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RESUMO

O estresse oxidativo é o excesso de producdo de espécies reativas de oxigénio que causam
danos e até a morte das células. E um mecanismo que pode se originar da isquemia e
reperfusdo, um processo que acomete diversos Orgdos e que esta envolvido em doencas
neurodegenerativas, cardiacas, insuficiéncias renais, disfuncdo hepatica, entre outras. A
necessidade da descoberta de novas substancias antioxidantes, derivadas de fontes naturais, é
importante para a prevengdo e tratamento dessas doencas. A beta lapachona é uma substancia
com acdo antioxidante, obtida da serragem da madeira do ipé, vegetacdo simbolo do cerrado
brasileiro. Neste estudo objetivou-se analisar a agdo citotoxica e antioxidante da beta
lapachona em células endoteliais, in vitro. Células da linhagem EA.hy 926 foram
subcultivadas, tratadas com a [ lapachona em diferentes concentragdes e submetidas a
isquemia e reperfusdo. A citotoxidade e a acdo antioxidante foram obtidas por meio da analise
da viabilidade celular pelo método de reducdo do tetrazélio. As médias foram averiguadas
pelo teste de Tukey (5% de significancia) e pela analise de variancia. Houve progressdo dose
dependente da citotoxidade no grupo sem isquemia/reperfuséo e da viabilidade celular no
grupo com isquemia/reperfusdo. No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre as
concentracdes e entre os grupos. A beta lapachona, nas condi¢bes desse experimento, ndo
apresentou acao citotoxica ou antioxidante nas células endoteliais.

Palavras-Chave: isquemia e reperfusdo, naftoquinona, protecéo celular, radicais livres
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ABSTRACT

Oxidative stress is the overproduction of reactive oxygen species that cause cell damage and
even the death. It is a mechanism related to ischemia and reperfusion, a process that affects
several organs and is involved in neurodegenerative diseases, cardiac and/or renal
insufficiencies, hepatic dysfunction, among others. The discovery of new antioxidant
substances derived from natural sources, is important for the prevention and treatment of
these diseases. Beta lapachone is a substance with antioxidant action obtained from sawdust
of Ipe wood, a symbolic tree from the Brazilian cerrado. This study aimed to analyze the
cytotoxic and antioxidant action of beta lapachone in endothelial cells, in vitro. EA.hy 926
lineage cells were subcultured, treated with different concentrations of beta lapachone and
subjected to ischemia and reperfusion. Cytotoxicity and antioxidant action were assessed
through the cellular viability analysis by the tetrazolium reduction method. The averages were
verified by the Tukey test (5% of significance) and by variance analysis. There was a dose-
dependent progression of cytotoxicity in the non-ischemia/reperfusion (control) group and
cell viability increase in the ischemia/reperfusion group. However, there was no statistical
difference between the concentrations and between groups. Considering the settings of this
experiment, Beta lapachone did not present cytotoxic or antioxidant action on endothelial
cells.

Keywords: cell protection, free radicals, ischemia/reperfusion, naphtoquinone.



1. INTRODUCAO

O excesso da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) desencadeia a
morte celular, que é a principal consequéncia das lesdes de isquemia e reperfusdo (I/R). A
lesdo de I/R promove aumento das proteinas caspase 3 e 9 e diminuicdo da célula
antiapoptdtica célula-B de linfoma 2 (Bcl2), aumento da fissdo mitocondrial e desencadeia
vias de apoptose celular gerando grandes éreas de infarto*?.

As substancias antioxidantes atuam inibindo a producdo excedente de ROS. A
isquemia e a reperfusdo provocam lesdo na mucosa intestinal por meio de metabdlitos ROS
derivados do sistema da xantina oxidase apds a reperfusdo. A glutamina protege o intestino,
inibindo a producdo de ROS, a clivagem das caspases, a apoptose e a peroxidacgdo lipidica por
meio da ativacdo da via de sinalizagdo fator eritrdide nuclear relacionada ao fator 2 (Nrf2) /
elemento de resposta antioxidante (ARE). Por essa razdo, a glutamina € uma substancia que
foi utilizada com sucesso no tratamento de lesbes experimentais de isquemia e reperfusao no
intestino de ratos®.

Outro exemplo é a enzima heme oxigenase-1 (HO-1), que previne o
enfragquecimento da parede do miocéardio, a inflamacdo, a fibrose e a disfuncdo cardiaca
induzida por lesdes, com reducdo da morte celular por apoptose. Os mecanismos
antioxidantes protegem os cardiomidcitos e podem ser uma estratégia de protecdo para
pacientes com doenca arterial coronariana e com alto risco de isquemia miocéardica
recorrente®,

Além dos mecanismos antioxidantes enddgenos, hd compostos com efeitos
similares, que podem ser consumidos na dieta diaria. Antioxidantes exdgenos também
desempenham importante papel na protegdo contra o desenvolvimento de doengas que cursam
com danos provocados por moléculas oxidativas. A beta lapachona (BLAP) é um exemplo de
composto com acdo antioxidante®®’.

O bioma cerrado apresenta grande diversidade vegetal, com mais de 6.000
especies de plantas. Dentre os vegetais, cujas partes sdo utilizadas com finalidade medicinal,
destacam-se as plantas do género Tabebuia sp., que pertencem a familia Bignoniacea.
Algumas espécies encontradas sdo Tabebuia impetiginosa, T. avellanadea, T. serratifolia, T.
chrysotricha, T. roseo-alba, conhecidas popularmente como ipé roxo, ipé amarelo, ipé
dourado e ipé branco, respectivamente. No Brasil, sdo encontrados 46 tipos de ipés. Sao
arvores altas, com troncos tortuosos, de casca grossa e floracdo entre os meses de junho e

setembro®°101,



A casca do ipé tem sido utilizada para a confec¢do de chas desde o Império Inca,
no século XIIl. Por meio do conhecimento popular, é empregada na Argentina, México,
Estados Unidos e Brasil para o tratamento de diarreia, infeccdes respiratérias, infecgdes do
trato urinario, anemia, febre, alergias, artrite, infeccbes bacterianas, candidiase, gripe,
infeccbes fungicas, leucemia, doencas hepéticas, parasitoses, ulceragcdes cutaneas, asma,
colite, cistite, gastrite e gengivite**2,

Do ipé podem ser extraidos compostos como as quinonas. Dentro do grupo das
quinonas estdo presentes as naftoquinonas, que sdo compostos cuja caracteristica é a presenca
de anel naftaleno. S&o encontradas em plantas, fungos e bactérias e possuem acdes
farmacoldgicas, com destaque para o Lapachol (LAP). O LAP foi isolado pela primeira vez
em 1882 pela extracdo da serragem da casca da arvore da familia Bignoniacea. O produto
final da extracdo é um p6 amarelo, solGvel em &gua. E um composto biologicamente ativo,
que pode gerar espécies reativas de oxigénio e induzir estresse oxidativo e morte celular. A
alfa-lapachona e a beta-lapachona foram o0s primeiros isomeros do LAP a serem
isolados®341°.

A BLAP é um composto natural, obtida pela ciclizacdo do LAP catalisada por
acido. Comecou a ser investigada pelo quimico Samuel Hooker no final do século XIX. O
mecanismo de acdo envolve a enzima NAD (P) H: oxidorredutase quinina 1 (NQO1), a
inibicdo de mediadores inflamatérios e as espécies reativas de oxigénio’®'"*®. Por esta
caracteristica, a BLAP apresenta potencial para minimizar a injaria de isquemia e reperfusdo
sobre as células. Faz-se necessaria, a priori, uma revisdo dos principais conceitos e processos
envolvidos nessa possivel inibicdo, para que possa ser definida uma estratégia eficaz de

investigagdo desse potencial, particularmente em células endoteliais normais.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estresse oxidativo

A fisiopatologia de diversas doencgas cardiovasculares e neuronais é complexa e
tem participacdo fundamental do fenémeno conhecido por estresse oxidativo. O aumento
intracelular de ROS induz o estresse oxidativo, que pode desencadear a morte celular por
apoptose e por ativacdo de cascatas apoptoticas intrinsecas. O estresse oxidativo, induzido por
radicais livres por meio da clivagem das caspases 4 e 12 por tempo prolongado no reticulo
endoplasmético, resulta em apoptose'®?.

O estresse oxidativo pode se apresentar no organismo em diferentes situacdes e
nos mais diversos 6rgaos e tecidos™®. Possui acéo exdgena como no consumo de dieta rica em
gordura que esté relacionado com o aumento do estresse oxidativo e disfungdes mitocondriais
em diversos 6rgdos. Este promove o aumento da expressdo de glicogénio sintase quinase 3
beta (GSK-3 beta) no sangue periférico e no baco de animais com consumo de dieta rica em
gordura. Em contraste, o nivel do Nrf2 em células T reguladoras (Treg), a expressdo de HO-1
e da proteina de desacoplamento 2 (UCP2) diminui®.

ROS formadas endogenamente, como consequéncia do metabolismo de
xenobidticos, sdo eliminados por enzimas e por sistemas celulares ndo enzimaticos. O estresse
oxidativo aumenta a liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) e promove alteracbes
histolégicas como perda de integridade celular, vacuolizacdo e degradacdo das células
acometidas”.

As células submetidas a situacdo de isquemia e reperfusdao (I/R) aumentam a
producdo de ROS, o que induz o estresse oxidativo e a morte celular mediada pela tenséo
oxidativa. Na mucosa intestinal, por exemplo, a lesdo decorrente da I/R é induzida pela
producio de ROS por meio do sistema de xantina oxidase ap6s a reperfusdo™®'. No coracdo,
a importancia das lesbes por acumulo de ROS também pode ser ilustrada por episédios
maultiplos e recorrentes de isquemia e reperfusdo e isquemia miocéardica transitéria, que
resultam em significativos danos ao miocardio. Tais lesbes incluem a morte de
cardiomidcitos, fibrose e adelgacamento da parede do coracdo, prejudicando a funcao

ventricular e resultando em insuficiéncia cardiaca®.



2.2. Isquemia e reperfuséo

Isquemia é o evento no qual ha interrup¢do do fluxo sanguineo para os 6rgéos,
que promove danos que podem ser irreversiveis e causar morte celular. Alguns danos que
podem ocorrer sdo geracdo de radicais livres, estresse oxidativo, disfuncdo do o6rgéo
acometido, danos histologicos, apoptose, reacdo inflamatéria. A reperfusdo é o retorno do
fluxo sanguineo as células. Apesar da reperfusdo ser importante para retornar a normalidade
das celulas e prevenir a irreversibilidade da injuria, ela pode agravar as lesbes causadas
inicialmente pela isquemia. Estes danos celulares induzidos sdo denominados lesdo de
isquemia- reperfusdo (I/R). Alguns 6rgdos importantes que podem ser acometidos pelas lesdes
de isquemia-reperfusdo sao figado, rins, coracéo e cérebro?2*242>26,

A isquemia e a reperfusdo tem como consequéncia a morte celular que resulta de
uma sequéncia de eventos. No caso, a apoptose é causada principalmente pela sobrecarga de
calcio e despolarizagdo mitocondrial. O acumulo de calcio aumenta a permeabilidade da
membrana mitocondrial, com diminuicdo do potencial de membrana e transicdo de
permeabilidade de membrana mitocondrial interna, o que inicia 0 processo de apoptose
celular. Com a despolarizacdo mitocondrial ocorre a libera¢do do citocromo ¢ para o citosol.
H& também aumento das proteinas pré-apoptéticas Bcl2 do tipo 4 (Bax) e caspase 3 e
diminuicdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2. A reducdo da viabilidade celular é causada
também pelo aumento das citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alfa), interleucina 1lbeta (IL-lbeta), interleucina 6 (IL-6) e diminuicdo das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa redutase (GR). Ainda ocorre a geracao excessiva de espécies reativas de oxigénio
devido ao esgotamento das enzimas antioxidantes e aumento do malondialdeido (MDA),
produto da lipoperoxidacao®®?"28:%°,

A isquemia hepatica e renal induz grau significativo de lesdes por I/R com
diminuicdo significativa dos niveis da Bcl-2 e aumento dos niveis de caspase 3. Ha um
aumento da aspartato aminotransferase (AST) e dos niveis séricos de creatinina no figado e
nos rins, respectivamente. No figado, a expressao dessas enzimas e proteinas que causam
morte celular pode ser minimizada com o pré-condicionamento hepatico isquémico (utilizado
em casos de transplante), que consiste em procedimentos de isquemia e reperfusdo curtos,
com duragdo de alguns minutos antes da isquemia prolongada. Nos rins, a protecdo ocorre
pela ativagdo da via da proteina de choque térmico (Hsp27), uma molécula anti-apoptdtica
gue aumenta a resisténcia celular contra diferentes tipos de estresse como choque térmico,

condic6es oxidativas e exposicao a drogas toxicas>>%*.



A I/R e o estresse oxidativo podem ser induzidos de forma experimental, por meio
de modelos experimentais como no figado e nos rins, com o intuito de aprimorar o

conhecimento do mecanismo de acdo e propiciar o estudo de substancias antioxidantes.

2.2.1. Modelos experimentais de isquemia / reperfusao e estresse oxidativo

Células cultivadas de astrocitos primarios de ratos foram submetidas a acdo do
peroxido de hidrogénio, com aumento da producdo de ROS e morte celular. Utilizando a
BLAP, verificou-se acdo antioxidante com estimulo da expressdo de genes enzimaticos
antioxidantes de fase Il pela sinalizacdo de NQO1-AMPK, PI3K/Akt e Nrf2/ARE. A acéo
citoprotetora ocorreu pela inibicdo da producdo de ROS. As enzimas induzidas pela BLAP
foram HO-1, NQO1, catalase e MnSOD. Houve, também, a inducdo do aumento da glutationa
intracelular. Como a BLAP mostrou proteger as células contra estresse oxidativo, esta pode
ser uma potencial substancia terapéutica para doencas neurodegenerativas’.

A privacdo de oxigénio e glicose (OGD) com reoxigenacdo (OGDR) foi aplicada
em células neuronais Neuro-2a, NB41A3 e neur6nios primarios do hipocampo CA1l para
imitar as lesdes de isquemia-reperfusdo. Houve a translocacdo da p53 para as mitocondrias
que se associaram a ciclofilina D (Cyp-D) desencadeando a ativacdo da via de necrose
programada. Os danos celulares causados foram a despolariza¢cdo mitocondrial com posterior
liberacdo do citocromo c e producdo de ROS. Para proteger as células neuronais dos efeitos
da isquemia e reperfusao, foi realizado o pré-tratamento com o composto C19 com reducdo da
morte celular e aumento da viabilidade da mesma. A protecdo neuronal ocorreu devido ao
bloqueio da principal proteina alvo Cyp-D mitocondrial com consequente inibicdo da via de
necrose programada®’.

Em células endoteliais e neurais as enzimas antioxidantes, como a heme
oxigenase 1 (HO-1), atuam na regulagdo e supressdo do estresse oxidativo. Essas proteinas,
também conhecidas como enzimas de fase Il de desintoxicacdo, podem manter o equilibrio
metabdlico do oxigénio no meio intracelular. A produgdo dessas enzimas ocorre por meio da
ativacdo da via de sinalizacdo antioxidante fator eritroide nuclear 2 relacionado ao fator 2
(Nrf2) / elemento de resposta antioxidante (ARE), por meio de diversas substancias
pesquisadas com potencial antioxidante®32.

Em ceélulas endoteliais vasculares humanas foi induzido aumento da producéo de
ROS. O composto C (6- [4- (2-piperidina-1-il-etoxi) -fenil] -3-piridina-4-il-pirazolo [1,5-a]
pirimidina) um potente inibidor de proteina quinase adenosina-monofosfato ativada (AMPK)



por meio da competicdo com adenosina trifosfato (ATP), estimulou a expressédo de HO-1 por
ativacdo da via Nrf2/ARE que protegeu as células através da inibi¢do da producdo de ROS.
Assim como a glutationa, doadora de N-acetil-L-citeina, que também blogueou o aumento na
formacdo de ROS®,

Células H9c2, linhagem celular de cardiomidcitos, foram induzidas a isquemia e
reperfuséo, o que resultou em morte celular por apoptose, pelo aumento do estresse oxidativo
e da atividade das caspases. A enzima HO-1 desempenhou papel protetor nas células através
da inibicdo da apoptose e do estresse oxidativo. O mecanismo de acdo desta enzima foi
mediado pela enzima biliverdina redutase e pela via de sobrevivéncia celular PI3K/Akt. A
enzima HO-1 diminui a atividade das caspases e a via PI3K/Akt inibiu as vias apoptéticas nas
mitocondrias. O aumento da atividade de Akt foi resultante da sua fosforilacdo pela proteina
fosfatidilinositol 3-quinase subunidade alfa (p85), mediado pela HO-1 e parcialmente pela
enzima biliverdina redutase. A ativacdo de Akt por HO-1 é realizada a nivel p6s-transducional
por varios mecanismos e possivelmente inclui eventos diretos de p85 e Akt por HO-1 ou pela
enzima biliverdina redutase ou ambos?'.

Em ratos com inducdo de isquemia e reperfusdo no coracdo, houve aumento de
MDA e diminuicdo das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR, aumento dos niveis das
citocinas inflamatérias TNF alfa, IL-6 e IL-1beta, que estdo relacionadas com o mecanismo
de lesdo do musculo cardiaco. TRL4 ativa muitas citocinas e promove a formacdo de espécies
reativas de oxigénio contribuindo com as lesdes ocasionadas pela resposta inflamatéria na I/R.
A via NF-kappabeta € ativada durante a reperfusdo gerando estresse oxidativo e sobrecarga de
calcio. O extrato de folhas de Ginkgo biloba (EGb 761) confere protecdo contra as lesGes
miocardicas induzidas pela I/R pela diminuicdo do estresse oxidativo e repressdo da cascata
inflamatdria in vivo, por inibicdo da via TLR4/NF-kappa-beta. Neste estudo, sua utilizacéo
melhorou significativamente a funcdo cardiaca, por meio da restauracdo na estrutura do
coragdo isquémico. Portanto, houve uma melhora na contracdo cardiaca, atenuagdo da
hipercontracdo e reducdo da pressao diastolica, que é considerado um dos principais motivos
para 0 aumento da demanda de oxigénio. Ainda foi relatado que o grupo tratado teve
diminuic&o significativa da porcentagem da area de infarto significativamente®,

Em outro estudo, a I/R em celulas endoteliais da veia umbilical humana
(HUVEC), ativou as vias proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) e fosfatidilinositol
3-quinase (PI3K) / Akt, resultando em aumento da expressdo de quimiocina guimioatractiva
de mondcitos da proteina-1 (MCPIP1) que desempenhou papel vital na migracdo e morte

celular, resultando em aumento da angiogénese e apoptose durante os estagios de I/R.



HUVEC cultivadas foram submetidas ao processo de I/R que resultou no aumento da
fosforilagdo das vias da MAPK e Akt e uma fosforilacdo transitdria de p38. Essas vias estdo
envolvidas na inducdo da expressdo de MCPIP1 em HUVEC. MCPIP1 mediou a diminuigédo
da viabilidade celular induzida por I/R e o aumento da migracdo de células endoteliais. A
regulagdo da expressdo e da funcdo de MCPIP1 pode ajudar no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas complementares no tratamento de individuos com insuficiéncia
cardiaca ap6s I/R*.

Em células endoteliais, o eridictiol induziu aumento da expressdo do RNAm e da
proteina HO-1 por meio da sinalizacdo de quinase regulada extra-celularmente (ERK) e da
ativacdo da via Nrf2/ARE. Esta substancia teve efeito protetor contra o estresse oxidativo nas
células endoteliais, reduzindo a producdo de ROS pela regulagéo positiva da enzima HO-1".

Células endoteliais humanas EA.hy 926 foram tratadas com perdxido de
hidrogénio (H20,) para simular as lesdes e os mecanismos do estresse oxidativo. O H,O, um
dos produtos classificados como espécies reativas de oxigénio, promoveu aumento acentuado
da liberacdo da LDH, um dos principais indicadores de lesdo celular. Neste estudo também
verificou-se morte celular e aumento da relacdo Bax/Bcl-2, ou seja, regulacdo negativa da
Bcl-2, além disso houve um aumento significativo da expressdo de caspase 3 clivada nas
células®.

Sailuotong (SLT) é uma formulacdo padronizada de trés ervas composta por
Panax ginseng, Ginkgo biloba e Crocus sativus, utilizada para o tratamento de alteragdes
vasculares. O composto protegeu as células EA.hy 926 contra danos relacionados a ROS.
Dessa forma, reduziu o excesso de LDH, suprimiu a geracdo de ROS, a morte celular e
aumentou a modulacdo da atividade enzimatica antioxidante demonstrando a propriedade
anti-apoptotica e antioxidante. O efeito anti-apoptdtico foi mediado por uma reducéo do Bax /
Bcl-2 e pela supresséo da ativacdo da via da caspase 3. Ja o efeito antioxidante foi mediado
pelo aumento da atividade de SOD nas células EA.hy 926°.

Lignanas foram isoladas da fruta Schisandra chinensis, utilizada no Sudeste da
Asia. Essas substancias contém o composto gomisina, que regula a expressdo de moléculas
inflamatdrias e tem acdo antioxidante em microglias. Em células microgliais foi induzida
inflamac&o com posterior tratamento com gomisina. Este teve agdo antioxidante, pois inibiu a
producdo de ROS e ativou MAPK e a ativador Janus quinase (JAK)/ transdutor de transcri¢cdo
Janus quinase (STAT). Inibiu também a expressdo de moléculas inflamatdrias como 6xido

nitrico, prostaglandina E2, citocinas (TNF-alfa, IL-1beta, IL-6) e quimiocina (MCPIP1) por



meio do bloqueio da ativagdo da via NF-kappa beta. Aumentou os niveis de AMP ciclico
(AMPc) e a fosforilagio de proteina de ligagdo do elemento (CREB). As principais enzimas
envolvidas na sinalizacdo de Nrf2, proteina quinase (PKA) e CREB, tiveram seus niveis
aumentados. A gomisina também aumentou a translocacdo do Nrf2 para o nlcleo e a inducao
da expressdo das enzimas HO-1 e NQO1%*.

A linhagem celular PC12, originada de feocromocitoma de ratos, € um modelo de
célula frequentemente utilizada em estudos de diferenciacdo e desenvolvimento neural. Essas
células foram tratadas com fator de crescimento neuronal (NGF) e proteina quinase B (Akt),
que promoveram o crescimento axonal, aumentaram a viabilidade celular e reduziram a
apoptose. O Akt aumentou a expressdo de enzimas antioxidantes HO-1, NQO1 e gama-
glutamilcisteina sintase (gama-GCS) por meio da ativacdo da via Nrf2/ARE, principal
mecanismo na prevencdo do estresse oxidativo. Portanto o tratamento com Akt, associado ao
NGF, contribui para a regeneracdo neuronal e pode ser uma promissora terapia para lesoes
medulares®.

Antcin C é um composto esteroide, isolado do cogumelo medicinal Antrodia
cinnamomea, que possui acao antioxidante e protege as células do figado, in vivo e in vitro, do
estresse oxidativo e da morte celular pela ativacdo da via de sinalizagdo Nrf2/ARE. Células
hepéticas da linhagem hepatoma humano (HepG2) foram induzidas pela substancia 2,2-azobis
(2-amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH) ao estresse oxidativo e a morte celular. O antcin
C protegeu o figado de lesdes, o que foi comprovado pela constatagcdo de que os niveis de
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) se encontravam dentro
dos padrbes normais de referéncia. O composto inibiu a clivagem das caspases 4 e 12 e
regulou positivamente o gene protetor HSP70, impedindo o estresse oxidativo no reticulo
endoplasmatico, que resultaria em apoptose. O antcin C in vivo tem efeito citoprotetor com
regulacdo positiva de antioxidantes, protegendo as células hepéticas de estresse oxidativo por
meio da ativacdo da via Nrf2 / ARE. Por fim, esse composto promoveu aumento da producéo
de GSH, inibiu a peroxidacdo lipidica e suprimiu a apoptose induzida por radicais livres por
meio da supressio da geracdo de ROS?.

Durante o procedimento experimental de transplante de figado em ratos, foi
realizado o pés-condicionamento isquémico. A enzima HO-1 foi expressa predominantemente
no citoplasma das células de Kupffer, tendo induzido efeito citoprotetor contra a lesdo de
isquemia e reperfusdo hepatica e aumento da atividade antioxidante. Os efeitos protetores do

pos-condicionamento isquémico foram significativamente associados com maior expressao



intra-hepética de HO-1. Houve aumento das atividades da enzima SOD e reducéo da atividade
da peroxidacéo lipidica, indicando a inducéo de mecanismos endégenos citoprotetores®>.
Ratos foram submetidos a isquemia e reperfusdo intestinal e posteriormente
tratados com glutamina. A glutamina reduziu a lesdo do jejuno e a permeabilidade
microvascular por meio do aumento dos niveis de ativagcdo da via Nrf2/ARE e da expressdo
de HO-1. Nas células do jejuno também ocorreu aumento dos niveis de Bcl-2 e diminui¢do do
nivel da caspase 3, promovendo supressao da apoptose. O aumento do nivel de Bcl-2 ocorreu
por meio da via Nrf2/ARE. A producdo de ROS foi inibida e a apoptose das células intestinais
foi reduzida. A redugédo do estresse oxidativo resultou em aumento da atividade da SOD e

reducéo da peroxidacdo lipidica induzida pela glutamina®.

2.3. Caracteristicas quimicas e acdo da beta lapachona

2.3.1. Quinonas

As quinonas sdo compostos em cuja estrutura quimica se encontra
necessariamente um ou mais anéis aromaticos. As quinonas sao metabdlitos secundarios de
plantas com capacidade de atuar como agente oxidante ou desidrogenador. O LAP, a BLAP, a
alfa lapachona, a estreptonigrina e a urdamicinona sdo compostos que possuem a estrutura
quimica quinona em seu nudcleo®".

Suas acgdes farmacoldgicas como atividade antitumoral, anti-inflamatéria e
antifungica, se devem a propriedade redox e de transferéncia de elétrons, impulsionada pela
formacdo de um sistema totalmente aromatico. O potencial de reducdo da quinona esta na sua
capacidade intrinseca de receber elétrons, relacionada a presenca de substituintes na por¢édo
quinonoidica que modulam a propriedade redox®**.

O ciclo redox (Figura 1) pode ser iniciado pela reducdo de um ou dois elétrons,
catalisada pelas enzimas NADH (Dinucledtido de nicotinamida e adenina) e citocromo P450
redutase, originando radicais anions semiquinonas (Q°) instaveis. Na presen¢a de oxigénio
molecular (O,), esses anions Q" transferem um elétron, gerando o radical superoxido (Oy).
Este sofre acdo da enzima superdxido dismutase (SOD), formando o perdxido de hidrogénio.
Simultaneamente, ocorre a reacdo de Fenton, formando o radical hidroxila pela reducéo
catalisada pelo ferro (Fe?*). A transferéncia dos elétrons e a cinética desse processo S&o

dependentes do potencial de reducdo da quinona. Os radicais livres formados no ciclo redox
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podem reagir com o0 DNA (Acido desoxirribonucleico) e com macromoléculas, como lipidios

e proteinas, causando danos celulares®*.
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FIGURA 1 — Esquema representativo do ciclo redox e da geracdo de metabdlitos pelas
quinonas. No inicio do ciclo a reducdo de um ou dois elétrons catalisada
pela enzima NQO1, formando radicais anions semiquinonas instaveis. Na
presenga de O,, 0s anions transferem um elétron e geram o radical
superoxido (Oy) que sofre acdo da enzima superoxido dismutase (SOD)
formando o perdxido de hidrogénio (H,O,). Forma-se o radical hidroxila
(OH) e ocorre a transferéncia de elétrons. Os radicais livres reagem com 0
DNA e com macromoléculas, como lipidios e proteinas, causando danos

celulares.

Fonte: Adaptado de Pinto et al.*®

Dentro do grupo das quinonas estdo as naftoquinonas, compostos que contém em

sua estrutura quimica anéis aromaticos naftalenos. Sao classificadas em dois grupos, orto-

naftoquinona e para-naftoquinona, com duas carbonilas ligadas ao anel naftaleno nas posicdes

um e dois e nas posicdes um e quatro, respectivamente (Figura 2A E 2B). As orto-

naftoquinonas (Figura 2C, 2D, 2E, 2F) que mais se destacam sdo as xiloidonas (alfa

xiloidona, beta xiloidona) e as lapachonas (alfa lapachona, BLAP), caracterizadas pela

presenca dos anéis cromenos e cromanos em sua estrutura. Sdo compostos com agéo redox em

varios tipos de processos biolégicos oxidativos, sendo elos de cadeia de transporte de elétrons

na via metabdlica. Representam uma classe de compostos naturais e sdo encontrados em

algumas familias de plantas, bem como em fungos e bactérias

8,13,14
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FIGURA 2 - Estrutura quimica das naftoquinonas. A) orto-
naftoquinona. Duas carbonilas nas posi¢cbes um e
dois em vermelho. B) para-naftoquinona. Duas
carbonilas nas posi¢fes um e quatro em vermelho.
C) beta xiloidona. Anel cromeno em azul, com dupla
ligagdo (seta). D) alfa xiloidona. Anel cromeno em
azul, com dupla ligacdo (seta); E) beta lapachona.
Anel cromano em verde. F) alfa lapachona. Anel
cromano em verde.

Fonte: Adaptado de Ferreira et al®.; Pinto et al.*®

Em 1946, deu-se o inicio das pesquisas sobre a acdo anti-malérica das
naftoquinonas com a demonstracdo da sua acdo inibitéria contra o crescimento do
Plasmodium vivax. Em seguida, documentou-se a sua eficacia contra quatro cepas de virus da
gripe, de poliomielite e de estomatite vesicular. Desde entdo, as naftoquinonas naturais e
sintéticas, como o LAP, estdo sendo estudadas como terapéutica para diversas doencas
tropicais. Tais compostos interferem no transporte de elétrons das células e inibem a cadeia
respiratéria. Possuem acdo bioldgica nas atividades das enzimas, como a topoisomerase, €

podem induzir a formacéo de espécies reativas de oxigénio™**.
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2.3.2. Lapachol

O LAP (2-hidroxi-3-(e-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) é extraido da serragem
da casca da arvore da familia Bignoniacea, do género Tabebuia sp. (Figura 3), conhecida
como ipé ou pau d’arco. Foi isolado pela primeira vez em 1882 a partir da Tabebuia

avellanadae®.

FIGURA 3 - Imagem de um ipé (Tabebuia sp) no Condominio Portal do Sol Il, Goiénia.
Fonte: Arquivo pessoal

Os extratos, a partir do qual o LAP foi purificado, sdo utilizados como agentes
analgeésicos, anti-inflamatdrios, antineoplasicos, antimicrobianos e diuréticos. O composto foi
chamado por E. Paterno de “acido lapachic”, devido a suas propriedades acidas.
Posteriormente, Hooker (1892) atribuiu o nome “lapachol”, pelo qual é conhecido até hoje.
Apesar de ter sido isolado pela primeira vez em espécies da familia Bignoniacea, a substancia
pode ser encontrada também em arvores de outras familias e espécies**** (Quadro 1).

Em 1927, Fieser obteve o composto por sintese quimica, confirmando a
manutencdo da mesma estrutura, comparando-a com uma amostra auténtica extraida da casca
da T. avellanadae. Trata-se de um p6 cristalino amarelo, com forma tipicamente de prisma,


https://produto.mercadolivre.com.br/MLB-828516197-15-mudas-de-flor-ip-roxo-no-tubete-arvore-nativa-_JM
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com pKa de 6,15 e ponto de fusdo 141°C a 143°C. E sollvel em agua com influéncia do pH,
podendo variar de quatro a dez, dependendo da concentracdo. Os comprimentos de onda
podem ser identificado por absorbancia sdo 251, 278 e 331 nm. Pode formar complexos

estaveis com metais de transicdo, como ferro, cobre, zinco, cobalto, niquel, bismuto e varios

outros®®,
QUADRO 1 - Familias e espécies de arvores onde o lapachol pode ser encontrado.
FAMILIA ESPECIE
Bignoniacea Tabebuia flavescens Benth - & Hook. F. ex. Griseb.

T. guayacan Hemsl.

T. avellanedae Lor. ex Griseb.
T. serratifolia (Vahl.) Nichols
T. rosa
T. bata (E. Mey) Sandw
T. pentaphylla (Linn) Hemls.
T. heptaphylla
Haplophragma adenophylum
Heterophragma adenophylum
Kigelia pinnata
Phyllarthron comorense
Radermachera sinica
Paratecoma peroba (Record) Kuhlm
Tecoma araliaceae DC
T. undulata
Stereospermum suaveolens DC.
S. kunthianum
Zeyhera digitalis
Z. tuberculosa
Millingtonia hortensis Linn
Stereospermum tetragonum DC.
Stereospermumpersonatum
Catalpa longissima
Cybistax antisyphilitica
Macfadyena ungis-cati
Melloa quadrivalvis
Newbouldia laevis

Verbenaceae Tectona grandis L. fil
Avicennia tomentosa Jacq
Avicenia officinalis

Proteaceae Conospremum teretifolium R. Br.
Leguminosae Diphysa robinoide Bent
Sapotaceae Bassia latifolia
Malvaceae Hibiscus tiliaceus
Scrophulariaceae Paulownia kawakamii

Fonte: Adaptado de Hussain et al.™
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A avaliacdo dos efeitos terapéuticos do LAP teve inicio em 1968, pelo estudo da
sua atividade antineopldsica em modelo experimental com ratos. Os tipos de neoplasias
testadas foram carcinoma (755), leucemia (L-1210 e P-1534), sarcoma (180) e
carcinossarcoma (256 de Walker), sendo eficaz apenas no carcinossarcoma. Todavia, em
1974, o Instituto Nacional de Cancer (NCI) suspendeu os estudos sobre o LAP, alegando que
as elevadas concentraces necessarias para essa substancia atuar como quimioterapico eficaz
contra as neoplasias humanas eram tdxicas e resultavam em efeitos colaterais. Porém, naquela
época, ndo foram considerados os efeitos do LAP a nivel molecular. Sabe-se que se trata de
um dos compostos biologicamente ativos mais versateis dentre as naftoquinonas. Séao
utilizados para o tratamento de cancer, lapus e infeccBes de feridas, aléem de apresentarem
propriedades terapéuticas antimetastatica, antifungica, antiviral, anti-inflamatoria,
antiparasitaria, leishmanicida, muloscicida, entre outras*>*°.

O LAP é um composto com estrutura quimica simples, que pode ser subdividido
em compostos mais eficazes, tanto in vitro quanto in vivo. Os dois primeiros analogos naturais
isolados do LAP foram a alfa lapachona e a BLAP. Esses compostos foram sintetizados a
partir do LAP extraido da T. avellanadae, usando o procedimento de Hooker de ciclizagdo
catalisada por &cido sulfurico. A protonacdo do grupo carbonila na posicdo beta inicia uma
série de processos que levam a conversao da beta lapachona em alfa lapachona, em solucGes
ricas em agua e solucdes aquosas acidas. As modificacdes no anel C da beta lapachona séo
utilizadas como estratégia para conseguir compostos mais ativos, com indice seletivo

apropriado e melhor atividade®*” (Figura 4).
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Me Me

FIGURA 4 — Formagdo sintética da beta lapachona (B) e
alfa lapachona (C) por meio de tratamento
acido do lapachol (A).
Fonte: Litivack Janior®

2.3.3. Beta Lapachona

A BLAP (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]piran-5,6-diona) é uma
substancia natural obtida a partir do LAP, baseada na reagdo de ciclizagdo catalisada por
4cido. E uma naftoquinona conhecida desde 1858, tendo sido purificada pela primeira vez em
1892. Apds um periodo sem estudos, foi retomada em 1977 a caracterizacdo desta
substancia®*>*®,

Apresenta uma série de a¢Bes farmacoldgicas, incluindo atividades antibacteriana,
antifangica, tripanocida, entre outras, que estdo ligadas a formacdo de espécies reativas de
oxigénio. Por ser um substrato da NAD (P) H: oxidorredutase quinina 1 (NQO1), a BLAP
facilita a oxidacdo, dependente de NQO1, de NADH para NAD+ (Dinuclettido de
nicotinamida e adenina), ao receber dois elétrons do NADH, aumentando assim a propor¢do
NAD+/NADH. Desta forma, a reducdo da BLAP ¢é catalisada pela enzima NQO1 no ciclo
redox *31°,

Neste ciclo, ocorre a oxidacdo de NADH em NAD+. Sirtl é uma proteina
desacetiladora que regula processos metabolicos, como a lipdlise, a oxidacdo da fosfatase
alcalina (FA), biogénese mitocondrial e gliconeogénese. Este requer como cofator o NAD+.
Por apresentar tais propriedades, a BLAP pode ser usada para inibir a cardiomiopatia
lipotoxica através da ativacdo da AMPK (5' adenosina-monofosfato activada proteina
quinase) dependente de Sirtl (Inibidor de traducdo induzido por sacarose). Em camundongos

com inducdo experimental de cardiomiopatia lipotdxica, o tratamento com a BLAP preveniu o
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remodelamento cardiaco, melhorou as disfun¢Bes cardiacas, diminuiu o actumulo de
triacilglicerol no coragéo e preservou a integridade da mitocondria'®*’.

O tratamento com BLAP para a sindrome clinica de doencas mitocondriais
(MELAS), em células transmitocondriais citoplasmicas hibridas (cybrid cells), promoveu o
aumento significativo dos niveis de ATP (Trifosfato de adenosina) mitocondrial, por meio da
cadeia respiratoria, reduziu a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio e restringiu
o lactato a um nivel quase normal. Restaurou, também, a propor¢do de NADH / NAD+,
aumentando a atividade da proteina Sirtl e dos componentes mitocondriais codificados pelo
DNA mitocondrial (mtDNA)*®*7,

A BLAP é insoluvel em agua, o que desfavorece a sua absor¢do no intestino
delgado, visto que medicamentos altamente hidrofobicos possuem absorcdo lenta devido a
solubilidade limitada nos fluidos gastrointestinais, 0 que resulta em biodisponibilidade baixa.
Em um estudo realizado em 2013, foram sintetizadas micelas em sistema lauril dodecil sulfato
de sodio (LDS) para aumentar a taxa de absorcdo oral da BLAP. Verificou-se que a absor¢éo
foi lenta e pouco eficaz no intestino delgado, mas significativa no intestino grosso. A razéo
para absorcdo mais eficiente das micelas com BLAP no intestino grosso foi atribuida a menor
espessura nesse segmento intestinal da chamada camada pré-epitelial de resisténcia a difusdo
(unstirred layer ou camada ndo mexida), que recobre externamente o epitélio da mucosa e €
composta principalmente por muco (2-5%) e agua (90-95%) e que funciona como barreira

limitante da velocidade para absorcéo das moléculas lipofilicas menores*.

a) Propriedade citotoxica da BLAP

A BLAP é uma substancia com atividade antineoplésica natural. O composto
induz a morte das células de cancer por meio de apoptose, necrose e autofagia, com potencial
para tratamento de neoplasias®®.

A enzima NQO1, quando ativada pela BLAP, entra no ciclo redox, gerando
radicais livres. Normalmente, a enzima reduz quinonas para hidrogquinonas estaveis e é entéo
excretada quando conjugada com glucoronido ou sulfato. Alguns tipos especificos de
neoplasias apresentam elevados niveis de NQO1, como o cancer de mama, de pulméo de
células ndo pequenas (NSLC), pancreatico, de colon e de prdstata, quando comparados a
células normais. Dessa forma, esses tumores apresentam maior sensibilidade a acdo da
BLAP®,

Esta substancia possui acdo anticancerigena comprovada, pois induz

seletivamente a morte celular em varias linhas celulares de cancer humano. Um dos mais
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relevantes mecanismos que permitem a proliferacdo das células neoplésicas e dificultam o
tratamento do céncer é a inducdo de defeitos nas vias apoptoticas dessas células. Em 2006, foi
proposta uma forma de contornar esse problema, a inducdo da morte celular por necrose. Esta
pode ser conseguida pela ativacdo das vias de resposta ao dano do DNA por meio da BLAP.
Também se descobriu que a BLAP ativa transitoriamente PARP1 (Poli [ADP ribose]
polimerase 1), o principal regulador das vias de resposta a danos do DNA, tanto in vitro como
in vivo. Esta inducdo da morte celular por necrose pode ser uma estratégia terapéutica para
eliminar seletivamente as células cancerosas™.

A BLAP ¢é capaz de inibir o complexo das topoisomerases, este permite que as
funcbes de transcricdo, reparagdo, replicacdo e estruturagdo do cromossomo ocorram
normalmente. Ao inibir o complexo topoisomerases-DNA, impedindo as topoisomerases de
se reconectarem ao DNA e desfazendo o complexo, ocorre a formacao de pontos de checagem
no processo da divisdo celular, induzindo a morte das células malignas (Figura 5). O DNA e a
enzima ndo prosseguem com suas fungdes normais. Por se multiplicarem com rapidez, as

células neoplasicas se tornam um alvo mais sensivel aos inibidores da topoisomerases**#.
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FIGURA 5 — Esquema da formagdo dos complexos
topoisomerases | e Il com o DNA,
seguida da interagdo com um inibidor
que congela o complexo DNA-
Topoisomerases levando a sua
fragmentacdo e a morte celular.

Fonte: Silva et al. *
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A inducdo da morte celular por necroptose em células SK-Hepl do carcinoma
hepatocelular humano foi demonstrada em 2014. E importante ressaltar que a morte celular
ocorreu de forma independente da caspase 3, enzima induzida no processo de apoptose. O
mecanismo de acdo para inducédo da necroptose é dependente de RIP1 (Receptor de interacdo
de proteina 1). A inducdo da necroptose pela BLAP esta associada com a translocacdo de AlF
(Fator indutor de apoptose) mediada por PARP1, fazendo o composto constituir um agente
terapéutico eficaz nas células SK-Hep1 de carcinoma hepatocelular humano®.

O composto também pode induzir morte por apoptose em células tumorais. A
BLAP é citotoxica para as células AGS (ATCC CRL-1739®) do adenocarcinoma gastrico
humano, blogueando o ciclo celular na fase sub-G1 e induzindo a apoptose em uma via
dependente de caspase. Induz, também, a disfuncdo mitocondrial, regulando a expressao de
proteinas da familia Bcl-2 nessas células, reduzindo a expressdo da proteina anti-apoptética
Bcl-2 e aumentando a expressdo da proteina pré-apoptotica Bax. Pode promover a morte
celular por apoptose intrinseca, por ativacdo da caspase 9, que induz a perda da
permeabilidade da membrana celular, podendo ocorrer eventualmente a liberacdo do
citocromo ¢ da mitocondria para o citosol. A BLAP também pode ativar a via de sinalizacao
extrinseca da apoptose, induzindo caspase 8 que promove a liberacdo do citocromo ¢ da
mitocOndria, que por sua vez ativa a via intrinseca. A BLAP diminui a fosforilacéo e as
formas ativadas da via PI3K/Akt sem alterar seus niveis totais, podendo ocorrer uma
inativacao dessa via®.

A BLAP inibiu eficazmente o crescimento de células do carcinoma escamoso oral
da linhagem HN22 e HSC4 ao promover a condensacdo de DNA e corpos apopt6ticos no
nacleo das células. O tratamento inibiu a proliferacdo celular, levando a morte por apoptose.
O composto suprimiu a expressdo do Spl nas células cancerigenas. Spl desempenha um
papel importante na génese tumoral por meio da regulacdo de transcricdo de genes
relacionados com o crescimento e a proliferacdo celular. A BLAP promove a regulacéo
negativa dessa proteina. PARP (Poli [ADP ribose] polimerase) e PARP clivada séo usadas
como indicadores de inducéo da apoptose. O blogueio do ciclo celular por proteinas incluindo
p27 (proteina 27) e p21 (proteina 21) foram melhoradas significativamente de forma dose-
dependente da BLAP. A inibicdo da proliferacdo e sobrevivéncia celular foi associada a
proteinas como caciclina D1 e a survivina. O tratamento das células do carcinoma escamoso
oral pela BLAP induziu a regulagdo negativa do Sp1, resultando no bloqueio do ciclo celular

e na inducdo da apoptose”®.
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Esta substancia possui atividade citotoxica em células de osteossarcoma canino,
diminuindo a viabilidade celular. Houve crescimento pouco significativo ap6s o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica, demonstrando que a capacidade de proliferacdo celular diminui
apos a exposicao a BLAP, diminuindo a possibilidade de recidivas. O mecanismo de acdo da
substancia foi pela inducdo da apoptose intrinseca, relacionada com a ruptura da integridade
do potencial de membrana das mitocondrias e o blogueio do ciclo celular na fase G0/G1*'.

b) Propriedade anti-inflamatoria da BLAP

Foi investigado o mecanismo molecular anti-inflamatério da BLAP em células de
microglia BV2 (células microgliais primérias infetadas com retrovirus portador de
oncogenes), em resposta aos mecanismos pré-inflamatoérios induzidos por lipopolissacarideos
(LPS). O tratamento com a BLAP inibiu a expressaio de mRNA (RNA mensageiro) das
citocinas pro-inflamatdrias fator de necrose tumoral-alfa (TNF-alfa), interleucina-1 beta (IL-1
beta) e interleucina (IL-6), Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS), metaloproteinases
(MMP), proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK), PI3K / Akt de sinalizagcdo. Todas
desempenham um papel critico no processo de ativacdo da microglia e a fosforilacdo de trés
tipos de MAPKs e Akt. As vias das MAPK sdo conhecidas por serem importantes para a
expressdo de iINOS e ciclo oxigenase-2 (COX-2), sendo as MAPK alvos especificos de
atuacdo para respostas inflamatérias, portanto envolvidas no processo inflamatério®®#°=°.

A BLAP suprimiu também a ativacdo do fator nuclear kapa B (NF-kapaB) e AP-1
(Ativador de proteina-1), fatores de transcricdo moduladores da expressdo do gene das
citocinas e da iNOS, bloqueando a degradacgéo de IkapaBalfa (Fator nuclear kapa polipeptidio
estimulador do gene em células B-inibidor alfa) e a regulacdo negativa das MAPK, p38
(proteina 38) e ERK (quinase regulada extra-celularmente), além do Akt. As
metaloproteinases MMP-3, MMP-8 e MMP-9 sdo importantes mediadores pré-inflamatorios
em micréglias ativadas. A BLAP inibiu significativamente a producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), por meio da supressdo da expressdo e fosforilagdo do subcomponente
p47phox da NQOL1 do citosol, uma importante enzima para a liberacdo microglial de ROS.
Inibiu, também, a expressdo de mMRNA de gp91phox*34°=C.

HO-1 (heme-oxigenase) e NQO1 sdo mediadores dos efeitos antioxidantes e anti-
inflamatdrios na micrdglia ativada. O inibidor tecidual de metaloproteinase (TIMP-2) e a
interleucina (IL-10) desempenham um papel anti-inflamatério. A BLAP aumentou a
expressdo de HO-1, NQO1, TIMP-2 e IL-10. O mecanismo envolvido na agdo anti-

inflamatdria e anti-oxidante da BLAP é a ativacdo das vias de sinalizacdo Nrf2/ARE (Fator
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eritrdide nuclear 2/ Elemento de resposta antioxidante), PKA/CREB (Proteina quinase A/
Proteina de ligacdo do elemento), MAPK; e PI3K/Akt. Este resultado mostra que a BLAP
pode ser um potencial agente anti-inflamatério, podendo atuar em doencas
inflamatérias*®**,

Nos macrofagos alveolares e nos anéis do endotélio da aorta toracica a BLAP
inibiu a inducdo da producédo de nitrito pelos lipopolissacarideos, por meio da supressao da
expressao de mMRNA de iNOS sem acdo citotdxica. O diferencial desse relato foi a auséncia
do efeito em niveis de nitritos basais nas células, as quais foram induzidas por LPS, mas
tratadas ap0s a retirada destes. Nos anéis aorticos, foi induzido um aumento da contragdo pela
fenilefrina, que foi diminuida a0 maximo pela inducéo dos LPS. A BLAP inverteu a acdo dos
LPS, comprovando a ac&o anti-inflamatéria>.

As células endoteliais de linhagem ECV304 foram tratadas com BLAP, sendo a
dose maxima de 4mM ndo citotoxica para essas células. Houve efeito citoprotetor da BLAP
nas células endoteliais pré-tratadas com 2mM e 4mM, sendo reduzida significativamente a
morte celular induzida por TNF-alfa. A BLAP aumentou a quantidade de NADH em relacdo a
NAD+, diminuindo a ativacdo de NQO1. Aumentou também o nivel de expressdao de HO-1

pelo aumento da fosforilacdo de AMPK nas células endoteliais>.

c) Propriedade antioxidante da BLAP

A acdo antioxidante da BLAP ocorre por meio do estimulo da expressdo de genes
enzimaticos antioxidantes de fase Il pela sinalizacdo AMPK, Akt, Nrf2. Ela inibe a morte
celular e a producédo de ROS pela supressao da expressao e / ou fosforilagdo de NADPH e das
proteinas da subunidade oxidase, como p47phox e gp9lphox. Induz a expressao de HO-1,
NQO1, catalase e MnSOD. Aumenta a glutationa intracelular, a transcricdo e a ligacdo de
proteinas nucleares de ARE, a quantidade celular total e translocacdo nuclear de Nrf2 e c-Jun.
Aumenta, também, a fosforilagdo de AMPK, Akt e p 38 MAPK, sendo AMPK e PI3K/Akt
envolvidos na atividade transcricional mediada por Nrf2-ARE. AMPK e um modulador a
montante da ativacio de PI3K/Akt e Nrf2/ARE %2,

AMPK ¢é uma molécula de sinalizacdo importante que rege a expressao de genes
de enzimas antioxidantes por meio da modulagdo das vias PI3K/Akt e Nrf2/ARE em
astrocitos tratados com BLAP. NQO1 desempenha um papel importante na inducdo da
expressao da enzima antioxidante por regulacdo da sinalizagdo AMPK e Akt. A expressdo dos
genes antioxidantes pela BLAP ¢ mediada pela ativacdo de AMPK e Akt. A BLAP pode
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induzir a expressdo de HO-1 em células endoteliais ECV304, aumentando a ativagdo de
AMPK via oxidacdo de NADH pelo aumento da atividade de NQO1"*%°2,

3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a acdo citotoxica e antioxidante da beta

lapachona em células endoteliais.

4. HIPOTESE

Considerando as acbes citotoxica e antioxidante da beta lapachona, espera-se
encontrar acdo antioxidante e ndo citotoxica em células endoteliais normais da beta

lapachona.

5. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio Multiusuario de Cultivo Celular da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da UFG. Para realizacdo da parte experimental foram
instituidos dois grupos, um com submissdo do processo de isquemia e reperfusdo e outro sem
a inducdo da isquemia e reperfusdo. A divisdo de casa grupo foi realizada da seguinte forma:

-um grupo de controle negativo sem inducédo de isquemia e reperfuséo:

e C-: células em normoxia em meio de cultura regular até o final do experimento

-um grupo de controle positivo induzido a isquemia e reperfusao:

e C+: células ndo tratadas induzidas a 1h de isquemia e 2h de reperfusao

-seis grupos induzidos a isquemia e reperfusao e tratados com BLAP:

e Grupo 1: adicdo de 0,01 uM da BLAP em meio de cultura, seguido por

isquemia de 1h e reperfusédo de 2h

Grupo 2: adicdo de 0,03 pM da BLAP em meio de cultura, seguido por
isquemia de 1h e reperfusédo de 2h

Grupo 3: adi¢éo de 0,1 uM da BLAP em meio de cultura, seguido por isquemia
de 1h e reperfuséo de 2h

Grupo 4: adicéo de 0,3 uM da BLAP em meio de cultura, seguido por isquemia
de 1h e reperfuséo de 2h
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e Grupo 5: adicdo de 0,01 uM da BLAP em meio de cultura, seguido por
isquemia de 1h e reperfusédo de 2h

e Grupo 6: adicdo de 0,03 uM da BLAP em meio de cultura, seguido por
isquemia de 1h e reperfuséo de 2h

-seis grupos tratados com BLAP:

e Grupo 7: adi¢do de 0,01uM da BLAP em meio de cultura

e Grupo 8: adicdo de 0,03 uM da BLAP em meio de cultura

e Grupo 9: adicdo de 0,1 uM da BLAP em meio de cultura

e Grupo 10: adicdo de 0,3 uM da BLAP em meio de cultura

e Grupo 11: adi¢do de 0,01 uM da BLAP em meio de cultura

e Grupo 12: adi¢do de 0,03 uM da BLAP em meio de cultura

5.1. Cultivo celular

As células endoteliais (EA.hy926, BCRJ 0345, Lote 001100, Passagem
Desconhecida) originarias da ATCC (American Type Culture Collection - Manassas, VA,
USA) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro (UFRJ — Rio de Janeiro,
Brasil). As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco modificado de Eagle
(DMEM) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina e estreptomicina
(10.000 U.I./ml - 10 mg/ml), anfotericina B e L glutamina (todos os reagentes da Cultilab,
Campinas, Brasil) e mantidas em incubadora umidificada a 37°C com uma atmosfera de 5%
de CO2, de acordo com adaptagdo de Manea et al®®.
5.2. Reagentes

A BLAP foi adquirida da Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, EUA). As
aliquotas de teste foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulféxido, Cultilab, Campinas, Brasil)

na concentracdo de 1 mM e armazenadas a -20°C.

5.3. Ensaio de isquemia / reperfusao

A técnica executada foi adaptada de Zhu et al®. As células foram incubadas por
24 horas na concentracdo de 1x10* células/poco em placas de cultivo com 96 pogos, em
incubadora umidificada a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. As placas do grupo sem
isquemia/reperfusdo foram tratadas com a BLAP nas concentra¢des 0,01 uM, 0,03 uM, 0,1
uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM pelo periodo de 24 horas de acordo com a descri¢do de cada grupo
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acima e permaneceram na incubadora até 0 momento do ensaio da viabilidade celular. No
grupo submetido a isquemia e reperfusdo as células foram tratadas com BLAP nas
concentragdes 0,01 uM, 0,03 uM, 0,1 uM, 0,3 uM, 1 uM, 3 uM pelo periodo de 24 horas. O
grupo controle foi tratado com 0,3 ul de DMSO para garantir que o resultado ¢é devido a acdo
da BLAP, pois a mesma é diluida em DMSO apds aquisicdo para armazené-la. O DMEM foi
substituido pelo tampdo isquémico nas células tratadas e as placas foram entdo colocadas
numa camara selada (GasPack) contendo a desoxigenacéo reagente (Microbiology Anaerocult
A, Merck Germany), levando ao consumo de O, e a producdo de CO, ap6s quatro horas da
acdo do mesmo, proporcionando a isquemia por uma hora apés este periodo de quatro horas.
A reperfusdo foi realizada com meio DMEM, ap6s periodo de isquemia, com duracdo de duas

horas.

FIGURA 6 — Imagem da cAmara selada GasPack utilizada para simular isquemia.
Fonte: Arquivo Pessoal

5.4. Ensaio da citotoxidade e viabilidade celular pelo método de reducéo do tetrazolio

A técnica realizada foi adaptada de He et al*®. Apds o periodo de tratamento e
isquemia/reperfusdo, o meio DMEM foi descartado e foi adicionado, em cada pogo, 10 ul de
tetrazolio (MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-diphnyl-2H-tetrazélio). As placas foram
incubadas por trés horas. Acrescentou-se 50 pl de sodium dodecyl sulfato (SDS — Vivantis
Biochemical) a 10% diluido em HCI (0,01N) por poco, para finalizar a reagdo do MTT. As
placas foram mantidas por 24 horas em temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A densidade
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Optica foi quantificada em espectrofotémetro (KHB ST-360, 570 nm). Os resultados obtidos
do espectrofotometro foram transformados em porcentagens para analise, através das
equacdes seguintes.

A citotoxidade foi determinada pela seguinte equacdo, nas placas ndo submetidas
a isquemia/reperfuséo:

% CT =100 - [(abs tratamento / abs controle) x 100]

na qual, CT ¢ a citotoxicidade; e abs é a absorbancia.

A viabilidade celular foi determinada pela seguinte equacdo, nas placas
submetidas & isquemia/reperfuséo:

% VC= (abs tratamento / abs controle) x 100

na qual, VC é a viabilidade celular; e abs é a absorbancia.

5.5. Andlise estatistica

Foi realizada analise de variancia e teste de Tukey (5% de significancia) para
comparar médias de viabilidade celular (%) das diferentes concentracbes de BLAP (uM).
Utilizou-se o software R (R Core Team, 2017) e o pacote easyanova (Arnhold, 2013) para
auxilio nas andlises estatisticas. Para o ensaio foram realizados trés experimentos

independentes, em triplicata.

6. RESULTADOS

No grupo que ndo foi submetido & isquemia e reperfusdo ndo houve diferenga
estatistica na comparacdo das médias entre as concentracdes e o grupo controle. A BLAP
possivelmente ndo teve acdo citotdxica, pois os valores encontrados foram muito baixos,

indicando pequena mortalidade celular.
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TABELA 1 — Citotoxidade celular do grupo ndo submetido a isquemia
e reperfusdo, tratados com BLAP.

Concentracéo de Citotoxidade p* Coeficiente de
BLAP (uM) Celular (%) Variancia (%)
0 (controle) 0
0,01 37"
0,03 5,3%
0,1 5,6" 0,0842 3,54
0,3 3,9
1 7,4%
3 10%

*Valor de probabilidade do teste de Tukey e analise de variancia.

No grupo submetido a isquemia e reperfusdo foi analisado o efeito antioxidante.
Notou-se aumento da viabilidade celular dose dependente (Tabela 2). No entanto, ndo houve
diferenga estatistica na comparacdo das médias entre as concentragdes e 0 grupo controle.

Né&o foi possivel constatar o efeito antioxidante da BLAP sob as condi¢bes desse experimento.

TABELA 2 — Viabilidade celular de células submetidas a isquemia e
reperfusdo, tratadas com Beta Lapachona (BLAP).

Concentragdo de Viabilidade p* Coeficiente de
BLAP (uM) Celular (%) Variancia (%)
0 (controle) 100
0,01 93,7%
0,03 98"
0,1 100* 0,0842 3,54
0,3 102,94
1 101*
3 103*

*Valor de probabilidade do teste de Tukey e analise de variancia.

7. DISCUSSAO

O modelo experimental utilizado para simular a isquemia foi uma camara selada,

que criou condigBes quase anaerébicas, corroborando com o estudo de Zhu et al*

, no qual
também foi utilizada uma camara selada que criou condi¢cbes muito proximas & anaerobiose,

com uma concentracdo de oxigénio menor que 1%.
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A I/R pode ser induzida de forma experimental, com o intuito de aprimorar o
conhecimento do mecanismo de acdo e propiciar o estudo de substancias antioxidantes e
avaliar a possivel citotoxidade da mesma. No presente estudo foram utilizadas células
endoteliais, assim como outro estudo utilizou modelo experimental in vitro como células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC)®!. Também pode ser usada células endoteliais
humanas EA.hy 926, que foram tratadas com peroxido de hidrogénio (H,O,) para simular as
lesbes e 0s mecanismos do estresse oxidativo, um dos mecanismos da isquemia e
reperfusdo®, assim como no presente estudo, o qual utilizou células endoteliais humanas
EA.hy 926. Desta forma é possivel minimizar o uso de animais em pesquisas. No entanto
modelos experimentais in vivo também ja foram utilizados como ratos, que foram submetidos
a isquemia e reperfusdo nos mais diversos 6rgaos”®*¢=".

A maior concentracdo utilizada da BLAP neste experimento foi de 3,0 uM,
corroborando com o estudo no qual a BLAP ndo teve acdo citotoxica com dosagens até 4,0
uM em células endoteliais cultivadas®®. Outra observacdo importante é que, diferente do
presente estudo, grande parte dos ensaios que registraram citotoxidade da BLAP foram
realizados em células neoplasicas. Células cancerigenas sdo sensiveis a acao da BLAP por
conter altos niveis da enzima NQO1, porém células normais contém uma quantidade inferior
desta enzima sendo mais resistentes & acdo citotéxica da BLAP®®. A auséncia de acdo
citotoxica em células normais, registrada neste estudo, confirma a acdo citotdxica
discriminatoria da BLAP em células tumorais.

A BLAP é uma substancia com atividade antineoplasica natural, pois induz a
morte das células de cancer por meio de apoptose, necrose e autofagia. E um composto com

potencial para tratamento de neoplasias®*®

, porque tem acdo seletiva ndo citotoxica em células
normais e possivelmente ira causar poucos efeitos colaterais. Esta substancia possui atividade
citotoxica, tendo sido utilizada a dose de 0,3 uM, em células de osteossarcoma canino,
diminuindo a viabilidade celular. Houve crescimento pouco significativo ap6s o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica, demonstrando que a capacidade de proliferacdo celular diminui
apos a exposicdo a BLAP, diminuindo a possibilidade de recidivas. O mecanismo de acéo da
substancia foi inducdo da apoptose intrinseca, relacionada com a ruptura da integridade do
potencial de membrana das mitocondrias e o bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1,
inibindo o crescimento celular, independentemente da concentracdo®’. A dose citotéxica em
células tumorais utilizada de 0,3 uM, é expressivamente menor que a dose nao citotdxica em
células normais de 3,0 uM, utilizada na presente pesquisa. Por isso, foi definido esta dosagem

de 3,0 uM a dose maxima utilizada, neste estudo.
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Ndo foi possivel constatar o efeito antioxidante da BLAP sob as condi¢des desse
experimento, por isso novos estudos, com diferentes dosagens e tempos de exposicdo ao
composto devem ser realizados para nova analise da propriedade antioxidante. Outros autores,
no entanto, relataram efeitos antioxidantes da BLAP em células endoteliais ECV 304 e em
células astrociticas, com inibigdo da producdo de espécies reativas de oxigénio e indugéo de
vias de sinalizagdo para producdo de enzimas antioxidantes de fase 11”2, Similarmente, o
resveratrol teve acdo antioxidante em células endoteliais EA.hy 926 por meio da inducéo das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase e glutationa peroxidase 1 e supressdo de genes
pro-oxidativos, como NADPH oxidase, abolindo completamente o estresse oxidativo a qual
foram induzidas®’.

BLAP teve acdo antioxidante também em modelo experimental ratos submetidos
a isquemia e reperfusdo renal. Foram analisadas a funcdo renal, o estresse oxidativo e a
apoptose tubular apds I/R. Em animais ndo tratados com BLAP foram detectados niveis
aumentados de nitrogénio ureico e creatinina, danos tubulares, estresse oxidativo e apoptose.
No grupo tratado com BLAP melhorou significativamente a funcdo renal pela ativacdo de
NQO1, que tem um papel protetor contra a lesdo renal induzida por I/R e que esse efeito
parece ser mediado pela diminuicdo da atividade NOX através da modulagéo celular NADPH
/ NADP + também pela BLAP®,

As doses maximas com acdo antioxidante da BLAP usadas nos estudos com
células microgliais BV2%%, microgliais primarias®, ECV 304, foram 2 uM e 4 uM, assim
como no presente estudo a dose maxima utilizada foi 3,0 uM. Porém para o tipo celular
investigado ndo foi testada dosagens maiores para analisar o possivel efeito antioxidante. No

2
|5

estudo de Byun et al’* o efeito citotoxico foi acima de 10 uM, portanto novas pesquisas com

dosagens maiores para estas células endoteliais sdo necessarias.
8. CONCLUSAO
A BLAP ndo apresentou acdo citotoxica ou antioxidante em células endoteliais

humanas experimentalmente submetidas a isquemia e reperfusdo, nas condigdes desse

experimento.
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endoteliais, altos niveis de ativacao das vias de transducéo de sinal pro-sobrevivéncia e anti-apoptéticos e
identificacao do tipo de célula produtora das proteinas protetoras.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A isquemia é a diminui¢cdo ou auséncia de circulagdo sanguinea para um tecido e reperfusdo é o retorno
sanguineo ao tecido. As lesdes de reperfusdo provocam danos celulares devido a mecanismos biolégicos
diversos como ativacéo imunoldgica, acimulo de fon e formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS) e
radicais livres. Alguns exemplos de manifestagfes clinicas decorrentes dessa injldria sdo: o infarto agudo do
miocardio, o acidente vascular cerebral e faléncia multipla de érgdos. Ha também exemplos de
procedimentos cirlrgicos, como: transplantes, cirurgias vasculares, cirurgias com torniquetes. E importante
pesquisar novas terapéuticas antioxidantes para auxiliar no tratamento dessas injlrias causadas pelas
lesdes de reperfusao, pois ha altos indices de morbidade e mortalidade.

O projeto versa sobre a acdo da beta lapachona, uma substancia extraida da Tabebuia sp. (conhecida como
ipé), como agente oxidante no cultivo das células endoteliais, induzidas experimentalmente a isquemia e
reperfusé@o, com objetivo de comprovar a a¢éo antioxidante, obtendo dados que resultem em baixos niveis
de estresse oxidativo e lipoperoxidacao, protegendo as células das les6es e morte. Para tanto, propde a
utilizacdo de células endoteliais humanas, as
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quais serdo adquiridas comercialmente no banco de Celulas do Rio de Janeiro e realizacdo das técnicas de
western blot, imunofluorescéncia e citometria de fluxo para determinar os niveis de proteinas oxidadas
presentes nas células endoteliais. Como nao havera recrutamento de participantes, prop6e a dispensa do
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os termos obrigatérios, para a presente proposta, foram
apresentados.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacgdo obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios pertinentes a este projeto foram apresentados, a saber:
Folha de rosto assinada

Informacdes basicas do projeto

Projeto de pesquisa

Termo de compromisso dos pesquisadores envolvidos

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado, SMJC

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsével deverd encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicacdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugcdo CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatorio é de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa, prevista para margo de 2017.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES _BASICAS DO _P | 26/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 797478.pdf 17:33:01
Declaracéo de Termo_de_Compromisso_cep.pdf 26/09/2016 |PATRICIA DE Aceito
Pesquisadores 17:32:16 |ALMEIDA

MACHADO
Folha de Rosto folha_de_rosto_cep.pdf 26/09/2016 |PATRICIA DE Aceito
17:29:49 |ALMEIDA
MACHADO
Projeto Detalhado / |Projeto_de_ pesquisa Patricia_final.docx| 22/09/2016 |[PATRICIA DE Aceito
Brochura 09:31:22 |ALMEIDA
Investigador MACHADO
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Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

GOIANIA, 29 de Novembro de 2016

Assinado por:

Jodo Batista de Souza
(Coordenador)
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