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RESUMO

CONTRIBUICAO DAS ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NA ATIVIDADE ANTI-
LEUCEMICA DA CORDIAQUINONA J José Delano Barreto Marinho Filho. Orientadora:
Leticia Veras Costa-Lotufo. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pdés-Graduagdo em

Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2009.

Cordiaquinona J é uma 1,4-naftoquinona isolada das raizes de Cordia
leucocephala, que apresenta atividade antifungica e larvicida. No entanto, ndo ha
relatos quanto a sua atividade citotoxica. No presente estudo, foi investigado os
efeitos citotoxicos da cordiaquinona J sobre a viabilidade de células tumorais, cujo
valores de Clsy variaram de 2,7 a 6,6 yM em células de HL-60 e SF-295
respectivamente. Estudos realizados em células leucémicas de HL-60 indicaram que
a cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) reduziu a viabilidade celular e a incorporagdo do
BrdU apds 24 horas de incubagado. Além disso, a cordiaquinona J mostrou rapida
inducdo de apoptose, como indicado pela externalizacdo da fosfatidilserina, ativacao
de caspases, fragmentacdo do DNA e mudangas morfolégicas, além de uma rapida
inducdo de necrose, como indicado pela perda da integridade de membrana e
mudangas morfoldgicas. Cordiaquinona J altera o potencial redox de células tumorais
por induzir geracdo de espécies reativas de oxigénio e perda do potencial da
membrana mitocondrial como eventos iniciais. Além disso, o pré-tratamento das
células com N-acetil-L-cisteina (NAC) aboliu a maioria dos efeitos observados
relacionados ao tratamento com a cordiaquinona J, incluindo os efeitos relacionados a
inducao de apoptose e de necrose, sugerindo que a citotoxidade dessa molécula esta
relacionada a geragdo de EROs. Assim, o presente estudo ressalta o potencial

antitumoral da Cordiaquinona J.

Palavras chaves: Cordiaquinona J, citotoxicidade, apoptose, células de HL-60,

espécies reativas de oxigénio



ABSTRACT

REACTIVE OXYGENE SPECIES CONTRIBUITION TO THE ANTILEUKEMIC
ACTIVITY OF CORDIAQUINONE J José Delano Barreto Marinho Filho Advisor: Leticia

Veras Costa-Lotufo. Master Dissertation. Postgraduation Program on Pharmacology.
Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Ceara, UFC, 2009.

Cordiaquinone J is a 1,4-naphthoquinone isolated from the roots of C.
leucocephala, with antifungal and larvicidal activities. Nonetheless the cytotoxic effects
of cordiaquinone J have never being explored. In the present study, it was investigated
the effect of cordiaquinone J on tumor cells viability, showing ICsp values in the range
of 2.7 to 6.6 yM in HL-60 and SF-295, respectively. Studies performed in HL-60
leukemia cells indicate that cordiaquinone J (1.5 and 3 pM) reduces cell viability and
BrdU incorporation after 24 hours of incubation. Cordiaquinone J showed rapid
induction of apoptosis, as indicated by phosphatidylserine externalization, caspase
activation, DNA fragmentation and morphologic changes and, rapid induction of
necrosis, as indicated by the loss of integrity membrane and morphologic changes.
Cordiaquinone J alters the redox potential of tumor cells by inducing generation of
reactive oxygen species (ROS) and loss of mitochondrial membrane potential as initial
events. The pretreatment of the cells with N-acetyl-L-cysteine (NAC) abolished most of
the observed effects related to cordiaquinone J treatment, including those related to
apoptosis and necrosis induction. Thus, present results highlight the antitumor

potential of cordiaquinona J.

Keywords: Cordiaquinone J, cytotoxicity, apoptosis, HL-60 cells, reactive oxygen

species
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1. INTRODUGAO

1.1. Cancer

A multiplicagcdo das células em organismos multicelulares saudaveis é
cuidadosamente regulada com o propdésito de atender as necessidades especificas de
cada individuo. Em um organismo jovem a taxa de proliferagao celular € maior do que
taxa de células que morrem, devido a necessidade de desenvolvimento do mesmo. Ja
em adultos esta taxa tende a ser balanceada a fim de manter um equilibrio
(homeostase) (Rabenhorst et al., 1994; Foster, 2008).

As células cancerosas diferem das células normais, pelo fato de continuarem a
crescer e se dividir, ndo obedecendo ao controle biologico natural do organismo
(Hanahan & Weinberg, 2000). Dividindo-se rapidamente, estas células adquirem
novas caracteristicas genéticas que as tornam mais agressivas, determinando a
formacao do céncer (Hanahan & Weinberg, 2000, INCA, 2009). Algumas alteragcdes
na fisiologia das células caracterizam o cancer: auto-suficiéncia na sinalizagdo de
fatores de crescimento, insensibilidade aos inibidores de crescimento, evasao da
morte celular programada (apoptose), potencial replicativo ilimitado, angiogénese e

invasao tecidual e metastase (Hanahan & Weinberg, 2000).

Essas caracteristicas surgem a partir de alteragées genéticas originadas do
mau funcionamento dos circuitos regulatérios que governam a proliferagdo normal das
células (Hanahan & Weinberg, 2000). Essas mutacdes, em geral, ocorrem em proto-
oncogenes e em genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes promovem a
proliferagcdo ordenada enquanto os genes supressores de tumor mantém essa
proliferacdo sob controle, restringindo o crescimento celular. No entanto, quando
mutados, os proto-oncogenes promovem o crescimento de tumores. Se o0 mesmo
ocorrer com 0s genes supressores de tumor, a inibicdo da progressao do ciclo celular
pode nado ocorrer, o que ira facilitar o crescimento anormal das células (Louro et al.,
2002; Vermeulen, et al., 2003).

Normalmente, células que sofrem mutagbes e/ou injurias sdo reconhecidas e
levadas a morte. No entanto, quando os pontos de checagem do ciclo celular falham,

as células que conseguiram burlar esse sistema progridem ao longo do ciclo celular.
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Essas células se dividem de maneira descontrolada acumulando novas mutagdes que
irdo contribuir para o surgimento de tumores malignos. Dessa forma pode-se afirmar

que o cancer tem origem monoclonal. (Story, & Kodym, 1998; Lodish et al., 2002).

Com uma incidéncia anual de 6 milhdes de casos, o cancer é considerado a
segunda causa de morte causada por doengas no mundo, atras apenas de mortes

relacionadas a doengas cardiovasculares (Srivastava et al., 2005).

Em 2005, cerca de 60 milhdes de pessoas morreram em todo o mundo, sendo
que aproximadamente13% destas mortes foram ocasionadas pelo cancer. Dos quais,
0s mais incidentes foram os cénceres de pulmao, estdbmago, figado, célon e mama
(WHO, 2006).

Estima-se que em 2020 o numero de novos casos aumente na ordem de 9
milhdes ao ano quando comparado a 2005, sendo que cerca de 60% desses novos

casos ocorrerdo em paises em desenvolvimento (INCA, 2009).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008, validas também para o ano de
2009, apontam 466.730 casos novos de cancer (Figura-1). Os tipos mais incidentes,
a excecgao do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e
de pulméo, no sexo masculino, e os canceres de mama e de colo do utero, no sexo

feminino, perfil semelhante ao encontrado no resto do mundo (INCA, 2009).
N° de Casos

60.000 —
[l Feminino

50.000 Masculino
40.000
30.000

20.000 —

10.000 —

0 I

Mama Prostata Traquéia, ColoneReto FEstomago  Colodo  Cavidade FEsdfago  Leucemias Pele
Feminina Brénquio e Utero Oral Melanona
Pulméo

Fonte: M3/Instituto Nacional de Cincer - INCA

Figura 1. Tipos de cancer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, na populacdo
brasileira, sem pele ndo melanoma.
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O tratamento para o cancer pode ocorrer de maneiras variadas diferindo
principalmente em relagédo ao tipo e a gravidade da doenga. A quimioterapia do
cancer consiste em um tratamento a base de farmacos que interferem em diferentes
processos tais como desenvolvimento, crescimento, disseminacdo e invasdo de
células cancerigenas (Souza et al., 2007). O cancer pode ser tratado através de
monoquimioterapia ou por medicamentos combinados (poliquimioterapia), método
este mais utilizado, porque apresentam resultados mais eficientes, conseguindo uma
resposta satisfatéria a cada aplicacdo, diminuindo o risco de resisténcia do paciente
aos farmacos e atingindo as células em diferentes fases do seu ciclo (Carvalho et al.,
2003; Nicolaou et al., 1997). Atualmente, o tratamento da maioria dos canceres
consiste na combinacgao de diferentes abordagens terapéuticas e ndo apenas de uma.
A quimioterapia, aliada a cirurgia e a radioterapia, constituem as principais
modalidades terapéuticas utilizadas no tratamento de pacientes com diferentes tipos

de cancer (Kummar et al., 2004).

Diante deste cenario, fica clara a necessidade de esforgos continuos sobre o
desenvolvimento de novos medicamentos ou tratamentos para o controle desta

doenca.
1.2. Tipos de Morte Celular

Como descrito anteriormente um organismo multicelular procura sempre
manter a sua homeostase, através de um balango entre a proliferacdo e a morte
celular. Diversos tipos de morte celular vém sendo descritos, dentre elas estao:
apoptose (suicidio celular), autofagia, necrose ou oncose, apesar de alguns autores
ndo denominarem como sindnimos, catastrofe mitética, excitotoxicidade e

senescéncia (Tabela 1) (Kroemer, et al., 2005).
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Tabela 1: Caracteristicas dos diferentes tipos de morte celular.

Caracteristicas
bioquimicas

Tipos de

Mudancas morfologicas
morte celular ¢ 9

Ntcleo Membrana celular Citoplasma
Apoptose Condensacao da cromatina; integra'

Fragmenta(;?o nuclear; Formagéo de Fragme[ﬁagao Dependente de

Fragmentacgéo (formagéo de

. prolongamentos . caspase

internucleossomal (Blebbs) corpos apoptéticos)

do DNA (DNA ladder)
Autofagia Condensagao parcial da - Independente de

. Formacao de ,
cromatina; rolongamentos 1 numero de caspase;
Sem formagéo de DNA P 9 vesiculas autofagicas 1 da atividade
(Blebbs) .

ladder) lisossomal
Catastrofe Independente de
mitética - . . caspase em

Multiplos micronucleos; f

Fragmentacdo nuclear B B estagio inicial,

9 ¢ Ativagado anormal
de CDK1/ciclina B

Necrose - ; 1 de vacuolizagao;

Degradacao macica e ~

. Degradacao de
randémica Inchacgo e ruptura -
organelas;

do DNA nuclear Inchago mitocondrial

Estrutura heterocromética
distinta

(Focos heterocromaticos
associados a senescéncia)

Senescéncia

Achatamento .
- tgranulosidade Atividade SA-B-gal

CDK1, quinase 1 dependente de ciclina; SA-B-gal, B-galactosidase associada a senescéncia. Fonte: adaptada
de Okada e Mak, 2004

Os processos de morte celular sdo de suma importancia para o organismo
manter a sua homeostase, evitando com que células defeituosas ou ineficientes
permanecam a exercer algum papel no organismo podendo, deste modo, ocasionar
diversas enfermidades como, lupus, fibrose cistica, e doengas pulmonares (Munoz, et
al., 2005; Vandivier, et al., 2002; Hodge, et al., 2003).

A autofagia € um tipo de morte celular em que as proteinas e organelas nao
desejadas sdo degradadas ou por protedlise mediada por ubiquitinas que sao
encontradas nos proteossomas ou s&o direcionadas e degradadas dentro dos
lisossomos (Klionsky & Ohsumi, 1999; Kim & Klionsky, 2000). Sua morfologia €&
da cromatina nuclear,

caracterizada pela condensacdo parcial formagdo de

prolongamentos (Blebs) e pelo o aumento no niumero de vesiculas autofagicas, que
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normalmente apresentam uma dupla camada, visualizada apenas em microscépio
eletrénico (Okada & Mak, 2004).

O termo catastrofe mitética consiste em uma definicdo ampla que é bastante
utiizada para explicar um tipo de morte celular tipica de mamiferos, e que é
ocasionada por mitoses defeituosas. Caracterizada pela formagao de células

multinucleadas, gigantes, e cromossomos ndo condensados (Okada & Mak, 2004).

A senescéncia é observada, principalmente, em células primarias em cultura,
pois estas inicialmente entram em um periodo de rapida proliferagdo, durante o qual,
os teldbmeros se tornam significativamente menores. Eventualmente, o crescimento
celular desacelera e a célula entra em uma parada permanente no ciclo celular. A
senescéncia possui uma morfologia tipica que é o achatamento do citoplasma e o

aumento da granulosidade celular (Dimri et al., 1995).

A necrose geralmente é uma consequéncia de uma condi¢gado patofisiologica
adquirida por infecgdes, inflamagdes ou isquemias. E considerado um processo de
morte desregulado e traumatico, associado normalmente com a liberagdo de
componentes intracelulares no meio extracelular, gerando inflamagdo dos tecidos
adjacentes. Quando em necrose a célula apresenta sua membrana distorcida e
rompida, além da degradagdo das organelas e um inchago celular. Resultando em
falhas nas vias fisioldgicos normais da célula, desregulando o transporte de ions, a
produgao de energia e o pH da célula (Okada & Mak, 2004).

Apoptose € um processo altamente regulado que ocorre em quase todas as
células vivas e pode ser desencadeada por diversos estimulos fisiolégicos e
patoldgicos. A ativagdo de uma série de eventos moleculares que leva a morte celular
por apoptose € caracterizada por mudangas bioquimicas e morfolégicas tipicas tais
como redugdo celular, condensagdo da cromatina, fragmentagao nuclear, formagéao
de corpos apoptoticos, e formagéo de blebs (Chen et al., 1999; Yu et al., 1998; Liu et
al., 2004). As caracteristicas bioquimicas associada com a apoptose incluem a
clivagem de DNA internucleossomal, formando oligonocleossomas (DNA ladder),
externalizagcdo da fosfatidilserina, ativacdo de caspases e clivagem de substratos

intracelulares (Martin & Green, 1995). Como resultado destas mudangas, as células
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apoptéticas sao fagocitadas sem eliminar o seu conteudo intracelular no meio,

evitando que ocorra uma resposta inflamatéria (Zimmermann et al., 2001).

O componente central para que ocorra o processo de apoptose, consiste em
um sistema proteolitico, o qual envolve proteases denominadas de caspases.
Caspases sdo uma familia de proteinas intracelulares envolvidas no processo de
iniciacdo e execucao da apoptose. As caspases iniciadoras sao capazes de ativar as
caspases efetoras ou amplificar a cascata de caspases através do aumento da

ativagado das caspases iniciadoras (Walker et al., 1994; Thornberry & Lazebnik, 1998).

Com base em estudos anteriores sabe-se que existem quatro vias de morte,
em que ha a ativacido de caspases para que ocorra a apoptose, denominadas de via
intrisica ou mitocondrial, extrinsica ou via de receptor de morte, via da granzima B e a

via do reticulo endoplasmatico (Wang et al., 2005).

A via do reticulo endoplasmatico é caracterizada pela liberacdo de calcio
citoplasmatico ativando a caspase 12, o que ocorre provavelmente devido a

translocagado de membros da familia Bcl, (Broker et al., 2005).

A via mediada pela Granzima B pode induzir morte celular por duas vias: a via
citossélica envolvendo ativacdo de caspases pro-apoptéticas, e a via nuclear que
provavelmente esta envolvida com proteinas reguladoras do ciclo celular e ativagao
de quinases (Berthou et al., 1998; Wang et al., 2005)

Quando a célula é ativada para a morte por via intrinsica (figura-2) o primeiro
passo € a permeabilizacdo da membrana mitocondrial resultando na liberacdo de
proteinas que normalmente estavam localizadas no espago intermembranar,
(citocromo c, o fator de indugcao da apoptose (AlF), entre outros). Em seguida, o
potencial transmembréanico da mitocéndria é reduzido (Chang & Yang, 2000; Green &
Kroemer, 1998; Green & Reed, 1998). A liberagao do citocromo c leva a formagéao de
um complexo, denominado apoptossomo. O apoptossomo € formado quando o
citocromo c se liga a Apaf-1 e a procaspase-9. Este complexo ira ativar a caspase-9
(Chang & Yang, 2000; Acehan et al., 2002; Zou et al., 1999). A caspase-9 (caspase
iniciadora) cliva as caspases efetoras 3, 6 e 7 ativando-as e estas irdo fragmentar o

DNA causando a morte da célula (Nicholson & Thornberry, 1997).
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A via de receptor de morte ou via extrinsica (Figura-2) envolve a ativagao de
receptores de membrana. Eles sdo membros da superfamilia de receptores de fatores
de necrose tumoral (TNFR). Estdo inclusos nessa familia os receptores de membrana
TNFR1, FAS (CD95), TRAIL entre outros. Esses receptores possuem um dominio
distinto dentro do seu citoplasma denominado de dominio de morte (DD) (Ashkenazi
& Dixit, 1998). Apdés a associagdo dos receptores de membrana ao seu
correspondente dominio DD, ocorre uma mudanca conformacional nos receptores o
que promove o recrutamento de uma molécula adaptadora FAS que ira associar-se
com o dominio de morte (DD) formando o FADD (Garg & Aggarwal, 2002; Mirkes,
2002). Este complexo formado € o responsavel por iniciar a cascata de caspases,
pois o FADD se liga a procaspase-8, que ativa a caspase-8. A caspase-8 ativa
caspases efetoras como a caspase-3, promovendo o inicio da cascata de caspases

da apoptose, levando a célula a morte (Chang & Yang, 2000).

Como pode ser observado na discussédo acima a via mitocondrial e a via dos
receptores de morte estdo interligadas, pois ambas as vias no final convergem para a
caspase-3 (Figura-2). A caspase-3 tem como funcgdo clivar uma série de proteinas,
tais como, PARP (poli (ADP-ribose) polimerase), enzimas de reparo do DNA, lamina
nuclear (Chang & Yang, 2000). Além da caspase-3, as duas vias podem estar
interligadas através do Bid, uma proteina proapoptética (Yin, 2000). O Bid é uma
proteina encontrada no citosol das células e que normalmente é clivada pela caspase-
8, formando uma proteina truncada, tBid, a qual é translocada para a mitocondria (Li
et al., 1998; Luo et al., 1998). Na mitocondria o tBid ativa o Bax, iniciando a liberagao
do citocromo ¢ e consequentemente a disfungdo mitocondrial (Haimovitz-Friedman,
1998). Portanto pode ser facilmente visualizado que o processo de apoptose esta
totalmente interligado e que isto € necessario para a amplificagdo do sinal apoptético

e ativacéo das caspases.

Nos ultimos anos diversas técnicas tém sido empregadas a fim de distinguir
como ocorre o processo de morte celular. Para este fim, sdo utilizados métodos de
analises quantitativos e qualitativas tais como: métodos em microscopia eletrénica e
microscopia de luz. Analises morfométricas e citométricas podem ser realizadas por
microscopia de luz, além de microscopia confocal e de fluorescéncia, bem como

através de microscopia de eletrénica de transmissdo (MET). Algumas destas técnicas
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sdo largamente empregadas em laboratérios de pesquisa. Por exemplo, a MET é
bastante utilizada para diferenciar morte por autofagia. J& a microscopia de luz € um
modo simples e eficiente para identificar e quantificar morte celular. Células
apoptéticas nao sao faciimente diferenciadas de outros tipos de morte através da
microscopia de luz, portanto é necessaria a utilizagado de outras técnicas para fazer a
distincdo entre os varios tipos de morte que pode ser encontrado em uma célula
(Tinari et al., 2008).

CD95-L TRAIL

== DrogasAnticancer

Vialntrinsica

Via Extrinsica

Caspase-3

* \ Suhsmantov

CAD/ICAD

v v

Fragmentagiao do se———lp- T
DNA

Figura-2. Esquema das vias intrinsica e extrinsica da apoptose.
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1.3 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é uma condicdo bioquimica caracterizada pelo
desequilibrio entre a presenca de niveis relativamente elevados de espécies téxicas
reativas e o mecanismo de defesa antioxidativo. Essas espécies toxicas sao
constituidas principalmente de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs). (Thannickal & Fanburg, 2000; Haddad, 2004; Carmody,
2001). As EROs e ERNs s&o moléculas organicas e inorganicas que possuem um
numero impar de elétrons (elétrons ndo pareados) e sdo formadas, in vivo, por meio
de reagdes de oxidagao e de redugdo. Ao mesmo tempo em que o oxigénio pode ser
um substrato importante no metabolismo oxidativo, ele também pode ser parcialmente
reduzido para formar EROs (Aslan & Ozben, 2003).

Tradicionalmente, as espécies reativas de oxigénio (EROs) consistem
principalmente de radicais anion superdxido (O2 «—), oxigénio singlet, peréxido de
hidrogénio (H20O,) e radicais hidroxilas (OH¢) altamente reativos, sendo consideradas
como um grupo de moléculas bastante perigosas as células, tecidos e ao organismo
como um todo (Ushio-Fukai & Nakamura, 2008). No entanto, é sabido que as EROs
sdo essenciais para a vida, devido ao seu papel em muitos processos vitais, tais

como, transducgao sinais, além de agir como bactericida (Conklin, 2004).

As EROs, especialmente o HyO,, sdo moléculas importantes em vias de
sinalizagao tanto de animais quanto de plantas (Hancock et al., 2001). Em animais as
EROs podem influenciar na proliferagdo celular, ativando ou inibindo a apoptose e
quando presente em altas concentragdes podem causar necrose (Mates, 2000) além
disso, podem estar envolvidas na expressao de genes e na ativagao de varias vias de
sinalizagao celular. Crawford e colaboradores, ja em 1988, observaram que em
presenca de H,O, havia o aumento de expressado de varios genes como o0 c-myc € 0
c-fos, posteriormente foi observado que o H,O, também aumentava a expressao da
glutationa-S-transferase e da fenilalanina (Desikan et al., 1998), além de proteinas
quinases e proteinas de reparo do DNA (Desikan et al., 2000). A via JAK/STAT é
também ativada pelo H,O, 0 que provoca a transdugdo de mensagens para o nucleo

(Simon et al., 1998). Assim as EROs podem estar envolvidas em varias vias de
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sinalizacdo promovendo ativacdo de moléculas que podem estar envolvidas em

numMerosos processos celulares.

A grande maioria dos efeitos toxicos ocasionados pelas EROs podem ser
atribuidas ao radical hidroxila (OH¢). No entanto, as EROs normalmente sao formadas
durante o metabolismo aerdbico normal, onde as células possuem sistemas de defesa
antioxidantes efetivos tais como: enzimas antioxidantes (superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase), além de radicais sequestradores de EROs como

acido ascorbico, tocoferol e N-acetil-L-cisteina (Asche, 2005).

Teoricamente, as EROs podem reagir com todos os componentes da célula
incluindo proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos. Diversos estudos
mostram que a liberacdo celular de EROs pode burlar o sistema de defesa
antioxidativo e promover danos oxidativos tipicos no DNA, lipidios, proteinas e
carboidratos, portanto as EROs estao intimamente relacionadas com diversos tipos de
doengas tais como o cancer e processos neurodegenerativos (O’Brien, 1991; Ollinger,
2002).

O estresse oxidativo celular pode induzir diversas respostas biologicas,
incluindo parada no crescimento da célula momentaneamente, levando a adaptagao;
transcricdo de genes; iniciagdo na via de transdugao de sinais além de reparo e dano
do DNA (Davies, 1990; Mates, 2000). Esses eventos determinam se a célula entrara
em processo de morte seja por necrose, senescéncia ou apoptose ou se a célula

sobrevivera retornando a sua proliferacédo normal (Mates, 2000).

Atualmente é bem estabelecido que diversos agentes quimioterapicos e a
terapia por radiacdo promovem a geracdo de EROs em pacientes durante o
tratamento do cancer (Conklin, 2004; Lamson & Brignall, 1999). Entre os
quimioterapicos conhecidos que geram altos niveis de EROs estdo as antraciclinas,
epipodofilotoxinas, agentes alquilantes e camptotecinas (Conklin, 2004) ja os taxanos

e os alcaldides da vinca geram baixos niveis de EROs (Ozben, 2007).

Ja no metabolismo redox (Figura 3), a homeostase das EROs e a sua
metabolizagcdo sdo de suma importancia na sinalizacao celular e na apoptose. Um

aumento na geragao de EROs, ou a redugéo de sua eliminagao resulta na indugao de
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apoptose através da despolarizagdo mitocondrial e da permeabilizacdo da membrana
mitocondrial. Com a permeabilizagdo da membrana mitocondrial, proteinas
intermembranares mitocdndriais soluveis sao liberadas, tais como o citocromo c e o
fator de indugéo da apoptose, ativando a cascata de caspases e nucleases, levando a

célula a morte pelo processo de apoptose (Costantini et al., 2000).

Varios farmacos atualmente utilizados na clinica como a doxorrubicina e o
rituximab geram EROs seguido pela despolarizagdo da membrana mitocondrial
(Bellosillo, et al., 2001). Por outro lado, alteragcbes no metabolismo redox podem levar

a uma resisténcia medicamentosa (Rudin et al., 2003).

Com esse proposito, diversos agentes experimentais estdo em fase de estudo
visando o desenvolvimento de novos medicamentos. Estes novos farmacos tém como
objetivo, ocasionar morte celular principalmente pelo processo de apoptose, através
do aumento da expressao de proteinas pro-apoptéticas ou por induzir apoptose
diretamente através da mitocéndria, acompanhado pelo o aumento da geragao de
EROs, além da inibicdo de vias antiapoptoticas ou a deplecdo da glutationa
(Renschler, 2004).
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Figura 3: Modelo esquematico do papel das EROs mitocondrial na apoptose. Diversos sinais
podem levar a apoptose e a indugdo das vias parece convergir a eventos que levam ao
aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial (PMM) e a liberagédo de fatores pro-
apoptoticos da mitocdndria. Fonte: adaptacao de Fleury et al., 2002.

1.4 Produtos Naturais

Ao longo do tempo, os produtos naturais tém sido considerados inestimaveis
ferramentas para decifrar l6gicas de biossinteses e como protétipos para desenvolver
drogas de primeira linha contra doengas tais como o cancer (Schwartsmann et al.,
2002; Cragg & Newman, 2005; Cragg et al., 2006; Newman & Cragg, 2007).

As plantas tém uma longa histéria no tratamento do cancer (Hartwell, 1982;
Cragg & Newman, 2005), sendo consideradas como uma importante fonte de
substancias utilizadas na terapia desta doenga. Neste contexto, mais de 60% dos
agentes usados constantemente no tratamento do cancer sdo oriundos direta ou
indiretamente de fontes naturais incluindo plantas, organismos marinhos e micro-

organismos (Cragg et al., 2005; Newman et al., 2003).
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A pesquisa por agentes anti-cancer obtidos a partir de plantas comegou
seriamente na década de 50 com o descobrimento e o desenvolvimento dos
alcaldides vinca, com a vimblastina e a vincristina, e através do isolamento de
podofilotoxinas citotéxicas. Como resultado, o Instituto do Cancer dos Estados Unidos
iniciou um extensivo programa de coletas de plantas em 1960, focando principalmente
em plantas de regides temperadas. Isto conduziu a descoberta de novas moléculas
que mostraram ampla atividade citotdéxica (Cassady & Douros, 1980), incluindo os
taxanos e camptotecinas. No entanto, o desenvolvimento destes como agentes
clinicamente ativos duraram cerca de 30 anos, de 1960 a 1990 (Cragg & Newman,
2005).

Dentre os produtos naturais, encontram-se os chamados metabdlitos
secundarios, um grupo de substancias que se destacam pelo grande potencial
farmacologico. Estes sao produtos de vias condicionais que sao ativadas em
contextos ou situagdes particulares. Os metabdlitos secundarios podem ser divididos
em diversas classes estruturais: terpenos, lignanas, taninos, lactonas, esterdides,
chalconas, flavonas, flavanonas, alcaldides, quinonas, dentre outros (Clardy & Walsh,
2004).

Muitas dessas substancias sao utilizadas como molde para o desenvolvimento
de medicamentos sintéticos modernos, tais como a vimblastina (Velban®) e a
vincristina (Oncovin®) e os analogos vindesina (Eldisine®) e vinorelbina (Navelbine®);
o paclitaxel (Taxol®) e o andlogo docetaxel (Taxotere®); a podofilotoxina e os
analogos, etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®); e a camptotecina e os
analogos, topotecano (Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®), atualmente utilizados
na terapia anticancer. Esses medicamentos apresentam uma participacdo no
mercado que movimenta cerca de 50 bilhdes de ddlares anualmente (Pinto et al.,
2002).

A camptotecina (Figura 4.1) foi primeiramente isolada da planta Camptotheca
acuminata, no entanto esta molécula pode ser encontrada em diversas plantas do
mundo (Srivastava et al., 2005). Estudos realizados na década de 70 mostraram que
a camptotecina apresentava forte efeito citotoxico inibindo a topoisomerase | de

maneira irreversivel e causando fragmentagdo de DNA. Posteriormente a
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camptotecina foi aprovada pelo FDA para testes clinicos de fase | e Il, sendo indicada
para pacientes com tumores gastrointestinais, no entanto o composto apresentou
severos efeitos adversos como mielosupressao, vbémitos, diarréia e cistite
hemorragica. Obviamente estes resultados inviabilizaram a continuagcéo dos testes de
fase Il em 1972 (Srivastava et al., 2005). Devido aos seus diversos e severos efeitos
adversos, muitos estudos tém sido feitos a procura de analogos menos toxicos. Com
0 passar dos anos a remodelagdo quimica produziu analogos como o topotecano
(Figura 4.2) e o irinotecano (Figura 4.3) que se mostraram menos toxicos e mais
efetivos, sendo os unicos aprovados para utilizagdo na clinica (Ormrod & Spencer,
1999).

Além da camptotecina outro composto bastante estudado obtido de plantas é o
paclitaxel (Figura 5.4) (Taxol®). O paclitaxel € um complexo diterpendide
polioxigenado extraido das cascas da planta Taxus brevifolia (Wani et al., 1971).
Inicialmente mostrou resultados animadores contra tumores de pulméo, ovario, mama
e carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco sendo aprovado em 1992
pelo FDA para o tratamento de metastases de carcinoma de ovario (Eisenhauer &
Vermorken, 1998). Seu mecanismo de acao é através da estabilizagdo dos
microtubulos, enquanto outros agentes antineoplasicos agem desestabilizando este
processo, no entanto a principal desvantagem encontrada no taxol foi a sua baixa
biodisponibilidade, isso ocorre principalmente devido a sua baixa solubilidade em
agua, além de possuir diversos efeitos colaterais, uma vez que essa droga causou
fortes nauseas, formigamento nas extremidades , leucopenia e trombocitopenia
(Schiff et al., 1979; Hortwiz et al., 2004).

Docetaxel (Figura 5.5) (Taxotere®) € um analogo relacionado estruturalmente
ao paclitaxel, que apresentou atividade anticancer e solubilidade em agua melhor que
o paclitaxel (Bissery et al., 1991; Ringel & Hortwitz 1991) sendo utilizada em pacientes
com metastases avancadas de cancer de pulm&o e mama (Pazdur et al., 1993),

apesar de causar diversos efeitos adversos.

A Podofilotoxina (Figura 6.6) e o deoxipodofilotoxina s&o dois ariltetralina
lignanos de ocorréncia natural bastante conhecidos. A podofilotoxina foi

primeiramente isolada da planta Podophyllum peltatum, sendo isolada posteriormente
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de diversas outras plantas (Podwyssotzki, 1880). Age inibindo a organizacdo dos
microtubulos, além de provocar uma parada do ciclo celular na metafase (Gordaliza et
al., 2000 & Srivastava et al., 2005). A podofilotoxina apresenta excelente atividade
antitumoral contra canceres genitais, pulmonares e linfomas, no entanto ndo obteve
sucesso como um antineoplasico, devido apresentar diversos efeitos colaterais, tais
como, nauseas, vomitos e danos aos tecidos saudaveis. (Utsugi et al., 1996;
Subrahmanyam et al., 1998; Srivastava et al., 2005). Consequentemente a
podofilotoxina ndo € utilizada como uma droga anticancer, no entanto serviu como um
protétipo para duas novas drogas, etoposideo (Figura 6.7) e o teniposideo (Figura
6.8), que se apresentam mais potentes e menos téxicos que a podofilotoxina e sao
utilizados no tratamento de leucemias agudas, linfomas, tumores de bexiga, cérebro,

pulmao, ovario e contra cancer testicular (Schacter, 1996; Srivastava et al., 2005).

Como pdde ser observado nos exemplos acima, os produtos naturais nao
necessariamente precisam ser o melhor composto para o uso farmacéutico (Kingston,
1996). Esses compostos podem servir como prototipo na remodelagem quimica para
criar novos compostos e assim o desenvolvimento de uma segunda geracdo de
agentes com caracteristicas melhoradas, dentre elas o aumento da eficacia e da
estabilidade, a melhora das propriedades farmacocinéticas e a diminuigao dos efeitos
colaterais (Ortholand & Ganesan, 2004). A obtencdo de analogos € um processo
comumente utilizado para descobrir 0s grupamentos essenciais a atividade bioldgica,

através do uso da relacao entre a estrutura e atividade bioldgica.
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1.5 Quinonas

As quinonas fazem parte de uma grande classe de compostos, que podem ter
origem natural ou sintética (Asche, 2005). Com base na sua estrutura molecular, as
quinonas sao divididas em diferentes grupos, utilizando-se como critério o tipo de
sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidico: benzoquinonas - um anel
benzénico; naftoquinonas - um anel naftalénico; antraquinonas - um anel antracénico

linear ou angular (Figura 5) (Silva et al., 2003).

O 0

Figura 7. Estrutura esquematica de (A)- benzoquinona, (B) naftoquinona e (C) antraquinona

As quinonas apresentam uma enorme variedade de atividades biolégicas. Por
exemplo, a coenzima Q é uma benzoquinona que possui a habilidade de carrear
elétrons na cadeia transportadora de elétrons. A vitamina K é uma naftoquinona
necessaria para a coagulagdo do sangue além de participar na carboxilagdo do
glutamato formando o y-carboxiglutamato. A juglona €, outra naftoquinona de origem
natural, obtida da planta Juglans nigra e a plumbagina extraida da Plumbago résea,
apresentaram atividades bactericida, anticancer e fungicida. (Asche, 2005; Cenas et
al., 2006). As antraciclinas estdo entre os quimioterapicos mais utilizados para o
tratamento de cancer. Os principais representantes desta classe sdo a doxorrubicina
e a daunorrubicina, pois sdo altamente prescritos para o tratamento de neoplasias. A
daunorrubicina é utilizada, principalmente, para o tratamento de leucemias agudas,
enquanto a doxorrubicina pode ser utilizada tanto para o tratamento de leucemias
agudas quanto para o tratamento de varios tipos de tumores sélidos (Asche, 2005). O

mais interessante € que estas duas substancias apresentam estruturas bastante
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semelhantes, diferindo apenas em um grupo hidroxila na cadeia lateral 9. No entanto
ambas as substancias apresentam diversos efeitos adversos, muitas vezes

inviabilizando o tratamento a longo prazo (Asche, 2005).

Como pOde ser observado, as quinonas representam uma classe de
compostos de grande interesse farmacoldgico e toxicolégico. Muitas drogas
clinicamente importantes na terapia do cancer contém o nucleo quinonoidico,
apresentando excelente atividade anticancer (Foye, 1995; Monks & Lau, 1998; Monks
& Jones, 2002).

A atividade citotoxica das quinonas pode estar relacionada ao seu
comportamento quimico. Assim varios mecanismos de agao ja foram propostos para
explicar sua atividade citotoxica. Estudos prévios mostraram que as quinonas podem
sofrer reducéo eletrénica por enzimas como NADPH: citocromo P450 redutase ou a
NADH ubiquinona oxidoredutase, produzindo radicais semiquinonas. Sob condigdes
aerdbias estes radicais semiquinonas participam do ciclo redox para gerar EROs,
como anions superoxidos e peroxido de hidrogénio. Outro mecanismo proposto esta
relacionado com a capacidade desses compostos reagirem com grupos tidis de
proteinas e glutationa (GSH), levando em consideragao que quinonas sao compostos
altamente eletrofilicos. Deste modo, ao reagirem com a glutationa espontaneamente
ou catalizadas pela glutationa-S-transferase formam conjugados denominado
hidroquinonas-glutationil. Uma vez que o GSH diminui a sua concentragao, proteinas
dependentes de grupos tiois (SH) celulares podem ser alquiladas, ocasionando
mudangas irreversiveis e levando a célula a morte (Monks & Lau, 1998; Monks &
Jones, 2002; Chung et al., 1999; Rodriguez et al., 2004). No entanto seu exato

mecanismo de agao ainda n&o esta bem esclarecido (Asche, 2005).

Apesar da variedade de atividades, muitas das quinonas atualmente
conhecidas e utilizadas como farmacos apresentam varios efeitos adversos, devido
principalmente a formagéo de metabdlitos gerados a partir do metabolismo oxidativo
das quinonas. Por exemplo, o analgésico acetaminofeno pode causar hepatoxicidade
severa em altas doses. Esta hepatotoxicidade é atribuida a dois metabdlitos formados
que sao a benzoquinoneimina, formada pelo citocromo P 450, e a p-benzoquinona

formada pela a hidrolise da benzoquinoneimina (Pascoe et al., 1988). A fenetidina
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outro analgésico estruturalmente relacionado ao acetaminofeno foi retirado do
mercado devido apresentar graves efeitos colaterais como nefropatite e cancer
pélvico, apdés o tratamento a longo prazo (Larsson et al., 1986). Assim torna-se
necessaria a busca continua por novos farmacos que sejam mais efetivos e causem

menos efeitos colaterais.
1.6 Geénero Cordia

O género Cordia é constituido por aproximadamente 250 espécies com
distribuicdo pantropical. Este género possui o maior centro de diversidade taxonémica
no novo mundo, sendo particularmente bem representado no Brasil, onde sao
encontradas aproximadamente um quarto do total (Taroda & Gibbs, 1986; Barroso,
1986).

O género Cordia € composto por trés subgéneros: Varronia (L), Cordia (L) e
Myxa Taroda, sendo este ultimo subdividido em trés sec¢des: se¢do Myxa (Endl.) D.C.,
secao Gerascanthus (Brousne) Don. e segdo Superbiflorae Taroda (Taroda & Gibbs,
1987). No Brasil, o subgénero Varronia é representado por trinta espécies ja o
subgénero Myxa é representado por trinta e cinco espécies. O género Cordia L. foi
descrito por Linnaeus em 1753 (Taroda, 1984) e pertence a familia Boraginaceae, a
qual conta com cerca de 100 géneros e 2.000 espécies difundidas nos trépicos, nas

regides temperadas e articas (Angely, 1970; Barroso, 1986; Ficarra et al., 1995).

Apesar da importancia econdmica e etnofarmacolégica apresentada por
algumas espécies do género Cordia e do crescente numero de trabalhos em
fitoquimica, pouco se conhece sobre as agbes farmacolbégicas, embora varias
espécies sejam bastante utilizadas nos sistemas de medicina tradicionais em varias

partes do mundo (Arrebola et al., 2004).

Muitas plantas deste género sdo wusadas na medicina tradicional,
principalmente, como cicatrizante, diurético, anti-helmintico e anti-térmico; no
tratamento de infecgbes urinarias, malaria, hanseniase e doengas pulmonares (Tiwari
et al., 1967; Saito & Oliveira, 1986; Marston et al., 1988). Alguns estudos também

foram realizados com extratos e pdde ser observado atividade contra o virus do HIV
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(Matsuse et al., 1998), atividade antimicrobiana (Souza et al., 2004) e atividade

antialérgica e antiinflamatoéria (Passos et al., 2007).

Com os constituintes quimicos isolados, foram encontradas atividades
bactericida, antifungica, larvicida, inseticida e antiinflamatéria (Marston et al., 1988;
Bieber et al., 1990; Sertié et al., 1990). Além disso, foi observado que uma
benzoquinona isolada das raizes de Cordia globosa apresentou atividade anticancer

contra algumas linhagens de células tumorais humanas (Menezes et al., 2005).

Gibbs, em 1974, estudando membros da familia Boraginaceae Jussieu, sob
ponto de vista quimico, indicou a presenga das seguintes classes de substancias no
género Cordia L.. quinonas, hidroquinonas, terpendides, alcoodis terpénicos,
compostos fendlicos, flavondides, saponinas, taninos, compostos cianogenéticos,
mucilagens, esteréides, compostos nitrogenados (alantoina e alcaldides

pirrolizidinicos), e acidos graxos (acido gama linolénico).

Bieber et al, em 1990, em trabalho realizado em cooperacdo com o
Departamento de Antibidticos de Recife no Brasil e o Instituto de Clinica da
Universidade Catolica Sacro Cuore de Roma, na Italia, isolaram e identificaram, duas
quinonas merosesquiterpendides denominadas por eles de Cordiaquinona A e B.
Quatro anos depois em 1994, Bieber, Krebs e Schafer, islolaram as cordiaquinonas

denominadas C e D.

A cordiaquinona B foi também encontrada em raizes de Cordia linnaei. (loset et
al., 1998). As cordiaquinonas E, F e H foram primeiramente isoladas das raizes de
Cordia linnaei (loset et al., 1998), enquanto as cordiaquinonas J e K foram

posteriormente isoladas das raizes de Cordia curassavica (loset et al., 2000).

Todas as Cordiaquinonas apresentaram potente atividade antifungica, contra
os fungos Cladosporium cucumerinum e Candida albicans, e larvicida, contra as
larvas do mosquito Aedes aegypti (Arkoudis & Stratakis, 2008). Diniz e colaboradores
em 2009 isolaram mais duas novas cordiaquinonas (L e M) extraidas das raizes de
Cordia leucocephala. Sendo que, ainda nao foram descritas nenhuma atividade

biolégica para estas novas cordiaquinonas.
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Dentre as varias espécies do género Cordia encontramos a C. leucocephala
Moric., popularmente conhecida com Maria-preta, moleque duro, negro-duro,
bamburral, entre outros. Esta ocorre apenas no Brasil (Taroda, 1984). Devido a
beleza de suas flores é muito cultivada em todo o Brasil com fins ornamentais. E uma
planta de largo uso na medicina popular, onde, em varias localidades do Nordeste
brasileiro, todas as partes da planta sado utilizadas para este fim. Usa-se na forma de
infusdo e decostos, sobretudo das folhas. Usa-se no combate ao reumatismo,
indigestdo e como ténico, em geral. O xarope de suas folhas é usado no tratamento
do raquitismo infantil e artrites (Agra, 1996). Segundo Chiappeta e colaboradores.
(1983) a planta possui atividade bactericida e fungicida contra os seguintes
microorganismos: Bacillus subtilis, Escherichia coli, Streptococcus faecalis,

Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis e Candida albicans.

N

Apesar de haver poucos estudos relacionados a atividade citotoxica das
cordiaquinonas, a avaliagao de suas propriedades anticancer é extremamente valida,
devido principalmente aos efeitos observados por outras naftoquinonas previamente

estudadas.

Cordla leucocephala Morle

Figura 8. Cordia leucocephala Moric
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo geral estudar as propriedades citotdxicas
da cordiaquinona J isolada das raizes de Cordia leucocephala Moric.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos da cordiaquinona J sobre a viabilidade de células

tumorais e células normais;

e Avaliar o efeito da cordiaquinona J sobre a progresséao do ciclo celular e
determinar qual tipo de morte celular induzida em células leucémicas
humanas;

e Avaliar o efeito citotdxico da cordiaquinona J de uma maneira tempo
dependente em células leucémicas humanas;

¢ Avaliar o potencial redox da cordiaquinona J sobre as células leucémicas

humanas



Materiails e
Méetodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

Equipamentos
Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2

Agitador de tubo, Donner AD 8850

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di

Centrifuga Centimicro, FANEN Modelo 212

Centrifuga Excelsa Baby, | FANEN Modelo 206

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403

Centrifuga de laminas, Shandon Southern Cytospin

Citdmetro de fluxo, Guava EasyCyte mini

Espectrofotémetro de placa DTX-880, Beckman Coulter

Fluxo laminar, VECO

Incubadora de células, (CO, Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow

High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman Coulter

Maquina fotografica digital, Olympus C-7070
Microscopio optico de inversao, Nikon Diaphot
Microscopio de fluorescéncia, Olympus
Micrétomo, Slee Mainz

pHmetro, Micronal B474

Pipetas automaticas, Gilson



SolucBes, Reagentes e Farmacos

Acido Acético -

Acido Cloridrico -

Alcool Etilico 70 %

Alamar Blue 0,3 mg/mL

1 pL de anticorpo anti-BrdU

Anticorpo anti-BrdU
BSA 5 % q.s.p. 500 pL de solugao

10 mg de azul de tripan

Azul de tripan 10%
PBS g.s.p. 100 mL de solucéo

BrdU 10mM -

o 1mg de brometo de etideo
Brometo de Etidio 100

Hg/mL PBS qg.s.p 10 mL de solugéo

Citrato de Sdédio B
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Vetec

Vetec

Vetec

Sigma®

Sigma®

Dako

Sigma®

Sigma®

Sigma®

Grupo Quimica



Cloreto de Sadio (NaCl)

Diaminobenzidina (DAB)

Dimetilsulféxido (DMSO)

Doxorrubicina —
fornecida pelo Instituto do

Cancer do Ceara - ICC

EDTA

Eosina 0,5%

Eosina-Azul de Metileno

(May-Grunwald)

5 uL de DAB

1 mL de Tris-HCI (Tris 0,05M) pH=
7,6

2 UL de H202

2,5 mg/mL

0,5 g de Eosina
80 mL de Alcool etilico
0,5 mL de Acido acético

20 mL de H;0O

0,2g

Metanol g.s.p. 100 mL de solucao
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Labsynth®

Immunotech©

Proquimios

Proquimios

Vetec®

Zodiac®

Qeel

Doles©

Vetec

Vetec

Reagen



Estreptavidina — peroxidase

Ficoll

Fitohemaglutinina

Giemsa

Hematoxilina 0,1%

Hidréxido de Sodio (NaOH)

lodeto de propideo 50 pg/mL

Laranja de Acridina

1 uL de Estreptavidina — peroxidase

BSA 5 % qg.s.p. 100 yL de solugéo

0,5 g de Hematoxilina

10 mL de Glicerina

25 g de Sulfato de aluminio
0,1 g de lodeto de potassio

H,0 qg.s.p. 500 mL de solucao

1 mg de iodeto de propideo

PBS g.s.p. 50 mL

1 g de laranja de acridina (100

pMg/mL)

H.O g.s.p. 10 mL de solugcao
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Sigma®

Dako®

Sigma®

Sigma®
Bioclin
Doles®
Labsynth®
Labsynth®

Labsynth®

Vetec®

Boehringer©

Fluka®



Meio de cultura de células
RPMI 1640

MTT

Penicilina — estreptomicina

Solugéo de Neutralizagéo

Solucao desnaturante

(para analise de

incorporacao de BrdU)

Soro fetal bovino

Solugao salina (para

hemdlise)

Diluido em agua deionizada e
esterelizada, filtrado em filtro
millipore (0,22 ym) e
complementado com SBF 10 %, 1
% de glutamina, 1 % de antibidticos,
1 % de bicarbonato de sodio (0,75
%) e 25 mM de HEPES

20 mg de MTT
PBS q.s.p. 100 mL de solugao
Penicilina 10.000 U.l./mL

Estreptomicina 10 mg/mL

Tris 0,4 M, pH=7,5

Formamida 70 %
2x SSC (pH entre 6,5e 7,5a 70 °C)

8,5 g de Cloreto de sddio (0,85 %)
1,11 g de Cloreto de calcio (10 mM)

H.O g.s.p 1 L de solugcao
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Cultilab®

Sigma®

Cultilab®

Cultilab®

Vetec®

Cultilab®

Labsynth®

Reagen®



SSC 10X

Tampao fosfato (PBS)

Tampéo Tris (TBS) 10X

Tripsina 0,25%

Triton X -100

Xilol 10 %

46

Cloreto de sédio 1,5 M

Citrato de sodio 0,15 M -

H,O

8,766 g de Cloreto de sddio Labsynth®
2,14 g de NaHPO4.7H,0 Labsynth®
0,276 g de NaHPO4.H,0 Labsynth®

H20 g.s.p. 1 L de solugéo (pH = 7,2) -

Cloreto de sédio 1,5 M Labsynth®

_ Proquimios®
Tris 0,5 M (pH= 7,6)

H,O
50 mL de Tripsina 2,5 % Cultilab®
0,125 g de EDTA Proquimios®

450 mL de PBS -

- Isofar

100 mL de formaldeido Dinamica®
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3.2. METODOS
3.2.1. Obtengao da Cordiaquinona J

A planta Cordia leucocephala foi coletada na cidade de Mossoro — Rio grande
do Norte — Brasil, em maio de 2006. A espécie tipo (Moss 8827) foi depositada no
Herbario Dardano de Andrade Lima, na Universidade federal Rural do Semi Arido —
UFERSA, Rio Grande do Norte, Brasil. A coleta da planta, bem como o isolamento e
identificagdo da substancia foi realizada pelo grupo da Professora Otilia Pessoa, do
Departamento de Quimica Organica e Inorgénica da UFC, sendo que estas analises

estdo descritas no presente trabalho facilitar a apreciagao e entendimento do mesmo.

As raizes de C. leucocephala secas e em forma de p6 (650g) foram extraidas
em temperatura ambiente com hexano seguido por 70% de solugao hidroalcodlica. Os
solventes posteriormente foram removidos sobre pressao reduzida obtendo como
rendimento 9,3 e 59,7g de extrato bruto, respectivamente. Uma aliquota do extrato
hexano (6,3g) foi fracionada sobre silica gel obtendo como rendimento quatro fragdes:
hexano (0,84 g), CH.Cl, (4,7 g), EtOAc (0,89 g) e MeOH (0,04 g). Uma aliquota da
fracago CH)Cl, (650 mg) foi separada por cromatografia em silica gel em
aproximadamente 90 fragcbes com 10mL, utilizando como eluente uma mistura binaria
de hexano/EtOAc (2:8), . Essas fragbes foram combinadas com base no perfil em

cromatografia de camada delgada em sete fragdes.

Um composto puro (68,9 mg) foi isolado da fragdo 22/23, que foi identificado
como cordiaquinona J. Posteriormente a estrutura da cordiaquinona J foi determinada

por ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D.
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O

Figura 9. Estrutura da cordiaquinona J isolada das raizes de Cordia leucocephala
3.2.2. Cultivo das células

Nesse trabalho foram utilizadas quatro linhagens celulares, sendo uma
linhagem em suspensédo (HL-60) e trés linhagens aderidas (MDA-MB-435, HCT-8 e
SF-295), todas obtidas através de doagao do Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (Bethesda, MD) (Tabela 2). As células foram cultivadas em frascos
plasticos para cultura (Corning, 25 cm?, volume de 50 mL para células aderidas e 75
cm?, volume de 250 mL para células em suspensdo), utilizando o meio de cultura
RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibibticos
(penicilina/estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO; e 95 % de umidade, seguido da observagao do crescimento

celular com ajuda de microscépio de inversao a cada 24 horas.

Tabela 2 - Linhagens celulares tumorais utilizadas nos ensaios de citotoxicidade in vitro

Concentragao de
Linhagem Celular Tipo Histolégico do Cancer/Origem Plagueamento
(céls/mL)
HL-60 Leucemia promielocitica humana 0,3 x 10°
MDA-MB 435 Melanoma 0,1 x 10°
HCT-8 Carcinoma de coélon humano 0,1 x 10°
SF-295 Glioblastoma humano 0,1 x 10°
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3.2.3. Avaliagao da atividade citotéoxica em células tumorais in vitro
A citotoxicidade da cordiaquinona J foi avaliada, através do método do MTT.

O método consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para
o formazan, composto de cor azul. Essa conversdo do MTT em formazan sé ocorre
em células viaveis e metabolicamente ativas, através da agdo da enzima succinil-
desidrogenase presente nas mitocdndrias, o que permite desta forma a quantificagao

indireta da porcentagem de células vivas (Mosmann, 1983).
Procedimento experimental

As células em suspensao ou monocamadas foram plaqueadas em placas de
96 pogos numa densidade de 0,3 x 10° células/mL, para células em suspens&o e 0,1
x 10° células/mL para células aderidas. A cordiaquinona J foi incubada juntamente
com as células durante 72 horas, em concentra¢des variando de 0,03 a 15,4 uM, em
estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO; e 95 % de umidade. A doxorrubicina
(0,01 a 8,6 uM) foi utilizada como controle postivo. Apos 69 horas de incubagao, as
placas foram centrifugadas (1500 rpm / 15 min.) e o sobrenadante foi descartado. Em
seguida em cada poco foi adicionado 200 uL da solugcdo de MTT (10% em meio RPMI
1640), e novamente incubada por mais 3 horas. Apos esse periodo, as placas foram
centrifugadas (3000 rpm/10 min.) e tiveram o sobrenadante descartado,
permanecendo somente o precipitado azul de formazan. O precipitado foi entdo
ressuspendido em 150 yL de DMSO e agitado por cerca de 10 minutos até sua
completa dissolugdo. Para a quantificagdo do sal de MTT reduzido, as absorbancias

foram medidas no espectrofotdmetro de placa, no comprimento de onda de 595nm.
Andlise dos dados

Os compostos foram testados em diluicdo seriada, em duplicata, e suas Clsg

(concentragédo inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e
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respectivos intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de

regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versao 4.0 (GraphPad Software).

3.2.4. Avaliagado da atividade citotoxica em células normais in vitro —
Alamar Blue

A citotoxicidade da cordiaquinona J em células normais foi avaliada através do
ensaio do alamar blue, utilizando células mononucleadas de sangue periférico
humano CMSP, que inclui linfécitos e mondcitos. O alamar blue, recentemente
identificado como resazurina (O'Brien et al, 2000), é um indicador
fluorescente/colorimétrico, onde em sua forma oxidada apresenta uma coloragéo azul
(n&o fluorescente/célula ndo viavel) e em sua forma reduzida uma coloracdo rosea
(fluorescente/célula viavel). Assim como o MTT, o alamar blue reduz-se em células

vivas, e assim pode ser quantificado e utilizado para avaliar a viabilidade celular.
Procedimento experimental

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios
sadios apods centrifugagdo em gradiente de Ficoll. As células foram removidas,
lavadas com tampédo fosfato e ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado
com 20% de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 ug/mL estreptomicina para
uma concentragdo final de final 3 x 10° células/mL. Fitohemaglutinina (3%) foi
adicionada para induzir a proliferagao dos linfécitos. Apds 24 horas de incubagao das
células, a cordiaquinona J foi adicionada em cada pog¢o durante 72 horas, em
concentracdes variando de 0,03 a 15,4 uM, em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de CO; e 95 % de umidade. A doxorrubicina (0,01 a 8,6 uM) foi utilizada como
controle postivo.Vinte e quatro horas antes de completar o periodo de incubacao, 10
ML da solugdo estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue foram adicionados em cada
poco. Apoés 72 horas de incubagdo as absorbancias foram medidas no
espectrofotdbmetro de placa, no comprimento de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm

(oxidado).

Anadlise dos dados
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A proliferagéo celular foi calculada utilizando a seguinte formula: % proliferagao
= Alw — (Anw X Ro) x 100. Onde, A.w € Anuw s@o as absorbancias no menor e maior
comprimento de onda, respectivamente. O Ry foi calculado utilizando a seguinte
formula: Ro=AO w/AOpw. Onde, AOw e AOpw sé@o as absorbancias do meio
adicionado ao alamar blue subtraido das absorbéncias do meio isolado nos
comprimentos de onda menor e maior, respectivamente. Os compostos foram
testados em diluicdo seriada, em duplicata ou triplicata, e suas Clso (concentragao
inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo) e respectivos intervalos de
confianga de 95% (IC 95%) foram determinados a partir de regressdo nao-linear

utilizando o programa Prisma versao 4.0 (GraphPad Software).

3.2.5. Avaliagao da atividade antiproliferativa em células leucémicas HL-60

através da exclusao por azul de tripan

Este ensaio consiste em avaliar a cinética de crescimento de células
leucémicas (HL-60) tratadas com cordiaquinona J e assim poder avaliar o efeito o

efeito antiproliferativo desta substancia apds 24 horas de incubacao

O corante azul de tripan permite a distingao individual das células viaveis das
nao-viaveis, onde o corante penetra em todas as células, porém somente as células
viaveis conseguem bombear o azul de tripan para fora, fazendo com que as células

mortas apresentem uma colorag&o azulada.
Procedimento experimental

Células de HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, na concentracao
de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas com a cordiaquinona J nas concentragdes de
1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo. Apds o
periodo de incubagao (24 horas) foi retirada uma aliquota de 90 uL da suspenséao de
células e adicionado a 10 pL do azul de tripan. Em seguida uma aliquota de 10 uL foi
colocada em uma camara de Newbauer e as células diferenciadas e contadas em

viaveis e nao viaveis.

Analise dos dados
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O numero de células contadas em cada experimento foram expressos como a
média = erro padrao da média de dois experimentos independentes. Para verificacao
da ocorréncia de diferengas significativas entre os grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com

nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.2.6. Inibigado da sintese de DNA — BrdU

A bromodeoxiuridina (BrdU) € uma base nitrogenada analoga a timina. Quando
as células estdo sintetizando DNA o BrdU é incorporado no lugar da timina. A
deteccdo do BrdU incorporado nas células é feita por técnicas imunocitoquimicas,
onde se ligam anticorpos monoclonais e um cromogeno especifico, a
diaminobenzidina (DAB), que vai conferir uma coloragdo marrom ao nucleo das

células que incorporaram o BrdU. (Matsuoka et al., 1990).
Procedimento Experimental

As células HL-60 foram plagueadas em placas de 24 pocos, na concentracao
de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com a cordiaquinona J nas
concentragbes de 1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle
positivo. Trés horas antes do periodo de incubagéo o BrdU (0,01 uM) foi adicionado
em cada pogo da cultura de células. Apdés o periodo de incubacgao, laminas foram
preparadas em citocentrifuga (cytospin) e postas para secar por 2 horas. Apds o
periodo de secagem foram fixadas em metanol por 1 minuto. As células foram
lavadas com tampéao Tris (TBS) e incubadas em solugao desnaturante por 90 minutos
a 70° C e pH 7,4. Apds uma segunda lavagem com TBS, as células foram circuladas
com caneta hidrofébica e incubadas com anticorpo primario e deixadas na geladeira
durante a noite em cadmara umida. As células foram incubadas com anticorpo
secundario biotinilado por 20 minutos e, entdo, com a solucdo de estreptavidina-
fluoresceina por mais 20 minutos. Adicionou-se o cromégeno DAB por poucos
segundos, o qual foi removido com agua destilada. A hematoxilina foi utilizada como

contracorante.

Anadlise dos dados
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Duzentas células foram contadas, diferenciando-as entre nucleo marrom
(incorporaram o BrdU) e n&do-marrom (ndo incorporam o BrdU). Os dados foram
expressos como a média + erro padrao da média de dois experimentos
independentes (realizados em duplicata). Para verificagao da ocorréncia de diferencas
significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Dunnet, utilizando o programa Prisma

versdo 4.0 (GraphPad Software), com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).
3.2.7. Coloracgao Diferencial por Brometo de Etidio/Laranja de Acridina

O método de coloragdo pelo brometo de etidio / laranja de acridina permite
diferenciar células viaveis daquelas em processo de morte por apoptose ou necrose
através da coloracdo diferencial por fluorescéncia com base em alteracoes
morfologicas nucleares e citoplasmaticas (MCGAHON et al., 1995). A laranja de
acridina (LA) consegue atravessar membranas celulares intactas e se ligam ao DNA,
conferindo uma aparéncia verde ao nucleo das células. O brometo de etidio (BE) &
incorporado principalmente por células com a membrana ja danificada (ndo viaveis),
ligando-se ao DNA e corando-o de laranja. As células viaveis com membrana intacta
apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela LA. As células em apoptose
inicial (membrana ainda intacta) apresentam manchas verdes brilhantes no nucleo
(condensagao da cromatina) e nao sdao marcadas por BE. Morfologicamente,
observam-se alteragcdes da membrana em decorréncia da formacao de corpusculos
apoptéticos. As células em necrose (lesdo de membrana) apresentam um padréao de
coloragao uniforme, laranja-avermelhada e ndo ha formagao de corpos apoptoticos.
Possivelmente, as membranas plasmaticas permanecam intactas durante o fendmeno
apoptoético até os ultimos estagios quando se tornam permeaveis aos solutos

normalmente retidos.
Procedimento Experimental

As células HL-60 foram plagueadas em placas de 24 pogos, na concentragao
de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 horas com a cordiaquinona J nas
concentragdes de 1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle

positivo. Uma aliquota de 1 mL da suspensao de células foi transferida para um tubo
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eppendorf e centrifugada por 5 min a 2000rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspendidas em 20 yL de solugdo de PBS. Em seguida, 1 pL da solugéo
de BE:LA foi adicionado a cada tubo e uma aliquota dessas células transferido para
uma lamina, montado com laminula, e em seguida levadas ao microscopio de

fluorescéncia para observacao dos eventos celulares.
Anadlise dos dados

Para a quantificacdo percentual de cada evento celular (viaveis, necréticas e
apoptdticas), foram contadas 300 células de cada amostra. Os dados foram
expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M.) de trés experimentos
independentes. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os
diferentes grupos, os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA)
seguido pelo teste de Dunnet, utilizando o programa Prisma versao 4.0 (GraphPad

Software), com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).
3.2.8. Analise morfolégica - Coloragdo por May-Grunwald-Giemsa

A coloragéao por May-Grunwald-Giemsa baseia-se em interacdes eletrostaticas
entre os corantes e moléculas-alvo. Essa coloragéo possui azul de metileno (corante
basico), eosina (corante &acido), entre outros componentes basicos que permite
distinguir o citoplasma e o nucleo, sendo possivel analisar a célula quanto a sua

integridade nuclear, bem como altera¢des no citoplasma.
Procedimento experimental

Células HL-60 foram plagqueadas em placas de 24 pocos, na concentracdo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 24 h com a cordiaquinona J na concentragdo de
1,5 e 3,0 yM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Para
observar a morfologia das células, laminas foram preparadas, com 50uL da
suspensao de células, em citocentrifuga (cytospin) e fixadas com metanol 100% por
30 segundos. Em seguida as laminas foram coradas com May-Grunwald, por 10

segundos, e em seguida com Giemsa por 10 segundos.

Analise dos dados
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As laminas com as células coradas foram levadas ao microscépio para
avaliagdo das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle negativo

(n&o-tratado). O registro das alteracdes celulares foi feito através de fotografias.
.3.2.9. Determinacao da Integridade da Membrana

Este método consiste na capacidade do iodeto de propideo (Pl) se ligar ao
DNA de células cuja membrana plasmatica esteja rompida, como nos casos de
apoptose tardia e necrose, emitindo uma alta fluorescéncia quando excitado pelo
laser de argdnio (488nm). Nas células cuja membrana permanece integra (células
viaveis), o Pl ndo consegue penetrar e, portanto emite uma fluorescéncia mais baixa,

com isso as células vivas podem diferenciadas das mortas.
Procedimento Experimental

Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na
concentracado de 0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 0,5; 3; 6 e 24 horas com a
cordiaquinona J nas concentragdes de 1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi
usada como controle positivo. Apos o periodo de incubagdo uma aliquota de 50uL da
suspensdo de células foi transferida para um tubo eppendorf e incubada por mais 5
minutos com 100uL de PI (50ug/mL). Em seguida as amostras foram analisadas em

citbmetro de fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies).
Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a média * erro padrdao da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os grupos, os dados serdo comparados por analise de varidancia (ANOVA)

seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.2.10. Avaliagao do ciclo celular e fragmentagao de DNA.

Esse método consiste na capacidade do iodeto de propideo se ligar ao DNA

das células, cuja membrana plasmatica foi primeiramente lisada por um detergente
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para permitir a entrada do corante no nucleo. O ciclo celular é constituido pelas
seguintes fases: G4, S, G, e M. Durante o periodo de crescimento celular (fase Gy)
uma célula dipléide apresenta um conteudo 2n (n — conteudo de um conjunto hapléide
de cromossomos) em DNA nuclear, i.e., possui duas copias de cada gene. Durante a
fase S ocorre a duplicagcdo do genoma nuclear (2-4n) e na fase seguinte (fase Gy)
ocorre o segundo periodo de crescimento celular, durante o qual o conteddo em DNA
nuclear € mantido no nivel 4n. Em seguida ocorre a mitose (fase M, 4n) durante a
qual a célula se divide, formando-se duas células filhas, cada uma com um conteudo
2n em DNA. As células que nao se encontram em divisdo celular (Gy) apresentam um
conteudo 2n em DNA. Assim, as diferentes fases do ciclo celular podem ser
determinadas a partir do conteudo de DNA que elas apresentam (Fischer et al., 2004
& Foster, 2008).

Quando as células se apresentam com a cromatina condensada e/ou DNA
fragmentado (sub-G1), a quantidade de Pl incorporada € menor, e, portanto emitem

uma fluorescéncia mais baixa.
Procedimento Experimental

Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragéo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 0,5; 3; 6 e 24 horas com a cordiaquinona J nas
concentragbes de 1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle
positivo. Apds o periodo de incubacdo uma aliquota de 50 yL da suspensao de
células foi transferida para um tubo eppendorf e incubada por mais 30 minutos com
100pL de uma solugéo de lise contendo Pl (50ug/mL), Triton X-100 (0,1%) e citrato de
soédio (0,1%). Em seguida as amostras foram analisadas em citbmetro de fluxo
(EasyCyte da Guava Tecnologies), onde foram obtidas histogramas representando a
quantidade de células em cada fase do ciclo celular (G4, S e G2/M) e a quantidade de

células com DNA fragmentado.
Andlise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram

expressos como a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes
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realizados em triplicata. Para verificagcdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os diferentes grupos, os dados serdo comparados por analise de variancia

(ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.2.11. Determinagéao do Potencial Transmembranico de Mitocondria

A mitocéndria esta envolvida em diversas vias apoptéticas intrinsecas. O
citocromo c¢ liberado da membrana externa da mitocOndria ira contribuir para
desdobramento de rotas apoptéticas e o espago liberado funcionara como poro.
Através destes poros formar-se-4 um efluxo de ions H”, induzindo uma alteragéo de
seu potencial transmembranico. A rodamina 123, um corante fluorescente nucleofilico,
€ sequestrado para dentro da mitocondria quando esta apresenta seu potencial
transmembranico inalterado. Assim, as células viaveis emitirdo alta fluorescéncia
verde devido a maior quantidade de rodamina ligada as cargas positivas internas
enquanto que as mitocéndrias das células apoptéticas terdo menos afinidade pelo

corante, gerando eventos que emitirdo menor fluorescéncia (Pithon-Curi et al., 2003).
Procedimento Experimental

Células HL-60 foram plagueadas em placas de 24 pocos, na concentracido de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 0,5; 3; 6 e 24 horas com a cordiaquinona J nas
concentragbes de 1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle
positivo. Apés o periodo de incubagdo uma aliquota de 50 pyL da suspensao de
células foi transferida para um tubo eppendorf e incubada por mais 15 minutos com
200uL de uma solugao de rodamina 123 (1 pg/mL em PBS), na auséncia de luz e a
37 °C. Apos o periodo de incubagao as células foram centrifugadas e o sobrenadante
foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em PBS e reincubado por mais 30

minutos e analisadas por citometria de fluxo (EasyCyte da Guava Tecnologies).
Andlise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes

realizados em triplicata. Para verificagcdo da ocorréncia de diferengas significativas
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entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia

(ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.2.12. Determinacgao da externalizagao da fosfatidilserina (PS)

Um dos principais processos que ocorrem na apoptose € a perda da assimetria
da membrana fosfolipidica com a translocacdo da fosfatidilserina do membrana
interna da bicamada lipidica da superficie celular. A externalizagdo da PS ainda
continua como um processo nao totalmente conhecido, mas se sabe-se que a
externalizacdo da fosfatidilserina funciona como um sinal da célula para que os

macrofagos as fagocitem, antes da perda da integridade da membrana celular.
Procedimento Experimental

Células HL-60 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, na concentragéo de
0,3 x 10° células/mL, e incubadas por 3 horas com a cordiaquinona J nas
concentragbes de 1,5 e 3,0 uM. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle
positivo. A externalizacao da fosfatidilserina foi analizada por citometria de fluxo apds
coloragao da fosfatidilserina com a anexina V (Vermes et al., 1995). Foi utilizado o kit
Guava Nexin para determinar apoptose inicial e tardia. Células foram lavadas duas
vezes com PBS gelado e resuspendidas em 135 yL de PBS com 5 uL de 7-amino-
actinomicina (7AAD) e 10 pL de anexina V conjugada com ficoeritrina (PE). As células
foram gentilmente agitadas e incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente
(20-25°C) no escuro. Posteriormente, as células foram analisadas por citometria de
fluxo (EasyCyte/Guava Technologies). Anexina V €& uma proteina ligada a um
fosfolipideo que tem alta afinidade por PS. 7AAD, é uma corante hidrofilico
impermeavel em células intactas, e é utilizado como um indicador da integridade da
membrana celular. A fluorescéncia da anexina V conjugada com a ficoeritrina foi
mensurada por fluorescéncia amarela-583nm e o 7AAD na fluorescéncia vermelha a
680nm. A percentagem de células viaveis e de células apoptéticas inicial e tardia foi

calculada.

Analise dos dados
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Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Para verificagcdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia

(ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.2.13. Determinacéao da ativacdo de caspases efetoras 3 e 7

As caspases pertencem a familia de proteases cisteinas. A ativagdao das
caspases 3 e 7 possui papel fundamental no mecanismo de apoptose, sendo
responsavel pela clivagem de varios componentes celulares relacionados ao reparo e
ao controle do DNA. Assim, a quantificacdo dos niveis de caspase efetoras como a 3

e a 7 permite avaliar os mecanismos de indugao apoptotica (Mehmet, 2002).
Procedimento Experimental

A deteccao das caspases 3 e 7 foi analisada por citometria de fluxo utilizando o
Kit FAM de caspases 3 e 7 ap6s 3 horas de incubagao. As células (0,3 x 106) foram
incubadas com o Inibidor de caspases com marcador fluorescente (FLICA™) e
mantida por uma 1 hora a 37°C em uma incubadora de CO,. Apés a incubacao, 80 yL
de tampao de lavagem foram adicionados e entdo, as células centrifugadas a 2000
rom por 5 minutos. O pelet resultante foi resuspendido em 200 uL de tampao de
lavagem e centrifugado novamente. Em seguida as células foram resuspendidas em
uma solugcdo contendo iodeto de propideo e tampdo de lavagem e analisadas

imediatamente utilizando citometria de fluxo.
Analise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia

(ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

3.2.14. Determinacgao da geracao de espécies reativas de oxigénio
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As espécies reativas de oxigénio intracelulares foram monitoradas utilizando o
diacetato de 2’7’-diclorohidrofluoresceina (H,-DCF-DA), que é convertido em um
produto altamente fluorescente denominado de diclorofluoresceina (DCF) na presenga

de espécies reativas de oxigénio intracelulares (LeBel et al., 1992).
Procedimento Experimental

No final do tratamento de 1 e 3 horas, as células foram incubadas a 20 uyM de
H,-DCF-DA e mantidas a 37°C por 30 minutos no escuro. Apds terminar o periodo
total de incubacdo as células foram centrifugadas por duas vezes, lavadas e
ressuspendidas em tampao PBS e analisadas imediatamente utilizando citometria de
fluxo com comprimento de onda de excitagdo e emissdo de 490 e 530 nm,
respectivamente. B-lapachona (2uM) foi utilizada como controle positivo. E a N-acetil-
L-cisteina (NAC), é um agente antioxidante, que foi utilizado como um inibidor de
especies reativas de oxigénio. O NAC (5 mM) foi pré-incubado com as células por 1
hora. Apés o periodo de incubagao com o NAC, as células foram incubadas por mais
1hora com a cordiaquinona J para determinar se apds o pré-tratamento com o NAC a

cordiaquinona J ainda era capaz de gerar EROs.

Em outro experimento posterior, as células foram pré-incubadas com o NAC e
apoés este periodo foram incubadas por mais 3 horas com a cordiaquinona J, para
determinar se apos o pré-tratamento com o NAC as células ainda apresentavam
caracteristicas necroticas e apoptéticas. Estas caracteristicas foram avaliadas por

citometria de fluxo e por coloragado de May-Grunwald-Giemsa.
Andlise dos dados

Em cada experimento foram contados 5000 eventos. Os dados foram
expressos como a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Para verificagdo da ocorréncia de diferengas significativas
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia

(ANOVA) seguida por Teste de Dunnet, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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Resultados

4. RESULTADOS

4.1. Citotoxicidade da cordiaquinona J

As analises realizadas pelo teste do MTT mostraram que a cordiaquinona J
exibiu atividade citotéxica contra todas as linhagens testadas, com Clsg variando de
2,7 a 6,6 yM em HL-60 e SF-295, respectivamente, apds 72 horas de incubacao
(Tabela 3). Para as células normais de sangue periférico (CMSP) o valor de Clsg
apresentado pela cordiaquinona J foi de 10,4 uM. A doxorrubicina, utilizada como
controle positivo, apresentou valor de Clsode 1,7 uM para as células normais CMSP e
nas células tumorais teve valor de Cls variando de 0,02 a 0,8 uM em HCT-8 e MDA-
MB-435, respectivamente (Tabela 3). A auséncia de atividade hemolitica em
eritrocitos de camundongos (CEsp > 500 yM, dados ndo mostrados) sugere que a
citotoxicidade da cordiaquinona J nado esta relacionada ao dano inespecifico da

membrana.

As células HL-60 foram especialmente sensiveis aos efeitos antiproliferativos
da cordiaquinona J, e a partir de entdo, todos os estudos foram realizados com esta
linhagem celular, utilizando doses correspondentes aos valores da Clsg (3,0 uM) e a

metade do valor da Clsg (1,5 uM) obtidos pela cordiaquinona J em células HL-60.

Tabela 3. Atividade citotoxica in vifro da cordiaquinona J isolada da Cordia leucocephala
Moric em linhagens de células tumorais.
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Linhagem Origem Cordiaquinona J Doxorrubicina
Clso (uM) Clso (uM)
HL-60 Leucemia 2,12:73,5 0,0g’?g,OS
HCT-8 Célon 3,64196,7 o,og 0 3,03
SF-295 S.N.C. 5,76167,5 0,30140,6
MDA-MB-435 Melanoma 3’75117,0 0,60181 1
CMSP Linfécitos 9,21_0’141 8 0,91173,1

Os dados sao apresentados em valores de Clsq uM e o intervalo de confianga de 95% de dois
experimentos independentes realizado em ftriplicata pelo método do MTT apds 72 horas de
incubagdo para as linhagens MDA-MB435 (melanoma), SF-295 (glioblastoma), HL-60
(leucemia) e HCT-8 (colon).

4.2. Estudo dos efeitos da cordiaquinona J em células leucémicas:

proliferagcao e morfologia

Com o objetivo de caracterizar os efeitos antiproliferativos induzidos pela
cordiaquinona J em linhagem leucémica HL-60, foram avaliados a viabilidade celular,
a incorporagao do BrdU e a morfologia celular apds 24 horas de tratamento com a

cordiaquinona J.

O teste do azul de tripan foi realizado antes de cada experimento acima citado
para determinar a viabilidade celular. Em todas as concentracdes testadas, a
cordiaquinona J reduziu a viabilidade celular, dados que corroboram com as analises
do MTT (p < 0,05; Figura 10A).

A fim de avaliar a inibicao da proliferagcéo celular, a inibicao da sintese de DNA
foi determinada pela redugdo da incorporagdao do BrdU nas células HL-60. A
cordiaquinona J inibiu 66,04% e 87,11% da incorporagao do BrdU nas concentragdes
de 1,5 uM e 3,0 yM, respectivamente (p < 0,05; Figura 10B). Ja a doxorrubicina que
foi utilizada como controle positivo inibiu a incorporagao do BrdU em 66,19% na dose
de 0,5 uM.

As mudancgas morfolégicas foram observadas utilizando a coloragao diferencial

LA/BE por microscopia de fluorescéncia e a percentagem de células viaveis,
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apoptoticas e necroticas foram calculadas. Mais de 90% das células do grupo controle
(n&o tratado) se apresentaram viaveis, com coloragdo verde uniforme e morfologia
normal. Apds o tratamento com a cordiaquinona J um aumento no numero de células
apoptéticas foi observado (p < 0,05; Figura 10C). As células tratadas com
doxorrubicina também apresentaram caracteristicas apoptéticas semelhantes. Apés o
tratamento com a cordiaquinona J na menor concentragdo (1,5 uM), 22,5 % das
células apresentavam-se em apoptose, no entanto, ndo houve aumento significativo
de células necrdticas. Ja na concentragdo de 3,0 uM, 29,67 % apresentavam

caracteristicas apoptéticas e 7,6 % estavam em necrose.
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Figura 10. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) sobre a viabilidade celular determinado
por coloragao de azul de tripan (A); sobre a incorporagao do BrdU (B) e sobre a viabilidade
celular determinada por microscopia de fluorescéncia LA/BE (C) em Celulas HL-60. Em todos
0s experimentos o controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as amostras
testadas. As células foram tratadas por 24 horas de incubacao. Doxorrubicina, Dox (0.5 uM)
foi utilizada como controle positivo. * p < 0.05 comparado como controle por ANOVA seguido
pelo teste de Dunnet. Os dados estdo apresentados como os valores da média + erro padrao
da média (EPM) obtidos de dois experimentos independentes feitos em duplicata (n=4).
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Mudangas morfolégicas também foram avaliadas utilizando a coloragdo por
May-Grunwald-Giemsa. Na presengca da cordiaquinona J, em ambas as doses
testadas, apos 3 horas de incubagéao, foi observado a presenga de numerosas células
com o DNA fragmentado e condensado, além da formagéo de corpos apoptéticos e
blebs, caracteristicas comuns no processo da apoptose, no entanto também foi
observado que diversas células estavam em processo de necrose, pois
apresentavam-se eosinofilicas e com perda da integridade da membrana celular.
Apés 6 horas de incubagdo com a substancia foi observado caracteristicas
morfologicas bastante semelhantes ao periodo de 3 horas de incubagéo, s6 que de
uma maneira mais intensa tanto no padrao morfolégico da apoptose quanto da

necrose.

No entanto, este padrdo morfoldgico, como citado acima foi mais evidente no
tratamento com a cordiaquinona J somente apds 3 e 6 horas de incubagéo (Figura
11). Estes achados se tornaram mais intensos quando as células foram tratadas com
a dose de 3,0 uM (Figura 11). Estas mudangas morfolégicas também foram
observadas quando as células foram tratadas com doxorrubicina por 24 horas na
concentragao de 0,5 uM (Figura 11). Apos 24 horas de incubagao com a substancia,
a populagcdo de células necroticas foi bem menos evidente, a grande maioria das

células apresentavam o seu volume bem reduzido quando comparado ao controle.

Como mostrado na figura 11, os resultados sugerem que a cordiaquinona J
induz mudangas morfolégicas celulares rapidamente (com apenas 3 horas de
incubacéo) (Figure 11), mas ndo tem efeitos apés meia hora de tratamento. E
interessante perceber, que apds 3 e 6 horas de tratamento, surge uma populagéao de
células necroticas anteriormente ndo observadas apos 24 horas de incubagéo (Figura

11), sugerindo um rapido mecanismo de indug¢ao de necrose.

A partir de entdo os experimentos foram conduzidos com o objetivo de
determinar a partir de que momento comeca os efeitos da cordiaquinona J sobre

células leucémicas tumorais e caracterizar sua dependéncia de tempo.
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4.3. Estudo dos mecanismos envolvidos nos efeitos da cordiaquinona J

em células leucémicas: analise temporal

A densidade celular e a integridade de membrana foram determinadas
pela exclusdo do iodeto de propideo (Figura 12). Como ja evidenciado pelos
testes do MTT, BrdU e o azul de tripan, a cordiaquinona J também reduziu o

numero de células em ambas as concentracdes testadas.

Estes efeitos podem ser observados com apenas de 3 horas de
incubacdo (Figura 12A). As andlises da integridade de membrana foram
compativeis com o observado com as analises morfologicas, pois apos 3 horas
de tratamento pode ser observada uma diminuigdo da integridade da
membrana a partir da concentragdo de 1,5 M evoluindo com o aumento da
concentragdo. Apdés 6 horas de incubagdo com a cordiaquinona J (3,0 uM),
observou-se que em torno de 40% das células tinham sua membrana rompida,
enquanto que com 3 horas de incubag&o, na mesma dose, apenas 16,5% das
células ndo apresentava membrana integra, sugerindo a indugéo de necrose
em uma populagdo de células de maneira tempo dependente (Figura 12B e
12C). Apds 24 horas de tratamento, a populagéo de células necroéticas ainda
pode ser observada, no entanto de uma maneira reduzida quando comparado

com 6 horas de tratamento.
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Além disso, a cordiaquinona J também causou compactagao celular em
ambas concentracbes testadas. Essa compactagdo pdde ser observada pela
diminuicdo da dispersao da Iluz frontal “forward light scatter” (FSC),
condensacao nuclear e pela diminuicdo da dispersdao da luz lateral “side
scatter” (SSC), caracteristicas estas compativeis com células em apoptose
(Figura 13).

0,5-H 3-H ~ 6-H 24-H

'Controle . | Controle {Controle! | . '?Controle.',__..__],

Sy Qg
e

-
W0 Tt Ve
¥ ! L

%".."J =y

“Dox | -'.gDOX : | 1Dox .“:ﬁDox
| o | e | ' |
@ 7
= o
3 i
®
=)
E '-;:-1'_ M . ..::1'_ M . " 1led——
= 15 14" Y Sl . ;'I.a Wi
iy o o : A e g
G b
%
Trowm ] TTBOWM Y YV | 30w

—_—
TamanhoCelular

Figura 13. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) em células HL-60 sobre a
morfologia celular determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo
ap6s 0.5, 3, 6 e 24 horas de incubagdo. As células HL-60 foram ndo tratadas
(controle), tratadas com cordiaquinona J (1,5 e 3 yM) e com doxorrubicina, Dox 0,5
MM. Os dados estédo apresentados como os valores da média £ erro E.P.M. obtidos de
trés experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como
controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram
adquiridos em cada experimento.
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Para determinar se a cordiaquinona J induziu citotoxicidade envolvendo
alteragdes na progressdo do ciclo celular, foram realizadas as analises de
distribuicdo do ciclo celular por citometria de fluxo. Entretanto o composto
testado ndo apresentou efeitos sobre fases especificas do ciclo celular em
nenhum tempo ou concentracdo testada (Tabela 4). No entanto, assim como
esperado, a cordiaquinona J em ambas as concentracdes testadas aumentou a
fragmentacdo do DNA (sub-diploide) em mais de 30 % quando comparado ao
grupo controle apds 3 horas de incubagéo. O grupo controle apés 3 e 6 horas
de tratamento apresentou fragmentagdo do DNA em torno de 15,4 + 1,7 e 13,7
+ 1,6 % respectivamente, enquanto que a cordiaquinona J na maior
concentragao testada apresentou 42 + 2,9 % de fragmentacéo apos 3 horas de
incubacdo e 57,1 £ 3,5 % apos 6 horas (Figura 14). Os maiores niveis de
fragmentacao foram observados apds o tratamento com a cordiaquinona J por
24 horas de incubacéo, apresentando valores 77,0 £ 3,9 % em 1.5 uM e 89,3
1,9 % em 3,0 uM (Figura 14).
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Figura 14. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) sobre a fragmentacao
internucleossomal do DNA em células HL-60 determinada por citometria de fluxo
utilizando iodeto de propideo, triton X-100 e citrato apds 0,5, 3, 6, e 24 horas de
incubagdo. Em todos os experimentos o controle negativo foi tratado com o veiculo
utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 uM) foi utilizada
como controle positivo. Os dados estao apresentados como os valores da média +
erro E.P.M. obtidos de trés experimentos independentes feitos em ftriplicata. * p < 0.05,
comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil
eventos foram adquiridos em cada experimento. Dados analisados com ModFit LT 3.1
software (Verity software house).
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Posteriormente, o potencial transmembranico mitocondrial foi também
avaliado em células HL-60. Alteracbes significantes foram observadas neste
parametro. Péde-se observar que 34,2 + 4,7 % das células apos 24 horas de
tratamento com a cordiaquinona J estavam com a membrana mitocondrial
despolarizada, sugerindo morte relacionada a apoptose por via intrinsica. No

entanto esta populacdo de células que apresentaram o potencial
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transmembranico mitocondrial alterado, também pdde ser observado
precocemente, com apenas 30 minutos de incubagao, onde as células tratadas
com cordiaquinona J apresentaram 17,8 = 2,2 %, de despolarizacao
mitocondrial, enquanto que no controle foi de apenas 8,5 + 1,7 % (Figura 15).
Este efeito mitocondrial foi intensificado com o aumento do periodo de
incubacao com a cordiaquinona J (3 e 6 horas). No entanto o controle positivo

(doxorrubicina) foi apresentar efeitos mitocondriais com apenas 24 horas de

incubagao.
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Figura 15. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) sobre despolarizagdo da
membrana mitocondrial em células HL-60 determinada por citometria de fluxo
utilizando rodamina 123, apds 0,5, 3, 6, e 24 horas de incubagdo. Em todos os
experimentos o controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as
amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os
dados estdo apresentados como os valores da média + erro E.P.M. obtidos de trés
experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como controle
por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em
cada experimento.



74

Na tentativa de confirmar se as células tratadas com a cordiaquinona J
realmente induzem a morte por apoptose, foram avaliados os seguintes
parametros, externalizagao da fosfatidilserina e a ativagao da caspase 3 e 7 por
citometria de fluxo, apés 3 horas de incubacdo. Em ambas as concentracbes
testadas a cordiaquinona J promoveu a exposicao da fosfatidilserina, indicando
a presenca de 66,38 + 2,3 % e 58,8 £ 1,5 % de células apoptdticas nas
concentracbes de 1,5 e 3,0 uM respectivamente, além de determinar a
presenca de células em apoptose tardia e/ou necrose em 34 + 0,9 % das

células tratadas com cordiaquinona J na maior concentragao. (Figura 16).
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Figura 16. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) sobre externalizacdo da
fosfatidilserina em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando
anexina V-PE e 7AAD, apés 3 horas de incubagdo. Em todos os experimentos o
controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as amostras testadas.
Doxorrubicina, Dox (0.5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os dados estao
apresentados como os valores da média + erro E.P.M. obtidos de dois experimentos
independentes feitos em ftriplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA
seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em cada
experimento.
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Apos essa confirmagédo, através do teste da externalizagdo da
fosfatidilserina, de que a cordiaquinona J induz apoptose, foi avaliado o
envolvimento das caspases efetoras (3 e 7) no processo de indugdo de
apoptose por esse composto. Os dados obtidos mostraram que com apenas 3
horas de incubagao, a cordiaquinona J promoveu a ativagado de caspase. Na
maior concentracdo testada (3,0 pM) observou-se que 25% das células
estavam em apoptose inicial dependente de caspase, enquanto 24% das

células estavam em necrose (Figura 17).
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Figura 17. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) sobre a atividade das caspase 3
e 7 em células HL-60 determinada por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo
e FLICA, apoés 3 horas de incubagdo. Em todos os experimentos o controle negativo
foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox
(0.5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os dados estdo apresentados como os
valores da média = erro E.P.M. obtidos de dois experimentos independentes feitos em
triplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de
Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em cada experimento.

Como pode ser observado, a maioria dos efeitos da cordiaquinona J
surgem com apenas 3 horas de incubagao, no entanto a alteragéo do potencial
mitocondrial pode ser visto ainda mais cedo, com apenas 30 minutos de
incubacao. Baseado nesses achados, as células foram submetidas a uma pré-

incubagao de 30 minutos com cordiaquinona J e apds esse periodo as células
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foram lavadas duas vezes por centrifugagcdo em meio livre de droga, e entao as
células foram reincubadas por mais 2,5 horas, completando um periodo de
incubacao final de 3 horas. Os resultados adquiridos por citometria de fluxo de
densidade celular, integridade de membrana, fragmentagcdo do DNA e
despolarizacdo mitocondrial foram semelhantes aos resultados obtidos com a
exposicéo das ceélulas a cordiaquinona J continuamente por 3 horas. Com isto,
podemos sugerir que a cordiaquinona J necessita de um curto tempo de
exposicdo com as células tumorais, para desencadear o processo de morte

destas células (Figura 18).
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Figura 18. Células HL-60 foram incubadas com cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) e
mantidas no escuro a 37°C por 30 minutos. Posteriormente as células foram
centrifugadas, lavadas e resuspendidas em meio RPMI e incubadas novamente por
mais 2,5 horas e analisadas utilizando citometria de fluxo. Os efeitos da cordiaquinona
J foram avaliados sobre (A) integridade de membrana (B) densidade celular utilizando
iodeto de propideo; (C) despolarizagdo da membrana mitocondrial, utilizando rodamina
123 e (D) fragmentagéo internucleossomal do DNA, utilizando iodeto de propideo,
Triton X-100 e citrato. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir
as amostras testadas. Doxorrubicina, Dox (0.5 uM) foi utilizada como controle positivo.
Os dados estdo apresentados como os valores da média * erro E.P.M. obtidos de trés
experimentos independentes feitos em triplicata. * p < 0.05, comparado como controle
por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett. Cinco mil eventos foram adquiridos em
cada experimento.
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4.4. Avaliagdo da participacao da indugao da formagdao de EROs no

efeito da cordiaquinona J em células leucémicas

A geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs) é considerada como
um dos principais mecanismos de citotoxicidade das quinonas. Por esse
motivo, o estado redox das células HL-60 tratadas com cordiaquinona J foi
monitorado utilizando um corante fluorescente sensivel a oxidagao (H,-DCF-
DA) ap6s 1 e 3 horas de incubacdo. Um aumento na fluorescéncia foi
detectado em células tratadas com a substédncia de uma maneira dose
dependente, apds 1 hora de tratamento. Quando as células foram tratadas por

3 horas n&o houve um aumento significativo na fluorescéncia (Figura 19A).

Finalmente, foi investigado se o estresse oxidativo € essencial para os
efeitos causados pela cordiaquinona J. Para explorar esta possibilidade as
células HL-60 foram pré-tratadas com N-acetil-L-cisteina (NAC) na
concentracédo de 5 mM. A incubagdo com o NAC foi de 1 hora antes do
tratamento com a cordiaquinona J. Primeiramente foi avaliado a capacidade da
cordiaquinona J gerar EROs em células de HL-60 apds o pré-tratamento com
NAC. Para isso, apds o pré-tratamento com o antioxidante (NAC), as células
foram reincubadas por mais uma hora na presenga de cordiaquinona J nas
concentracdoes de 1,5uM e 3,0uM e posteriormente analisadas por citometria
de fluxo, como descrito anteriormente. Posteriormente, as células pré-tratadas
com NAC foram reincubadas por mais 3 horas com cordiaquinona J, nas
mesmas concentracdes citadas acima, e avaliadas por citometria de fluxo para
quantificagdo da integridade de membrana celular, da densidade celular, da
fragmentacdo de DNA e da despolarizagdo mitocondrial. As alteragdes
morfologicas foram avaliadas por coloragdo diferencial com May-Grunwald-

Giemsa (Figura 19B).

Apos o tratamento com NAC pbéde ser observado que a formacao de
EROs foi abolida totalmente (Figura 19B), bem como a perda da integridade
da membrana celular (Figura 20A), a redugdo no numero de células (Figura
20B) e a despolarizagdo mitocondrial também n&o apresentaram nenhuma

diferenga quando comparadas ao controle (Figura 20C), no entanto a
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fragmentacdo do DNA foi somente parcialmente inibida. Quando em presenca
somente da cordiaquinona J (1,5 uM), apdés 3 horas de incubagao, foi
observado que 43,4 = 1,58 % das células apresentavam o seu DNA
fragmentado, no entanto quando avaliado o efeito da cordiaquinona J sobre os
mesmos parametros, mas com tratamento prévio com NAC na concentragao de
5mM, observou-se que houve uma diminuicdo no percentual de células
fragmentadas para 26,42 + 2,27 %. No entanto, na maior concentracao nao foi
observado diferenga estatisticamante significativa em relagao a fragmentacao
do DNA entre o grupo previamente tratado com NAC e o grupo néo tratado
com NAC (Figura 20D).
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Figura 19. Efeitos da cordiaquinona J sobre a geragdo de EROs em células HL-60. (A)
As células foram tratadas com cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) por 1 e 3 horas. PMA foi
utilizado como controle positivo. (B) NAC (5mM) foi adicionado 1 hora antes do
tratamento de 1 hora com a cordiaquinona J. B-lapachona (B) (2uM) foi utilizada como
controle positivo. As células foram coradas com H,-DCF-DA e cinco mil eventos foram
adquiridos. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as
amostras testadas. Os dados estdo apresentados como os valores da média £ erro
E.P.M. obtidos de trés experimentos independentes feitos em ftriplicata. * p < 0.05,
comparado como controle por ANOVA seguido pelo teste de Dunnett.
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Figura 20. Efeitos da cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) sobre a geragdo de EROs em
células HL-60. NAC (5mM) foi adicionado 1 hora antes do tratamento de 3 horas com
a cordiaquinona J. As células foram coradas com H,-DCF-DA e cinco mil eventos
foram adquiridos. Os efeitos da cordiaquinona J foram avaliados sobre (A) integridade
de membrana (B) densidade celular utilizando iodeto de propideo; (C) despolarizagéo
da membrana mitocondrial, utilizando rodamina 123 e (D) fragmentacao
internucleossomal do DNA, utilizando iodeto de propideo, Triton X-100 e citrato. O
controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para diluir as amostras testadas.
Doxorrubicina, Dox (0.5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os dados estao
apresentados como os valores da média + erro E.P.M. obtidos de trés experimentos

independentes feitos em ftriplicata. * p < 0.05, comparado como controle por ANOVA
seguido pelo teste de Dunnett.

A analise morfolégica mostrou que a populagdo de células necréticas
induzidas pelo tratamento com a cordiaquinona J apds 3 horas de exposicao foi
abolida com o pré-tratamento com o NAC, no entanto células com padrao

apoptoético continuaram mesmo com o pré-tratamento. (Figure 21).



80

30 pm

Figura 21. Analises microscopicas por coloracdo de May-Grunwald-Giemsa em
células HL-60. NAC (5mM) foi adicionado 1 hora antes do tratamento de 3 horas com
a cordiaquinona J. (A) Células do controle negativo (auséncia de NAC); (B) células
controle (presenca de NAC); (D) cordiaquinona J 1,5 uM; (E) cordiaquinona J 3,0 uM.
Em todos os experimentos o controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para
diluir as amostras testadas. (C) B-lapachona (2uM) foi utilizada como controle positivo.
As células foram analisadas por microscopia de luz (x 400). As setas pretas mostram
fragmentacgé&o nuclear.
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5. DISCUSSAO

Quinonas s&o compostos de origem natural, que também podem ser
amplamente obtidos por sintese organica. Muitas quinonas apresentam-se
ativas contra diversos tipos de doengas como: cancer e malaria, além de
possuir atividade bactericida e fungicida (Huang et al., 2002). A atividade
antitumoral das quinonas é observada nos trés grupos quinénicos conhecidos
como benzoquinona, naftoquinona e antraquinona (Inbaraj et al., 1999), sendo
que o nucleo quinona esta presente em diversas drogas anticancer tais como:
antraciclinas (daunorrubicina, doxorrubicina), mitomicina e mitoxantrona, que

s&o utilizadas clinicamente na terapia de tumores sélidos (Foye, 1995).

Aproximadamente 300 naftoquinonas, de diferentes estruturas, ja foram
isoladas de plantas, bactérias e fungos. Estes compostos de ocorréncia natural
vém sendo bastante utilizados na medicina popular. Recentes estudos
mostraram o valor terapéutico de naftoquinonas tanto de origem natural quanto
sintéticas, principalmente como agentes antiparasitarios e anticancer (Munday
et al., 1995; Tandon et al., 2004). Particularmente, em relacdo as
naftoquinonas, destacam-se moléculas como o Lapachol e a B-lapachona que
consistem em um grupo promissor de compostos com atividade citotoxica e
antitumoral (Asche, 2005).

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) é considerado
um dos principais representantes do grupo de quinonas das tabebuias (da Silva
et al., 2003). Foi primeiramente isolado por Paterno a partir da Tabebuia
avellanedae em 1882. T. avellanedae é uma arvore da familia da
Bignoniaceae, comumente conhecida como “pau d’arco” no Brasil. Sua casca é
usada como analgésico, antiinflamatoério, anti-neoplasico e diurético pela
populagéo local em partes do nordeste do Brasil (Miranda et al., 2001; Hussain
et al., 2007).

O principal mecanismo de acao descrito para o lapachol reside na sua
capacidade de induzir estresse oxidativo através da formagao intracelular de

espécies reativas do oxigénio, como o peroxido de hidrogénio (H203), o &nion-
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radical superoxido (O, -¢) e o radical hidroxila (HOe). Estas espécies podem
danificar alguns componentes celulares importantes, tanto de células normais

como de células tumorais (da Silva et al., 2003).

A eficacia antitumoral do lapachol foi testada em seres humanos, onde
verificou-se uma reducao das lesbes e da dor apds quatro administracdes de
20-30 mg/kg/dia (Santana et al., 1980). O Lapachol avangou nos estudos
clinicos conduzidos pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos na
década de 70, mas devido a severidade dos efeitos colaterais foi descartado
(Newman & Cragg, 2005). Mais recentemente, a B-lapachona, estruturalmente
relacionada ao lapachol, aparece como uma alternativa no tratamento do
cancer. (Li et al., 1999; Huang and Pardee, 1999). Este composto esta em fase
1 de estudos clinicos nos Estados Unidos sob responsabilidade da ArQule
(Newman & Cragg, 2005).

O estresse oxidativo € um processo comum desencadeado pelas
quinonas, que induzem a formacao deletéria endégena de espécies bioativas
derivadas do oxigénio (Matés & Sanchez-Jiménez, 2000). Além do estresse
oxidativo, as quinonas sado conhecidas por intercalarem no DNA (Asche, 2005)
e por inibir o complexo das topoisomerases, o que pode provocar O
desencadeamento da apoptose celular. A interferéncia das quinonas na
apoptose constitui-se atualmente em uma linha de pesquisa interdisciplinar,
cruzando fronteiras entre a quimica e as areas meédicas, existindo grande
expectativa quanto a delineagéo de estratégias racionais visando o combate de

neoplasias (da Silva et al., 2003).

Neste trabalho, foram investigados os efeitos da cordiaquinona J,
isolada da planta Cordia leucocephala, sobre a proliferacdo de células tumorais
e normais (CMSP). Posteriormente o mecanismo de agdo da cordiaquinona J

foi avaliado utilizando células leucémicas da linhagem HL-60.

A analise do MTT mostrou que a cordiaquinona J exibiu atividade
citotoxica contra todas as linhagens de cancer testadas, no entanto as células

normais CMSP também foram afetadas pela substancia. Apesar da Clsy para
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as células normais ter sido 3,85 vezes maior do que para as células tumorais
(HL-60), esses valores ainda sdo considerados citotoxicos, levando—se em
consideracdao que sao células normais. Estes resultados implicam em uma

baixa seletividade da cordiaquinona J para células tumorais.

Quando pensamos em produzir novos medicamentos para o
tratamento do cancer é muito importante mensurar quais seriam os possiveis
efeitos colaterais apresentados pela substancia teste, por isso a necessidade
de se avaliar se a substancia testada mostra efeitos nocivos em células em
divisdo tais como: as células da pele, do trato gastrintestinal, plaquetas,
glébulos vermelhos (heméacias) e brancos (leucdcitos) (Zuco et al., 2002;
Anazetti et al., 2003). Adicionalmente, a auséncia de atividade hemolitica em
concentragbes acima de 500 uM em eritrécitos de camundongo sugere que a
citotoxicidade do composto nao esta relacionado com dano inespecifico de

membrana.

Para confirmar os efeitos antiproliferativos da Cordiaquinona J
observados no ensaio do MTT, outros testes antiproliferativos foram realizados
utilizando células leucémicas da linhagem HL-60 apds 24 horas de incubagao.
Os efeitos de diminuicdo da proliferacdo celular, observados pela
cordiaquinona J, foram confirmados pelo teste de exclusao do azul de tripan, e

pela inibicao da sintese de DNA através da incorporacao do BrdU.

O conteudo de DNA e a incorporagédo de 5-BrdU podem ser medidos
conjuntamente para determinar o indice de sintese de DNA através da
porcentagem de células que incorporaram a 5-BrdU (Dolbeare et al., 1983). O
ciclo celular de células em proliferacdo é composto pelas fases G4, S, G, e M,
enquanto a fase Gy refere-se as células que estdo quiescentes (Raza et al.,
1991). As células na fase S, de sintese, estdo sintetizando novo material
genético e, portanto, utilizando os nucleotideos presentes no meio (Holm et al.,
1998). Estas células obrigatoriamente irdo incorporar BrdU, analogo da
timidina, em seu DNA que, por sua vez, pode ser detectado com o uso de
anticorpos conjugados anti-BrdU e técnicas de imuno-histoquimica para sua

marcacao.
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A incorporagdo de 5-BrdU foi inversamente proporcional a
concentragdo, sendo que a de 1,5 pyM (valor da Cls/2) inibiu a proliferacéo
celular em valores percentuais semelhantes ao da doxorrubicina, em torno de
66%. A concentracdo de 3,0 uM promoveu 87,11% de inibigdo. Assim, os
resultados obtidos corroboraram com os ensaios de citotoxicidade realizados
por MTT e os testes de viabilidade por azul de tripan, confirmando a atividade

inibitoria da cordiaquinona J sobre a divisdo celular.

As coloragdes por May-Grunwald-Giemsa e a coloragao diferencial de
laranja de acridina e brometo de etidio (LA/BE) permitem analisar as
caracteristicas morfolégicas das células, principalmente em relagdo ao padréo
de morte, assim estas metodologias sdo uteis para sugerir o tipo de morte

celular, seja por necrose ou apoptose.

A apoptose corresponde a um tipo de morte celular programada, a qual
desempenha papel fundamental na homeostase em varios sistemas bioldgicos,
regulando o numero de células e eliminando células danificadas e senescentes.
A apoptose € um processo altamente regulado que induz a morte celular
(suicidio celular) eliminando células ou tecidos indesejados protegendo o
organismo contra a proliferagdo de células defeituosas. Quando o mecanismo
de apoptose esta danificado pode ocasionar diversas patologias, inclusive
cancer (Majno; Joris, 1995; Opalka et al., 2002). Células em apoptose
apresentam algumas alteragdes morfolégicas e bioquimicas tipicas como
diminuicdo do volume celular, condensagao da cromatina, fragmentagdo do
DNA, alteracdo no potencial transmembranico da mitocéndria, externalizacao
da fosfatidilserina e ativagdo de caspases (Van Cruchten & Van den Broeck,
2002). Diferentemente da apoptose, a morte por necrose é caracterizada pelo
aumento do volume celular, seguido da perda da integridade da membrana
plasmatica com conseqliente liberacdo dos componentes celulares e inducao

de inflamagéao aos tecidos adjacentes (Wyllie et al., 1980).

A analise morfoldgica, tanto pela coloragao diferencial por LA/BE quanto
por May-Grunwald-Giemsa, apdés 24 horas de incubagdo, revelou que as

células tratadas com o composto teste apresentaram caracteristicas tipicas de
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apoptose, incluindo prolongamentos da membrana plasmatica, condensagao
da cromatina com marginalizagdo da cromatina para a membrana nuclear,
fragmentacgao nuclear e formagao de corpos apoptoticos (Galluzzi et al., 2007)
€ uma pequena populacdo com caracteristicas de necrose. Entretanto, quando
o tempo de incubacdo foi reduzido para 3 e 6 horas, uma populacao
representativa de células necréticas foi observada, sugerindo um rapido
mecanismo de indugcdo de necrose que € gradualmente sobreposto pela
ativacao de vias apoptoticas. De fato, a exposi¢cao por 3 horas foi suficiente

para desencadear ambos efeitos da Cordiaquinona J.

A indugao de morte celular por apoptose e necrose vém sendo discutida
para outras quinonas. A B-lapachona, por exemplo, pode causar tanto apoptose
(Planchon et al., 1995; Li et al., 1995; Li et al., 1993) quanto necrose (Li et al.,
1999) dependendo da célula alvo, do tempo e da dose utilizada (Weller et al.,
1997). Essa naftoquinona induz morte celular via apoptose em varias células
de carcinoma humano e células leucémicas humanas (Chau et al., 1998; Don
et al., 2001). No entanto, em células de osteosarcoma humana (U2-OS), a -
lapachona induziu necrose em vez de apoptose, sendo caracterizado,
principalmente pela perda da integridade de membrana, mas neste caso, houve
também liberagdo do citocromo c, diminuicdo do potencial transmembranico
mitocondrial e deplecado de ATP (Liu et al., 2002).

Além da B-lapachona, outras naftoquinonas tém sido descritas quanto a
sua capacidade de induzir morte celular por apoptose e/ ou necrose,
dependendo da linhagem celular, tempo e dose utilizadas. Samali e
colaboradores, em 1999, realizaram um estudo comparativo entre a menadiona
(vitamina K) e uma estrutura analoga (aCD95) quanto a indugdo de morte em
células de carcinoma hepatocelular (HepG2). Nessa linhagem, a menadiona
causou apenas necrose, enquanto o seu analogo induziu somente apoptose,
no entanto, a liberagao de citocromo ¢ da mitocéndria foi o Unico mecanismo
em comum de ambas as moléculas. Estudos com microscopia eletrbnica
realizados em linhagem de osteosarcoma humano (143B) apds 24 horas de
tratamento com a menadiona na dose de 100uM mostrou a de células em

processo de morte por apoptose e necrose (Kaminski et al., 2002).
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Inicialmente, apoptose e necrose eram consideradas como dois
processos de morte distintos induzidos pelo mesmo estimulo ou por estimulos
diferentes. No entanto, estudos posteriores tém sugerido que ambos processos
de morte podem dividir muitos componentes moleculares em estagios iniciais
(Chautan et al., 1999; Chi et al., 1999; Filipovic et al., 1999; Liu et al., 2002). O

que pode ser facilmente observado acima.

A citometria de fluxo € um método eficiente para acessar a poténcia e a
especificidade de drogas anticancer. Este equipamento possui uma grande
variedade de métodos capazes de identificar células apoptoticas. Isso é feito
pela analise de mudangas morfolégicas, bioquimicas e moleculares que
ocorrem durante a apoptose. Normalmente a utilizacdo de agentes que emitem
alta fluorescéncia ao intercalar com o DNA, como o iodeto de propideo, é
necessario para mensurar a viabilidade celular e a fragmentacdo do DNA.
Também podem ser avaliadas mudangas na morfologia da célula como a
reducdo do volume celular e condensacdo da cromatina detectada pela
dispersao da luz incidida sobre a célula, para frente e/ou para o lado
(Ramanathan, 1997).

Os experimentos de citometria de fluxo foram realizados e corroboraram
com os achados anteriores. Apos 3, 6 e 24 horas de incubagdo, foram
evidenciadas uma diminuigdo significativa do numero de células e perda da
integridade da membrana celular nas concentragdes testadas (1,5 e 3,0 uM).
Alguns autores consideram a distingdo entre apoptose e necrose dificil de ser
detectada e controversa. No entanto a distingdo morfolégica da necrose em
comparagao a apoptose se baseia, principalmente, na perda da integridade de
membrana, onde as células em apoptose permanecem com suas membranas
integras até um estagio final da morte (apoptose tardia) (Masquelier et al.,
2004). Com isso, podemos sugerir que o rompimento da membrana plasmatica
das células tratadas com a Cordiaquinona J esta relacionado a inducédo de
necrose. Outros compostos podem induzir necrose apos curtos periodos de
tratamento. A pristimerina, na concentracdo de 0,8 uM, induziu necrose apos 6
horas de incubagdo em células de HL-60 (Costa et al., 2008). A piplartina

também induz necrose em células leucémicas HL-60 e K-562, no entanto
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somente apos 24 horas de incubacdo, dependendo da concentragdo testada
(Bezerra et al., 2007).

Além disso, foi observada diminuigdo do tamanho e da granulosidade
das células, através da diminuicdo da dispersao frontal e lateral da luz,
respectivamente. O ciclo celular também foi avaliado, mas ndo houve diferenga
em fases especificas do mesmo, quando comparado com as células do
controle negativo. No entanto, quando avaliado a fragmentagdo do DNA foi
observado que a partir de 3 horas de tratamento, em ambas as doses testadas,
houve um aumento de células com o DNA fragmentado. Esse aumento foi

intensificado de maneira tempo e dose dependente.

Como dito anteriormente, a perda da integridade da membrana
plasmatica € uma das caracteristicas observadas na morte celular por necrose,
(Wyllie et al., 1980) ao passo que, a fragmentacdo de DNA em células com
membrana integra e a diminuigcdo do tamanho e granulosidade da célula seria
uma alteragao tipica de um processo de apoptose (Van Cruchten & Van den
Broeck, 2002). Como pdde ser observado, a analise morfolégica esta de
acordo com os dados da citometria de fluxo, inclusive com o0 momento em que
comega o processo de necrose e de apoptose nas células. Indicando que as
células de HL-60 tratadas com a cordiaquinona J, estdo em processo de morte
tanto por necrose quanto por apoptose em apenas 3 horas de incubacao com a

droga.

A morte celular por apoptose possui duas vias principais de sinalizag&o:
a via extrinsica, iniciada pela ativagcdo de receptores de morte ligados a
membrana levando a clivagem de caspases (Ashkenazi & Dixit, 1998), e a via
intrinseca, caracterizada pela despolarizacdo mitocondrial, liberagdo do
citocromo c e subsequente ativacdo de caspases (Green & Reed, 1998;
Khosravi-Far & Esposti, 2004). Assim, reunindo os dados citados acima,
acompanhado com a informagao sobre a despolarizagao mitocondrial podemos
indicar a via envolvida na indugédo da apoptose. Células HL-60 tratadas com a
cordiaquinona J apresentaram despolarizacdo mitocondrial de maneira dose e

tempo dependente. Na concentracdo de 3,0 uM, com apenas 30 minutos de
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incubacdo, a cordiaquinona J apresentou 17,8% de despolarizagao
mitocondrial, dados estes, significativamente diferente quando comparados aos
dados do controle negativo. Apés 3 e 6 horas de incubacdo esta
despolarizagéo tornou-se ainda mais intensa alcangando niveis maximos apos
24 horas de incubagao. Assim, podemos sugerir que a cordiaquinona J induz a
ativacédo de apoptose por via intrinseca em apenas 3 horas de incubagdo. Com
esse periodo de incubacao, podemos observar varios parametros que indicam
o tipo de morte envolvido na citotoxicidade da cordiaquinona J. Com apenas 30
minutos de incubacéo foi observado apenas a despolarizagao mitocondrial, nao
sendo entdo possivel assegurar de que a substancia esteja causando apoptose

em um periodo t&o curto.

Muitos fatores, tais como producdo de EROs, dano ao DNA, disfungao
mitocondrial, ativagdo do PARP e clivagem de caspases estdo envolvidas na
regulacdo do mecanismo de morte celular (Liu et al., 2002). A mitocdndria esta
intimamente envolvida no processo de apoptose em varias células. A liberacao
do citocromo ¢ do espago intermembranar da mitocondria constitui um dos
passos iniciais para desencadear o processo da apoptose e pode ocorrer nas
primeiras horas de tratamento. Isso péde ser visto no tratamento de células de
carcinoma de prostata (DU-145), onde a B-lapachona, na concentracdo de
4uM, promoveu a liberagao do citocromo ¢ com apenas 1 hora de incubagéao (Li
et al., 1999).

Apesar de tanto a fragmentacdo de DNA quanto a diminuicdo do
potencial transmembranico de mitocondria serem processos caracteristicos da
apoptose, esses efeitos também podem ser encontrados em células necréticas
(Zong & Thompson, 2006). No entanto, a indugdo de apoptose pbde ser
confirmada pela capacidade da cordiaquinona J induzir ativagdo de caspases
efetoras 3 e 7 em células de HL-60. As caspases sdo enzimas essenciais para
o0 processo de apoptose e até entdo nao foram evidenciadas em células
necroticas (Nicholson & Thornberry, 1997; Zong & Thompson, 2006). A
avaliacao da externalizacdo da fosfatidilserina também foi Gtil para comprovar a
morte celular via apoptose. A fosfatidilserina € um fosfolipidio interno de

membrana, que ao ser externalizado sinaliza para os macréfagos que a célula
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seja fagocitada, evitando a liberagdo do conteudo celular no meio
(Zimmermann et al., 2001). A externalizacdo da fosfatidilserina é um evento
que ocorre em células que estdo no processo de apoptose e geralmente é um
evento que ocorre de maneira caspase-dependente (Martin et al., 1996) e
corresponde a um processo que acontece horas depois da liberacdo do
citocromo c¢ pela mitocondria e da perda da integridade da membrana
mitocondrial (Goldstein et al., 2000).

Primeiramente foi avaliado, por citometria de fluxo, a capacidade da
cordiaquinona J (1,5 e 3,0 uM) induzir a externalizagéo da fosfatidilserina em
células de HL-60 apos 3 horas de incubagao. Foi utilizada uma dupla coloragéo
com 7-AAD e anexina V para determinar a presenca de apoptose. A anexina V
€ um membro de uma familia de proteinas ligadas a fosfolipidios dependentes
de calcio, que possuem alta afinidade por bicamadas fosfolipidicas de
membrana, ricas em fosfatidilserina (Thiagarajan & Tait, 1990). Fluorocromos
conjugados podem ser uma ferramenta fundamental para monitorar mudancgas
na assimetria de membranas celulares fosfolipidicas (Koopman et al., 1994),
sendo portanto um excelente método para determinar a presenga de células
apoptéticas. Entao, péde ser observado que com apenas 3 horas de incubacéao
com a cordiaquinona J, na maior concentracdo testada, cerca de 60% das
células estavam em apoptose incial, sendo que em torno de 34% das células
se encontravam em um estagio mais avangado da apoptose ou em necrose
inicial, pois as células estavam marcadas positivamente para ambos os
corantes, o que indica que as células tiveram as suas membranas plasmaticas

rompidas.

Apos a confirmacéo da externalizagao da fosfatidilserina das células de
HL-60 em presenga da substancia foi avaliada a capacidade da cordiaquinona
J em induzir a ativacdo de caspases apos 3 horas de incubagao. O percentual
de células viaveis, apoptéticas iniciais e tardias foi mensurado através da
utilizagcdo de iodeto de propideo e de um inibidor de caspases fluorescente
(FLICA™) o qual identifica especificamente a presenca de caspases 3 e 7
ativadas. O reagente FLICA se liga covalentemente as caspases 3 e 7 ativas

ficando retido nas células, enquanto que as moléculas de FLICA nao ligadas
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sao difundidas para fora da célula. Células que apresentam coloragao positiva
para o FLICA sdo denominadas de células apoptoticas. As células marcadas
com iodeto de propideo sdo consideradas um estagio final da apoptose ou
células necroticas, pois o iodeto de propideo é excluido das células saudaveis
e de células em apoptose inicial, mas é permeavel em células em apoptose
tardia e em células necroticas (Salvesen & Dixit, 1997; Slee et al., 1999;
Alnemri et al., 1996; Ekert et al., 1999). Com isso podemos determinar o
percentual de células que estavam em processo de apoptose inicial/tardia ou

de necrose apos a incubacéo de 3 horas com a cordiaquinona J.

Como visto anteriormente, a cordiaquinona J, com apenas 3 horas de
incubacao induziu ativacdo das caspases efetoras 3 e 7, que pbde ser
observada pelo percentual de células nos estagio iniciais e tardio da apoptose,
sugerindo a rapida indugdo de apoptose por via intrinseca dependente de
caspase. A presenga de células em necrose, visualizadas pela penetracao de
iodeto de propideo, sugere que a cordiaquinona J atua em pelo menos dois
mecanismos de acdo distintos, um promovendo apoptose dependente de

caspase e outro mecanismo envolvido na indug&do de necrose.

Diversas naftoquinonas vém sendo avaliadas quanto ao seu potencial
anticancer, no entanto tem sido encontrado um limitado potencial terapéutico
(Lamson & Plaza, 2003; Kaminski et al., 2002). Diversas naftoquinonas
apresentam efeitos em pequenos periodos de incubagédo tais como, a
plumbagina que apresenta caracteristicas morfolégicas de apoptose apos 4
horas de incubagdo, além disso, a plumbagina também induziu a
externalizacdo da fosfatidilserina e ativagao de caspases, indicando inducéo de
apoptose, no entanto também apresentou células necréticas apds 16 horas de

incubacao (Montoya et al., 2004).

Com o objetivo de mensurar se apenas um estimulo inicial seria capaz
de promover mudangas morfolégicas e bioquimicas que puderam ser
observadas com 3 horas de incubagdo com a cordiaquinona J, células HL-60
foram incubadas por 30 minutos e posteriormente foram lavadas e reincubadas

em meio livre de droga por mais 2 horas e 30 minutos. Apds este tratamento as
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células foram imediatamente analisadas quanto a integridade da membrana
celular, numero de células, despolarizagdo mitocondrial e fragmentagédo do
DNA por citometria de fluxo e os parametros morfolodgicos por May-Grunwald-
Giemsa. Foi observado que as células HL-60 incubadas com a cordiaquinona J
necessitam de apenas um curto estimulo para causar efeitos apoptdticos e

necroéticos semelhantes aos apresentados apds 3 horas de incubacéo.

Estudos feitos com linhagens de préstata, pulmao e ovario, mostraram
que com apenas um estimulo inicial de 4 horas, e reincubagdo com meio livre
de droga, por mais 20 horas com a B-lapachona na concentragédo de 4uM,
resultou em despolarizagdo mitocondrial em todas as linhagens citadas. Esta
despolarizacdo pdde ser observada tanto no processo apoptético quanto

necrotico nas linhagens citadas (Li et al., 1999).

Atualmente sabe-se que as espécies reativas de oxigénio (EROs) estao
envolvidas no processo de morte celular e que muitos agentes indutores de
apoptose geram radicais livres (Inbaraj et al., 2004). Srinivas e colaboradores
em 2004 demonstraram que a plumbagina induziu apoptose através da
geracdo de espécies reativas de oxigénio em uma via dependente de
caspases. A [-lapachona também induziu apoptose em células HL-60,

promovendo dano ao DNA através de estresse oxidativo (Shiah et al., 1999).

As células HL-60 possuem sistemas antioxidantes, NQO1, glutationa e a
superoxido dismutase, pouco eficientes (Manna et al., 1999) favorecendo o
efeito de substdncias geradoras de EROs como a p-lapachona e a
cordiaquinona J. Isso pbéde ser confirmado quando a células de MCF-7, que
sdo células que possuem sistemas antioxidantes eficientes, foram incubadas
com a B-lapachona e n&o causaram aumento de EROs (Don et al., 2001)
indicando que dependendo das células testadas as substancias podem ter

diferentes mecanismos de acao.

No entanto, além de apoptose, as espécies reativas de oxigénio podem
também causar necrose (Zong & Thompson, 2008). Niveis fisiolégicos de

EROs podem regular a transcri¢cao, agir como moléculas sinalizadoras, além de
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proteger o organismo contra invasdes de patdgenos. Enquanto a excessiva
producdo de EROs promove estresse oxidativo, danos em moléculas e

organelas intracelulares e finalmente a necrose (Zong & Thompson, 2008).

Com isso foi observado que a cordiaquinona J é capaz de induzir a
formacdo de EROs em células de HL-60 apdés 1 hora de incubacao, onde
observou-se que, na presenga de cordiaquinona J 3,0 uM, 49,17% das células

apresentavam formacao de EROs intracelular.

Podemos sugerir que a formagado de EROs sdo eventos que ocorrem
inicialmente nas células e que podem provocar diversos efeitos colaterais sobre
as mesmas (Bironaite et al., 2004). Por isso estudos devem ser realizados a
procura de farmacos que gerem quantidades adequadas de EROs para o
tratamento desejado e além disso, determinar as condigbes otimas para
indugcdo de apoptose por agentes geradores de EROs é extremamente
necessario, pelo menos para agentes anticancer como a daunorrubicina,
doxorrubicina, cisplatina entre outros, que sao farmacos causadores de
diversos efeitos colaterais, muitas vezes ocasionados por niveis elevados de
EROs. Os niveis de efeitos colaterais desses compostos em pacientes pode
ser fortemente dependente das doses e da quantidade de EROs induzido
(Bironaite et al., 2004). Fisiologicamente a geragcao de EROs é normalmente
reduzida por agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, tais como:
glutationa (GSH), superéxido dismutase (SOD), catalases e peroxidases.
Portanto o estresse oxidativo pode ser resultado de um desequilibrio entre os
altos niveis de EROs gerados que ndo sdo desintoxicados pelos agentes
antioxidantes celulares ou pela inibicdo de agentes antioxidantes (Wang & Yi,
2008).

No entanto, ainda existem problemas de como identificar a exata
quantidade e a maneira de desintoxicagdo das espécies reativas de oxigénio.
Uma das possibilidades de investigar a origem de EROs no processo da
apoptose € através de antioxidantes (Bironaite et al., 2004). Grupos tidis, em
particular a glutationa (GSH), sdo um dos principais protetores do organismo

contra EROs. A N-acetil-L-cisteina (NAC) possui um grupo tiol em sua
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estrutura, e age como um antioxidante molecular intracelular muito eficiente,
além disso, é precursora da glutationa e inibidora de diversos radicais livres
(02 +—, OHe) (Steenvooden et al., 1996).

As células HL-60 foram pré-incubadas com o NAC e posteriormente
incubadas com a cordiaquinona J, afim de avaliar por qual mecanismo a
substancia teste esta induzido as espécies reativas de oxigénio e além disso,

determinar se as EROs influenciam na induc¢ao da necrose e da apoptose.

Aparentemente, a geragdo de EROs observada apds o tratamento com
a cordiaquinona J levou a um processo de morte rapido por necrose, enquanto
que as células que sobreviveram a esse estresse oxidativo intenso entraram no
processo de apoptose por via intrinseca. No entanto, a presenga de
fragmentacdo do DNA, apdés o pré-tratamento com NAC, na maior
concentragéo testada (3.0 pM), mesmo na auséncia de despolarizagéo
mitocondrial, da geragcao de EROs e da perda da integridade de membrana,
sugere que além dos efeitos de estresse oxidativo induzidos pela
cordiaquinona J, esta poderia também estar apresentando efeitos diretos sobre
o0 DNA, mecanismo de agéo este empregado por diversas outras quinonas, tais

como as antraciclinas (Asche, 2005; Hillard et al., 2008).

As naftoquinonas sdo compostos bem caracterizados pela sua atividade
antitumoral. A Cordiaquinona J, apesar de pouco explorada, mostrou ser um
candidato em potencial como agente anticancer. No entanto outros testes
devem ser realizados para desvendar o real mecanismo de agido da

Cordiaquinona J.
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6. CONCLUSAO

A cordiaquinona J isolada da planta Cordia leucocephala possui potente
atividade citotoxica com baixa seletividade para células tumorais. A
cordiaquinona J apresentou maior atividade em células tumorais leucémicas
(HL-60), causando tanto apoptose pela via intrinseca quanto necrose. Esses
efeitos estdo intimamente relacionados a sua capacidade de inducdo de

estresse oxidativo nas células tratadas.
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