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RESUMO

As quinonas sdo uma classe de substancias quimicas de interesse na
terapéutica do cancer, visto que algumas delas apresentam potencial
antitumoral. Pesquisas sugerem que o efeito antitumoral destes compostos
pode ser potenciado por substituicdes estratégicas dos substituintes ligados
ao nucleo quindide. Desta forma, este trabalho teve como objetivo
caracterizar o potencial citotoxico, antiproliferativo e antitumoral bem
como o mecanismo molecular de acdo de 1,4-naftoquinonas substituidas.
Dentre os compostos avaliados, 0s que apresentaram maior atividade
citotdxica para linhagem tumoral MCF7 (cancer de mama humano),
avaliada pelo método do MTT, foram DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 (Clsg <
25 UM). Sugerindo-se que o efeito citotoxico ¢ influenciado principalmente
por seus substituintes onde grupos doadores e aceptores de elétrons
modulam as propriedades eletrdnicas do atomo de nitrogénio presente nas
moléculas, facilitando ou dificultando a ocorréncia do ciclo redox. Além
disso, estes mesmos quatro compostos inibiram a formacdo de coldnias
celulares, promovendo um efeito citostatico. Através do ensaio de
fragmentacdo do DNA plasmidial e ensaio cometa constatou-se que as 1,4-
naftoquinonas substituidas promoveram dano direto ao DNA e que a
fotoativagdo pela luz UV-A (365 nm) potencializou este dano. Para
verificar se as mesmas possuiam interacdo direta com o DNA, foi utilizada
a técnica de varredura por espectrometria, utilizando-se o CT-DNA. Foi
observado que os compostos interagem com 0 DNA, promovendo um efeito
hipocrémico, indicando que a interagdo seja por intercalacdo, o que foi
confirmado pelo ensaio de fluorescéncia, utilizando o brometo de etideo
como agente intercalante. O dano ao DNA induzido pelos compostos foi
também confirmado por imunoeletroforese, as naftoquinonas substituidas
aumentaram a fosforilagdo da histona yH2Ax. Por outro lado, a citometria
de fluxo demonstrou que os compostos avaliados promoveram a parada do
ciclo celular na fase G2, o que foi também confirmada pelo ensaio de
imunoeletroforese, onde ndo se observou inibicdo na expressdo da proteina
cdk2, o que poderia ser devido ao fato desta cinase dependente de ciclina
estar particularmente envolvida na regulacdo do ciclo celular na fase G1.
Além disso, também foi observado que 0s compostos promoveram a morte
celular predominantemente por apoptose independente de caspase e/ou
necrose programada tanto in vivo quanto in vitro. Considerando que estes
compostos aumentaram a expressao da p53 e ndo promoveram a clivagem
da PARP. Diante desses resultados, sugere-se que 0S compostos possam ter



promovido a morte celular por necrose programada ou necrosis like/
apoptose independete de caspase. Sugere-se ainda que o0s efeitos
citotoxicos, genotdxicos e citostatico promovido pelos compostos se devam
a geracao de EROS, que foi observado pelo ensaio com DCFH-A, onde os
compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 apresentaram um aumento
significativo de geracdo de EROs (7874,22; 6056,37; 10547,47 e 3833,33
unidades de fluorescéncia/mg de proteina) em relacdo ao controle negativo
(1493,10 unidades de fluorescéncia/mg de proteina). Os ensaios in vivo,
demonstraram que DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 apresentaram efeito
antitumoral, se destacando o composto DPB4. Em relacéo ao tipo de morte
celular in vivo foi observado que 0s compostos aumentaram o percentual de
células apoptéticas iniciais e principalmente tardias e/ou necroticas,
confirmando os resultados visualizados in vitro. Além disso, foi investigado
se 0s compostos poderiam também ter uma atividade antiangiogénica,
sendo este efeito observado para todos os compostos avaliados (DPBL,
DPB2, DPB4 e DPB5), destacando-se o composto DPB2 que em
concentracBes de 5, 10 e 20 uM/ml reduziram o percentual de vasos em
67,69; 53,84 e 76,92%. Por fim, sugere-se que os efeitos mediados pelas
1,4-naftoquinonassubstituidas em estudo se devam ao sinergismo de trés
mecanismos: ciclo redox, pelo aumento da geracdo de EROs, intercala¢do
ao DNA e/ou inibigdo da topoisomerase Il, que consequentemente induz a
morte das células tumorais.

Palavras-chave: 1,4-naftoquinonas substituidas, dano ao DNA, atividade
antitumoral.



ABSTRACT

Quinones are a class of chemicals of interest in cancer therapy, since some
of them have antitumor potential. Research suggests that the antitumor
effect of these compounds can be potentiated by strategic substitutions
quinoid substituents attached to the core. Thus, this study aimed to
characterize the cytotoxic, antiproliferative and antitumor potential as well
as the molecular mechanism of action of substituted 1,4- naphthoquinones.
Among the compounds evaluated, showed the highest cytotoxic activity to
tumor cell line MCF7 (human breast cancer), as evaluated by the MTT
method were DPB1, DPB2, DPB4 and DPB5 (ICsy < 25 mM) having
substituents attached directly to the naphthoquinone nucleus. Suggesting
that the cytotoxic effect is mainly influenced by their substituents groups
where donors and electron acceptors modulate the electronic properties of
this nitrogen atom in molecules, facilitating or hindering the occurrence of
the redox cycle. Furthermore, these same four compounds inhibited the
formation of cell colonies by promoting a cytostatic effect. Through the
fragmentation test and the plasmid DNA comet assay was found that 1,4-
naphthoquinones substituted promoted direct DNA damage and that the
photoactivation by UV-A light (365 nm) potentiated this damage. To verify
whether they had direct interaction with DNA, the technique of scanning
spectrometer was used, using the CT-DNA. It was observed that the
compounds interact with the DNA, providing a hypochromic effect,
indicating that the interaction is by intercalation, which was confirmed by
fluorescence assay using ethidium bromide as the intercalating agent. The
DNA damage induced by the compounds was also confirmed by
immunoblot, substituted naphthoquinones increased phosphorylation of
histone yH2AXx. Furthermore, flow cytometry showed that the compounds
evaluated promoted cell cycle arrest in the G2 phase, which was also
confirmed by immunoelectrophoresis assay where no inhibition was
observed in the expression of the cdk2 protein, which could be due to the
fact this cyclin dependent kinase to be particularly involved in the
regulation of the cell cycle in the G1 phase. Moreover, it was observed that
the compounds promoted cell death predominantly by caspase -independent
apoptosis and / or programmed necrosis both in vivo and in vitro. Whereas
these compounds increased the expression of p53 and did not promote the
cleavage of PARP. From these results, it is suggested that the compounds
may have promoted cell death by necrosis or programmed like necrosis. It
is also suggested that the cytotoxic, genotoxic and cytostatic effects



promoted by the compounds are due to generation of ROS, which was
observed by DCFH-A assay, where DPB1 , DPB2 , DPB4 and DPB5
compounds showed a significant increase in ROS generation (7874.22,
6056.37, 3833.33 and 10547.47 fluorescence units / mg protein ) compared
to negative control (1493.10 fluorescence units/mg protein). In vivo assays
showed that DPB1, DPB2, DPB4 and DPB5 showed antitumor effect,
highlighting the compound DPB4. Regarding the type of cell death was
observed that compounds increased the percentage of early apoptotic cells
and mostly late and/or necrotic, confirming the results shown in vitro.
Furthermore, we investigated whether the compounds could also have a
antiangiogenic activity, this effect being observed for all compounds
evaluated (DPB1, DPB2, DPB4 and DPB5), highlighting the compound
DPB32 that at concentrations of 5, 10 and 20uM /ml reduced the percentage
of vessels in 67.69, 53.84 and 76.92 %. Finally, it is suggested that the
effects mediated by substituted 1,4- naphthoquinones study are due to the
synergism of three mechanisms: redox cycle by the increased generation of
ROS, and DNA intercalating / or inhibition of topoisomerase Il, which
consequently leads to tumor cell death.

Keywords: Substituted 1,4- naphthoquinones. DNA damage. Antitumor

activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER: DEFINICC)ES E EPIDEMIOLOGIA

O cancer, conforme alguns autores (DUESBERG; RASNICK, 2000;
MOFFATT et al., 2000), é basicamente uma doenca celular, embora sem
causas totalmente definidas. E caracterizada por uma desregulacdo nos
mecanismos de controle do ciclo e morte celular em decorréncia de certa
mudanga no repertério da expressdo génica devido a alguma mutacdo
ocorrida em nivel de DNA que determina o aparecimento e/ou o
comportamento da neoplasia.

Do ponto de vista clinico, o cancer pode ser considerado como um
conjunto de mais de cem doengas que tem em comum O crescimento
desordenado de células que sdo capazes de invadir os tecidos e 6rgaos
(INCA, 2012). A partir do ponto inicial da desordem, a proliferacdo celular
passa a ocorrer de forma acelerada, a replicacdo do DNA acaba prejudicada
e as células cancerosas tendem a apresentar um comportamento agressivo e
incontrolavel; e fatores pré-angiogénicos passam a ser liberados, tudo isto
ird determinar a formacdo de uma neoplasia maligna. Em geral, a
progressdo dos tumores segue uma sequencia evolutiva: crescimento local,
metastase em linfonodos regionais e para outros 6rgdos e 6bito (COZZI,
2003).

Atualmente, apesar dos progressos alcan¢ados na medicina, o cancer
¢ a principal causa de mortalidade em paises economicamente
desenvolvidos e a segunda causa lider em paises em desenvolvimento, de
acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (JEMAL et al., 2011).
Os dados estatisticos no Brasil apontam para o ano de 2014 a ocorréncia de
cerca de 580 mil novos casos de cancer, sendo 0s tipos mais incidentes, a
excegdo do cancer de pele do tipo ndo-melanoma, os canceres de prostata e
de pulmé&o no sexo masculino e de mama, do célon e reto no sexo feminino,
acompanhando o mesmo perfil de magnitude observado para a América
Latina (INCA, 2014).

Somando-se a estes fatos, o incentivo as pesquisas oncoldgicas séo
de grande relevancia, principalmente no Brasil, pois a sobrevida de uma
pessoa com cancer no pais é em torno de 2 a 4 anos, enquanto nos paises
desenvolvidos esse indice sobe para 12 a 16 anos (INCA, 2012).

1.2 BASES MOLECULARES DO CANCER
A patogénese do cancer representa um dos problemas mais
complexos em biologia, pois muitos dos aspectos pelos quais uma célula
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normal € transformada numa célula neoplésica permanecem sem causas
definidas. No entanto, alteracfes nos mecanismos regulatérios sao criticos
para a homeostase, permitindo que as células tumorais adquiram novas
caracteristicas tais como a invasdo de tecidos, metastase e angiogénese.
Algumas das vias de controle sdo ativadas, tais como proliferacdo celular,
progressdo do ciclo celular e vias de sobrevivéncia, enquanto outras sdo
reprimidas, como as vias de morte celular e apoptose (FIANDALO;
KYPRIANOU, 2012).

As alteracGes genéticas que levam a formacdo de neoplasias
malignas alteram pelo menos quatro categorias de genes (DAS; NAGPAL,
2002; KUMAR et al., 2003). A primeira delas é a dos protooncogenes,
cujos produtos sdo importantes para o crescimento celular normal e sua
expressdao aumentada ou mutacdo podem levar ao crescimento celular
descontrolado e oncogénese, sendo entdo chamados de oncogenes. Os
genes supressores de tumor estdo relacionados ao controle da diviséo
celular e caso detectem alguma alteracdo durante o processo, promovem a
parada da divisdo. Outra categoria de genes que pode estar alterada é a dos
genes regulares da apoptose, que sdo necessarios para levar a morte celular
guando algum erro genético ndo foi reparado. A quarta categoria de genes
gue pode estar alterada é dos genes de reparo do DNA, onde uma alteracéo
nestes genes predispde a novas mutacdes afetando a proliferacdo e
sobrevivéncia celular de forma indireta, pois influenciam a habilidade do
organismo de reparar danos ndo letais ocorridos em protooncogenes, genes
supressores de tumor e genes reguladores de apoptose (DAS; NAGPAL,
2002; KUMAR et al., 2003).

A proliferacdo celular anormal durante o inicio e progressdo do
cancer ¢ controlada pela progressédo do ciclo celular, que consiste em varias
fases: GO, G1, S, G2 e M, sendo reguladas por vérios ciclinas e CDK
(cinases dependentes de ciclina) e a progressdo de uma fase para outra é
dependente de pontos especificos (MALUMBRES; BARBACID, 2009).
Um dos pontos cruciais de verificacdo é a p53 (notoriamente conhecido
como o guardido do genoma) devido ao seu papel de reparo do DNA
danificado, via aumento da regulacdo de efetores downstream, como p21
(induz parada do ciclo celular) e PUMA que bloqueia proteinas anti-
apoptéticos, induzindo a apoptose (MALUMBRES; BARBACID, 2009;
WANG et al., 2011). Portanto, a perda da regulacdo do ciclo celular via
mutacBes do p53, permite a célula se replicar independentemente da
integridade do DNA e aumenta a resisténcia a apoptose (WANG et al.,
2011).
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Sendo assim, a maioria dos tumores malignos resulta de mutacGes
causadas por carcindgenos que de alguma forma promovem danos ao DNA
e conferem vantagens que propiciam o crescimento celular e a invasdo de
outros tecidos. Estas mutacdes podem ter origem genética (mutacOes
herdadas) ou serem adquiridas ao longo da vida (mutac¢6es adquiridas e/ou
externas), que corresponde a 80% dos casos, e estdo associadas ao meio
ambiente (radiacdo ionizante e a poluigdo), habitos sociais ou culturais do
individuo (tabagismo, alcoolismo, excessiva exposi¢cdo ao sol, tipo de
alimentacdo), bem como a exposicdo a agentes infecciosos (virose causada
por Papiloma Virus Humano), o uso de medicamentos, dentre outros
(AUDIC; HARTLEY, 2004; INCA, 2011 apud KVIECINSKI, 2011).

Como exemplos de genes mutados em células tumorais, pode-se citar
0s genes que codificam as proteinas c-Myc, p53, p16, Ras, familia Bcl-2
(Bax, Bid), CDK, ciclinas, dentre outros (COLMAN et al., 2000; KAMB,
2000; RANG et al., 2004; OSBORNE, 2004). Dentre estes genes destacam-
se 0 gene p53 supressor de tumor, que leva a formacdo da proteina p53
conhecida como indutora de parada do ciclo celular e desencadeadora de
apoptose; e 0 gene Bcl-2, o qual induz a producdo da proteina Bcl-2, que
atua como blogueadora do processo apoptético (CORY; ADAMS, 2002;
GOGVADZE et al., 2009). Estes dois genes sdo os mais freqiientemente
mutados, sendo que em média, 50% dos tumores apresentam estas
mutacdes (REED, 1998; COLMAN et al., 2000).

Células tumorais sdo conhecidas por apresentarem grande
heterogeneidade genética e devido a esta instabilidade as células adquiriram
caracteristicas comuns a muitos tipos de cancer como: autosuficiéncia nos
sinais de crescimento, taxa de proliferacdo elevada, capacidade de evitar
apoptose, capacidade de invadir tecidos e promover metastases e
frequentemente apresentam niveis aumentados de EROs, sendo que Varios
mecanismos tém sido propostos para explicar este fendmeno. Estes incluem
0 aberrante metabolismo das células tumorais, mas também disfuncdes
mitocondriais ou perda funcional da p53. Além disso, foi demonstrado que
a ativacdo de algumas oncoproteinas como BCr-Abl, Ras, c-Met e c-myc
pode promover a geracdo de EROs (BCr-Abl, Ras, c-Met e c-myc). Além
destas caracteristicas, tem sido demonstrado que as células tumorais
também apresentam um fenétipo glicolitico, capacidade de acumular
vitamina C e um estado antioxidante alterado, muitas vezes com deplecédo
de algumas enzimas antioxidantes ou mesmo uma reducdo de sua atividade
(TRACHOOTHAM et al., 2006; VERRAX et al., 2009a; VERRAX et al.,
2011a).
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Em geral, a producdo de EROs promovida pela atividade das
proteinas oncogénicas induz proliferacdo celular e instabilidade genética,
ambos sdo favoraveis para a progressao do cancer (VERRAX et al., 2009a).
No entanto, devido ao fato das células tumorais apresentarem elevados
niveis de EROs associado a uma desregulacdo redox e um sistema
antioxidante alterado, o estresse oxidativo induzido por agentes pro-
oxidantes ou compostos que inibem o sistema antioxidante tem sido
utilizado como uma estratégia de terapia, independente ou associada a
guimioterapicos, capaz de ativar a morte celular (VERRAX et al., 2011b).

1.3 CICLO CELULAR

A divisdo celular € um evento necessario para manutencdo da vida.
As fases do ciclo celular existem para realizar uma tarefa especifica:
replicar com precisdo todos 0s cromossomos de modo a que possam ser
eficientemente e igualmente dividida em duas células filhas durante a
mitose. Numerosos pontos de controle evoluiram para garantir que a mitose
sO passa quando as condicdes de crescimento sdo ideais e 0S Cromossomos
sdo replicados de forma eficiente e livre de danos (GANEM; PELLMAN,
2012).

Recentemente, apds 0s avangos no conhecimento dos mecanismos da
oncogéneses e da inducdo da apoptose, obteve-se uma maior compreensao
sobre o papel da regulagdo do ciclo celular nas vias de transformagédo
neoplasica e do desenvolvimento da resisténcia a quimioterapia
(SCHWARTZ; SHAH, 2005).

De maneira geral, a divisdo de uma célula eucaridtica ocorre em
guatro fases distintas: G1, S, G2 e M. O processo de divisdo celular e a
separacdo das células filhas ocorrem na mitose (fase M); o periodo entre
uma mitose e outra é denominado interfase. A replicacdo do DNA nuclear
ocorre no periodo de sintese (fase S). O intervalo entre o término da mitose
e 0 comeco da sintese de DNA é chamado de fase G1, e o intervalo entre o
final da sintese de DNA e o inico da mitose é fase G2 (NAKAJIMA, 2010).

Etapas de verificacdo, conhecidas como “pontos de checagem”,
asseguram a fidelidade da replicacdo e separacdo cromossomal, permitindo
a manutencdo da estabilidade genética. Um ponto de checagem ocorre na
transicdo de G1 para S (ponto de restricdo) onde as células tornam-se
independentes de fatores de crescimento e comprometidas com a divisdo
celular. O outro ponto de checagem ocorre na transicdo de G2 para M,
sendo que este, responde ao dano no DNA e causa um atraso que permite
seu reparo antes que a célula progrida a fase M; o terceiro ponto ocorre
antes da anafase e assegura a correta formacdo do fuso, garantindo a
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manutencdo da integridade genémica (MOLINARI, 2000; SWANTON,
2004). A parada do ciclo celular permite que os diversos mecanismos
celulares de reparo do DNA atuem a fim de corrigir o dano gendmico
(LODISH et al., 2000; WEINBERG, 2000).

J& a progressdo no ciclo celular é basicamente regulada por duas
classes de proteinas: as ciclinas e as quinases dependentes de ciclinas
(CDKs). As CDKs complexam-se com ciclinas distintas nas diferentes
etapas do ciclo celular, formando o complexo CDK-ciclina. Uma vez
ativada, as CDKs fosforilam seus substratos. Na maioria dos casos, a
fosforilagdo que ocorre em sitios de serina/treonina sinaliza para a
progressdo do ciclo celular (COLLINS; GARRET, 2005).

Em G1, o ponto de restricdo é coordenado por duas familias de
ciclinas, D e E. As ciclinas tipo D interagem com as cdks 4 e 6 e as ciclinas
El e E2 com a cdk2. As atividades de ambas as ciclinas sdo requeridas para
regular a transicdo de G1 para S, mediada parcialmente pela fosforilagdo do
retinoblastoma (Rb - proteina supressora de tumor). O complexo ciclina
D/CDK4,6 formado leva a fosforilacdo inicial de Rb, que em dltima
instancia leva a sintese de ciclina E, além de resultar na redistribuicdo de
p21 e p27, impedindo que estas proteina inibam o complexo de ciclina
E/CDK2. Dessa forma o complexo ciclina E/CDK2 fica livre para
hiperfosforilar Rb  (SWANTON, 2004; NAKAIJIMA, 2010).
Posteriormente, a ciclina E é degradada e substituida pelas ciclinas A e B,
que formardo complexo com CDK2 e CDK1 e serdo responsaveis por
manter a fosforilagho de Rb durante as fases S, G2, G2/M
(FANG;NEWPORT, 1991) (Figura 1). J4, a regulacéo da transi¢cdo G2/M e
entrada em mitose dependem da correta ativacdo do complexo ciclina
B/cdk-1 e sua localizacdo subcelular (SWANTON, 2004).
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Figura 1. Esquema de regulacéo do ciclo celular.
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Fonte: Adaptado de Galea et al., 2008.

A analise por microarrays de tumores de mama realizada por
Whitifileld e colaboradores (2006) indica que 62% dos genes encontrados
alterados sdo genes envolvidos na proliferagdo e no controle do ciclo
celular. Sabe-se que, entre as alteracdes sofridas na aquisicdo do fendtipo
tumoral, a perda da integridade das vias pRb e p53 de controle do ciclo
celular sdo algumas das caracteristicas predominantes no desenvolvimento
do cancer (SHERR; McCORMICK, 2002). ; sendo que o p53, pode impedir
gue as células passem pelos pontos de checagem das fases G1 e G2, além
de poder induzir a célula a apoptose (BENADIBA, 2008).

Muitos dos compostos em estudo com atividade antineoplésica tém
acdo em varios passos do ciclo celular e seus efeitos podem ser citostatico
ou citotéxico, dependendo do perfil do ciclo celular da célula alvo. Diante
disso, o entendimento das interacBes moleculares envolvidas pode sugerir
maneiras de sensibilizar as células aos efeitos desses compostos
(SHAPIRO; HARPER, 1999).

1.4 INVASAO, METASTASE E ANGIOGENESE

As células tumorais nem sempre permanecem na massa tumoral
primaria, podendo ser deslocadas por: (1) invasdo, ou 0 movimento de
células para o interior do espaco ocupado por tecidos vizinhos; (2) por
metastase, onde ha a formacdo de tumores secundarios em outros Orgaos
localizados em pontos distantes do tumor primario (Figura 2)
(OPPENHEIMER, 2006).
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Figura 2. Esquema metéstase.
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Fonte: Adaptado de Weinberg, 2008.

Sabe-se que entre os atributos essenciais para a invasdo das células
tumorais na membrana basal estdo a motilidade celular ativa, a capacidade
de protedlise e a perda da adesdo célula-célula. E células tumorais possuem
a tendéncia de promover fraca adesdo entre si, o que facilita seu
deslocamento e locomocdo (KUDO et al.,, 2004). Além disso, células
normais geralmente param de proliferar quando tocam uma nas outras,
entretanto células tumorais ndo sdo controladas pelo mecanismo de contato,
continuam a crescer e se mover para o interior dos tecidos circundantes,
invadindo-os. Adicionalmente, as células tumorais ativam e liberam
proteases, enzimas que auxiliam as células tumorais a romperem os tecidos
circundantes e assim, facilitam a invasdo (MAZZOCCA et al., 2005).

Invasdo, em seu conceito mais simples, é a expansdo de células
tumorais para o interior do tecido circundante, como resultado de divis&o
celular continua (FIDLER, 2002). Células tumorais possuem a tendéncia de
promover fraca adesdo entre si, o que facilita seu deslocamento e
locomogdo (OPPENHEIMER, 2006). Ja, a metastase € a capacidade que
um tumor maligno tem de estabelecer sitios secundarios em tecidos
funcionalmente néo relacionados com aquele que o originou (PODGORSKI
et al., 2007). Apo6s se desprender do tumor primario, a célula tumoral pode
invadir o hospedeiro e penetrar em vasos sanguineos e linfaticos. A célula
tumoral pode invadir os vasos linfaticos diretamente, ou através dos vasos
sanguineos. Podem ainda passar dos canais venosos para os linfaticos, e



38

vice-versa, indicando a existéncia de uma rede veno-linfatica (FIDLER,
2002).

Porém, multiplos passos sdo necesséarios para as células tumorais
sofrerem metastase do seu sitio primario para os linfonodos regionais. Estes
passos incluem o destacamento da célula da neoplasia primaria, a invasdo
dos vasos linféticos, o transporte através dos mesmos, a retencdo nos
linfonodos, bem como a sobrevivéncia e o crescimento tumoral dentro
destes (HOSHIDA et al., 2006).

A angiogénese desempenha um papel crucial no desenvolvimento
tumoral e na formacdo de metastases. Em situacdes especiais quando ocorre
aumento do metabolismo, como é o caso no desenvolvimento de tumores,
as necessidades metabdlicas teciduais podem ultrapassar a demanda de
oxigénio e nutrientes disponivel pelos capilares existentes, desencadeando
uma sequencia intricada de eventos que resultam na formacgéo de uma nova
rede de capilares sanguineos a partir de células endoteliais locais. As
células endoteliais passam a proliferar e formar novos vasos sanguineos,
fendmeno denominado de angiogénese (ADORNO, 2008). Além de
suportar as necessidades metabolicas tumorais, 0S Novos vasos sanguineos
servem como uma rota de escape para as células do tumor primario se
disseminar, ou seja, formarem metéstases (JAKOBISIAK et al., 2003).

Dentre os varios indutores da angiogénese nos tumores, destacam-se:
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), os fatores de
crescimento fibroblasticos acidos e basicos, a angionina, interleucina 8, as
metaloproteinases (MMPs), os ativadores de plasminogénio, o fator de
crescimento derivado de plaquetas e o fator de crescimento transformador 3
(JAKOBISIAK et al., 2003).

Ressalta-se que a atividade aumentada das MMPs, responsavel pela
degradacdo da matriz extracelular, particularmente a MMP-2 e MMP-9,
estd associada as fases de crescimento do tumor, invasdo e metastases,
sendo frequentemente superexpressas em diferentes canceres com fendétipo
agressivo, invasivo e/ou metastatico (LIOTTA et al., 1991, MCCAWLEY;
MATRISIAN, 2000).

1.5 ANTITUMORAIS E INTERACAO COM O DNA

Preservacdo do genoma é crucial para a sobrevivéncia e 0 bem-estar
de todos os organismos, porém, 0 genoma encontra-se sob constante
agressdo por uma variedade de agentes, endégenos ou exdgenos, tais como
luz UV ou radiacdo natural, radicais livres gerados pelo metabolismo
oxidativo. No entanto, as células de todos os organismos sdo equipadas com
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maltiplas vias para reconhecer e reparar danos no DNA (AGUILERA;
GOMEZ-GONZALEZ, 2008).

A partir das lesBes podem ocorrer mudancas na sequencia especifica
de DNA, que se fixadas durante o processo replicativo ddo origem a
mutacOes na estrutura da dupla-hélice. Na grande maioria das vezes, 0s
resultados das mutagdes sdo maléficos, incluindo malformagdo, céncer,
envelhecimento e morte. Entretanto, agentes capazes de atingir o DNA
passaram a ter importancia farmacol6gica, como no combate ao cancer,
tendo como principal alvo a molécula de DNA, promovendo dano a esta e
consequentemente induzindo a morte celular (BATISTA, 2008).

Dentro deste contexto, varios estudos tem investigado a interacao de
pequenas moléculas com o DNA para poder compreender 0 mecanismo de
acdo de diversos agentes farmacoldgicos, em especial os antitumorais
(Figura 3) (LU et al., 2010). Pequenas moléculas podem reagir com o DNA
por interagdo covalente ou ndo covalente, em diferentes sitios especificos
do DNA como: no sulco menor ou no sulco maior, entre os pares de bases
ou ainda do lado de fora das hélices (GHOLIVAND et al., 2012). Agentes
intercalantes ligam-se ao DNA por inser¢do de um substituinte planar e/ou
aromatico entre os pares de bases, simultaneamente promovendo o
alongamento e desenrolamento da hélice. Ja a ligacdo no sulco menor do
DNA promove pouca perturbacdo na estrutura do DNA (LU et al., 2010).
Além disso, outras formas de interacdo com 0 DNA podem ocorrer, atraves
da inibicdo da sintese de nucleotideos ou inibindo a DNA-girase
(ALMEIDA et al., 2005).
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Figura 3. Mecanismos de interacdo de agentes antitumorais com &cidos nucleicos e
proteinas.
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Fonte: Adaptado de Jordan; Wilson, 2004; Larsen et al., 2003.

Entre estes varios mecanismos pelos quais os farmacos podem se
ligar a0 DNA, 0 mais conhecido é a alquilagdo de sitios nucleofilicos dentro
da dupla hélice. Os agentes alquilantes mais eficazes clinicamente tem duas
porcGes capazes de desenvolver carbocations transientes que se ligam
covalentemente aos sitios ricos em elétrons no DNA, tais como a posi¢do
do N7 da guanina (um dos agentes eletrofilicos). A ligacdo cruzada das
duas cadeias de DNA produzidos pelos agentes alquilantes bifuncionais
impede a replicacdo e transcricdo do DNA, induzindo a morte celular.
Nesta categoria de antitumorais encontram-se os farmacos em uso na
pratica clinica como a ciclofosfamida, mitomicina C, nitrosoureias e
compostos relacionados. Além disso, também cisplatina e seus congéneres
sdo, tradicionalmente, ainda que indevidamente, consideradas agentes
alquilantes (BISCHOFF; HOFFMANN, 2002; RAVERA et al., 2007).

Um segundo mecanismo de ligagdo a &cidos nucleicos é intercalacéo,
isto €, a insercdo de uma molécula de anel planar (geralmente aromatico)
entre dois nucledtidos adjacentes do DNA. Este mecanismo é caracteristico
de muitos antibidticos antitumorais, tais como daunorrubicina e
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doxorrubicina. Estes farmacos ndo estdo ligados covalentemente ao DNA,
mas sua interacdo é forte o suficiente para distorcer a forma da dupla hélice
resultando na inibicdo da replicacdo do DNA e da transcricdo do RNA.
Finalmente, um terceiro mecanismo de dano ao DNA é aquele induzido,
por exemplo, pelas bleomicinas. Estes glicopeptideos se intercalam entre 0s
pares de bases guanina-citosina do DNA (RAVERA et al., 2007).

As antraciclinas sdo também consideradas agentes intercalantes,
tendo como alvo principal a fenda menor do DNA, agindo através de um
mecanismo de agdo que se baseia na intercalagdo com os pares de base
nitrogenadas CG (citosina e guanina). A intercalacdo apresenta uma
componente eletrostatica relacionada a interagdo do tipo m, existente entre
os intercalantes e as bases CG, além de complexos de transferéncia de
elétrons. Devido a esta caracteristica, os intercalantes sdo constituidos por
anéis aromaticos fundidos, apresentando alta densidade eletrénica, como as
antraciclinas (RAVERA et al., 2007).

Recentes trabalhos tém demonstrado interesse no estudo da interagéo
de derivados de quinonas e DNA, como os agentes farmacoldgicos da
familia das antraciclinas, que s&o indiscutivelmente os melhores
intercalantes de DNA ja caracterizados (LU et al., 2010; GHOLIVAND et
al., 2012; ZHANG et al., 2011). Além disso, o potencial de reducdo baixo
de derivados de antraquinonas abre possibilidades para o transporte de
carga através do DNA (GHOLIVAND et al., 2012). Uma vez que o0 DNA
pode ser considerado um importante receptor celular, muitos compostos
podem execer efeitos antitumorais através da ligacdo ao mesmo.

A mudanga na replica¢cdo do DNA e a inibi¢do do crescimento das
celulas tumorais é a concep¢do base de novos farmacos antitumorais mais
eficientes, e a sua eficacia depende do modo e da afinidade da interacéo
entre estes fArmacos e o DNA. Além disto, estes intercalantes em geral
podem inibir DNA topoisomerase Il e induzir rupturas no DNA e
consequentemente a morte celular (GHOLIVAND et al., 2012).

1.6 MORTE CELULAR

O papel da morte celular no processo de desenvolvimento e na
doenca, 0s sinais que controlam este processo e 0S mecanismos que
definem o destino da célula tém despertado grande interesse da comunidade
cientifica, pois a modulacdo deste evento oferece a oportunidade de
controlar processos como o cancer (GUIMARAES: LINDEN, 2004).

Inicialmente foram definidos dois tipos diferentes de morte celular,
necrose e apoptose (termo usado como sin6nimo de morte celular
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programada) (KERR et al., 1972). Entretanto, atualmente é sabido que os
processos € 0s mecanismos que decidem o destino celular sdo muitos e
muitas nuances sdo definidas dentro de um mesmo processo
(GUIMARAES; LINDEN, 2004). Assim, varios tipos de morte celular
programada com objetivos, maquinaria celulares e também
morfologicamente diferentes, tém sido descritos.

A definicdo molecular destes eventos e conhecimento detalhado dos
participantes dos mesmos poderia permitir a modulagéo terapéutica das vias
de morte celular em condigdes patoldgicas.

1.6.1 Necrose

Necrose é caracterizada por alteracfes fisiopatologicas graves,
incluindo inchago mitocondrial, pertubagdes plasmaticas, com ruptura da
membrana plasmatica e, em (ltima analise vazamento dos conteldos
celulares. O dltimo desencadeia a inflamacdo aguda exsudativa do tecido
circundante; subsequente ativacdo e infiltracdo de neutrdfilos,
consequentemente um grande nimero de células sdo afetadas e lesadas ao
mesmo tempo, e devido ao desencadeamento do processo inflamatorio
ocorrem alteragdes irreversiveis no tecido e/ou 6rgdo afetado (ANAZETTI;
MELO, 2007). Com base nas suas caracteristicas morfolégicas e funcionais,
ndo é surpreendente que a necrose tem sido considerada uma forma “nédo
regulamentada” ou “acidental” de morte celular (KUNG et al., 2011).

No entanto, recentemente, estudos indicam que algumas formas de
necrose envolvem ativamente vias de sinalizacdo definidas que contribuem
para a morte celular, como no caso da apoptose, considerando esta morte
celular uma forma “regulada” (VANLANGENAKKER et al., 2012). Dados
recentes tém mostrado que a necrose programada pode ser estimulada pelos
mesmos ligantes de morte que ativam a apoptose tais como o fator de
necrose tumoral (TNF), ligante Bem (FasL), e TRAIL (TNF-relacionada
com ligante de inducdo de apoptose). Bem como algumas proteinas, como
RIP — receptores de proteinas cinases tem sido associadas a necrose
programada, mas dispenséveis para sobrevivéncia e apoptose. Assim, a
ativacdo de receptores de morte pode levar a diferentes modos de morte
celular: apoptose ou necrose programada. A escolha de sofrer apoptose em
vez de necrose, no entanto, € determinada pelo fato de caspases serem
ativadas, e a RIP clivada (VANLANGENAKKER et al., 2012; KUNG et
al., 2011). Portanto, na via de receptor de morte, a necrose é uma resposta
padrdo quando a apoptose € inibida.
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1.6.2 Apoptose

Apoptose é um fendbmeno de morte celular programada, reconhecida
morfologicamente como um fendmeno distinto de morte h4 mais de 30 anos
por Kerr e colaboradores (1972), que ocorre individualmente, sendo que a
morte de uma célula ndo leva a morte de outras células.

A célula apoptotica é caracterizada por uma sequencia de eventos
morfolégicos como contracdo citoplasmatica, cromatina condensada,
evaginacfes na membrana citoplasmatica, fragmentacdo do DNA mediada
pela endonuclease em mdltiplos fragmentos e a formacdo dos corpos
apoptoticos. E um processo ativo e progressivo que envolve a substituicio e
eliminacdo de células danificadas indesejaveis, incluindo aquelas que
podem eventualmente escapar do controle da divisdo celular (EDINGER,;
THOMPSON, 2004). Sabe-se que a apoptose é um processo vital para o
desenvolvimento embrionario, para a manutencdo da homeostase tecidual e
para o funcionamento do sistema imune, no entanto, alteragdes no processo
apoptoético podem levar ao aparecimento de condicGes patoldgicas, como o
cancer (CORY et al., 2003).

A apoptose pode ocorrer por diferentes vias, que normalmente
culminam na ativagdo de cisteina-proteases denominadas caspases, as quais
exercem papel central nesse processo de morte celular, como os iniciadores
e executores da apoptose. Existem trés vias (Figura 4) pelas quais as
caspases podem ser ativadas, sendo duas mais estudadas e descritas como
via intrinseca (ou mitocondrial) e extrinseca (ou receptor de morte), ambas
as vias, eventualmente levam a uma via comum, ou a execu¢do fase de
apoptose. A terceira via menos conhecida é a via do reticulo
endoplasmatico intriseco  (NICHOLSON; THORNBERRY, 1997,
GHOBRIAL et al., 2005; WONG, 2011).
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Figura 4. Vias de morte celular por apoptose.
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A via extrinseca do receptor de morte, como o seu nome implica,
comega quando ligantes se associam a um receptor de morte. Embora varios
receptores de morte tenham sido descritos, 0s mais conhecidos é o receptor
TNF tipo 1 (TNFR1) e uma proteina relacionada chamada Bem (CD95) e
0s seus ligantes sdo chamados de TNF e Bem ligante (FasL),
respectivamente (HENGARTNER, 2000). Estes receptores da morte tém
um dominio de morte intracelular que recruta proteinas adaptadoras tais
como dominio de morte associado ao receptor TNF (TRADD) e Bem-
associado dominio de morte (FADD), bem como, cisteino-proteases como
caspase 8 (SCHNEIDER; TSCHOPP, 2000). A ligacédo do ligante de morte
ao receptor resulta na formacdo de um sitio de ligacdo para uma proteina
adaptadora e entdo o complexo de proteina adaptadora-ligante-receptor é
conhecido como o complexo indutor de sinalizacdo de morte (DISC)
(WONG, 2011). Este complexo inicia a reunido e a ativagdo da prd-caspase
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8. A forma ativada da enzima, caspase-8 € uma caspase iniciadora, que
desencadeia a apoptose pela clivagem de outras caspases downstream ou
efetoras (caspase 3) culminando nas alteracbes morfoldgicas e bioquimicas
caracteristicas de apoptose (WONG, 2011).

Como o proprio nome indica, a via intrinseca é iniciada dentro da
célula, onde estimulos internos, tais como danos genéticos irreparaveis,
hip6xia, concentracdes extremamente elevadas de Ca*? citosélico e estresse
oxidativo intenso sdo alguns gatilhos do inicio da via intrinseca
mitocondrial (DANIAL; KORSMEYER, 2004). Esta via, esta sob forte
regulamentacdo por varios tipos diferentes de moléculas que podem ser
separadas em duas classes principais, as proteinas anti-apoptdticas, tais
como o XIAP (inibidores da apoptose), Bcl-2 , tais como as proteinas da
familia Bcl-2, BCL- XL ou as proteina pro-apoptéticas, que incluem
membros da familia Bcl- 2;: BAX, BAD, BID, SMAC e Diablo, que sdo
ativados através de eventos de sinalizagdo que levam & permeabilizacdo da
membrana externa mitocondrial (MOMP) (SIU et al, 2008; FIANDALO;
KYPRIANOU, 2012). O citocromo c é liberado, ligando-se com o0 APAF-1
e caspase-9 para formar o apoptossomo, a caspase-9 se torna
cataliticamente ativa e atua sobre alvos downstream, incluindo a caspase-3
e -7 (FIANDALO; KYPRIANOU, 2012).

Outros fatores apoptoticos que sdo liberados a partir do espaco
intermembranar mitocondrial no citoplasma incluem o fator de inducéo de
apoptose (AIF), segundo ativador de caspases derivado de mitocondria
(Smac), proteina de ligacdo direta ao IAP (proteina inibidora de apoptose)
com baixo Pi (DIABLO), entre outras (KROEMER et al., 2007).

A via intrinseca da apoptose também pode ocorrer através de uma
rota alternativa mitocondrial, que é independente da ativacdo de caspase.
Neste caso, um dos principais mediadores é uma oxirredutase mitocondrial,
o fator de inducdo a apoptose (AIF). A apoptose caspase independente
implicando AIF é iniciada pela clivagem da proteina que produz uma forma
solivel, Taif, que é entdo liberada do espaco mitocondrial para o
citoplasma, onde se transloca para o nicleo promovendo a degradagdo do
DNA (BARITAUD et al., 2010). A fragmentacdo do DNA promovida pela
acdo de AIF ocorre em larga escala, ou seja, ndo apresenta o perfil de
fragmentacdo caracteristico da apoptose, o qual envolve a quebra desse
acido nacleico em multiplos fragmentos constituidos de 200 pares de base
(PARONE et al., 2002; CHIPUK; GREEN, 2005). E interessante notar que,
dado a auséncia de uma atividade intrinseca endonuclease, a capacidade do
AIF na degradacdo do DNA parece estar relacionado com o recrutamento
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de nucleases downstream, tais como ciclofilina A (CypA) ou Endonuclease
G (EndoG) (BARITAUD et al., 2010).

Além disso, a morte promovida por AlF pode estar associada ao fato
dessa flavoenzima participar da regulacdo da fosforilagdo oxidativa, onde a
diminuicdo da concentracdo intramitocondrial da mesma esta vinculada a
reducdo da formacdo e da atividade do complexo | da cadeia transportadora
de elétrons, prejudicando a sintese de ATP (CHIPUK; GREEN, 2005).

1.7 QUINONAS COMO AGENTES QUIMIOTERAPICOS

As quinonas sdo compostos organicos considerados produtos da
oxidacdo de fendis, tendo como principal caracteristica estrutural a presenca
de duas unidades carbonilicas (C=0) conjugadas com pelo menos duas
ligagdes duplas (CC) formando um sistema ciclico de seis membros,
estrutura esta conhecida como unidade quindide. Devido a esta
caracteristica estrutural as quinonas absorvem luz na regido do visivel,
tornando seus derivados compostos extremamente coloridos. A
nomenclatura das quinonas é determinada em funcdo dos grupos
carbonilicos no esqueleto carbdnico. Dependendo do sistema ciclico e da
posi¢do em que se encontram as duplas liga¢bes (CC) as quinonas podem
ser classificadas como: benzoquinonas, antraquinonas e naftoquinonas
(Figura 5) (SILVA et al., 2003; KUMAGAI et al., 2011).

Figura 5. Estruturas quimicas de quinonas.
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Fonte: Carbocyclic and Heterocyclic Ketones Rule C-317. Disponivel em:
http://www.acdlabs.com/iupac/nomenclature/79/r79_286.htm.

Estes compostos além de serem importantes na &rea industrial, como
na industria téxtil, fotografica e de papel, devido sua coloragdo, seu uso
medicinal tem despertado grande interesse, visto que em estudos
farmacoldgicos as quinonas naturais e sintéticas mostram variadas
biodinamicidades, destacando-se, dentre muitas, as propriedades
microbicidas, tripanossomicidas, viruscidas, antitumorais e inibidoras de
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sistemas celulares reparadores, processos nos quais atuam de diferentes
formas (BENITES et al., 2008a; SILVA et al., 2003). Propriedades estas
que estdo associadas a interacdo das quinonas com os alvos bioldgicos pela
formacdo de ligacdes covalentes ou agindo como agentes de transferéncia
de elétrons em reacfes de oxi-reducdo (KUMAGAI et al., 2011).

Além disto, diversas razbes fazem com que exista um interesse
especial por parte da comunidade cientifica sobre as quinonas por seus
efeitos antitumorais. Desde 0s anos sessenta, quando as propriedades da
daunorrubicina, um prot6tipo heterosideo de antraquinona, foram
exploradas com sucesso, conduzindo a obtencdo de varios derivados
aprimorados, como a doxorrubicina, as quinonas passaram a ser um alvo
importante das pesquisas por novas alternativas de combate ao cancer.
Desde entdo, varios agentes quinoides e substancias estruturalmente
relacionadas passaram a ser testadas por alguns grupos de pesquisa
distribuidos pelo mundo.

Os agentes quinoides de sucesso hoje compdem uma classe de
medicamentos clinicamente disponivel, as antraciclinas e, é fato que se trata
da classe que pode ser utilizada contra uma maior variedade de tumores
guando comparado a todos os demais farmacos quimioterapicos (WEISS,
1992; MINOTTI et al., 2004). Entretanto, apesar da boa eficacia terapéutica
das antraciclinas, os severos efeitos adversos associados as mesmas sdo
significativos.

O mecanismo de acdo das quinonas antitumorais ainda ndo esta
totalmente esclarecido. Mas, algumas caracteristicas sdo dadas como
criticas para o efeito das mesmas. A principal refere-se & biotransformacéo
destes agentes no organismo e nas células tumorais que envolvem uma
reducdo enzimatica da quinona por um ou dois elétrons. Esta reducao,
catalisada por redutases do citocromo P450 e outras flavoenzimas que
utilizam NADPH como doador de elétrons (NAD(P)H: quinona
oxidoredutase ou DT-diaforases), resulta na formagdo de semiquinonas ou
hidroquinonas do farmaco antitumoral (TEDESCHI et al., 1995;
KUMAGAI et al., 2011). A semiquinona é um radical livre, cujos
metabdlitos, altamente reativos, podem interagir com as macromoléculas
biologicas através de ligacdes covalentes. Por principio, este processo
bioxirredutivo, pode prosseguir via reagbes subsequentes com o oxigénio,
desencadeando uma cascata geradora de radicais livres que culmina por
levar as células cancerosas a morte por induzirem as mesmas a um estado
de desiquilibrio redox. Este processo é conhecido como ciclo redox dos
agentes antitumorais quinoides, conforme demonstra a Figura 6. Ele
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permanece até que o sistema torne-se anaerébico (O’BRIEN, 1992;
MONKS et al., 1992; GUTIERREZ, 2000; ABREU et al., 2002).

Figura 6. Ciclo redox induzido por quinonas.
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Como outro mecanismo envolvido na atividade antitumoral de
quinonas, particularmente aquelas pertencentes a classe das antraciclinas,
pode-se citar o potencial de interferir com as reacfes catalisadas pelo
complexo enzimatico da DNA topoisomerase. Evidéncias tém sido
acumuladas para sugerir que estas interacfes estdo diretamente relacionadas
a citotoxicidade destes compostos (DICKANCAITE et al., 1997).

As topoisomerases constituem uma familia de enzimas essenciais e
indispensaveis, envolvidas nos processos topoldgicos relacionados aos
eventos nucleares de replicacdo, transcri¢do, recombinagdo, reparo,
montagem da cromatina e segregacdo cromossdémica do DNA, sendo
classificadas em dois tipos de acordo com sua funcdo catalitica,
toposoimerases | e 1l (Figura 7) (CHAMPOUX, 2001).
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Figura 7. Acdo das topoisomerases | e I1.
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A toposoimerase | liga-se a uma das fitas de DNA, formando uma
ligacdo covalente enzima-DNA sem necessidade de ATP, enquanto a topo
Il liga-se a dupla fita de DNA através de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica, clivando as duas fitas complementares com necessidade de
ATP (CHAMPOUX, 2001). Os inibidores de topoisomerases podem atuar
de duas formas: estabilizando o complexo topoisomerase-DNA ou
promovendo a inibicdo catalitica da enzima. Em relagdo aos inibidores
cataliticos da enzima, podem-se citar as bis-2,6-dioxopiperazinas, que
atuam inibindo a topoisomerase Il pelo bloqueio do sitio catalitico da
mesma (DA SILVA et al., 2003).

As antraciclinas podem inibir a topoisomerase Il através da
estabilizacdo do complexo topoisomerase-DNA e por meio da intercalagdo
com o DNA. A intercalacdo pode bloquear o sitio de ligacdo da
topoisomerase Il ao DNA, comprometendo sua fungdo, consequentemente
induz danos ao DNA (INJAC; STRUKELJ, 2008). Dessa forma, a
intercalacdo ao DNA realizada pelas antraciclinas, deve ser considerada
como mais um dos possiveis mecanismos com que as quinonas exercem
efeito antitumoral (DE ALMEIDA et al., 2005).

Dentre outros mecanismos de agdo especulados por alguns
pesquisadores esta uma potencial atividade inibidora sobre o sistema redox
associado & membrana plasmatica (CRANE: BOTTGER, 2001) e a indugéo
de alquilacdo redutora sobre o DNA com potencial formagdo de ligacGes
cruzadas (BORMAN, 2004). Pode-se citar ainda que as quinonas exercem
efeito antitumoral através da ligagdo ao dominio catalitico da CDc25
fosfatase que resulta na formacdo da CdK1 inativa hiperfosforilada, além de
inibir a expressdo da ciclina E na fase G1 e a expressdo da ciclina A na
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transicdo da G1/S, levando a parada do ciclo celular e a morte celular (WU;
SUN, 1999). Bem como, a administracdo destas quinonas é conhecida
também por induzir uma variedade de efeitos na célula incluindo: reducéo
do pool de nicotinamida adenina fosfato e adenosina trifosfato; deplecéo de
GSH; inducdo de quebra simples da cadeia de DNA; oxidacdo de grupos
sulfidrilas e aumento da expressdo do gene c-myc (TAPER et al., 2004).

Além disso, as células tumorais sdo conhecidas por apresentarem
grande heterogeneidade genética e devido a esta instabilidade as células
adquiriram caracteristicas comuns a muitos tipos de céncer como:
autosuficiéncia nos sinais de crescimento, taxa de proliferacdo elevada,
capacidade de evitar apoptose, capacidade de invadir tecidos e promover
metastases e frequentemente apresentam niveis aumentados de EROs,
sendo que varios mecanismos tém sido propostos para explicar este
fendbmeno. Estes incluem o aberrante metabolismo das células tumorais,
mas também disfungBes mitocondriais ou perda funcional da p53. Foi
demonstrado também, que a ativacdo de algumas oncoproteinas como BCr-
Abl, Ras, c-Met e c-myc pode promover a geracdo de EROs (BCr-Abl,
Ras, c-Met e c-myc). Além destas caracteristicas, foi demonstrado que as
células tumorais também apresentam um fenétipo glicolitico, capacidade de
acumular vitamina C e um estado antioxidante alterado, muitas vezes com
deplecdo de algumas enzimas antioxidantes ou mesmo uma diminuigdo de
atividade (TRACHOOTHAM et al., 2006; VERRAX et al., 2009a;
VERRAX et al., 2011a).

Em geral, a producdo de EROs promovida pela atividade das
proteinas oncogénicas induz proliferacdo celular e instabilidade genética,
ambos sdo favoraveis para a progressao do cancer (VERRAX et al., 2009b).
No entanto, devido ao fato das células tumorais apresentarem elevados
niveis de EROs associado a uma desregulacdo redox e um sistema
antioxidante alterado, o estresse oxidativo induzido por agentes pro-
oxidantes ou compostos que inibem o sistema antioxidante tem sido
utilizado como uma estratégia de terapia, independente ou associada a
quimioterapicos, capaz de ativar a morte celular (VERRAX et al., 2011a).

O Laboratério de Bioquimica Experimental — LABIOEX (UFSC-
Brasil), coordenado pela Profa. Dra. Rozangela Curi Pedrosa, em parceria
com a Unité de Pharmacocinétique, Metabolisme, Nutrition et Toxicologie
da Université Catolique de Louvain (PMNT — UCL — Bélgica), coordenado
pelo Prof. Dr. Pedro Buc Calderon, e com o Laboratério de Quimica
Organica da Universidad Arturo Prat (lquique — Chile), coordenado pelo
Prof. Dr. Julio Benites, tem desenvolvido trabalhos com foco associado a
linha de pesquisa do estudo da atividade antitumoral e mecanismo de acdo
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de quinonas naturais e/ou sintéticas e o efeito de modificagdes estratégicas
na estrutura quimica destas quinonas, como uma forma de potencializar a
atividade bioldgica, bem como uma maneira de aprimorar a eficicia e a
seguranga destes agentes.

Por fim, a hipGtese é que substituicbes estratégicas nas 1,4
naftoquinonas, moléculas a serem exploradas neste estudo, é de que o efeito
doador de elétrons dos substituintes que vai influenciar a capacidade de
elétron-aceptor do ndcleo quinona, culminando com maior geracéo de H,0,
desencadeando dano ao DNA e consequentemente o0 processo de morte
celular. Ressalta-se entdo, que esta nova estratégia terapéutica deve ser
melhor explorada tanto do ponto de vista do mecanismo de agéo, quanto da
proposi¢éo de novas abordagens para o tratamento do cancer.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o potencial citotoxico, antiproliferativo e antitumoral
bem como o mecanismo de acdo das 1,4-naftoquinonas substituidas para
proposicdo de moléculas prototipos para a pesquisa de novos agentes uteis
na terapia do cancer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar a citotoxicidade de nove 1,4 naftoquinonas substituidas
sobre as linhagens tumorais MCF7 e selecdo dos compostos mais
promissores;

« Avaliar o efeito antiproliferativo dos compostos selecionados;

* Investigar o potencial genotdxico dos compostos selecionados
através da avaliacdo de dano ao DNA plasmidial e ensaio cometa;

« Avaliar se a fotoativagdo por UV dos compostos selecionados
potencializam o dano ao DNA,;

« Caracterizar o tipo de interacdo com CT-DNA,;

« Avaliar o efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas sobre o ciclo
celular;

« Investigar 0 mecanismo de acdo dos compostos selecionados com
respeito ao tipo de morte celular induzida (apoptose/necrose) in vitro e in
Vvivo;

« Avaliar o envolvimento de estresse oxidativo na citotoxicidade e no
tipo de morte celular induzida pelos compostos, através da determinacéo do
conteldo intracelular de EROs;

« Avaliar o potencial efeito antitumoral in vivo dos derivados das 1,4
naftoquinonas substituidas selecionadas;

» Avaliar a atividade antiangiogénica das 1,4-naftoquinonas
substituidas selecionadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DAS 1,4-NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS

As 1,4-naftoquinonas (Figura 8) substituidas utilizadas neste estudo
foram sintetizadas conforme artigo publicado (Anexo A,) pela parceria
entre o Laboratdrio de Bioguimica Experimental — LABIOEX, UFSC e o
Laboratério de Quimica Organica da Universidad Arturo Prat, Iquique,
Chile e gentilmente doadas para realizagdo deste trabalho.

Resumidamente, a preparacdo do ndcleo de 2-acil-3-fenilamino-
1,4-naftoquinona foi iniciada com a sintese de 2-acilnaftohidroquinona via
foto inducdo solar de Photo-Friedel-Crafts por acilagdo de 1,4-naftoquinona
com aldeidos (BENITES, et al. 2011). Os compostos resultantes foram
entdo oxidados com prata (), Oxido em diclorometano, e as
correspondentes 2-acil-1,4-naftoquinonas foram feitos reagir in situ com
fenilaminos selecionadas num processo de um-passo para produzir as
correspondentes 1,4-naftoquinonas substituidas DPB1-DPB9 (RIOS, et al.
2012). As estruturas foram confirmadas quinonas por comparacéo de sua IR
e de suas propriedades espectrais RMN’s hidrogénio/carbono com o0s
relatados na literatura (RIOS, et al. 2012).
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Figura 8. Estruturas quimicas dos 1,4-naftoquinonas substituidas.
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Nota: 1: 2-Acetil-3-(fenilamino)-1,4-naftalenodiona (DPB1); 2: 2-Acetil-3-[(4-
metoxifenil)amino]-1,4-naftalenodiona (DPB2); 3: 2-Acetil-3-[(4-nitrofenil)amino]-
1,4-naftalenodiona (DPB3); 4: 2-(2-Furancarbonil)-3-(fenilamino)-1,4-
naftalenodiona (DPB4); 5: 2-(2-Furancarbonil)-3-[(4-metoxifenil)amino]-1,4-
naftalenodiona  (DPB5); 6:  2-(2-Furancarbonil)-3-[(4-nitrofenil)amino]-1,4-
naftalenodiona (DPB6); 7: 2-(Fenilamino)-3-(2-tiofenocarbonil)-1,4-naftalenodiona
(DPB7); 8: 2-[(4-Metoxifenil)amino]-3-(2-tiofenocarbonil)-1,4-naftalenodiona
(DPB8);  9:  2-[(4-Nitrofenil)amino]-3-(2-tiofenocarbonil)-1,4-naftalenodiona
(DPB9).
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3.2 MENSURAGCOES ELETROQUIMICAS

Os voltamogramas ciclicos das 1,4-naftoquinonas substituidas foram
obtidos em um analisador eletroquimico Bioanalytical Systems BAS CV-
50W, realizado pelo Laboratério de Quimica Organica da Universidad
Aurturo Prat, Iquique, Chile.

3.3 CULTURA DE CELULAS

Células MCF-7 (linhagem de célula tumoral de mama humano)
utilizadas neste estudo foram cultivadas e mantidas a 37 °C em uma
atmosfera de CO, (5%) com 95% de umidade em meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal, penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) (ZHONG et al.,, 2006). As células sdo
procedentes do banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

As células do Tumor Ascitico de Ehrlich (TAE) (carcinoma mamario
de camundongos) utilizadas neste estudo para os ensaios in vivo, foram
coletadas de camundongos inoculados intraperitonealmente com TAE ap6s
os tratamentos. Considerando que a inoculacdo deste tumor foi realizado no
Biotério Setorial do Laboratério de Bioquimica Experimental (LABIOEX),
CCB - UFSC.

3.4 ANIMAIS

Os ensaios antitumorais in vivo, foram realizados com camundongos
isogénicos Balb/C (Mus muscullus), machos (20 = 2 g de peso), com
aproximadamente 60 dias, obtidos a partir de reproducdo controlada
realizada no biotério setorial do Laboratério de Bioquimica Experimental
(LABIOEX), CCB — UFSC.

Os animais foram pesados e divididos em grupos de 12 e mantidos
em gaiolas plésticas, sendo que cada gaiola acondicionava 6 animais, sob
condigdes controladas (ciclo claro-escuro de 12 hs, temperatura 25 + 2 °C~
60% umidade do ar), recebendo racdo comercial autoclavada e 4gua ad
libitum.

Previamente a aplicacdo do protocolo experimental in vivo,
submeteu-se esse projeto ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
sob 0 nimero PP00744.

3.5 0VOS EMBRIONADOS

A avaliagdo do potencial antiangiogéncio foi realizada através da
utilizacdo de ovos de galinha (Gallus domesticus) fertilizados, adquiridos
junto & empresa Tyson™ do Brasil, localizada no municipio da Palhoga- SC.
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Anteriormente a realizagdo deste protocolo experimental in vivo, o
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
0 numero PP00610.

3.6 CITOTOXICIDADE DAS 1,4-NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS

A citotoxicidade induzida pelas 1,4-naftoquinonas substituidas sobre
células MCF7 foi avaliada pelo ensaio do MTT, que se baseia na
viabilidade mitocondrial gMOSMANN, 1983). O ensaio procedeu-se da
seguinte maneira: 1 x 10" células/mL foram adicionadas a placas de 96
pocos e incubadas em estufa com ambiente controlado (temperatura de 37
°C e atmosfera umidificada contendo 5% de CO,). 24 horas apds a
incubacdo das células, o meio foi removido e substituido por outro
contendo 1,4-naftoquinonas substituidas isoladas (0, 5, 10, 20, 40 e 80 uM).
O controle negativo foi incubado somente com meio de cultura e a
quantidade equivalente de veiculo (DMSO a 0,25%).

Apos o periodo de 24 horas de tratamento das células, o meio de
cultura contendo os compostos foi retirado, as células lavadas com tampéo
fosfato-salina (PBS) a 37 °C. 100 pl de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL)
foram adicionados e as células foram incubadas por 2 horas, em ambiente
controlado. Decorrido esse periodo, 0 MTT excedente foi removido, sendo
adicionado 100 ul de DMSO (PA) para solubilizar os cristais de formazan
produzidos durante a incubacdo. Com auxilio de um leitor de placas (540
nm) foi realizada a avaliacdo espectrofotométrica das placas para
determinar a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Os ensaios foram realizados em trés experimentos distintos, sendo
que cada concentracdo foi testada em triplicata. Os valores obtidos foram
expressos em percentual de células viaveis de acordo com a seguinte
formula:

Viabilidade celular (%)= [(AbS tese — ADS pranco) X 100]/ Abs

controle

Considerou-se 0s valores dos controles negativo como 100% de
viabilidade celular. Os valores de Cls, (concentracdo inibitéria 50%) foram
calculados pelo software GraphPad Prism 5.0 utilizando-se os valores da
média do percentual de viabilidade celular das trés replicatas de cada
concentracao testada.
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3.7 ENSAIO DE FORMAGAO DE COLONIA

Para a avaliacdo do potencial efeito antiproliferativo, realizou-se o
ensaio de formacdo de colbnia ou ensaio clonogénico (AITHAL et al.,
2009). Placas de cultura de 6 pocos contendo 500 células/poco e 2 mL de
meio suplementado foram incubadas por 24h. Transcorrido este periodo, o
meio de cultura foi substituido por outro contendo 0s compostos
selecionados de acordo com a citotoxicidade: DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5
(10 pM/mL) e incubadas por 24h. O controle negativo foi incubado
somente com meio de cultura e a quantidade equivalente de veiculo
(DMSO a 0,25%). Apds o tratamento, as células foram lavadas com PBS a
37 °C (3x) e 0 meio foi novamente substituido por outro meio fresco,
seguido de uma nova incubagdo, agora com duracdo de cerca de 10-15 dias,
ou até a verificacdo da presenca de coldnias (pelo menos uma colénia com
cerca de 50 células), quando o ensaio foi finalizado. O meio foi retirado e as
colénias coradas com uma solucdo de cristal violeta 0,2% para serem
posteriormente visualizadas e quantificadas em contador de col6nias, sendo
0s resultados expressos comparativamente ao controle negativo.

3.8 INTERACAO COM DNA (DANO DIRETO AO DNA PLASMIDIAL)

Este ensaio foi realizado com a colaboragdo do grupo de pesquisa do
Prof. Dr. Claus Pich (UFSC, Ararangud). Para avaliar o potencial indutor de
danos sobre 0 DNA induzido pelas 1,4-naftoquinonas substituidas (DPB1 a
DPB9), foram utilizados plasmideos Puc 9.1 isolados de Escherichia coli
DHS5S0FIQ.

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina, de
acordo com as instrugdes presentes na bula do kit de extracdo Perfectprep
Plasmid Mini da Eppendorf. A quantificacdo do DNA obtido foi realizada
em espectofotdbmetro de luz ultravioleta, com leitura em comprimento de
onda de 260 nm, onde uma unidade de densidade Otica, em 260 nm,
corresponde a 50 pg/mL de DNA (BISO, 2008). O DNA plasmidial obtido,
que ndo foi utilizado no momento da extracdo, foi estocado a 4 °C, por no
maximo 5 dias.

Para a avaliacdo da atividade nucleasica foram incubados 5 pl de
uma solucdo de DNA plasmidial (600 ng), 5 pl de tampdo HEPES (Ph 7,4)
e 10 ul dos 1,4-naftoquinonas substituidas na concentracdo de 0,05 pUM,
pelo periodo de 16 horas, a 50°C. Decorrido o periodo de incubacdo, o
DNA foi submetido a uma corrida eletroforética (70-80 V) em tampdo TBE
(89 mM Tris Borato, 2 mM EDTA) por 30-45 min, realizada em gel de
agarose 0,8%. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 g/mL, 20 min) e
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entdo, as bandas foram visualizadas e fotografadas. As imagens foram
enviadas, em seguida, para analise em software de bioinforméatica ImageJ
1.46, que compara a intensidade das bandas e a quantidade de pixels. A
intensidade de DNA superenovelado foi corrigida por um fator de 1,47,
como um resultado de sua menor capacidade de corar com brometo de
etidio (SREEDHARA; COWAN, 2001). Nesse experimento, foi utilizado
tampdo HEPES e a quantidade equivalente de veiculo (DMSO a 0,25%)
como controle negativo (veiculo de diluicdo dos compostos). J& no controle
positivo adicionou-se a enzima de restricdo EcoRIl. Além de sua forma
superenovelada (F I) normal o DNA plasmidial possui a forma circular
aberta (F 1) e a forma linear (F 111). Quebras na dupla hélice fazem com
gue a forma superenovelada transforme-se em forma circular aberta através
de quebras simples e forma linear através de quebra dupla de cadeia (Figura
7A). Todas as trés possuem velocidades de migracdo eletroforéticas
diferenciadas apresentando-se como bandas distintas em géis de
eletroforese como demonstrado nas figuras 7B e 7C (SREDDHARA;
COWAN, 2001).

Figura 9. Esquema de corte da molécula de DNA plasmidial (A); Fotografia de um
gel de agarose demonstrando a separacdo das formas do DNA plasmidial, (B);
Aparéncia tipica de um gel obtido a partir de andlise de diferentes concentragdes de
compostos e consequente corte do DNA plasmidial (C).

Figura 9A. Fotografia de um gel de agarose demonstrando a separacdo das formas
do DNA plasmidial.

«— Corte coro em
ambas tas
Superenovelado Circular aberto Linear
formal formall forma Il
Fl Fll Ful

Fonte: modificado de BERG et al., 2008.
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Figura 9B. Fotografia de um gel de agarose demonstrando a separa¢éo das formas
do DNA plasmidial.

Fll

Fill

FI

Figura 9C. Aparéncia tipica de um gel obtido a partir de analise de diferentes

concentragdes de compostos e consequente corte do DNA plasmidial.

Cleavage degree

Fonte: MANCIN et al., 2005.

3.8.1 Efeito da luz UV-A sobre as 1,4-naftoquinonas substituidas na
fragmentacao do DNA plasmidial

A atividade das 1,4-naftoquinonas substituidas que apresentaram
maior dano ao DNA plasmidial (DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5) foram
analisadas sob pré-incubacéo (30 minutos) na luz UV-A, apés incubagdo no
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escuro a 37 °C. Quando uma molécula absorve um foton de luz, o elétron
presente nesta transi¢do ganha energia e passa a ocupar um orbital mais
energético. A molécula neste momento encontra-se em um estado excitado
(singlete). Este estado tem uma meia-vida muito curta e pode decair para o
estado ndo ativado com a emissdo de um foton (fluorescéncia). O estado
singlete também pode sofrer uma conversdo interna inter-sistema para o
estado triplete. O estado triplete possui uma meia-vida maior e tende a ser
importante em varias reacdes de fosforescéncia, neste estado, a molécula
pode reagir com oxigénio molecular para produzir EROs, que pode
promover a fragmentacdo do DNA (OCHSNER, 1997; KAWIAK, et al.
2007).

Apo6s o periodo de pré-incubagdo e incubacdo, seguiram-se 0S
procedimentos da corrida eletroforética do DNA plasmidial, revelacdo dos
géis e analise dos mesmos, conforme foi descrito anteriormente.

3.9 MONITORAMENTO  DE INTERACOES DAS  14-
NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS COM DNA DE TIMO DE
VITELO (CT-DNA), POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Foi utilizada a titulacdo espectrofotométrica das 1,4-naftoquinonas
substituidas (DPB1 a DPB9) com CT-DNA para se caracterizar a ligacao
destes compostos com moléculas de DNA (NAVARRO et al., 2003;
BALDINI et al.,, 2003; ZHANG et al., 2004). Para caracterizar as 1,4-
naftoquinonas substituidas que possuem alguma interacdo com CT-DNA,
foram feitos espectros eletrénicos de varredura UV-Vis de solugbes com
CT-DNA (20 uM), para cada composto. A concentragdo dos compostos foi
previamente determinada por varredura UV-Visivel, sendo escolhida para
utilizacdo a que proporcionou um sinal de boa qualidade com pico de
absorcdo bem definido (20 uM). Como controle positivo foi utilizado a
doxorrubicina (20 uM), um quimioterapico que possui uma interagdo com o
DNA, interacdo esta, através da intercalacdo (NEIDLE, 1979; KENNEDY
et al., 2011b). Estas solugBes foram analisadas imediatamente apds seu
preparo, sendo que os compostos, bem como o CT-DNA foram diluidos em
dgua nanopura. Com esses espectros, foram avaliadas mudancas na
absorcao dos compostos, bem como deslocamento do comprimento de onda
de absorcdo maxima.
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310 MONITORAMENTO DE INTERACOES DAS 14-
NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS COM DNA DE TIMO DE
VITELO (CT-DNA), ATRAVES DE MEDIDAS DE FLUORESCENCIA

Com intuito de caracterizar se as 1,4-naftoquinonas substituidas em
estudo interagem com CT-DNA por intercalacéo, foi utilizado Brometo de
Etideo, sendo que as medidas de fluorescéncia foram realizadas em um
leitor de absorbancia, iluminescéncia e fluorescéncia, TECAN Infinity
M200°® conforme adaptacdo da metodologia descrita por Silveira (2008). O
comprimento de onda de excitacdo utilizado foi A= 492 nm e a
fluorescéncia emitida foi medida em aproximadamente 620 nm. Para
diluicdo do CT-DNA foi utilizado tampéo fosfato 50 mM contendo 0,1 M
de cloreto de sédio (NaCl), em pH = 7,4. O NaCl ¢é utilizado para evitar
uma segunda fixacdo do brometo de etideo aos sitios do DNA.

A concentracdo de CT-DNA utilizada neste experimento foi de 20
M. O espectro de emissdo do brometo de etideo, na auséncia e presenca de
DNA, foi registrado variando-se a concentracdo na faixa de 10 a 110 uM.
Esta variacdo de concentracdo do brometo de etideo foi realizada para
verificar o ponto de saturacdo de moléculas deste composto nos sitios de
DNA. Apds a concentracdo de brometo de etideo ser estabelecida, o estudo
de fluorescéncia foi realizado com o aumento das concentracfes dos
compostos DPB1, DPB2, DPB3, DPB4 e DPB5. A doxorrubicina que além
de possuir atividade nucleasica, também é um agente intercalante ndo
especifico de DNA, foi utilizada como controle positivo em concentracfes
crescentes (1, 10, 20, 30 e 40 uM) (NEIDLE, 1979; KENNEDY et al.,
2011b). As absorbancias foram registradas em temperatura ambiente apds
10 minutos da adigdo dos compostos.

3.11 TESTE DE INTERACAO COM DNA — ENSAIO COMETA

Este teste, também chamado de SCGE (Single Cell Gel
Eletrophoresis Assay), é capaz de detectar danos ao DNA induzido por
agentes alquilantes, intercalantes e oxidantes (VILELA, 2003).

O principio do teste consiste no fato que as células embebidas em
agarose, sofrem lise de suas membranas por detergentes e suas proteinas
nucleares (inclusive as histonas) sdo extraidas com altas concentracGes de
sais. Por definicdo o resultado deste processo serd um nucledide, ou seja,
uma série de alcas superenoveladas de DNA desprovidas de histona
(RIBEIRO, 2003). Como estes nucledides serdo submetidos a corrente
elétrica, caso exista quebras na molécula de DNA, a estrutura do nucledide
sofre mudangas, visto que as alcas de DNA se desenovelam formando um
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halo permitindo uma migracdo dos fragmentos caracterizando uma cauda
gue deu origem ao nome do teste (RIBEIRO, 2003).

O ensaio cometa foi realizado conforme descrito por Silva et al.
(2000) com algumas adaptacGes. No ensaio procedeu-se da seguinte
maneira: células MCF7 numa densidade de 5 x 10* células/mL foram
semeadas em placas de 24 pogos e incubadas em estufa com ambiente
controlado (temperatura de 37 °C e atmosfera umidificada contendo 5% de
CO,). 24 horas ap6s a incubagdo das células, o meio foi removido e
substituido por outro contendo os compostos selecionados DPB1 (80, 40 e
20 uM), DPB2 (88, 44 e 22 uM), DPB4 (60, 30 e 15 uM) e DPBS5 (96, 48 e
24 uM). O controle negativo foi incubado somente com meio de cultura e a
quantidade equivalente de veiculo (DMSO a 0,25%).

Apos o periodo de 24 horas de tratamento das células, 0 meio de
cultura contendo os compostos foi retirado e reservado, devidamente em
eppendorfs identificados. As células foram entdo lavadas com PBS (2X) a
37 °C, tripsinizadas, ressuspensas em meio de cultura, para entdo serem
adicionadas aos eppendorfs ja com 0 meio que continha o tratamento com
as 1,4-naftoquinonas substituidas. Os ependorfes foram centrifugados por 5
minutos a 1000 rpm, apds foi retirado o sobrenadante e adicionado 100 ul
de agarose low melting (0,75%). Em seguida foi realizada a semeadura
destas células tratadas sob uma lamina pré-coberta com agarose (1,5%)
onde foi adicionada uma laminula para moldar o gel. As laminas ficaram
em temperatura ambiente por 10 minutos (até que a camada de agarose
solidificasse) e depois as laminulas foram removidas cuidadosamente e as
laminas posicionadas em uma cubeta contendo solucéo de lise (2,5 M NaCl;
100 mM EDTA; 10 mM Tris; 1% Triton X-100 e 10% DMSO). Depois de
no minimo 2 horas, as laminas foram retiradas da solucdo de lise e
adicionadas com a parte horizontal do gel em uma cuba de eletroforese
contendo solucgdo tampéo de eletroforese (300 mM NaOH; 1 mM EDTA;
pH 13,00-13,50) suficiente para cobrir todas a laminas por 20 minutos. A
corrida eletroforética foi realizada por um periodo de 20 minutos nas
condi¢cdes de 300 mA em uma temperatura de 8°C. Todas as etapas
descritas foram realizadas sob luz amarela para evitar fragmentacdo do
DNA.

Apo6s a eletroforese as laminas foram retiradas cuidadosamente da
cuba e neutralizadas, utilizando solucéo de neutralizagdo (0,4 M Tris HCL,;
pH 7,5). Este processo foi repetido trés vezes em intervalos de 5 minutos,
seguindo-se lavagdo com agua destilada e desidratacdo das laminas em uma
estufa a 37 °C. Posteriormente as laminas foram hidratadas com agua
destilada e fixadas com solucéo fixadora (15 g de acido Tricloracélico; 5 g
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sulfato de zinco (7 H,0); 5 mL glicerol; para 100 mL agua destilada) por 10
minutos e lavadas trés vezes com agua destilada e levada a estufa 37 °C por
1 hora e 30 minutos para secagem. Apoés, foram adicionado uma solucédo de
brometo de etidio (0,5 mg/ml) sob as laminas e entéo realizada a leitura no
microscopio de fluorescéncia, com comprimento de onda de excitacdo em
515 nm e de emissdo em 560 nm.

A anélise consistiu em contar aleatoriamente 100 células de cada
amostra em microscopio Optico de fluorescéncia com ampliagdo de 400
vezes para avaliagdo dos danos ao DNA. As células foram avaliadas
visualmente e receberam uma classificagcdo que varia de 0 (ndo danificada)
a 4 (dano maximo) (Figura 8) de acordo com a intensidade e tamanho da
cauda (VILLELA, 2003). Esta classificagdo foi multiplicada pelo nimero
de células que a atingiram, ficando estabelecido um indice que pode variar
de 0 (auséncia completa de dano) até 400 (quantidade maxima de dano).
Também foi avaliada a fregiiéncia de dano que demonstra o nimero de
celulas danificadas entre as 100 células visualizadas podendo-se na
comparagdo dos dados avaliar a intensidade com que determinada
substancia atinge o DNA (BORTOLOTTO et al., 2009).
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Figura 10. Classificacdo dos danos no DNA. (onde a classe de dano indice 0 (zero)
ndo apresenta fragmentacdo do DNA, e nas classes subseqiientes aparecem
quantidades crescente de fragmentos, aumentando juntamente com sua classificagdo
até dano indice 4).

4

&

Fonte: adaptado de Silva, Erdtmann, Henriques (2000).

3.12 AVALIACAO DO CICLO CELULAR

Para avaliar os efeitos das 1,4-naftoquinonas substituidas nas fases
do ciclo celular foi utilizado o PI/RNAse solution kit, cujo principio
consiste na coloragdo dos &cidos nucléicos pelo Pl (lodeto de Propideo),
apos a digestdo do RNA. O PI, dependendo da fase do ciclo celular, emite
diferentes intensidades de fluorescéncia que, por sua vez, sdo captadas
pelos detectores fotomultiplicadores do citémetro de fluxo, através de
variacdes no seu contelido de DNA, e, dessa forma, permite quantificar a
porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (GONG et al., 1994).

As células MCF7 em uma densidade de 2 x 10° células/mL foram
inicialmente tratadas com nocodazol por 12h, para sincronizar as células na
fase G2/M. Transcorrido este periodo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e foram adicionados os compostos selecionados (DPB1, DPB2,
DPB4 e DPB5) em uma concentracdo correspondente a Clzy (12 uM; 13,2
UM; 9 uM e 14,4 UM, respectivamente) e incubadas em estufa imida a 37
°C, contendo 5 % de CO, por 24h. Apbs o periodo de incubagdo, as células
foram novamente lavadas duas vezes com solucdo PBS e o sobrenadante foi
removido. O procedimento foi realizado conforme o kit do fabricante
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(Immunostep, Espanha). Resumidamente, as células lavadas foram fixadas
com 200 pl de etanol 70% e incubadas durante 30 min em temperatura de —
4 °C. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes em PBS, contendo
2% de albumina bovina e centrifugadas 200xg, durante 10 min.
Posteriormente, adicionou-se ao pellet celular 500 pl de solucdo de PI
contendo Rnase. A suspensao permaneceu 15 min em temperatura ambiente
antes da analise no citdmetro de fluxo BD FACSCaliburTM (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems) utilizando o software BD
CELLQuestTM. O controle negativo foi preparado com células sem serem
tratadas com 0s compostos para caracterizacdo dos paramentros a serem
analisados no citémetro de fluxo.

3.13 ATIVIDADE PRO-APOPTOTICA IN VITRO

Para avaliacdo da atividade prd-apoptética in vitro foi utilizado o kit
FITC Annexin V Apoptosis Detection da BDPharmingen (San Diego, CA,
USA), conforme as instrugcdes do fabricante, por citometria de fluxo.
Durante apoptose as células modificam a estrutura de suas membranas
plasmaticas (MP) para sinalizar seu suicidio ao ambiente. A externalizacdo
da fosfatidilserina (BEM) na superficie celular é uma das mudancas
estruturais que ocorre sendo reconhecida pelos fagécitos. Anexina V é uma
proteina de ligacdo para fosfolipideos que exibe alta afinidade para ligacdo
seletiva a BEM. Ja o lodeto de Propideo, s6 consegue ultrapassar a
membrana plasmatica quando esta apresenta ruptura, ou seja, entra no
processo de morte celular por necrose.

Para realizacdo deste ensaio, células MCF7, em uma densidade de
10° células/mL foram semeadas em placas de 12 pocos e incubadas por 24h
para permitir sua aderéncia. Transcorrido este periodo, o meio foi removido
e substituido por um meio contendo as 1,4-naftoquinonas substituidas
(DPB1 a DPB9) em concentragdo subtédxica (15 uM), pelo periodo de 24
horas. O controle negativo foi tratado com meio de cultura fresco e o
volume respectivo de veiculo (DMSO a 0,25%). Apdés o periodo de
tratamento, as células foram lavadas com PBS (3X) a 37 °C, tripsinizadas e
novamente foi realizada lavangens com PBS (3X) a 37 °C e ressuspensas
em 200 pl do tampédo de ligagdo (0,1 M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4 M
NaCl, 25 mM CaCl,) previamente diluido na proporcdo 1:10 em &gua
destilada. Foram adicionados 5 pl de anexina V, seguidos de incubacdo no
escuro pelo tempo de 15 min. Por fim, foram adicionados 5 pl de iodeto de
propideo e realizada a analise no citdmetro de fluxo. A intensidade de
fluorescéncia da anexina V-FITC e do iodeto de propideo foram
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mensuradas utilizando um filtro de excitacdo a 488nm e de emissdo na faixa
de 515-545 e 564-606 nm, respectivamente (BDPHARMIGEN™, 2011).

O citdbmetro foi calibrado com trés controles: controle normal
(células nao tratadas, com objetivo de descontar a autofluorescéncia emitida
pelas mesmas), controle positivo para apoptose (células tratadas com
doxorrubicina na concentracdo de 1,5 pg/mL) e controle positivo para
necrose (células ndo tratadas, porém congeladas em freezer -80 °C por 20
minutos apds a sua tripsinizacdo). Os dados obtidos foram analisados
utilizando o software Winmdi.

O tipo de morte celular induzido pelos tratamentos foi classificado
da seguinte maneira: células marcadas apenas com anexina V foram
consideradas em apoptose inicial; células marcadas com anexina V e iodeto
de propideo foram consideradas em apoptose tardia; ja células marcadas
apenas com iodeto de propideo foram consideradas necréticas. Os
resultados foram expressos como percentual de células em apoptose inicial
e tardia e em necrose.

3.14 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INTRACELULAR DE
EROS

A concentracdo intracelular de EROs foi determinada conforme
descrito por Glorieux e colaboradores (2011). Células MCF7 na densidade
celular de 1,5 X10* células/mL foram incubadas por 24h e transcorrido esse
periodo, o meio de cultura foi retirado e adicionado 1 mL de 2,7-diacetato
de diclorofluoresceina (DCFH-DA 10 uM) previamente diluida em HBSS a
temperatura de 37 °C e incubadas novamente por 30 min. O excesso de
DCFH-DA foi removido por lavagem com tampdo de HBSS. As células
foram entdo incubadas durante 2h com as 1,4-naftoquinonas substituidas
gue apresentaram maior citotoxicidade (DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 — 15
pUM), lavou-se mais duas vezes com HBSS, em seguida, 100 pl de
HBSS/pogo foi adicionado. O controle negativo foi tratado com meio de
cultura fresco e o volume respectivo de veiculo (DMSO a 0,25%). A
intensidade de fluorescéncia foi avaliada usando filtros de excitacdo a 485
nm e emissdo a 520 nm. Mudanc¢as nas concentracdes intracelulares de
EROs foram determinadas seguindo a formula a seguir: DF/FO = (Ft-
F0)/FO, onde FO representa a fluorescéncia inicial e Ft representa a
fluorescéncia mensurada a cada intervalo de tempo avaliado (GLORIEUX
etal., 2011).

A dosagem de proteinas totais presentes no homogenato foi
mensurada pelo método de Bradford utilizando o kit Coomassie (Bradford)



69

Protein Assay da Pierce Biotechnology (Rockford, IL, USA) e seguindo as
instrugdes do fabricante.

3.15 ENSAIO DE IMUNOELETROFORESE PARA CDK2, PARP, P53 E
yYH2AX

Apos, realizados os devidos tratamentos das células MCF7 em
cultura com as 1,4-naftoquinonas substituidas em uma concentracdo
correspondente a Clzo (12 uM; 13,2 uM; 9 uM e 14,4 uM, respectivamente)
por um periodo de 24 horas, as células foram lavadas 3x com PBS e
tratadas com o tampdo de lise RIPA em pH 7,4 (Tris—Cl 25 mM, NaCl 150
mM, NP40 1%, desoxicolato de sodio 0,25% e fluoreto de
fenilmetilsulfonilo 1 mM) suplementado para uso com um coquetel inibidor
de proteases 1% e outro inibidor de fosfatases 3%, ambos procedentes da
Sigma-Aldrich®. A concentracdo de proteinas presente em cada amostra foi
determinada pelo método de Bradford por meio de um Kit para
determinacdo (BioRad). Em seguida, as amostras foram desnaturadas em
tampédo Laemmli em pH 6,8 composto por Tris—Cl 60 mM, dodecil sulfato
de sddio 2% (SDS), glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% e 0,01% de azul de
bromofenol. Quantidades de proteinas adequadas (40-50 pg) foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de
sddio (SDS-PAGE). Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas em
tampdo bloqueador (5% de leite desnhatado seco, Tris 20 mmol/L, pH 7,6,
NaCl 150 mmol/L, 0,01 % de Tween -20 ) durante 1h a temperatura
ambiente, o que foi seguido por incubacdo com o anticorpo primario
durante a noite a 4 °C. As membranas foram entdo lavadas e incubadas
durante 60 min com um derivado anticorpo. A deteccdo das bandas foi feita
com um kit para deteccdo de quimiluminescéncia (Amersham®) e as
imagens foram obtidas por revelacdo em filme de raio-X. Anticorpos
monoclonais primarios de coelho contra cdk2, PARP, p53 e yH2Ax foram
adquiridos da Santa Cruz Biotech®. Os anticorpos secundarios de coelho
foram adquiridos da Santa Cruz Biotech®. Para o controle da carga de
proteinas utilizava-se como marcador a B-actina da Abcam (Cambridge,
UK).
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3.16 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

3.16.1 Protocolo do Modelo Experimental da forma ascitica do
carcinoma de Ehrlich (TAE)

Para este ensaio, foi utilizado o modelo experimental com
camundongos Balb/c, pesando 20 + 2 g e distribuidos em nove diferentes
grupos experimentais (n= 6): 1) controle negativo (TAE + solucdo de NaCl
0,9%); I1) controle positivo (TAE + Doxorrubicina); 111) grupo tratado com
DPB1 (TAE + DPB1); IV) grupo tratado com DPB2 (TAE + DPB2); V)
grupo tratado com DPB4 (TAE + DPB4); VI) grupo tratado com DPB5
(TAE + DPB5).

Os camundongos foram inoculados com 5 X 10° células tumorais no
peritdnio em condicBGes assépticas, sendo considerado dia zero (0). O
tratamento dos animais iniciou-se 24h apds a inoculacdo das células do
TAE, administrando-se doses de DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 (0,5 mM/kg)
ou doxorrubicina (1,2 mg/kg), durante 9 dias consecutivos. Os animais do
grupo | receberam 50 pl de uma solugdo de NaCl 0,9% diariamente durante
0 mesmo periodo de tratamento. Todos os tratamentos foram realizados por
via intraperitoneal (i.p.).

No décimo dia, os animais de cada grupo foram anestesiados e
sacrificados por deslocamento cervical, sendo retirado o liquido ascitico
para a realizacdo das analises.

3.16.2 Avaliacdes morfoldgicas

3.16.2.1 Avaliacao da Variacao de Peso

A variacdo de peso dos camundongos foi calculada através da
diferenca entre o peso final (apds os 9 dias de tratamento) e o peso inicial
dos animais (peso que 0s mesmos apresentavam no dia da inoculagdo do
tumor, dia 0). Os resultados obtidos foram expressos em gramas
(KVIECINSKI et al., 2008).

3.16.2.2 Avaliacdo da Inibi¢do do Crescimento Tumoral

A variacdo da circunferéncia abdominal dos camundongos foi
calculada a partir da diferenca entre a medida final (ap6s os 9 dias de
tratamento) e a medida inicial (medida que os mesmos apresentavam no dia
da inoculacdo do tumor, dia 0) da circunferéncia abdominal dos animais. Os
resultados obtidos foram expressos em centimetros (KVIECINSKI et al.,
2008).
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A inibicdo do crescimento tumoral foi calculada a partir da variagdo
da circunferéncia abdominal obtida apds 9 dias de tratamento dos animais
com 0s compostos e associagdes, através da seguinte formula:

Inibicdo do crescimento tumoral (%) = [(variacdo da circunferéncia
abdominal apresentada pelo tratamento X 100) / variacdo da circunferéncia
abdominal apresentada pelo grupo controle negativo] — 100 (KVIECINSKI
etal., 2011a).

3.16.3 Avaliagdes histocitoldgicas

3.16.3.1 Determinacdo do volume total de liquido ascitico e volume de
células compactadas

O volume ascitico total foi mensurado utilizando tubos falcon
graduados. Apo6s a centrifugacdo a 1000 g por 5 min dos respectivos tubos
preenchidos com todo liquido retirado dos animais foi determinado o
volume de células compactadas (KVIECINSKI et al., 2008).

3.16.3.2 Determinacao da relacdo de células inviaveis e viaveis

Ap6s 9 dias de tratamento foram retiradas aliquotas de liquido ascitico
(10 pl) dos camundongos previamente tratados com as 1,4-naftoquinonas
substituidas e adicionado 890 pl de salina e 100 ul de azul de tripan. Foi
realizada a contagem das células viaveis e inviaveis com auxilio de um
microscopio. Esta relagdo foi calculada a partir da divisdo do numero de
células inviaveis por celulas viaveis.

3.16.3.3 Determinacéo do tipo de morte celular induzido

O tipo de morte celular induzido pelas 1,4-naftoquinonas substituidas
(DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5) foi avaliada por citometria de fluxo
utilizando o kit FITC Annexin V Apoptosis Detection da BDPharmingen
(San Diego, CA, USA), seguindo as instrucdes do fabricante.

Apo6s 9 dias de tratamento foram retiradas aliquotas de liquido
ascitico dos camundongos previamente tratados contendo 10° células/mL.
Posteriormente, as células foram lavadas em PBS (3X) e ressuspensas em
200 pl do tampao de ligacdo (0,1 M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4 M NacCl, 25
mM CaCl,) previamente diluido na proporcdo 1:10 em agua destilada.
Foram adicionados 5ul de anexina V, seguidos de incubacgdo no escuro pelo
tempo de 15 min. Por fim, foram adicionados 5 pl de iodeto de propideo e
realizada a andlise no citdmetro de fluxo. A intensidade de fluorescéncia da
anexina V-FITC e do iodeto de propideo foram mensuradas utilizando um



72

filtro de excitacdo a 488 nm e de emissdo na faixa de 515-545 e 564-606
nm, respectivamente (BDPHARMIGENTM, 2012).

O citdbmetro foi calibrado com trés controles: controle normal
(células retiradas de camundongos portadores do TAE e néo tratados, a fim
de se descontar a autofluorescéncia emitida pelas mesmas), controle
positivo para apoptose (células retiradas de camundongos portadores do
TAE ndo tratados submetidos a radiacdo UV por um periodo de 20
minutos) e controle positivo para necrose (células retiradas de
camundongos portadores do TAE ndo tratados e posteriormente congeladas
em freezer -80°C por 20 minutos ap6s a sua lavagem). Os dados obtidos
foram analisados utilizando o software Winmdi.

O tipo de morte celular induzido pelos tratamentos foi classificado
da seguinte maneira: células marcadas apenas com anexina V foram
consideradas em apoptose inicial; células marcadas com anexina V e iodeto
de propideo foram consideradas em apoptose tardia; ja células marcadas
apenas com iodeto de propideo foram consideradas necréticas. Os
resultados foram expressos como percentual de células em apoptose inicial
e tardia e em necrose.

3.17 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA IN VIVO

A avaliacdo da atividade antiangiogénica das 1,4-naftoquinonas
substituidas selecionadas foi realizada através do ensaio da membrana
corioalantdica (CAM), de acordo com a metodologia descrita por Nguyen,
Shing e Folkman (1994). Ovos fertilizados da espécie Gallus domesticus
foram incubados em uma incubadora automatica e digital Chocmaster®, na
posi¢do horizontal, & temperatura de 37 °C e sob umidade relativa do ar de
33%. Apbs 48h de incubacgdo (2 dias), uma pequena janela de 5 mm de
diametro foi aberta na casca, na regido onde se localiza a cAmara de ar do
0Vvo e, assim, uma quantidade de cerca de 5 mL de clara foi retirada a fim
de se evitar a aderéncia dos embrides nas membranas ovulares.

Em seguida, outra janela (cerca de 15 mm de didmetro) foi aberta na
regido do ovo posicionada acima da regido da membrana corioalantéica dos
embribes. As janelas foram fechadas com auxilio de fita adesiva e fita
isolante de cor preta para minimizar a perda de umidade. Os embrides
permaneceram assim, sob incubag&o, por mais 72h até a idade embrionaria
de 5 dias ou 120h, quando um disco de metilcelulose (1,5%) adsorvido com
DPB1, DPB2, DPB4 e DPBS5 (50, 75 e 100 uM) e DPB2 (5, 10 e 20 pM),
foi implantado sobre os vasos sanguineos no ter¢o externo da membrana
corioalantoica. O orificio foi novamente fechado com a fita adesiva e fita
isolante. Assim a incubacdo prosseguiu por mais 48h, até a idade
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embrionaria de 8 dias, quando se realizou a andlise da atividade
antiangiogénica.

A fita foi retirada e os dados referentes ao desenvolvimento
embrionario e vascular na regido de implantacdo do disco foram
registrados. Uma camera fotografica acoplada a um estereomicroscopio
com aumento de 20x capturou imagens que foram enviadas para um
microcomputador, onde cada imagem foi utilizada para se realizar uma
contagem de vasos sanguineos que interceptam o disco. Os resultados
foram expressos como percentual de vasos + desvio-padrdo, em relacéo ao
grupo controle negativo.

3.18 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada através do
método de analise de varidncia ANOVA, complementada por Tukey-
Kramer, e o teste de Barlett quando necessario, admitindo-se um nivel de
significancia de, no minimo, p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PROPRIEDADES ELETROQUIMICAS

Os valores dos ponteciais de meia-onda, E';, e E",;,, avaliados a
partir de voltamogramas obtidos em uma velocidade de varredura de 100
mVs-1, e os LogP das 1,4-naftoquinonas substituidas sdo apresentados na
(Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades eletroquimicas das 1,4-naftoquinonas substituidas.

Potencial (mV) LogP

Ell/z E”1/2 (C&lCd)
DPB1 -578,60 -1145,10 1,68
DPB2 -596,50 -1201,00 1,63
DPB3 -376,50 -914,80 2,14
DPB4 -578,30 n.d. 2,23
DPB5 -609,20 -1185,00 2,18
DPB6 -349,80 -902,50 2,68
DPB7 -552,00 n.d. 3,12
DPBS8 -600,80 -1106,60 3,07
DPB9 -375,70 -875,20 3,58

Nota: n.d. = ndo detectavel.

Em relacdo as propriedades redox e sua influéncia na citotoxicidade,
estudos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa do laboratério
LABIOEX e GTOX desmontraram que a atividade citotéxica de 1,4-
naftoquinonas depende em grande parte da sua hidrofobicidade e do
potencial de meia-onda (BENITES et al., 2010; BENITES et al., 2011;
VASQUEZ et al., 2011). A literatura cientifica indica que compostos que
possuem os valores do E';;, menos negativos sdo mais faceis de reduzir que
aqueles com valores mais negativos. Por outro lado, Vasquez e
colaboradores (2011) demonstraram que o processo de ciclo de redox
envolve o equilibrio entre o progenitor quinona e o respectivo radical
semiquinbnico. Portanto, a formagdo da correspondente semiquinona
radical, por meio de reducdo com acido ascorbico e a geragdo de EROs no
processo redox é provavelmente mais favoravel para aquelas quinonas com
valores de E';, menos negativos. Neste sentido, de acordo com a Tabela 1,
podemos sugerir que os compostos DPB3, DPB6 e DPB9, que
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apresentaram valores de E';, maiores gue os demais compostos, teriam um
efeito citotdxico maior. Entretanto, resultados posteriores revelaram que
ndo ha uma relagdo direta entre E',, e citotoxicidade para 0s compostos em
estudo, além de que a citotoxicidade dependera também da linhagem
celular de cancer estudada.

4.2 ATIVIDADE CITOTOXICA

As antraciclinas sdo 0s agentes quimioterapicos com nicleo quindide
mais eficazes e amplamente utilizados na terapia do céncer, no entanto, seu
uso é limitado pelo desenvolvimento de resisténcia a quimioterapia e graves
efeitos adversos como a cardiotoxicidade, insuficiéncia cardiaca congestiva
e vomitos (CORTES-FUNES; CORONADO, 2007; CHRISTOFFERSEN
et al., 2009). Diante disto, modificacBes quimicas na estrutura do farmaco
tém sido propostas nos Ultimos anos com o objetivo de promover versdes
farmacoldgicas mais eficazes, seletivas, bem como minizar seus efeitos
colaterias. Neste sentido, o presente trabalho estudou nove compostos
sintéticos,  1,4-naftoquinonas substituidas, contendo modificacbes
estratégicas no nucleo quindide, com intuito de caracterizar o potencial
antitumoral e antiproliferativo.

Alguns estudos ja vém demonstrando que mudancas estruturais
estratégicas no nudcleo quindide, que tem por caracteristica estrutural a
presenca de duas unidades carbonilicas (C=0) conjugadas com pelo menos
duas ligacGes duplas (CC) formando um sistema ciclico de seis membros,
promovem mudancas significativas na citotoxicidade para células MCF7,
DU145, T24, J82, AGS, SK-BEM-1 e prejudicam a capacidade
proliferativa das células T24 (BENITES et al., 2010; VALDERRAMA et
al., 2011; EMADI et al., 2011). Segundo alguns autores esta atividade
citotoéxica pode ser devido a presenca do ndcleo quindide, unidade
eletroativa, que pode sofrer uma reducgdo enzimatica de um ou dois elétrons
que sdo catalisadas por flavoenzimas, utilizando NADPH como um doador
de elétrons. Este processo leva a formacdo de radicais intermediarios
semiquinona e reagfes subsequentes com oxigénio, gerando desta forma
EROs, os quais se cré ser responsavel pela maior parte do atividade
citotéxica e antiproliferativa destes compostos (GUTIERREZ, 2000;
ABREU et al., 2002).

As moléculas estudadas no presente trabalho sdo 1,4-naftoquinonas
com alteracGes estruturais, sendo que o principio destas substituicGes
estratégicas seria diminuir a eletrofilidade, potencializando assim o ciclo
redox, e consequentemente elevando a geragdo de EROs, principalmente
H,0,, culminando com um maior citotoxicidade as células tumorais uma



77

vez (ue estas tem as defesas antioxidante pouco ativa (VERRAX et al.,
2011a).

A Tabela 2 apresenta a citotoxicidade, os valores de Clsy (UM/mL)
obtidos apds a incubacdo de células MCF-7 com as 1,4-naftoquinonas
substituidas (DPB1 a DPB9) em uma faixa crescente de concentracdo (5 —
80 uM/mL) durante o periodo de 24 horas.

Tabela 2. Valores de Cls, obtidos ap6s o tratamento de células MCF7 com as 1,4-
naftoquinonas substituidas 1 a 9 (5 a 80 uM) pelo periodo de 24 horas.

Compostos Clso (M) para MCF7
DPB1 20,3+18
DPB2 22,6+8,0
DPB3 48,6 £ 6,6
DPB4 150+8,5
DPB5 239+81
DPB6 56,0+£8,7
DPB7 34,8+8.2
DPB8 28675
DPB9 30,1+£55

Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Meédia + Desvio Padrdo dos valores de Clsy dos 1,4-naftoquinonas
substituidas.

Como se pode visualizar na tabela 2 e apresentado no artigo de
Farias e colaboradores (2013) (ANEXO B), as 1,4-naftoquinonas
substituidas em estudo apresentaram efeito citotdxico importante para
células MCF7 (< 50 uM), com excecdo do composto DPB6 (56 uM), em
um periodo de 24h de incubagdo. Além disso, observa-se que 0s compostos
DPB4, DPB1, DPB2 e DPB5 apresentaram maior citotoxicidade (15 puM,
20,3 UM, 22,6 uM e 23,9 uM, respectivamente), sendo considerados os
compostos mais ativos.

Os efeitos citotdxico de quinonas tém sido relacionados, por alguns
estudos, a uma propriedade quimica intrinseca da unidade quinonoidica,
associada a outros fatores estruturais, os quais sdo responsaveis pela
intensidade da atividade antitumoral (DA SILVA et al., 2003; GARUTI, et
al., 2004). Outros estudos tém relatado também que o efeito citotoxico
apresentado por estes compostos depende diretamente da natureza dos



78

substituintes associados ao grupo quinonoidico, uma vez que 0s Mesmos
podem interferir no equilibrio do sistema quindide afetando a ocorréncia do
ciclo redox e consequentemente, a producdo de EROs (GARUTI, et al.,
2004; BENITES et al., 2008a e b; BENITES et al., 2009).

Neste sentido, verificou-se que dentre 0S compostos que
apresentaram maior citotoxicidade, DPB4 e DPB1 ndo apresentam em sua
estrutura quimica o radical metil, enquanto os compostos DPB2 e DPB5
apresentam este radical na posicdo 2. Benites e colaboradores (2010)
revelaram numa andlise de relagdo estrutura atividade de
aminonaftoquinonas, que a insercdo de um grupo metil ao atomo de
nitrigénio da fenilaminonaftoquinonas induziu uma diminuicdo na atividade
citotdxica dos compostos, sugerindo que a interacao estereo-eletronica entre
os fragmentos doadores e aceptores, através do nitrogénio, parece ser
fundamental para a  atividade citotoxica do  croméforo
fenilaminonaftoquinona.

Além disso, corroborando nossos resultados, estudos anteriores tém
mostrado que mono ou dimetil substituicdo de 1,4-naftoquinona na posicao
2 ou 2 e 3, respectivamente, diminui a sua citotoxicidade, quer devido a
baixa taxa de ciclo redox, causada pelos mais baixos potenciais redox
impostos por substituicdo do radical metil, ou pela menor taxa de adicéo
eletrofilica (ROSS et al. 1986; OLLINGER; BRUNMARK, 1991).

Os resultados relacionados ao efeito citotoxico nos permitem ainda
relatar que os compostos DPB7, DPB8 e DPB9, que apresentaram
citotoxicidade semelhante (=30 uM), tem em sua estrutura o radical
tiofenocarbonil, o que sugere que a adig¢do deste radical parece ser crucial
para reducdo da atividade citotdxica destes compostos. Além disso, de
acordo com Rios e colaboradores (2012), estes compostos, bem como
DPB3 e DPB6, apresentam uma maior lipofilicidade, enquanto que os
compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 apresentam uma maior
hidrofilicidade, sugerindo-se, portanto, que as propriedades de
lipofilicidade em conjunto com a capacidade redox de cada composto
podem facilitar interagdes com os alvos biolégicos envolvidos na atividade
citotoxica.

Por fim, verificou-se que a toxicidade das 1,4-naftoquinonas
substituidas em estudo é influenciada principalmente pelos substituintes
ligados diretamente ao nucleo naftoquinona onde grupos doadores e
aceptores de elétrons modulam as propriedades eletrénicas do atomo de
nitrogénio presente nessas moléculas, facilitando ou dificultando a
ocorréncia do ciclo redox (BENITES et al., 2009).
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4.3 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

Os resultados referentes a avaliacdo da atividade antiproliferativa
sdo apresentados na figura 11. Como se pode observar, os compostos
DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 apresentaram atividade antiproliferativa
significativa, em torno de 30%, 65%, 75% e 27,5% respectivamente.
Avaliando-se o numero de col6nias formadas ap6s o tratamento das células
com as naftoguinonas na concentragdo de 10 uM/mL, pode-se verificar que
DPB4 apresentou maior efeito antiproliferativo que os demais compostos, o
gue pode estar associado ao fato desta naftoquinona ter apresentado maior
citotoxicidade em células MCF7. Portanto, assume-se que houve um efeito
citostatico ja que se observou uma redugdo do nimero de col6nias, estando
implicito que houve uma reducéo na taxa proliferativa dessas células em
face dos tratamentos com as 1,4-naftoquinonas substituidas estudadas.
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Figura 11. Efeitos das 1,4-naftoquinonas substituidas sobre a capacidade
proliferativa de células MCF7.
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Nota: Os resultados sdo representados pela média do ndmero de unidades
formadoras de coldnia + Desvio-Padrdo, n=3. (***) representa diferenca estatistica
significativa (p < 0,001) em relac@o ao grupo controle negativo (CN).

Dados da literatura tém demonstrado que EROs geradas pelo ciclo
redox de quinonas, podem atuar bloqueando a reacdo de Oxido-reducdo
catalisada pela GADPH, ao inativarem esta enzima ou ao depletarem os
niveis de NAD" requeridos para a ocorréncia da via glicolitica (VERRAX
et al.,, 2007). Diante dos resultados apresentados, sugere-se que o efeito
citostatico apresentado pelos compostos em estudo, pode ser reflexo de
interferéncias na via glicolitica causadas por esses tratamentos.
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Por outro lado, a proliferagdo de células tumorais tem sido
associada com a via do fosfoinositol 3-quinase (PI3K), que medeia efeitos
na transducdo de sinal e na expressdo génica que contribuem para
tumorigenese (CHANG et al., 2003). Neste sentido, e corroborando os
resultados obtidos neste trabalho, Chae e colaboradores (2012)
demonstraram que a naftoquinona juglona inibe a proliferacdo de células
tumorais, provavelmente pelo blogueio da via de sinalizagdo PI3K/AKT.

4.4 POTENCIAL DE DANOS DIRETOS AO DNA PLASMIDIAL DAS
1,4- NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS

Alguns autores tém sugerido que o potencial redox das quinonas tem
sido correlacionado com quebras da fita do DNA (WANG et al., 2003; LI et
al., 2005) o que levou este estudo a avaliar o potencial de inducéo de dano
direto ao DNA plasmidial pelas 1,4- naftoquinonas substituidas.

As corridas eletroforéticas revelaram que o0s compostos na
concentracdo de 0,05 pM, foram capazes de promover fragmentagdo do
DNA plasmidial, alterando desta forma seu perfil eletroforético normal
(conformacdo superenovelada — FI) (Figura 12 e Tabela 3).

Figura 12. Efeito sobre o DNA plasmidial das 1,4-naftoquinonas substituidas
(DPB1 a DPB9) na concentragédo de 0,05 uM ap6s 16 horas de incubag&o a 50 °C.
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Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de dilui¢do
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das 1,4-naftoquinonas substituidas. EcoRI= controle positivo, DNA tratado com o
veiculo de diluicdo das 1,4-naftoquinonas substituidas e enzima de restri¢cdo EcoRI.
(***) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,001), (*) representa
diferenga estatistica significativa (p < 0,05), em relagdo ao grupo controle negativo
(CN).

Tabela 3. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas (0,05 pM) sobre o DNA
plasmidial.

Compostos Formas do DNA plasmidial (%06)

Fl Fll FiHI
CN 95,97 4,03 0,00
DPB1 77,09 22,91%** 0,00
DPB2 87,54 12,46* 0,00
DPB3 88,55 11,45* 0,00
DPB4 69,68 30,32%** 0,00
DPB5 88,99 11,01* 0,00
DPB6 89,87 10,13* 0,00
DPB7 87,98 12,02* 0,00
DPB8 83,02 13,98* 0,00
DPB9 88,61 11,39* 0,00
EcoRl 23,26 71,80 4,86

Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padr@o do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. EcCoRI= controle positivo, DNA tratado com o
veiculo de diluicdo dos 1,4-naftoquinonas substituidas e enzima de restricdo
EcoRI. (***) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,001), (*) representa
diferenca estatistica significativa (p < 0,05), em relagdo ao grupo controle negativo
(CN).

Embora, os compostos DPB3, DPB6, DPB7, DPB8 e DPB9 ndo
tenham apresentado efeito citotdxico tdo relevante quanto os demais
compostos avaliados, os mesmos foram capazes de promover a
fragmentacdo do DNA. Por outro lado, destacam-se os compostos DPB1,
DPB2, DPB4 e DPB5, que promoveram um aumento de quebras simples 5,
3, 7 e 3 vezes maior que o controle negativo. Portanto, sugere-se que um
dos mecanismos pelos quais estes compostos promovem a morte das células
tumorais analisadas seja pelo dano direto ao DNA.
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Como controle positivo foi utilizado a enzima EcoRI, uma enzima
isolada a partir de cepas de Escherichia coli e que é utilizada como uma
enzima de restricdo (KURPIEWSKI et al., 2004). Estas enzimas degradam
os acidos nucleicos em pontos de corte especificos, mas podem também
exibir corte ndo especifico, dependendo das condi¢Bes presentes na reacao
(baixa concentracdo de sal, concentracdo de glicerol elevada, quantidade
excessiva de enzima presente na reacdo, pH elevado e contaminagdo por
certos solventes organicos) (NELSON; COX, 2000; KURPIEWSKI et al.,
2004).

Tem sido demonstrado na literatura que a introducdo de quebras nas
fitas de DNA compromete a integridade da informacdo genética e
consequentemente a viabilidade celular e que as clivagens causadas na
dupla fita do DNA sdo mais letais para as células, pois sdo mais dificeis de
serem refeitas pelos processos de reparacdo enzimatica (LI1U et al, 1999).

Diante destes dados na literatura e corroborando nossos resultados,
Chen e colaboradores (2011) demonstraram que a plumbagina, um derivado
de 1,4-naftoquinona foi citotoxico para células de tumor hepatico humano
(BEL7404) e esta citotoxicidade foi relacionada ao dano direto aoc DNA.
Kumar e colaboradores (2009) também demonstraram que o composto 1,4-
naftoquinona induziu a citotoxicidade em células B16F1 (linhagem tumoral
de melanoma de murino), reduziu a proliferacdo destas células tumorais,
através do ensaio clonogénico, bem como induziu a fragmentacéo do DNA,
sendo este dano relacionado a producdo de EROs geradas pelo composto
1,4-naftoquinona, resultado semelhante ao apresentado neste trabalho.

4.5 EFEITO DA LUZ UV-A NO POTENCIAL DE DANOS DIRETOS DE
1,4-NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS AO DNA PLASMIDIAL

A partir dos resultados apresentados pelas 1,4-naftoquinonas
substituidas (0,05 pM) sobre o DNA plasmidial, foram escolhidos os
derivados DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5, que apresentaram maior
citotoxicidade as células MCF7 e promoveram a fragmentacdo do DNA
para avaliar se 0s compostos na presenca de luz UV-A (365 nm) séo
fotoativados, promovendo assim um maior dano ao DNA plasmidial.

As Figuras 13A, 13B, 13C e 13D e as Tabelas 4, 5, 6 e 7 apresentam
os resultados do efeito da luz UV-A no potencial indutor de dano direto no
DNA plasmidial dos derivados de 1,4 naftoquinonas DPB1, DPB2, DPB4 e
DPBS.
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Figura 13A. Dano direto ao DNA plasmidial de DPB1 (0,05 puM) na presenga de
luz UV-A (pré-incubacéo de 30 minutos).
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Nota:Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de dilui¢do
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiagdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiagéo
por 30 minutos. (*) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em
relacdo ao composto sem exposi¢éo a radiacdo UV-A.
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Tabela 4. Efeito da luz UV-A no potencial indutor de dano direto no DNA
plasmidial da 1,4-naftoquinona substituida DPB1 (0,05 puM) sobre o DNA
plasmidial.

Compostos Formas do DNA plasmidial (%0)

Fl Fll FHI
CN 82,50 17,50 0,00
CN + UV 83,78 16,22 0,00
DPB1 84,18 15,82 0,00
DPB1 + UV 78,66 21,34* 0,00

Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiagdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiagdo
por 30 minutos. (*) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em
relacdo ao composto sem exposicao a radiagcdo UV-A.
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Figura 13B. Dano direto ao DNA plasmidial de DPB2 (0,05 pM) na presenca de
luz UV-A (pré-incubacéo de 30 minutos).
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Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padr@o do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiacdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radia¢do
por 30 minutos. (*) representa diferenga estatistica significativa (p < 0,05) em
relacdo ao composto sem exposi¢do a radiagdo UV-A.
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Tabela 5. Efeito da luz UV-A no potencial indutor de dano direto no DNA
plasmidial da 1,4-naftoquinona substituida DPB2 (0,05 puM) sobre o DNA
plasmidial.

Compostos Formas do DNA plasmidial (%0)

Fl Fll FHI
CN 82,42 17,58 0,00
CN + UV 80,80 19,20 0,00
DPB2 84,15 15,85 0,00
DPB2 + UV 75,69 24,31* 0,00

Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiagdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiagdo
por 30 minutos. (*) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em
relacdo ao composto sem exposicao a radiagcdo UV-A.
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Figura 13C. Dano direto ao DNA plasmidial de DPB4 (0,05 uM) na presenca de
luz UV-A (pré-incubacéo de 30 minutos).
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Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padr@o do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiacdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiacéo
por 30 minutos. (*) representa diferenga estatistica significativa (p < 0,05) em
relacdo ao composto sem exposi¢do a radiagdo UV-A.
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Tabela 6. Efeito da luz UV-A no potencial indutor de dano direto no DNA
plasmidial da 1,4-naftoquinona substituida DPB4 (0,05 uM) sobre o DNA
plasmidial.

Compostos Formas do DNA plasmidial (%0)

Fl Fll FHI
CN 89,32 10,68 0,00
CN + UV 87,82 12,18 0,00
DPB4 83,83 16,17 0,00
DPB4 + UV 74,16 25,84* 0,00

Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiagdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiagdo
por 30 minutos. (*) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,05) em
relacdo ao composto sem exposicao a radiacdo UV-A.
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Figura 13D. Dano direto ao DNA plasmidial de DPB5 (0,05 pM) na presenca de
luz UV-A (pré-incubacéo de 30 minutos).
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Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de dilui¢do
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiacdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiagdo
por 30 minutos.
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Tabela 7. Efeito da luz UV-A no potencial indutor de dano direto no DNA
plasmidial da 1,4-naftoquinona substituida DPB5 (0,05 puM) sobre o DNA
plasmidial.

Compostos Formas do DNA plasmidial (%)

Fl Fll FIll
CN 87,91 12,09 0,00
CN + UV 88,34 11,66 0,00
DPB5 79,87 20,13 0,00
DPB5 + UV 76,75 23,25 0,00

Nota: Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos
como Média + Desvio Padrdo do percentual da forma adotada pelo DNA
plasmidial. CN= controle negativo, DNA tratado apenas com o veiculo de diluicdo
das 1,4-naftoquinonas substituidas. UV-A= radiagdo ultravioleta de comprimento
de onda de 365 nm, os compostos e controle foram pré-incubados a esta radiagdo
por 30 minutos.

Os resultados obtidos demonstram que os compostos DPB1, DPB2 e
DPB4, pré-incubados sob luz UV-A por 30 minutos, promoveram maior
dano ao DNA plasmidial. Sendo que os compostos DPB2 e DPB4
demonstraram um potencial indutor de dano direto ao DNA muito mais
efetivo, uma vez que a forma superenovelada (FIl) aumentou em torno de
9% (Figura 11B e 11C; e Tabelas 5 e 6, respectivamente).

Ademais, a partir dos resultados obtidos podemos observar que a
atividade de clivagem das 1,4-naftoquinonas substituidas, promoveu maior
quebra da cadeia simples do DNA (forma FII) que quebra em ambas as fitas
(forma FIII). Estes resultados corroboram o estudo de Dal Ben e
colaboradores (2007), que demonstraram que a inducdo de quebras da
cadeia simples é um tipico efeito da antraciclinas.

Segundo a literatura, a radiacdo UV-A (320 — 400 nm) desencadeia a
morte celular através da geracdo de EROs, como oxigénio singlete, radicais
superdxido, radicais hidroxila e perdxido de hidrogénio, que podem reagir
com macromoléculas, incluindo os &cidos nucleicos induzindo dano aos
nucleotideos, quebras simples e duplas das cadeias do DNA
(SCHARFFETTER-KOCHANEK et al., 1997; LEE; PARK, 2013). Além
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disso, as propriedades espectroscépicas apresentadas por alguns compostos
contendo ligantes policiclicos aromaticos tornam estas espécies quimicas
passiveis de fotoativacdo com o objetivo de se obter um estado excitado que
seja eficiente na clivagem de biomoléculas (proteinas, DNA) para utilizagéo
em terapias medicinais (ALI; van LIER, 1999; BONNET, 2000).

Da mesma forma, alguns complexos metéalicos como os de metais
lantanio (I11) e gadolinio (I11) com os ligantes phen, dpq e dppz, exibiram
atividade de quebra de DNA na faixa de ativacdo da radiacdo UV-A, com a
geracgdo de oxigénio singlete e radical hidroxila, além de fotocitotoxicidade
in vitro frente a células cancerosas (HUSSAIN et al, 2010). Também
Policarpi (2011), demonstrou que complexos de cobre Il com ligante
planares aromaticos quando fotoativados sob UV-A possuem caracteristicas
de interacdo e clivagem de DNA e atividade citotoxica.

Portanto, a partir dos resultados apresentados e dos relatos da
literatura, é possivel sugerir que a fotoativagdo via UV-A contribui de
forma significativa para elevar a atividade de nuclease quimica das 1,4-
naftoquinonas substituidas frente ao DNA plasmidial.

4.6 INTERACAO DE 1,4-NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS COM
DNA DE TIMO DE  VITELO OBSERVADA POR
ESPECTROFOTOMETRIA.

Para caracterizar a interagdo das 1,4-naftoquinonas substituidas com
0 DNA, foi utilizado a técnica de espectrofotometria, na regido espectral do
ultravioleta préximo e do visivel, que é amplamente empregada para
estudar a interacdo de diferentes moléculas com o DNA (WANG et al.,
2009). Salienta-se que quando utilizamos esta metodologia qualquer
variacdo espectral observada entre os compostos e 0 DNA devera provir da
interacdo dos mesmos com o DNA. Portanto, apés a adi¢cdo de DNA a uma
solucdo de determinado composto, a inexisténcia de qualquer variagdo da
absorvancia indica que o composto estudado ndo tem capacidade de
interagir com o DNA, na condi¢do estabelecida no estudo (KELLY et al.,
1985). A literatura descreve que a doxorrubicina, um potente farmaco
antitumoral, é um intercalante ndo especifico de DNA, sendo, portanto,
considerado um composto de referéncia na avaliagdo de agentes
intercalantes (NEIDLE, 1979).

Os espectros eletronicos de varredura UV-Vis dos 1,4-naftoquinonas
substituidas (20 uM) com CT-DNA (20 uM), representados nas Figuras
14A a 141, revelaram que os compostos DPB2 (Figura 14B), DPB3 (Figura
14C), DPB6 (Figura 14F) e DPB8 (Figura 14H) apresentaram uma reducédo
na sua absortividade (hipocromismo), a semelhan¢a do agente intercalante
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de referéncia na literatura, a doxorrubicina. J& os 1,4-naftoquinonas
substituidas, DPB1 (Figura 14A), DPB4 (Figura 14D) e DPB5 (Figura
14E), apresentaram somente uma pequena reducdo na sua absortividade.

Por outro lado, os compostos DPB7 (Figura 14G) e DPB9 (Figura
141) ndo apresentaram nenhuma variacdo espectral, quando estes compostos
ndo foram associados ao CT-DNA, sugerindo-se entdo que estas moléculas
ndo possuem a capacidade de interagir com 0 DNA.

Figura 14A. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB1 (20 uM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.

Absorbancia

B °

- S

Absorbancia

Comprimento de onda (nm)



94

Figura 14B. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB2 (20 uM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 14C. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB3 (20 uM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 14D. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB4 (20 uM) observado

por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 14E. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB5 (20 uM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 14F. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB6 (20 pM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 14G. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB7 (20 uM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 14H. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB8 (20 uM) observado
por espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.
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Figura 141. Interacdo do DNA de timo de vitelo com DPB9 (20 puM) observado por
espectrofotometria de UV préximo e luz visivel.

— N sesses Doan
A.r'

- (DOxDNA) DNA 0ogs & gPSea,

- o (DPESONAIINA . e

Absorbéancia

&

‘ 50
Comprimento de onda (nm)

— A el - (DPECMALLNA

Absorbancia

54 55

400, 45
Comprimento de onda {(nm)

A intercalacdo traduz-se espectroscopicamente em uma diminuicdo
da intensidade de wuma banda espectral (efeito hipocrémico)
(PLUMBRIDGE; BROWN, 1977; CHEN et al., 2011), o que pode ser
observado neste trabalho para os compostos DPB1, DPB2, DPB3, DPB4,
DPB5, DPB6 e DPB8. Corroborando nossos resultados Chen e
colaboradores (2011) a fim de determinar a constante de ligacdo de DNA e
plumbagina (5-hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) observaram mudancas
espectrais atraves de titulagio com CT-DNA, onde demonstraram que
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houve uma reducdo de absor¢do do composto na regido UV, sugerindo que
o principal modo de ligacdo do composto ao DNA é por intercalacéo.
Também esta bem documentado na literatura que a intercalacdo de
empilhamento n - @ dos anéis aromaticos dos complexos com as bases de
DNA afeta os dipolos de transicdo das moléculas e, geralmente, conduz a
uma diminuicao sua absorbancia (CHEN et al., 2011).

Diante dos resultados obtidos, bem como o0 ensaio de atividade
nucleasica e considerando ainda a literatura, podemos sugerir que 0s
compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5, que apresentaram um efeito
hipocrémico quando ligado ao CT-DNA possui uma interacdo direta com o
DNA, podendo promover acgdes sinérgicas de dano direto e/ou intercalagéo
com o DNA.

4.7 INTERACAO DE 1,4-NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS/CT-
DNA, POR FLUORESCENCIA

Brometo de etideo é um intercalador de DNA bem conhecido, que é
fracamente fluorescente, mas cuja fluorescéncia aumenta quando
intercalado entre os pares de bases do DNA (SILVA et al., 2010). Neste
sentido, ele pode ser usado para avaliar moléculas intercalantes, porque
estas podem desloca-lo a partir de sitios do DNA que conduzem a
diminuicdo ou mesmo a extingdo de fluorescéncia. Dessa forma, foi
avaliado se a interagdo das 1,4-naftoquinonas substituidas (DPB1, DPB2,
DPB3, DPB4 e¢ DPB5) com CT-DNA poderia ser por intercalacdo, através
da intensidade de fluorescéncia da associacdo dos compostos ao CT-
DNA/Brometo de Etideo.

Primeiramente, foi realizada a curva de saturagdo da intensidade de
fluorescéncia obtida da adi¢do de brometo de etideo ao CT-DNA (20 pM),
utilizando a faixa de concentracdo de 10 a 110 puM. Esta faixa de
concentracdo de brometo de etideo foi utilizada para determinar o ponto de
saturacdo de moléculas do brometo nos sitios do DNA (30 uM). Apos a
determinacdo do ponto de saturacdo do brometo de etideo, foi verificado a
intensidade de fluorescéncia com o0 aumento das concentracdes dos
derivados de 1,4 naftoquinonas (DPB1, DPB2, DPB3, DPB4, DPB5 - 1, 10,
20, 30 e 40 uM) e da doxorrubicina (1, 10, 20, 30 e 40 pM) ao interagir
com CT-DNA (20 uM) e brometo de etideo (30 uM), representado pela
Figura 15 e apresentado no artigo aceito de Farias e colaboradores (2013)
(ANEXO B).
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Figura 15. Efeito da adicdo das 1,4-naftoquinonas substituidas (DPB1, DPBZ2,
DPB3, DPB4 e DPBS - 1, 10, 20, 30 e 40 pM) e doxorrubicina (1, 10, 20, 30 e 40
pM) na intensidade de fluorescéncia do Brometo de Etideo (30 uM) ligado ao DNA
(20 pm).
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A adigdo das 1,4-naftoquinonas substituidas selecionados ao CT-
DNA e brometo de etideo promoveu um decaimento significativo na
intensidade de fluorescéncia conforme o aumento da concentracdo dos
compostos, demonstrando que os compostos competem com os sitios de
ligacdo do brometo de etideo ao DNA, diminuindo a intensidade de
fluorescéncia.

Cabe ressaltar que os compostos DPB4 e DPB1 foram capazes de
promover uma maior reducdo da intensidade fluorescéncia do brometo de
etideo ligado ao DNA que os outros compostos e este efeito foi dose-
dependente. Além disso, sugere-se que o composto DPB4 é mais seletivo
que a prépria doxorrubicina, controle positivo, considerando que um
farmaco tdo intercalante pode intercalar ndo s6 com células tumoarsi mas
também com células saudaveis, perdendo sua seletividade. Assim como
demonstrado neste trabalho, alguns estudos (SILVEIRA, 2008; SILVA et
al., 2010; CHEN et al., 2011) indicam que os complexos derivados de
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quinonas ou metalicos competem com os sitios de ligacdo do brometo de
etideo pelo DNA, sugerindo que estes compostos interagem com o DNA
por intercalacéo.

Relacionando o0s resultados deste ensaio com o0s anteriores de
avaliacdo das 1,4-naftoquinonas substituidas de interagdo com DNA,
observamos uma correlacdo positiva com os compostos DPB1, DPB2,
DPB4 e DPB5. Os mesmos demonstraram na espectrofotometria UV-Vis
um efeito hipocrémico, que demonstra que ha um tipo de interacdo, sendo
sugerido que esta interacdo seja por intercalagdo, visto que 0s compostos
foram capazes de diminuir significativamente a intensidade de
fluorescéncia, emitida pelo brometo de etideo ligado ao CT-DNA, ou sgja,
0s compostos competiram pelos sitios do DNA ligado ao brometo,
semelhante a doxorrubicina, utilizada como controle positivo. Porém ndo se
descarta a hipdtese que os compostos possam interagir com o DNA de
diferentes formas, assim como a doxorrubicina, um agente antitumoral bem
descrito na literatura, que além de possuir atividade nucleasica por via
oxidativa, também é um agente intercalante ndo especifico de DNA
(NEIDLE, 1979; KENNEDY et al., 2011a).

4.8 AVALIACAO DO DANO AO DNA IN VITRO — ENSAIO COMETA

Em incubacdes com células MCF7 os resultados de indice de dano
ao DNA promovido pelas 1,4-naftoquinonas substituidas (Figuras 16 e 17)
demosntram que o composto DPB4 apresentou uma maior atividade
genotdxica em relacdo aos demais compostos e de forma dose dependentes.
A figura 15 representa as classes de dano ao DNA apresentadas pelos
COMpOStOos.
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Figura 16. Atividade genotdxica das 1,4-naftoquinonas substituidas: DPB1 (Clyq, -
80 UM, Clys5 - 40 uM e Cls, - 20 uM), DPB2 (Clyy - 88 UM, Cls - 44 uM e Cls, -
22 uM), DPB4 (Clygg - 60 pM, Clzs - 30 uM e Clsy - 15 uM) e DPB5 (Clyy - 96
MM, Clss - 48 uM e Clg, - 24 pM) e da doxorrubicina 20 UM como controle
positivo em células de cancer de mama humano (células MCF7).
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Figura 17. Classes de danos ao DNA apresentadas pelas 1,4-naftoquinonas
substituidas em células de cancer de mama humano (células MCF7).
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Considerando 0s ensaios anteriores de dano ao DNA, foi
demonstrado mais uma vez que as 1,4-naftoquinonas substituidas possuem
uma atividade genotdxica, promovendo dano aoc DNA provavelmente
através da geracdo de EROs, culminando com a morte das células tumorais.
Portanto sugere-se que 0s compostos em estudo possuem uma atividade
antitumoral importante, visto que um composto que tem a capacidade de
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causar dano ao DNA e, assim, dano a integridade reprodutora de células em
divisdo, pode servir como um bom agente anticancerigeno.

Recentes trabalhos (ANTONY et al., 2007; ZHOU et al., 2007,
SMART et al., 2008; ZOU et al, 2009) tém indicado que Vvarios
mecanismos sdo responsaveis pela genotoxicidade, provavelmente por
causa de danos no DNA induzida produtos quimicos e estes incluem a
indugdo de espécies reativas de oxigénio, inibicdo da DNA polimerase e
inibicdo da topoisomerase. E corroborando nossos resultados, Kawiak e
colaboradores (2007) demonstram que plumbagina, uma 5-hidroxi-2-metil-
1,4-naftoquinona, promoveu dano ao DNA de células HL60 intactas
(linhagem de leucemia promielocitica), avaliado através do ensaio Cometa.
Além disso, o ensaio Cometa, previamente demonstrado por Salti e
colaboradores (2000) e Lothstein e colaboradores (2000), parece ser Util na
determinacdo de danos ao DNA mediada pela inibigdo da Topoisomerase
I1. Sugerindo-se dessa forma, que 0s compostos em estudo interagem com o
DNA por intercalacdo, demonstrado no ensaio de fluorescéncia, e
promovem a quebra das cadeias de DNA, demonstrado pelo ensaio de dano
direto a0 DNA e pelo ensaio cometa, um efeito tipico de inibidores de
topoisomerase Il. Ressaltamos o composto DPB4, que apresentou maior
dano direto ao DNA, bem como uma intercalacdo com o DNA de forma
dose-dependente e promoveu maior dano ao DNA das células MCF7,
verificado pelo ensaio cometa.

4.9 EFEITOS DAS 1,4-NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS SOBRE O
CICLO CELULAR

A analise da progressdo do ciclo celular foi investigada nas células
MCF7 ap6s 24h de incubacdo com as 1,4-naftoquinonas substituidas (na
concentracdo do Clz) e comparadas ao grupo controle (sem tratamento).
Como se pode observar na Figura 18, o tratamento das células MCF7 com
0s compostos, de maneira geral, causou um bloqueio na fase G2 em
comparacgdo ao controle negativo, com excecdo do composto DPB5, que
ndo alterou a progresséo do ciclo celular.



107

Figura 18. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas (DPB1, DPB2, DPB4 e
DPB5) sobre as fases do ciclo celular em células de linhagem de cancer de mama
humano (MCF7). (**) representa diferenga estatistica significativa (p < 0,01); (***)
representa diferenga estatistica significativa (p<0,001) em relagdo ao controle
negativo (CN).
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Alteracbes no ciclo celular e nas proteinas regulatérias séo
frequentementes associadas a inducdo de apoptose. Avaliando os resultados
apresentados na Figura 18, observamos o percentual de células na fase
G2/M apresentados pelos compostos DPB1 (30,6%), DPB2 (45,3%) e
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DPB4 (33,4%) bloquearam significativamente o ciclo celular na fase G2/M,
destacando-se o composto DPB2, quando comparados ao controle (21,8%).
Corroborando nossos resultados Lin e colaboradores (2009) demonstraram
gue a quinona emodina também induziu a parada na fase G2/M do ciclo
celular em células SCC-4 (carcinona de lingua). Matzno e colaboradores
(2008) também demonstraram que a vitamina K3 promoveu a parada do
ciclo celular na fase G2, e que este bloqueio da fase G2 esté4 relacionada
com a inibigdo da topoisomerase. Este estudo revelou ainda, que vitamina
K3 acelerou o turnover da fase S por meio da ativagdo da ciclina A/cdk2 e
induziu a parada na fase G2/M por meio da inibicdo da formacdo do
complexo ciclina B/cdkl e como resultado, as células sincronizadas foram
acumuladas na fase G2/M e as células foram mais sensiveis a inibicdo da
topoisomerase Il (MATZNO et al., 2008)

Além disso, alguns estudos demonstraram que a inibicdo da proteina
chaperona Hsp90 promove pertubagdes no ciclo celular (acimulo de células
na fase G1, G2, S efou GO), dependendo da linhagem celular, da
concentragdo do composto avaliado e do tempo de tratamento (SENJU et
al., 2006; LYMAN et al., 2011). Assim podemos sugerir que o blogueio na
fase G2 induzida pelos compostos DPB1, DPB2 e DPB4 em células MCF7
pode envolver o mecanismo de inibicdo da topoisomerase, mas ndo através
da inibicdo da proteina Hsp90, considerando que os compostos em estudo
ndo foram capazes de promover a inibicdo desta proteina chaperona, como
demonstrado pelo trabalho de Rios e colaboradores (2012).

410 TIPO DE MORTE CELULAR INDUZIDO PELAS 14-
NAFTOQUINONAS SUBSTITUIDAS IN VITRO

De maneira geral, o tratamento das células MCF-7 com as 1,4-
naftoquinonas substituidas, elevaram o percentual de células necrdticas e
apoptaticas em relacdo ao grupo controle negativo (Tabela 8 e Figura 19).

Alguns autores (BOUJRAD et al., 2007; ARTUS et al., 2010;
BARITAUD et al., 2010) indicam que do ponto de vista bioquimico, o
resultado duplo positivo para anexina V/PI é caracteristico de morte celular
por necrose programada, pois as proteinas implicadas na necrose
programada também estdo envolvidas em outra morte celulares
programadas caspases dependentes ou independentes. O método mais
utilizado para reconhecer a necrose programada € a analise por citometria
de fluxo da permeabilidade celular e da exposicdo exterior da
fosfatidilserina (PS) na membrana plasmatica através da dupla marcagéo
anexina V / Pl. Na apoptose classica dependente de caspase ha um atraso
entre a exposicdo da anexina V e a marcacdao com PI, permitindo uma
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deteccdo inicial de células anexina V-positiva / Pl-negativa (apoptose
inicial) antes da deteccdo de dupla positivo (BOUJRAD et al., 2007;
ARTUS et al., 2010; BARITAUD et al., 2010).
Considerando entdo nossos resultados, observamos que de maneira
geral a maioria dos compostos testados elevaram o percentual de células
apoptdticas iniciais, com excec¢do dos compostos DPB5, DPB7, DPB8 e
DPB9. Entretanto, pode-se observar claramente que todos 0s compostos
aumentaram o percentual de células em apoptose tardia, principalmente.

Tabela 8. Percentual de células apopt6ticas e necrdticas obtidas apos o tratamento
com 1,4-naftoquinonas substituidas (DPB1 a DPB9 — 15 uM) em células de cancer
de mama humano (MCF7) sob incubagéo de 24h.

Tratamentos % de

células

viaveis
CN 98,00
DPB1 77,10
DPB2 82,10
DPB3 86,16
DPB4 78,10
DPB5 85,50
DPB6 92,49
DPB7 82,10
DPB8 89,06

DPB9 90,97

% de
células
necroéticas

0,00

5,00

5,80

6,39

2,50

6,40

1,24
11,60
6,21

2,35

% de células apoptéticas

Apoptose  Apoptose Total de

inicial tardia células
apoptéticas

1,50 0,05 2,00
8,10 9,80 18,00
2,10 10,00 12,10
1,94 5,51 7,45
5,50 13,90 19,40
0,70 7,40 8,10
2,77 3,50 6,27
0,41 5,90 6,31
1,30 3,43 4,73
1,58 5,10 6,68
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Figura 19. Tipo de morte celular induzida pelo tratamento de 1,4-naftoquinonas
substituidas (DPB1 a DPB9 - 15 uM) sobre células MCF7. CN — controle negativo
tratado com meio + DMSO (0,25%).

CN DPBI1 DPB2 DPB3 DPB4
A
2 - 2 2 =
2 a B - || . 1o,
00% 15% | T L0n 08% T &8 100% T 630% S51% AN o
2 2 2 2 2
. >
=y ! o’ & | e oy .
N "Jﬁ' 05% ™% 1% T R% 1% T 800" 194% =78 1% LE
ab” | y ¥ i | Rl R
2‘ A L T I e —
< DPBS DPB6 DPB” DPBS DPBY
) : : & :
g > 2 [ 2 2
= l6a% SN TEYTN s | | 116 LN 6A1% % | e &
3 = = ) H
3 Y g T &1 z
& €, b n 3 1y, 5 4 " 0 . ( »
kx,'.' 0 Ozﬁo 3 20 04l 3,00 + 13 -".l,‘?"o 158
P Y2 Y Bi5 Y0

" E R R EE I EEE E IR

Anexina V. FITC

Dentre os tratamentos mais efetivos, destacam-se aqueles dos
compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5, onde se detectou um percentual
de células apoptoticas totais (apoptose inicial + tardia) de 18%, 12,1%,
19,4% e 8,1%, respectivamente. Entretanto, os compostos DPB3, DPB6,
DPB7, DPB8 e DPB9 também eleveram o percentual de células apoptoticas
em relacdo ao controle negativo, porém, também promoveram aumento
importante do percentual de células necroticas (6,39%, 1,24%, 11,60%,
6,21% e 2,35% respectivamente), quando comparadas ao grupo controle
negativo. No entanto, as células necréticas observadas podem corresponder
a uma necrose secundaria que ocorre posteriormente no processo apoptético
(ARAUJO et al., 2012) uma vez que as células foram tratadas com estes
compostos por 24 hs ou ainda as células marcadas duplamente com anexina
V/Pl podem ser células que morreram por necrose programada e/ou
necrosis like.

Sugere-se que a indugdo do processo apoptético/necrose programada
associados a esses tratamentos pode estar relacionada ao potencial redox
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dos compostos, promovido pelos substituintes no nacleo quindide, levando
a uma maior geracdo de EROs e consequentemente a morte celular. Alguns
estudos tém demonstrado que as EROs podem desempenhar um papel
critico durante a indugdo da apoptose (DEEB et al., 2010; HYUN et al.,
2010). Xu e colaboradores (2012) demonstraram que a juglona (5-hidroxi-
1,4-naftoquinona) induziu a morte celular por apoptose em células
leucémicas (HL60) e que este efeito pré-apoptético foi revertido na
presenca de N-acetilcisteina e catalase, antioxidantes, indicando o
envolvimento de EROs na inducéo da aptotose pela juglona.

Por outro lado, a literatura também tém descrito que plumbagina e
juglona, duas naftoquinonas, induzem a apotose em células tumorais
através da reducdo da permeabilidade da membrana mitocondrial, que induz
a alteracfes nos niveis de Bcl-2, Bax, e citocromo c citossolico, clivagem
da PARP-1 e subsequente ativacdo da caspase 3 (SESHADRI et al., 2011).

Entretanto, evidéncias também apontam que o estresse oxidativo
induzido por quinonas podem levar a morte de células por necrose ou
apoptose, dependendo da concentracdo e do tempo de exposicdo do agente
oxidante, bem como do tipo de célula (VERRAX et al., 2004). Neste
contexto, tém sido relatados que o estresse oxidativo induzido por
menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) leva a morte celular por necrose ou
apoptose, e que 2-eurifuril-3-nitro-1,4-benzoquinona induz a morte de
células de hepatoma de murino por necrose, através de um mecanismo
redox (HOLLENSWORTH et al., 2000; WARREN et al., 2010).

Além disso, o tipo de morte celular induzida pelas quinonas pode
ser justificada baseado nos valores dos potenciais de Oxido-redugéo
apresentados por estes compostos (RIOS et al.,, 2012), os quais sdo
considerados relativamente baixos quando comparados ao potencial de
outras quinonas, indicando a menor capacidade dos mesmos em serem
reduzidos por flavoenzimas levando a uma produgdo insuficiente de EROs
para promoc¢do de necrose, entretanto, compativel para a ativacdo do
processo apoptotico.

Neste sentido, corroborando os resultados apresentados pelos
compostos em estudados, Benites e colaboradores (2008a e 2008b)
demonstraram que 2-eurifuril-3-nitro-1,4-benzoquinona, por possuir um
alto potencial redox, seria mais susceptivel ao processo de biorredugéo,
mediando dessa forma, uma alta geracdo de EROs e levando
consequentemente, ao desencadeamento da necrose. Enquanto que 2-
eurifurilbenzoquinona, que possui um potencial redox relativamente baixo,
induziu o processo apoptotico.
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4.11 CONTEUDO INTRACELULAR DE EROS

Considerando que a literatura tem sugerido que o efeito citotoxico e
citostatico, bem como a inducdo de morte celular por apoptose/necrose
pode estar relacionada a uma maior geracdo de EROs por compostos com
nucleo quinoide, foi determinado o conteldo intracelular de EROs das 1,4-
naftoquinonas substituidas (DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 - 15 uM). Os
resultados (Figura 20) demonstraram de maneira geral um aumento
significativo no contelideo de EROs em relacdo ao controle negativo.
Destacando-se os compostos DPB4 e DPB1, onde as células expostas a
estes compostos apresentaram um conteldo de EROs 10 e 8 vezes maiores,
respectivamente, que o controle negativo, sugerindo um possivel
envolvimento do ciclo redox na atividade citotdxica, antitumoral e pro-
apoptotica exercido pelas 1,4-naftoquinonas substituidas estudadas
(FARIAS et al., 2013 — ANEXO B).

Figura 20. Contetdo intracelular de EROs mensurados ap6s o tratamento de
células MCF7 pelo periodo de 2 horas com as 1,4-naftoquinonas substituidas:
DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 — 15 puM.
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Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***)
representa diferenga estatistica significativa (p < 0,001) em relagdo ao grupo
controle negativo (CN).
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De acordo com os resultados apresentados, 0s compostos em estudo,
principalmente o DPB4, promoveram elevagdo do contetido intracelular de
EROs em relacdo ao controle negativo. Sugere-se, portanto, que o0
composto DPB4 pode apresentar forte efeito antitumoral, por inibir a
proliferacdo das células tumorais. Além disso, as EROs geradas pelos
compostos podem atacar 0 DNA causando sua clivagem e estes eventos
finalmente combinados culminam num aumento dos niveis de apoptose e
necrose e estariam envolvidos no mecanismo subjacente a citotoxicidade de
toda esta série de 1,4-naftoquinonas substituidas.

Com base nestes resultados, podemos ainda ponderar que 0s
compostos em estudo (DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5) possuem um potencial
redox relativamente baixo (-578,6; -596,5; -578,3 e -609,2 mV,
respectivamente) quando comparados aos de outras quinonas cujo principal
mecanismo de acdo antitumoral envolve a biorreducdo destes compostos
(RIOS et al., 2012). Dessa forma, DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 s&o menos
susceptiveis & biorredugdo catalizada pelas flavoenzimas, levando a uma
producdo de EROs menor, quando comparadas as outras quinonas,
entretanto tal producdo de espécies reativas foi suficiente para promover os
efeitos citotdxico e antiproliferativo destes compostos, bem como induzir a
morte de células tumorais por apoptose. Autores como Verrax et al. (2005),
sugerem que o potencial dos derivados de quinona capazes de induzir a
geracdo de ROS celular deve depender do seu potencial redox. Além disso,
Vasquez e colaboradores (2011), afirmam que quinonas que apresentam um
alto potencial redox sdo mais susceptiveis a biorreducdo catalisada por
enzimas flavinas (ex. NADPH citocromo P-450 redutase, NADPH
citocromo b5 redutase ou NADPH ubiquinona oxidoredutase), do que
aquelas que apresentam baixo potencial redox.

Além disso, estudos (SCHRAMEK et al., 2011; RAJ et al., 2012;
ARRABAL et al., 2013) tém demonstrado que EROs pode ativar a via de
sinalizacdo JNK, uma via que envolve uma resposta antitumoral, mediando
a morte celular por apoptose controlada pela proteina p53. Bem como, o
aumento da geracéo de EROs pode favorecer a senescéncia celular, através
da ativacdo constitutiva das proteinas MAPK. Assim, a producédo de H,0,
poderia induzir a senescéncia por bloqueio do ciclo celular na fase G1, que
é acompanhada por um aumento na regulagdo do supressor tumoral p53 e
do seu alvo transcricional a p21. Portanto, 0 aumento dos niveis de EROs
podem atuar como mediadores na transformacdo celular, no blogueio do
ciclo celular, na apoptose, e na senescéncia celular (ARRABAL et al.,
2013).
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Corroborando  estudos descritos acima, o0s dados obtidos
demonstraram que as 1,4-naftoquinonas substituidas em estudo sdo capazes
de elevar a concentragdo intracelular de EROs significativamente em
relacdo ao controle negativo, o que indica o envolvimento do estresse
oxidativo nas atividades citotoxica, antiproliferativa e pro-apoptotica
induzida por estes compostos.

4.12 ENSAIO DE IMUNOELETROFORESE

4.12.1 Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas sobre a expresséo de
proteinas envolvidas no ciclo celular

Recentes avangos na compreensdo do ciclo celular tm revelado
varios pontos de regulacdo que asseguram a ordem dos eventos, bem como
processos integrados de reparo que permitem sua progressdo. Etapas de
verificagdo, conhecidas como “pontos de checagem”, asseguram a
fidelidade da replicacdo e separacdo cromossomal, permitindo a
manutencdo da estabilidade genética. Portanto, falhas nestes pontos de
checagem podem determinar a progressédo da célula tumoral.

A progressdo no ciclo celular é basicamente regulada por duas
classes de proteinas: as ciclinas e as cinases dependentes de ciclinas (cdks).
Em G1, o ponto de restricdo é coordenado por duas familias de ciclinas, D
(D1, D2 e D3) e E (E1 e E2). As ciclinas tipo D interagem com as cdks 4 e
6 e as ciclinas E1 e E2 com a cdk2. A regulacdo da transicdo G2/M e
entrada em mitose depende da correta ativacdo do complexo ciclina B/cdk-
1 e sua localizagdo subcelular. A ciclina B é citoplasmética até G2, quando
inicia 0 acimulo no ndcleo (MOLINARI, 2000; SMITS; MEDEMA, 2001).

As ciclinas e cinases dependentes de ciclina (CDK) séo
frequentemente desreguladas no céncer, e a superexpressdo de ciclina D1
(CD1) ocorre em aproximadamente 50% dos canceres da mama (JUNK et
al., 2013). Alteracdes no ciclo celular e nas proteinas regulatdrias sdo
frequentemente associadas a inducgéo de apoptose (TANNER et al., 2000).

Diante disso, foi avaliado o efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas
sobre a expressdo da proteina cdk2 (Figura 21), uma cinase dependente de
ciclina, que interage com a ciclina E regulando o ponto de checagem na
fase G1.
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Figura 21. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas (Cls, - 12 pM; 13,2 uM; 9 uM
e 14,4 uM, respectivamente) sobre a expressao da proteina cdk2 em células MCF7
avaliadas por imunoeletroforese, sob incubacéo de 24h.
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Nota: Os resultados foram representados como bandas, resultantes de trés
experimentos separados. Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo, n=3. (***) representa diferenga estatistica significativa (p < 0,001) em
relacdo ao grupo controle negativo (CN).

Verificou-se que 0s compostos em estudo nao inibiu a expressao da
proteina cdk2, o que poderia ser devido ao fato desta cinase dependente de
ciclina estar particularmente envolvida na regulacdo do ciclo celular na fase
G1l. E como verificado da progressdo do ciclo celular por citometria, 0s
compostos em estudo foram capazes de inibir a fase G2, o que corrobora 0s
resultados apresentados pela imunoeletroforese.

Portanto, sugere-se que outras proteinas reguladoras podem estar
envolvidas no efeito citotdxico e/ou antiproliferativos das 1,4-
naftoquinonas substituidas, como cdkl, ciclina B1, ciclina E ou a proteina
supressora de tumor Rb, que no seu estado fosforilado é crucial no controle
da sua atividade repressiva. Além disso, a ativacdo seqiiencial das ciclinas
D/cdk-4 ou -6 seguidas pela ciclina E/cdk-2, parece ser necessaria para a
fosforilacdo do Rb e ativacdo dos genes dependentes de E2F (JOHNSON;
WALKER, 1999; SWANTON, 2004). A familia das ciclinas E (E1 e E2)
sdo reguladas pela atividade da ciclina D/cdk de duas maneiras. Primeiro, a
inativacdo parcial do efeito supressor do Rb, permite que o fator de
transcricdo E2F inicie a transcricdo da ciclina E; segundo, como dito
anteriormente, complexos ciclina D/cdk sequestram o inibidor p27Kipl dos
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complexos previamente inativos ciclina E/cdk2/p27 (STROHMAIER et al.,
2001).

Na transi¢do G2/M, o complexo ciclina B/cdk-1 é conhecido por ser
um mediador chave em todas as células eucaridticas. Esta cinase mitética
(também denominada MPF — mitosis promoting factor) é regulada em
varios niveis, dentre eles: 1) a formacdo do complexo ciclina B/cdk-1
depende da disponibilidade da ciclina B, que inicia sua producédo no final da
fase S, acumula na mitose e é rapidamente degradada, preparando a célula
para entrar na fase G1; 2) a localizacdo subcelular da ciclina B e a
regulacdo do MPF pelo estado fosforilativo. Neste processo, fosfatases
como cdc25B e cdc25C sdo responsaveis pela ativacdo e as proteinas
cinases weel e myt-1 sdo responsaveis por inativar o complexo
(MOLINARI, 2000).

Muitos farmacos antitumorais exercem sua a¢do sobre as células que
se encontram no ciclo celular, como os antineoplésicos antimetabolitos
(metotrexato, 5-fluorouracil, citarabina) que bloqueiam a fase S do ciclo
celular, ou como o etoposide e bleomicina, especificos pelo bloqueio na
fase G2, ou mesmo como a vimblastina, vincristina e pacilitaxel que
blogueiam na mitose (ALMEIDA et al., 2005). Além disso, alguns
farmacos tem a capacidade de exterminar as células tumorais
independentemente de estarem atravessando o ciclo ou de estarem em
repouso no compartimento GO (ALMEIDA et al., 2005). Neste sentido,
nossos resultados demonstraram que os compostos ndo foram capazes de
inibir a cdk2, porém poderia se especular que outras proteinas da fase G2
do ciclo celular possam estar envolvidas, considerando que os 1,4-
naftoquinonas substituidas blogueram a fase G2.

4.12.2 Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas sobre a expresséo de
proteinas envolvidas na apoptose — PARP e p53

Com intuito de confirmar se o tipo de morte celular induzida pelos
1,4-naftoquinonas substituidas foi por apoptose, foi avaliada a expresséo da
proteina p53, que atua como um sensor de danos no DNA e auxilia o
sistema de reparo, utilizando os pontos de checagem para paralizar o ciclo
celular ou induzir a apoptose (ARRUDA et al., 2008).

A figura 22 apresenta o efeito dos compostos sobre a proteina p53,
demonstrando que os compostos em estudo foram capazes de aumentar a
expressdo dessa proteina envolvida na morte celular por apoptose.
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Figura 22. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas (Cls - 12 uM; 13,2 uM; 9 uM
e 14,4 uM, respectivamente) sobre a expressdo da proteina p53 em células MCF7
avaliadas por imunoeletroforese, sob incubacgdo de 24h.
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Nota: Os resultados foram representados como bandas, resultantes de trés
experimentos separados. Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo, n=3. (***) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,001) em
relacéo ao grupo controle negativo (CN).

De fato, hoje se sabe que a proteina p53 sinaliza 0 mecanismo de
morte celular por apoptose, induzindo a expressao de diversos genes pré-
apoptéticos, que participam ndo s6 da via extrinseca e intrinseca da
apoptose, mas também da via do reticulo endoplasmatico (GUPTA, 2006).
Diante disso, podemos sugerir que as 1,4-naftoquinonas substituidas em
estudo induzem apoptose p53-independente ou promovem a morte celular
por necrose programada, pois conforme pode ser visualizado na figura 22,
0s compostos foram capazes de aumentar a expressdo da proteina p53.

Srinivas e colaboradores (2011) demonstraram que a plumbagina
(hidroxi-2-metil-1,4-naftoquinona) promoveu a inibicdo da expressdo da
p53, porém quando este composto foi modificado quimicamente, esta
inibicdo ndo foi observada. Os autores sugerem que embora a inibi¢do da
proteina p53 ndo tenha sido observada, fato este que pode ser devido a
reducdo de grupos hidroxilas da plumbagina possa ter prejudicado suas
propriedades eletrofilicas e consequentemente sua capacidade de gerar
espécies reativas de oxigénio, a plumbagina modificada pode ter induzido
apoptose independente de p53.
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Semelhante aos nossos resultados, Fortini e colaboradores (2012)
demonstraram ainda uma relacdo entre o dano ao DNA e a morte celular
independente de caspase. Especificamente, este estudo mostra que quebras
simples da cadeia de DNA promovida por indutores de H,O, como metil
metanosulfanato (agente alquilante) e camptotecina (inibidor de
topoisomerase 1) induz um bloqueio da sinalizacdo downstream da p53,
resultando na morte celular independete de caspase. Pois, conforme
demonstrado neste trabalho, os compostos em estudo, induziram dano
direto ao DNA, principalmente causando quebra de cadeia simples,
resultando na morte celular por apoptose independente de caspase (figura
20).

Para confirmar se a morte celular induzida pelos compostos é
independente de caspases, foi avaliada a expressao da proteina PARP, que é
um substrato especifico de caspase-3, e a sua fragmentacdo € um marcador
conhecido de a morte celular por apoptose (NICHOLSON et al., 1997
VALDERRAMA et al., 2009). Considerando o efeito das 1,4-
naftoquinonas substituidas sobre a expressdo da proteina PARP,
demonstrado na figura 23, ndo foi observada a clivagem da PARP,
evidenciando mais uma vez, a inatividade das caspases durante 0 processo
de morte induzido por estes tratamentos. Como controle positivo, foi
utilizada a sanguinarina, que induz a liberagdo do citocromo c resultando na
ativacdo de caspase-9 e caspase-3 e na clivagem poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP), levando a inducdo de apoptose dependente de caspase
(HUSSAIN et al., 2007).

Figura 23. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas (Cly - 12 uM; 13,2 uM; 9 uM

e 14,4 uM, respectivamente) sobre a expressao da proteina p53 em células MCF7
avaliadas por imunoeletroforese, sob incubacéo de 24h.
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Nota: Os resultados foram representados como bandas, resultantes de trés
experimentos separados. CN — controle negativo.

A PARP é uma enzima nuclear, que em condicBes fisioldgicas,
desempenha papel homeostatico e em condicGes patoldgicas, também esta
associada a reparacdo do DNA observada ap6s a geracdo um dano.
Ocorrido uma quebra, a PARP liga-se rapidamente a fita acometida do
DNA pelo seu dominio ligante N-terminal e utiliza NAD+ para sintetizar
poli (ADP-ribose) sobre uma variedade de proteinas nucleares envolvidas
no metabolismo e reparo do DNA. Quando o dano ao DNA é limitado, o
DNA fragmentado é reparado, e as células sobrevivem e os niveis de NAD*
celular sdo restaurados através da reciclagem de nicotinamida por duas
moléculas de ATP. Se o reparo do DNA ndo é completamente alcangado, as
células sofrem apoptose através de um mecanismo dependente da caspase.
Quando o dano ao DNA é extenso, células ndo podem reparar a lesdo.
Neste caso, ativacdo desproporcional de PARP- 1 esgota as piscinas
celulares de NAD" e ATP, levando a célula a um tipo de necrose morte
celular programada (BARITAUD et al., 2010).

Corroborando nossos resultados, Verrax e colaboradores (2006)
demonstraram que a associacdo ascorbato/menadiona induziu a morte
celular independente de caspase, conclusdo esta baseada no fato desta
associacdo ndo ter clivado a proteina PARP e ndo ter ativado a expressdo da
pro-caspase 3. Neste estudo, ainda sugerem que a associagdo
ascorbato/menadiona induz a morte celular por necrose programada e/ou
necrosis like, devido esta associacdo ter sido marcada duplamente com
anexina V/PI, anélise por citometria de fluxo, bem como ter provocado
dano direto ao DNA, o que se assemelha muito aos nossos dados.
Kviecinski e colaboradores (2012) também demonstraram que a juglona (5-
hidroxi-1,4-naftoquinona) isolada e em associacdo ao ascorbato ndo induziu
a clivagem da proteina PARP e nem a ativacdo da caspase 3, sugerindo que
esta naftoquinona promove morte celular por necrosis like.

4.12.3 Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas sobre a expresséo de
yYH2AX- histona

As quebras de cadeia simples e/ou quebras de cadeia dupla s&o
ativadores poderosos da sinalizacdo em cascata conhecida como resposta ao
dano do DNA, recrutando e ativando proteinas quinases no local da lesdo
do DNA, induzindo a fosforilacdo local da histona yH2Ax (BONNER et al.,
2008; SMITH et al., 2010). Assim, a gama-H2Ax tem sido considerada a
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principal proteina sinalizadora envolvida na resposta ao dano sobre o DNA.
E considerando que as 1,4-naftoquinonas substituidas demonstraram que
promovem dano ao DNA, principalmente quebras simples da cadeia e
possuem interagdo com o DNA, provavelmente por intercalacdo, nos
ensaios anteriores, foi avaliado o efeitos destes compostos sobre a
expressao da proteina yH2Ax — histona, conforme pode ser visualizado na
figura 24.

Figura 24. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas (Cly, - 12 uM; 13,2 uM; 9 uM
e 14,4 pM, respectivamente) sobre a expressdo da proteina YH2AX em células
MCF7 avaliadas por imunoeletroforese, sob incubacéo de 24h.
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Nota: Os resultados foram representados como bandas, resultantes de trés
experimentos separados. Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo, n=3. (***) representa diferenca estatistica significativa (p < 0,001) em
relacdo ao grupo controle negativo (CN).

Como ilustrado na figura 24, os compostos DPB1, DPB2 e DPB5
provomeram a fosforilagdo da histona yH2AX, resultando no dano ao DNA,
confirmando os ensaios anteriores. Ja 0 composto DPB4, ndo promoveu
nenhum efeito sobre a histona yH2AXx, o que contradiz com 0s ensaios
anteriores, sendo que este composto foi 0 mais efetivo em induzir dano ao
DNA de células MCF7, visualizado pelo ensaio cometa, bem como em
interagir com o DNA por intercalagéo.

Li e colaboradores (2010) demonstraram que a emodina, uma
antraquinona, promoveu dano ao DNA, visualizado pelo ensaio cometa, e
aumentou a fosforilagdo da histona yH2AXx, semelhante aos nossos
resultados. Corroborando ainda nossos resultados Beck e colaboradores
(2009) e Dejeans e colaboradores (2010), demonstraram que a menadiona
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isolada ou em associagéo ao ascorbato induziu a fosforilagdo de yH2Ax em
células K562 e MCF-7, respectivamente. Recentemente, Kviecinski e
colaboradores (2012) também demonstraram que a juglona isolada e em
associagdo ao ascorbato promoveram a fosforilagdo da histona yH2AX,
resultando em dano ao DNA.

Diante destes resultados, pode-se considerar que as 1,4-
naftoquinonas substituidas DPB1, DPB2 e DPB5 promovem dano ao DNA,
visualizado nos ensaios de eletroforese (dano direto ao DNA), ensaio
cometa, ensaio da medida de fluorescéncia (intercalagdo) e
imunoeletroforese (expressdo yH2AX), e embora o composto DPB4 néo
tenha induzido a fosforilagdo da histona yH2Ax, o0 mesmo foi o composto
mais efetivo nos outros ensaios de avaliagdo do dano ao DNA.

4.13 Avaliagdo da atividade antitumoral in vivo

4.13.1 Avaliacdes morfol6gicas (variacdo do peso e da medida
circunferéncia, inibicdo crescimento tumoral abdominal) e
histocitoldgicas (volume de células compactadas)

Para validar a atividade antitumoral demonstrada in vitro foi
realizado o ensaio in vivo, utilizando o modelo experimental do TAE. O
TAE caracteriza-se por ser um carcinoma de comportamento agressivo, que
cresce rapidamente, e que vem sendo utilizado amplamente nas pesquisas
cientificas para avaliar a atividade antitumoral de candidatos a novos
agentes terapéuticos (RAJESHKUMAR et al, 2002; MELO et al, 2004).

Para este ensaio foram escolhidos 0s compostos que apresentaram 0s
resultados mais promissores a partir dos resultados de citotoxicidade, dano
ao DNA plasmidial e de interacdo das 1,4-naftoquinonas substituidas com
CT-DNA: DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5.

Os valores dos parametros morfofisiologicos e histocitoldgicos
avaliados até 0 momento estdo apresentados na Tabela 9, ap6s o tratamento
dos animais com DPB1, DPB2, DPB4 e DPBS5, doxorrubicina e solucéo
salina (veiculo de diluicdo das quinonas — controle negativo).

Diante disto, os resultados (Tabela 9) in vivo ap6s o tratamento dos
animais com 0s compostos, demonstraram que 0s compostos DPB1 e DPB5
ndo foram capazes de reduzir significativamente a variagdo do peso
corporal, quando comparados aos animais ndo tratados. Entretanto, os
compostos DPB2 e DPB4, foram capazes de reduzir significativamente a
variacdo de peso corporal (32,33% e 84%, respectivamente).
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Quanto a reducdo do volume das células compactadas apenas o
composto DPB4 promoveu a reducdo do volume de células compactadas
significativamente, em torno de 62%. E uma vez que a mensuracdo do
volume de células compactadas pode servir no sentido de indicar o tamanho
real do tumor (KVIECISNKI, 2011), sugere-se que a 1,4-naftoquinona
substituida, DPB4, reduziu significativamente o tamanho do tumor. J& em
relagdo a proporcdo de células invidveis/células viaveis, foi observado que
0s compostos DPB1, DPB2 e DPB5, aumentaram significativamente esta
proporcéo (100%, 150% e 162,5%, respectivamente) em relacdo ao controle
negativo.

Tabela 9. Efeito das 1,4-naftoquinonas substituidas DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5
(0,5Mm/kg/dia) em camundongos inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich sobre
o0s parametros morfoldgicos dos animais.

Parametro CN CP Derivados 1,4 naftoquinonas
DPB1 DPB2 DPB4 DPB5

Variacdo do 8,20+ 6,97+ 1,60+ 10,32+
peso 13,(2)31 0 %,\;}fi 1,65 0,70**  136*** 1,59
corporal (g) ' '

Vol. de 430+ 4,33+ 1,66+ 5,60 £
células 4,40+ i 0,67 0,76 0,76%** 0,55
compactadas 1,14

(MI)

Células 0,016* 0,020* 0,012 0,021**
inviaveis / 0,008 i ** ** *
células

viaveis

Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n = 6. (***, **
e *) representam diferenga estatistica (p < 0,001, p < 0,01 e p < 0,05
respectivamente) nos grupos tratados com 1,4-naftoquinonas substituidas (DPBL,
DPB2, DPB4 e DPB5 na concentracéo de 0,5 mM/kg/dia) em relagdo ao controle
negativo tratado somente com solucdo salina. CP: grupo controle positivo tratado
com doxorrubicina (1,2 mg/kg).

O principal pardmetro capaz de indicar qudo eficaz foi o tratamento
com 0s compostos em estudo com respeito ao efeito antitumoral, é a
inibicdo do crescimento do tumor demonstrada na Figura 25. O crescimento
tumoral foi avaliado através da reducdo da circunferéncia abdominal, uma
vez que este parametro esta diretamente relacionada ao tamanho de tumor
existente (KVIECISNKI, 2011). Os resultados evidenciam que o0s
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compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 induziram a inibicdo do
crescimento tumoral significativamente (55%, 43%, 73% e 30%,
respectivamente).

Figura 25. Inibicdo do crescimento tumoral induzido pelos tratamentos com 1,4-
naftoquinonas substituidas (DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 na concentragao de 0,5
mM/kg/dia) administrados em camundongos portadores do tumor ascitico de
Ehrlich, com base na variagdo da circunferéncia abdominal.
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Nota: (***) representam diferenca estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo
controle negativo (CN). Os resultados foram expressos como Média + Desvio
Padrdo, n=6.

Salienta-se que a atividade antitumoral in vivo observada neste
estudo e apresentadas no artigo aceito para publicacdo de Farias et al.
(2013) (ANEXO B), corrobora dados da literatura, onde tem sido
evidenciado que quinonas de origem natural e sintética sdo capazes de
mediar o efeito antitumoral nos mais diferentes tipos de tumores.

Choudhury e colaboradores (2011) demonstraram que MT81, um
derivado de antraquinona, diminuiu o volume tumoral dos camundongos
inoculados com TAE, o ndmero de células viaveis bem como o volume de
células compactadas, apresentando desta forma, importante aitividade
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antitumoral. Em um trabalho realizado por Brondani e colaboradores (2007)
com primina, um derivado de benzoquinona, obtido a partir de Primula
obconica (Primulaceae), também demonstraram uma importante reducdo do
crescimento tumoral no carcinoma de Ehrlich.

4.13.2 Tipo de morte celular induzida pelas 1,4-naftoquinonas
substituidas in vivo

Considerando que os tratamentos foram capazes de promover a
inibigdo do crescimento tumoral, foi avaliado o tipo de morte celular in vivo
induzido pelo tratamento dos animais com os compostos, conforme pode
ser visualizado na Figura 26 e Tabela 10. Os dados revelaram que 0s
tratamentos com os compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 elevaram o
percentual de células apoptéticas (iniciais + tardias) quando comparados ao
grupo controle negativo, em torno de 6,5; 8,0; 15,0 e 8,0 vezes,
respectivamente. Estes resultados sugerem o envolvimento da apoptose no
efeito citotoxico e antitumoral no TAE induzidos por essas 1,4-
naftoquinonas substituidas.

Figura 26. Tipo de morte celular induzida pelo tratamento de DPB1, DPB2, DPB4

e DPB5 (0,05mM/kg/dia) em camundongos portadores do tumor ascitico de
Ehrlich.

CN ) DPB1 DPB2 DPB4 bPBs

Pl

Iodeto de propidio

Awevim V- FITC

Nota: CN — controle negativo tratado somente com solugdo salina, n=6.
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Tabela 10. Percentual de células apoptoticas e necrdticas obtidas ap06s o tratamento
com 1,4-naftoquinonas substituidas DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 administrados em
camundongos isogénicos Balb-C inoculados com TAE.

Tratamento % de % de % de células apoptoéticas
S célula  células
S necrética
viavei S
S

Apoptos  Apoptos Total de
e Inicial e Tardia celulas

Apoptdtica
s

Controle 98,69 0,15 0,44 0,71 1,15

Negativo

DPB10,5 92,27 0,98* 3,08*** 2,76** 6,74***
mM/kg/dia

DPB2 0,5 89,10 2,46%* 2,85%* 5,50%** 8,44%***
mM/kg/dia

DPB40,5 84,17 0,58 7,75%** 7 AQF** 15,24***
mM/kg/dia

DPB5 0,5 90,95 0,45 6,05*** 2,55%* 8,06***
mM/kg/dia

A literatura descreve que niveis elevados de EROs podem causar
lesbes extensas no DNA, hiperativacdo da PARP1 e uma deplecdo grave de
NAD(+)/ATP que estimulam a necrose dependente de Ca*? (HUANG et al,
2012). Além disso, Fruehauf e Meyskens (2007), bem como Trachootham e
colaboradores (2009) relatam que baixas concentracdes de EROs podem
promover a proliferacdo celular e ter efeitos mutagénicos e carcinogénicos,
enquanto concentragdes intermediarias induzem a apoptose e em altas
concentracGes induzem a necrose.

Além disso, tem sido relatado na literatura que quinonas podem
mediar o efeito antitumoral através do desencadeamento tanto de necrose,
como de apoptose. Benites e colaboradores (2008b) demonstraram que a 2-
eurifuril-3-nitro-1,4-benzoquinona e a 2-eurifurilbenzoquinona induzem
morte celular por necrose e apoptose, respectivamente, em hepatoma



126

murino. Os resultados sédo justificados pelos autores baseados nos valores
dos potenciais de 6xido-reducdo apresentados por estes compostos, onde a
2-eurifuril-3-nitro-1,4-benzoquinona, por possuir um alto potencial redox,
seria mais susceptivel ao processo de biorreducdo, mediando dessa forma,
uma alta geracdo de EROs e consequentemente induzindo a necrose. Ja a
2-eurifurilbenzoquinona, por possuir um baixo potencial redox, seria menos
susceptivel a biorreducdo, levando a uma baixa geragdo de EROs e ao
desencadeamento da apoptose, corroborando os resultados apresentados
neste trabalho, bem como com as caracteristicas quimicas apresentadas
pelos compostos em estudo.

Neste sentido, observa-se que o composto DPB4 apresenta maior
potencial redox (E'y; 578,30) (Tabela 1) que os demais compostos, o que
pode justificar o fato deste composto ter promovido um aumento
significativo do percentual de células em apoptose inicial e em apoptose
tardia e/ou necrosis like.

4.14 ATIVIDADE ANTIANGIOGENICA IN VIVO

Outro processo celular frequentemente associado ao cancer é a
angiogénese, ou seja, a formacao de novos vasos, que Sd0 necessarios para
dar aporte nutricional ao tumor, bem como esta associada ao processo de
metastase, que constitui a principal causa de mortalidade associada ao
cancer (FIDLER, 2002; LAI et al., 2011). Desta forma a regulagdo do
crescimento dos vasos sanguineos € uma importante estratégia no
tratamento de cancer.

Os resultados obtidos sobre a atividade antiangiogénica estdo
representados nas Figuras 27 e 28. Como se pode observar, 0 composto
DPB1 apresentou atividade antiangiogénica significativa, uma vez que
tratamentos realizados com este derivado de 3-acil-2-fenilamino-1,4-
naftoquinona nas concentragdes de 50 e 75 UM foram capazes de reduzir o
percentual de vasos em torno de 40 e 75%, respectivamente. Bem como 0
composto DPB4, que demonstrou importante efeito angioinibitorio de
forma dose dependente (81%, 82% e 94%). O composto DPB5 em todas as
concentracdes avaliadas ndo demonstrou efeito angioinibitério. O composto
DPB2 nas concentragbes de 50, 75 e 100 pM promoveu a morte do
embrido. Curiosamente, quando este composto foi avaliado em menores
concentracdes, 5, 10 e 20 puM, como demonstrado na Figura 26, inibiu
significativamente a formacdo de novos vasos (68%, 54% e 77%,
respectivamente).
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Figura 27. Atividade antiangiogénica apresentada pelas 1,4-naftoquinonas

substituidas DPB1 e DPB5 (50, 75 € 100 uM/ml).
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Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***)
representam diferenca estatistica significativa (p < 0,01 e p < 0,001,
respectivamente) em relagdo ao grupo controle negativo (CN). CP — controle
positivo — tratamento com &cido retindico.

Figura 28. Atividade antiangiogénica apresentada pela 1,4-naftoquinona
substituida DPB2 (5, 10 e 20 uM/ml).
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Nota: Os resultados foram expressos como Média + Desvio Padrdo, n=3. (***)
representam diferenca estatistica significativa (p < 0,01 e p < 0,001,
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respectivamente) em relacdo ao grupo controle negativo (CN). CP — controle
positivo — tratamento com &cido retindico.

Em acordo com este trabalho, Lai e colaboradores (2011)
demonstraram que plumbagina apresentou atividade antiangiogénica in
vitro, em células HUVEC, células endoteliais de corddo umbilical, através
do ensaio de migracdo, bem como o composto também foi capaz de inibir a
angiogénese in vivo, através do ensaio de CAM (membrana corioalantdica).
A atividade angioinibitéria da plumbagina nas células endoteliais deveu-se
ao bloqueio da VEGF mediada pelas vias de sinalizacdo Ras/Rac/Confilin e
Ras/MAPK. OQOutra quinona estudada, inclusive pelo nosso grupo de
pesquisa, a juglona, também demonstrou atividade anti-metastatica ao
bloguear a proliferagéo, a migragdo e a angiogénese in vivo (KVIECINSKI,
2011).

Em relacdo aos mecanismos pelos quais as quinonas exercem
atividade antiangiogéncia, tem sido relatado que esses compostos sdo
capazes de inibir a atividade da proteina de choque Hsp90 induzindo a
degradacdo de suas proteinas clientes, como NF-Kb, levando a supressio da
expressdo de proteinas envolvidas na metastase, como metaloproteinases
(particularmente a metaloproteinase 9) e o fator endotelial vascular
(VEGF), embora os compostos em estudo ndo tenham inibido a proteina
Hsp90 em células K562, conforme demonstrado por Rios e colaboradores
(2012) (LIU et al., 2011; TAN et al., 2011). Por fim, cabe ressaltar que
EROs podem atuar promovendo a fosforilagdo e ativacdo de p53, via
p38MAPK, culminando na inibi¢do da fosforilagdo de IxkB e impedindo a
translocagdo de NF-Kb para o nticleo, diminuindo a expressdo de proteinas
metastaticas (ADHIKARY et al., 2010).

Dessa forma, sugere-se que as EROs gerados via ciclo redox do
composto DPB1, DPB2 e DPB4 podem estar bloqueando a ativacdo do NF-
Kb e consequentemente induzido os efeitos angioinibitdrios promovidos
por estes compostos. Ademais, tem sido demonstrado que inibidores da
topoisomerase |l também sdo capazes de promover efeito anti-metastatico
através do bloqueio da angiogénese, mediada pela inibi¢do da expressao de
VEGF (PARADZIEJ-LUKOWICZ et al., 2011). Este estudo corrobora
nossos resultados, uma vez que os compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5
demonstraram forte interacdo e uma capacidade de intercalar com DNA, e a
fotoativagdo por UV promoveu um aumento do dano direto ao DNA,
portanto, estas interacdes podem mediar a inibicdo da topoisomerase 11, o
que resultou na inibicdo da angiogénese observada (Figuras 25 e 26).
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Em resumo, dentre as 1,4- naftoquinonas substituidas em estudo que
demonstraram  atividade  citotdxica, antiproliferativa, nucleasica,
genototdxica e angioinibitoria, bem como a capacidade de intercalacdo com
0 DNA, destacam-se os compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5, que
também apresentaram uma atividade antitumoral in vivo importante,
principalmente o composto DPB4. Além disso, verificou-se que a
fotoativagdo dos compostos potencializou a inducdo de dano direto ao
DNA, e que este dano provavelmente seja por intercalacdo. Dentro deste
contexto, foi observado ainda que os compostos DPB1, DPB2 e DPB5
foram capazes de induzir a fosforilacdo da histona yH2AX, confirmando o
papel destes compostos no dano ao DNA. Adicionalmente, as 1,4-
naftoquinonas substituidas induziram a parada do ciclo celular na fase G2,
sendo confirmado pela avaliacdo das proteinas reguladoras dos pontos de
checagem do ciclo. Podemos observar também, que 0s compostos
promoveram a morte celular predominantemente por apoptose
independente de caspase e/ou necrose progaramada tanto in vivo quanto in
vitro. O que foi confirmado pelo aumento da expressao da proteina p53 e a
ndo clivagem da proteina substrato de caspase, PARP. Diante desses
resultados, sugere-se que 0s compostos possam ter promovido a morte
celular por apoptose independente de caspase e/ou necrose programada ou
necrosis like. Os compostos foram capazes de inibir significativamente o
crescimento tumoral in vivo, destancando-se o composto DPB4. Ademais,
0s compostos também promoveram a inibicdo da formacdo de novos vasos
sanguineos, atividade angioinibitéria, com destaque o composto DPB2.

Por fim, sugere-se que os efeitos mediados pelas 1,4-naftoquinonas
substituidas em estudo se devam ao sinergismo de trés mecanismos: ciclo
redox, pelo aumento da geracdo de EROs, intercalagdo ao DNA e/ou
inibicdo da topoisomerase I, que consequentemente induz a morte das
células tumorais.
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5 CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar o potencial
citotdxico, antiproliferativo e antitumoral bem como o mecanismo de acao
das 1,4-naftoquinonas substituidas. E de forma geral os resultados obtidos
no presente trabalho nos permitem concluir que:

e As 1,4-naftquinonas substituidas apresentaram atividade citotéxica
destacando-se os compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPBS5, e esta atividade
pode estar relacionada a lipofilicidade em conjunto com a capacidade redox
de cada composto, que pode facilitar interacGes com os alvos biolégicos
envolvidos no efeito citotdxico;

e Os compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 apresentaram
atividade antiproliferativa;

e Entre 0s possiveis mecanismos pelos quais os compostos avaliados
promovem a citotoxicidade sugerimos o dano direto a0 DNA ou a interagéo
por intercalacdo com o0 DNA;

¢ O dano ao DNA foi confirmado pela fosforilagdo da histona yH2AXx
induzida pelas 1,4-naftoquinonas substituidas, com excecdo do composto
DPB4;

e De maneira geral os compostos estudados, causaram um bloqueio
somente na fase G2 do ciclo celular uma vez que ndo houve inibicdo da
expressao da proteina cdk2, envolvida na fase G1;

e Sugere-se que 0s compostos possam ter promovido a morte celular
porapoptose independente de caspase e/ou necrose programada ou Necrosis
like, uma vez que os mesmos aumentaram o percentual de células em
apoptose tardia e/ou necrose tanto in vivo quanto in vitro, aumentaram a
expressao da proteina p53 e ndo promoveram a clivagem da PARP;

e Sugere-se também que o aumento do conteldo intracelular de
EROs promovido pelos compostos em estudo possa estar relacionado a uma
maior atividade citotdxica, nucleasica, citostatica e antitumoral exercido por
estes compostos;

e Além disso os compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5
apresentaram efeito antitumoral in vivo sobre o tumor ascitico de Ehrlich, e
sugere-se que 0 mecanismo da atividade antitumoral in vivo estaria
associado a indugdo de estresse oxidativo;

e As 14-naftquinonas substituidas apresentaram  atividade
angioinibitdria, destacando-se o composto DPB2;
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e E por fim, sugere-se que os efeitos citotdxicos e antiproliferativo in
vitro, bem como antitumoral e angioinibitorio in vivo mediados pelos
compostos DPB1, DPB2, DPB4 e DPB5 se devam ao sinergismo de trés
mecanismos: ciclo redox, intercalagio ao DNA e/ou inibicdo da
topoisomerase Il.
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6 PERSPECTIVAS

A eficacia das 1,4-naftoquinonas substituidas continuard a ser
avaliada no LABIOEX como parte de projetos de outros alunos de pds-
graduacdo, tendo como propostas:

- Avaliar a atividade citotdxica dos compostos sobre outras linhagens
celulares tumorais, bem como sobre em células normais, para determinagéo
da especificidade dos compostos, através da execucao do ensaio do MTT;

- Avaliar a atividade das 1,4-naftquinonas substituidas sobre a
topoisomerase | e II;

- Avaliar a atividade anti-invasiva in vitro através da avaliacdo da migracédo
celular e da caracterizacdo da expressdo de VEGF, em células tumorais
tratadas com as 1,4-naftoquinonas substituidas;

- Avaliar a interferéncia do tratamento a base das 1,4-naftoquinonas
substituidas sobre a expressdo de genes e a ativacdo de intermediarios das
vias de sinalizacdo das cinases ativadas por mitogénio, fosfoinositol 3
cinase-Akt-mTOR e JAK-STAT,;

- Avaliar a expressdo de proteinas envolvidas nas vias de sinalizacdo da
morte celular por necrose programada, como RIP1 e RP3;

- Avaliar a expressao de proteinas inflamatorias envolvidas no processo de
morte celular, como TNFa.;

- Avaliar o efeito citotdxico, citostatico e genotdxico dos compostos em
associacdo a quimioterapicos padrdes, como doxorrubicina, cisplatina, 5-
fluorouracil, tamoxifeno, ironetecam sobre linhagens de células tumorais e
normais;

- E por fim, estudar a atividade antitumoral e angioinibitéria das 1,4-
naftoquinonas substituidas in vivo, avaliando riscos e beneficios, sobretudo
em nivel cardiovascular, avaliando a eficicia e a seguranca dos principios
ativos, usando a doxorrubicina como elemento de comparacéo.
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INTRODUCTION

Hsp?O)sacmsnmeh expressed protein that repre-
sents 1-2% of the total protein content of the cell [1] It is
requirad for the stabilization and activation of numerous pro-
minsrefmadmas'djaupmmins".lnmce:eﬂs,ﬂspmis
expressed 2-10 fold more as compared to their norma!l coun-

dysregulated at the same time in a cancer cell Since cancer
calls are addicted to oncoprotems, the mactivation of a single
oncoprotem often leads to the stops of proliferation or death
of the cancer cell This is caused by the fact that cancer cells
often inactovate several mormal genes while oncogenes are
overactivated and the functions of several inact-

mpam[’]mus.lrvmbﬂzmganda:manngd:msuhw

proteins pathways, Hpll
pla\sapwoﬂlmlemlhanumonmdmeof
some major capabiliies that charactenize cancer cells, as
nicely descrived by Hanahan and Weinberg [3]. Upoanp90
mhibition its client proteins are subssquently degraded by
the proteasoms [2]. For this reason, Hsp90 is often refemred
0 a5 the “cancer chaperone” [4], making it an atractive tar-
22t for the pment of By inhibit-
mz Hp®d, sevua!padm‘lyscmdmefmebemgaedama
single mhibitor. This is of importance because a fraquent
cause of faiure of targeted therapy is that the therapies -
hibit only one sizmaling pathway, whereas several may be
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perform
vared genes at the same time [5). In addition. oncoprotemns
are often expressed as mutant forms, which are more de-
pendent on Hsp90 for their stability than their nommal coun-
terpares. Cancer cells are also subjected to more stresses (for
example due o acidosis. hypoxia and nutrient deprivation)

than normal cells and are consequently more dependent on
the activity of the Hsp90 chaperone machinery [6]. Fmall\ it
has been suzgestad that Hsp®) inhibitors preferentially bnd

to Hsp®0 in cancer cells rather than m normal celis. possibly
‘because Hspd0 would be in an activated complex in cancer
calls, having a greater affinity for nucleotides and inhibitors
.
The understanding of the role of Hsp90 m promoting
celular maliznant wansformation is mostly denved from
mdmoﬂ-[sp%mhimm mchas\bemnlpmdnnw
yein [8.9] a and
the synthetic dermvative 17- ’\-aDv]nnmo-l‘l-demzthm
geldanamycin: 17AAG [10-12] (Fig. 1). Gadmmycmbm
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