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DIAS, Rosane Borges. Estudo do potencial antitumoral da B-lapachona e seus derivados 3-
iodo em células de carcinoma escamocelular oral. 103 f. il. Tese (Doutorado em Patologia) —
Fundagdo Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2018.

RESUMO

INTRODUCAO: A pesquisa oncolégica tem sido amplamente incentivada na busca do
conhecimento sobre a patogénese, alvos terapéuticos e pesquisa de novos grupos farmacoldgicos que
possam atuar no controle do cancer. Dentro desta perspectiva, os produtos naturais representam uma
fonte tradicional e importante de novos farmacos com atividade antitumoral. OBJETIVO: Estudar
os efeitos da PB-lapachona e seus derivados 3-iodo (3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona) sobre a
proliferagdo, morte celular, expressdo de alguns genes alvos relacionados ao cincer e o potencial
antineopldsico in vivo emcélulas de carcinoma escamocelular oral (CEO). MATERIAL E
METODOS: Inicialmente, a citotoxicidade foi avaliada contra diferentes céulas tumorais € ndo
tumorais através do ensaio do alamar blue. Ensaios em microscépio 6ptico e citometria de fluxo
foram realizados para estudar os efeitos sobre o ciclo celular e o padrdo de morte celular, utilizando a
linhagem de CEO HSC3, como modelo celular. Os efeitos sobre a expressdo de diversos genes de
alvos relacionados ao cincer foram avaliados em células HSC3 através de qPCR. Em sequéncia, a
eficdcia antitumoral in vivo foi avaliada em modelo de xenotransplante utilizando a linhagem HSC3.
RESULTADOS: A B-lapachona e seus derivados 3-iodo apresentaram atividade citotoxica potentes
contra diferentes linhagens tumorais humanas, sendo os derivados 3-iodo mais potente que a -
lapachona para vérias células testadas. Os compostos foram capazes de induzir parada do ciclo celular
na fase Go/M, o qual é seguido de fragmentacdo do DNA internucleosomal, em células HSC3. O
tratamento com [-lapachona e seus derivados 3-iodo promoveu um aumento significativo na
externalizagcdo de fosfatidilserina, ativacio de caspases 8 e 9, despolarizacdo mitocondrial, producio
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e morfologia tipica de morte celular por apoptose em células
HSC3. A apoptose induzida pelos compostos-teste foi prevenida com o pré-tratamento com um
inibidor ndo seletivo de caspases (Z-VAD-FMK) e um antioxidante (N-acetil-L-Cisteina). Ainda, uma
superexpressao de genes relacionados a apoptose foi observada apds o tratamento com 0S compostos-
teste. No estudo in vivo, a B-lapachona e seus derivados 3-iodo reduziram significativamente o
tamanho tumoral. Os animais tratados com os compostos-teste ndo apresentaram alteracodes
significantes nos pardmetros bioquimicos, hematoldgicos e histolégicos. CONCLUSOES: A p-
lapachona e seus derivados 3-iodo apresentam atividade citotéxica promissora, sendo os derivados 3-
iodo mais potente que a -lapachona para varias células testadas, induzem bloqueio do ciclo celular na
fase G,/M e morte celular por apoptose mediada por caspases e ERO em células de CEO. Além disso,
a P-lapachona e seus derivados 3-iodo também foram capazes de reduzir o crescimento tumoral in
vivo, indicando que estes compostos-teste representam novos candidatos a fairmacos antitumorais.

Palavras-chave: Cancer oral, Quimioterapia, Produtos naturais.



DIAS, Rosane Borges. Study of the antitumor potential of B-lapachone and its 3-iodine
derivatives in oral squamous cell carcinoma cells. 103 f. il. Tese (Doutorado em
Patologia) — Funda¢do Oswaldo Cruz, Instituto Gongalo Moniz, Salvador, 2018.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The oncology research has been widely encouraged in the pursuit
of knowledge over the pathogenesis, therapeutic targets and research of new
pharmacological groups of drugs that may act on the control of cancer. In addition,
natural products represent a traditional and important source in the search for new drugs
with antitumor activity. AIM: To study the effects of B-lapachone and its 3-iodine
derivatives (3-I-a-lapachone and 3-I-B-lapachone) on proliferation, cell death and
expression of target genes related to cancer in oral squamous cell carcinoma (OSCC).
MATERIAL AND METHODS: Initially, cytotoxicity was evaluated against different
tumor cells and non-tumor cells by the alamar blue assay. Optical microscope and flow
cytometry assays were performed to study the effects on the cell cycle and cell death
pattern, using the OSCC cell line, HSC3, as a cellular model. The effects on the
expression of various genes related to cancer targets were evaluated in HSC3 cells by
gPCR. In sequence, study of antitumor efficacy in vivo was evaluated in xenograft
model using the HSC3 cell line. RESULTS: B-lapachone and its 3-iodine derivatives
showed potent cytotoxic activity against different types of tumor human cells, which 3-
iodo derivatives were more potent than [B-lapachone for several cells tested. The
compounds were able to induce cell cycle arrest in the Go/M phase, which is followed
by fragmentation of the internucleosomal DNA in HSC3 cells. The treatment with -
lapachone and its 3-iodine derivatives promoted a significant increase in
phosphatidylserine expression, activation of caspases-8 and -9, mitochondrial
depolarization, production of reactive oxygen species (ROS) and typical morphology of
apoptotic cell death in HSC3 cells. The apoptosis induced by the compounds was
prevented by the pre-treatment with a pan-caspase inhibitor (Z-VAD-FMK) and an
antioxidant (N-acetyl-L-Cysteine). In the in vivo study, B-lapachone and its 3-iodine
derivatives significantly reduced the tumor size. Animals treated with the compounds
didn’t show any significant changes in the biochemical, hematological and histological
parameters. CONCLUSIONS: f-lapachone and its 3-iodine derivatives show
promising cytotoxic activity, which 3-iodo derivatives are more potent than B-lapachone
for several cells tested, induce cell cycle block in G,/M phase and cell death by
caspases- and ROS-mediated apoptosis in OSCC cells. In addition, B-lapachone and its
3-iodine derivatives were also able to reduce tumor growth in vivo, indicating that these
test compounds represent new candidates as antitumor drugs.

Key words: Oral cancer, Quimiotherapy, Natural products.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER: ASPECTOS GERAIS

O cancer € responsavel por mais de seis milhdes de 6bitos por ano, constituindo-
se um evidente problema de saude publica. A previsdo € que, em 2030, existam 27
milhdes de casos novos da doenca e 17 milhdes de mortes por cancer (OMS, 2007). No
Brasil, as neoplasias malignas despontam como a segunda causa de morte, perdendo
apenas para as doengas coronarianas, sendo que 600 mil casos novos de cancer foram
previstos no biénio 2018/2019, para cada ano, segundo a ultima estimativa do Instituto
Nacional do Cancer (INCA) (BRASIL, INCA, 2018).

A transformag¢do maligna € mediada por mutacdes genéticas e alteragdes
epigenéticas em genes supressores de tumor e oncogenes, favorecendo, assim, o
desenvolvimento, progressdo e metdstase. As alteracOes genéticas e epigenéticas
favorecem a aquisicdo de caracteristicas fenotipicas durante o desenvolvimento e
progressao tumorais como potencial replicativo ilimitado, evasdao da apoptose, inducao
da angiogénese, auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade aos sinais
antiproliferativos, invasdo tecidual, metdstase, instabilidade gendOmica, ambiente
inflamatério favoravel ao crescimento tumoral, desregulacdo do metabolismo energético
celular e escape do sistema imune (HANAHAN, WEINBERG 2000; HANAHAN,
WEINBERG 2011).

Ao longo das tdltimas décadas, os questionamentos cientificos mais frequentes
estdo relacionados as recidivas dos tumores e a cura quando ha metdstases. Neste
contexto, uma resisténcia primdria ou adquirida a agentes quimioterdpicos e bioldgicos
tem sido responsdvel pela falha de muitos dos agentes utilizados no tratamento
oncolégico (DAWOQOD et al.,, 2014). Isso pode ser explicado pela presenca da
heterogeneidade intratumoral e a complexidade molecular de muitos tipos de cancer, de
modo que, embora algumas das células tumorais sofram morte com a exposicdo a
quimioterapia, outras células sobrevivem e contribuem para recorréncia e progressao do
tumor (HANAHAN, WEINBERG 2011). Os fatores que contribuem para a
heterogeneidade intratumoral e, finalmente, a resisténcia adquirida a agentes
quimioterdpicos e bioldgicos incluem mutacdes genéticas, interacdes com O
microambiente e a presenga de células-tronco tumorais (HANAHAN, WEINBERG
2011).
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Diante do conhecimento sobre a participacdo do microambiente tumoral e das
células-tronco tumorais no desenvolvimento e progressdo tumoral, a investigacdo de
vias de sinalizacdo embriondrias, como a WNT e Hedgehog, e de outras vias
envolvidas durante a carcinogénese, como MAPK e PI3K/Akt, tem se destacado como
um dos campos mais intrigantes nos estudos da patogénese de neoplasias malignas,
principalmente para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos (TAKEBE et al.,
2011; TAKEBE et al., 2015; SAEZ-RODRIGUEZ, MACNAMARA, COOK; 2015).

O tratamento oncoldgico é um campo altamente dindmico e o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas proporcionou avangos significativos na drea da
oncologia. Com os grandes avangos tecnoldgicos e cientificos, o tratamento do cancer é
baseado, principalmente, na abordagem convencional, multidisciplinar e envolve uma
combinacdo de modalidades terapéuticas que variam dependendo do diagnéstico de
cada paciente (MITRA et al., 2015). Dentro desta perspectiva, sabe-se que, os produtos
naturais sdo uma fonte produtiva de novas moléculas e farmacos com potencial
anticancer, principalmente aqueles derivados de plantas medicinais, os quais sao
amplamente estudados pelos grupos de pesquisa em oncologia, € consistem em uma
alternativa cada vez mais real e vidvel de tratamento para diversos tipos de cancer
(KIM et al., 2010).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer dos Estados Unidos, mais de dois tercos
dos farmacos utilizados no tratamento do cancer aprovados pelo FDA entre o periodo
de 1940 e 2006, sdo produtos naturais ou foram desenvolvidos com base no
conhecimento adquirido a partir de produtos naturais (EFFERTH et al., 2010). Este
dado justifica o esfor¢o continuo de cientistas em busca de um maior conhecimento
acerca do assunto, o que poderd corroborar para futuras descobertas de tratamentos
mais inovadores e efetivos para o tratamento do cancer. Essa fonte tem grande
importancia nos estudos de desenvolvimento de novos farmacos, principalmente no
Brasil, pais que possui uma rica biodiversidade de fontes naturais associado a uma alta
prevaléncia e variedade da doenca (VIEIRA et al., 2010).

Dentre as classes farmacoldgicas dos produtos naturais que representam uma
fonte importante na pesquisa de novos farmacos com atividade antitumoral, destacam-
se as quinonas, as quais tém recebido uma atencdo importante da inddstria
farmacéutica, pela diversidade de agdes bioldgicas, incluindo citotoxicidade para
células cancerosas (SUNASSEE et al., 2013). As quinonas, juntamente com 0s Seus

derivados, tem mostrado resultados interessantes na literatura, sendo considerados
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como potentes agentes quimioterapicos inclusive para células cancerosas resistentes aos
farmacos cléssicos, como € o caso da B-lapachona, bem como seus derivados (OUGH
et al., 2005; SEONE et al., 2013; KUNG et al., 2014; JEON et al., 2015; WU et al.,
2016; YANG et al., 2017).

1.2 CARCINOMA ESCAMOCELULAR ORAL

O cancer de cabeca e pescoco € a sexta neoplasia maligna mais comum no
mundo, sendo considerado um problema de satde publica mundial. Estimativas da
agéncia internacional para pesquisa em cancer (IARC) apontaram que ocorreriam, no
mundo, cerca de 320 mil casos novos e 157 mil ébitos, para o ano de 2015, por cancer
de boca e labio, sendo que 80% desses em paises em desenvolvimento (FERLAY et al.,
2015).

Neste contexto, a ultima estimativa para o Brasil, publicada pelo INCA referente
ao biénio 2018/2019, estimou-se 15.700 casos novos de cancer da cavidade oral, sendo
11.200 em homens e 3.500 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco
estimado de 10,86 casos novos a cada 100 mil homens, ocupando a quinta posi¢do; e de
3,28 para cada 100 mil mulheres, sendo o 12° mais frequente entre todos os tipos de
canceres. Na regido Nordeste, sem considerar os tumores de pele nio melanoma, o
cancer de boca € o quinto mais frequente em homens. Adicionalmente, a Bahia é o
estado responsdvel pelo maior nimero de casos da regido Nordeste, ocupando o sexto
lugar na incidéncia de todo o pais (BRASIL, INCA, 2018). O carcinoma escamocelular
oral (CEO) € o tipo histologico mais frequente dos tumores malignos da cavidade oral,
correspondendo a 95% dos casos diagnosticados (BHARGAVA, SAIGAL,
CHALISHAZAR, 2010; JEMAL, BRAY, FERLAY, 2011; RODRIGUES et al., 2014).
O tabaco e o dlcool sdo os principais fatores de risco associados ao CEO (HUNTER,
PARKINSON, HARRISON, 2005; JOHNSON, FRANCESCHI, FERLAY, 2005; CHI,
DAY, NEVILLE, 2015).

Clinicamente, este tumor pode se apresentar como uma placa leucopldsica e/ou
eritematosa, um nédulo ou ainda como uma tlcera, podendo ou ndo estar associada a
dor, disfagia, odinofagia, dificuldades da fala, sangramentos, perda de peso ou odor
bucal (JOHNSON, FRANCESCHI, FERLAY, 2005; MARKOPOULOS et al., 2012).
Geralmente, a maioria dos pacientes possui uma apresentacdo de sinais e sintomas de
doenca localmente avancada no momento do diagnostico, podendo evoluir com éreas de

necrose focal e invasdo de estruturas adjacentes como ossos, musculos e pele
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(JOHNSON, FRANCESCHI, FERLAY, 2005). Em relacdo a localizacdo anatOmica,
lingua, assoalho bucal e palato duro sdo os sitios anatdmicos mais acometidos por esta
neoplasia (LAMBERT et al., 2011, CHI, DAY, NEVILLE, 2015).

Histologicamente, o CEO apresenta caracteristicas tipicas de uma neoplasia de
células escamosas como a formacdo de queratina, podendo formar aglomerados
denominados de pérolas cOrneas, e crescimento invasivo, que se caracteriza pelo
rompimento da membrana basal e invasao de tecidos adjacentes. A gradacao histoldgica
do CEO ¢ dada de acordo com o grau de diferenciacdo e o tumor € classificado em bem,
moderadamente e pouco diferenciado, sendo que quanto menor € a diferenciacdo, maior
€ o pleomorfismo celular e a quantidade de eventos atipicos (OMS, 2005). Ainda, a
gradacdo histoldgica atribuida ao tumor estd associada com o prognéstico do paciente,
sendo que quanto menor o grau de diferenciacdo celular, pior o prognéstico para o
paciente (JOHNSON, FRANCESCHI, FERLAY, 2005; MENDEZ et al., 2002).

Adicionalmente a gradacdo histologica, € necessdrio também estadiar
clinicamente o tumor a fim de descrever a extensdo anatdmica da lesdo (SOBIN,
WITTEKIND, 2009), bem como avaliar a ocorréncia de metdstase € comprometimento
de estruturas adjacentes (CLATOT et al,, 2014). Nesse contexto, o sistema de
estadiamento clinico utilizado € o preconizado pela Unido Internacional contra o Cancer
(UICC), denominado sistema TNM de classificagdo dos tumores malignos. Este sistema
baseia-se em trés componentes: T, extensdo do tumor primdrio; N, a presenca ou
auséncia de metdstases para linfonodos regionais; e M, para presenca ou auséncia de
metéstase a distancia. Estes parametros recebem gradagdes, geralmente de TO a T4, NO
a N3 e MO a M1. Seguindo o TNM, os tumores sdo agrupados em estadios clinicos que
podem variar de I ao IV. Nos estadios I e II, os tumores sdo, respectivamente, T1 e T2,
ndo apresentam metdstase em linfonodos regionais (NO) e nem a distancia (M0). Os
tumores T3 ou aqueles Tl e T2 com 1 linfonodo regional invadido (N1) sdo
considerados estddio III. Lesodes classificadas como T4, ou aquelas que apresentam 2
linfonodos regionais invadidos (N2) e todos os tumores que apresentam metistase a
distancia (M1), sdo considerados estadio IV (SOBIN, WITTEKIND, 2009).

O principal tratamento para o CEO primadrio € a ressec¢do cirurgica, a qual deve
sempre incluir toda lesdo tumoral e margem de tecido livre de tumor em todas as
dimensdes (minimo de 1 cm de margem) (BRASIL, INCA, 2014). Este tratamento
cirirgico pode ser associado a radioterapia em estdgios mais avancados da doenga, e

também a quimioterapia para controle de metdstase locoregional ou a distancia, ou
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ainda, em casos recorrentes. Apesar dos grandes avancgos terapéuticos, o diagndstico do
CEO ainda néo € precoce e seu tratamento acaba sendo associado a uma diminui¢do da
qualidade de vida por proporcionar dificuldades na fala, distirbios na degluticdo e
mastigacdo, deformidades estéticas e problemas psicolégicos. Ainda existe grande
dificuldade de predizer a histéria natural de lesdes individuais, embora o prognéstico
seja estabelecido a partir do tamanho do tumor, correlagdo com sitios anatdmicos
nobres, gradacdo histolégica e envolvimento de linfonodos (MENDEZ et al., 2002;
CLATOT et al., 2014).

1.3 B-LAPACHONA E SEUS DERIVADOS 3-10DO

A B-lapachona é uma naftoquinona natural, originalmente obtida a partir da
casca do ipé roxo (Tabebuia avellanedae Lor, Bignoniaceae), encontrada na América do
Sul. Esse composto possui uma atividade bioldgica promissora, com uma diversidade de
funcdes terapéuticas como antimicrobiana, anti-inflamatéria, antimaldrica e antitumoral
(SCHUERCH, WEHRLI, 1978; SITONIO et al., 2013).

Devido suas propriedades antitumorais, a B-lapachona tem sido alvo de varios
estudos para avaliar o seu potencial terapéutico em células tumorais humanas. Com
isso, a atividade antitumoral e os mecanismos de acdo da B-lapachona tem sido
amplamente estudada em diversos tipos de tumores, como adenocarcinoma de mama
(WUERZBERGER et al., 1998; SEONE et al., 2013; YANG et al., 2017), cancer de
pulmdo (KUNG et al., 2014; JEON et al., 2015a; WU et al., 2016), cancer de esdfago
(SUNASSEE et al., 2013), cancer de prostata (BRETON et al., 2015; BEG et al., 2017),
hepatocarcinoma (WOO et al., 2006; PARK et al., 2015), cancer de cdlon retal (CHOI
et al., 2003b; KEE et al., 2017a), melanoma (BANG et al., 2016; KEE et al., 2017b) e
carcinoma escamocelular oral (JEON et al., 2015b).

Inicialmente, foi demonstrado que a B-lapachona tem a capacidade de induzir
morte celular por apoptose através da ativacdo da enzima topoisomerase I em células de
glioblastoma (WELLER et al., 1997). Em seguida, resultados de outros estudos in vitro
demonstraram que a apoptose estava associada ao estresse oxidativo promovido pelo
composto, com consequente fosforilacdo da proteina p53, ativagdo dos inibidores de
quinases dependentes de ciclinas, da proteina pro-apoptética Bax e caspase 3 em células
de carcinoma de célon (CHOI et al, 2003b) e hepatocarcinoma (WOO et al., 2006),
além disso, a inativagdo da telomerase foi observada em células de leucemia apds

tratamento com a B-lapachona (MOON et al., 2010).
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Adicionalmente, em estudo in vitro, Jeon e colaboradores (2015) demonstraram
que o tratamento com a B-lapachona reduziu a proliferacdo celular em cancer de
pequenas células de pulmdo (JEON et al.,, 2015a) e carcinoma escamocelular oral
(JEON et al., 2015b) por promover parada do ciclo celular seguida de apoptose através
da reducdo das proteinas Spl, essenciais para sobrevivéncia, invasdo, metdstase e
angiogénese das células tumorais. Ainda, os autores demonstraram que a apoptose era
ativada através da reducdo da expressao das proteinas Bcl-xLL e PARP e aumento de Bax
e caspase 3.

Por outro lado, Park e colaboradores (2015) demonstraram que a B-lapachona
induz necroptose em células de hepatocarcinoma através da hiperativacdo da via RIP1-
PARP1-AIF mediada pelo acimulo intracelular de espécies reativas de oxigénio. Além
disso, a indu¢do da morte celular por B-lapachona foi relacionada com um aumento da
atividade da enzima de detoxificagdo quinona oxido-redutase (NQO1). Corroborando
com este achado, Yang e colaboradores (2017) observaram que o tratamento com [3-
lapachona interferiu no desenvolvimento tumoral através da inibi¢do da transicao
epitélio-mesénquima em células de cancer de mama positivas para NQO/1, ratificando a
participacao desta molécula para efetividade deste farmaco.

Estudos em modelos de xenotransplantes com células de adenocarcinoma de
mama (SEONE et al., 2013; YANG et al., 2017) e carcinoma escamocelular de pulmao
(WU et al., 2016), demonstraram que a -lapachona apresenta efeito antitumoral in vivo
por reduzir significativamente o volume tumoral. Em adi¢do, o tratamento in vivo com a
B-lapachona promoveu uma reducdo da angiogénese tumoral e diminuicdo da
imumarcagao de AKT e CD31 em células de carcinoma escamocelular de pulmao (WU
et al.,, 2016). Além disso, observou-se uma reducdo da imunomarcagdo de proteinas
relacionadas a transicdo epitélio-mesénquima, vimentina e Snail, em células de
adenocarcinoma de mama apds o tratamento com este farmaco (YANG et al., 2017).

A B-lapachona tem apresentado também efeitos antitumorais promissores
quando combinado com outros farmacos quimioterdapicos, potencializando seus efeitos.
Recentemente, a B-lapachona foi combinada ao quimioterdpico APO866, inibidor da
biossintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), para o tratamento de células
de cancer de prostata. Essa combinacdo promoveu autofagia, dependente de Beclin-1,
das células tumorais e ativacdo de PARP-1 através de aumento da producao de espécies
reativas de oxigénio e perda do potencial transmembranico da mitocondria (BRETON et

al., 2015).
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Os derivados 3-iodo da B-lapachona, 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona (Figura
1), foram sintetizados pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal da Paraiba e
apresentaram propriedades anti-inflamatérias e antimicrobianas, contudo, ndo existe
nenhum estudo na literatura cientifica que demonstre a atividade antitumoral desses
derivados. Estes compostos estdo patenteados por pesquisadores das Universidades
Federais da Paraiba e Pernambuco, Universidade Estadual de Feira de Santana e

também pelo Instituto Goncalo Moniz, IGM, Fiocruz, Bahia.

0 0 j?f
0 A J o/ U”’l\/ O
L U

B-lapachona 3-I-a-lapachona 3-I-B-lapachona

Figura 1. Estrutura quimica da B-lapachona e seus derivados, 3-I-o-lapachona e 3-I-B-
lapachona.
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2 JUSTIFICATIVA

A pesquisa oncoldgica tem sido amplamente incentivada na busca do
conhecimento sobre a patogénese, alvos terapéuticos e pesquisa de novos grupos
farmacoldgicos que possam atuar no controle do cancer. Adicionalmente, os produtos
naturais representam uma fonte importante na pesquisa de novos farmacos com
atividade antitumoral. Dentre as classes farmacoldgicas, as quinonas tem recebido
atencdo da industria farmacéutica pela diversidade de acdes bioldgicas, incluindo
citotoxicidade para células neopldsicas (SUNASSEE et al., 2013; SEONE et al., 2013;
KUNG et al., 2014; JEON et al., 2015b; WU et al., 2016; YANG et al., 2017). Dentro
do grupo das quinonas, o B-lapachol e a B-lapachona, bem como seus derivados, tem
apresentados uma atividade antitumoral promissora (FIORITO et al. 2014). Entretanto,
na literatura cientifica, ndo existem trabalhos que demonstrem os efeitos antitumorais
dos derivados 3-iodo. Diante disso, este estudo visa avaliar os efeitos da B-lapachona e
seus derivados 3-iodo (3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona) em células de CEO, com a

finalidade de contribuir para os estudos de novas terapias, para este tumor.

3 HIPOTESE

A PB-lapachona e seus derivados 3-iodo apresentam atividade citotdxica
promissora, sendo os derivados 3-iodo mais potentes que a fB-lapachona, exercem efeitos
inibitérios na proliferacdo, promovem morte celular e apresentam eficicia antitumoral

in vivo em células de carcinoma escamocelular oral.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Estudar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo (3-I-a-lapachona e 3-
I-B-lapachona) sobre a proliferacdo, morte celular e expressio de genes alvos

relacionados ao cancer em células de CEO.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a viabilidade celular
de diferentes células tumorais e ndo tumorais;

- Estudar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a viabilidade, ciclo
celular e mecanismos relacionados com o padrdao de morte em células de CEO;

- Avaliar os efeitos da P-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a morfologia das
células de CEO;

- Analisar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a expressdo gé€nica
de genes alvos relacionados a prolifera¢do, ciclo celular, morte celular e invasdo
em células de CEO;

- Avaliar a eficdcia antitumoral in vivo da B-lapachona e seus derivados 3-iodo em

modelo de xenotransplante utilizando células de CEO.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 OBTENCAO DA B-LAPACHONA E SEUS DERIVADOS 3-I0DO

A B-lapachona e seus derivados 3-iodo foram obtidos pelo Prof. Dr. José
Barbosa Filho da Universidade Federal da Paraiba. A B-lapachona foi isolada da casca
de Tabebuia avellanedae e seus derivados 3-iodo, 3-I-a-lapachona e 3-I-fB-lapachona
foram obtidos a partir do lapachol por iodo-ciclizagao induzida por base na presenga do
eletréfilo iodo a molécula de lapachol (BARBOSA-FILHO et al., 2006; ANTUNES et
al., 20006).

5.2 CARACTERIZACAO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo in vitro e in vivo, experimental e analitico.

5.3 OBTENCAO E MANUTENCAO DAS CELULAS EM CULTURA

As linhagens de CEO (HSC3, SCC4, SCC9, SCC15 e SCC25) foram utilizadas
para a realizacdo deste estudo. Para uma andlise comparativa, uma linhagem celular de
queratindcitos normais, humana e imortalizada, mas ndo transformada, denominada
HaCaT (BOUKAMP et al., 1988) e uma linhagem de fibroblastos humanos normais,
denominada MRC5 (JACOBS et al., 1970), foram utilizadas. Além das linhagens
tumorais de CEO, células tumorais de outros tipos histolégicos também foram utilizadas
para avaliar o potencial citotoxico dos compostos-teste (Tabela 1).

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas para cultura de células (75
cm3, volume de 250 mL), em meio RPMI 1640 (Gibco®), suplementados com 10% de
soro fetal bovino (SFB, Gibco®) e 50 ug/mL de gentamicina (Novafarma, Andpolis,
GO, BRA). As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO; a
37°C e o crescimento celular foi acompanhado diariamente com a utilizagdo do
microscopio invertido. A manuten¢do das células com tripsinizacdo foi realizada sempre
que o crescimento celular atingiu a confluéncia necessaria, ou seja, preencheu 70 a 80%
do volume total da garrafa de cultura. As linhagens deste estudo foram testadas
mensalmente para contaminacdo com micoplasma através do corante Hoechst (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, EUA).
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Tabela 1. Linhagens tumorais humanas utilizadas no ensaio de citotoxicidade

Linhagem tumoral

Tipo histolégico

Fonte

HSC3

SCC4, SCC9, SCC15 e
SCC25

HepG2

HL-60

K562

AGPO1

ACPO2

ACPO3

HT-29

HCT-116

Carcinoma escamocelular oral

Carcinoma escamocelular oral

Carcinoma hepatocelular

Leucemia promielocitica aguda

Leucemia mielogénica cronica

Adenocarcinoma géstrico peritoneal

Adenocarcinoma géstrico

Adenocarcinoma géstrico

Adenocarcinoma de célon

Carcinoma de colon
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5.4 OBTENCAO DE CELULAS PBMC

As células mononucleares (linfocitos € mondcitos) humanas de sangue periférico
— PBMC (do inglés peripheral blood mononuclear cell) foram obtidas a partir de sangue
periférico de voluntdrios sauddveis, ndo fumantes, com idade variando entre 25 — 35
anos, que nao haviam utilizado qualquer tipo de droga ou medicamento durante, pelo
menos, 15 dias antes da coleta. O comité de ética em pesquisa da Fundagdo Oswaldo
Cruz (Salvador, Bahia, Brasil) aprovou o protocolo experimental (n° 031019/2013).
Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido para
participacdo do estudo. A coleta do sangue foi realizada em frasco heparinizado por
profissionais capacitados no Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia
(IGM, Fiocruz, Bahia), utilizando seringas esterilizadas e descartdaveis com volume de 5
mL.

As células do PBMC foram isoladas por protocolo padrdo, utilizando um
gradiente de densidade com uso de Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE Helthcare Bio-
Sciences AB, Suécia). Apds a separagdo, as células foram lavadas duas vezes com
solucdo salina, ressuspensas (0,3 x 10° células/ mL) em meio RPMI 1640 (Gibco®)
suplementado com 20% de SFB, 2 mM de glutamina e 50 pg/mL de gentamicina. Para
induzir a divisdo celular de linfécitos T, 10 pg/mL de concanavalina A (ConA, Sigma

Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) foi utilizada como agente mitégeno.
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5.5 ENSAIO DO ALAMAR BLUE PARA AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE
DA B-LAPACHONA E SEUS DERIVADOS 3-10DO

Para avaliar a citotoxicidade da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a
proliferacdo de células tumorais e ndo tumorais (HaCaT, MRC5 e PBMC), o ensaio do
alamar blue foi realizado apds 72 horas de exposi¢do aos compostos. O alamar blue €
um ensaio colorimétrico e fluorimétrico que avalia a viabilidade celular através da
capacidade de reducdo da resazurina em resofurina por células metabolicamente vidveis.
Neste ensaio, todas as células listadas na tabela 1 foram utilizadas. As células tumorais
foram distribuidas em placas de 96 cavidades numa densidade de 7 x 10* células/mL,
para células aderidas, e 3 x 10° células/mL, para células em suspensdo, em um volume
de 100 pL. As substancias testes (0,19 a 25 pg/mL) dissolvidas em DMSO foram
adicionadas em cada poco e incubadas por 72 horas. A doxorrubicina (Laboratory IMA
S.A.LLC., Buenos Aires, Argentina) foi utilizada como controle positivo com
concentracdes variando de 0,03 a 5 ug/mL. As células tratadas com o veiculo (DMSO
0,5%) usado para diluir as substancias testes foram utilizadas como controle negativo.
Antes do final do periodo de incubag¢do (4 h para linhagens celulares e 24 h para
PBMC), 20 pL da solucao estoque (0,312 mg/mL) de alamar blue (resazurina, Sigma-
Aldrich) foram adicionados a cada poco. As absorbancias foram mensuradas nos
comprimentos de onda de 570 nm (reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando leitora de
placas Spectra Max 190.

Com o objetivo de estudar o efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre
o ciclo celular e padrio de morte celular em células de CEO, uma série de novos
experimentos foram realizados utilizando a linhagem HSC3. Essa linhagem foi
escolhida por estar entre as linhagens com maior sensibilidade ao tratamento com a [3-

lapachona e seus derivados 3-iodo, conforme Tabela 2 dos resultados.

5.6 FORMACAO DE ESFERAS E TRATAMENTO COM OS COMPOSTOS-TESTE
EM CULTURA 3D

As células HSC3 foram cultivadas em esferoides 3D multicelulares.
Resumidamente, foram inseridos 100 pul de uma suspensdo de células (0,5 x 10°
células/mL) em uma placa de 96 pocos com uma superficie repelente de células
(Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). As células foram cultivadas em meio RPMI
1640 (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco®), 2 mM de
glutamina, 3% de matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e 50 pg/mL de
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gentamicina (Novafarma, Andpolis, GO, BRA) e mantidas a 37 ° C com 5% de CO,. Os
esferoides com estruturas estdveis e diametros se formaram apds trés dias. Em seguida,
os compostos-teste (0,003 a 25 pg/mL) foram dissolvidos em DMSO e incubados por
72h. O controle negativo recebeu o veiculo que foi usado para diluir os compostos
testados. No final do experimento, as alteracdes morfoldgicas foram examinadas no
microscopio de inversdo (Leica DMi8, Wetzlar, Germany) e fotografadas utilizando o
software Leica Application Suite X (XLAS X, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do alamar blue conforme descrito

acima.

5.7 ESTUDOS SOBRE O CICLO CELULAR E PADRAO DE MORTE CELULAR

Os experimentos seguintes foram realizados para estudar o efeito da B-lapachona
e seus derivados 3-iodo sobre o ciclo celular e o padrdo de morte celular em células de
HSC3. Em todos os experimentos, 2 mL de uma suspensdo de células (0,7 x 10°
cells/mL) foram inseridos em placas de 24 ou 6 pocos e incubados por overnight para
permitir a adesdo das células na placa. Para a maioria dos ensaios, as células foram
tratadas por 12, 24, 48 e 72 horas com a B-lapachona (1 puM), 3-I-a-lapachona (4,5 ¢ 9
uM) e 3-I-B-lapachona (1 e 2 uM). As concentragdes utilizadas foram baseadas nos
valores de Clsg obtidos para cada composto nessa linhagem celular. O controle negativo
foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) usado para diluir as substincias teste e a
doxorrubicina (0,5 pM) foi usada como controle positivo. Os experimentos foram
realizados em duplicatas e repetidos pelo menos trés vezes. O monitoramento da
viabilidade celular foi determinado pelo método de exclusdo de azul de tripam, onde
uma aliquota de 90 pL foi recolhida apds o periodo de incubagdo, corada com 10 pL o

azul de tripam e contadas utilizando a camera de Neubauer.

5.7.1 Determinag¢do do ciclo celular e fragmentagdo do DNA internucleosomal

A determina¢do do conteido de DNA nuclear da célula, que reflete as fases do
ciclo celular, foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando o IP (iodeto de propidio)
como agente fluorégeno. Decorridos os periodos de tratamento com 0s compostos, O
sobrenadante foi coletado, os pogos foram lavados com soluc¢do salina, as células foram
tripsinizadas e centrifugadas (295 xG/ 5 minutos) juntamente com o sobrenadante. As
células foram diluidas com a solu¢do de permeabilizacdao (200 uL) contendo 0,1 % de

triton X-100, 0,1% de citrato de sddio e 2 pg/mL de IP e 100 pg/mL de RNase em dgua
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destilada, na auséncia de luz e a temperatura ambiente. Apds 30 minutos, as células
foram adquiridas e analisadas em citometro de fluxo BD LSRFortessa através do
software BD FACSDiva versdo 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA,
EUA). As proporcoes de DNA internucleosomal fragmentado e as fases do ciclo celular
foram obtidas utilizando o software Flowjo, versdo 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR,
EUA). Os detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

5.7.2 Andlise morfologica

Para a realizacdo da andlise morfoldgica, as células foram incubadas sobre
laminulas de vidro adicionadas aos pogos da placa de cultura. Apds o periodo de
tratamento, as células foram centrifugadas (295 xG/ 5 minutos) e o meio de cultura foi
descartado. A fixagdo das células foi realizada com metanol por 1 minuto, as laminulas
foram coradas com May-Grunwald-Giemsa, e entdo, com o auxilio de microscépio de
inversdo (Leica DMi8, Wetzlar, Germany), as alteracdes morfoldgicas foram avaliadas
e fotografadas utilizando o software Leica Application Suite X (XLAS X, Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany).

Em adi¢do, a morfologia das células HSC3 apdés o tratamento com os
compostos-teste também foi avaliada por citometria de fluxo através dos parametros
FSC (Forward Light Scatter) e SSC (Side Scatter) relacionados com volume e

granulosidade da célula, respectivamente.

5.7.3 Determinacdo da externalizacdo de fosfatidilserina

Ap6s o tratamento com B-lapachona e seus derivados 3-iodo, as células foram
marcadas com anexina V-FITC e IP para determinar a viabilidade celular (vidvel,
apoptose inicial, apoptose tardia e necrose), de acordo com o protocolo do fabricante
(BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, EUA). As células foram tripsinizadas,
lavadas duas vezes com solucdo salina e em seguida, ressuspendidas numa solucdo de
100 uL do tampao de ligagcdo, 5 uL de IP e 5 uL. de anexina V-FITC. Apds 15 minutos
de incubagdo em isopor com gelo, na auséncia de luminosidade, 400 uL. de tampao de
ligacdo foram adicionados a cada amostra. As células foram adquiridas e analisadas no
citometro de fluxo BD LSRFortessa através do software BD FACSDiva versdo 6.2
(Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EUA). A propor¢do de células em

apoptose foi determinada pela porcentagem de anexina quantificada utilizando o
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programa FlowJo, versao 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os detritos celulares

foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

5.7.4 Ensaio de ativacdo das caspases 8 e 9

A atividade das caspases 8 e 9 foi avaliada através de kit colorimétrico, de
acordo com as recomendagdes do fabricante (BioVision Incorporated). O método é
baseado na detec¢do espectrofotométrica do cromoéforo p-nitroanilida (pNA) apds
clivagem dos substratos X-pNA, onde X representa a seqiiéncia de aminodcidos
reconhecidos por caspases especificas. Inicialmente, as células HSC3 tratadas por 72 h
com o B-lapachona e seus derivados 3-iodo foram centrifugadas e lisadas em gelo. A
quantidade de proteina no lisado foi determinada utilizando-se o ensaio para dosagem
de proteina pelo método ja descrito por Bradford (BRADFORD, 1976). A densidade

Optica das amostras foi medida a 405 nm em espectrofotdometro.

5.7.5 Avaliacdo do potencial transmembrdnico mitocondrial

As células HSC3 foram plaqueadas na densidade de 0,7 x 10° células/mL e
tratadas por 24 e 48 horas com a B-lapachona (1 uM), a-I-lapachona (4,5 € 9 uM) e B-I-
lapachona (1 e 2 uM). Apds esse periodo, as células foram tripsinizadas e
ressuspendidas em 1 mL de meio fresco e as células foram diluidas com a solucao de
rodamina 123 (1 pg/mL, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) na auséncia de luz e
a 37 °C por 15 minutos. Apds o periodo de incubacdo as células foram centrifugadas e o
precipitado foi ressuspendido em salina e reincubado por 30 minutos. As células foram
adquiridas e analisadas no citdmetro de fluxo BD LSRFortessa através do software BD
FACSDiva versao 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EUA). Os detritos

celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

5.7.6 Avaliagcdo da atividade citotoxica de f-lapachona e seus derivados 3-iodo em

células de fibroblastos embriondrio nocauteadas para o gene BAD

A atividade citotéxica da B-lapachona e seus derivados 3-iodo em células de
fibroblastos embrionarios imortalizados de murinos, ndo mutado, (WT SV40 MEF) e
fibroblastos embriondrios imortalizados de murinos com o gene BAD nocauteado (BAD
KO SV40 MEF) também foi avaliada pelo ensaio de azul de alamar ap6s 72 horas de

incubacdo, conforme descrito no item 5.5.
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5.77.7 Ensaio de quantificagcdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio intracelular
As células HSC3 foram tratadas por 1 h e 3 h com B-lapachona e seus derivados
3-iodo. Apds esse periodo, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 1 mL de
meio fresco e 2 uL de diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA), que ¢é
convertido num produto fluorescente na presenca de espécies reativas de oxigé€nio
intracelular. Apés 30 minutos de incubacdo a 37° C, na auséncia de luminosidade, as
células foram centrifugadas (295 xG/5 minutos) e ressuspendidas em salina. As células
foram adquiridas e analisadas no citometro de fluxo BD LSRFortessa através do
software BD FACSDiva versao 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA,
EUA). Os detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

5.7.8 Ensaio de quantificacdo de oxido nitrico intracelular

As células HSC3 foram tratadas por uma hora com B-lapachona e seus derivados
3-iodo. Ap6s 1h de tratamento, as células foram tripsinizadas e ressuspendidas em 2 mL
de meio fresco e 1,2 uLL de 4-amino-5-methylamino-2’-, 7’-difluofluorescein diacetate
(DAF-FM diacetate), que é convertido num produto fluorescente na presenca de 6xido
nitrico. Apds 30 minutos de incubacdo a 37° C, na auséncia de luminosidade, as células
foram centrifugadas (295 xG/ 5 minutos) e ressuspendidas em salina. As células foram
adquiridas e analisadas no citdmetro de fluxo BD LSRFortessa através do software BD
FACSDiva versao 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EUA). Os detritos

celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

5.7.9 Ensaio de quantificagcdo de anions de superoxido intracelular

A hidroetidina (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA) foi utilizada para
detectar niveis de superéxido celular apds 1 h de tratamento com B-lapachona e seus
derivados 3-iodo. As células foram marcadas com 10 uM de hidroetidina durante 30
min. As células foram adquiridas e analisadas no citometro de fluxo BD LSRFortessa
através do software BD FACSDiva versdo 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San
José, CA, EUA). Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos

foram analisados por amostra.
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5.7.10 Ensaio de reversdao com inibidor de caspases, antioxidante NAC e catalase

Os inibidores farmacolégicos podem ser utilizados no intuito de confirmar
possiveis mecanismos de citotoxicidade induzido por compostos-teste. O inibidor de
caspases, Z-VAD-FMK, foi utilizado para confirmar o efeito da B-lapachona e seus
derivados 3-iodo sobre a inducdo de apoptose. Ainda, o reagente N-acetilcisteina
(NAC), um potente antioxidante, foi utilizado para verificar a possibilidade de reversdao
do dano oxidativo causado pelos compostos-teste. Desse modo, se o padrao de morte
celular € revertido por algum desses inibidores € sugestivo que o efeito promovido pelo
tratamento tem alguma relacdo com as vias inibidas. Para avalia¢do da reversdao com Z-
VAD-FMK e 5 mM NAC, os inibidores foram adicionados 2 € 1 h antes do tratamento
por 72 h com os compostos-teste, respectivamente, sendo adotada a metodologia para
marcacgdo de anexina V/IP, descrita no item 5.7.3.

Adicionalmente, a quantificacdo das espécies reativas de oxigénio intracelular
foi avaliada apds o pré-tratamento com o antioxidante 5 mM de NAC e 2000 UI de
catalase para confirmar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a
producdo de espécies reativas de oxigénio apos 1h de tratamento com estes compostos-
teste. A producdo de espécies reativas de oxigénio foi determinada através da
metodologia descrita anteriormente no item 5.7.7.

As concentragdes utilizadas para estes ensaios foram 1, 9 e 2 uM para B-

lapachona, 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona, respectivamente.

5.7.11 Ensaio de intercalacdo de DNA

A intercalacdo do DNA foi avaliada examinando a capacidade dos compostos-
teste para deslocar o brometo de etidio do DNA do timo de bezerro (ctDNA, Sigma-
Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA). Os ensaios foram conduzidos em seis réplicas
(100 pL) em placas de 96 pocos e continham 15 pg/mL de ctDNA, 1,5 uM de brometo
de etidio e 5, 10 e 20 uM dos compostos-teste em solugao salina (100 uL). O controle
negativo recebeu o veiculo que foi usado para diluir os compostos testados. A
doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo. A fluorescéncia foi medida
utilizando comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 320 nm e 600 nm,
respectivamente, utilizando o Leitor de Microplacas Spectra Max 190 (Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, EUA).
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5.8 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR ARRAY

O efeito da B-lapachona e de seus derivados 3-iodo sobre a expressao génica de
genes alvos relacionados a proliferacdo, ciclo celular, morte celular e invasdo
em células de CEO foi avaliado por gPCR. Em todos os experimentos, 5 mL de uma
solugdo de células HSC3 (0,7 x 10° cells/mL) foram inseridos em garrafas para cultura
celular de 25 cm? incubadas por overnight para permitir a adesdo das células na placa.
As células foram tratadas por 12 horas como a B-lapachona (1 uM), 3-I-a-lapachona
(4,5 uM) e 3-I-B-lapachona (1 uM). O controle negativo foi tratado com o veiculo
(DMSO 0,2%) usado para diluir as substancias teste. A doxorrubicina (1 uM) foi usada
como controle positivo. Os experimentos foram realizados em duplicatas e repetidos
pelo menos trés vezes. Um pool de cDNA obtido de trés experimentos independentes

realizados em duplicata foi utilizado para a andlise.
5.8.1 Isolamento de RNA total e transcrigdo reversa

Todos os experimentos foram realizados em condi¢cdes DNAse/RNAse free.
Para o procedimento de extracdo de RNA, foram utilizadas microcolunas de silica-
Rneasy Plus Mini Kit (QIAGEN). Apds determinar o total de 5x10° células, 0 meio de
cultura foi aspirado e as células lavadas trés vezes com PBS gelado. Em seguida, as
células foram novamente lavadas com PBS/Tripsina 1%, a fim de que fossem
separadas. Apds adicdo de meio de cultura contendo soro fetal bovino para inativagao
da tripsina, as cé€lulas foram transferidas para um microtubo e centrifugadas a 295 xG,
durante 5 minutos. O sobrenadante foi aspirado e, em seguida, 600 pL. do tampao de lise
RLT foi transferido para o pellet e a amostra foi misturada durante 1 min, com auxilio
do vértex. Para homogeneizacdo o lisado foi passado 10 vezes, através de uma agulha
de 0.9mm, acoplada a uma seringa. Em seguida, o lisado foi transferido para a
microcoluna contendo Dnase, a fim de eliminar o DNA gendmico. Em seguida, foi
adicionado 600 pL. de etanol 70% e o mesmo misturado gentilmente a amostra, com
auxilio de pipeta. Apds a passagem por nova microcoluna de silica, lavagens com
tampdes do kit (RW1 e RPE), o RNA foi eluido com 30 pL. de 4gua Rnase/Dnase Free
pH 7.4 e armazenado em temperatura de -80°C.

A quantidade e pureza do RNA extraido de cada amostra foi analisada em
aparelho de fluorimetria (QuBit™, Life Technologies, USA) e a integridade das

amostras testada em condicdes denaturantes, em gel de agarose 1%, contendo Syber
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Safe (0,5mg/mL) e formaldeido 37%. A transcri¢do reversa foi realizada com a enzima
transcriptase Superscript VILO™ (Invitrogen Corporation, USA) e as amostras de

cDNA armazenadas em temperatura de -20°C.

5.8.2 PCR Array

Para as reacdes de PCR quantitativo em tempo real foram utilizados TagMan
Gene Expression Assays’™ (Life Technologies) inventoriados para TagMan Array
Human Molecular Mechanisms of Cancer 96 plate (Life Technologies® - Anexo, Figura
Al). As reacdes foram conduzidas no aparelho ABI ViiA7 (Applied Biosystems™). O
programa de amplificacdo consistiu de um ciclo inicial de 50°C por 2 minutos e 95°C
por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Todos os experimentos foram realizados em condi¢gdes DNAse/RNAse free.

5.9 ENSAIO DE EFICACIA ANTITUMORAL IN VIVO DA B-LAPACHONA E
SEUS DERIVADOS 3-I0DO

5.9.1 Consideracées Eticas

Este trabalho foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais do Instituto

Gongalo Moniz (CEUA, IGM, FIOCRUZ, Bahia), obtendo parecer nimero 006/2015.
5.9.2 Delineamento do estudo

A eficdcia antitumoral in vivo foi avaliada em modelo de xenotransplante e
heterotépico utilizando camundongos imunodeficientes da linhagem CB17 SCID
inoculados com células HSC3 (20 x 10° células/500 plL/animal), implantadas
subcutaneamente na axila esquerda dos camundongos. Os compostos foram dissolvidos
em DMSO e diluidos em dgua destilada (obedecendo a propor¢ao 5% de DMSO) e o
tratamento foi realizado por via intraperitoneal, uma vez por dia, durante 27 dias
consecutivos. Os camundongos foram divididos em sete grupos de 16 animais (10
fémeas e 6 machos) como se segue: Grupo 1 (grupo controle negativo) - 0s animais
tratados com o veiculo DMSO a 5%; Grupo 2 (grupo controle positivo) - os animais
tratados com doxorrubicina (0,1 mg/kg); Grupo 3 - os animais tratados com B-lapachona
(20 mg/kg); Grupo 4 - os animais tratados com 3-I-a-lapachona (20 mg/kg); Grupo 5 -

os animais tratados com 3-I-a-lapachona (40 mg/kg); Grupo 6 - os animais tratados com
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3-I-B-lapachona (20 mg/kg) e Grupo 7 - os animais tratados com 3-I-B-lapachona (40
mg/Kg). Os tratamentos foram iniciados 72 horas apds a inoculagdo. No final do
tratamento, amostras de sangue periférico dos camundongos foram coletadas a partir do
plexo retro-orbital para andlise bioquimica e hematolégica apds anestesia, como
descrito abaixo. Em seguida, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Os tumores foram excisados e pesados, além do figado, pulmdo, coragcdo e rins dos
camundongos. Os efeitos dos compostos foram expressos como a percentagem de

inibicao de controle.
5.9.3 Avaliagdo toxicolégica sistémica

Os camundongos foram pesados no inicio e no fim do experimento. Além disso,
os animais foram observados quanto a sinais de alteragdes ao longo do estudo. Figados,
rins, coracdo e pulmdes foram removidos, pesados e observados para detectar quaisquer
sinais de lesdes graves ou alteracdes de cor e hemorragia.

Andlises hematoldgicas foram realizadas por microscopia 6ptica. Parametros
hematoldgicos, incluindo contagem total de eritrécitos e de leucdcitos, bem como uma
contagem diferencial de leucdcitos, tais como neutréfilos, linfécitos, mondcitos,
eosinofilos e basoéfilos, foram realizadas.

As andlises bioquimicas de amostras de soro foram realizadas utilizando o rotor
Vet-16 (Hemagen Diagnostics Inc., Columbia, MD, EUA). TGO, TGP, amilase, ureia
nitrogenada, glicose, fosforo, cdlcio, dcido turico, creatina quinase, proteinas totais e

globulina foram analisados.
5.9.4 Andlise histologica

Apo6s fixagdo em formol a 10%, os tumores e Orgdos foram examinados,
macroscopicamente, para avaliar o tamanho, cor, presenca de hemorragia e metastases
macroscopicas. Posteriormente ao processamento histoldgico, cortes de 4um de
espessura foram obtidos dos blocos de parafina e submetidos a coloragdo pela
hematoxilina/eosina, conforme a rotina do Servico de Histotecnologia do IGM. As
andlises histoldgicas foram realizadas através de microscopia de luz, nos aumentos
finais de 4x, 100x, 200x e 400x (quando necessario), por um patologista experiente.
Ap6s andlise histoldgica, os parametros histoldgicos foram categorizados em negativo

(0), discreto (+1), moderado (+2) e intenso (+3).
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As caracteristicas e alteracdes histologicas dos tumores HSC3 foram analisadas
através da coloracdao HE. Em adic¢do, as colora¢des especiais Picrosirius Red e orceina
foram utilizadas para avaliar a matriz extracelular composta por coldgeno e fibras
elasticas, respectivamente. Para andlise da gradacdo histolégica dos tumores, foram
considerados os parametros definidos pela Classificagdo da Organizacdo Mundial de
Sadde (OMS, 2017), deste tumor.

Os figados dos camundongos foram analisados histogicamente por HE e pela
coloragao acido periddico-Schiff (PAS) para uma melhor avaliagdo do glicogénio nas
células hepaticas e também para confirmar a presenca de degeneracdo hidrépica neste
orgdo. Os rins foram analisados por HE e pelas coloragdes especiais PAS e Picrosirius
Red para uma melhor avaliacdo da presenca de degeneracdo hialina e fibrose nestes
orgdos, respectivamente. As alteracdes dos coracdes e pulmdes foram analisadas por

HE.

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram compilados em um banco de dados organizado em
planilhas do programa operacional Microsoft Excel e a andlise estatistica foi realizada
utilizando o programa GraphPad Prism versdao 6.03 (GraphPad Software, Inc., San
Diego,USA). Os dados foram analisados segundo a distribuicdo na curva normal de
Gauss. Os valores de Cls foram obtidos através de regressdo ndo linear, a partir de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. O indice de seletividade (IS) foi
calculado com a seguinte férmula: IS = Clsy (células ndao tumorais) /Clsy (células
tumorais). A diferenca entre os grupos dos ensaios in vitro e in vivo foi avaliada pelo
teste ANOVA (andlise de variancia) seguida do teste de Student-Newman-Keuls (p
<0,05). A andlise estatistica deste estudo considerou como nivel de significancia o valor

de “p” correspondente a alfa (o) menor ou igual a 5%.

Em relagdo a andlise do PCR Array, apds as corridas de amplificacdo e
dissociagdo, os valores de quantificacdo relativa (QR) foram obtidos com o auxilio do
programa Gene Expression Suite™ (AppliedByosistems, USA) em comparacdo com o
calibrador (células tratadas com o controle negativo DMSO 0,2%, QR = 1,0), de acordo
com o método comparativo de Cq (AACQ) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Com isso,
os genes considerados superexpressos apresentaram valores de QR > 2 e subexpressos

com valores de QR <0,5.
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6 RESULTADOS

6.1 EFEITOS DA B-LAPACHONA E SEUS DERIVADOS 3-10DO NA ATIVIDADE
CITOTOXICA EM DIFERENTES LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS
HUMANAS

A B-lapachona apresentou citotoxicidade com valores de Clsy que variaram de
0,06 a 48,9 uM para as linhagens SCC15 e APC02, respectivamente. A 3-I-a-lapachona
apresentou valores de Clsy que variaram de 2,2 a 11,8 uM para as linhagens K562 e
HepG2, respectivamente. A 3-I-B-lapachona apresentou valores de Clsy que variaram de
0,02 a 2,5 uM para as linhagens HL60 e SCC9, respectivamente.

Os novos derivados 3-iodo apresentaram uma atividade citot6xica mais potente
para algumas linhagens tumorais por apresentarem valores de Clsy menores do que a -
lapachona. A 3-I-a-lapachona apresentou valores de Clsy 2 vezes menor para as células
SCC4 quando comparada a -lapachona, 2,4 vezes menor para AGPO1, 4,3 vezes menor
para ACP02, 3,2 vezes menor para ACP03, 3,8 vezes menor para HT-29, por apresentar
valores de Clso menores, respectivamente, quando comparados com a B-lapachona. A 3-
I-B-lapachona apresentou valores de Clsp 9 vezes menor para células SCC4 quando
comparada a B-lapachona, 2,5 vezes menor para células HepG2, 29 vezes menor para
AGPO1, 35 vezes menor para ACP02, 22 vezes menor para ACP03, 27 vezes menor
para HT-29 e 14 vezes menor para HCT-116.

Para as células ndo tumorais, a B-lapachona apresentou citotoxicidade com
valores de Clsp que variaram de 0,4 a 82,7 uM para as células HaCaT e PBMC,
respectivamente. A 3-I-a-lapachona apresentou valores de Clsy que variaram de 4,3 a
14,8 uM para as células MRC5 e PBMC, respectivamente. A 3-I-fB-lapachona
apresentou valores de Clsp que variaram de 1,2 a 33,8 uM para as células MRCS5 e
PBMC, respectivamente.

A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, também apresentou atividade
citotéxica, com valores de Clsp que variaram de 0,01 a 6,8 uM para as linhagens
HL60/HepG2 e APCO02, respectivamente. Para as células ndo tumorais, a doxorrubicina
apresentou valores de Clsy que variaram de 0,1 a 5,2uM para as células HaCaT e
PBMC, respectivamente. A tabela 2 apresenta os valores de Clsy encontrados paras as
células tumorais e ndo tumorais.

Em relacdo ao indice de seletividade (IS), os resultados foram bem diferentes

para as células nao tumorais HaCaT, MRCS5 e PBMC conforme demonstrado na Tabela
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3. Os valores de IS sdo considerados significativos quando apresentam valores de IS >
2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990). De forma geral, a B-lapachona e seus derivados 3-
iodo apresentaram uma maior seletividade quando os valores de Clsy das células
tumorais foram comparados aos valores das células mononucleares. A B-lapachona, 3-1-
a-lapachona, 3-I-B-lapachona apresentaram IS de 82,7 uM, 3,3 uM e 33,8 uM,

respectivamente, em células HSC3.
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Tabela 2. Atividade citotoxica da B-lapachona e seus derivados 3-iodo

CIso em uM
Células DOX p-lapachona 3-I-o-lapachona 3-1-p-lapachona
Células tumorais
HSC 3 0,3 1,0 4,5 1,0
0,05 - 0,66 0,70 - 1,52 3,13-6,19 0,70 - 1,40
SCC4 0,07 16,2 7,5 1,8
0,05- 0,09 10,70 — 25,06 6,31 -9,11 1,40 -2,1
SCC9 0,8 0,2 8.4 2,5
0,14 -1,26 0,03 -0,56 542 -13,15 1,17 -5,61
SCC 15 1,5 0,06 4,3 0,8
0,42 - 1,57 0,03 -1,29 3,11 -6,07 0,47 - 1,64
SCC 25 1,4 2,8 8,1 2,5
0,61 -2,92 2,05-3,74 6,50 — 10,04 2,10 -3,04
HepG2 0,01 1,0 11,8 0,4
0,01 - 0,04 0,50 -1,95 9,44 — 14,65 0,23 -0,93
HL60 0,01 0,1 4,0 0,02
0,01 -0,03 0,03 - 0,60 3,22 -5,07 0,02 -0,12
K562 0,05 1,3 2,2 0,7
0,04 - 0,09 0,36 —2,22 0,77 - 5,47 0,23 -1,64
AGP 01 1,9 20,3 8,4 0,7
0,45-2,34 14,77 - 27,98 6,82 - 10,40 0,23 -1,64
ACP 02 6,8 48,9 11,3 1,4
0,56 — 24,31 34,17 -70,13 9,70 - 13,15 1,17 - 1,64
ACP 03 2,3 15,5 4,8 0,7
0,51 -3,20 10,76 — 22,28 3,57 - 6,40 0,47 -1,17
HT-29 0,3 25,0 6,6 1,1
0,26 - 0,44 18,14 — 34,60 5,34 - 7,90 0,93 -1,40
HCT-116 0,2 5,6 3,0 0,4
0,12-0,42 4,67 -6,75 2,52 -3,67 0,23 -0,47
Células nao tumorais
HaCaT 0,1 0,4 8,0 1,8
0,01 -0,30 0,10-1,95 4,44 — 14,46 0,93 - 3,55
MRC5 0,8 37,7 4,3 1,2
0,48 - 1,25 19,67 — 72,18 4,26 -5,72 0,77 - 1,87
PBMC 5,2 82,7 14,8 33,8
1,39 - 5,67 53,7-90,8 5,02 - 18,62 12,54 - 38,70

Dados apresentados como valores de Clsy em uM e intervalo de confianca de 95% obtidos por regressdo
ndo linear de trés experimentos independentes realizados em duplicata, pelo ensaio de alamar blue, ap6s
72 horas de incubagio.
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Células

Células nao tumorais

) HaCaT MRC5 PBMC
tumorais
DOX B-lap 3-I-o-lap 3-I-B-lap DOX B-lap 3-I-0-lap  3-I-B-lap DOX p-lap 3-I-a-lap 3-1-p-lap

HSC 3 0,3 0,4 1,8 1,8 2,7 37,7 0,9 1,2 17,3 82,7 3,3 33,8
SCC4 1,4 0,02 1,1 1,0 11,42 2,3 0,6 0,7 74,3 5,1 2,0 18,8
SCCH 0,1 2,0 1,0 0,7 1,0 188,5 0,5 0,5 6,5 413,5 1,8 13,5
SCC 15 0,06 6,7 1,9 2,3 0,5 628,3 1,0 1,5 3,5 1.378,3 34 42,3
SCC25 0,07 0,1 1,0 0,7 0,6 13,4 0,5 0,5 3,7 29,5 1,8 13,5
HepG2 10,0 0,4 0,7 4.5 80 37,7 0,4 3,0 520,0 82,7 1,3 84,5
HL60 10,0 4,0 2,0 90,0 80 377 1,1 60,0 520,0 827,0 3,7 1.690,0
K562 2,0 0,3 3,6 2,6 16 29,0 1,9 1,7 104,0 63,6 6,7 48,3
AGP 01 0,05 0,02 1,0 2,6 0,4 1,8 0,5 1,7 2,7 4,1 1,8 48,3
ACP 02 0,01 0,01 0,8 1,3 0,1 0,8 0,4 0,8 0,7 1,7 1,3 24,1
ACP 03 0,04 0,03 1,6 2,6 0,3 24 0,9 1,7 2,3 5,3 3,1 48,3
HT-29 0,3 0,02 1,2 1,6 2,7 1,6 0,6 1,9 17,3 3,3 2,2 30,7
HCT-116 0,5 0,07 2,7 4.5 4,0 6,8 1,4 3,0 26,0 14,8 49 84,5

Os dados apresentados sdo o indice de seletividade (IS) calculado com a seguinte férmula: IS = Cls [células ndo tumorais] /Cls, [células tumorais]. A doxorrubicina (DOX)
foi utilizada como controle positivo.
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6.2 EFEITO DA B-LAPACHONA E SEUS DERIVADOS 3-IODO SOBRE A
FORMACAO DE ESFERAS EM CULTURA EM 3D

O efeito citotoxico da B-lapachona e seus derivados 3-iodo também foi realizado
em um modelo tridimensional (3D) in vitro de esferoides multicelulares de céncer
formados a partir de células HSC3. As alteracdes morfoldgicas dos esferoides tratados
com B-lapachona e seus derivados 3-iodo indicam permeabilidade ao fadrmaco na cultura
3D (Figura 2). O valor Cls da B-lapachona foi de 9,8 uM apds 72 h de incubagdo. A 3-
I-a-lapachona apresentou uma Clsy de 8,1 uM e 3-I-B-lapachona de 2,3 uM. Por outro
lado, a doxorrubicina apresentou valor de Clso de 43,5 uM. A tabela 4 apresenta os
resultados encontrados da Clsy da B-lapachona e seus derivados 3-iodo no modelo 3D in

vitro em células HSC3.

Tabela 4. Atividade citot6xica da B-lapachona e seus derivados 3-iodo no modelo 3D in

vitro em células HSC3

Cls5p em uM
Esferoides Doxorrubicina B-lapachona 3-I-a-lapachona 3-1-B-lapachona
43,5 9.8 8,1 23
HSC3 22,4 - 84,6 5,6-169 49-133 1,5-3.6

Dados apresentados como valores de Clsy em uM e intervalo de confianca de 95% obtidos por regressdo
ndo linear de trés experimentos independentes realizados em duplicata, pelo ensaio de alamar blue, apds
72 horas de incubagio.
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B-lapachona 3-I-a-lapachona 3-I-B-lapachona

Figura 2. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo no modelo 3D in vitro de esferoides multicelulares de cancer formados a partir de células HSC3. As
células foram examinadas com o auxilio de microscépio de inversdo (Leica DMi8, Wetzlar, Germany), as alteracdes morfolégicas foram avaliadas e
fotografadas (bar = 100 um) utilizando o software Leica Application Suite X (XLAS X, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).
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6.3 EFEITO DA B-LAPACHONA E SEUS DERIVADOS 3-I0DO SOBRE O CICLO
CELULAR E PADRAO DE MORTE CELULAR EM CELULAS DE CEO

Para estudar o efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre o ciclo
celular e padrao de morte celular em células de CEO, uma série de novos experimentos
foram realizados utilizando a linhagem HSC3. Nesses experimentos adicionais, o efeito
dos compostos sobre a viabilidade celular foi confirmado através do ensaio de exclusao
de azul de tripam, enquanto o conteido do DNA nuclear, que reflete as fases do ciclo
celular, a andlise morfologica, a externalizacdo da fosfatidilserina, despolariza¢ao
mitocondrial e aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio foram
determinados por citometria de fluxo. Adicionalmente, outros ensaios foram realizados
para avaliar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre as alteragdes
morfoldgicas também através da coloracdo por May-Griinwald-Giemsa, ativagdo das
caspases através de ensaio colorimétrico e intercalacao de DNA utilizando o brometo de

etidio como agente intercalante.

6.3.1 Efeito da [-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a viabilidade de células
HSC3

A confirmagdo dos efeitos citotéxicos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo
sobre viabilidade celular foi realizada utilizando o ensaio de exclusdo por azul de tripam
em células HSC3 (Figura 3). Os resultados demonstraram que o tratamento com todos
os compostos reduziu significativamente o nimero de células HSC3 vidveis quando
comparado com o controle negativo (DMSO 0,2%) apds 12, 24, 48 e 72 horas de
exposi¢do. A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, também reduziu o
namero de células vidveis a partir de 12 horas de tratamento. Em relagdo ao nimero de

células nao vidveis, ndo houve diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 3. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a viabilidade de células HSC3,
determinado pelo ensaio de exclusdo do corante azul de tripam apds 12, 24, 48 e 72 horas de
tratamento. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para
solubilizar e diluir as substancias teste. A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi utilizada como
controle positivo. Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por
ANOVA (andlise de variincia) seguido por Student Newman-Keuls.
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6.3.2 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre o ciclo celular e
fragmentagcdo do DNA internucleosomal em células HSC3

A fragmentacao do DNA internucleosomal foi analisada por citometria de fluxo,
com o intuito de diferenciar as fases do ciclo celular. As células em sub-G; foram
consideradas como células com fragmentacdo do DNA internuclossomal. Apds 24 horas
de incubagdo, um aumento significante de células HSC3 na fase Go/M foi observado
(40,62% para o tratamento com [B-lapachona e 41,47% para o tratamento com 3-I-a-
lapachona 9 uM em compara¢do com 20,01% do controle negativo). A 3-I-p-lapachona
1 uM também aumentou o ndmero de células Go/M, mas o valor ndo foi
estatisticamente significante. Essa parada do ciclo celular na fase G,/M foi seguida de
aumento significante de fragmentacdo do DNA internucleosomal, como pode ser
observado apds 48 e 72 horas de incubag¢ao com 3-I-f-lapachona. O tratamento com [3-
lapachona e 3-I-a-lapachona também aumentou a fragmentacio do DNA
internucleosomal, mas o valor ndo foi estatisticamente significante.

A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, induziu parada do ciclo
celular na fase Go/M com 24 horas de incubacdo. A partir de 48 horas de incubacdo, a
parada do ciclo celular foi seguida do aumento da fragmentacio do DNA
internucleosomal, como observado pelo aumento significativo do nimero de células em
sub-Gq.

A tabela 5 apresenta os resultados da anédlise das fases do ciclo celular e a
Figura 4 mostra os histogramas representativos do ciclo celular apds o tratamento com

B-lapachona e seus derivados 3-iodo.
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Tabela 5. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre o ciclo celular e
fragmentacao do DNA internucleosomal em células HSC3

Tratamento Concentracio Distribuiciao do contetido de DNA (%)
(nM) Sub-G, Gy/G, S G,YM
12h de tratamento
DMSO 0,2% - 2,81£1,15 51,514£3,71 11,49+2.42 25,69+1,01
Doxorrubicina 0,5 8,06+3,05 48,10+9,19 9,72+1,71 42,30+7,21
B-lapachona 1 5,68+1,56 32,004£3,97* 21,88+3,91* 37,5146,23
3-I-a-lapachona 4,5 8,39+43,02 36,25+2,57 24,81+3,31* 27,76£2,79
9 8,10+2,28 36,77+1,10 25,76%1,24* 30,2146,35
3-1-B-lapachona 1 7,68+4,35 33,89+3,77* 18,07+1,12 34,5244,53
2 14,93+4,76 33,10+1,81%* 16,55+3,34 29,1945,24
24h de tratamento
DMSO 0,2% - 5,2040,78 55,01+3.33 16,45+1,62 20,01+1,88
Doxorrubicina 0,5 18,92+1,89 31,76+£2,93* 10,90+1,51 37,16+4,15%
B-lapachona 1 4,62+10 32,9746,20%* 17,26+3,01 40,62+5,66*
3-I-a-lapachona 4,5 8,28+2,31 41,97+4,54 15,99+1,25 32,1943,75
9 8,74+1,39 33,1546,27* 16,60+3,81 41,47+3,86*
3-1-B-lapachona 1 9,16+2,93 41,85+2,50 14,15+2,82 33,49+3,69
2 27,10+9,83* 38,17+6,51 13,32+2.95 21,15+£2,04
48h de tratamento
DMSO 0,2% - 10,60+1,75 56,1345,20 14,26+2,33 13,72+1,40
Doxorrubicina 0,5 65,74+3,29* 14,39+2,49* 5,69+1,71* 8,83+1,08
B-lapachona 1 25,59+4,48 38,08+4,14* 12,24+3,06 23,74+4,05
3-I-a-lapachona 4,5 15,95+1,37 49,81+2,62 10,28+1,58 18,87+2,53
9 18,80+1,46 47,58+2,99 9,69+1,43 23,2243,79
3-1-B-lapachona 1 32,34+10,07* 38,9245,55% 7,97£1,60 20,58+4,46
2 80,83+£5,51* 11,56+4,31* 2,93+1* 4,69+1,46
72h de tratamento
DMSO 0,2% - 17,35+1,68 62,40+6,04 7,58+0,89 10,35+2,58
Doxorrubicina 0,5 69,52+10,12* 12,89+4,33* 4,87+1,63 13,81+4,87
B-lapachona 1 22,41+1,47 39,2945,13%* 10,38+2,18 29,09+2,52*
3-I-a-lapachona 4,5 26,04+4,13 44,61+5,18* 8,11+2,14 20,30+8,02
9 27,3243,14 40,32+3,95* 10,26+1,95 19,00+2,76
3-1-B-lapachona 1 34,68+3,21 39,14+4,26* 11,01+1,88 13,57+1,55
2 80,85+6,27* 12,67+4,64* 1,98+0,53 4,31+1,44

A tabela apresenta os valores correspondentes a média + E.P.M de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para
solubilizar e diluir as substancias. A doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os detritos celulares
foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. * p < 0,05 quando
comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student Newman-

Keuls.
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Figura 4. Histogramas representativos da andlise da progressdo do ciclo celular apds o tratamento com B-lapachona e seus derivados 3-iodo. As células foram
tratadas por 12, 24, 48 e 72 h. Em seguida, as células foram marcadas com iodeto de propidio (2 ug/mL) e o contetido de DNA foi analisado por citometria de
fluxo. A distribui¢do e porcentagem de células em Sub-G;, G¢/G;, S e Go/M estdo indicadas. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%)
utilizado para solubilizar e diluir as substincias. A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os dados sdo representativos de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram omitidos das anélises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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6.3.3 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a morfologia das células
HSC3

Na anédlise morfologica de células HSC3 tratadas com [-lapachona e seus
derivados 3-iodo através da coloracdo May-Griinwald-Giemsa (Figura 5), observamos
uma reducdo no volume celular, redu¢cdo da proporcao niucleo/citoplasma, aumento da
fragmentacdo nuclear e condensacdo da cromatina, picnose e cariorrexe. Ainda,
podemos observar uma perda de adesdo celular e formacao de corpos apoptoticos, essas
alteracoes foram bem evidentes nas células tratadas com 3-I-B-lapachona e
doxorrubicina a partir de 24h de tratamento.

Em adic¢do, a andlise morfoldgica também foi avaliada por citometria de fluxo. O
tratamento de células HSC3 com [-lapachona e seus derivados 3-iodo causou
encolhimento celular, observado pelo decréscimo da dispersdao luminosa para frente
(FSC) e condensac¢@o nuclear, como observado por um aumento na dispersdo lateral
(SSC) (Figura 6). A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, também causou
alteracdes condizentes com mecanismos apoptoticos de morte. Conforme demonstrado,

os efeitos na morfologia foram concentragdo e tempo dependente.
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CTL DOX B-lapachona 3-1-g-lapachona 4,5 uM 3-I-u-lapachona 9 pM  3-I-B-lapachona 1 uM  3-I-f-lapachona 2puM

.x‘

12h

48h

Figura 5. Fotomicrografias representativas da analise morfolégica de células HSC3 através da coloragdo com May-Griinwald-Giemsa, apds o tratamento com
B-lapachona e seus derivados 3-iodo. As células foram tratadas com os compostos-teste por 12, 24, 48 e 72 h. A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi utilizada
como controle positivo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substincias. As imagens sdo
representativas de tr€s experimentos independentes realizados em duplicata e analisadas em microscépio optico.
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Figura 6. Dotplots representativos das caracteristicas de dispersdo da luz em células HSC3 tratadas com B-lapachona e seus derivados 3-iodo. FSC (Forward
scatter — desvio de luz para frente) e SSC (Side scatter — desvio de luz para o lado), determinados por citometria, foram utilizados como parametros de
tamanho relativo e granulosidade ou complexidade interna da célula, respectivamente, apds o periodo de tratamento de 12, 24, 48 e 72 h. O controle negativo
foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substincias. A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi utilizada como controle
positivo. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000
eventos foram analisados por amostra.
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6.3.4 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a externalizacdo da
fosfatidilserina em células HSC3

A avaliagado do perfil de morte celular foi verificada a partir da externalizagao da
fosfatidilserina (Figuras 7 e 8) e permeabilidade da membrana citoplasmatica utilizando
anexina V-FITC e IP. Os resultados obtidos demonstram uma exposicao significativa de
fosfatidilserina em células HSC3 tratadas com 3-I-B-lapachona (2 uM), em todos os
tempos avaliados, quando comparada com o grupo controle negativo (DMSO 0,2%).
Por outro lado, a P-lapachona e 3-I-o-lapachona demonstraram uma exposi¢ao
significativa de fosfatidilserina apds 72 horas de incuba¢do. Adicionalmente, um
aumento da permeabilidade da membrana citoplasmdtica foi observada em células
HSC3 tratadas com 3-I-B-lapachona (2 uM) a partir de 48 horas de incubagio,
indicando um processo tardio de morte por apoptose. Em adi¢do, o pré-tratamento com
um inibidor de caspases, Z-VAD(OMe)-FMK impediu o aumento de apoptose induzida
pelos compostos-teste nas concentragdes testadas, apds 72h de tratamento (Figuras 9 e
10).

A doxorrubicina (0,5 uM), utilizada como controle positivo, também induziu
aumento na externalizacdo da fosfatidilserina de modo significativo em todos os tempos
de tratamento, quando comparada ao grupo controle negativo (DMSO 0,2%). Um
aumento da marcacdo apenas para IP também foi observado, indicando um dano

membranar sem exposicao externa da fosfatidilserina.
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Figura 7. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a externalizacéo da fosfatidilserina em células HSC3 determinando por citometria de fluxo
usando anexina V-FITC. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. A doxorrubicina
(DOX, 0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os
detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por
ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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Figura 8. Dotplots representativos do efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a externalizagio da fosfatidilserina de células HSC3, determinados
por citometria de fluxo usando anexina V-FITC. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias
testes. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os dados sdo representativos de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 9. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a externalizagdo da
fosfatidilserina em células HSC3 determinando por citometria de fluxo usando anexina V-
FITC com o pré-tratamento com inibidor Z-VAD(Ome)-FMK apds 72h de tratamento com
os compostos-teste. As concentragdes utilizadas para este ensaio foram 1, 9 e 2 uM para -
lapachona, 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona, respectivamente. O controle negativo foi
tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste.
A doxorrubicina (DOX, 0,5 pM) foi usada como controle positivo. Os valores respondem a
média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os detritos
celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. * p <
0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia)
seguido por Student Newman-Keuls. # p <0,05 em comparacdo com o respectivo
tratamento sem inibidor de caspases por ANOVA seguido do teste de Student Newman-
Keuls.
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Z-VAD(Ome)-FMK

Anexina V: FITC

Figura 10. Dotplots representativos dos efeitos do inibidor Z-VAD(Ome)-FMK sobre a externalizagdo da fosfatidilserina de células HSC3 tratadas com f3-
lapachona e seus derivados 3-iodo, determinados por citometria de fluxo usando anexina V-FITC. As concentracdes utilizadas para este ensaio foram 1, 9 e 2
uM para B-lapachona, 3-I-a-lapachona e 3-1-fB-lapachona, respectivamente. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para
solubilizar e diluir as substancias testes. A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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6.3.5 Efeito da fp-lapachona e seus derivados 3-iodo na atividade das caspases 8 e 9

A figura 11 apresenta o efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo na
atividade das caspases 8 e 9, os resultados demonstraram um aumento significativo na
ativacdo das caspases 8 e 9 em células HSC3 tratadas com B-lapachona e seus derivados
3-iodo nas concentracdes testadas em comparagdo com o controle negativo. Ainda,
observamos uma ativacdo significativa das caspases 8 e 9 apds o tratamento com o

controle positivo, doxorrubicina.
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Figura 11. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo na atividade das caspases 8 ¢ 9
determinada por ensaio colorimétrico apds 72 horas de incubac¢do. O controle negativo (CTL)
foi tratado com o veiculo (0,2% de DMSO) usado para diluir o composto testado. A
doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi utilizada como controle positivo. Os dados sdo apresentados
como a média + E.P.M. de trés experi€ncias independentes realizadas em duplicata. * p < 0,05
em comparacdo com o controle negativo por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-
Keuls.
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6.3.6 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a despolarizacdo
mitocondrial

A Figura 12 apresenta os resultados da determinacdo do potencial
transmembranico mitocondrial em células da linhagem HSC3 tratadas com B-lapachona
e seus derivados 3-iodo. Os resultados demonstraram um aumento significativo da
despolarizacdo da membrana mitocondrial através da redu¢do da marcacdo de rodamina
123 apds 48 horas de tratamento com 0s compostos-teste. A doxorrubicina, usada como
controle positivo, também reduziu significativamente o potencial transmembranico

mitocondrial.
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Figura 12. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre o potencial transmembranico
de células HSC3 determinado por citometria de fluxo usando rodamina 123. O controle
negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as
substancias teste. A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi usada como controle positivo. Dez mil
eventos foram analisados em cada experimento e os detritos celulares foram excluidos das
andlises. Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise de
variancia) seguido por Student Newman-Keuls.



61

6.3.7 Efeito da atividade citotoxica da f-lapachona e seus derivados 3-iodo em células
de fibroblastos embriondrio nocauteadas para o gene BAD

A atividade citotoxica da B-lapachona e seus derivados 3-iodo foi avaliada em
células de fibroblastos embrionarios imortalizados de murinos, ndo mutado, (WT SV40
MEF) e fibroblastos embriondrios imortalizados de murinos com o gene BAD
nocauteado (BAD KO SV40 MEF). Os valores de Clsy para B-lapachona foram de 0,72
pM para célula WT SV40 MEF e 0,50 uM para BAD KO SV40 MEF. A 3-l-a-
lapachona apresentou valores de Clso de 5,14 e 3,50 uM, em células WT SV40 MEF e
BAD KO SV40 MEF, respectivamente. Os valores de Clsy para 3-I-B-lapachona foram
de 3,97 uM para célula WT SV40 MEF e 1,70 uM para BAD KO SV40 MEF. O
controle positivo, doxorrubicina, apresentou valores de Clsp de 0,04 e 0,41 uM, em

células WT SV40 MEF e BAD KO SV40 MEF, respectivamente.
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6.3.8 Efeito da [-lapachona e seus derivados 3-iodo na producdo de espécies reativas
de oxigénio

A Figura 13 apresenta os resultados da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) apds 1 e 3 horas de tratamento com [B-lapachona e seus derivados 3-
iodo em células HSC3 através da marcacdo de diacetato de 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCF-DA). Os resultados demonstraram um aumento
significativo dos niveis de espécies reativas de oxigénio apds lh de incubagdo nas
células HSC3 tratadas com [B-lapachona e 3-I-a-lapachona (9 uM). Por outro lado, o
composto 3-I-B-lapachona (2 uM) aumentou significativamente os niveis de espécies
reativas de oxigénio apés 1 e 3h de incubac@o. A doxorrubicina e o peréxido de
hidrogénio, usados como controles positivos, também apresentaram um aumento
significativo nos niveis de espécies reativas de oxigénio apds 1 e 3 horas de incubagao

em cé€lulas HSC3.
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Figura 13. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre os niveis de espécies reativas
de oxigénio (ERO) em células HSC3 apds 1 e 3 h determinado por citometria de fluxo. O
controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as
substéncias teste. O peréxido de hidrogénio (H,0,, 200 uM) e a doxorrubicina (DOX, 0,5 uM)
foram utilizados como controles positivo. Dez mil eventos foram analisados em cada
experimento e os detritos celulares foram excluidos das anélises. Os valores respondem a média
+ E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando
comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student
Newman-Keuls.
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Em adicdo, o pré-tratamento com o antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC)
impediu o aumento dos niveis de ERO intracelular induzido pela B-lapachona e seus
derivados de 3-iodo (Figura 14A). Além disso, o pré-tratamento com catalase, que induz
a decomposicao de peréxido de hidrogénio, também impediu o aumento dos niveis de
ERO intracelular induzido pelos compostos, indicando que hd uma producdo de

peréxido de hidrogénio pelos compostos-teste (Figura 14B).
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Figura 14. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre os niveis de espécies reativas
de oxigénio em células HCS3 determinado por citometria de fluxo com o pré-tratamento com
NAC (A) e catalase (B). O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado
para solubilizar e diluir as substancias teste. O peréxido de hidrogénio (H,O,, 200 pM) e a
doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foram utilizados como controles positivo. Dez mil eventos foram
analisados em cada experimento e os detritos celulares foram excluidos das andlises. Os valores
respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em duplicata. * p <
0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise de varidncia) seguido
por Student Newman-Keuls. # p <0,05 em comparacdo com o respectivo tratamento sem NAC
ou catalase por ANOVA seguido do teste de Student Newman-Keuls.
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O pré-tratamento com NAC também impediu o aumento de apoptose induzida

pelos compostos-teste nas concentragdes testadas, apds 72h de tratamento (Figuras 15 e

16).
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Figura 15. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a externalizacdo da
fosfatidilserina em células HSC3 determinando por citometria de fluxo usando anexina V-
FITC com o pré-tratamento com o antioxidante NAC, apds 72h de tratamento com 0s
compostos-teste. As concentragdes utilizadas para este ensaio foram 1, 9 e 2 pM para B-
lapachona, 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona, respectivamente. O controle negativo foi
tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste.
A doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os valores respondem a
média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Os detritos
celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. * p <
0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variancia)
seguido por Student Newman-Keuls. # p <0,05 em comparacio com o respectivo
tratamento sem NAC por ANOVA seguido do teste de Student Newman-Keuls.
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Figura 16. Dotplots representativos dos efeitos do antioxidante N-acetil-L-cisteina (NAC) sobre a externaliza¢do da fosfatidilserina de células HSC3 tratadas
com B-lapachona e seus derivados 3-iodo, determinados por citometria de fluxo usando anexina V-FITC. As concentragdes utilizadas para este ensaio foram 1,
9 e 2 uM para B-lapachona, 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona, respectivamente. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para
solubilizar e diluir as substincias testes. A doxorrubicina (0,5 uM) foi usada como controle positivo. Os dados sdo representativos de tr€s experimentos

independentes realizados em duplicata. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
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6.3.9 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo na producdo de oxido nitrico
intracelular

A figura 17 apresenta os resultados da produgao de 6xido nitrico (NO) apés 1 h
de tratamento com B-lapachona e seus derivados 3-iodo em células HSC3. Os resultados
demonstraram um aumento significativo dos niveis de 6xido nitrico apés 1h apenas para

as células tratadas com 3-I-a-lapachona (9 uM).
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Figura 17. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre os niveis 6xido nitrico em
células HSC3 ap6s 1 h determinado por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado com
o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. O peréxido de
hidrogénio (H,O,, 200 uM) e a doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foram utilizados como controles
positivos. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento e os detritos celulares foram
excluidos das andlises. Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o controle negativo

por ANOVA (anélise de variincia) seguido por Student Newman-Keuls.
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6.3.10 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo na produgdo de dnions de
superoxido intracelular

A Figura 18 apresenta os resultados da producdo de anions de superdxido
intracelular ap6s lh de tratamento com [-lapachona e seus derivados 3-iodo e os
resultados demonstraram que nenhum composto-teste induz aumento de superdxido
intracelular nas concentragdes testadas. Por outro lado, a doxorrubicina e o peréxido de
hidrogénio, usados como controles positivos, apresentaram um aumento significativo

nos niveis de superéxido apés 1h de incubagdo em células HSC3.
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Figura 18. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre os niveis 6xido nitrico em
células HSC3 apés 1 h determinado por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado com
o veiculo (DMSO 0,2%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. O peréxido de
hidrogénio (H,O,, 200 uM) e a doxorrubicina (DOX, 0,5 uM) foram utilizados como controles
positivos. A hidroetidina foi utilizada para detectar niveis de superéxido celular. Dez mil
eventos foram analisados em cada experimento e os detritos celulares foram excluidos das
andlises. Os valores respondem a média + E.P.M. de trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o controle negativo por ANOVA (andlise de
variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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6.3.11 Efeito da p-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a intercalacdo de DNA

A B-lapachona e seus derivados 3-iodo ndo conseguiram induzir a intercalacio
de DNA porque nio diminuiram a fluorescéncia do brometo de etidio do DNA do timo
do bezerro (ctDNA). Por outro lado, a doxorrubicina, um intercalador de DNA

conhecido, reduziu significativamente a fluorescéncia neste ensaio.

6.4 EFEITO DA B-LAPACHONA E DE SEUS DERIVADOS 3-I0ODO SOBRE A
EXPRESSAO DE GENES ALVOS RELACIONADOS AO CANCER EM CELULAS
HSC3

O efeito da B-lapachona e de seus derivados 3-iodo sobre a expressao de 92
genes alvos relacionados ao cancer em células HSC3 foi analisado por qPCR Array
usando uma placa de 96 pocos TagMan® Array Human Molecular Mechanisms of
Cancer (ID 4418806, Applied Biosystems ). Os genes avaliados no PCR Array estdo
relacionados com apoptose, proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo, além de alguns
componentes de vias de sinalizacdo que estdo alterados em células neoplésicas. Os
resultados podem ser observados na Figura 19 e Tabela A1 (Apéndice).

Em relacdo aos genes relacionados a apoptose, o receptor da cadeia extrinseca
apoptotica (FAS) apresentou uma superexpressao de RNAm apds tratamento com
doxorrubicina (QR= 34,22) e 3-1-B-lapachona (QR= 4,18). Por outro lado, as células
tratadas com B-lapachona (QR= 0,76) e 3-I-a-lapachona (QR= 0,92) apresentaram
menores niveis de FAS transcrito em relagdo ao controle. No entanto, todas as células
tratadas nao apresentaram expressdo de transcritos do ligante FASLG. Quanto as
proteases que iniciam a cascata apoptética, uma superexpressao de CASP8 RNAm foi
detectada apds tratamento com doxorrubicina (QR= 40,15), embora transcritos de
CASP9 ndo tenham sido observados. Por sua vez, as células tratadas com a 3-I-B-
lapachona apresentaram superexpressdo de transcritos de ambas caspases, CASP 8
(QR= 4,94) e CASP9 (QR= 104,90). No entanto, os niveis de transcritos da CASP8
foram inferiores ao grupo controle em células tratadas com B-lapachona (QR= 0,89) e 3-
I-a-lapachona (QR= 0,71). Por dltimo, CASP9 RNAm apresentou niveis similares ao
controle apds tratamento com [-lapachona (QR= 1,59), enquanto que no tratamento
com 3-I-a-lapachona nao foi detectado expressao deste transcrito.

O gene anti-apoptético BCL2 estava superexpresso apds tratamento com

doxorrubicina (QR= 372,27) e 3-I-B-lapachona (QR=14) e, por outro lado, apresentou
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niveis de transcritos similares ao controle apds tratamento com 3-I-a-lapachona (QR=
1,51) e ndo foi detectado em células tratadas com B-lapachona. Porém, o gene pro-
apotdtico BAX apresentou niveis bastante elevados de RNAm apds tratamento com
doxorrubicina (QR= 1.346,13), B-lapachona (QR= 3,24) e 3-I-B-lapachona (QR=
37,86). No entanto, este gene se apresentou subexpresso em relacdo ao controle no
tratamento com 3-I-a-lapachona (QR=0,76).

Apesar do receptor do gene de sobrevivéncia celular, o IGFIR, estar
superexpresso em células tratadas com doxorrubicina (QR= 1.398,54), B-lapachona
(QR= 3,51) e 3-I-B-lapachona (QR= 22,07), nenhum transcrito do gene IGF1 foi
detectado nas células apds tratamento para qualquer droga aplicada. O tratamento com
doxorrubicina e 3-I-B-lapachona provocaram uma superexpressao do sinal de
sobrevivéncia AKTI1 (Doxorrubicina: QR= 570,92; 3-I-B-lapachona: QR= 42,87),
AKT2 (Doxorrubicina: QR= 211,03; 3-I-B-lapachona: QR= 17,12) e PI3K
(Doxorrubicina: QR= 210,21; 3-I-B-lapachona: QR= 22,10). Porém, o tratamento com
3-I-a-lapachona provocou uma reducdo do sinal de sobrevivéncia celular em
comparacdo a células ndo tratadas, ocorrendo menores niveis de transcrito de AKT2
(QR=0,65) e PI3K (QR= 0,82), embora niveis similares de AKT1 RNAm (QR= 1,28).
O tratamento com a [-lapachona teve resultados divergentes, sendo observado uma
superexpressao de AKT1 (QR= 3,58), niveis de transcritos de PIK3 inferiores as células
ndo tratadas (QR= 0,68) e de AKT2 RNAm apresentou niveis similares ao controle
negativo (QR= 1,53).

Quanto a expressdo génica das ciclinas (CCNDs), apds tratamento com
doxorrubicina e 3-I-B-lapachona observou-se uma superexpressdo de transcritos das
ciclinas, CCNDI1 (doxorrubicina: QR= 1.645,54; 3-1-B-lapachona: QR= 41,35), CCND2
(doxorrubicina: QR= 658,45; 3-I-B-lapachona: QR= 25,81) e CCND3 (doxorrubicina:
QR= 1.382,27; 3-1-B-lapachona: QR= 42,06). Em células tratadas com B-lapachona, foi
observado superexpressao de transcritos de CCND1 (QR=4,31) e CCND3 (QR=11,63),
porém os niveis de transcritos CCND2 (QR= 2,58) foram similares ao controle. O
tratamento com o 3-I-a-lapachona provocou uma subexpressio de CCND2 RNAm
(QR= 0,63), enquanto niveis de transcritos similares ao grupo controle foi observado
para CCNDI1 (QR=1,44) e CCND3 (QR=1,52).

O tratamento com doxorrubicina e 3-I-B-lapachona aumentou os niveis de
transcritos dos genes CDK2 (doxorrubicina: QR= 1.825,92; 3-I-B-lapachona: QR=
32,33) e CDK4 (Doxorrubicina: QR= 383,88; 3-I-B-lapachona: QR= 22,37), em relacio
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ao controle. O tratamento com B-lapachona também provou superexpressao de CDK2
RNAm (QR= 5,02), mas os niveis de transcritos da CDK4 (QR= 2,61) foram similares
as células nao tratadas. As células tratadas com o 3-I-a-lapachona apresentaram
superexpressao de CDK2 RNAm (QR= 0,62), no entanto o nivel de CDK4 transcritos
(QR=1,01) foi similar ao controle.

Uma superexpressdo de transcritos de TGF-f1 foi detectada apds tratamento
com doxorrubicina (QR= 1.930,18), B-lapachona (QR= 4,79) e 3-I-B-lapachona (QR=
52,17), no entanto, o tratamento com o 3-I-a-lapachona apresentou niveis de expressao
semelhante ao grupo controle (QR= 1,15). Uma superexpressao dos receptores do TGF-
B também foi observada em células tratadas com doxorrubicina (TGFBR1: QR= 358,73;
TGFBR2: QR= 330,90) e 3-I-B-lapachona (TGFBR1: QR= 27,11; TGFBR2: QR=
55,38). Uma subexpressdo do receptor TGFBR2 foi observada apds o tratamento com
B-lapachona (QR= 0,09) e 3-I-a-lapachona (QR= 0,75), porém o receptor TGFBR1
apresentou niveis de transcritos similares ao controle para ambos os tratamentos citados.

As células tratadas com doxorrubicina e 3-I-B-lapachona apresentaram
superexpressdo do VEGFA RNAm (doxorrubicina: QR= 605,91; 3-I-B-lapachona: QR=
50,52), um importante fator de crescimento que estimula a formacdo de novos vasos
sanguineos. Porém, o tratamento com B-lapachona (QR= 1,70) e 3-I-a-lapachona (QR=
2,76) quando comparado as células nao tratadas, ndo teve efeito quanto a expressao do
gene VEGFA.

Em células tratadas com doxorrubicina e 3-I-B-lapachona foi observado uma
superexpressdo do gene NF-kB1 (doxorrubicina: QR= 536,34; 3-I-B-lapachona: QR=
11,69) e NF-xB2 (Doxorrubicina: QR= 1.563,61; 3-I-B-lapachona: QR= 65,77). O
tratamento com [-lapachona também ocasionou superexpressdo do NF-«kB1 RNAm
(QR= 3), porém o nivel do transcrito NF-«xB2 foi similar ao controle. Apds o tratamento
com 3-I-a-lapachona uma subexpressao do gene NF-kB1 (QR= 0,74) foi detectada,
enquanto que nivel similar ao de células ndo tratadas foi observado para o NF-xB2

RNAm (QR=1,93).
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Figura 19. Perfil de expressdo de genes associados a apoptose, proliferagéo, migragdo e sobrevivéncia celular em células HSC3 tratadas com a -lapachona
e de seus derivados 3-iodo. Os valores representam a quantificacdo relativa (log2) dos grupos tratados em comparagcdo com o controle negativo (DMSO
0,2%). Os valores abaixo de Zero representam subexpressao quando comparados com 0 controle negativo.
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6.5 EFICACIA ANTITUMORAL DA B-LAPACHONA E DE SEUS DERIVADOS 3-
IODO EM MODELO DE XENOTRANSPLANTE UTILIZANDO CELULAS HSC3
Os camundongos da linhagem CB17 SCID foram inoculados com células HSC3
e o tratamento foi iniciado 72 horas apds a inoculagdo, com duracdo de 27 dias. A
tabela 6 apresenta o peso dos tumores e o percentual de inibi¢do observado apds o
tratamento com a B-lapachona e de seus derivados 3-iodo. Observamos uma redugdo
significante dos tumores dos animais tratados com doxorrubicina (controle positivo), -
lapachona, 3-I-a-lapachona (40mg/kg) e 3-I-B-lapachona (40mg/kg) quando

comparados com o grupo controle negativo (DMSO 5%).

Tabela 6. Efeito da B-lapachona e de seus derivados 3-iodo sobre a massa tumoral em
camundongos inoculados com células HSC3

Tratamento Dose Sobrevida Tumor (g) Inibicao
(mg/Kg) tumoral (%)

DMSO 5% - 21726 0,56+0,07 -
Doxorrubicina 0,1 12/16 0,36+0,03* 43,41
p-lapachona 20 13/15 0,38+0,03* 47,11
3-I-a-lapachona 20 15/15 0,53+0,05 9,09

40 14/15 0,28+0,05* 50,58
3-1-p-lapachona 20 12/16 0,49+0,05 18,15

40 13/15 0,28+0,05* 50,48

Os valores do tamanho tumoral correspondem a média + E.P.M. O controle negativo foi tratado com o
veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir as substincias testes. A doxorrubicina foi usada
como controle positivo. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise de
variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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6.5.1 Andlise histopatologica dos tumores HSC3 apds o tratamento com f-lapachona e
seus derivados 3-iodo

Nas andlises histologicas, observou-se em todos os grupos um tumor de padrao
s6lido com bordas infiltrativas e intensa celularidade. As células neopldsicas
apresentaram nucleos grandes, centrais, muitas vezes vesiculosos, com varios nucléolos
e citoplasma proeminente, que se arranjam formando ilhas ou corddes de células
escamosas proliferantes ou ndo. A tabela 7 apresenta as frequéncias absolutas e relativas
dos parametros histopatolégicos relacionados a matriz extracelular intratumoral,
estroma colagénico extra-tumoral e presenca de €mbolos tumorais. As fotomicrografias

representativas dos tumores HSC3 podem ser observadas na Figura 20.

Grupo controle negativo (DMSO)

Os tumores do grupo controle negativo apresentaram um grau varidvel de
diferenciacdo celular, sendo que 12 (75%) tumores foram classificados como pouco
diferenciado e 4 (25%) como moderadamente diferenciado. Em relacdo a necrose
tecidual, 2 tumores (12,5%) foram negativos, 10 (62,5%) apresentaram necrose discreta
e 4 (25%) apresentaram necrose moderada. A vascularizagdo intratumoral foi discreta
em 15 tumores (93,75%) e apenas um tumor (6,25%) apresentou uma vascularizagdo
intratumoral moderada. Uma inflamag¢do predominantemente aguda foi observada em
10 tumores (62,5%), variando de discreta a moderada. Em relacdo a invasao tecidual,
observou-se que 14 tumores (94,5%) apresentaram invasdo muscular, 10 (62,5%)

invasdo de tecido adiposo e apenas um tumor (6,25%) apresentou invasao perineural.

Grupo controle positivo (Doxorrubicina)

Neste grupo, 7 tumores (70%) foram classificados como pouco diferenciado e 3
(30%) como moderadamente diferenciado. Em relacdo a necrose tecidual, apenas um
tumor (10%) foi negativo, 2 (20%) apresentaram necrose discreta e 7 (70%)
apresentaram necrose moderada. A vascularizacdo intratumoral foi discreta em todos os
casos deste grupo e a inflamacgdo foi observada em 5 tumores, sendo 3 tumores (30%)
com inflamacdo aguda moderada e 2 tumores (20%) com inflamagdo cronica discreta.
Ainda, observou-se que 6 tumores (60%) apresentaram invasdo muscular e 3 (30%)

invasao de tecido adiposo.
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Grupo tratado com f-lapachona

Os tumores tratados com [-lapachona apresentaram um grau varidvel de
diferenciac¢ao celular, sendo 9 (69,22%) tumores classificados como pouco diferenciado,
3 (23,08%) como moderadamente diferenciado e um tumor (7,7%) como bem
diferenciado. Em relac@o a necrose tecidual, 5 tumores (38,46%) apresentaram necrose
discreta, 6 (46,15%) apresentaram necrose moderada e 2 tumores (15,38%) foram
classificados como necrose intensa. A vascularizag¢do intratumoral foi discreta em todos
os tumores deste grupo (n=13; 100%) 15 tumores (93,75%). Em relacdo a inflamagao,
observou-se inflamac¢do aguda discreta em 7 tumores (53,9%), cronica moderada apenas
em um tumor (7,7%) e mista discreta em 2 tumores (15,38%). Ainda, observou-se que
11 tumores (84,62%) apresentaram invasdao muscular e 10 (69,22%) apresentaram

invasao de tecido adiposo.

Grupo tratado com 3-1-a-lapachona (20 mg/kg)

Neste grupo, 8 tumores (53,33%) foram classificados como pouco diferenciado e
7 (46,67%) como moderadamente diferenciado. Em relacdo a necrose tecidual, 7
tumores (46,67%) apresentaram necrose discreta, 7 (46,67%) apresentaram necrose
moderada e um tumor (6,67%) apresentou necrose intensa. A vascularizacio
intratumoral foi discreta em todos os tumores (n=15; 100%) e células inflamatérias nao
foram observadas neste grupo. Em relacdo a invasdo tecidual, observou-se que 14
tumores (93,33%) apresentaram invasdo muscular, 7 (46,67%) invasdo de tecido

adiposo e apenas um tumor (6,67%) apresentou invasdo perineural.

Grupo tratado com 3-1-a-lapachona (40 mg/kg)

Todos os tumores do grupo tratado com 3-I-a-lapachona (40 mg/kg) foram
classificados como pouco diferenciado. Em relacio a necrose tecidual, 5 tumores
(83,33%) apresentaram necrose discreta e um tumor (16,67%) apresentou necrose
moderada. A vascularizagdo intratumoral foi discreta em todos os tumores e a presenca
de inflamacdo aguda discreta foi observada em 4 tumores (66,7%) deste grupo. Em
relacdo a invasdo tecidual, observou-se que 4 tumores (66,67%) apresentaram invasao

muscular, 5 (83,33%) invasdo de tecido adiposo, um tumor (16,67%) apresentou

invasdo perineural e 2 tumores (33,33%) apresentaram invasao de tecido dsseo.
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Grupo tratado com 3-1-f-lapachona (20 mg/kg)

Os tumores tratados com 3-I-B-lapachona (20 mg/kg) apresentaram um grau
varidavel de diferenciacdo celular, sendo 8 tumores (57,14%) classificados como pouco
diferenciado, 5 (35,71%) como moderadamente diferenciado e um tumor (7,14%) como
bem diferenciado. Em relacdo a necrose tecidual, um tumor (7,14%) foi negativo, 9
tumores (64,29%) apresentaram necrose discreta e 4 (28,57%) apresentaram necrose
moderada. A vascularizagdo intratumoral foi discreta em todos os tumores (n=14;
100%) e uma inflamacao mista discreta foi observada em 3 tumores (21,5%).

Em relacdo a invasdo tecidual, observou-se que 13 tumores (92,86%) apresentaram
invasdo muscular, 5 (35,71%) invasdao de tecido adiposo e 2 tumores (14,28%)

apresentaram invasao perineural.

Grupo tratado com 3-1-f-lapachona (40 mg/kg)

Neste grupo, 3 tumores (60%) foram classificados como pouco diferenciado e 2
(40%) como moderadamente diferenciado. Em relacdo a necrose tecidual, um tumor
(20%) foi negativo, 2 tumores (40%) apresentaram necrose discreta e 2 (40%)
apresentaram necrose moderada. Os tumores deste grupo foram negativos para
vascularizacdo intratumoral e células inflamatérias ndo foram observadas neste grupo.
Em relagdo a invasao tecidual, observou-se que 4 tumores (80%) apresentaram invasao

muscular e 2 (40%) apresentaram invasao de tecido adiposo.



Tabela 7. Efeito da B-lapachona e seus derivados sobre os pardmetros histolégicos de tumores HSC3

3-1- a-lapachona

3-1-p-lapachona

Parametros CTL DOX pB-Lapachona 20 mg/kg 40 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
Matriz conjuntiva extracelular

colagénica intratumoral

Negativa 2(12,5) 330 2 (15,38) 4 (26,67) 0 6 (42,86) 0
Discreta 7 (43,75) 6(60) 6 (46,15) 7 (46,67) 0 7 (50) 5 (100)
Moderada 7(43,75) 1(10) 3 (23,08) 2 (13,33) 6 (100) 1(7,14) 0
Intensa 0 0 2 (15,38) 1(6,67) 0 0 0
Naio classificavel 0 0 0 1(6,67) 0 0 0
Embolos tumorais

Negativa 14 (87,5) 17(70) 7 (53,84) 15 (100) 6 (100) 13 (92,86) 5 (100)
Discreta 2(12,5) 0 5 (38,46) 0 0 1(7,14) 0
Moderada 0 3 (30) 1(7,7) 0 0 0 0
Intensa 0 0 0 0 0 0 0
Estroma colagénico extra-tumoral

Negativa 1(6,25) 0 0 0 0 0 0
Discreta 7(43,75) 1(10) 5(38,46) 7 (46,67) 0 6 (42,86) 0
Moderada 0 1 (10) 3 (23,08) 2 (13,33) 0 1(7,14) 0
Intensa 0 0 0 0 0 0 0
Nao classificavel 8(50) 8(80) 5 (38,46) 6 (40) 6 (100) 7 (50) 5 (100)

N.C. Nao classificavel por conta da auséncia ou escassez de material histoldgico para andlise.
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3-I-B-lapachona 20mg/kg 3-I-B-lapachona 40mg/kg
Figura 20. Fotomicrografias representativas dos tumores HSC3 tratados com B-lapachona e
seus derivados 3-iodo. HSC3 ST representa o tumor sem tratamento. O controle negativo foi
tratado com o veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir as substincias testes e a
doxorrubicina (DOX 0,1 mg/kg) foi usada como controle positivo. Os cortes histoldgicos foram
corados com hematoxilina-eosina e analisados através da microscopia éptica. Apds 72 h da

implantacdo do tumor, os animais foram tratados através da via intraperitoneal durante 27 dias
consecutivos com 0s compostos-teste.
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6.5.2 Efeito da p-lapachona e de seus derivados 3-iodo na toxicidade sistémica de

camundongos inoculados com células HSC3

O efeito toxico sist€émico da B-lapachona e de seus derivados 3-iodo em
camundongos inoculados com células HSC3 foi avaliado apés 27 dias de tratamento
didrio. A tabela 8 apresenta os resultados encontrados em relacdo a massa corpdrea e
massa umida dos 6rgdos dos animais tratados. Nenhuma diferenga foi encontrada na
massa corporea final dos animais tratados quando comparados com o grupo controle.
Em relacdo a massa imida dos 6rgios (figado, rins, pulmao e cora¢do), também nao
foram observadas alteracdes significantes (p > 0,05).

A tabela 9 apresenta os resultados encontrados em relacdo aos parametros
hematoldgicos. Observou-se uma diminuicao significante no nimero de eosinéfilos em
todos os grupos tratados quando comparados com o grupo controle negativo (DMSO
5%). Contudo, ndo foram encontradas diferencas entre os grupos em relagdo a
quantidade de basoéfilos, neutréfilos, linfocitos e mondcitos.

Em relagdo aos parametros bioquimicos, ndo foram encontradas alteracdes
significantes nos niveis plasmaticos dos parametros bioquimicos analisados em nenhum

dos grupos tratados (Tabela 10).



Tabela 8. Efeito da B-lapachona e de seus derivados 3-iodo sobre a massa corpdrea e a massa imida dos 6rgaos de camundongos inoculados

com células HSC3
Tratamento Dose n Figado Rins Pulmao Coracao Peso inicial Peso Final
(mg/Kg)
(g/100g de (g/100g de (g/100g de (g/100g de (2 (2)
massa massa massa massa
corpoérea) corpoérea) corpoérea) corpoérea)
CTL - 11 5,69+0,30 1,67+0,05 0,80+0,03 0,59+0,02 22,00+0,51 17,92+0,38
DOX 0,1 12 5,70+0,42 1,80+0,08 0,79£0,05 0,59+0,03 20,72+0,54 17,25+0,93
B-lapachona 20 13 6,23+0,65 1,67+0,06 0,83+0,03 0,57+0,03 21,93+0,49 18,38+0,90
3-I-a-lapachona 20 15 5,39+0,40 1,774£0,06 0,79+0,06 0,69+0,03 21,57+0,63 16,83+0,67
40 14 4,58+0,18 1,334£0,06 0,78+0,06 0,44+0,02 22,03+0,49 23,19+0,70
3-1-B-lapachona 20 13 5,26+0,44 1,73+£0,11 0,74+0,06 0,65+0,06 20,69+0,59 16,35+0,60
40 13 4,81+0,26 1,48+0,07 0,73+0,04 0,48+0,04 21,97+0,46 21,81+0,84

Os valores correspondentes a média + E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir as substancias
testes. A doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo.
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Tabela 9. Efeito da -lapachona e de seus derivados 3-iodo sobre os parametros hematolégicos de sangue periférico de camundongos inoculados

com células HSC3
Dose Eritrécitos Le;loct(;CiiStOS Contagem diferencial de leucécitos (%)
Tratamento (mg/kg) n (10° cél./uL) (10° cél/uL)  Basofilos  Eosindfilos ~Neutrdfilos  Linfocitos  Mondcitos
CTL - 9 7,17+0,74 11,06+1,69 1,22+0,86  18,44+3,11 31,8945,42  45,67+6,97 2,77+0,87
DOX 0,1 12 7,30£0,72 10,18+1,27 0,66+0,41 11,25£1,56* 44,50+4,55  38,25+598  6,25+0,57
B-lapachona 20 12 7,80%0,30 9,42+1,14 0,58+0,22  2,91+0,66*  48,75+4,26  43,67+4,60  5,08+0,64
3-I--lapachona 20 13 8,43+0,44 9,85+1,05 0,23+£0,16  1,92+0,67*  51,31+£5,98  44,62+6,40 1,84+0,24
40 14 4,1942,35* 5,70£0,75 0,0+0,0 0,12+0,12*  61,13+443  36,88+4,60 1,62+0,56
3-I-B-lapachona 20 13 7,79+0,84 12+1,86 1,30£0,41  2,92+0,93*  40,92+7,77 44,46+£6,31 10,38+4,49
40 13 6,20+0,39 6,25+0,80 0,0+0,0 0,25+£0,16*  88,13+£2,31* 10,00+1,85*  1,25+0,72

Os valores correspondem a média = E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir as substincias testes.
A doxorrubicina (DOX) foi usada como controle positivo. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise de variincia)

seguido por Student Newman-Keuls.
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Tabela 10. Efeito da -lapachona e de seus derivados 3-iodo sobre os parametros bioquimicos de sangue periférico de camundongos inoculados
com células HSC3

p-lapachona 3-I-a-lapachona 3-1-p-lapachona

CTL DOX 20 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg 20 mg/kg 40 mg/kg
Parametro

n=4 n=7 n=7 n=7 n=5 n=4 n=5
TGO (AST) 137,8+41,72  163,3+£58,49 79,86+22,94 148,3£17,39 240,8+108,1 88,50+25,58 218,2+40,09
TGP (ALT) 74,50435,72 26,50+5,13 33,4049,11 54+8,38 10,00+7,34 51,50+18,68 2,40+1,22
Amilase 217,0#41,76  370,3+116,3 202,5+31,59 291,1£34,32 302+157,2 232,0+£37,41 335+48,13
Uréia nitrogenada  5,57+1,22 7,5242.36 3,75+0,61 5,82+1,19 23,44+ 280 4,80+0,98 20,72+1,48
Glicose 24,25+4,55 31,71£3,75 59,71+41,93 23,29+3,24 200,4+21,01 28+1,58 186,4+26,00
Fosforo 8,25+0,34 8,61+0,55 9,18+1,71 8,0+0,30 14,66+2,49 7,52+0,31 12,88+1,64
Cilcio 0,33+0,12 0,38+0,06 1,25+0,87 0,45+0,05 8,54+0,82 0,40£0,10 9,08+0,77
Ac. Urico 2,77+0,81 2,20+0,49 1,81+0,42 3,34+0,59 1,44+0,27 1,77£0,27 1,77£0,27
Creatina quinase  238,8+82,56  265,0+73,53 302,4+82,12 555,6+103,8 N.d. 339,3+134.9 N.d.
Proteinas totais 5,20+1,07 4,81+0,57 3,91+0,60 5,54+40,25 2,46+0,17 4,97+1,00 2,48+0,15
Globulina 5,86+0,23 4,83+0,89 4,50+0,52 5,08+0,67 N.d. 5,50+0,40 N.d.

Os valores correspondem a média = E.P.M. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) utilizado para solubilizar e diluir as substincias testes.
A doxorrubicina foi usada como controle positivo. N.d. ndo determinado.
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6.5.3 Andlise histopatologica dos orgdos dos animais apos tratamento com f-
lapachona e seus derivados 3-iodo

Todas as andlises foram realizadas através de microscopia de luz, nos aumentos
finais de 4x, 100x, 200x e 400x (quando necessario). Em cada grupo, os 6rgaos de 5
animais foram analisados, sendo que as descri¢des abaixo consideram a totalidade das
alteracdes encontradas em cada grupo. De forma geral, as alteracdes observadas nos
orgdos dos animais foram mais evidentes nos grupos tratados com a maior dose (40
mg/kg) dos novos derivados 3-iodo. As fotomicrografias representativas das alteracdes
histopatoldgicas dos 6rgaos dos animais tratados com B-lapachona e seus derivados 3-

1odo podem ser observadas na Figura 21.

Figado

Controle negativo (DMSO)

A arquitetura acinar e a veia centrolobular estavam preservadas em todos os
figados analisados. Uma inflamacao cronica discreta foi observada no espacgo portal da
maioria dos figados. Outros achados como congestdo, necrose coagulativa, degeneracao
hidrépica, foram observados apenas em um animal deste grupo.

Controle positivo (Doxorrubicina)

Neste grupo, a arquitetura acinar e a veia centrolobular estavam preservadas em
todos os figados analisados como o grupo do controle negativo. As alteragdes
histopatologicas observadas foram: congestdao vascular, degeneracdo hidrépica e
inflamacdo do sistema porta, que variou de mista a cronica. Estas alteracdes estavam
presentes em 2 animais e variaram de discretas a moderadas.
p-lapachona e seus derivados 3-iodo

A arquitetura acinar ¢ a veia centrolobular também estavam preservadas nos
figados dos grupos tratados com [B-lapachona e seus derivados 3-iodo. A inflamacao
cronica observada no espago portal, na maioria dos figados, foi discreta. Em adi¢do,
observou-se uma menor frequéncia de células inflamatérias nos animais tratados com os
derivados 3-iodo da [-lapachona. Outros achados como congestdo, degeneracdo
hidrépica e gordurosa foram observados nestes grupos, variando de discretas a

moderadas.
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Pulmao
Controle negativo (DMSO)

A arquitetura do parénquima pulmonar estava parcialmente mantida. As
alteracoes histoldgicas variaram de moderadas a intensas. Observou-se, com frequéncia,
inflamacdo aguda importante, edema, congestdo, hemorragia e aumento do espaco
aéreo. Além disso, nddulos tumorais foram observados em todos os animais e émbolos
em 2 animais.

Controle positivo (Doxorrubicina)

A arquitetura do parénquima pulmonar variou de parcialmente mantida a
modificada. As alteracdes morfoldgicas significantes dos animais deste grupo foram
moderadas. Observou-se, com frequéncia, inflamacdo mista importante, edema,
congestdo, hemorragia e calcificacoes pontuais. Ainda, nddulos tumorais foram
observados em todos os animais e €mbolos apenas em um animal deste grupo
experimental.
p-lapachona e seus derivados 3-iodo

Nos grupos tratados com B-lapachona e seus derivados 3-iodo, observou-se, com
frequéncia, inflamacdo mista importante, edema, congestdo e hemorragia. Estas
alteracOes histopatologicas variaram de discretas a intensas. A arquitetura do tecido
pulmonar dos animais apresentava-se parcialmente modificada. Ainda, nddulos e
€mbolos tumorais foram observados com menor frequéncia quando comparados com os

animais do controle negativo.

Rins

A arquitetura tecidual estava mantida em todos os grupos experimentais. De
forma geral, as alteragdes histopatoldgicas observadas neste 6rgdo foram congestao
vascular e hialinizacdo glomerular em todos os grupos. Estas alteracdes histolégicas
foram mais intensas nos animais do controle negativo (DMSO 5%) e, ainda,
apresentaram necrose de coagulacdo no cértex renal de 2 animais e diminuicao discreta

do espaco urindrio em 3 animais.

Coracao

Para todos os grupos experimentais, ndo observamos alteracdes arquiteturais e

morfoldgicas dignas de nota para este 6rgao.
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DOX CTL

-lapachona

3-1-B-lapachona 40mexe 3-I-B-lapachona 20mexe  3-I-0-lapachona 40mgke 3-I-a-lapachona 20mgke

Figura 21. Fotomicrografias representativas dos 6rgdos dos animais tratados com B-lapachona
e seus derivados 3-iodo. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%) utilizado
para solubilizar e diluir as substancias testes e a doxorrubicina (DOX 0,1 mg/kg) foi usada
como controle positivo. Os cortes histolégicos de figado e pulmio foram corados com
hematoxilina-eosina e os rins foram corados pelo acido periddico-Schiff (PAS).
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7 DISCUSSAO

Os produtos naturais sdo uma das principais fontes de novos compostos para o
desenvolvimento de farmacos com potencial antitumoral, sendo considerados como
alternativa para um tratamento mais conservador e efetivo das neoplasias malignas
(COSTA-LOFUFO et al., 2010). Dentro desta perspectiva, o objetivo deste trabalho foi
estudar os efeitos da B-lapachona e seus derivados 3-iodo (3-I-a-lapachona e 3-I-3-
lapachona) sobre a proliferagdo, morte celular e expressdo de genes alvos relacionados
ao cancer em células de CEO. Ainda, é importante ressaltar que o presente trabalho é
pioneiro em avaliar a atividade antitumoral dos derivados 3-iodo em células tumorais
humanas.

Inicialmente, a avalia¢do da citotoxicidade da B-lapachona e seus derivados (3-I-
a-lapachona e 3-I-B-lapachona) demonstrou que esses compostos possuem uma
atividade citotéxica promissora em diversas células tumorais humanas por apresentarem
Clso < 4 pg/mL, conforme pardmetros descritos pelo Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos (SUFFNESS, PEZZUTO, 1990; BOIK, 2001). Adicionalmente,
demonstramos que os compostos 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona apresentaram
citotoxicidade superior ao protétipo B-lapachona.

Os agentes antitumorais convencionais acumulam-se em células normais e
tumorais devido a ndo especificidade. Diante disso, um dos objetivos da quimioterapia é
reduzir a toxicidade sistémica e melhorar a qualidade de vida dos pacientes (MITRA et
al.,, 2015). Neste sentido, a B-lapachona e seus derivados 3-iodo apresentaram uma
maior seletividade quando os valores de Clsy das células tumorais foram comparados
aos valores das células mononucleares, PBMC.

Com o objetivo de estudar o potencial terapéutico da B-lapachona e seus
derivados 3-iodo em células de CEO, experimentos in vitro foram realizados para
avaliar os efeitos e mecanismos de ac¢do destes farmacos em células HSC3. Essa célula
foi escolhida por estar entre as linhagens com maior sensibilidade ao tratamento com os
compostos-teste do presente estudo.

O uso do modelo de cultura tridimensional (3D) utilizando géis de coldgeno ou
de sistemas mais complexos que representam a matriz extracelular, como Matrigel®,
tem sido bem aceito por proporcionar um ambiente tumoral semelhante ao modelo in
vivo (BONNIER et al., 2015). Diante disso, a citotoxicidade dos compostos-teste foi

avaliada no modelo 3D com formagao de esferas utilizando placas repelentes de células
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e Matrigel® com células HSC3. As alteracdes morfolégicas observadas apds o
tratamento de 72 horas com P-lapachona e seus derivados 3-iodo indicam
permeabilidade destes farmacos na cultura 3D. Mesmo apresentando valores de Clsp no
modelo 3D superiores aos valores de Clsyp do modelo 2D, os compostos-teste foram
ativos em ambos os modelos 2D e 3D. De acordo com o presente resultado, uma maior
resisténcia a doxorrubicina também foi observada em modelo 3D utilizando células de
osteossarcoma e parece ter uma relagdo com a presenca da matriz extracelular, que
dificulta a liberac@o do farmaco para a célula (HARISI et al., 2007).

Para confirmar os resultados encontrados no ensaio de citotoxicidade, avaliamos
nimero de células vidveis por meio da integridade de membrana. A B-lapachona e seus
derivados 3-iodo reduziram significativamente o nimero de células HSC3 vidveis a
partir de 12 horas de tratamento. Em adicdo, as altera¢des morfoldgicas, avaliadas por
microscopia Optica e citometria de fluxo, demonstraram que o0s compostos-teste
reduziram o volume celular e aumentaram a fragmentacdo nuclear e condensagdo da
cromatina das células HSC3. Ainda, os resultados do presente estudo demonstraram
que os efeitos observados foram concentracio e tempo dependente.

A B-lapachona e seus derivados 3-iodo induziram parada no ciclo celular na fase
G/M a partir de 24 horas de incubagio, seguido de aumento da fragmentacao do DNA
internucleosomal pelo aumento significativo de células HSC3 em sub-Gl
(fragmentagdo do DNA internucleosomal). De maneira semelhante, estudos in vitro
com células de carcinoma géstrico (YU et al., 2014), cancer de pulmao (JEON et al.,
2015a) e carcinoma escamocelular oral (JEON et al.,, 2015b) demonstraram um
aumento significativo da fragmenta¢do do DNA apds o tratamento com a -lapachona.

O ciclo celular é controlado por duas familias de proteinas: as ciclinas e as
cinases dependentes de ciclinas (CDKs). Em tumores, a amplificacdo e hiperativagao
das ciclinas e CDKs contribuem para desregulacdo do ciclo celular, culminando em
proliferacao celular (KATO et al., 1993; WEINBERG, 1995). Neste estudo, o
tratamento com a B-lapachona e 3-I- B-lapachona ndao reduziu a expressao dos
transcritos de ciclinas e CDKs apds 12h. Por outro lado, o tratamento com o 3-I-a-
lapachona resultou em baixa expressio de CCND2, enquanto niveis de transcritos
similares ao grupo controle foram observados para CCND1, CCND3 e CDKA4.

Sabe-se que alguns quimioterdpicos inibem a acdo das ciclinas e CDKs através
da ativacdo dos inibidores dessas proteinas (ESPOSITO et al., 2013; BONELLI et al.,
2014; SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2015). No presente estudo, o tratamento com [
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lapachona promoveu uma superexpressdao do gene p21, inibidor de CDKI1A, quando
comparado com o controle negativo. Corroborando com este resultado, foi observado
um aumento da expressao da proteina p21 em células de cancer de préstata tratadas com
B-lapachona (DON et al., 2001; CHOI et al., 2003a). Adicionalmente, o tratamento com
3-I-B-lapachona promoveu um aumento da expressdo dos transcritos dos inibidores
CDKNI1A, CDKNIB e CDKN2A.

As naftoquinonas, como a B-lapachona e seus derivados, sdo conhecidas por
induzirem morte celular por apoptose (SUNASSEE et al., 2013; KUNG et al., 2014;
JEON et al., 2015b; WU et al., 2016; YANG et al., 2017). Conforme demonstrado nos
resultados, a 3-1-B-lapachona foi capaz de induzir apoptose nas células HSC3 em todos
os tempos avaliados quando comparado ao grupo controle negativo. Em adigdo,
observamos uma superexpressao dos genes pro-apoptdticos como o receptor da cadeira
extrinseca (FAS), BAX e das caspases iniciadoras 8 e 9 em células HSC3 tratadas por
12h com a 3-I-B-lapachona quando comparados com o controle negativo. Por outro
lado, as células tratadas com a B-lapachona e 3-I-a-lapachona apresentaram um
aumento significativo da apoptose com 72 horas de incubacgdo, sugerindo que os
mecanismos de citotoxicidade desses compostos também estao relacionados com morte
celular por apoptose, contudo, mais tardiamente que as células tratadas com 3-I-f-
lapachona. Adicionalmente, demonstramos que o tratamento com [-lapachona e seus
derivados foi capaz de aumentar a atividade das caspases 8§ e 9 em todas as
concentracdes testadas apds 72 horas de incubagdo com os compostos-teste. Em
seguida, observamos que o pré-tratamento com o inibidor de caspases (Z-VAD-fmk)
foi capaz de reduzir significativamente a apoptose em células HSC3 apds 72h de
tratamento com [-lapachona e seus derivados 3-iodo, ratificando a participagdo das
caspases na indugcdo da apoptose por estes compostos. Com isso, estes resultados
indicam que a apoptose é uma importante via de morte celular induzida pelos
compostos-teste.

Sabendo que as mitocondrias exercem um papel fundamental na fisiologia e
sobrevivéncia das células tumorais, a interferéncia no seu potencial transmembranico
estd relacionada como uma das estratégias para indugcdo da apoptose em farmacos
antitumorais (MA et al., 2015). Neste contexto, observamos que a -lapachona e seus
derivados 3-iodo reduzem significativamente o potencial da membrana mitocondrial
ap6s 48h de tratamento, indicando que a apoptose induzida por estes compostos estd

relacionada com ativacdo da via intrinseca ou mitocondrial.
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A via intrinseca ou mitocondrial da apoptose é uma das vias essenciais para
inducdo da apoptose por farmacos antitumorais (HASSAN et al., 2014). Esta via é
controlada pelas proteinas da familia Bcl-2, importantes reguladoras apoptoticas, as
quais determinam a sobrevivéncia celular por duas subfamilias: as anti-apoptéticas (por
exemplo, Bcl-2, Bel-xL, Bcl-W, Mcl-1 e Bfl-1/A1) e as pré-apoptdticas (por exemplo,
Bad, Bik, Bmf, Hrk, Noxa e Puma) (GALLUZZI et al., 2012).

O sucesso de cada estratégia terapéutica depende principalmente da capacidade
do farmaco em induzir a apoptose, seja por atuacdo nas proteinas antiapoptéticas
superexpressas, ou pela estimulagdo da expressdo das moléculas pro-apoptéticas. No
entanto, muitos dos agentes terapéuticos ainda sdo desafiados pelas manobras das
células cancerosas para sobreviver aos tratamentos. Sendo assim, altera¢des nos niveis
de expressdao ou mutacdo de genes-alvo de um quimioterdpico podem ter um impacto na
apoptose induzida pelo farmaco (HASSAN et al., 2014).

Neste contexto, com o objetivo de verificar se o gene BAD € essencial para a
ativacdo da via intrinseca da apoptose pelos compostos-teste, avaliamos a citotoxicidade
da B-lapachona e seus derivados 3-iodo em fibroblastos embriondrios imortalizados
knockout para BAD (linhagem BAD KO SV40 MEF) e sua linhagem celular ndo
mutada (WT SV40 MEF). De acordo com os resultados apresentados, ndo houve
diferencas dos valores de Clsg entre essas células, indicando que o gene BAD pode nao
ser essencial para a atividade citotéxica induzida por B-lapachona e seus derivados 3-
10do.

O aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio em células cancerosas
€ um dos principais mecanismos de a¢do de muitos agentes antitumorais para induzir a
morte dessas células e, portanto, representa uma estratégia eficaz para a terapia do
cancer (MA et al., 2015). Dentro deste contexto, observamos que a -lapachona e seus
derivados 3-iodo aumentaram significativamente os niveis de ERO, atribuido ao
peroxido de hidrogénio, nas células HSC3 apés 1 h de tratamento. Conforme
demonstrado nos resultados, o pré-tratamento com o antioxidante NAC impediu a
apoptose e reduziu a produgdo dos niveis de ERO. Adicionalmente, o pré-tratamento
com a enzima catalase também foi capaz de reduzir a producdo de ERO nas células
HSC3 tratadas com os compostos-teste. Diante do exposto, estes achados
demonstraram que a B-lapachona e seus derivados 3-iodo promoveram um estresse
oxidativo nas células HSC3, indicando que a apoptose induzida também pode ser

mediada por ERO.
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Uma vez que alguns quimioterdpicos interagem com o DNA e podem intercalar
entre os nucleotideos do DNA, investigamos se a -lapachona e seus derivados 3-iodo
sao capazes de induzir intercalacdo do DNA através da capacidade de deslocar o
brometo de etidio do DNA do timo do bezerro (ctDNA). Os resultados observados
demonstraram que a B-lapachona e seus derivados 3-iodo ndo conseguiram diminuir a
fluorescéncia do brometo de etidio, indicando que ndo sdo intercaladores de DNA
fortes, sugerindo que a apoptose induzida por estes compostos-teste ndo é mediada por
dano ao DNA. Por outro lado, a doxorrubicina, um intercalador de DNA conhecido,
reduziu significativamente a fluorescéncia neste ensaio.

As vias de sinalizagdo celular possuem um papel fundamental no
desenvolvimento e progressao do cancer e representam uma fonte de estudos
farmacoldgicos direcionada para o desenvolvimento de moléculas bloqueadoras para
seus componentes. Neste contexto, a via de sinalizacdo fosfatidilinositol-3-
quinase/serina-treonina quinase (PI3K/Akt) tem alcancado grande importincia como
um alvo terapéutico no cancer. A ativacdo de Akt aumenta a sobrevivéncia celular
através da inibicdo de proteinas pré-apoptdticas e ativacdo de proteinas anti-
apoptéticas, promovendo assim a sobrevivéncia celular (YU et al., 2014).

No presente estudo, as células tratadas com B-lapachona e 3-I-a-lapachona
apresentaram uma subexpressao dos genes PIK3CA e PIK3R1 quando comparadas com
o controle negativo. Ainda, observou-se uma expressao relativa do gene AKTI e
subexpressdo de AKT2 nas células tratadas com 3-I-a-lapachona. Por outro lado, -
lapachona promoveu uma superexpressdo de AKT1 e expressdo relativa de AKT2 nas
células HSC3. Entretanto, o tratamento com 3-I-B-lapachona promoveu uma
superexpressao dos genes AKTI1, AKT2 e PIK3CA e, além disso, uma expresssao
equivalente do gene PIK3R1 foi observada quando comparada com o controle negativo.

A avaliagcdo da expressdo de genes relacionados ao cancer é fundamental para
uma melhor compreensdo da patogénese dos tumores e também direciona o estudo de
mecanismos moleculares envolvidos no tratamento com quimioterdpicos. No presente
studo, os resultados da expressdao génica pelo PCR Array demonstraram uma diferenca
dos efeitos entre os compostos-teste na expressdo de genes relacionados ao céncer.
Com isso, para ratificar e complementar estes resultados, alguns ensaios mais
especificos sdo necessdrios para uma melhor avaliacdo, como, por exemplo, a avaliacdo

da expressdo de proteinas associadas as vias de sinaliza¢do ou de proteinas relacionadas
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a proliferacdo e morte celular em diferentes tempos de incubacdo com os compostos-
teste e em momentos diferentes.

Diante dos resultados promissores com a B-lapachona e seus derivados 3-iodo in
vitro, avaliamos o efeito e a eficdcia in vivo destes compostos-teste por meio de um
modelo de estudo utilizando xenotransplante. Conforme demonstrado, o tratamento com
a B-lapachona e seus derivados 3-iodo, em sua maior dose, foi capaz de diminuir
significativamente o volume tumoral em relacdo aos animais do controle negativo. Este
resultado corrobora com os achados descritos em camundongos transplantados com
células de adenocarcinoma de mama e tratados com B-lapachona (SEOANE et al., 2013;
YANG et al., 2017).

No presente estudo, a andlise histopatoldgica dos tumores foi realizada com a
finalidade de melhor avaliar as caracteristicas e alteracdes morfoldgicas observadas com
o tratamento. De acordo com as andlises histologicas, observamos que os tumores
apresentaram uma diferenciacdo celular varidvel dentro de um mesmo grupo
experimental. Esta variacdo nao estava relacionada ao tipo de tratamento farmacoldgico,
mas deve ter ocorrido pela resposta do hospedeiro durante o processo de
desenvolvimento tumoral. Outro achado interessante foi a auséncia de €mbolos tumorais
nos grupos tratados com os novos derivados 3-iodo da -lapachona, sugerindo um maior
controle da migracdo celular para as vias hematoldgicas. Ainda, observamos que o0s
tumores tratados com 3-I-a-lapachona e 3-I-B-lapachona apresentaram efeitos
antiinflamatorios eficazes pela menor frequéncia e intensidade de eventos inflamatérios.

O conhecimento sobre a toxicidade de uma substancia € de grande importancia
para o seu direcionamento farmacoterdpico e uma forma de ser avaliada é observando-
se a massa, o aspecto macroscopico e as caracteristicas histoldgicas dos 6rgaos dos
animais. Conforme demonstrado, a massa corporal absoluta dos animais € a massa dos
orgdos ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos testes e o grupo
controle negativo, indicando que as doses testadas da B-lapachona e seus derivados 3-
iodo ndo produziram toxicidade a niveis macroscopicos. Ainda em relacdo a avalia¢ao
toxicoldgica sist€mica, os resultados demonstraram que os compostos nao produzem
nenhuma alteracdo significativa dos parametros hematolégicos e bioquimicos avaliados.

Por fim, este estudo apresenta resultados que demonstram que a B-lapachona e
seus derivados 3-iodo possuem potencial antitumoral promissor in vitro € in Vivo,
contribuindo para os estudos farmacoldgicos que visam o desenvolvimento de novos

quimioterapicos. Os resultados sobre os mecanismos de agdo, a niveis celulares e
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moleculares, demonstraram que estes compostos promovem uma morte celular por

apoptose em células HSC3 (Figura 22).
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Figura 22. Resumo dos mecanismos de ag¢do da B-lapachona e seus derivados 3-iodo em
células HSC3.




92

8 CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, pode-se considerar que a B-lapachona e seus
derivados 3-iodo apresentam atividade citotoxica promissora em células tumorais
humanas, incluindo células de CEO. Esses compostos induzem parada do ciclo celular
na fase G/M, o qual € seguido de aumento da fragmentacdo do DNA internucleosomal,
superexpressao de genes relacionados a apoptose, aumento de externalizacdo de
fosfatidilserina, despolariza¢do mitocondrial, aumento da produgdo de espécies reativas
de oxigénio e morfologia tipica de morte celular apoptética em células de CEO. Estes
resultados sugerem que os compostos-teste promovem uma redugcdo da populagdo
celular através da inducdo de morte celular por apoptose mediada por caspases e ERO.
Além disso, a B-lapachona e os derivados 3-iodo foram capazes de reduzir o
crescimento tumoral de células de CEO em modelo de xenotransplante, indicando que

estes compostos-teste representam novos candidatos a formacos antitumorais.



93

REFERENCIAS

ANTUNES, R. M. P. et al. Atividade antimicrobiana “in vitro” e determinacao da
concentrac¢do inibitoria minina (CIM) de fitoconstituintes e produtos sintéticos sobre
bactérias e fungos leveduriformes. Rev. Bras. Farmacognosia, v. 16, n. 4, p. 517-524,

2006.

BANG, W. et al. B-lapachone suppresses the proliferation of human malignant
melanoma cells by targeting specificity protein 1. Oncol. Rep., v. 35, n. 2, p. 1109-
1116, 2016.

BARBOSA FILHO, J. M. et al. Processo de sintese da 3-iodo-alfa-lapachona e 3-iodo-
beta-lapachona e usos como biomodulador, antimicrobiano e antiinflamatério. Rev.

Propriedade Ind., n. 1843, 2006.

BEG, M. S. et al. Using a novel NQOI1 bioactivatable drug, beta-lapachone (ARQ761),
to enhance chemotherapeutic effects by metabolic modulation in pancreatic cancer. J.

Surg. Oncol., v. 116, n. 1, p. 83-88, 2017.

BHARGAVA, A.; SAIGAL, S.; CHALISHAZAR, M. Histopathological Grading
Systems in Oral Squamous Cell Carcinoma : A Review. p. 1-10, 2010.

BOIK, J. Natural compounds in cancer therapy. Oregon Medical Press, Minnesota,

USA, 2001. p. 25.

BONELLLI P. et al. CDK/CCN and CDKI alterations for cancer prognosis and
therapeutic predictivity. Biomed. Res. Int., 2014.

BONNIER, F. et al. Cell viability assessment using the Alamar blue assay: a
comparison of 2D and 3D cell culture models. Toxicol. In Vitro, v. 29, n. 1, p. 124-

131, 2015.

BOUKAMP, P. et al. Normal keratinization in a spontaneously immortalized aneuploid

human keratinocyte cell line. J. Cell Biol., v. 106, n. 3, p. 761-771, 1988.



94

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal. Biochem., v.

72, p. 248-254, 1976.

BRASIL. Ministério da Saide. INCA: Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em:
http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/estimativa-24042014.pdf. Acesso: 05 fev.
2014.

BRASIL. Ministério da Saide. INCA: Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em:
http://www.inca.gov.br/wcm/dncc/2018/dados-apresentados.pdf. Acesso: 20 fev. 2018.

BRETON, C. S. et al. Combinative effects of B-Lapachone and APO866 on pancreatic
cancer cell death through reactive oxygen species production and PARP-1 activation.

Biochimie, v.116, p.141-153, 2015.

CHI A. C.; DAY, T. A.; NEVILLE, B. W. Oral Cavity and Oropharyngeal Squamous
Cell Carcinoma: An Update. CA: A Cancer J. Clin., v. 65, n. 5, p. 401-421, 2015.

CHOL Y. H., KANG, H. S., YOO, M. A. Suppression of human prostate cancer cell
growth by beta-lapachone via down-regulation of pRB phosphorylation and induction

of Cdk inhibitor p21 (WAF1/CIP1). J. Biochem. Mol. Biol, v. 36, p. 223-229, 2003a.

CHOIL B. T.; CHEONG, J.; CHOI, Y. H. Beta-Lapachone-induced apoptosis is
associated with activation of caspase-3 and inactivation of NF-kappaB in human colon

cancer HCT-116 cells. Anticancer Drugs, v. 14, n. 10, p. 845-850, 2003b.

CLATOT, F. et al. The gene expression profile of inflammatory, hypoxic and metabolic
genes predicts the metastatic spread of human head and neck squamous cell carcinoma.

Oral Oncol., v. 50, n. 3, p. 200-207, mar. 2014.

COSTA-LOFUFO, L.V. et al. A Contribui¢ao dos produtos naturais como fonte de
novos farmacos anticancer: estudos no laboratério nacional de oncologia experimental

da Universidade Federal do Ceard. Rev. Virtual de Quim, v. 2, n. 1, p.47-58, 2010.

DAWOQD, S.; AUSTIN, L.; CRISTOFANILLI, M. Cancer stem cells: implications for
cancer therapy. Oncology, v. 28, n. 12, p. 1101-1107, 2014.



95

DON, M. J. et al. Induction of CDK inhibitors (p21(WAF1) and p27(Kip1)) and Bak in
the beta-lapachone-induced apoptosis of human prostate cancer cells. Mol.

Pharmacol., v. 59, n. 4, p. 784-794, 2001.

EFFERTH, T. Personalized cancer medicine: from molecular diagnostics to targeted

therapy with natural products. Planta Med., v. 76, p. 1143-1154, 2010.

ESPOSITO, L. et al. Anticancer therapeutic strategies based on CDK inhibitors. Curr.
Pharm. Des., v. 19, n. 30, p. 5327-5332, 2013.

ESQUELA-KERSCHER, A.; SLACK, F. J. Oncomirs — microRNAs with a role in
cancer. Nat. Publishing Group, v. 6, 6259-6269, 2006.

FERLAY, J. et al. Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and

major patterns in GLOBOCAN 2012. Int. J. Cancer, v. 136, n. 5, p. E359-386, 2015.

FIORITO, S. et al. Growth inhibitory activity for cancer cell lines of lapachol and its
natural and semi-synthetic derivatives. Bioorg Med. Chem. Lett., v. 15, n. 24, p. 454-
457, 2014.

GALLUZZI, L. et al. Molecular definitions of cell death subroutines: recommendations
of the Nomenclature Committee on Cell Death 2012. Cell Death Differ., v.19, p.107,
2012.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The hallmarks of cancer. Cell, v. 100, n. 1, p. 57-
70, 2000.

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell, v.
144, n. 5, p. 646-674, 2011.

HARISI, R. et al. Extracellular matrix induces doxorubicin-resistance in human
osteosarcoma cells by suppression of p53 function. Cancer Biol. Ther., v. 6, n. 8, p.

1240-1246, 2007.

HASSAN, M. et al. Apoptosis and molecular targeting therapy in cancer. Biomed. Res.
Int., Epub:150845, 2014.



96

HUNTER, K. D.; PARKINSON, E. K.; HARRISON, P. R. Profiling early head and
neck cancer. Nat. Rev. Cancer, v. 5, n. 2, p. 127-135, fev. 2005.

JACOBS, J. P.; JONES, C. M.; BAILLIE, J. P. Characteristics of a human diploid cell
designated MRC-5. Nature, v. 227, p. 168-170, 1970.

JEMAL, A.; BRAY, F.; FERLAY, J. Global Cancer Statistics, v. 61, n. 2, p. 69-90,
2011.

JEON, Y. J. et al. Beta-Lapachone suppresses non-small cell lung cancer proliferation
through the regulation of specificity Protein 1. Biol. Pharm. Bull., v. 38, n. 9, p. 1302-
8, 2015a.

JEON, Y. J. et al. Downregulation of Sp1 is involved in B-lapachone-induced cell cycle
arrest and apoptosis in oral squamous cell carcinoma. Int. J. Oncol., v. 46, n. 6, p.

2606-2612, 2015b.

JOHNSON, N.; FRANCESCH]I, S.; FERLAY, J. Tumours of the oral cavity and
oropharynx-squamous cell carcinoma. In: Pathology and genetics of head and neck

tumours. Lyon, France: World Health Organization/ IARC Press, 2005. p. 168-175.

KATO, J. et al. Direct binding of cyclin D to the retinoblastoma gene product (pRb) and
pRb phosphorylation by the cyclin D-dependent kinase CDK4. Genes and
Development, v. 7, n. 3, p. 331-342, 1993.

KEE, J. Y. et al. B-Lapachone inhibits lung metastasis of colorectal cancer by inducing

apoptosis of CT26 cells. Integr. Cancer Ther., v. 16, n. 4, p. 585-596, 2017a.

KEE, J. Y. et al. B-Lapachone suppresses the lung metastasis of melanoma via the

MAPK signaling pathway. PLoS One, v. 12, n. 5, e0176937, 2017b.

KIM, J. H. et al. Cloning large natural product gene clusters from the environment:
piecing environmental DNA gene clusters back together with TAR. Biopolymers, n.

93, p. 833-844, 2010.

KUNG, H. N. et al. Sulindac compounds facilitate the cytotoxicity of B-lapachone by
up-regulation of NAD(P)H quinone oxidoreductase in human lung cancer cells. PLoS

One, v. 9, n. 2, e88122, 2014.



97

LAMBERT, R. et al. Epidemiology of cancer from the oral cavity and oropharynx. Eur.
J. Gastroenterol. & Hepatol., v. 23, n. 8, p. 633-641, ago. 2011.

MA, J. et al. Mitochondrial targeted B-lapachone induces mitochondrial dysfunction and
catastrophic vacuolization in cancer cells. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 25, n. 21, p.

4828-4833, 2015.

MARKOPOULOQOS, A. Current Aspects on Oral Squamous Cell Carcinoma. The Open
Dent. J., v. 6, n. 1, p. 126-130, 2012.

MASLIAH-PLANCHON, J.; GARINET, S.; PASMANT, E. RAS-MAPK pathway
epigenetic activation in cancer: miRNAs in action. Oncotarget, 2015.

doi:10.18632/oncotarget.6476. [Epub ahead of print] Review.

MENDEZ, E. et al. Transcriptional expression profiles of oral squamous cell

carcinomas. Cancer, v. 95, n. 7, p. 1482—-1494, 2002.

MIMEAULT, M.; BATRA, S.K. Frequent gene products and molecular pathways
altered in prostate cancer and metastasis-initiating cells and their progenies and novel

promising multitargeted therapies. Mol. Med., v. 17, p. 949-964, 2011.

MITRA, A. K. et al. Novel delivery approaches for cancer therapeutics. J. Control
Release, n. 219, p. 248-268, 2015.

MOON, D. O. et al. Beta-lapachone (LAPA) decreases cell viability and telomerase
activity in leukemia cells: suppression of telomerase activity by LAPA. J. Med. Food,

v. 13, n. 3, p. 481-488, 2010.

PARK, E. J. et al. B-Lapachone induces programmed necrosis through the RIP1-PARP-
AlIF-dependent pathway in human hepatocellular carcinoma SK-Hepl1 cells. Cell Death
Dis., v. 15, n.5, 1230, 2015.

PLANCHON, S. M. et al. B-Lapachone-mediated apoptosis in human promyelocytic
leukemia (HL-60) and human prostate cancer cells: a p5S3-independent response.

Cancer Res., v. 55, p. 3706-3711, 1995.



98

O'BRIEN, J. et al. Investigation of the Alamar Blue (resazurin) fluorescent dye for the
assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur. J. Biochem., v. 267, p. 5421-5426,
2000.

OUGH, M. et al. Efficacy of beta-lapachone in pancreatic cancer treatment: exploiting

the novel, therapeutic target NQO1. Cancer Biol. Ther., v.4, n. 1, p. 95-102, 2005.

RODRIGUES, P. C. et al. Clinicopathological prognostic factors of oral tongue
squamous cell carcinoma: a retrospective study of 202 cases. Int. J. Oral Maxill.

Surg., v. 43, n. 7, p. 795-801, 2014.

SAEZ-RODRIGUEZ, J.; MACNAMARA, A.; COOK, S. Modeling Signaling
Networks to Advance New Cancer Therapies. Annu Rev. Biomed. Eng., v. 17, p. 143-
163, 2015.

SANCHEZ-MARTINEZ, C. et al. Cyclin dependent kinase (CDK) inhibitors as
anticancer drugs. Bioorg. Med. Chem. Lett., v. 25, n. 17, p. 3420-3435, 2015.

SCHUERCH, A. R.; WEHRLI, W. Beta-Lapachone, an inhibitor of oncornavirus
reverse transcriptase and eukaryotic DNA polymerase-alpha. Inhibitory effect, thiol

dependence and specificity. Eur. J. Biochem., v. 84, n. 1, p. 197-205, 1978.

SEOANE, S. et al. Administration of the optimized B-Lapachone-poloxamer-
cyclodextrin ternary system induces apoptosis, DNA damage and reduces tumor growth
in a human breast adenocarcinoma xenograft mouse model. Eur. J. Pharm.

Biopharm., v. 84, n. 3, p. 497-504, 2013.

SIEGEL, R.; NAISHADHAM, D.; JEMAL, A. Cancer statistics. CA: Cancer J. Clin.,
v. 63, n. 1, p. 11-30, jan. 2013.

SITONIO M. M. et al. Anti-inflammatory and anti-arthritic activities of 3,4 dihydro-
2,2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-b]pyran-5,6-dione (B-lapachone). Inflamm. Res., v. 62,
n.1, p. 107-13, 2013.

SOBIN, L.; WITTEKIND, C. TNM Classification of Malignant Tumours. 7. ed. [s.1.]
John Wiley & Sons, INC., 2009.



99

SUFFNESS, M.; PEZZUTO, J. M. Assays related to cancer drug discovery. In:
HOSTETTMANN K. (Ed.). Methods in Plant Biochemistry: Assays for Bioactivity.
London: Academic Press, 1990. p. 71-133.

SUNASSEE, S. N. et al. Cytotoxicity of lapachol, B-lapachone and related synthetic

1,4- naphthoquinones against o esophageal cancer cells. Eur. J. Med. Chem., v. 62, p.
98-110, 2013.

TAKEBE, N.; WARREN, R. Q.; IVY, S. P. Breast cancer growth and metastasis:
interplay between cancer stem cells, embryonic signaling pathways and epithelial-to-

mesenchymal transition. Breast Cancer Res., v. 13, p. 211, 2011.

TAKEBE, N. et al. Targeting Notch, Hedgehog, and Wnt pathways in cancer stem
cells: clinical update. Nat. Rev. Clin. Oncol., v. 12, n. 8, p. 445-464, 2015.

VAN ENGELAND, M. et al. Annexin V-affinity assay: a review on an apoptosis
detection system based on phosphatidylserine exposure. Cytometry, v. 31, p. 1-9, 1998.

VANDESOMPELE, J. et al. Accurate normalization of real-time quantitative RT-PCR
data by geometric averaging of multiple internal control genes. Genome Biol., v. 3, n.

7,2002.

VIEIRA, S. C. H. et al. Levantamento de fitoterapicos manipulados em farmdcias

magistrais de Dourados-MS. Rev. Bras. Farmacog., v. 20, n. 1, p. 28-34, 2010.

WEINBERG, R. A. The retinoblastoma protein and cell cycle control. Cell, v. 81, n. 3,
p. 323-330, 1995.

WELLER, M. et al. Topoisomerase-I inhibitors for human malignant glioma:
differential modulation of p53, p21, bax and bcl-2 expression and of CD95-mediated
apoptosis by camptothecin and beta-lapachone. Int. J. Cancer, v. 73, p. 707-714, 1997.

WOQO, H. J. et al. Beta-lapachone, a quinone isolated from Tabebuia avellanedae,
induces apoptosis in HepG2 hepatoma cell line through induction of Bax and activation

of caspase. J. Med. Food, v. 9, n. 2, p. 161-168, 2006.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Cancer control knowledge into action: WHO

Guide for effective programmer. World Health Organization, Geneva, 2007.



100

WORLD HEALTH ORGANIZATION. World Cancer Day 2013. Disponivel

em:<http://www.who.int/cancer/en/index.html> Acesso: 14 jan. 2014.

WU, Y. et al. B-Lapachone Induces NAD(P)H:Quinone Oxidoreductase-1- and
Oxidative Stress-Dependent Heat Shock Protein 90 Cleavage and Inhibits Tumor
Growth and Angiogenesis. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 357, n. 3, p. 466-475, 2016.

WUERZBERGER, S. M. et al. Induction of apoptosis in MCF-7:WS8 breast cancer
cells by beta-lapachone. Cancer Res., v. 58, p. 1876-1885, 1998.

YANG, Y. et al. B-lapachone suppresses tumour progression by inhibiting epithelial-to-

mesenchymal transition in NQO1-positive breast cancers. Scient. Rep., n. 2681, 2017.

YU, H. Y. et al. B-lapachone-Induced Apoptosis of Human Gastric Carcinoma AGS
Cells Is Caspase-Dependent and Regulated by the PI3K/Akt Pathway. Biomol. Ther.
(Seoul), v. 22, n. 3, p. 184-192, 2014

ZHANG, Q.; ZENG, S.X.; LU, H. Targeting p5S3-MDM2-MDMX loop for cancer
therapy. Subcell Biochem., v. 85, p. 281-319, 2014.



101

ANEXO

Figura A1l. Genes da placa TagMan Array Human Molecular Mechanisms of Cancer (Life Technologies®)

1 [ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
18S GAPDH HPRT1 GUSB ABL1 AKT1 AKT2 APC BAX BCART BCL2 BCL2L1
Hs99999901_s1  Hs99999905_m1 Hs99999909 m1 Hs99999908 m1 Hs01104728_m1 Hs00178289_m1 Hs01086102_m1 Hs00181051_m1 Hs00180269_m1 Hs00183953_m1 Hs99999018 m1 Hs00236329_m1
BCL2L11 BID BRAF CASP8 CASP9 CCND1 CCND2 CCND3 CCNET1 CDC42 CDH1 CDK2
Hs00197982_m1 Hs00609632_m1 Hs00269944 m1 Hs01018151_m1 Hs00154260_m1 Hs00765553_m1 Hs00153380_m1 Hs00236949_m1 Hs01026536_m1 Hs00741586_mH Hs01023894_m1 Hs01548894_m1
CDK4 CDKN1A CDKN1B CDKN2A CDKN2B COL1A1 CRK CTNNB1 CYCS DVL1 E2F1 EGFR

Hs00175935_m1
ELK1
Hs00428286_g1
HGF
Hs00300159_m1
LEF1
Hs00212390_m1
NFKBIA
Hs00153283_m1
SHC1
Hs00427539_m1

Hs00355782_m1
ERBB2
Hs01001580_m1
HRAS
Hs00610483_m1
MAP2K1
Hs00605615_mH
NRAS
Hs00180035_m1
SMAD4
Hs00929647_m1

Hs00153277_m1
FADD
Hs00538709_m1
IGF1
Hs01547656_m1
MAP3K5
Hs00178726_m1
PIK3CA
Hs00180679_m1
SOSH
Hs00362308_m1

Hs00923894 m1
FAS
Hs00531110_m1
IGF1R
Hs00609566_m1
MAPK1
Hs01046830_m1
PIK3R1
Hs00381459_m1
SPP1
Hs00960942_m1

Hs00365249_m1
FASLG
Hs00181225_m1
ITGA2B
Hs01116228 m1
MAPK14
Hs00176247_m1
PTEN
Hs01920652_s1
SRC
Hs00178494 m1

Hs00164004_m1
FGF2
Hs00266645_m1
ITGAV
Hs00233790_m1
MAPK3
Hs00385075_m1
PTK2
Hs00178587_m1
TCF3
Hs00413032_m1

Hs00180418_m1
FN1
Hs01549976_m1
ITGB1
Hs00559595_m1
MAPK8
Hs01548508_m1
PTK2B
Hs00169444 m1
TGFB1
Hs00998133_m1

Hs00355045_m1
FOS
Hs00170630_m1
ITGB3
Hs01001469_m1
MAX
Hs00811070_m1
RACH
Hs01025984 m1
TGFBR1
Hs00610318_m1

Hs01588973_m1
FYN
Hs00176628_m1
JUN
Hs99999141_s1
MDM2
Hs99999008 m1
RAF1
Hs00234119_m1
TGFBR2
Hs00234253_m1

Hs00182896_m1
FZD1
Hs00268943_s1
KDR
Hs00911700_m1
MYC
Hs99999003 m1
RB1
Hs01078066_m1
TP53
Hs01034249_m1

Hs00153451_m1
GRB2
Hs00157817_m1
KIT
Hs00174029_m1
NFKB1
Hs00765730_m1
RELA
Hs00153294 m1
VEGFA
Hs00900055_m1

Hs01076078_m1
GSK3B
Hs00275656_m1
KRAS
Hs00364282_m1
NFKB2
Hs00174517_m1
RHOA
Hs00357608_m1
WNT1
Hs00180529_m1




102

APENDICE

Tabela Al. Efeito da B-lapachona e seus derivados 3-iodo sobre a expressao de genes

relacionados ao cancer em células HSC3

Genes DOX  p-lapachona 3-I-a-lapachona 3-1-p-lapachona

ABL1 364,45 1,47 0,68 10,74
AKT1 570,92 3,58 1,28 42,88
AKT2 211,03 1,53 0,66 17,13
APC 356,29 2,06 0,66 69,79
BAX 1.346,14 3,25 0,77 37,87
BCAR1 658,91 4,04 2,59 90,53
BCL2 372,27 N.d. 1,51 14,85
BCL2L1 263,93 1,37 0,65 12,32
BCL2L11 3.037,08 4,73 1,69 27,03
BID N.d. 0,86 2,90 3,94
BRAF 147,39 1,75 1,40 48,26
CASPS8 40,15 0,89 0,71 4,940
CASP9 N.d. 1,59 N.d. 104,90
CCND1  1.645,54 4,32 1,44 41,35
CCND2 658,45 2,59 0,63 25,82
CCND3  1.382,27 11,63 1,52 42,06
CCNE1 1.776,39 12,83 1,54 41,65
CDC42 N.d. 0,85 0,77 6,24
CDH1 318,79 2,44 1,27 21,00
CDK2 1.825,99 5,02 0,63 32,34
CDK4 383,89 2,61 1,02 22,37
CDKNIA 4.302,54 8,05 2,85 80,83
CDKNI1B 335,79 1,64 0,61 22,38
CDKN2A 12,85 1,50 1,08 10,05
CDKN2B N.d. N.d. N.d. N.d.
COL1A1 1.624,54 5,57 1,53 19,23
CRK N.d. 0,89 1,42 3,04
CTNNB1 45,15 2,46 1,19 12,35
CYCS N.d. 1,02 1,32 N.d.
DVLI1 246,68 4,26 1,88 72,05
E2F1 1.744,01 5,65 1,10 44,15
EGFR 121,20 2,21 0,88 41,98
ELK1 12,36 1,45 1,14 12,54
ERBB2  1.748,61 4,69 1,37 64,18
FADD N.d. 0,82 1,51 9,95
FAZ 34,22 0,77 0,92 4,18
FASLG N.d. N.d. N.d. N.d.
FGF2 228,28 1,46 1,73 22,74
FNI1 911,08 1,66 0,97 19,45
FOS 1.065,45 1,77 1,69 27,05
FYN 99,78 1,08 0,92 23,00
FZD1 1.221,62 5,46 0,97 47,94
GRB2 297,07 1,23 0,64 20,77
GSK3B 63,65 1,26 0,63 14,07
HGF N.d. N.d. N.d. N.d.
HRAS 392,22 3,02 1,14 28,15
IGF1 N.d. N.d. N.d. N.d.




IGF1R 1.398,54 3,52 0,68 22,07
ITGA2B N.d. N.d. N.d. N.d.
ITGAV 497,32 2,80 0,96 24,22
ITGB1 449,13 1,67 0,78 19,38
ITGB3 N.d. N.d. N.d. N.d.
JUN 6.603,58 4,55 1,93 51,82
KDR N.d. N.d. N.d. N.d.
KIT N.d. N.d. N.d. N.d.
KRAS N.d. 2,71 2,95 13,26
LEF1 371,17 2,13 1,14 13,28
MAP2K1 18,71 1,41 1,30 20,22
MAP3KS5 0,78 1,45 N.d. 0,78
MAPK 353,18 2,07 1,08 23,90
MAPK14 24391 2,84 1,64 39,80
MAPK3 545,58 5,32 1,25 25,71
MAPKS 682,37 3,16 0,85 37,72
MAX N.d. N.d. N.d. N.d.
MDM2 466,63 2,51 1,24 36,63
MYC 662,49 1,72 0,73 26,03
NFKB1 536,35 3,03 0,74 11,69
NFKB2  1.563,61 2,86 1,93 65,77
NFKBIA 782,29 2,29 1,59 36,51
NRAS 84,45 0,87 0,83 16,06
PIK3CA 210,22 0,68 0,82 22,11
PIK3R1 32,11 0,45 0,24 2,41
PTEN N.d. 0,62 0,57 1,07
PTK2 381,33 2,75 1,29 36,98
PTK2B 651,04 2,84 0,92 42,52
RACI1 24,82 0,77 0,66 2,25
RAF1 140,00 0,76 0,65 9,58
RB1 269,08 2,00 1,09 16,19
RELA 383,30 2,32 0,79 20,37
RHOA 255,88 2,01 1,04 25,95
SHC1 3,67 1,42 2,13 5,29
SMADA4 151,54 1,43 0,79 19,30
SOS1 781,00 3,57 2,90 49,91
SPP1 N.d. N.d. 13,27 89,87
SRC 904,02 3,58 1,68 52,81
TCF3 146,83 3,26 2,83 58,32
TGFB1 1.930,19 4,80 1,15 52,17
TGFBR1 358,73 1,86 1,21 27,11
TGFBR2 330,90 0,09 0,76 55,39
TP53 95,53 2,54 291 2,84
VEGFA 605,92 1,70 2,76 50,53
WNT1 N.d. N.d. N.d. N.d.

As células HSC3 foram tratadas com 1 pM da fB-lapachona, 4,5 pM da 3-I-a-lapachona e 1
puM da 3-I-B-lapachona durante 12 h. O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO
0,2%) utilizado para diluir os compostos testados. A doxorrubicina (DOX, 1 uM) foi utilizada
como controle positivo. Os valores representam a quantificagdo relativa (QR) em comparagdo
com o calibrador (células tratadas com o controle negativo, QR = 1,0). Os genes foram
considerados com expressdo aumentada se QR > 2 e foram considerados com expressdo
reduzida se QR < 0,5. N.d. Ndo determinado.
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