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positivo (C+, 40% de DMSOQO), controle de solvente (CS). A condi¢do de
experimentacao foram VVC (1000, 500 e 250 uM), VK3 (10, 5 e 2,5 uM) em meio
DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras
verticais representam 0 desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01), One way (ANOVA) com pos-teste
Tukey, com multipla COMPArACAD...........cuereiieiee e

Figura 36. Morte celular em células MCF-7 BUS ap0s 24 horas de tratamento
(10* células/orificio) de grupos com concentracdes diferentes entre a associagao
2-metil-1,4-naftoquinona - VK3 /Vitamina C — VC. O controle positivo (C+, 40%
de DMSO). A condigdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM),
VK; (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras
distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,01), one way
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Figura 37. Morte celular em células MCF-7 BUS apds 24 horas de tratamento
(10* células/orificio) de grupos com concentracdes diferentes entre a associagao
2-bromo-1,4-naftoquinona - BrQ /vitamina C - VC e seus controles. O controle
positivo (C+, 40% de DMSO), controle de solvente (CS). A condi¢do de
experimentacao foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10,5 e 2,5 uM) em meio
DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras
verticais representam 0 desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01), one way (ANOVA) com pobs-teste
Tukey, com mUltipla COMPAraGAO.........cccevreiiiieieie et

Figura 38. Morte celular em células MCF-7 BUS ap0s 24 horas de tratamento
(10" células/orificio) de grupos com concentracdes diferentes de 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ/Vitamina C - VC. O controle positivo (C+, 40% de DMSO).
A condicdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10,5e 2,5
uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), one way ANOVA com pos-
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Figura 39. Comparacéo da morte celular em células MCF-7 BUS ap06s 24 horas
de tratamento em diferentes concentracbes das associagdes 2-metil-1,4-
naftoquinona - VKjs/Vitamina C- VC versus 2-bromo-1,4-naftoquinona —
BrQ/VC. A condicédo de experimentagdo foram VC (1 mM, 500 e 250 uM), VK3
e BrQ (10, 5e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Teste t de
SEUBNES. ..ttt bbbttt bbb bbb b bbb ae e

Figura 40. Comparacdo da morte celular em células MCF-7 BUS ap6s 24 horas
de tratamento em diferentes concentracdes das associagdes 2-metil-1,4-
naftoquinona - VKs/Vitamina C- VC e 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A
condicdo de experimentacdo foram VC (1 mM, 500 e 250 uM), VK3 e BrQ (10,
5e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam o erro padrdo. Letras distintas indicam
diferengas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste One way (ANOVA),
com pos-teste Tukey, com multipla COMPAragao..........ccoceevveierieiesiiese e

Figura 41. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10°
células/orificio) de grupos com concentra¢fes diferentes entre a associa¢do 2-
bromo-1,4-naftoquinona - BrQ /vitamina C - VC e seus controles. O controle
positivo (C+, 40% de DMSOQO), controle de solvente (CS). A condi¢do de
experimentacao foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10,5 e 2,5 uM) em meio
DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras
verticais representam 0 desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01), One way (ANOVA) com pos-teste
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Figura 42. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10°
celulas/orificio) de grupos com concentra¢fes diferentes entre a associa¢do 2-
metil-1,4-naftoquinona - VK3 /Vitamina C — VC. O controle positivo (C+, 40%
de DMSO). A condigdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM),
VK3 (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras
distintas indicam diferengas estatisticamente significativas (p<0,01), one way
ANOVA com pos-teste Tukey, com multipla comparagao...........cccecevverveeireseennns

Figura 43. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10°
células/orificio) de grupos com concentragfes diferentes entre a associacdo 2-
bromo-1,4-naftoquinona - BrQ /vitamina C - VC e seus controles. O controle
positivo (C+, 40% de DMSOQO), controle de solvente (CS). A condi¢do de
experimentacao foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10,5 e 2,5 uM) em meio
DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras
verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01), one way (ANOVA) com pos-teste
Tukey, com mUItipla COMPArAGAD..........ccuvveerieieeie e

Figura 44. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10"
células/orificio) de grupos com concentragfes diferentes de 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ/Vitamina C - VC. O controle positivo (C+, 40% de DMSO).
A condicdo de experimentacdo foram VVC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10,5e 2,5
uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), one way ANOVA com poés-
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Figura 45. Comparagdo da morte celular em células CHO ap6s 24 horas de
tratamento em diferentes concentracdes das associagcdes 2-metil-1,4-naftoquinona
- VKs/Vitamina C- VC versus 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A condic¢éo
de experimentacdao foram VC (1 mM, 500 e 250 uM), VK3 e BrQ (10,5¢e 2,5
uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam 0 desvio padrdo. Teste t de
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Figura 46. Comparacdo da morte celular em células CHO ap6s 24 horas de
tratamento em diferentes concentracdes das associacdes 2-metil-1,4-naftoquinona
- VKs/Vitamina C- VC e 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A condicdo de
experimentacao foram VC (1 mM, 500 e 250 uM), VK3 e BrQ (10,5 e 2,5 uM)
em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes.
Barras verticais representam o erro padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01). Teste one way (ANOVA), com pos-teste
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Figura 47. Comparagdo da morte celular em celulas CHO versus MCF-7 BUS
apos 24 horas de tratamento em diferentes concentracdes das associacdes 2-metil-
1,4-naftoquinona - VKs/Vitamina C- VC. A condicdo de experimentacdo foram
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Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais
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Figura 48. Comparacdo da morte celular em células CHO versus MCF-7 BUS
apos 24 horas de tratamento em diferentes concentragdes das associaces 2-
bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A condic¢do de experimentagdo foram VC (1
mM, 500 e 250 uM), VK3 e BrQ (10, 5 e 25 uM) em meio DMEM.
Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais
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RESUMO

GRACIANI, Fernanda Silva. “Estudo da eficiéncia de producéo de perdxido de hidrogénio
por naftoquinonas em associagdo com acido ascorbico: aplicagdes como agentes
citotoxicos em linhagem de célula normal e tumoral.”. Defesa (Doutorado em Biociéncias
e Biotecnologia aplicadas a Farmacia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP,
Araraquara, SP.

O céancer é considerado como uma das principais causas de morte no mundo. A
compreensdo das diferencas bioldgicas entre células cancerigenas e normais € fundamental
para o0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, buscando sempre a maior
seletividade em alvos que sejam criticos para células cancerigenas se comparado as células
normais, sendo uma das caracteristicas apresentadas em células cancerigenas o aumento de
especies reativas de oxigénio (EROs). O objetivo deste estudo consiste em estudar a
geracdo de peréxido de hidrogénio (H,O;) por meio da associacdo acido
ascorbico/naftoquinona e sua aplicagdo em modelos de citotoxicidade, além de verificacdo
de possivel seletividade entre células normais e tumorais. Foram utilizados os métodos de
avaliacdo do consumo de oxigénio, determinacdo da producdo de H,O,, avaliacdo da
ocorréncia de cliclo redox por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e interacdo
destas drogas com glutationa (GSH) ou nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida
(NADH). O ensaio de citotoxicidade foi determinado pelo método da sulforodamina B em
celulas cancer de mama (MCF-7 BUS) e células normais de ovario de hamster chinés
(CHO). Foi descoberto que a presenca de um grupo retirador de elétrons na molécula de
naftoquinona teve um efeito direto sobre a eficiéncia da produgéo de H,O,. O composto 2-
bromo-1,4-naftoquinona (BrQ), em que o atomo de bromo substituido no grupo metil na
molécula 2-metil-1,4-naftoquinona (VKs3), foi aproximadamente 10 a 19 vezes mais
eficiente do que VK3 em termos de consumo de oxigénio e producdo de H,0,,
respectivamente. A propor¢do [H.O,] uM/minpreduzido/[Naftoquinona]  pM/minconsumido fOI
68 + 11 and 5.8 £ 0.2 para BrQ e VKjs, respectivamente, que revelou a maior eficacia de
BrQ como um catalisador para a oxidacdo de acido ascorbico (VC). Ambos VK3 e BrQ
reagiram com GSH, mas BrQ foi o substrato mais eficaz. Parte do GSH foi incorporado na
naftoquinona, dando origem a um produto de substituicdo nucleofilica (Q-SG). O
esgotamento da BrQ por GSH ndo impediu sua capacidade de redox, isto porque Q-SG
também foi capaz de catalisar a producdo de EROs. Em ensaios de citotoxicidade o par
VC/BrQ apresentou maior propor¢do de morte para as células cancerigenas MCF-7 BUS e
menor morte para linhagem normal CHO, mesmo em doses mais baixas. Mostrando uma
razdo (BrQ:VK) de 2,3 e 1,4 para células MCF-7 BUS e CHO respectivamente. As
associacGes de drogas mostraram seletividade em relagdo a linhagens cancerigena e
normal: MCF-7 BUS:CHO; 2,9 e 1,4 para BrQ/VC e VK3/VC, respectivamente. Podemos
concluir que a associacdo BrQ/VC foi superior em todos os resultados quimicos e
biologicos, configurando neste ultimo uma maior seletividades com relagdo as celulas
testadas, promovendo maior propor¢do de morte celular as células de linhagem
cancerigena.

Palavras-chave: menadiona, 2-bromo-1,4 naftoquinona, cancer, espécies reativas de
oxigénio.
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ABSTRACT

GRACIANI, Fernanda Silva. “Study of the efficiency of production of hydrogen peroxide
by naphthoquinones in combination with ascorbic acid: cytotoxic agents in applications
such as cell line normal and tumor.”. Defesa (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia
aplicadas a Farmécia) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP,

Araraquara, SP.

Cancer is considered as one of the leading causes of death worldwide. Understanding the
biological differences between normal cells and cancer cells is critical for the development
of new therapeutic strategies, always seeking greater selectivity at targets that are critical
for cancer cells compared to normal cells, one of the features shown in cancer cells is the
increase reactive oxygen species (ROS). The aim of this study is to investigate the
generation of hydrogen peroxide (H,O>) through association naphthoguinone/ascorbic acid
and its application in models of cytotoxicity, and check possible selectivity between
normal cells and tumor cells. Methods were used to evaluate the oxygen consumption,
determination of H,O, production, assessing the occurrence of redox cycle by HPLC and
interaction of these drugs in combination with glutathione (GSH) or reduced nicotinamide
adenine dinucleotide (NADH). The cytotoxicity assay was determined by the
sulforhodamine B in breast cancer cell (MCF-7 BUS) and chinese hamster ovary (CHO). It
has been discovered that the presence of an electron withdrawing group in the
naphthoquinone had a direct effect on the efficiency of production of H,O,. The compound
2-bromo-1,4-naphthoquinone (BrQ) in which the bromine atom substituted the methyl
group in the molecule 2-methyl -1,4- naphthoquinone (VK3) was approximately 10 to 19
times more efficient that VK3 in terms of oxygen consumption and the production of H,O,,
respectively. The ratio [H202] uM/ minpreduced/[Naphthoquinone] pM/minconsumed Was 68 *
5.8 and 11 + 0.2 for BrQ and VKj3, respectively, which showed the greatest efficacy BrQ as
a catalyst for the oxidation of ascorbic acid (VC). Both VK3 and BrQ reacted with GSH,
but the substrate was BrQ more effective. Part of GSH was incorporated into
naphthoquinone, giving rise to a nucleophilic substitution product (Q -SG). The depletion
of GSH by BrQ did not prevent the redox ability, because Q-SG was also able to catalyze
the production of ROS. In the cellular studies, BrQ/VC was more cytotoxic than VK3/VC
even at lower doses, showing the ratio (BrQ:VK3) of 2.3 and 1.4 to MCF-7 BUS and CHO,
respectively. The drug combinations showed selectivity in relation to the cancer cells and
normal cells: MCF-7 BUS:CHO; 2,9 and 1,4 for BrQ/VC and VK3/VC, respectively. We
conclude that the association BrQ/VC was superior in all chemical and biological results,
the latter setting a higher selectivity and promoting greater proportion of cell death to
cancer cell lineage.

Keywords: menadione, 2-bromo-1,4-naphthoquinone, cancer, reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

“Todas as substancias sdo venenos,
néo existe nenhuma que nédo seja um veneno.

A dose certa diferencia o veneno do remédio”.

(Phillipus Aureolus Theophrastus Bombastus von Hohenheim — Paracelso)
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1.1. Cancer

O funcionamento normal de um organismo multicelular é gerido por uma perfeita
comunicacdo bioquimica e molecular através de interacGes com estruturas proteicas
complexas. Assim se mantém um ser complexo com mecanismos para realizacdo de
funcdes fisioldgicas controladas por comandos genéticos, tais como metabolismo, sintese
de hormonios, proliferacdo celular, o reparo de alguns erros nos processos envolvidos na
replicacdo do DNA ou até mesmo morte programada, quando necessario. Todos 0s
processos sdo minuciosamente controlados por sistemas de sinalizacdo celular que
envolvem moléculas especificas a cada via bioquimica. Quando ha uma desarmonia em
tais processos a eminéncia de instalagdo de uma patologia é grande (PELICANO,
CARNEY; HUANG, 2004).

O céncer ndo é uma doenca nova. Apesar de na antiguidade ser considerada rara, ja
havia indicios de sua presenca. O documento mais antigo encontrado dentre os 48 relatos
médicos de Imhotep, sacerdote egipcio 2500 a.C, de nimero 45, traz as seguintes palavras
“massa protuberante no seio”, sendo Hipdcrates a primeira pessoa, até onde se sabe, a
relacionar a doenga como conhecemos nos dias de hoje. Segundo este grego, nomeado
como “pai da medicina”, a imagem de um tumor foi relacionada como uma espécie de
caranguejo enterrado sob a pele. As veias sanguineas ao redor do tumor seriam similares as
pontas da carapaca e as patas do animal, o que hoje podemos chamar de metastase.
Derivado do latim cancru, relacionando ao caranguejo, a doenca ha algum tempo é
conhecida como céancer (SIDDHARTHA MUKHERJEE, 2011).

Apesar dos avancos em pesquisas, hoje ainda existem lacunas nao preenchidas
sobre o conhecimento exato dos processos moleculares que levam ao surgimento de uma
massa tumoral.

O cancer caracteriza-se como um termo abrangente, utilizado para designar um
grande conjunto de doencas. Segundo Boveri (2008) o cancer representa um conceito
basico dito como “doenca do genoma”, sendo assim, ocasionado por um processo
microevolutivo composto por multiplas etapas e que pode afetar qualquer parte do nosso
organismo. Estas modificac@es se iniciam por acidentes genéticos que por terem falha em
processos de reparo influenciam vias bioquimicas e de sinalizagcdo molecular, evoluindo a
varios estagios até se tornar uma célula cancerosa. Ou seja, processos celulares alterados

inerentes a célula cancerosa dardo origem a varias células, por rapida multiplicacdo e
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invasdo a tecidos adjacentes, sendo esta uma caracteristica definidora do céancer
(HANAHAN; WEINBERG, 2011; EMONS; GHADIMI; GRADE, 2013).

Considerado como uma das principais causas de morte no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes, cerca de 13%, de todas as mortes em 2008, e estima-se que
este nimero continue crescendo chegando a 13,1 milhdes em 2030 (WHO, 2013).

A mais de 50 anos as terapias tém sido utilizadas com sucesso no tratamento de
neoplasias (ROOSEBOOM et al., 2004). Muitas doengas relatadas em textos antigos ainda
sdo encontradas nos dias de hoje com certa frequéncia, 0 que ndo acontecia com 0 cancer.
A grande questdo do nimero de mortes e incidéncia de cancer no mundo esta diretamente
ligada a longevidade, as pessoas ndo viviam o suficiente para que esta se manifestasse.
Quanto mais vivemos, maiores sdo 0s riscos de surgimento da doenca (SIDDHARTHA
MUKHERJEE, 2011).

Existem varios mecanismos clinicos para atacar células de tumor, que vao desde a
interferéncia fisica, como as radioterapias, até intervencdes quimicas e cirdrgicas, sendo
muito comum, quando o individuo estd em um estdgio avangado da doenca, a associacao
de terapias (ROOSEBOOM et al., 2004).

A maioria dos quimioterapicos surgiu de forma empirica, sem algum conhecimento
prévio do mecanismo bioquimico de agdo, mas, recentemente, com 0 aumento desta
problematica, terapias racionais tém sido utilizadas, as quais se baseiam em alvos
moleculares para transformar ou matar aquela célula. Mesmo assim, muitas sdo ainda
ineficazes para pacientes, principalmente quando se fala da baixa seletividade, causando
assim, efeitos adversos por destruirem também células saudaveis (ROOSEBOOM et al.,
2004). Visto isso, destaca-se a importancia de maiores conhecimentos sobre o metabolismo
de células cancerigenas.

A terapia do cancer pode incorporar varias caracteristicas comuns, como: ligacdo ao
DNA (alquilagdo, complexacdo, intercalagdo) (KOVACIC; OSUNA, 2000); inibicdo de
tirosina-kinase (THIENELT; GREEN; BOWLES, 2012), inibi¢cdo de topoisomerase | e Il
(KOVACIC; OSUNA, 2000; MOUKHARSKAYA; VERSCHRAEGEN, 2012), ativacédo
de DNAses (TAPER, 2008), existéncia de transferéncia de elétrons presente em farmacos
propriamente ditos ou metabolitos; formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
intracelularmente ou nas proximidades do DNA, além de terapias com hormonios
(KOVACIC; OSUNA, 2000; TSANG et al., 2003) .
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Farmacos como cisplatina (MIYAJIMA et al., 1997), bleomicina (HUG et al.,
1997), tridxido de arsénio (ATO) (MILLER, 2002) e antraciclinas como a doxorubicina
(TSANG et al.,, 2003), sdao usadas no tratamento contra as neoplasias através de
mecanismos que causam a geracéo adicional de EROs.

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Nitrogénio (ERNs) e Estresse
Oxidativo

O oxigénio (O,) ¢é a fonte de sobrevivéncia de toda a humanidade na Terra por
participar de maneira relevante no ciclo energético dos seres vivos, sendo essencial
na respiracédo celular dos organismos aerobicos.

Contudo, por muito tempo se desconfiava da importancia do O, em relacdo a
geracdo de radicais livres no organismo, mas isso ficou obscuro por muitos anos, inclusive
a aceitacdo do termo “radical livre”, atomo ou molécula na qual possui elétrons
desemparelhados (VALKO, 2007; ANDRINTSITOHAINA et al., 2012). Rebeca
Gerschman foi pioneira publicando na revista Science que o O é tOxico aos organismos
Vivos como mostrava seus experimentos quando o relacionava com raios X, segundo suas

conclusdes:

“Dos experimentos descritos e das consideragdes apresentadas, parece que a
irradiacéo e envenenamento por oxigénio produzem alguns de seus efeitos letais,
através de pelo menos um mecanismo comum, possivelmente a formagdo de
radicais livres oxidantes”

(GERSCHMAN et al., 1954)

A questdo sobre a presenca de radicais livres em sistemas bioldgicos foi explorada
por Denham Harman que foi o primeiro cientista a relacionar em seus experimentos o
papel dos radicais livres quanto ao envelhecimento (HARMAN, 1956), sendo realmente
comprovada a existéncia e importancia destas moléculas radicalares com a descoberta da
enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) (Mc CORD; FRIDOVICH 1969).

Atualmente muito se sabe sobre a existéncia e caracteristicas de tais moléculas no
meio bioldgico, as quais sdo hoje melhor nomeadas como espécies reativas de oxigénio
(EROs) ou nitrogénio (ERNSs) (GILBERT; COLTON, 2002).
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Espécies Reativas, sejam elas de oxigénio ou nitrogénio, receberam este nome por
posteriormente serem descobertas moléculas ndo necessariamente radicalares. Portanto, ha
presenca de moléculas radicalares e ndo radicalares, sendo que esta Ultima promovia o
mesmo efeito oxidante no micro ambiente bioldgico. As espécies reativas podem ser
divididas em: anion superéxido (O;*), oxigénio singlete (*O,) e radical hidroxila (OH) e
moléculas ndo radicalares como o &cido hipocloroso (HOCI), peréxido de hidrogénio
(H,0,) e 0z6nio (O3) (PELICANO, CARNEY; HUANG, 2004).

Tabela 1. Representacdo de algumas Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Nitrogénio (ERNS).
EROs NOME ERNs NOME

0, " Anion radical NO’ Oxido nitrico
superoxido
OH’ Radical hidroxila ONOO’ Anion Peroxinitrito
H,0, Peroxido de
hidrogénio

Em sistemas bioldgicos, as EROs sdo constantemente geradas através de uma
variedade de vias, incluindo reacGes enzimaticas. Dentre elas podemos citar: NADPH
oxidase, xantina oxidase, incompleta sintese endotelial de oxido nitrico (eNO sintase) e as
enzimas do citocromo P450 (P450 ou CYP). Mas a mitocondria € a principal estrutura
responsavel pela geracdo de EROs e ocorre pelo “escape” de elétrons durante o processo
de fosforilacdo oxidativa, especialmente nos complexo | e Ill. Neste processo, a reducao
uni-eletrénica do oxigénio molecular (O;) leva a producdo de anion superéxido (O;7)
(SAYBASILI et al., 2001; KANG; HAMASAKI, 2003; HILEMAN et al., 2004; MULLER
at al., 2004; MURPHY, 2009; ANDRINTSITOHAINA et al., 2012; TATARKOVA et al.,
2012), estimando-se que cerca de 0,15 e 2% do consumo de O, resulta na formacao de O,
(TANHARA; NAVARETE; KOWALTOWSKI, 2009). Mesmo assim, ha evidéncias de
producdo de EROs em outras vias mitocondriais como no ciclo do é&cido citrico
(STARKOV et al., 2004). O anion superéxido é a EROs produzida em maior escala no

metabolismo aerdbio, servindo como percussor de outras EROs, e dessa forma, podendo
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desempenhar um papel importante em uma variedade de afecgbes (KLAUNIG,;
KAMENDULLIS, 2004).

As Espécies Reativas sdo moléculas oxidantes instaveis, que quando ndo inativadas
por antioxidantes, sdo capazes de iniciar e/ou propagar a degradacdo de macromoléculas
bioldgicas que € um processo deletério a lipidio, proteinas, acidos nucleicos, conduzindo,
desta forma, danos em estruturas celulares e alteracfes em vias metabolicas (HILEMAN et
al., 2004).

N&o obstante, é importante ressaltar que niveis moderados de EROs possuem um
certo papel fisiol6gico como moléculas sinalizadoras como vias envolvidas no crescimento
e diferenciacdo celular. A maioria de tipos celulares possuem um pequeno burst oxidativo
para a geracdo de pequenas concentragdes de EROs quando estimulados por citocinas,
fatores de crescimento e hormonios como algumas interleucinas, fator de necrose tumoral
(TNF-a) dentre outros (THANNICKAL; FANBURG, 2000).

O estresse oxidativo é uma manifestagdo caracterizada por um desequilibrio no
estado redox da célula que pode ser causado tanto pela producéo excessiva de EROs e/ou
ERNs como pela diminuicdo e ou alteracdo de sistemas antioxidantes, principalmente
end6genos (PELICANO et al., 2004; VALKO et al. 2007; ANDRINTSITOHAINA, 2012),
podendo causar véarias doencas, dentre elas, a hipertensdo e a aterosclerose (GROTE, et al.,
2006; CAVE, et al., 2005), artrite reumatdide, isquemia tecidual, doencas renais (EL-
BENNA, et al., 2005), incluindo o cancer (VALKO et al. 2007).

1.3. Relacéo entre a bioquimica de células neoplasicas e EROs

A compreensdo das diferencas entre células cancerigenas e células normais é de
fundamental importancia para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,
buscando sempre, maior seletividade no tratamento com ataques em alvos que sejam
criticos para as células cancerigenas e ndo para as células normais.

Cada vez mais aparecem evidéncias que sugerem que células cancerigenas também
desencadeiam a producdo de EROs, sendo provavelmente uma caracteristicas em seu
metabolismo que as deixa sob uma condicdo de estresse oxidativo. Segundo Szatrowski e
Nathan (1991), varias linhagens de células cancerigenas testadas mostraram presenca de
H,O, em uma proporcao equivalente as geradas por células polimorfonucleares (PMN),

acima de 0,5 nmol/10* células/h. Alguns autores mostram o aumento significativo de
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espécies radicalares em células malignas, analisando células leucémicas isoladas de
pacientes apresentando formas variadas da doenca, em comparagdo a linfocitos (DAVI et
al., 2000; ZHOU et al., 2003; HILEMAN et al., 2004)

A presenca de um estresse oxidativo de forma persistente pode ser a explicacdo, em
parte, das caracteristicas peculiares da fisiopatologia de uma neoplasia exacerbando vias de
comunicacdo. As EROs atuam como segundo mensageiro em vias que alteram a
transducéo de sinal, sendo desta forma, um instrumento para a promocao da carcinogenese
(TOYOKUNI et al., 1995).

A partir dos anos 80 quando 0s primeiros oncogenes e genes supressores de tumor
foram descobertos, se iniciou a relacdo direta com mutacbes nestes locais e
desenvolvimento de cancer (REDDY et al., 1982; PARADA et al., 1982; GOLDFARB et
al., 1982; BISHOP, 1987; STANBRIDGE, 1990), o que hoje nos parece ébvio. Portanto,
provavelmente ocorre um aumento da proliferacdo celular através da ativacdo de
receptores da classe tirosina quinase, ativacdo de citosinas que por sua vez ativam fatores
de transcricdo tais como AP-1 (HIROTA et al., 1997; GERALD et al., 2004; KAVITHA et
al., 2012), HIF-1(HIROTA et al., 1997; SEMENZA, 2004; GERALD et al., 2004; LOPEZ-
LAZARO, 2006), NF-kB (HIROTA et al.,, 1997; GERALD et al., 2004; AMIRI;
RICHMOND, 2005; ORANGE; LEVY; GEHA, 2005) e interferem em genes que
promovem a supressdo de tumor como p53 (HOLLSTEIN et al., 1991; BENSAAD;
VOUSDEN, 2004). Outros eventos relacionados com a sinalizacdo de H,O, envolvem a
inducdo da expressdo de proto-oncogenes, tais como c-fos, c-jun e c-myc, contribuindo
assim para a expressao de genes relacionados com proteinas do ciclo celular que
promovem a proliferagéo celular persistente (MAKI et al., 1992; TOYOKUNI et al., 1995)
0 que provavelmente deve interferir na inibicdo da apoptose (STORZ, 2005) e a promocao
da metastases (AMIRI; RICHMOND, 2005; TRIPALDI; STUPPIA; ALBERTI, 2013).

Além disso, em 1926, Otto Heinrich Warburg foi o primeiro a reportar que células
cancerosas possuem uma singularidade em seu metabolismo energético, produzindo ATP
por via glicolitica dentro de condicbes aerobicas, e ndo por fosforizacdo oxidativa como

ocorre em células normais. Segundo suas proprias palavras:
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Cancer, acima de todas as outras doencas, tem indmeras causas secundarias.
Mas, mesmo para o cancer, ha apenas uma causa principal. Resumida em poucas
palavras, a principal causa do cancer é a substituicdo da respiracdo de oxigénio

nas células normais do corpo por uma fermentagdo do agUcar.

(WARBURG, 1956)

Desta forma, a partir desde dado, tal processo comecou a ser conhecido como
“Efeito Warburg”. A principio, Warburg reconheceu este fenémeno, utilizacdo da via
glicolitica, como uma caracteristica universal de todas as células malignas devido a
presenca de uma respiragdo mitocondrial defeituosa por conta da propria doenga
(WARBURG, 1956; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2010), sendo que um
ciclo vicioso faz parte deste processo, que se inicia com - hipoxia, um dos fatores
desencadeantes por provavel metabolismo acelerado destas células, impulsionando a
producédo de EROs, que por sua vez, causa mutagdo do DNA mitocondrial e malformagéo
da cadeia respiratoria na mitocéndria, que assim, fornece condi¢des para maior formacao
de EROs, mantendo este ciclo (GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY; ORRENIUS, 2010).

Ademais, todo esse processo bioquimico modificado de células cancerigenas pode
envolver alteracdes em outras moléculas, como maior expressdo de piruvato quinase Il
(PKM2) (WALLACE, 2012), hexoquinase Il (HK-II), além de outros, também a
superexpressdo de receptores de glicose (GLUTs) (CAMERON; PAULING, 1979). Todos
por consequéncia da utilizacdo da via glicolitica, a qual representa um dos 10 marcos
listado por Hanahan e Weinberg (2011) em sua revisao.

Portanto, o estresse oxidativo inerente as células cancerigenas pode ser devido ao
aumento no metabolismo e/ou uma disfun¢do mitocondrial (HILEMAN et al., 2004).

Contudo, nosso organismo conta com um sofisticado sistema de defesa composto
por moléculas, chamadas de forma generalizada de antioxidantes, que serdo importantes
para a prevencdo e desintoxicacdo de moléculas que podem causar possiveis prejuizos
causados por uma cascata oxidativa.

Dentre estas moléculas temos: superoxido dismutase (SOD), responsavel por
catalisar a dismutacdo de O, a H,0,, onde a isoforma SOD1 (Cu/ZnSOD) gera na matriz
mitocondrial e a SOD2 (MnSOD) gera no espacgo intermembrana por consequéncia do
complexo 1l da cadeia de elétrons (WALLACE, 2010), existem também, a catalase (CAT)

e glutationa peroxidase (GSH) que convertem H,O, em agua (H,O), todas utilizando
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enzimas e cofatores caracteristicos para sua reagcdo (SUN et al, 1989;
OBERLEY;OBERLEY, 1997; NICCO etal., 2005).

Tais moléculas sdo importantes na preservacdo da homeostase do organismo
impedindo o aparecimento de quadros clinicos que apresentem alteracdes fisioldgicas.

A presenca da enzima SOD vem sendo reportada por estar presente em altas
concentracdes em células malignas (DAVI et al.,, 2000; CHUNG-MAN et al., 2001;
HILLEMAN, 2004), mostrando que a sua presenca pode estar ligada a adaptacéo celular
ao estresse oxidativo intrinseco, sugerindo, desta forma, que tais células dependeriam
fortemente de alta expressdo da SOD para manutencao de EROs em proporc¢des dentro de
toleraveis (HILLEMAN, 2004). Altos niveis da atividade da enzima SOD podem estar
relacionados ao retardo do crescimento de tumores, mas também ao aumento do processo
invasivo de células de céncer nos tecidos, cujo processo esta associado a ativacdo de
enzimas zinco dependentes da familia das metaloproteinases (MMP) (VALKO et al, 2006).

Entretanto, ha indicios que o estresse oxidativo permanente utilize toda a
capacidade antioxidante presente no meio celular, sendo suposto, portanto, que uma
exposicdo destas celulas a agentes capazes de gerar presencga adicional de EROs, podem
depletar totalmente as reservas antioxidantes e elevar os niveis de EROs a um limiar no
qual conduz a morte celular, principalmente quando associado a um inibidor da atividade
antioxidante (KONG; LILLEHEI, 1998; KONG et al., 2000)

Portanto, apesar do H,O, estar estreitamente relacionado ao desenvolvimento de
neoplasias, o aumento em nivel celular desta substancia pode ser um eficiente caminho
para a morte de células das mesmas (Figura 1) (LOPES-LAZARO, 2007).

Transformacio em
celulas maliguinas

RESPOSTA

NIiVEL CELULAR DE H;Dz

Figura 1. Relacdo do nivel de peréxido de hidrogénio (H,O,) e a resposta celular. Adaptado Lopéz-
Lazaro (2007).

Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmécia — FCFAR/UNESP



TESE — Fernanda Silva Graciani

Células cancerosas com aumento de EROs enddgeno, provavelmente sdo mais
sensiveis a drogas anti-cancer do que células normais, sendo demonstrado por Huang et al.
(2000).

Lépez-Léazaro (2007), tras a discussao sobre a dubiedade do papel do H,O, em altas
concentracdes em células malignas (Figura 2). Ha muitas evidéncias com relacdo a estes
radicais atuarem promovendo a formacdo de células cancerosas, mas também muitos
relatos mostrando a importancia de geracdo adicional destas espécies reativas como nova
terapia, 0 que ja tem sido comprovado por farmacos presentes na clinica (paclitaxel,
cisplatina, trioxido de arsénio, etoposide, dentre outros a doxorubicina) possuindo como
caracteristicas de seu mecanismo farmacologico a producéo de H,O, (Figura 2). Apesar da
presenca de diversos efeitos toxicos em pacientes, pela restricdo de tratamentos devido a
gravidade e complexidade da doenca, ainda é o que temos.

CELULAS NORMAIS CELULAS DE CANCER
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Figura 2. llustragdo do provavel comportamento em células normais e cancerigenas frente a
concentragdes adicionais de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Adapitado de LOpez-Lazaro
(2007).
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Como ja mencionado, as EROs sdo responsaveis por desencadear varios tipos de
efeitos, desde fungdes fisioldgicas, como citado no topico 1.2 como afeccdes, incluindo
cancer, e de forma paradoxa, este estresse oxidativo presente intrinsecamente nas células

cancerosas, pode ser explorado de forma inteligente objetivando terapias mais eficazes.

1.4. Cancer e Quinonas

O Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos tem identificado que a maioria
das quinonas possui um grupo farmacofdrico de grande importancia para a sua atividade
citotoxica, que permite usa-los como agente antitumor (PEREZ-SACAU et al., 2007).

A vitamina K3 (VKs, 2-metil-1,4-naftoquinona ou menadiona) é uma naftoquinona
que faz parte de uma familia de caracteristicas lipossoltuveis (HEY, 2003; ARIS et al.,
2005) que possui mais dois compostos, vitamina K; (filoquinona ou somente K,
encontradas em algas e plantas superiores) e K, (menaquinona ou MK-n/ “n” significa
namero de isoprendides ali presentes, encontrada em varias espécies de bactérias, sendo
que recente descoberta mostra que ela pode ser produzida por animais, incluindo o homem,
pela conversdo de outras formas da vitamina K). Ao contrario destas, a vitamina K; ndo é
considerada de origem natural, mas sim uma analoga sintética que age como uma proé-
vitamina. Todas possuem um anel naftaleno com carbonilas nas posi¢des 1 e 4 deste anel e
dependendo dos substituintes em outras posi¢des as vitaminas podem se diferenciar
(LAMSON; PLAZA, 2003).

Chen et al (2012) apresenta a familia de vitaminas K como (VKSs), ja que existe
uma variedade de vitaminas K sendo as mais estudadas como anticancer as vitaminas Kj,
K2, K3z e Ks (Figura 3).
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Figura 3. VariagOes nas estruturas quimicaé de alguns componentes da familia de vitaminas Ks
existentes. Adaptado de Chen et al (2012).

Segundo Jiang et al. (2013), a vitamina K4 também tem sido muito promissora, em
consideracdo aos seus estudos com linhagem de células de prostata humana (PC-3), a
vitamina K, caracterizou-se como dose dependente com caracteristicas de fragmentacdo do
DNA e liberagdo de citocromo c.

A Menadiona tem sido investigada como agente antitumoral desde 1947
(MITCHELL; SIMON-REUS, 1947; MITCHELL, 1948).

A biotransformacdo das naftoquinonas pode ter vérias vias, mas uma em especial
esta relacionada com sua investigacdo como promotor de citotoxicidade. Esta via na qual
se inicia com a ajuda do citocromo P450 (P450) leva a formacdo de uma semiquinona e
esta, por sua vez, se utiliza de oxigénio para se tornar na forma oxidada, assim ha formagéo
de EROs (Figura 4) (PARKINSON, 2013), provavel via de exploracdo racional da VK3

como agente tumoral.
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Figura 4. Representacdo de uma das vias de biotransformagéo da menadiona. Producéo de espécies
reativas de oxigénio durante a redugdo de um elétron do radical semiquinona. Modificado de
Parkinson (2013).

Sua investigacdo tem ocorrido principalmente em associagdo com outras
substancias, as quais possuem indicios de atuarem de forma potencializadora a sua
citotoxicidade, como a associa¢do com: 5-fluorouracil, bleomicina, cisplatina, decarbazina,
doxorubicina, mitomicina C, metotrexato e dentre outros o trioxido de arsénio
(PELICANO et al., 2004).

1.5. A associagdo: naftoquinona e acido ascorbico

A substancia que atualmente tem despertado maior interesse em associa¢do com a
menadiona é a vitamina C (acido ascorbico, AA ou VC). Varios estudos in vitro (NOTO et
al., 1989; VENUGOPAL et al., 1996; ZHANG et al., 2001; VERRAX et al., 2003, 2004;
CASTRO et al., 2008; CHEN et al., 2012) e in vivo (TAPER et al., 1992, 2001, 2004;
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VERRAX et al., 2005, 2006; CHEN et al., 2011) tem comprovado e aprovado essa
associagao.

Além disso, alguns destes estudos demonstram que além de necrose e apoptose, um
novo tipo de morte celular chamada por Gilloteaux, et al (1998), de “autoschizis”, que
parece ser intermediaria a apoptose e necrose, esta em maior prevaléncia nesta associacao.

Recentemente, estudos clinicos de fase | e Il aprovado pela FDA por uma nova
terapia patentiada como Apatone”, cujo é caracterizado pela administracdo de vitamina
Clvitamina K3 na proporcdo 100:1 utilizada em individuos com cancer de prostata por 12
semanas e que ndo responderam a tratamentos convencionais (TAREEN et al., 2008).

Acredita-se que o principal fator responsavel pela eficacia na combinacdo entre a
menadiona e a vitamina C contra o cancer se deve pela potencializacdo do estresse
oxidativo que ocorre pelo aumento do ciclo oxido-redugéo da quinona (Figura 4), gerando
ainda mais EROs (GANT et al., 1988). Portanto, a menadiona é reduzida ndo
enzimaticamente pelo ascorbato para formar o deidroascorbato e o radical livre
semiquinona, esta € rapidamente reoxidada na presencga de (O,) para sua forma quinona,
gerando assim os EROs, sendo que o H,O, € provavelmente o principal produto
responsavel pelo processo citotéxico (NOTO et al., 1989; CALDERON et al., 2002;
VERRAX et al., 2004, 2005, 2006) (Figura 5).
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Figura 5. Ciclo de oxi-reducdo que ocorre com a associagdo entre acido ascorbico e a menadiona:
(1) &cido ascorbico (AA ou VC), (2) naftoquinona, (3) naftosemiquinona, (4) semideidroascorbato,
(5) oxigénio molecular, (6) anion superoxido e (7) peréxido de hidrogénio.
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O que muito se tem explorado nesta associagdo é a maior vulnerabilidade de celulas
cancerigenas em comparacdo com as células normais na presenga de ascorbato e
menadiona juntos (ZHANG et al., 2001; VERRAX et al., 2005). Isto se deve pelo aumento
do estresse oxidativo tanto pelo aumento de EROs como também deficiéncia de moléculas
antioxidantes (VENUGOPAL et al., 1996) como o glutationa (y-glutamilcisteinilglicina ou
GSH) e também moléculas de adenosina trifosfato (ATP), que tem demonstrado uma
deficiéncia em torno de 70 e 50% respectivamente (VERRAX et al., 2005).

Além da vitamina Kj, estudos ja vém sendo feitos com a associacdo de outras
naftoquinonas com o acido ascorbico, mostrando sempre a potencializacdo do &cido
ascorbico sobre a naftoquinona (KITAGAWA et al., 2008; CHEN et al., 2012).

O desequilibrio redox gerado pela associagdo das vitaminas, além disso, contribui
para que algumas caracteristicas da VC prevalecam potencializando o efeito por outros
caminhos.

A vitamina C é um micronutriente hidrossoluvel essencial ao metabolismo das
células vivas, com inimeras propriedades fisiologicas é de grande preocupacdo para
humanos e primatas, ja que nés ndo a sintetizamos como outros animais, portanto,
devemos obté-la através da alimentacdo. Esta vitamina esta presente no organismo em duas
formas predominantes, a reduzida e a oxidada (Figura 6). Dentre outras funcdes que a
vitamina C pode desempenhar esta a de antioxidante, principalmente quando se fala da
forma reduzida, onde esta ird neutralizar radicais livres, promovendo assim, uma acao
anticancerigena. Contudo, esta atua também como pro-oxidante, contribuindo para a
formacéo de EROs (DUARTE; LUNEC, 2005).

OH OH OH
CH CH,OH CH CH,0H CH CH,OH
Qx‘“«. - G\ 4 o: 0. f 0 -G.\ f’.f
— — S
?in, \f{:"'\._ o e \‘J‘ e o \.T:‘\,
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Figura 6. Metabolismo redox da vitamina C. A oxidagdo de um elétron do acido ascorbico (AA)
gera o radical ascorbil, a ocorréncia de mais uma oxidagdo da origem ao acido dehidroascorbato
(DHA). Modificado Duarte e Lunec (2005).
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Cameron e Pauling, (1976, 1978) reportaram uma melhora em pacientes portadores
de cancer por administracdo de vitamina C 10g/dia tanto intravenosamente, por 10 dias,
quanto oralmente, por um periodo mais prolongado. Estudo realizado por Padayatty et al,
(2004), onde o objetivo principal era a compreensdo da farmacocinética do &cido
ascorbico, demonstrou a importancia da via intravenosa para o0 sucesso de um possivel
tratamento contra o cancer com altos niveis plasmaticos da vitamina C, em comparagéo
com a via oral, mostrando, assim, o interesse de autores pela possivel acdo do acido
ascorbico contra celulas malignas.

O nivel sérico do acido ascorbico pode chegar a 50-100 uM. Com este aumento,
podera acontecer também uma melhora dos niveis intracelulares, mas ndo de forma dose-
dependente, por conta de saturacdo, sendo estes niveis modificados dependendo da dieta,
suplementacdo (DUARTE; LUNEC, 2005) ou estado patoldgico, isto porque, hd alguns
anos foi demonstrado que pacientes portadores de alguma neoplasia possuiam baixas
reservas de ascorbato, que foi explicado pelo estado avancado da doenca. Hoje é aceito que
este baixo nivel é por conta da alta utilizacdo desta vitamina por células com algum tipo de
desordem seja ela um cancer, inflamacdo (BARTON; ROATH, 1976) ou processos
traumaticos como em cirurgias (CRANDON; MIKAL; LANDEAU, 1953, 1961).

Em contrapartida, uma revisdo sobre o acido ascorbico, Camaron; Pouling e
Leibovitz, (1979), trazem varias referéncias de autores que em suas pesquisas demonstram
uma maior concentracdo de ascorbato em células cancerosas e uma deplecdo presente em
tecido normal.

Concordando com estes dados, Bodansky; Wrobleski e Makardt, (1951) e Loyd et
al, (1972), Langemann et al, (1989) mostram que o ascorbato é tomado principalmente por
células cancerigenas em comparacéo a células normais.

O transporte celular da vitamina C pode ocorrer por dois mecanismos distintos. O
acido ascorbico entra nas células por meio de uma familia de proteinas transportadoras a
qual depende do gradiente de concentragdo de sodio (Na’) (SVCT1 e SVCT2)
(TSUKAGUCHI et al., 1999). Mais rapido do que a forma reduzida, a forma oxidada DHA
é transportada para dentro das células por difusdo facilitada por varias isoformas do
transportador de glicose. Agus; Vera e Golde, (1999) propdem que a Vitamina C é melhor
captada por células cancerigenas depois de ser oxidada a &cido deidroascorbato no
microambiente do tumor pelo anion superéxido, e assim carregada para a célula

cancerigena pelo seu transportador GLUTs (Transporte facilitador de Glicose), onde ja
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intracelularmente seria reduzida & Vitamina C novamente, processo que promove um
acumulo de &cido ascorbico em milimolar contra um gradiente de concentracéo.

Tal fato evidencia a necessidade de maior aprofundamento e investigacdo sobre a
captacdo de vitamina C por células cancerosas, 0 que provavelmente facilitaria a atuacdo
do ciclo redox entre as duas vitaminas (C e K3) preferencialmente em células neoplasicas,
configurando certa seletividade a terapia.

Alguns passos devem ser percorridos para total elucidagdo do metabolismo e
mecanismo de acdo relacionada a terapia de neoplasias, visto que, a menadiona, ou em
geral as naftoguinonas, possuem certas caracteristicas quimicas que as tornam instrumento
interessante para o estudo e desenvolvimento de novas terapias contra o cancer. Visto isso,
destacamos a fundamental importancia de se dedicar esforgos ao estudo racional de

moléculas semelhantes que possam fornecer novos subsidios a terapia contra neoplasias.
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2. OBJETIVOS

“Comece fazendo o que é necessario,
depois o que é possivel,
e de repente vocé estara fazendo o impossivel”

(Séo Francisco de Assis)
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O objetivo geral do trabalho consiste em estudar a geragdo de perdxido de
hidrogénio por meio da associacdo naftoquinonas/acido ascorbico e sua aplicagdo em
modelos de citotoxicidade.

Obijetivos especificos:

Estudos quimicos e bioquimicos:

e Estudar e comparar naftoquinonas correlatas a menadiona no que diz
respeito as suas caracteristicas quimicas em processos redox por meio de sua
interacdo com a vitamina C, entre eles:

- Avaliagéo na producdo de anion superoxido;

- Eficiéncia na producdo de perdxido de hidrogénio;

- Avaliagdo do consumo de naftoquinonas;

- Potencial de reducdo das naftoquinonas e sua relagdo com a producéo
de perdxido de hidrogénio;

- Eficiéncia de conjugacdo das naftoquinonas com glutationa (GSH);

- Formacéo de produto de oxidacdo do GSH, GSSG;

- Oxidacdo do NADH durante o ciclo-redox;

Estudos celulares

e Aplicar os pares naftoquinonas/vitamina C mais efetivos como
geradores de EROs em modelos celulares buscando:
- Estudos de citotoxicidade em célula tumoral e normal,
- Verificacdo de seletividade em relagdo as linhagens de células tumoral de
mama (MCF-7 BUS) e normal de ovério de hamster chinés (CHO).
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3. MATERIAL E METODOS

““Quem conhece a sua ignorancia revela a mais profunda sapiéncia.
Quem ignora a sua ignorancia vive na mais profunda iluséo.”

(Lao-Tse€)
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3.1. Materiais
3.1.1. Drogas e Reagentes

Acido ascorbico (vitamina C — VC - AA), 2-metil-1,4-naftoquinona (menadiona ou
Vitamina K3 - VKj3), 2-bromo-1,4-naftoquinona (BrQ), 2-metoxi-1,4-naftoquinona (MQ) e
superdxido dismutase (SOD), dimetilsulfoxido (DMSO), orto-ftalaldeido (OPA), N-
etilmaleimida (NEM) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) foram obtidos da
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St, Louis, MO, USA). Peroxido de hidrogénio (H,O,) foi
preparado por diluicdo de uma solugédo concentrada (30%) sua concentracdo calculada por
sua absorcdo a 240nm (¢=43.6 M™ cm™). Todos os reagentes utilizados para as solucées
tampéo e fases mdveis foram de grau analitico. Os reagentes utilizados exclusivamente em

ensaios com cultura de células serdo descritas em seus topicos especificos.

3.1.2. Linhagens Célulares

Células MCFE-7 BUS

A linhagem MCF-7 BUS foi gentilmente cedida pela Dra. Marieta Fernandez da
Universidade de Granada (Espanha), é derivada de cancer de mama humano e responsiva a

estrogénio. A linhagem MCF-7 BUS encontra-se estocada em nitrogénio liquido (-195°C),

em aliquotas em torno de 1 x 106 células/mL em uma solucdo de congelamento composta
50% de meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modification of Eagle’s medium - Sigma-
Aldrich), 40% de soro bovino fetal (Gibco) e 10% de DMSO.

Células CHO

A linhagem CHO foi gentilmente cedida pela Dra. Catarina Takahashi do
laboratério de citogenética da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Estas

células derivadas de ovario de hamster chinés— (Chinese hamster ovary - CHO)

3.1.2.1. Meio de cultura e reagentes

Para ambas as linhagens celulares foi utilizado o meio DMEM, o qual foi preparado
utilizando: DMEM, tampdo NaHCOs, HEPES, suspensdo de antibidtico e antimicético
(100x) 10 mL em 1 L de agua destilada. Foi preparado também uma versdo do meio sem

vermelho de fenol para 0 momento da realizacdo das reacfes no ensaio de citotoxicidade.
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O pH foi ajustado a pH a 7,2 a 7,4, com &cido cloridrico 1N (88,2% v/v) éacido
cloridrico em agua destilada) ou hidréxido de s6dio 1N (4% m/v) hidroxido de sédio em
agua destilada). O meio de cultura foi esterilizado em sistema de filtracdo a vacuo, com
membrana de poros de 0,22 um de didmetro (Corning Incorporated, Acton MA, USA) e
aliquotado para ser estocado sob congelamento (-20°C) até o0 momento de uso. Para a sua
utilizacao foi acrescido a este meio 10% de soro fetal bovino (Nutricell).

O preparo do PBS para a utilizagdo no meio de cultura foi feita a mistura dos sais:
NaCl, Na,HPO,, KH,PO, para 1 L de &gua destilada, com ajuste de pH para 7,2 a 7,4.
Apbs isso o PBS foi aliquotado e autoclavado (121°C, 15 minutos). As aliquotas que nédo

estavam sendo usadas foram preservadas congeladas (-20°C) até 0 momento de uso.

3.2. Métodos
3.2.1. Estudos quimicos e bioquimicos

3.2.1.1. Monitoramento do consumo de oxigénio (O,)

O consumo de oxigénio molecular durante a reacdo foi monitorado usando o
aparelho YSI 5300A Oxygen Monitor (Yellow Spring USA). O meio de reacdo foi
constituido por acido ascérbico 500 uM e naftoquinona 10 uM em Salina Tampéo Fosfato
(PBS) 10 mM, pH 7,4 a 37°C. Antes de iniciar a reagdo, o meio contendo PBS e
naftoquinonas foi estabilizado para atingir saturagcdo de oxigénio, desta forma, a reacéo foi
disparada pela adicdo de acido ascérbico e o consumo foi monitorado por 60 segundos a

37°C. Os controles foram realizados com as drogas na forma isolada.

3.2.1.2. Monitoramento da formacéo de peroxido de hidrogénio (H,O)

A producéo de H,O, foi monitorada usando um detector amperométrico com sensor
especifico para H,O, (TBR 4100, World Precision Instruments, USA). Inicialmente, o
aparelho foi calibrado com padrdes de H,O, nas concentragOes entre 17,4 a 226,2 uM. As
reacOes foram realizadas com 4&cido ascorbico 500 uM e depois de alguns segundos
adicionado das naftoquinonas 10 uM em PBS 10 mM, pH 7,4 a 37°C. Para a comprovagao

da auséncia de H,O, em solucdo contendo a adicdo de somente &cido ascorbico,
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adicionamos 20 uL de SOD a 2 mg/mL e para confirmarmos a presenca de peroxido foi

adicionado 20 puL 3 mg/mL de catalase apds 6 minutos de reagéo.

3.2.1.3. Analise da producéo de anion superoxido (O;")

A geragdo de anion superoxido foi monitorado pela adi¢do de 100 uM de citocromo
¢ & mistura de reacdo contendo 10 uM de naftoquinona e 50 uM de &cido ascérbico em
PBS, pH 7,4. O branco para as medidas de absorbancia foi constituido de citocromo c e
naftoquinonas em PBS. Para este experimento foi utilizado um espectrofotdmetro de
arranjo de fotodiodos HP8452 (Agilent,USA). A reacdo foi iniciada pela adi¢éo de VC. A
reacao foi monitorada por 5 minutos com intervalos de leituras de 30 segundos em 550 nm.

3.2.1.4. Avaliacao do consumo de naftoquinonas

O consumo de naftoquinona foi monitorado por cromatografia liquida. A mistura
de reacéo foi constituida por naftoquinonas 10 uM e acido ascorbico 500 ou naftoquinonas
10 uM e GSH (100 uM) em PBS 10 mM, pH 7,4 a 37°C a qual foi incubada por 5
minutos. A concentracdo remanescente de naftoquinonas foi mensurada por HPLC
acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos fixado em 265 nm (Jasco, Easton, MD,
USA). A andlise cromatogréfica foi realizada em modo isocratico em coluna de fase-
reversa Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) com fase mdvel composta de 0,1% &cido

formico:metanol (40:60 v/v) e vazdo de 1 mL/minuto.

3.2.1.5. Identificacdo de produto de conjugacdo ao GSH (Q-SG)

Apos a realizacdo da técnica descrita no ponto acima (3.2.1.4), foi realizado a
separacdo do produto de conjugacdo detectado na reacgao entre BrQ (10 uM) e GSH (100
uM), este foi coletado e concentrado para analise por injecao direta em espectrdometro de
massa operando em modo de ions negativos (LCQ Fleet Armadilha de ions

Espectrofotometro de Massas, Thermo Scientific, USA).
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3.2.1.6. Avaliacao do consumo de GSH e producgédo de GSSG
A deplecéo de GSH e producdo de GSSG foram medidos usando OPA como um
reagente fluorescente para derivacdo e posterior analise em CLAE foi realizado com

adaptaces do método previamente descrito com adaptacdo (KAND’AR et al., 2007).

Ensaio para GSH

Apbs a incubacdo da mistura de reacdo composta por naftoquinona (10 uM) e GSH
(100 uM) na presenga e auséncia de acido ascorbico por 15 minutos, uma aliquota de 50
puL foi removido e adicionado a 500 puL de uma solugédo de 0,1% EDTA em 0,1 M
Na,HPO, pH 8,0. A uma aliquota de 20 pL desta solucdo adicionou-se 300 pL da solucéo
de 0,1 M NayHPO, pH 8,0 e 20 uL de uma solugdo metanolica de OPA(%). A mistura foi
incubada a 25 °C por 15 minutos no escuro. Por fim 20 uL desta mistura foi injetado em
CLAE.

Ensaio para GSSG

Posteriormente, 200 puL da mesma reacdo usada para analise de GSH, foram
incubadas a 25°C com 200 pL de NEM por 25 minutos na auséncia de luz para interagir
com o GSH presente na amostra. Na sequéncia a esta mistura adicionou-se 750 uL de 0,1
M NaOH. O meio alcalino tem por objetivo facilitar a interagéo entre GSSG e OPA, desta
forma, 20 uL desta solucdo final foi utilizada para analise conforme o procedimento para
analise de GSH como descrita anteriormente, mas trocando a solucao constituida de 300
mL da solucédo de 0,1 M Na,HPO, pH 8,0 por 300 uL de 0,1 M NaOH.

Anélise em CLAE

As analises foram conduzidas em coluna de fase-reversa Luna Cig (250 x 4,6 mm, 5
um) em modo isocratico. A fase movel foi constituida por metanol:Na,HPO, 25 mM pH
6,0 (15:85 v/v) com vazdo de 1 mL/minuto. A deteccdo foi observada por fluorescéncia em

350 nm de excitacédo e 420 nm de emissao.
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3.2.1.7. Avaliacéo do efeito da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) no

consumo de acido ascorbico

A mistura de reacdo foi composta de 100 uM de NADH, 10 uM de naftoquinona e
50 uM de VC em PBS, pH 7,4. O branco para as medidas de absorbancia consistiu de
naftoquinonas em PBS. Um espectrofotometro de arranjo de fotodiodos HP8452 (Agilent,
USA) foi utilizado neste experimento para mensurar a variagdo de absorbancia. A reagéo
foi iniciada pela adi¢do de VC. A reacdo foi monitorada por 10 minutos com intervalos de
leituras de 30 segundos. O monitoramento foi realizado através das bandas em 270 nm e

340 nm para VVC e oxidacdo do NADH respectivamente.

3.3. Estudos Celulares

3.3.1. Descongelamento dos estoques celulares

O vial criogénico retirado do nitrogénio liquido permaneceu em temperatura
ambiente até que seu conteldo estivesse completamente descongelado. Este conteudo foi
colocado em um tubo de centrifuga estéril (Corning Incorporated, Acton MA, USA - 15
mL) contendo 5 mL de meio de cultura (DMEM suplementado com 10% soro fetal bovino)
e submetido a centrifugacdo por 3 minutos a 1000 rpm. O sobrenadante foi descartado e,
ao pellet, foi acrescentado 2 mL de meio de cultura suplementado. A suspenséo celular foi
transferida em um frascos de cultura de 25 cm® (Corning Incorporated, Acton MA, USA)
contendo 5 mL de meio de cultura suplementado, e submetidas as condi¢des padronizadas

de incubacdo (37°C, em atmosfera com 5% de CO, e 95% de saturacdo de umidade).

3.3.2. Preparo das substancias-teste

Foi preparado uma solucédo estoque dos compostos (VK3 e BrQ) de 10 mM em
DMSO sendo estes estocadas a 4°C. A partir da solucdo estoque foram feitas dilui¢bes em
meio de cultura, DMEM sem vermelho de fenol para a obtencdo das concentracGes de
trabalho: 10, 5e 2,5 uM.
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A concentracdo maxima de DMSO na cultura celular ndo excedeu a 0,1%, uma
concentragio conhecida que ndo provoca efeito sobre a viabilidade celular (SCHILIRO et
al., 2011).

A solucdo de acido ascdrbico foi preparada no momento do ensaio, ndo havendo
solucdo estoque, na concentracdo de 10 mM em PBS, este foi filtrado e diluido em meio de
cultura, DMEM sem vermelho de fenol, para a obtencdo das concentracfes de trabalho:
1000, 500 e 250 uM.

3.3.3. Tripsinizacao das culturas celulares

Para o inicio do ensaio foi realizado o processo de tripsinizacao da cultura celular.
Apo6s remocdo do meio de cultura, as células foram lavadas usando-se PBS e desprendidas
da superficie interna do frasco de cultura utilizando-se 0,5 mL de ATV (solugéo de tripsina
0,2% + versene 0,2%, Instituto Adolfo Lutz) diluida 1:1 com PBS. Apds o desprendimento
das células, 1,5 mL de meio de cultura suplementado foi adicionado ao frasco para a
inativacdo do ATV, e assim, homogeneizado. Apoés a retirada da quantidade necesséria de
células para o experimento, uma pequena quantidade de células foi, entdo, colocada em
cultivo em novos frascos de cultura de 25 cm? (Corning Incorporated, Acton MA, USA)
contendo 5 mL de meio de cultura completo, e submetidas as condi¢Ges padronizadas de
incubacdo (37°C, em atmosfera com 5% de CO, e 95% de saturacdo de umidade) até a

preparacdo da proxima subcultura ou realizacdo de um novo experimento.

3.3.4. Ensaios de citotoxicidade

As células foram tripsinizadas, submetidas a contagem em camara hemocitométrica
de Newbauer (Boeco, Germany) e semeadas em placas de 96 pocos (Corning), a uma
concentracéo inicial de 1 x 10* células/ pogo, em 200 L de meio de cultura. A aderéncia
das células a placa ocorreu durante 24 horas e ap6s esse periodo, o0 meio de cultura foi
removido. As celulas foram lavadas com 200 pL de PBS. Apds isso foram distribuidos os
grupos em suas respectivas concentracdes (controle VC; controle VKs, controle BrQ;
associacdo VK3/VC, associacdo BrQ/VC; controle negativo C-; controle solvente CS e

controle positivo C+) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema de organizagdo das unidades experimentais empregadas no teste de microplacas
para avaliacéo de citotoxicidade pelos compostos VC, VK; e BrQ e suas associagoes.

O controle negativo consistiu em meio de cultura DMEM sem vermelho de fenol,
suplementado com 10% de soro bovino para células para ambas as linhagens de células, o
controle positivo foi constituido de DMSO 40% e o controle solvente (méximo de 0,1%
DMSO), respeitando a diluicdo dos reagentes). Foram realizados 3 experimentos
independentes, com 15 replicatas para cada grupo.

A morte celular foi avaliada apés 24 horas de tratamento, usando 0 ensaio
colorimétrico da sulforodamina B (SRB) (SKEHAN et al., 1990, RASMUSSEN;
NIELSEN, 2002). Portanto, apds 24h, as células foram fixadas com acido tricloroacético
10% e incubadas a 4 °C por 30 minutos, em seguida, lavadas com &gua de torneira gelada e
tratadas com 200 pL de uma solucdo de SRB a 0,4% em &cido acético 1%, incubando-se
por 30 minutos a 4 °C na auséncia de luz. Posteriormente foi realizada a lavagem com

acido acético 1% (quatro vezes) para a retirada do excesso de SRB, a placa foi deixada em
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repouso, em temperatura ambiente, para secagem. O corante que liga as proteinas das
células foi solubilizado com 200 uL de Tris base 10 mM (pH = 10,5) durante 30 minutos.

Finalmente, a intensidade do corante foi lida em um leitor de microplacas em 492 nm.

3.4. Analise dos resultados

Os resultados obtidos foram submetidos ao programa estatistico Graph Pad Prism 5
(Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA) a analise de variancia ANOVA
(assumindo p < 0,01) seguida pelo pos-teste de Tukey, para comparacdo multipla; pds-
teste Danett’s para comparacao de todos os grupos em relacdo ao VKg; teste t de students

para comparagdo em pares.
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4. RESULTADOS

“Aquele que obtém uma vitoria sobre outros homens € forte,
mas aquele que obtém uma vitéria sobre si proprio é poderoso”.
(Lao-tzé)
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As naftoquinonas utilizadas neste presente trabalho estdo representadas na figura

abaixo (Figura 8).

o) S Oy o

naftoquinona 2-metil-1,4-naftoquinona 2-bromo-1,4-naftoquinona
menadiona (VHE3) 2-metoxi-1,4- naftcrqumona

Figura 8. Estrutura basica de uma 1,4-naftoquinona e naftoquinonas relacionadas.

Tal escolha foi baseada no fato de que naftoquinonas tém se mostrado como
substancias de reconhecida atividade citotoxicas (PEREZ-SACAU et al., 2007). Adiciona-
se a isto o fato de que o potencial de reducdo destes compostos aromaticos séo sensiveis a
presenca de grupos substituintes no anel (MARCH, 2002), assim, poderiamos altera-lo e,
dessa maneira, a capacidade dos mesmos em gerar H,O, quando associado ao acido
ascorbico. Sendo assim, a escolha das naftoquinonas foi realizada tendo como referéncia a

presenca dos grupos substituintes

4.1. Ensaios quimicos e bioquimicos
4.1.1. Monitoramento do consumo de oxigénio (O5)

A concentracdo de 4&cido ascorbico e naftoquinonas foram escolhidas para
confirmar os efeitos cataliticos desta Gltima, sendo tais concentragfes na mesma proporcao
daquela usada na técnica Apatone™ (TARREN et al., 2008). A presenca de um grupo
retirador de elétrons (Br-) (Figura 7) na porcdo da naftoquinona, provocou um significante
aumento no consumo de oxigénio comparado-se a menadiona ou ao derivado metoxi
(Figura 9).
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Figura 9. Cinética do consumo de oxigénio dissolvido monitorado por 30 minutos. Mistura de
reacdo foi constituida por naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona - VK, 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ ou 2-metoxi-1,4-naftoquinona - MQ - 10 uM), &cido ascorbico (VC - 500 pM)
em PBS pH 7,4 a 37°C. Barras verticais representam o desvio padrao.

Como pode ser observado na Figura 9, em 30 minutos as reacdes de VC com as
naftoquinonas VK3 e MQ néo apresentaram consumo do O; significativo se comparado
com BrQ. Os mesmos componentes foram monitorados por um tempo menor com a
intencdo de entender melhor as diferengas entres as reacOes (Figura 9). Sendo assim,
aproximadamente 75% do oxigénio molecular dissolvido foi consumido dentro de 1
minuto de reacdo usando BrQ, comparado com somente 5% usando VK3 ou 7% MQ
(Figura 10).
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Figura 10. Cinética do consumo de oxigénio dissolvido monitorado por 30 minutos. A mistura de
reacdo foi constituida por naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona - VK; 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ ou 2-metoxi-1,4-naftoquinona - MQ - 10 uM), &cido ascorbico (VC - 500 uM)
em PBS pH 7,4 a 37°C. Barras verticais representam o desvio padrao.
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Nestes experimentos, 0 meio de reacdo PBS foi equilibrado previamente a 37°C de
modo a saturar-se com 0 oXigénio presente no ar e entdo o sistema foi fechado com o
préprio eletrodo, como mostra a Figura 11. Ap6s adicdo das naftoquinonas e estabilizacéo
do aparelho, o mesmo foi ajustado em seu visor para 100% e a reacdo disparada pela

injecéo de VC.
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Figura 11. Aparelho YSI 5300A Oxygen Monitor (Yellow Spring USA). (A) O consumo de
oxigénio molecular durante a reacdo constituida por acido ascorbico 500 pM e naftoquinona 10 uM
em de tampdo PBS 10 mM, pH 7,4 a 37°C. (B) Em detalhe o sistema de reacdo fechado pelo
eletrodo.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram o consumo de oxigénio em

funcéo do tempo para todas as combinag6es de drogas e seus controles.
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Figura 12. Consumo de oxigénio dissolvido. Proporcéo de deplecdo (%/ minuto). Os controles e
misturas de reacdo foram constituidos naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona - VKj;, 2-bromo-
1,4-naftoquinona — BrQ ou 2-metoxi-1,4-naftoquinona - MQ - 10 uM), acido ascérbico (VC - 500
uM) em PBS pH 7,4 & 37°C. Os resultados sdo representativos de pelo menos trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam o erro padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01). Teste de variancia ANOVA com pés-teste Tukey, com
multipla comparacao.
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A concentracdo relativa de 100% de O,, quando o sistema foi fechado, é
equivalente a aproximadamente 200 uM de oxigénio dissolvido em PBS (YSI model 53
Biological Oxygen Monitor). Considerando que somente 10 uM de BrQ foi adicionada a
mistura de reacdo, que este valor é significativamente menor se comparado ao VC (500
uM), e que o consumo de oxigénio de cerca de 140 uM (Tabela 2), fica evidente que BrQ

atuou de forma catalitica neste ciclo redox.

Tabela 2. Concentracdo do consumo de oxigénio dissolvido nos grupos de substancias isoladas
(controle) e associacBes com naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona - VK;, 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ ou 2-metoxi-1,4-naftoquinona — MQ (10 puM) e é&cido ascorbico -VC (500
uM).

VvC 2,4+0,6 a
VK3 1,7¢0,3 a
MQ 1,4+0,4 a
BrQ 1,5+0,3 a
VC/ VK3 11,3+0,7 b
VC/MQ 22+2,0 ¢
VC/BrQ 144+4,0 d
PBS com saturacdo de O 200

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Letras distintas representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste de variancia
ANOVA com pos-teste Tukey, com multipla comparagéo.

A alta eficiéncia do ciclo redox apresentado pelo composto BrQ em associagéo ao
VC sugere que poderiamos utilizar uma concentragdo ainda menor dessa naftoquinona, o
que poderia ser interessante do ponto de vista de sua eventual toxicidade. Portanto,
procuramos encontrar a menor concentracdo de BrQ que produziria 0 mesmo resultado
observado para o VKs. A Figura 13 mostra que mesmo em uma concentracdo 100 vezes
menor, BrQ foi tdo eficiente quando VK3 no que diz respeito ao consumo de oxigénio do

meio, sendo que exceto para a concentracdo de 0,1 mM, todas as outras concentracfes
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utilizadas na reacdo com BrQ apresentaram significAncia em compara¢do com a reacao

contendo VKas.
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Figura 13. Consumo de oxigénio dissolvido (%/minuto). Efeito de concentra¢bes de 2-bromo,1-4
naftoquinona (BrQ) na deplegdo de oxigénio em associagdo com a vitamina C em comparacao a
reacdo contendo 2-metil-1,4-naftoquinona (VK3). A mistura de reagdo foi constituida VK; (10 uM),
BrQ (10, 1, 0,1 e 0,01 uM) e vitamina C (VC 500 uM) em PBS pH 7,4 a 37°C. Os resultados sdo
representativos de pelo menos trés experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio
padréo.
*diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), teste de variancia ANOVA, pds-teste de
Danett’s com comparagdo de todas as concentrag@es de reacdo de BrQ em relacdo a VK

Ainda na tentativa de encontrar um composto de maior eficiéncia, foi realizado um
ensaio de consumo de oxigénio com a substituicdo do &cido ascorbico pela molécula de
palmitato de ascorbila (AP) (Figura 14). Sendo este mais lipofilico (KIM et al., 2013), a

sua acessibilidade ao meio intracelular poderia aumentar o seu efeito citotdxico.
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Figura 14. Representacdo da molécula do Palmitato de acido ascorbico (AP).
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Figurals. Cinética do consumo de oxigénio dissolvido em reacdo. Palmitato de ascorbila — AP (500
uM) e naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona — VK5 ou 2-bromo-1,4-naftoquinona - BrQ) (10
uM). Barras verticais representam o desvio padrao.

Os resultados apresentados nas Figuras 15 e 16 mostram que o palmitato de
ascorbila, embora também susceptivel a oxidacdo pelas naftoquinonas, ndo foi também
eficiente quanto o préprio &cido ascorbico. Observa-se ainda que BrQ foi a melhor
naftoquinona, também neste caso. Como pode ser observado, a associacdo BrQ/AP
apresentou uma deplecdo de O, de aproximadamente 45% (Figura 16). Acreditamos que
mesmo sendo a associagdo menos eficiente do que a associacdo BrQ/acido ascorbico,
BrQ/AP poderé ser potencialmente util, visto que a sua maior lipossolubilidade poderia

facilitar a associagdo com a membrana das células tumorais.
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Figura 16. Cinética do consumo de oxigénio dissolvido em reacdo. Palmitato de ascorbila - AP/2-
bromo-1,4-naftoquinona - BrQ em comparagdo com &cido ascorbico — VC/ BrQ. As reacdes foram
compostas de AP ou VC (500 uM) e BrQ (10 uM). Barras verticais representam o desvio padréo.

Considerando que a melhor associacdo encontrada foi VC/BrQ, escolhemos a
mesma para 0S ensaios posteriores e tendo como referéncia para comparacdo o sistema

VC/VK;3 por ser amplamente utilizado.

4.1.2. Andlise da producao de perdxido de hidrogénio (H20,)

Como ja mencionado e apresentado na Figura 5, a principal EROs responsavel por
produzir toxicidade em um ciclo redox é o H,O,, isto porque, 0 anion superoxido, produto
intermediario, ndo é estavel, sendo dismutado a H,O, rapidamente.

Para confirmar e quantificar a producdo de H,O, em nosso modelo experimental
utilizou-se um detector amperométrico com eletrodo especifico para H,O,. A oxidacdo do
H»0, na superficie do sensor produz uma pequena corrente em picoampere (pA) a qual é
detectada pelo aparelho (Figura 17a). Para isso, o aparelho foi previamente calibrado com
solugdes padrdo de H,O, na faixa de 17,4 uM a 330.6 uM, perfazendo um total de 19. Por
meio da curva analitica obtida, pA versus concentracdo de H,O, , pode-se quantificar a

producéo de perdxido de hidrogénio nos ensaios posterior (Figura 17b).
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Figura 17. Curva de calibracdo do aparelho TBR 4100/1025. (A) Imagem retirada do programa
vinculado ao aparelho TBR 4100/1025 ap6s o acréscimo das concentragdes de perdxido de
hidrogénio (H,0O,), concentragfes acrescidas de 17,4 uM. (B) Representacdo da curva de
calibragdo (r* 0,999) para a obtencdo da concentracéo real de H,0, presente na solugéo.

Os resultados mostrados nas figuras 18 e 19 confirmam o maior efeito catalitico da
BrQ em comparacdo a VK3 e MQ no que diz respeito & producdo de H,O,. Para a
realizacdo deste experimento foi adicionado ao PBS, 500 uM de VC e apds estabilizacao,
adicionado as naftoquinonas de interesse. Como pode ser observado, a formacéo de H,O,
inicia-se logo ap6s a adicao das naftoquinonas e produziu, depois de 10 minutos, 306,5 uM
de H,O, para a mistura de reagdo contendo BrQ/VC em comparagdo com 63,4 uM para
VK3/VC (Figura 18 e Tabela 3).
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Figura 18. Producédo de H,O,. Perfil cinético da producgdo de H,O, durante as reacdes ciclo-redox.
As misturas de reacdo foram constituidas por 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ ou 2-metil-1,4-
naftoquinona -VK; (10 uM) e &cido ascorbico - VC (500 uM) em PBS, pH 7,4 & 37°C. Reagdo
monitorada por 600 segundos.

Tabela 3. Producdo de H,O, nos grupos de substéncias isoladas (controle) e associagdes com
naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona - VK, 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ ou 2-metoxi-1,4-
naftoquinona — MQ (10 uM) e acido ascérbico -VC (500 uM).

VvVC Né&o detectado (0)
VK3 Né&o detectado (0)
MQ Né&o detectado (0)
BrQ Né&o detectado (0)
VC/ VK3 63,4+05a
VC/MQ 350+1la
VC/BrQ 306,5+0,6 b

Dados apresentados como média + desvio padréo.
Letras distintas representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste de variancia
ANOVA com pos-teste Tukey, com multipla comparacao.

Como néo houve producéo de H,O, pelos controles, ou seja, as drogas isoladas, na

Figura 19 estdo representadas apenas as reagdes com as trés naftoquinonas estudadas.

Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia Aplicadas a Farmécia — FCFAR/UNESP



67
TESE — Fernanda Silva Graciani

— b
= 30- o
=
£
£ 5q
= 20
=
S 104
I
a a
- —— T
& &
N <
X N X©

Figura 19. Producdo de H,0,. Taxa de producdo de H,O, (uM/minuto). As reacbes foram
compostas por associagdo com naftoquinonas (2-metil-1,4-naftoquinona - VK, 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ ou 2-metoxi-1,4-naftoquinona — MQ (10 uM)/&cido ascérbico -VC (500 uM).
Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,01), one way ANOVA com pos-teste Tukey, com multipla comparagéo.

Com a finalidade de tentar aperfeicoar ainda mais o processo de producdo de H,O»,
foi estudada também qual concentracdo de VC seria mais eficiente. Como pode ser
observada, a producdo de peréxido foi dependente da concentracdo de VC. Com isso,
resolvemos manter a concentragéo em 500 M, pois aumentar, além disso, poderia resultar

em dificuldades posteriores nos ensaios com células.
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Figura 20. Producédo de H,O,. Perfil cinético da producgdo de H,O, durante as reacdes ciclo-redox.

As misturas de reacdo foram constituidas por 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ (10 pM) e acido
ascorbico - VC (100, 200 400 uM) em PBS, pH 7,4 & 37°C. Reacdo monitorada por 350 segundos.

Apesar de termos usado um sensor especifico para H,O,, foi adicionado a enzima
catalase ao meio de reacdo contendo BrQ/VC. A adicdo de catalase no decorrer da reacao
(6 minutos), enzima capaz de decompor H,0, (Figura 21), confirmou que o produto de

formacao realmente era H,O, (Figura 22).

S0D

2 Oz_. + 2 H+ Oz + H202

GPx

2GSH + H,0,

tal
2 H,0, 2H,0 + O,

GSSG + 2H,0

Figura 21. Principais enzimas que biotransformam Espécies Reativas de Oxigénio (EROs).
Superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT).
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Figura 22. Evidéncias da formacdo de H,O, pela catalase. A mistura de reacdo foi 2-bromo-1,4-
naftoquinona (10 uM)/acido ascorbico -VC (500 uM) e catalase 3 mg/mL.

Como apresentado na Figura 21 a superdxido dismutase (SOD) é uma enzima que
promove a dismutagdo do radical anion superoxido e, assim, gera H,O,. Portanto,
exploramos também o efeito da adicdo de SOD ao meio de reacdo. Neste caso ndo se
obteve interferéncia na velocidade de formacao de H,O- pela SOD. Pode-se concluir que a
velocidade de formacdo de H,O, € mais lenta do que a de sua dismutacdo catalisada pela
SOD (Figura 23 A e B). Juntos, tais experimentos demonstraram que o passo determinante

para que ocorra o ciclo-redox € a interacéo entre VC e BrQ.
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Figura 23. Influéncia da enzima superoxido dismutase (SOD) na producgédo de H,0,. Perfil cinético
da producdo de H,0O, durante as reac@es ciclo-redox. (A) 2-metil-1,4-naftoquinona - VK,/ &cido
ascorbico — VC. (B) 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. As misturas de reacdo foram
constituidas por naftoquinonas (10 uM), VC (500 uM) e SOD (2 mg/mL) em PBS, pH 7,4 4 37°C.
Reacdo monitorada por 600 segundos.

Juntos, tais experimentos demonstraram que 0 passo determinante para que ocorra o

ciclo-redox é a interagdo entre VC e BrQ.
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4.1.3. Analise da producéo de anion superoxido (O;”)

O consumo de oxigénio é consequéncia de sua reducdo a anion radical superoxido
(O2") (Figura 5). Para confirmar esta caracteristica, em nossos estudos utilizamos a
proteina citocromo c¢, a qual € reduzida por anion radical superoxido levando ao
aparecimento de uma banda de absor¢do em 550 nm, método este muito utilizado e que foi
descrito pela primeira vez por McCord e Fridovich em 1969. Os espectros apresentados na
Figura 25 confirmam que a formacao de anion superdxido no modelo aqui estudado. Onde
a linha mais escura mostra 0 monitoramento sem a presenca da mistura de reacdo. A partir
do momento que a reacdo é disparada com VC em uma solucdo contendo a naftoquinona
BrQ 10 uM e citocromo ¢ 100 uM comeca a aparecer uma banda em 550 nm, a qual foi

monitorada por 5 minutos.
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Figura 24. Perfil cinético da reducdo do citocromo ¢ por radicais anion superoxido durante a reacdo
de ciclo-redox por 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/vitamina C — VC (10/500 uM). Concentacéo
de citocromo c foi de (100 uM) em PBS, pH 7,4 a 37°C. O monitoramento foi realizado por 5
minutos com intervalo de leitura de 30 segundos.
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4.1.4. Avaliagéo do consumo de naftoquinonas

De outro ponto de vista, parte da naftoquinona pode ser transformada em outros
produtos, que consequentemente, poderia diminuir sua capacidade na producdo de EROs.
Por esta razdo, foi medido o consumo das naftoquinonas estudadas neste trabalho apos
incubacdo de reacdo por 5 minutos. Observamos que a VK3, em comparacdo ao controle,

foi menos consumida do que a BrQ (Figura 25).
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Figura 25. Consumo de naftoquinonas durante a reagéo de ciclo-redox. (A, a) Padréo 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ; (A, b) reacdo de BrQ/vitamina C - VC. (B, a) Padrdo 2-metil-1,4-
naftoquinona - VKj; (B, b) reacdo de VK4/VC. As misturas reacionais foram constituidas por
naftoquinonas (10 uM) e VC (500 uM) em PBS a 37 ° C e a concentracdo restante de
naftoquinonas medidos apds 5 minutos de reacao.
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4.1.5. Avaliagéo do consumo de GSH e producéao de GSSG

Além de agir como um catalisador e gerar H,O,, a naftoquinona pode ter outros
efeitos no meio celular. Ela pode agir como uma molécula eletrofilica capaz de reagir com
o antioxidante e nucleofilico GSH. A consequéncia desta reacdo seria a deplecdo da
reserva de antioxidante intracelular e formac6es de seus produtos como o GSSG, forma
oxidada do GSH.

Para a comprovagdo deste fato, foi realizado um experimento onde foi necessario
fazer a derivacdo da reacao para que o GSH remanescente ou 0 GSSG formado pudesse ser
identificado por fluorescéncia. Portanto, neste experimento a reacdo foi incubada por 15
minutos. Apds isso, foi feito a derivagdo, a qual teve pequenas modificacGes para a analise,
sendo para 0 GSH utilizado somente 0 OPA e para GSSG, além do OPA, utilizado o
reagente NEM para a deplecdo de GSH remanescente na reacdo e posteriomente 0 uso do
OPA, e assim uma aliquota de 20 uL foi injetada em CLAE (figura 26). A curva de
calibracdo foi obtida pelas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 para o0 GSH e 200,
100, 50 e 25 para GSSG (Figura 27).

Quando comparamos a reacdo de VK3/GSH e BrQ/GSH nao ha muita diferenca no
consumo de GSH (Figura 26, C e E), mas ambos tiveram pequena producdo de GSSG, com
uma leve diferenca para mais com relacdo ao BrQ (Figura 26, D e F). Ainda fizemos um
teste no padrdo de GSH para verificar se o padrdo ndo havia sido oxidado com o tempo
(Figura 26, A)
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Figura 26. Consumo de GSH e producdo de GSSG. (A) Padrdo GSH (100 uM); (B) Presenca de
GSSG em padrdo de GSH; (C) GSH remanescente apds reacdo ciclo-redox: 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ/vitamina C - VC; (D) Producdo de GSSG ap0s a reacdo ciclo-redox BrQ/VC;
(E) GSH remanescente apos reacdo ciclo-redox: 2-metil-1,4-naftoquinona - VK4/VVC; (F) Producgéo
de GSSG apos a reagdo ciclo-redox VK4/VVC. A condicdo de reagdo foram naftoquinonas (10 pM),
VC (500 uM) e GSH (100 uM) em PBS pH 7,4 a 37 °C. Apo6s 3 min, aliquotas das misturas de
reacdo foram removidos e submetidos a derivacao e analise.
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Figura 27. Curva de calibragdo. (A) GSH (100, 50, 25, 12,5 e 6,25 uM). (B) GSSG (200, 100, 50 e
25 1M) Representacdo da curva de calibracdo (r* 0,99) para a obtencéo da concentracio real GSH
e GSSG presente ha solucgéo.

As concentragcbes encontradas para GSH remanescente na reagdo foram de
aproximadamente 82,5 uM tanto para BrQ quanto para VK3 e a formacdo de GSSG foi de
39,3 e 17,5 para BrQ e VK3 respectivamente.

4.1.6. ldentificagdo de produto de conjugacgdo ao GSH (Q-SG)

Apesar de uma pequena formacao do produto de oxidacdo do GSH (GSSG), o GSH
ainda pode formar produtos por conjugacdo com as moléculas de naftoquinonas. Para
tanto, foi realizado um experimento igualmente descrito nos topicos 3.2.1.4 e 4.1.4. Neste
experimento, portanto, houve uma reacao entre naftoquinonas e GSH (Figura 28).

Esta possibilidade se confirmou, pois ambos VK3 e BrQ, reagiram com GSH, mas
novamente o BrQ foi mais eficaz, sendo que parte do GSH foi incorporado na
naftoquinona, produzindo desta forma, um produto de substituicdo nucleofilica (Q-SG)
(Figura 28, B e D).
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Figura 28. Consumo de naftoquinonas e formacdo de produto de conjugagdo com GSH. (A) Padréo
2-metil-1,4-naftoquinona - VKj;. (B) Consumo do VKj; e producdo de produto de conjugagdo (Q-
SG) em reagdo de VK3/GSH. (C) Padrdo 2-bromo-1,4-naftoquinona - BrQ. (D) Consumo do BrQ e
produgdo de Q-SG em reacdo de BrQ/GSH. As condi¢des de reacdo foram de (10 uM) para
naftoquinonas e (100 uM) para GSH incubado durante 3 minutos em PBS a 37 °C.

Ap0s a constatacdo da presenca de um produto de conjugacao, a reacdo BrQ/GSH
foi realizada e uma aliquota injetada novamente e, desta forma, este produto foi coletado e
analisado em por injecdo direta do produto purificado em CLAE com espectrometro de
massas (Figura 29).

O pico de pseudo ion-molecular [M - H] = 462.05 corresponde ao produto gerado
pela substituicdo do atomo bromo na posicdo 2 da naftoquinona pela ligacdo ao GSH,
conduzindo a Q-SG (MW 463.09). Uma adicional confirmacdo deste produto foi o
fragmento observado a 306.16, o qual corresponde a GS™ (Figura 30, B).
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Figura 29. Identificacdo do produto de conjugagdo (Q-SG) entre 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ
e GSH. (A)Repeticdo da figura29 (C e D)(A,a) Padrdo BrQ; (A, b)consumo de BrQ e producéo de
Q-SG. (B) Espectro de Massa de Q-SG. A condicdo das rea¢des foram para BrQ (10 uM) e GSH
(100 uM) durante 3 minutos em PBS a 37 °C.

4.1.7. Consumo de oxigénio pelo produto de conjugacdo GSH/BrQ (Q-SG) na
presenca de VC

A deplecdo de GSH ocorreu na presenca e na auséncia de acido ascérbico, mas ndo
impediu a ocorréncia do ciclo-redox. Considerando-se que o consumo de BrQ por GSH
poderia impedir a sua eficacia na geracéo de EROs, foi testada a capacidade do produto de
substituicdo Q-SG como um catalisador para a producdo de EROs na presenca de acido
ascorbico. Neste caso, 0 BrQ e GSH foram incubadas durante 25 minutos para dar tempo
para a conversdo total a Q-SG. Depois disso, 0 acido ascorbico foi adicionado e 0 consumo
de oxigénio foi avaliado. Os resultados apresentados na Figura 30 mostram que a reac¢ao
do ciclo-redox foi também eficaz usando Q-SG. O método usado foi 0 mesmo descrito

para 0s ensaios do topico 3.2.1.1.
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Figura 30. O consumo de oxigénio molecular dissolvido no meio pelo Q-SG. A naftoquinona 2-
bromo-1,4-naftoquinona — BrQ e GSH foram previamente incubados durante 25 minutos. A
condicdo de reacdo foi BrQ (10 uM) e GSH (100 uM) em PBS pH 7,4 a 37°C. A vitamina C (500
uM) foi adicionado no tempo indicado (25 minutos). Resultado representativo de trés experimentos
diferentes.

4.1.8. Avaliacd@o do efeito de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) no

consumo de acido ascorbico

O efeito do NADH na reacgéo ciclo-redox foi estudado para mensurar a propor¢éo
do consumo de &cido ascérbico na presenca ou auséncia desta coenzima reduzida, isto
porque, outra propriedade da combinacdo VKs3/VC é a oxidacdo da coenzima NADH
através da sua interacdo com o radical ascorbil (BECH et al., 2009) (Figura 31). Portanto
foi mensurado esta propriedade com a naftoquinona BrQ somente. Neste caso,
monitoramos o consumo de acido ascérbico e o efeito da adicdo de NADH (Figura 32 e
33).
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Figura 31. Representacio geral do processo bioquimico e de citotoxicidade pelo Apatone®
(LIQUID CRYSTAL ISTITUTE, 2008).
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Figura 32. Influéncia do NADH na reciclagem do &cido ascorbico. (A) Espectro da oxidagdo do
acido ascoérbico - VC com banda em 270 nm, reacdo composta por 2-bromo-1,4-naftoquinona —
BrQ/VC. (B) Reducdo da oxidacdo de VC na presenga de NADH, reacdo composta de
BrQ/VC/NADH. (C) Perfil cinético do consumo de VC em reagdes contendo ou ndo NADH. As
misturas reacionais foram constituidas por BrQ (10 uM) e VC (500 uM) em PBS a 37 ° C na
presenca ou auséncia de NADH (100 uM).

A adicdo de NADH a reacdo promoveu a sua oxidacdo e inibiu a deplecéo de acido
ascérbico. Mostrando grande eficiéncia por parte do composto BrQ.

Assim, para concluirmos esta reciclagem, monitoramos a oxidacdo de NADH
monitorando uma banda em 340 nm. O que confirmou a reciclagem quando ha presenca
da coenzima NADH, pois esta foi oxidada apresentando diminuigdo da banda em 340 nm.
(Figura 33).
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Figura 33. Oxidacdo do NADH durante a reacdo ciclo-redox. Oxida¢do do NADH monitorada a
340 nm. As misturas reacionais foram constituidas por 2-bromo-1,4-naftoquinona - BrQ (10 uM) e
vitamina C - VC (500 uM) em PBS a 37 ° C na presenca ou auséncia de NADH (100 pM).
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4.1.9. Vias propostas para BrQ/VVC em reacéao ciclo-redox

Em conjunto, os estudos anteriores mostram que o0 composto BrQ foi
significativamente mais eficaz do que VK3 na geracdo de EROs e, além disso, poderia
provocar a deplecéo de reservas antioxidantes celulares como o GSH a coenzima NADH.

Na Figura 34, resumimos todas as reacdes aqui estudadas.

5 GSSG ~ SG

NAD « NADH
(o] GSH
Q-SG
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Figura 34. Vias propostas para 2-bromo-1,4-naftoquinona BrQ/ vitamina C - VC em reacdo ciclo-
redox na presenga ou auséncia de GSH ou NADH. Os compostos que foram medidos pelo seu
consumo ou produc¢do sdo marcados em vermelho.

4.2. Ensaios bioldgicos

Ao longo dos estudos quimicos foi observado melhor desempenho na producéo de
H,0, para a BrQ, a qual foi utilizada nos estudos de citotoxicidade e tendo como referéncia
a VK3, para a qual ja existem substanciais aplicacdes neste contexto. Os experimentos de
citotoxicidade tiveram como objetivo avaliar se a maior capacidade de geracdo de H,0O-

teria consequéncias no meio biolégico. Todos os experimentos foram realizados com 10°
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células/orificio, que é condizente ao nimero de células encontrado na maior parte dos
artigos publicados e relacionados a este assunto. Para a absorbancia do controle negativo
(somente células em meio de cultura), foi atribuido o valor de 100% de sobrevivéncia,
oferecendo, desta forma, subsidios para os calculos de morte celular. Todos 0s ensaios
foram procedidos da mesma forma (nimero de células em mesmo volume de cultura,
concentracgdes iguais, diluicdo de substancias testes, etc) e assim minimizaram-se erros nas

comparag0es feitas.

4.2.1. Citotoxicidade em célula tumoral MCF-7 BUS

4.2.1.1. Citotoxicidade de celulas MCF-7 BUS expostas a associacdo VKs/\VC

A Figura 35 representa os ensaios de citotoxicidade em célula tumoral MCF-7 BUS
em todas as concentragdes testadas 1 (10/2000 uM); 2 (5/500 uM); 3 (2,5/500 uM) e 4
(2,5/250 uM) respectivamente para (VKs/VC) e seus controles de forma isolada (VC, VK3)

com concentracdes correspondentes a eles.
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Figura 35. Morte celular em células MCF-7 BUS apds 24 horas de tratamento (10 células/poco) de
grupos com concentrac@es diferentes entre a associagdo 2-metil-1,4-naftoquinona - VKj/vitamina
C- VC e seus controles. O controle positivo (C+, 40% de DMSO), controle de solvente (CS). A
condicdo de experimentagdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), VK; (10, 5 e 2,5 uM) em meio
DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais representam
0 desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), One
way (ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

Podemos notar claramente que em todos 0s experimentos representados acima
houve uma diferenca significativa entre os controles (VC, VK3 e CS) e a associacao
VK3/VC, mostrando maior eficiéncia de morte celular para este ultimo sem interferéncia
do solvente utilizado para a dissolugdo das naftoquinonas (solucéo estoque de 10 mM em
DMSO), a qual, posteriomente, serviu para que fossem feitas as diluicdes para as
concentragdes teste em meio de cultura, contendo em cada orificio menos de 0,01% de
DMSO. Da mesma forma, para a realizagdo do controle do solvente foram realizadas
diluicOes respeitando as mesmas proporcdes, mas neste caso, contendo somente 0 DMSO

em meio de cultura.
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Os controles VC e VK3 ndo apresentaram diferencas entre si em nenhum dos
grupos de concentracOes testados (Tabela 4).

O controle positivo (C+) ndo apresentou morte de 100%, o que podemos considerar
normal, pois o processo de proliferacdo das células € muito rapido, podendo haver
viabilidade de algumas células em cultura. Visto isso, somente na concentracdo 1 nao se
constatou diferenca estatistica entre a associa¢do das vitaminas e o controle positivo, que
foi composto de 40% de DMSO.

As concentracOes 2 e 3, representados pelos valores de 5/500 e 2,5/500 uM
respectivamente, apresentaram significancias iguais, porém, com vantagem para a
concentragcdo 3, pois esta apresentou a mesma proporcdo de morte celular (em torno de
34,5%) com menor concentracdo de VK3 utilizada (Figura 36).

Morte Celular (%)
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Figura 36. Morte celular em células MCF-7 BUS apés 24 horas de tratamento (10 células/poco) de
grupos com concentragdes diferentes entre a associagdo 2-metil-1,4-naftoquinona - VK; /Vitamina
C - VC. O controle positivo (C+, 40% de DMSO). A condi¢do de experimentacdo foram VC
(1000, 500 e 250 uM), VK;(10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam

diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), one way ANOVA com pos-teste Tukey, com
multipla comparacao.
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Tabela 4. Citotoxicidade em células MCF-7 BUS (%), pela exposi¢do de compostos isolados
(controles) e associagdo de 2-metil-1,4-naftoquinona - VKj / vitamina C- VC (10* células/poco).
Condicdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), VK; (10, 5 e 2,5 uM) e suas
associa¢fes em meio DMEM.

Grupo Concentracéo VK3 e/ou VC uM
10/1000 (1) 5/500 (2) 2,5/500 (3) 2,5/250 (4)
C+ 66,4 + 3,2 (f)
CS 45+31 ()
VC 14,2 + 2,5 (a) 12,1+ 1,5 () 12,38 +1,2 (a)
VK3 99+14(ae) 11,7+15() 114+33(a) 10,88+28(a)
VKs/VC 64,6 £6,6 (b,f) 36,1+4,4(c) 34,4 £ 6,0 (c) 18,0 £ 4,4 (d)

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Letras distintas representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste one way
(ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

4.2.1.2. Citotoxicidade de células MCF-7 BUS expostas a associacdo BrQ/VC

A Figura 37 representa os ensaios de citotoxicidade em célula tumoral MCF-7 BUS
em todas as concentragcbes testadas (10/1000; 5/500; 2,5/500 e 2,5/250 uM
respectivamente para BrQ/VC) e seus controles de forma isolada (VC, BrQ) com
concentragdes correspondentes a eles. Estdo representados também controles positivo (C+)
e de solvente (CS).
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Figura 37. Morte celular em células MCF-7 BUS apés 24 horas de tratamento (10 células/poco) de
grupos com concentracdes diferentes entre a associagdo 2-bromo-1,4-naftoquinona - BrQ /vitamina
C - VC e seus controles. O controle positivo (C+, 40% de DMSO), controle de solvente (CS). A
condicdo de experimentagdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio
DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais representam
0 desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), one
way (ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparagéo.

E possivel verificar que em todos os experimentos representados acima houve uma
diferenca significativa entre os controles VC e BrQ, havendo similaridade entre os
controles BrQ e CS (Tabela 5).

Todos os controles VC e BrQ mostraram significancia estatistica nas concentracdes
testadas em relacdo a associagdo BrQ/VC, mostrando maior eficiéncia de morte celular
neste Ultimo, sem interferéncia do solvente.

A diluicdo de BrQ ocorreu da mesma forma que VKs. Além disso, o controle do
composto BrQ apresenta diferenca estatistica, para menos, perante o controle VC, o qual,

junto a literatura, dependendo da concentragdo, é considerado uma fonte de estudo como
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droga coadjuvante contra o cancer (AGUS; VERA; GOLDE, 1999; KUIPER et al., 2010).
Assim, verificamos a eficiéncia da associacdo de BrQ e VC (Figura 38).

As concentracfes 1 e 3 representadas pelas concentragcdes 5/500 e 2,5/500 uM
respectivamente, apresentaram significancias iguais, porém, com a vantagem para 0 grupo

3, pois este apresentou a mesma propor¢do de morte celular (em torno de 60%) com uma
concentracdo 4 vezes menor (Tabela 5).

BrQ/VC

Morte Celular (%)

&
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Figura 38. Morte celular em células MCF-7 BUS ap6s 24 horas de tratamento (10* células/poco) de
grupos com concentragdes diferentes de 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/Vitamina C - VC. O
controle positivo (C+, 40% de DMSO). A condicao de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250
uM), BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas

estatisticamente significativas (p<0,01), one way ANOVA com poés-teste Tukey, com mdaltipla
comparagéo.
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Tabela 5. Citotoxicidade em células MCF-7 BUS (%), pela exposi¢do de compostos isolados
(controles) e associagdo de 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/vitamina C- VC (10* células/poco).
Condicdo de experimentagdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10, 5 e 2,5 uM) e suas
associa¢oes em meio DMEM.

Grupo Concentracéo BrQ e/ou VC uM
10/1000 (1) 5/500 (2) 2,5/500 (3) 2,5/250 (4)
C+ 66,4 + 3,2 (h)
CS 45+3,1(9)
VC 14,27 +25 (a) 12,1+ 1,5 () 12,3+1,2 (a)
BrQ 52+40(bg) 30+26(bg 25+35(bg) 33+23(bg)
BrQ/vC 64,8+2,1(ch) 48,6+3,1(d) 58,8+ 3,1 (e) 41,8 + 6,0 (f)

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Letras distintas representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste one way
(ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

4.2.1.3. Comparacéo da citotoxicidade em células MCF-7 BUS entre 0s grupos
VKG3/VC versus BrQ/VC

Com excecdo do grupo 1 das concentracdes, nas outras combinagdes testadas
houveram diferencgas quando se compara estatisticamente os dois grupos de associacgdes de
naftoquinona com VC (BrQ/VC versus VK3/VC) (Figura 40).

Partindo da premissa que quanto maior a diferenca encontrada entre as mortes de
BrQ/VC e VK3/VC, melhor serdo os resultados encontrados para o par BrQ/VC em relacédo
ao par VKs/VC apesar do grupo de concentracdo 3 (BrQ/VC) apresentar maior
porcentagem de morte celular e ainda uma diferenca significante entre a morte por
VK3/VC, o grupo de concentracdo 4 € aquele que demonstra maior razéo entre os dois
grupos (BrQ:VC/VK3:VC) (Tabela 6).
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Figura 39. Comparacdo da morte celular em células MCF-7 BUS ap6s 24 horas de tratamento em
diferentes concentragfes das associagfes 2-metil-1,4-naftoquinona - VK,/Vitamina C- VC versus
2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A condicao de experimentac¢do foram VC (1 mM, 500 e 250
uM), VK; e BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Teste t de students.
Realisado em pares.

ns — ndo significatico;

* - significativo p<0,05;

** _ significativo p<0,01;

*** _ significativo p<0,001.
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Tabela 6. Comparagdo morte celular em células MCF-7 BUS (%) apds 24 horas de tratamento (10*
células/poco) entre 2-metil-1,4-naftoquinona - VK; / vitamina C- VC versus 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ/Vitamina C- VC. Condicdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250

uM), VK;e BrQ (10, 5 e 2,5 uM).

. Grupto deN VK/VC BrQ/VC Razao
oncentracoes BrQ:VC/VK;:VC
uM
(1) 10/1000 64+ 1,7 66 +1,8 ns 1,0
(2) 5/500 36 + 6,9 48 £ 3,6 *** 16
(3) 2,5/500 35450 5,3 + 2,4 *xx 1,6
(4) 2,5/250 18,0 + 4,4 41,8 + 6,0 *** 2,3

Dados apresentados como média + desvio padrao.

Teste t de students. Realisado em pares.
ns — nao significatico;

* - significativo p<0,05;

** _ significativo p<0,01;

*** - significativo p<0,001.

Na Figura 40 esta representado um grafico com maultipla comparacdo de todos os

componentes neste tépico mencionados, onde a mistura de concentracdo 2 (5/500 uM) da

associacdo VKs/VC apresenta a mesma porcentagem de morte que a associagdo BrQ/VC,

no entanto, em concentragéo 2 vezes menor (4 — 2,5/250).
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Figura 40. Comparagao da morte celular em células MCF-7 BUS apds 24 horas de tratamento em
diferentes concentracfes das associagfes 2-metil-1,4-naftoquinona - VK,/Vitamina C- VC e 2-
bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VVC. A condicdo de experimentacdo foram VC (1 mM, 500 e 250
uM), VK; e BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o erro padrdo. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste One way (ANOVA), com pods-teste
Tukey, com multipla comparacao.

4.2.2. Citotoxicidade em célula normal CHO

4.2.2.1. Citotoxicidade de células CHO expostas a associa¢do VK3/VC

A Figura 41 representa os ensaios de citotoxicidade em célula normal CHO em
todas as concentracOes testadas 1 (10/1000 uM); 2 (5/500 uM); 3 (2,5/500 uM) e 4
(2,5/250 uM) respectivamente para (VKs/VC) e seus controles de forma isolada (VC,
VK3), com concentragdes correspondentes a eles, da mesma forma como foi realizado com

a linhagem de célula tumoral MCF-7 BUS.
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Figura 41. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10* células/pogo) de grupos
com concentragdes diferentes entre a associa¢do 1,4-naftoquinona — VK; /vitamina C - VC e seus
controles. O controle positivo (C+, 40% de DMSO), controle de solvente (CS). A condigéo de
experimentagdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), VK; (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM.
Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio
padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), One way
(ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

Como apresentado na figura anterior, ndo houve diferencas entre os grupos controle
VC e VK3 em nenhum ensaio.

Com relacédo a associacdo das vitaminas em células normais, nas concentracdes 1 e
3, ndo houve diferenca com os controles VC e VK3, havendo distin¢do nas concentracfes
2, com maior porcentagem para VKs/VC em comparacdo ao VC, e na concentracdo 4,

onde a associacdo VK3/VVC mostrou menor toxicidade em comparacgédo ao controle VKas.
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A associacdo que apresenta maior morte celular é a combinacdo 2 (28,5%).
Entretanto, a mesma ndo se mostra significativamente diferente que as concentracGes 1
(21,3%) e 3 (24,5%).

A associagdo da concentracdo 4 (menor concentracdo de associagdo 2,5/250 uM)
exibiu a menor propor¢do de morte celular (9,8%). Os valores das associacdes nas
concentragdes 1, 2, 3 e 4 se mostraram muito diferentes do controle positivo (Figura 42)
(Tabela 7).
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Figura 42. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10* células/poco) de grupos
com concentraces diferentes entre a associacdo 2-metil-1,4-naftoquinona - VK;/Vitamina C — VC.
O controle positivo (C+, 40% de DMSO). A condicdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e
250 puM), VK; (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padréo. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), one way ANOVA com pds-teste Tukey, com
multipla comparacao.
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Tabela 7. Citotoxicidade em células CHO (%), pela exposicdo de compostos isolados (controles) e
associagio de 2-metil-1,4-naftoquinona - VK, / vitamina C- VC (10* células/poco). Condicdo de
experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), VK; (10, 5 e 2,5 uM) e suas associagdes em
meio DMEM.

Grupo Concentracéo VK3 e/ou VC uM
10/1000 (1) 5/500 (2) 2,5/500 (3) 2,5/250 (4)
C+ 65,5+ 5,0 (d)
CS 3,1+2,0(f)
VC 13,9+ 7,3 (a) 16,23 £ 4,7 (a) 17,1+ 6,9 (a,c)
VK3 160+44(a) 228+63(ab) 21,1+43(a) 21,2+4,0(a)
VKs/VC 21,3+53(@) 283+65(b) 245%70(a) 9,8+6,6 (C)

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Letras distintas representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste one way
(ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

4.2.2.2. Citotoxicidade de células CHO expostas a associa¢do BrQ/VC

Em ensaios de citotoxicidade com a utilizacdo de célula normal CHO para a
substancia BrQ e sua associacdo com VC, foram utilizadas as mesmas concentra¢des
(10/1000; 5/500; 2,5/500 e 2,5/250 uM respectivamente para BrQ/VC) e seus controles de
forma isolada VC e BrQ, em concentrac@es correspondentes a eles, assim representados na

Figura 43, além de controles positivo (C+) e de solvente (CS).
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Figura 43. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10* células/poco) de grupos
com concentraces diferentes entre a associacdo 2-bromo-1,4-naftoquinona - BrQ /vitamina C - VC
e seus controles. O controle positivo (C+, 40% de DMSO), controle de solvente (CS). A condicéo
de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM.
Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio
padrdo. Letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01), one way
(ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

Nas concentracdes 1 e 2 (10/1000 e 5/500 uM respectivamente), a combinacdo de
BrQ/VC mostrou citotoxicidade maior em comparacdo aos controle VC e BrQ. A
concentrgédo 3 se apresentou muito similar ao controle VC e na menor concentragao testada
(4 - 2,5/250 uM) ndo houve difereca estatistica entre os controles VC e BrQ em
comparacdo a associacdo destas duas substancias (BrQ/VC).

Mais uma vez, o solvente (DMSQO), no qual as naftoquinonas foram dissolvidas,
ndo interferiu na citotoxicidade.
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O controle BrQ foi o composto que apresentou menor toxicidade.

A comparacdo das combinagdes BrQ/VC é destacada na Figura 44. As associagoes
das concentracfes 1 e 2 apresentaram maior porcentagem de toxicidade (37,8 e 31,8%
respectivamente), seguindo da concentracdo 3 (26,23%) e por fim da concentracdo 4

(15,3%), configurando, assim, uma dependéncia a concentracdo (Tabela 8).

BrQ/VC - CHO

Morte Celular (%)

Figura 44. Morte celular em células CHO ap6s 24 horas de tratamento (10* células/poco) de grupos
com concentracOes diferentes de 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/Vitamina C - VC. O controle
positivo (C+, 40% de DMSOQO). A condicdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM),
BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos
diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Letras distintas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,01), one way ANOVA com pos-teste Tukey, com multipla
comparacéo.
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Tabela 8. Citotoxicidade em células CHO (%), pela exposicdo de compostos isolados (controles) e
associagio de 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/ vitamina C- VC (10* células/pogo). Condicéo de
experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), BrQ (10, 5 e 2,5 uM) e suas associacdes em
meio DMEM.

Grupo Concentracéo BrQ e/ou VC uM
10/1000 (1) 5/500 (2) 2,5/500 (3) 2,5/250 (4)
C+ 66,4 + 3,25 (d)
CS 45+31 ()
VC 14,0+20(a) 1416+25(a) 122+21(ab) 13,38+1,0 (a)
BrQ 111+4,4(ae) 106+33(ae) 119+58(a) 13,8+51(a)
BrQ/vC 379+58() 31,8 £+80(b) 233+43(b) 14,1+0,96 (a)

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Letras distintas representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste one way
(ANOVA) com pos-teste Tukey, com multipla comparacéo.

4.2.2.3. Comparacdo da citotoxicidade em células CHO entre 0s grupos

VK3/VC versus BrQ/VC

A concentragdo 1 da combinacdo das drogas BrQ/VC se apresentou com maior
significancia de morte celular. J& as concentragdes restantes 2 (31,56 e 28,5%) e 3 (23,22 e
23,88%) e 4 (14,1 e 9,0), respectivamente para BrQ/VC e VK3/VC, ndo apresentaram

diferenca expressiva na morte celular (Tabela 9).
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Figura 45. Comparacdo da morte celular em células CHO apds 24 horas de tratamento em
diferentes concentra¢fes das associa¢fes 2-metil-1,4-naftoquinona - VK,/Vitamina C- VC versus
2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A condicdo de experimentacdo foram VC (1 mM, 500 e 250
uM), VK; e BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o desvio padrdo. Teste t de students.
Realisado em pares.

ns — ndo significatico;

* - significativo p<0,05;

** _ significativo p<0,01;

*** - significativo p<0,001;
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Tabela 9. Comparagio morte celular em células CHO (%) ap6s 24 horas de tratamento (10
células/poco) entre 2-metil-1,4-naftoquinona - VK; / vitamina C- VC versus 2-bromo-1,4-
naftoquinona — BrQ/Vitamina C- VC. Condicdo de experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250
uM), VK;e BrQ (10, 5e 2,5 uM).

. Grupto deN VK/VC BrQ/VC Razéo
oncentracoes BrQ:VC/VKs:VC
uM
(1) 10/1000 21,3+58 37,8+ 5,8 *** 1,7
(2) 5/500 28,5+ 6,3 31,8+8,1ns 1,1
(3) 2,5/500 245+ 7,0 23,2+ 4.3 ns -
(4) 2,5/250 9,8+6,0 14,1+0,9 ns 1,4

Dados apresentados como média + desvio padrao.
Teste t de students. Realisado em pares.

ns — ndo significatico;

* - significativo p<0,05;

** _ significativo p<0,01;

*** _significativo p<0,001.

Na Figura 46 esta representado um grafico com mdaltipla comparacéo de todos 0s

componentes neste topico mencionados.
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Figura 46. Comparacdo da morte celular em células CHO apds 24 horas de tratamento em
diferentes concentracfes das associagfes 2-metil-1,4-naftoquinona - VK,/Vitamina C- VC e 2-
bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VVC. A condicdo de experimentacdo foram VC (1 mM, 500 e 250
uM), VK; e BrQ (10, 5 e 2,5 uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés
experimentos diferentes. Barras verticais representam o erro padrdo. Letras distintas indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,01). Teste one way (ANOVA), com pos-teste Tukey,
com multipla comparag&o.

4.2.2.4. Comparagdo da citotoxicidade pela associagdo VKs/VC e BrQ/VC
entre linhagem de célula normal (CHO) versus linhagem de célula tumoral (MCF-7
BUS)

A grande problemaética de terapias contra o cancer consiste na falta de seletividade
entre células normais e tumorais (PELICANO; CARNEY; HUANG, 2004; LOPEZ-
LAZARO, 2010).

Para verificar este fim, neste topico serdo apresentados dados comparando as
drogas nas quatro combinacdes de concentracOes testadas, entre os grupos de célula normal
(CHO) e célula tumoral (MCF-7 BUS) isoladamente para as associacdes de substancias
VK3/VC e BrQ/VC.
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Conforme a Figura 47, todas as concentra¢fes VKs/\VVC se mostraram mais toxicas
para a linhagem de célula tumoral apresentando resultados 3,0; 1,26; 1,42 e 1,4 vezes

maior para as combinag6es de concentracdo 1, 2, 3 e 4, respectivamente (Tabela 10).

Figura 47. Comparacdo da morte celular em células CHO versus MCF-7 BUS ap0s 24 horas de
tratamento em diferentes concentracBes das associa¢fes 2-metil-1,4-naftoquinona - VKy/Vitamina
C- VC. A condicéo de experimentacdo foram VC (1 mM, 500 e 250 uM), VK; e BrQ (10,5¢e 2,5
uM) em meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais
representam o desvio padrdo. Teste t de students.

Realisado em pares.

ns — ndo significatico;

* - significativo p<0,05;

** - significativo p<0,01;

*** _significativo p<0,001

Da mesma forma, a associa¢do BrQ/VC se mostrou com maior magnitude de morte
celular para a linhagem de célula tumoral com resultados 1,74; 1,5; 2,5 e 2,9 vezes maior

para as combinacGes de concentragéo 1, 2, 3 e 4 respectivamente (Figura 48) (Tabela 10).
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Figura 48. Comparacao da morte celular em células CHO versus MCF-7 BUS apds 24 horas de
tratamento em diferentes concentraces das associagdes 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/VC. A
condicdo de experimentacdo foram VC (1 mM, 500 e 250 uM), VK; e BrQ (10,5e 2,5 uM) em
meio DMEM. Experimento representativo de trés experimentos diferentes. Barras verticais
representam o desvio padrdo. Teste t de students.

Realisado em pares.

ns — ndo significatico;

* - significativo p<0,05;

** _ significativo p<0,01;

*** _significativo p<0,001.

A Tabela 10 apresenta todos estes dados ja mencionados e, além disso, aponta as

diferencas expressas em forma de razdo (MCF-7 BUS/CHO).
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Tabela 10. Comparagdo morte celular em linhagem de célula normal (CHO) versus célula tumoral
(MCF-7 BUS) (%) ap6s 24 horas de tratamento (10* células/poco) com 2-metil-1,4-naftoquinona -
VK; / vitamina C- VC e 2-bromo-1,4-naftoquinona — BrQ/Vitamina C- VC. Condi¢do de
experimentacdo foram VC (1000, 500 e 250 uM), VK;e BrQ (10,5 e 2,5 uM).

VK/VC BrQ/VC
Grupo | cho MCF-7 CHO  MCF-7 BUS
nM/ pM BUS

37,8 +5,8 66 +1,8

**k*

1) |214+58 64+17
10/1000 o

2 |285+63 36+6,9
5/500 o

31,8+8,1 48 + 3,6

**k*

@) | 245+70 35%50
2,5/500 s

232+43 593%24

**k*

(4) 98+60  18+44
2,5/250 .

Dados apresentados como média + desvio padréo.
Teste t de students. Realisado em pares.

ns — ndo significatico;

* - significativo p<0,05;

** _ significativo p<0,01;

*** _ significativo p<0,001.

141+15 41,7+59

**k*k

Apesar da associa¢do VK3/VVC em ambos grupos de linhagem de células apresentar
menor valor de citotoxicidade, a melhor razdo encontrada se observa na associacéo
BrQ/VC (MCF-7 BUS/CHO - 2,9) na concentragdo mais baixa testada (4 — 2,5/250 uM).
Isto significa que a razdo da combinacdo BrQ/VC se mostra 2 vezes maior que a razéo
VK3/VC. Portanto, a combinacdo BrQ/VC apresenta menor proporcdo de morte celular
para CHO e maior para MCF-7 BUS, em comparacgdo a combinacgédo VKs/VC.
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5. DISCUSSAO

A felicidade néo se resume na auséncia de problemas,
mas sim na sua capacidade de lidar com eles.”
(Albert Einstein)
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A busca por novas terapias contra o cancer tem sido objeto de muitos estudos, pois
a incidéncia cresce a cada ano. Terapias ja existentes sdo eficazes em muitos casos e
melhoradas constantemente, mas com o0 aumento da expectativa de vida e o
concomitantemente aumento da exposicdao a agentes cancerigenos, o nimero de mortes é
crescente. A dificuldade na descoberta de uma molécula ideal é muito dificil, ou
praticamente impossivel, quando levamos em consideragdo as caracteristicas de um tumor,
0 qual se forma através de vérias mutacdes, tornando-se um tecido extremamente
diferenciado em comparacdo a célula que o originou e com uma populagdo celular
heterogénea (DIETER et al., 2011). Dentre tais caracteristicas que as diferenciam de um
tecido normal, podemos citar modificacBes no ciclo celular, resisténcia a morte celular,
perda de adesdo celular com consequente invasdo de tecidos, alteracdo do metabolismo
energético (STORZ, 2005; TRIPALDI; STUPPIA; ALBERTI, 2013), dentre outros, com
uma particularidade que se torna muito importante neste contexto, sendo hoje apontada
como uma caracteristica emergente do cancer, a alteragdo do microambiente do tumor,
consistindo em fator crucial para o surgimento de terapias racionais (HANAHAN;
WEINBERG, 2011; HANAHAN; COUSSENS, 2012; CATALANO et al., 2013).

Células cancerigenas possuem uma peculiaridade muito importante inerente as
mesmas, e que serd explorada ao longo deste trabalho, qual seja, o estresse oxidativo ao
qual estdo submetidas (SZATROWSKI; NATHAN, 1991). Tal processo, que é responsavel
por contribuir para o surgimento e progressdo de varias doencas, incluindo o cancer, pode
ser uma fonte para manutencdo da sobrevivéncia e homeosstase dessas células (HILEMAN
et al., 2004). As EROs, em particular H,O,, atuam como segundo mensageiros em vias que
alteram a transducdo de sinal, sendo desta forma, um instrumento para a promogéo e
manutencdo do tumor (TOYOKUNI et al., 1995). Além disso, € importante ressaltar que o
microambiente de um tumor também esta alterado, sendo caracterizado por um
desequilibrio redox (AGUS; VERA; GOLDE, 1999).

Se por um lado um desequilibrio redox é parte do mecanismo de sobrevivéncia de
celulas tumorais, terapias que exacerbam a producdo de EROs em nivel celular é
considerada uma forma eficaz para promogdo da morte de células cancerosas (LOPEZ-
LAZARO, 2007; LOPEZ-LAZARO, 2010). Elevada concentracao de H,O, induz a parada
do ciclo celular e alteracdes de DNA, incluindo mutacdes e instabilidade genética, que
desencadeiam vias alternativas de sinalizagéo celular e mudangas no metabolismo levando
a morte celular (LOPEZ-LAZARO, 2010).
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Neste contexto, células cancerosas sdo tipicamente mais sensiveis as drogas
anticancer do que células normais. Como demonstrado por Huang et al. (2000), células
leucémicas humanas com alta concentracdo de EROs, foram mais vulneraveis a acdo do 2-
Metoxiestradiol (2-ME) do que linfécitos normais (baixos niveis de EROs). O 2-ME é um
novo agente anticancer que possui, dentre outras acbes, o acumulo da proteina pro-
apoptotica (p-53) e acumulo de EROSs, por inibicdo da enzima superdxido dismutase
(SOD).

Considerando esta Ultima caracteristica, varias abordagens terapéuticas para tratar o
cancer sao baseadas ou relacionadas com a exacerbacédo da geracdo de EROs em tumores.
Obviamente, este € 0 caso com a utilizacdo de VK3/VC que se mostrou eficiente em varios
experimentos in vitro (NOTO et al., 1989; VENUGOPAL et al., 1996; ZHANG et al.,
2001; VERRAX et al., 2003, 2004; CASTRO et al., 2008; CHEN et al., 2012) e in vivo
(TAPER et al., 1992, 2001, 2004; VERRAX et al., 2005, 2006; CHEN et al., 2011). E
importante ressaltar que, quando usadas sozinhas, ambas as vitaminas apresentam efeitos
citotoxicos através de mecanismos que incluem a geracdo de H,O, (VENUGOPAL et al,
1996; AGUS; VERA; GOLDE, 1999), mas a administracdo combinada de VK3/\VVC mostra
uma atividade citotoxica sinérgica e seletiva em doses até 50 vezes menores a estas drogas
utilizadas sozinhas (NOTO et al, 1989).

Levando em consideracdo tais informacOes, este estudo foi realizado visando a
busca por nova e mais eficiente combinacao de naftoquinonas e vitamina C no que tange a
producdo de EROs, em especial H,O,. Obviamente, para que ocorra a producdo de H,O»,
ha necessariamente o consumo de oxigénio com producéo intermediaria do O,™.

O presente trabalho foi dividido em duas fases, a primeira consistiu em estudos
quimicos e bioguimicos e a segunda em ensaios biologicos, o qual foi realizado com o
auxilio de culturas celulares, sendo, um grupo composto de uma linhagem tumoral e o
outro grupo compreendido por uma linhagem de células normais.

No &mbito dos ensaios bioquimicos, foram realizados varios experimentos com o
objetivo de visualizar e quantificar a producdo de EROs e produtos de suas interagdes. Nos
experimentos envolvendo o monitorado do consumo de O,, a associagédo de VC com a
naftoquinona BrQ se mostrou mais eficiente em relacdo as outras naftoquinonas testadas
(MQ e VKj3), situacdo esta provavelmente relacionada ao seu maior potencial de reducao
influenciado pela presenca do substituinte Br, como ja sugerido por Verrax et al. (2005),

em seus estudos com VK3 e VC. De fato, a presenca de grupos que retiram elétrons no anel
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aromatico aumenta o seu potencial redox e, por consequéncia, a capacidade pré-oxidante
dos mesmos (KANEGAE et al., 2007). Além disso, estudos da relacdo entre estrutura
quimica e atividade biol6gica com vérias naftoquinonas mostraram que a presenca de
grupos retiradores de elétrons, aumentam o poder antiploriferativo das mesmas em
algumas linhagens de células tumorais (DEEPAK BHASIN et al., 2013). Diante disso,
acreditamos que o uso de BrQ, o qual nunca foi utilizado no contexto aqui empregado,
podera trazer novas aplicagcbes como agente quimioterapico.

Concordando com os resultados apresentados pelo monitoramento do O, a
associacdo BrQ/VC também se mostrou mais eficiente na producédo de H,O, em relacdo as
naftoquinonas estudadas. O aumento na producédo de H,O, foi dependente da concentracao
de VC. Além disso, a velocidade de formacgdo de H,O, ndo sofreu influéncia pela SOD, o
que pode ser explicado considerando que a etapa lenta da reacdo é a formacdo de O, e ndo
a dismutacéo deste a H,0,.

O 0O,” consiste em produto intermediario na producdo de H,0,, caracterizado como
um radical extremamente deletério ao nosso organismo e com meia vida muito curta
(GILBERT; COLTON, 1999). Esta espécie reativa foi quantificada pelo monitoramento da
reducdo do citocromo ¢, comprovando sua formacéo e concluindo o caminho de formacéo
da EROs (H,0,).

A andlise das naftoquinonas testadas em associacdo com VC indicou maior
eficiéncia frente aquelas testadas isoladamente, sendo que a associacdo BrQ/VC foi
significativamente mais eficaz. Deste modo, a combinacdo de é&cido ascorbico e
naftoquinonas é uma forma de exacerbar a auto-oxidagdo do &cido ascorbico. Em outras
palavras, as naftoquinonas agem como catalisador para estas reacbes (VERRAX et al.,
2003). Do mesmo modo, segundo o presente estudo, houve pequeno consumo das
naftoquinonas em associacdo com VC durante a reacdo ciclo redox. Contudo, considerando
a producdo de H;O, no mesmo intervalo de tempo, a propor¢cdo [H20]
uM/mingroduzido/[Naftoquinona]  wM/mingensumigo foi 68 = 11 e 5.8 + 0.2 para BrQ e VKj,
respectivamente, a qual revelou uma alta capacidade catalitica do composto BrQ para a
auto-oxidacao do &cido ascorbico.

O status redox celular é dependente da concentracdo de GSH, que corresponde por
mais de 90% de grupamentos tidis na célula. A maior parte de GSH esta presente no
citosol, no entanto, uma pequena porcentagem, mas ndo menos importante, (10 = 15% do
GSH total) esté localizado nas mitocdndrias (FERNANDEZ-CHECA et al., 1997). Neste
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sentido, varios trabalhos tém reportado a influéncia da geracdo de EROs na deplegdo de
GSH (VERRAX et al., 2005; ARMSTRONG et al., 2002; FERNANDEZ VILLAMIL et
al., 2012; FISHER-WELLMAN et al., 2013), configurando assim, um prejuizo em reserva
de antioxidante intracelular e formacg6es de seus produtos como 0 GSSG, forma oxidada do
GSH.

Considerando a importancia desse antioxidante intracelular, estudos foram
realizados para avaliar a interacdo dos compostos aqui estudados com o mesmo. A
concentragdo remanescente de GSH tando nas reagdes com BrQ e VK3 foram altas, e a
formacéo de seu produto de oxidagdo (GSSG) foi baixa para ambas as associacdes. Porém,
a reacdo com GSH na associacdo de BrQ/VC apresentou formacdo de um produto de
conjugacéo (Q-SG) em alta concentracgdo, enquanto que na associacdo VKs/VC a formagao
deste produto se mostrou proximo ao limite de quantificacao.

E importante ressaltar que, mesmo com a formacio de Q-SG, o que implica em um
consumo parcial de BrQ, ainda é significativo a formacdo de EROs pela combinacao
BrQ/VC, visto que Q-SG tambeém é capaz de promover a formacgdo de EROs pela interacéo
com VC. Assim, podemos dizer que, provavelmente, em um organismo, a produgéo de Q-
SG ndo ira interferir na formacdo de H,0,, 0 que poderia comprometer os resultados.

O sucesso da combinacdo VK3/VC também estd relacionado ao fato de que as
células tumorais tém uma capacidade aumentada de acumular VC em relacdo a células
normais (LANGEMANN et al., 1989). Com efeito, uma caracteristica de células tumorais
¢ a absorcdo de dehidroascorbato (DHA) através de uma ou mais isoformas do
transportador de glicose, incluindo GLUT1 , GLUT3 ou de GLUT-4 (LIANG; JOHNSON;
JARVIS, 2001). Esta forma oxidada de ascorbato é produzido no microambientes pro-
oxidantes no entorno de tumores. Uma vez no interior de células tumorais, a vitamina C
oxidada (DHA\) retorna a forma VC pela semide-hidroxiascorbato reductase dependente de
NADH ou de-hidroxiascorbato glutationa-redutase dependente (DE LAURENZI et al.,
1995), que impedem o seu transporte reverso mantendo um gradiente de concentracdo
favoravel ao DHA, e, por conseguinte, resulta na acumulacdo de concentraces 100 vezes
mais elevadas de VC em comparagdo com o meio extracelular (AGUS; VERA; GOLDE,
1999; LIANG; JOHNSON; JARVIS, 2001). Propomos que esta propriedade da
combinacdo VKj3/VC também pode ser melhorada usando BrQ no lugar de seu protétipo,
VK3, uma vez que a oxidacdo de &cido ascorbico a de-hidroascorbato foi mais eficaz
utilizando BrQ.
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Outra diferenca importante entre as células normais e tumorais € o aumento do uso
da via glicolitica por este tltimo (WARBURG, 1956). Por exemplo, 0 uso da combinacao
VK3/VC provoca uma diminuicdo de 80% na respiracdo das células tumorais devido a
uma inibicdo de 30% da atividade de desidrogenase de gliceraldeido -3- Fosfato (GAPDH)
e 100% de deplecdo celular de NAD" (GILLOTEAUX et al., 2010). O elevado nivel de
DHA também tem sido proposto para ser envolvido na inibicdo de outras enzimas nesta via
metabdlica, incluindo hexoquinase e desidrogenase de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) (FIORANI et al., 2000; SAYED et al., 2013). Além dos altos niveis de EROs
produzidos pela BrQ/VC, foi demonstrado que esta combinacdo pode esgotar a coenzima
NADH pela reciclagem da vitamina C, o que poderia ter implicacGes diretas na via
glicolitica (VERRAX et al., 2007, SAYED et al., 2013).

O funcionamento do corpo humano fundamenta-se em milhdes de reacGes
enzimaticas e a maioria delas € dependente de coenzimas. Este € o caso do redutor NADH,
envolvido na transducao energética por meio de reagdes redox. A coenzima NADH, na sua
forma fosforilada NADPH também cumpre outro papel da maior relevancia, qual seja, a
atuacdo como redutor para reciclagem de GSH. Ou seja, NADPH pode ser também
considerado um antioxidante intracelular. Diante disso, nossos resultados que mostraram
que a combinagdo VC/BrQ promove a oxidagdo de NADH, pode-se sugerir que este seja
mais um mecanismo de acdo das mesmas para alteracéo do status redox celular.

A elucidacdo de processos bioguimicos, que eventualmente fazem parte dos alvos
de citotoxicidade da associacdo de naftoquinonas/\VVC, consiste no caminho inicial para os
estudos bioldgicos. O esclarecimento de tais vias, mesmo que seja in vitro, aponta como
tais drogas poderdo se comportar in vivo, retratando, portanto, uma etapa requerida para
triagem de novos farmacos de exploracdo racional. Em outras palavras, foi este 0 caminho
por nds tracado para que pudéssemos identificar as combinagdes mais promissoras para 0S
estudos posteriores em meio celular. Assim, em conjunto, os estudos apresentados até aqui,
mostram que o composto BrQ foi significativamente mais eficaz do que VK3 na geracao de
EROs e, além disso, poderia provocar a deplecdo de reservas antioxidantes celulares como
0 GSH e a coenzima NADH. Na Figura 34, resumimos todas as reacdes caracterizadas e
promovidas pela associagéo destes compostos.

No intuito de exacerbar ainda mais a formacdo de H,O, foi utilizado a molécula
palmitado do acido ascorbico (AP). O objetivo para utilizacdo da mesma foi a sua maior
lipossolubilidade, se comparado ao VC, e assim maior acessibilidade ao meio intracelular.
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No entanto, a associagdo BrQ/AP foi menos eficiente do que BrQ/VC, no que diz respeito
a geracdo de EROs. Além disso, o sua alta insolubilidade inviabilizou os estudos em
cultura celular. Por esta razdo, ndo fomos adiante com esta vertente de estudos.

Levando em conta a necessidade de analise em células para a evolucdo da presente
pesquisa e comprovacdo da melhor eficiéncia na producdo de H,O, pela associacao
BrQ/VC, células de cancer de mama (MCF-7 BUS) e células normais de ovario de hamster
chinés (CHO) foram alvos nestes estudos.

Todos os resultados de estudos celulares foram realizados com a técnica de
coloracdo por sulforrodamina B (SRB) desenvolvido por Skehan e colaboradores em 1985
para medir a citotoxicidade induzida pela droga e consequente proliferacdo de células para
aplicacdes de screnning de drogas em grande escala (VOIGT, 2005). O ensaio baseia-se na
capacidade do corante anibnico, SRB, ligar-se eletrostaticamente aos residuos de
aminoéacidos basicos, corando as proteinas celulares remanescentes. O ensaio de SRB néo ¢
destrutivo e indefinidamente estavel. Estes avancos praticos fazem do emprego de SRB um
ensaio adequado e sensivel para medir a citotoxicidade induzida por drogas, mesmo em
aplicacbes em larga escala (VOIGT, 2005). Além disso, apresenta maior linearidade e
estabilidade frente as células viaveis (KEEPERS et al., 1991).

As diferencas estatisticas entre os controles VC e VK3 em relacdo a reagdes onde ha
associacOes das duas vitaminas, ja era esperada, em razdo da diferenca de citotoxicidade ja
constar em varios trabalhos com variadas linhagens de células (NOTO et al., 1989;
VENUGOPAL et al., 1996; ZHANG et al., 2001; VERRAX et al., 2003, 2004; CASTRO
et al., 2008; CHEN et al., 2012). Portanto, utilizamos esta associacdo como um prototipo
neste trabalho, comportando-se como uma espécie de controle, apesar de que, mesmo
assim, foi incluido DMSO a 40% como controle positivo.

A linhagem celular de cancer de mama (MCF-7 BUS) foi derivada de uma efuséo
pleural de uma paciente com carcinoma mamario metastatico, previamente tratado com
radioterapia e terapia hormonal (SOULE et al., 1973). A MCF-7 BUS é uma linhagem
responsiva a estrogénio (RASMUSSEN; NIELSEN, 2002).

Alguns estudos envolvendo a associacdo VK3/VVC utilizaram a linhagem MCF-7
como alvo para se avaliar a toxicidade (NOTO et al., 1989; DE LOECKER et al., 1993;
DEJEANS et al., 2010), apresentando maior eficiéncia quando esta linhagem de células foi
exposta as duas vitaminas concomitantemente, em concentragdes em torno de 1:100
(VK3/VC).
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Seguindo esse panorama o presente trabalho apresentou resultados compativeis aos
autores citados acima, com a ressalva que a linhagem aqui avaliada foi a MCF-7 BUS. A
concentragdo que se mostrou com maior proporcdo de morte celular foi a concentragdo 1
(10:1000, ~ 70%) muito similar ao controle positivo.

A combinacéo da naftoquinona BrQ com VC apresentou a mesma caracteristica em
comparacdo a VK3/VC, porém a concentracao 3 (4 vezes menor para VK3 e 2 vezes menor
para VC em relacdo a concentracdo 1) também apresentou proporcao de morte celular alta
(= 62%).

Comparando as duas associacfes, a BrQ/VC se mostra com uma vantagem no que
se diz respeito a morte celular, visto que esta foi consideravelmente mais citotoxica mesmo
nas concentragdes menores testadas (2, 3 e 4).

A maior diferenca de morte celular, quando comparamos as associacdes, foi
apresentada na concentracdo 3, mas a maior razéo (2,3 - BrQ:VC/VKj;:VC) foi encontrada
na concentracdo 4 (concentracdo 4 vezes menor em relacdo a concentragdo 1 para ambas as
substancias), mostrando que tais resultados estdo de acordo com aqueles apresentados nos
estudos quimicos, onde o BrQ/VVC demonstrou uma eficiéncia no consumo de oxigénio
igual a VK3/VC, no entanto, em concentracbes 100 vezes menor, o que poderia,
eventualmente, inferir em menores efeitos adversos em estudos in vivo.

Como ja mencionado neste trabalho, o desenvolvimento de novas terapias contra o
cancer baseia-se na seletividade de sua atuacdo, apresentando, necessariamente, toxicidade
frente as células cancerigenas e menor ou nenhuma toxicidade para células as normais
(PELICANO; CARNEY; HUANG, 2004; LOPEZ-LAZARO, 2010).

Muitas publica¢bes sdo encontradas com relacdo a citotoxicidade de VK3/VC em
células tumorais, mas ha escassez de referéncias mostrando a seletividade desta associa¢ao
(KITANO et al., 2012). J& quando falamos da associacdo BrQ/VC, ndo foram encontradas
publicacdes, até 0 momento, a respeito de ambas vertentes.

Com relagdo a verificacdo de seletividades por células normais frente as
associacOes estudadas, foi realizado extenso esforco para a utilizacdo da linhagem de
célula normal de mama (MCF-10A). Tal processo se tornou inviavel diante da falta de
reprodutividade nos experimentos. Por isso, esta etapa foi realizada com a linhagem de
Ovario de Hamster Chinés (CHO do inglés chinese hamster ovary), também qualificadas

como células normais.
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As células CHO sdo utilizadas para uma variedade de experimentos: estudos
genéticos, citotoxicidade e screening toxicologico, nutricdo e expressdo de genes, em
particular, na expressdo de proteinas recombinantes, sendo caracteristica importante, a sua
aplicabilidade variada por adaptacdo em condi¢des diversas de cultura (JAYAPAL, et al.,
2007; WURM; HACKER, 2011).

Na exposicdo de VK3/VC em célula de linhagem normal estudada, a toxicidade se
apresentou em torno de 28% para a concentracao 2 e 9,8% para a concentracéo 4.

Com relacdo a combinacdo BrQ/VC a maior propor¢do de morte se apresentou na
concentracdo 1 (37,9%) e a menor para a concentracdo 4 (14,1%). Diferentemente de
VK3/VC, a associacdo BrQ/VC se mostrou dose dependente.

Além disso, quando comparamos 0s grupos VK3/VC em relacdo a BrQ/VC para as
celulas CHO, nota-se uma significancia na concentragdo 1, mas esta ndo é detectada nas
concentracbes menores.

Verificando a possivel seletividade entre celulas de linhagem tumoral e normal, a
associacdo VKs/VC apresentou seletividade em todas as concentragdes testadas, com
maior razéo (3,0 - MCF-7 BUS/CHO) para a concentragéo 1.

Com relacdo a associacdo BrQ/VC, da mesma forma, em todas as concentragdes
observou-se seletividade, mas com um diferencial de extrema importancia, condizente a
maior razéo encontrada (2,9 - MCF-7 BUS/CHO) na concentragéo 4. Tal aspecto configura
uma vantagem na utilizacdo da associacdo de VC com a naftoquinona BrQ, sendo que sua
citotoxicidade em células tumorais apresentou proporcdes interessantes na menor
concentracdo testada (mostra 2 vezes maior - em relacdo a VKs/VC), e esta mesma
concentracdo se configurou com menor nivel de citotoxicidade para células de linhagem

normal.
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6. CONCLUSOES

Sabio é o ser humano que tem coragem de ir diante do
espelho da sua alma para reconhecer seus erros e fracassos e utiliza-los

para plantar as mais belas sementes no terreno de sua inteligéncia.

(Augusto Cury)

Feliz é aquele que escolhe um dos caminhos da vida e colhe seu dnus e glorias.
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E na hora da dificuldade nédo olha para tras e se questiona como seriam 0s outros

caminhos.

- BrQ foi a molécula que em associacdo com VC apresentou maior propor¢do no consumo
de oxigénio, entre 5 a 10 vezes a maior, e producdo de H,O, superior a 95%, em relacao as
outras associacdes de VC com naftoquinonas estudadas inicialmente. Mostrando assim que

BrQ é um potente gerador de anion superoxido na presenca de VC;

- Tanto VK3 como BrQ foram consumidos na reacdo com VC, sendo que a associacao

com o composto BrQ apresentou maior consumo, mas também a maior producéo de H,O;

- Houve interacdo das duas naftoquinonas (VK3 e BrQ) com GSH produzindo GSSG e um
produto gerado pela associacdo com a naftoquinona (Q-SG). Sendo este produzido

principalmente na associagdo com BrQ;

- O Q-SG néo prejudicou a producdo de &nions superoxido, pois este também consumiu

oxigénio em grandes proporcoes;
- A reacdo de ciclo redox entre VC e as naftoquinonas (VK3 e BrQ) promoveu a oxidagao
do NADH o que indica uma reciclagem do acido ascorbico potencializando o ciclo e

eventual comprometimento da via glicolitica.

- O par redox BrQ/VC se mostrou mais eficiente que o par VK3/VC em cultura de células

tumorais (MCF-7), principalmente em concentracfes menores.

- As associagles BrQ/VC e VK3/VC foram menos citotoxicas frente a linhagem de célula

normal (CHO), configurando em ambas, a presenca de seletividade.

- O par redox BrQ/VC se apresentou com maior seletividade em relagdo ao par VKs/VC.

- A associagdo BrQ/VC apresenta seletividade na citotoxicidade nas menores

concentragdes avaliadas.
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CAPITULO II

“Que comece agora
E que seja permanente essa vontade de ir
além daquilo que me espera”.

(Caio Fernando Abreu)
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