja. A naftoquinona E6a ¢ mostrada a verde. Assim como acontece na interagao
com dicumarol e com duroquinona, a interagdo NQO1:E6a também envolve o posicionamento dessa substancia
de forma paralela ao anel de isoaloxazina do FAD. Fonte: Adaptado de (PIDUGU; MBIMBA; AHMAD;
POZHARSKI et al., 2016).

Com o objetivo de compreender a interface de interacdo do complexo
NQOI1:RCDFC em nivel molecular, foram iniciados experimentos para obten¢do da estrutura
tridimensional de alta resolu¢do do complexo, por meio da cristalografia de proteinas.
Primeiramente, foi realizado screening de condigdes de cristalizagdo com a NQO1 sem ligante
por dois motivos: (1) para futuramente comparar (sobrepor) as estruturas cristalograficas da
proteina sozinha e do complexo; (2) para futura realizagdo da técnica de soaking, que consiste
em expor cristais de proteina a uma solugdo contendo o ligante para que ele seja incorporado
na rede cristalina. Foram obtidas pelo menos seis condi¢gdes favoraveis a cristalizagdo da
proteina NQOI1. Os cristais foram obtidos em meios com valores de pH entre 6,0 a 8,5,
tamponados com SPG, Imidazol, Tris e BIS-Tris propano. Foi observado também que a
utilizacao de PEG1500 (25%), sais de fosfato (sodio, potassio, amonio), citrato de amonio e

tacsimate™ (Hampton Research) favoreceram a cristalizacio da NQO1. Condi¢des de
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cristalizacdo semelhantes foram reportadas na literatura, em que cristais de NQO1 foram
obtidos em solucdo de 20% (p/v) de PEG3350 e 0,2 mol.L™! de citrato de aménio, ou em 20%
de PEG3350 e 0,2 mol.L"! de tartarato de sédio e potassio (PIDUGU; MBIMBA; AHMAD;
POZHARSKI et al., 2016). Estudos relatam a obtengdo de cristais de NQO1 contendo os
ligantes duroquinona e ES936 em meios com pH 8,5 e 30% of PEG 3350, 200 mM acetato de
sodio, 100 mM de tricina sodica, adigao de 12-24 mM FAD e de 25 mM de NADH (FAIG;
BIANCHET; TALALAY; CHEN et al., 2000; WINSKI; FAIG; BIANCHET; SIEGEL et al.,
2001). Outro estudo relata a obtengao de cristais de NQO1 murina em 1,45 M de sulfato de
amonio, 0,5% de PEG8000 e 150 mM de imidazol em pH 7,0 (LI; BIANCHET; TALALAY;
AMZEL, 1995). Co-cristais de NQO1-dicumarol foram obtidos em 0,2 M de acetato de sdodio,
190 mM de tricina sodica, pH 8,1 ¢ 22% PEG 3350 (ASHER; DYM; TSVETKOV; ADLER
et al., 2006). A técnica de soaking foi aplicada para cristalizagdo da NQO1 em complexo com
E6a (PIDUGU; MBIMBA; AHMAD; POZHARSKI et al., 2016) e duroquinona (LI;
BIANCHET; TALALAY; AMZEL, 1995). O refino das condigdes cristalograficas, bem
como a difragdo do cristal NQO1:RCDFC obtido a partir da técnica de soaking ou co-
cristalografia ocorrerdo em etapas posteriores do desenvolvimento dessa pesquisa.

As moléculas com ag¢do inibitoria sobre a enzima NQO1 podem ser classificadas
em dois principais grupos, de acordo o mecanismo de acdo: inibidores competitivos
(reversiveis) e inibidores irreversiveis (ndo-competitivos) (ZHANG; CHEN; MA; WU et al.,
2018). A literatura cientifica descreve diversas substancias que sdo capazes de interagir com
a proteina NQO1, causando diminuicdo de sua atividade (Figura 47).

O DIC (3,3 -metilenobis(4-hidroxicumarina)), uma cumarina natural encontrada
em espécies de plantas como a Melilotus officinalis (L.) Pall ¢ o inibidor da proteina NQO1
melhor caracterizado (HROBONOVA; MACHYNAKOVA; CIZMARIK, 2018). Essa
substancia atua de forma competitiva se ligando aos sitios ativos da NQOI, impedindo
especialmente a entrada do NAD(P)H (ASHER; DYM; TSVETKOV; ADLER et al., 2006).
Estudos descrevem que a constante de inibi¢do (Ki) do DIC pode variar de 50 pM (de estudos
de inibicdo enzimdatica) a 120 nM (calorimetria de titulagdo isotérmica) (HOSODA;
NAKAMURA; HAYASHI, 1974; MEDINA-CARMONA; PALOMINO-MORALES;
FUCHS; PADIN-GONZALEZ et al., 2016).
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Figura 47 — Estrutura quimica de inibidores da proteina NQO1
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar do DIC ser uma das primeiras substancias a apresentar atividade
antineoplésica com mecanismo de agdo relacionado a inibi¢ao da NQO/1, este ndo ¢ um agente
ideal porque sua estrutura central ¢ semelhante & da vitamina K. Dessa forma, o DIC
antagoniza competitivamente com essa vitamina pela subunidade 1 do complexo enzimatico
da enzima epoxido redutase (VKORCI1) (TIMSON, 2017; WALLIN; WAJIH; HUTSON,
2008). A interagcdo do DIC com a redutase da vitamina K resulta em inibicdo da sintese de
fatores de coagulagdo no figado, causando efeito anticoagulante, hemorragia interna e anemia
durante o uso (SUN; ZHAO; WANG; SUN et al.,, 2020). Foi demonstrado que o
anticoagulante varfarina, cujo mecanismo de agdo farmacologica ¢ a inibicado da VKOR,
também ¢ capaz de inibir a enzima NQOI, apresentado Ki de aproximadamente 8§ puM
(PREUSCH; SUTTIE, 1983). Uma substancia natural encontrada no a¢afrao, a curcumina,
também inibe NQO1 com ICso de aproximadamente 5 uM (TSVETKOV; ASHER; REISS;
SHAUL et al., 2005).
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Varios estudos foram realizados na tentativa de identificar novas moléculas,
muitas vezes estruturalmente semelhantes ao DIC, que sejam inibidoras eficazes de NQOI e
nao possuam a maioria dos efeitos adversos do DIC (NOLAN; DONCASTER; DUNSTAN;
SCOTT et al., 2009; SCOTT; BARNES; WHITEHEAD; STRATFORD et al., 2011).

Inibidores irreversiveis (suicidas) como a indolequinona ES936 (5-metoxi-1,2-
dimetil-3-[(4-nitrofenoxi)metil]indol-4,7-diona) e derivados t€ém sido propostos como
alternativa aos inibidores competitivos (WINSKI; FAIG; BIANCHET; SIEGEL et al., 2001).
Dados de cristalografia de proteinas associados a espectrometria de massas mostraram que,
apos sofrer reducao pela NQO1, a ES936 perde o grupo 4-nitrofenoxi e gera um intermediario
reativo iminio, que alquila de forma irreversivel os residuos de tirosina 126 ou tirosina 128 do
sitio ativo da NQO1 (COLUCCI; REIGAN; SIEGEL; CHILLOUX et al., 2007).

O desenvolvimento de substratos que sdo biorreduzidos pela NQO1 ¢ uma
abordagem que visa desenvolver profairmacos antineoplasicos. No entanto, a maior parte dos
substratos desse tipo, como mitomicina C, apaziquona (E09) e diaziridinilbenzoquinona (AZQ
e RH1), sdo agentes alquilantes de DNA, cuja eficacia clinica pode ser limitada devido aos
mecanismos de reparo do DNA (ADIKESAVAN; BARRIOS; JAISWAL, 2007; DEHN;
INAYAT-HUSSAIN; ROSS, 2005; PHILLIPS; HENDRIKS; PETERS; GROUP, 2013;
SIEGEL; GIBSON; PREUSCH; ROSS, 1990). Outra desvantagem ¢ que a bioativa¢ao dos
substratos pode ocorrer em tecidos ndo-tumorais € por mecanismos independentes de NQO1,
como a ativagao via citocromo P450 e NQO2 (YAN; KEPA; SIEGEL; STRATFORD et al.,
2008).

Apenas duas classes de substratos comprovadamente induzem morte de células
neoplésicas por meio de ativagdo pela NQO1: a B-lapachona e a desoxiniboquinona (DNQ).
Foi demonstrado que a -lapachona ¢ capaz de induzir “noptosis”, um tipo de necrose celular
dependente de NQOI (YU; ZHONG; XIAO; DU et al, 2020). Apesar do potencial
antineopldasico in vitro da B-lapachona, essa substancia possui baixa biodisponibilidade oral
(15,54 %) e baixa solubilidade aquosa (0,038 mg/ml) (KIM; KIM; RO; JO et al., 2015;
NASONGKLA; WIEDMANN; BRUENING; BEMAN et al., 2003). A DNQ e anédlogos sao
substratos de NQO1 de alta eficdcia e seletivos para células neoplasicas, apresentando
propriedades farmacocinéticas desejaveis em modelos in vivo (JIANG; LIU; TUMBATH;
BOUDREAU et al., 2024, LUNDBERG; FRANCIS; PAJAK; PARKINSON et al., 2017).
Além disso, atividade anticancerigena da DNQ depende estritamente da bioativagdo pela

NQOI. Somadas, essas vantagens tornam a DNQ uma substancia promissora para a terapia
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antineopldsica  (PARKINSON; BAIR; CISMESIA; HERGENROTHER, 2013;
PARKINSON; HERGENROTHER, 2015).

1.11 A RCDFC como potencial antineoplasico no tratamento de tumores de pulméao

A pesquisa e desenvolvimento de medicamentos aplicados ao tratamento do
cancer de pulmao ¢ um desafio urgente, pois este € o tipo de cancer com maior mortalidade
no mundo (SIEGEL; MILLER; FUCHS; JEMAL, 2021). Nesse contexto, novos
medicamentos com mecanismo de agdo inovadores e especificos para alvos moleculares
importantes no cancer de pulmao poderiam aumentar a taxas de sobrevida dos pacientes ¢
ajudar a mitigar o problema da resisténcia tumoral aos antineoplasicos tradicionais (LI;
CORREIA; WANG; MANOCHAKIAN et al., 2023; PATEL; DAS, 2023).

E sabido que muitos tecidos tumorais tendem a elevar a expressio da NQO1 em
resposta ao estresse metabdlico e oxidativo. A propdsito, o aumento da expressdao dessa
enzima € mau prognostico em alguns tipos de cancer, como o de pulmao (LI; ZHANG; JIN;
MEN et al., 2015). A exploragdao da NQOI1 como alvo na terapia antineopldsica pode
acontecer basicamente por duas estratégias. Em alguns casos, a inibicdo de NQOI1, além de
impedir o crescimento celular, também potencializa a a¢do de agentes quimioterapicos. Em
outras situagdes, a proteina NQO1 pode ser utilizada para ativar quinonas citotoxicas por meio
da atividade redox (ZEEKPUDSA; KUKONGVIRIYAPAN; SENGGUNPRAI; SRIPA et al.,
2014).

Nesse trabalho, decidiu-se investigar o efeito antineopldsico da naftoquinona
RCDFC sobre um painel de linhagens tumorais originadas a partir de diferentes tecidos, com
diferentes niveis de expressdo de NQOI1 (Tabela 8). Com excecao da linhagem K562, nas
linhagens originadas de neoplasias hematoldgicas ocorrem baixos niveis de expressdao da
enzima, quando comparadas a linhagens oriundas de tumores sélidos (Tabela 8). Nas
linhagens de canceres hematologicos o efeito antineopldsico da RCDFC parece ser
independente da expressao da NQO1, possivelmente pela existéncia de outros alvos para essa
substancia. Nas células originadas a partir de tumores solidos o efeito antineoplésico da
RCDFC foi preferencialmente direcionado para linhagens com maiores niveis de expressao
de NQO1 (A549, PC3 e HCT116). Considerando a alta incidéncia do cancer de pulmao, alta
expressdo de NQO1 na linhagem A549 (adenocarcinoma de pulmao), e o fato do menor valor
de Clso da RCDFC ter sido obtido nessa linhagem, decidiu-se utilizar essas células para

investigar o efeito antineoplésico in vitro.
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Tabela 8 — Expressdo génica de NQO1 nas linhagens tumorais utilizadas nesse estudo

Linhagem HCT116 SNB19 PC3 A549 B16 HL60 KG1 K562 RAJI L1929

nTPM 501,1 Nd 206,7 25540 nd 29,7 16,1 107,1 1,6 Nd

nTPM: niimero de transcritos por milhdes; nd: ndo determinado. Fonte: Adaptado de Human Protein Atlas

(https://www.proteinatlas.org/).

O potencial antineoplésico da naftoquinona RCDFC ¢ relatado na literatura sobre
linhagens de cancer de prostata metastatico DU145 e PC3. A RCDFC apresentou seletividade
para essas duas células tumorais quando comparada com a linhagem HUVEC (células
endoteliais de veia umbilical humana), utilizada como controle ndo-tumoral (FREITAS;
RIBEIRO; GUIMARAES; MOREIRA et al., 2021).

O ensaio do MTT foi escolhido no desenvolvimento desse trabalho porque ¢ um
dos principais métodos para avaliagdo do potencial citotoxico de substiancias. Geralmente, a
redugdo do nimero de células viaveis observado durante o teste do MTT pode resultar de dois
processos: (1) inibigdo do metabolismo e/ou da proliferagdo celular (efeito citostatico) ou (2)
morte celular efetiva (efeito citolitico) (SAZONOVA; CHESNOKOV; ZHIVOTOVSKY;
KOPEINA, 2022). No entanto, o teste do MTT tem a limitacdo de ndo diferenciar qual desses
dois processos ¢ predominante.

Com o objetivo de diferenciar se o efeito da RCDFC ¢ preferencialmente
citostatico e/ou citotoxico, foi estimado o nimero de global de células e o percentual de células
mortas (ndo vidveis) por citometria de fluxo, apés marcacdo com o iodeto de propideo. Nesse
experimento, considerando que a populagdo inicial de células foi 80 mil e apds 24 h a média
do niimero de células foi 177 mil, o tempo de duplicacdo médio foi calculado como 21,7 h.
Segundo a literatura, o tempo de duplicagdo médio da A549 ¢ de aproximadamente 22 h
(https://berj.org.br/celula/a549/). O tempo de 93ieloide930 observado nesse estudo foi
proximo ao tempo de duplicagdo descrito em literatura, confirmando que a linhagem utilizada
cresce na velocidade esperada. A contagem global de células mostra que na maior
concentracdo de RCDFC (80 uM) nao houve duplicagao do nimero de células durante as 48
h de tratamento. Esse efeito indica que a RCDFC causa diminui¢do no ritmo de crescimento
celular, quando comparada com o controle positivo. Os dados de citometria apontam que o
aumento de células mortas ¢ proeminente somente nas maiores concentragdes de RCDFC e

nos maiores periodos de tratamento. Somados, esses dados permitem inferir que a agao
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antineoplasica da RCDFC sobre a linhagem A549 ¢ preferencialmente citostatica, ao invés de
citolitica.

No caso de naftoquinonas (estrutura quimica presente na RCDFC), o efeito
citostatico foi relatado em um estudo com 1,4-naftoquinonas-2,3-bis-sulfuretos. Nesse
trabalho algumas naftoquinonas apresentaram efeito citostatico maior do que o do etoposideo
(interferente ou “veneno” de topoisomerase) sobre linhagens de cancer de prostata (PC3) e
de figado (HepG2) (WELLINGTON; KOLESNIKOVA; HLATSHWAYO; SAHA et al.,
2020).

Classicamente, a quimioterapia do céancer se baseia na utilizacdo de doses
suficientemente altas de um agente citolitico, para causar morte das células tumorais em
divisdo ativa, resultando em regressdo tumoral (PAYNE; MILES, 2008). No entanto, os
agentes citoliticos nem sempre sdo especificos para células neoplésicas, causando
frequentemente efeitos secundarios graves, e podem facilmente induzir multirresisténcia a
farmacos (MDR) (ANTTILA; SHUBIN; CAIRNS; BORSE et al., 2019; VAIDYA;
SUFIYAN CHHIPA; MISHRA; GUPTA et al., 2022).

Agentes citostaticos interferem na sinaliza¢do e na replica¢do celular, mas nao
conduzem a uma diminui¢ao da massa tumoral de forma imediata. A associagdo de um agente
citostatico com um citolitico pode promover a redu¢ao de dose de ambos, diminuindo efeitos
colaterais e potencializando a ac¢do antineoplasica. Para isso, obviamente, os mecanismos de
acdo dos farmacos associados ndo podem resultar em uma interacdo farmacoldgica
desfavoravel. Se forem bem combinados, os fArmacos citolitico e citostatico podem aumentar
a sobrevida dos pacientes em comparacdo a monoterapia com farmacos citoliticos
(ANTTILA; SHUBIN; CAIRNS; BORSE et al., 2019).

Em alguns casos, os agentes citostaticos em monoterapia sdo suficientes para
controlar a evolucdo do cancer, com significativo ganho de qualidade de vida pelo paciente
em relagdo aos agentes citoliticos. Como o imatinibe, eles requerem uma exposi¢ao continua
para manter o controle da doenga. Esse inibidor da tirosina quinase BCR-ABL ¢ tomado
diariamente por via oral e normaliza as contagens de células sanguineas com excelente
controle da leucemia 94ieloide cronica (LMC) a longo prazo (KANNAIYAN;
MAHADEVAN, 2018). Agentes citostaticos como o imatinibe t€ém a promessa de transformar
os canceres atualmente incurdveis em uma doenca cronica, como diabetes ou hipertensao
(WESTIN, 2022).

Sabendo do efeito citoprotetor da NQO1 e que a RCDFC inibe sua atividade

enzimatica, considerou-se avaliar o conteudo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas
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células A549 tratadas com RCDFC. Os resultados mostraram que uma concentracdo de 80
uM de RCDFC induz significativamente a formagdo de EROs intracelulares apds 3h de
tratamento.

O potencial de quinonas em induzir a geracao de espécies reativas de oxigénio ¢
bem conhecido. Um estudo demonstrou que a timoquinona, a plumbagina e a juglona
(quinonas de origem natural) aumentaram drasticamente o nivel de ERO intracelulares em
células PANC-1 (derivadas de cancer de pancreas) marcadas com diacetato de 2,7-
diclorofluoresceina (DCFDA), com consequente indugdo de apoptose (NARAYANAN;
FARGHADANI; NYAMATHULLA; RAJARAJESWARAN et al., 2022).

A perda de atividade de NQO1 ¢ diretamente relacionada com o aumento de
espécies reativas de oxigénio, e consequentemente, inducdo de estresse e morte celular. A
queda da expressao de NQO1 em células de adenocarcinoma do pulmao A549 e H292, além
de causar aumento da formacdo de EROs, também sensibiliza as células para a anoikis, um
tipo de morte celular programada que ocorre quando a célula se desprende da matriz
extracelular. Dessa forma, a queda da expressdo de NQO1 diminui a invasividade em
esferdides tumorais. Também foi verificado que a regulagdo negativa de NQO1 em células de
NSCLC inibiu o crescimento tumoral in vivo. Além disso, foi observada a diminui¢ao do
percentual de células com alto contetido de aldeido desidrogenase (ALDH, um marcador de
células-tronco cancerigenas. O estudo sugeriu que a deplecao de NQO1 possibilita a reducao
da tumorigenicidade, por meio da diminui¢cdo da populacdo de células-tronco tumorais
(MADAJEWSKI; BOATMAN; CHAKRABARTI; BOOTHMAN et al., 2016). Por outro
lado, a inibicdo de NQOI1 pode resultar em efeitos sist€émicos indesejaveis. Por exemplo, um
estudo mostrou que ratos NQO1”* foram mais sensiveis aos efeitos nefrotoxicos causados pela
cisplatina, apresentando niveis aumentados de &cido Urico e creatinina, com presenca de danos
tubulares, estresse oxidativo e apoptose (GANG; KIM; NOH; KIM et al., 2013).

A maioria dos medicamentos antineoplasicos interfere no ciclo de proliferagdo de
células tumorais, interferindo com os eventos do ciclo celular, levando a ativagcdo de pontos
de controle e a apoptose (BAI; LI; ZHANG, 2017; MATTHEWS; BERTOLI; DE BRUIN,
2022). Considerando esse fato, decidiu-se avaliar os efeitos da RCDFC sobre a progressdo do
ciclo celular da linhagem A549. Os resultados demonstram que o composto investigado causa
aumento das subpopulagdes de células nas fases G1 e S do ciclo celular da linhagem A549 e
diminuicdo das células na fase G2/M. Esse mesmo fendmeno € relatado apos exposicdo da
RCDEFC as linhagens PC3 e DU145 (FREITAS; RIBEIRO; GUIMARAES; MOREIRA et al.,
2021). Um estudo demostrou que a reducao da expressao de NQO1 mediada por siRNA (RNA
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de interferéncia) induziu parada do ciclo celular na fase G1, prejudicou a formagao de coldnias
e a capacidade migratoria de células KKU-100 (colangiocarcinoma, um tipo raro de cancer de
figado). Além disso, a supressao dos transcritos de NQO1 com siRNA aumentou a expressao
da proteina p21 e diminuiu os niveis de expressao da ciclina D1, duas importantes proteinas
reguladoras do ciclo celular nas fases Gl e S (BUTSRI; KUKONGVIRIYAPAN;
SENGGUNPRAI; KONGPETCH et al., 2017).

Na fase G1 do ciclo celular as células comprometem-se em entrar na fase S ou
entrar na fase GO através do ponto de restricdo (LENNARZ; LANE, 2013). O ponto de
restri¢do G1/S atua para evitar que as células entrem na fase S na presenca de danos no DNA
e funciona para inibir o inicio da replicagdo (LI; BARBASH; DIEHL, 2015). A parada na fase
G1 do ciclo celular pode ser mediada pelo supressor tumoral p53 (SCORAH; MCGOWAN,
2010). A proteina p53 ¢ um fator de transcricdo que atua como sensor € suprime o
desenvolvimento tumoral ao controlar a transcri¢do de varios genes que desempenham
fungdes na parada do ciclo celular, na senescéncia celular, no sistema de reparo do DNA e na
apoptose (FEROZ; SHEIKH, 2020; SCORAH; MCGOWAN, 2010). Além disso, a proteina
p53 também pode ativar autofagia, mecanismo importante na supressdo de tumores (CHEN,
2016).

E sabido que a proteina NQO1 desempenha fungao protetora ao se ligar a proteinas
importantes no cancer, protegendo-as da degradacdo pelo proteassomo (DINKOVA-
KOSTOVA; TALALAY, 2010). Entre essas proteinas encontram-se a p53, mediadora do
reparo de DNA e apoptose, HIFla, promotora da adaptagdo tumoral a hipdxia, e PGCla,
necessaria a reprogramagdo metabolica, sdo protegidas dessa forma pela NQOI
(ADAMOVICH; SHLOMAI; TSVETKOV; UMANSKY et al., 2013; ASHER; LOTEM,;
KAMA; SACHS et al., 2002; OH; KIM; KIM; KIM et al., 2016).

A degradagdo proteassomica de p53 ¢ mediada por duas vias alternativas que sao
dependentes ou independentes da proteina Mdm?2 e ubiquitina. A via independente da
ubiquitina ¢ regulada pela NQO1, que estabiliza a p53. O tratamento das células com DIC
induz a degradacdo da p53 e p73 independente da ubiquitina (ASHER; LOTEM; SACHS;
KAHANA et al., 2002; ASHER; TSVETKOV; KAHANA; SHAUL, 2005). A inibi¢do de
NQOI causada pelo DIC levou a reducgdo tanto do nivel de p53 enddgeno quanto do p53
induzido por radiagdo gama em células de carcinoma do c6lon humano HCT-116. A reducao
de p53 nao foi observada quando foram utilizados os inibidores de proteassoma MG132 e
lactacistina (ASHER; LOTEM; COHEN; SACHS et al., 2001). Anélogos de DIC, além de

inibir a NQO1 in vitro, reduziram a quantidade de p53 celular na presenca e auséncia de
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etoposideo (um indutor de p53) em concentracdes suficientes para a inibicdo da enzima e
inferiores as concentragdes que causam toxicidade nas linhagens neoplasicas utilizadas
(NOLAN; SCOTT; BARNES; DONCASTER et al, 2010; SCOTT; BARNES;
WHITEHEAD; STRATFORD et al., 2011). Um estudo demonstrou que uma conformacgao
especifica da tirosina 128 e fenilalanina 232 ¢ importante para a interagdo de NQO1 com p53
e o movimento destes residuos apds a ligagdo ao DIC altera as propriedades de superficie da
NQOI, tornando-a incapaz de se ligar ap53 e ap73p (ASHER; DYM; TSVETKOV; ADLER
et al., 2006). A curcumina, um composto fendlico natural inibidor de NQOI, induz a
degradacao da p53 nativa independentemente da ubiquitina e inibe a apoptose induzida pela
p53 em timocitos normais e células de leucemia mieloide (TSVETKOV; ASHER; REISS;
SHAUL et al., 2005).

A perda da fungdo do p53 causa instabilidade cromossdmica, uma vez que essa
proteina geralmente desempenha um papel critico na manutencao da integridade gendmica
através da sua funcdo nas respostas aos danos no DNA. Supde-se que o efeito antineoplasico
da RCDFC ¢ relacionado com a redugdo da abundancia de p53, visto que o composto em
estudo € um inibidor da proteina NQO1 comparavel ao DIC. A perda de p53 pode somar-se a
inducdo de espécies reativas de oxigénio por RCDFC para aumentar a instabilidade gendmica
a niveis criticos na cé€lula tumoral. Nesse contexto, levanta-se a hipotese de que a inibicao de
NQOI por RCDFC provoca um ajuste conformacional induzido que interrompe a interacao
entre NQO1 e p53. Como resultado, a proteina p53 passaria a ser degradada com maior
intensidade pelo proteassomo. A perda de p53 geraria acimulo de danos no genoma, fazendo
a c¢lula tumoral reduzir sua taxa de proliferagdo, como observado apds tratamento das células
A549 com RCDFC.

Efeitos como a retracdo do volume celular, condensacdo de cromatina ¢
vacuolizacdo citoplasmadtica, encontrados durante a analise microscopica das células A549
tratadas com RCDFC, vao ao encontro das alteracdes morfologicas observadas em células
com deficiéncia de p53. Um estudo mostrou que células A549 e MCF-7 com deplecao de p53
causada por siRNA apresentaram diminui¢do de adesdes célula-célula, corpo celular mais
alongado e morfologia fusiforme (Figura 48B) (PHAN; LIN; CHOU; WU et al., 2022). Outro
estudo relata que a supressao da NQO1 em células PC-3 provocou alteragcdes morfologicas
distintas, incluindo o alongamento celular e rompimento de jungdes entre as células (Figura
48%) (THAPA; HUANG; MUNOZ; YANG et al., 2020). De forma oposta, a superexpressao

de NQOI1 leva células de neuroblastoma humano a serem mais resistentes a morte por toxinas
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mitocondriais e a inducdo de alteragdes morfoldgicas, como o encolhimento celular e a

condensag¢do de cromatina (KIM; KIM; KIM; MATTSON et al., 2013).

Figura 48 —Morfologia de células com dele¢ao de NQO1 e p53

A

PC3 Controle PC3 —-siNQO1

Em A estdo representadas micrografias de células PC3 controle e células PC3 com delecdo de NQOI.
Fonte: Adaptado de (THAPA; HUANG; MUNOZ; YANG et al., 2020). Em B estdo representadas
micrografias de células A549 controle ¢ células PC3 com deleg¢do de p53. Fonte Adaptado de (PHAN;
LIN; CHOU; WU et al., 2022).

O HIF-1 ¢ um fator de transcri¢cdo dependente de oxigénio, cujos genes-alvo estao
relacionados com a angiogénese, a proliferacdo e sobrevivéncia celular, o metabolismo da
glicose e o metabolismo do ferro (KE; COSTA, 2006; LEE; BAE; JEONG; KIM et al., 2004).
Um estudo demostrou que a proteina NQOI1 se liga diretamente ao dominio dependente de
oxigénio do HIF-1a e inibe sua degradacdo proteassomica, impedindo que prolil hidroxilases
se liguem a esse dominio para realizar hidroxilag¢ao para a degradagdo dependente de oxigénio.
A supressao de NQO1 mediada por siRNA impede a funcao celular da HIF-1a e o crescimento

tumoral em células de cancer colorretal e da mama (OH; KIM; KIM; KIM et al., 2016). Dada
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sua importancia no metabolismo celular e adaptagdo a hipoxia, o HIF-1a € um alvo promissor
no combate ao cancer, visto que as células do nucleo de tumores s6lidos se encontram em
hipoxia (ELZAKRA; KIM, 2021). A reducao da estabilidade e/ou funcao de HIF-1a mediada
pela reducao/inibi¢do da atividade protetora de NQOI1 pode resultar no descobrimento de
novas terapias antineoplasicas (SALIDO; TIMSON; BETANCOR-FERNANDEZ;
PALOMINO-MORALES et al., 2022).

Em relacdo a toxicidade hematoldgica, o ensaio de atividade hemolitica com
eritrécitos de camundongos demonstrou que o tratamento com concentragdes de RCDFC
<637uM por 1 hora tem baixo potencial em induzir a lise dessas células. Esse achado torna a
RCDFC vantajosa em relagdo ao DIC. Um trabalho demostrou que a exposi¢@o dos eritrocitos
a 10 uM de DIC durante 48 horas resultou em aumento da concentragdo de célcio, aumento
da atividade de canais cationicos, desencadeamento de ligagdo a anexina-V (indicando
processo de morte celular) e provocou hemolise dessas células (QADRI; KUCHERENKO;
ZELENAK; JILANI et al., 2011).

Nesse trabalho também foi avaliado o efeito da RCDFC em causar redugdo da
expressao do RNAm das enzimas reguladoras do processo de metilacdo de DNA. A metilacao
do DNA mediada por DNA metiltransferases ¢ um processo epigenético importante, que
regula a expressao de genes em mamiferos e desempenha um papel no silenciamento de certos
genes, como 0s genes supressores de tumores. Assim, essas proteinas sdao alvos terapéuticos
promissores para o tratamento de neoplasias (FURTADO; LUCIANO; SANTOS; FURTADO
etal.,2019; ZHANG; WANG; LI; LEl et al., 2022). Foi observado que o tratamento de células
A549 com RCDFC durante 48 h foi capaz de causar redugdo da expressao dos genes DNMT1
e DNMT?2. A DNA metiltransferase 1 (DNMT1) ¢ uma enzima funcional para a manutengao
e propagac¢do do padrdo de metilagdo do DNA em células em proliferacdo. Estd implicada no
silenciamento de genes supressores tumorais, ndo so6 através da metilagao dos sitios CpG, mas
também na formacdo de complexos repressivos da transcricdo (ROBERT; MORIN;
BEAULIEU; GAUTHIER et al., 2003; ZHANG; XU, 2017). A inibicdo da DNMT1 reduz os
niveis de metilacio do DNA e reativa os genes supressores de tumores, por exemplo,
CDKN2A4 ¢ CDKN2B (HOSSAIN; HEALEY; LEE; POH et al., 2013). Niveis reduzidos de
DNMT? sensibilizam fibroblastos humanos para o estresse oxidativo e para danos de DNA,
além de causar alteragdes na expressao de micro RNAs (miRNAs) relacionados com a
proliferagdo celular (LEWINSKA; ADAMCZYK-GROCHALA; KWASNIEWICZ;
DEREGOWSKA et al., 2018).



100

A literatura tem indicado o potencial de quinonas na modulagdo do epigenoma. O
acido lacaico A, uma antraquinona natural altamente substituida, possui atividade inibitéria
sobre a DNMT1 (Ki = 310 nM), atuando de forma competitiva com o DNA (FAGAN;
CRYDERMAN; KOPELOVICH; WALLRATH et al., 2013). Um estudo demonstrou que a
naftoquinona shikonin inibe a migragdo e a invasao das células de cancer de tireoide TPC-1
como concomitante redugdo da expressdo proteica de DNMT1 (ZHANG; SUN; HUANG;
ZHAO et al., 2018).
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6 CONCLUSAO

Nesse trabalho a proteina NQO1 recombinante foi expressa em sistema procarioto
e obtida com grau de pureza adequado para utilizagdo em ensaios de interacdo proteina-
ligante. Foi estabelecido que a enzima NQO1 ¢ um alvo molecular da naftoquinona RCDFC,
sendo essa interagdo comprovada através de ensaios de inibi¢do enzimatica, espectroscopia
de fluorescéncia intrinseca do triptofano, fluorescéncia diferencial de varredura e dicroismo
circular. Além disso, foi verificado que a RCDFC ¢é uma substancia potencial para o
desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer de pulmao, dado seus efeitos
citostaticos com parada de ciclo celular, indugdo de espécies reativas de oxigénio, modificacao

da morfologia celular e reducao da expressao de genes de DNA metil transferases

Figura 49 — Principais achados durante a realizacio desse trabalho
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando o potencial inibitério da RCDFC sobre a proteina NQO1, pretende-
se aprofundar o estudo bioquimico dessa intera¢do para avaliar o modo de inibi¢do enzimatica
(competitiva, ndo-competitiva, alostérica) e determinar a constante de inibigao (Ki).

Sera dado continuidade aos ensaios de cristalizagdo, com o refino das condigdes
obtidas nesse trabalho para obtenc¢ao de cristais NQO1:RCDFC.

Considerando que inibidores de NQO1 aumentam a degradacdo de proteinas
importantes no cancer, planeja-se realizar estudo protedmico para obtencdo do perfil de
proteinas diferencialmente expressas na presenca de RCDFC (incluindo p53 e HIF1a).

Sabendo que a RCDFC causa reducdo da expressdo génica de DNMT1 e DNMT?2
projeta-se investigar a existéncia de efeito demetilante ao verificar o perfil de metilagdo e
hidroximetilagdo global por citometria de fluxo e microscopia confocal.

Almeja-se aprofundar o estudo mecanistico do efeito antineoplasico da RCDFC
por (1) avaliacdo da expressdo de marcadores de dano de DNA e de reguladores do ciclo
celular, (2) investigagcdo da capacidade da RCDFC em alterar o potencial transmembranico
mitocondrial, e (3) pesquisa do tipo de morte celular.

Também ¢ importante realizar estudo antitumoral da RCDFC em modelo in vivo,
bem como obter o perfil de distribuicdo dessa substancia e determinar parametros
farmacocinéticos.

Uma outra vertente na pesquisa com a RCDFC ¢ a investiga¢ao de sua associagao
com agentes antineoplasicos utilizados na terapia farmacoldgica do cancer de pulmao, com o

objetivo de reduzir doses e reduzir efeitos colaterais graves de quimioterapicos.
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APENDICE A - LINHAGENS CELULARES UTILIZADAS NESSE TRABALHO

Concentracio de

Linhagem
Origem Meio de Cultivo plaqueamen-
celular
(cels/mL)
Carcinoma RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
HCT-116 o o 7x 104
colorretal penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
SNB-19 Astrocitoma 10 x 10*
penicilina + 100 ug/mL estreptomicina
Carcinomade  RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
PC3 10 x 10*
prostata penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
Adenocarcinoma RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
A549 7x10*
de pulmao penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
Melanoma DMEM + 10% SFB + 100 U/mL
B16 ‘ o o 3x 104
Murino penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
Leucemia
RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
HL-60 promielocitica o o 30 x 10*
penicilina + 100 ug/mL estreptomicina
aguda
Leucemia IMDM + 20% SFB + 100 U/mL
KG1 30 x 10*
mieldide aguda  penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
Leucemia RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
K-562 30 x 10*
mieloide cronica penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
RPMI 1640 + 10% SFB + 100 U/mL
Linfoma de
RAJI penicilina + 100 pg/mL estreptomicina 30 x 10*
Burkitt
+ 0,4% glicose
Fibroblasto nio- DMEM + 10% SFB + 100 U/mL
1929 7x 10*

tumoral murino

penicilina + 100 pg/mL estreptomicina
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APENCIDE B — PRIMERS UTILIZADOS NA ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Temperatura
Gene Primer Sequéncia de
Anelamento
Forward GCGCTCATTGGCTTTTCTAC
DNMTI 60°C
Reverse CTGCAAGAACTCGACCACAA
TRDMTI Forward ATCTCCAACCTCTCTTGGCA 0°C
(DNMT2) Reverse AGGGTAATGGCTCTGACTGA
Forward GCTGGAAAAGGGAGGCTGAG
DNMT3A 60°C
Reverse TCCACCTTCTGAGACTCCCC
Forward CACACAGGACTTGACAGGCG
DNMT3B 60°C
Reverse TTTCCCGAAGAGCTTTGGC
Forward TGCCACTCAGAAGACTGTGG
GAPDH 60°C

Reverse

TTCAGCTCTGGGATGACCTT
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20/10/2022.
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