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RESUMO

A citotoxicidade de 10 Amino-naftoquinonas (ANQ) foi avaliada nas linhagens celulares MDA-
MB-435 (melanoma), SF-295 (cérebro) e HCT-8 (cdlon), todas linhagens humanas. Dentre as
amino-naftoquinonas testadas, cinco (2a, 9a, 6a, 5a e 7a) tiveram citotoxicidade nas linhagens
celulares testadas. Dentre estas, a amostra 7a foi a mais ativa, evidenciando valores de 1Cs, de 1.84
pg/mL para HCT-8, 1.33 pg/mL para MDA-MB-435 e 1.80 pg/mL na linhagem SF-295. O mesmo
composto produziu inibi¢do celular de 99.51 %, 100 % e 99.50 % para HCT-8, MDA-MB-435 e
SF-295, respectivamente. No experimento seguinte objetivou-se determinar os efeitos toxicos e o
limiar de seguranca da amino-naftoquinona sintética ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE, administrada em dose Unica e diferentes
concentragdes. Com este propdsito, 24 camundongos (Mus musculus, albinus Swiss) machos foram
divididos de acordo com a dosagem: Grupo | (tratados com 100ug/Kg da aminoquinona (n = 6));
Grupo Il (tratados com 200ug/Kg de aminoquinona (n = 6)); Grupo 11 (tratados com 300ug/Kg de
aminoquinona (n = 6)); Grupo IV (tratados com 600ug/Kg de aminoquinona (n = 6)). Os animais
foram mantidos em jejum alimentar de 6 horas e posteriormente tratados por via intraperitoneal com
a amino-naftoquinona, de acordo com as doses estipuladas. Apos administracdo das doses
experimentais, os animais foram avaliados por 180 minutos ininterruptos, e posteriormente a cada
24 horas, afim de caracterizar o comportamento dos animais através dos sinais clinicos por 72
horas. ApoOs avaliagdo toxicolégica da aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE através da analise de atividade espontanea
constatou-se efeito depressor sobre 0 SNC numa relacdo dose-resposta direta. O célculo da DLsg
para substancia teste demonstrou baixos niveis de toxicidade em dosagens inferiores a 244,1125 +
23,2883 mg.Kg™. No experimento subsequente, 18 camundongos com carcinoma sélidos de Ehrlich
foram divididos em grupo controle (n=6); tratado com metotrexato (n=6; 71.7mg.kg™) e tratado
com ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate (n=6; 20mg.kg™). Quatro dias
apos as celulas do tumor ascitico de Erlich serem implantadas subcutaneamente os camundongos
receberam metotrexato e a amino-naftoquinona em dose unica. No 8° dia, 0 metotrexato e a amino-
naftoquinona inibiram 67% o crescimento do tumor em 58% e 67%, respectivamente em relacdo ao
grupo controle. Nenhuma mudanca substancial de parametros biogquimicos e achados
histopatoldgicos foi observada no figado e nos rins dos animais tratados com amino-naftoquinona.
A amino-naftoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetato pode ser
considerada uma droga promissora na terapia contra o cancer. Contudo, estudos futuros devem ser
realizados na determinacdo do mecanismo de acao desta substancia.

Palavras-chave: Citotoxicidade; Aminonaftoquinonas; Comportamento espontaneo; Tumor de
Erlich; Camundongos.



ABSTRACT

Cytotoxicity of 10 Amino-naphthoquinone (ANQ) was evaluated in cell lines MDA-MB-435
(melanoma), SF-295 (brain) and HCT-8 (colon), all human strains. Among the amino-
naphthoquinones tested, five (2a, 9a, 6a, 5a and 7a) have cytotoxicity in cell lines tested. Among
these, the sample was the seventh most active, showing IC50 values of 1.84 mg / mL for HCT-8,
1:33 / mL for MDA-MB-435 and 1.80 g / ml in strain SF-295. The same compound produced
inhibition of cellular 99.51%, 100.11% and 99.50% for HCT-8, MDA-MB-435 and SF-295,
respectively. In the following experiment aimed to determine the toxic effects and the safety
threshold  of  synthetic = amino-naphthoquinone  ETHYL 2 -  (1,4-dioxo-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-ylamino) ACETATE, administered in a single dose and different
concentrations. For this purpose twenty-four mice (Mus musculus, Swiss albinos) males were
divided according to dosage: Group | (treated with the 100pg/Kg aminoquinone (n = 6)), Group Il
(treated with 200ug/Kg of aminoquinona (n = 6)), Group 111 (300ug/Kg of aminoquinone treated (n
= 6)), Group IV (treated with 600ug/Kg of aminoquinona (n = 6)). The animals were food fasted 6
hours and then treated intraperitoneally with the amino-naphthoquinone according to the prescribed
dose. After administration of the doses experimental animals were evaluated for 180 minutes
uninterrupted, and then every 24 hours in order to characterize the behavior of the animals through
clinical signs for 72 hours. After toxicological evaluation of aminoquinona ETHYL 2 - (1,4-dioxo-
1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-ylamino) ACETATE through analysis of spontaneous activity
was found depressing effect on the CNS in a dose-response relationship directly. The calculation of
the LD50 test substance showed low levels of toxicity at doses less than 244.1125 + 23.2883
mg.Kg™. In subsequent experiments, eighteen mice with solid Ehrlich carcinoma were divided into
control group (n = 6) and treated with methotrexate (n = 6; 71.7mg.kg™) and treated with ethyl 2 -
(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate (n = 6; 20mg.kg™). Four days after the cells of
Ehrlich ascites tumor were implanted subcutaneously and the mice receiving methotrexate amino-
naphthoquinone in a single dose. On the 8th day, methotrexate and amino-naphthoquinone 67%
inhibited tumor growth by 58% and 67%, respectively compared to the control group. No
substantial change in the biochemical and histopathologic findings were observed in the liver and
kidneys of animals treated with amino-naphthoquinone. The amino-naphthoquinone ethyl 2 - (1,4-
dioxo-1 ,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate can be considered a promising drug in cancer
therapy. However, future studies should be performed to determine the mechanism of action of this
substance.

Keywords: Cytotoxicity; aminonaphthoquinones; spontaneous behavior; Erlich tumor; Mice
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tratados com dose Unica de metotrexato (71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.kg™).

ANEXO
Figura 2 - Parénquima hepéatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich controle, tratados com metotrexato (71,7 mg.Kg™), aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-

dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg™).

Figura 3 - Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de Ehrlich
controle, tratados com metotrexato (71,7 mg.kg™ ), aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-

dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg™).

Figura 4 - Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss controle, tratados com metotrexato
(71,7 mg.Kg™), aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.Kg™).
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por diferentes dosagens de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-
2-YLAMINO)ACETATE . Tomando-se como referéncia uma funcdo linear do tipo y = a. x + b,
destacam-se 0s coeficientes angulares e lineares das fun ¢Ges obtidas além do coeficiente de

determinacdo.
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Tabela 1 — Médias do volume do tumor de Ehrlich (cm® em camundongos controle e tratados com
dose UGnica de metotrexato (71,7 mg.kg®) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.kg™).

Tabela 2 - Médias dos parametros bioguimicos séricos (gamaglutamiltranspeptidase, fosfatase
alcalina, ureia, creatinina) em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).

Tabela 3 - Peso do tumor, peso dos 6rgaos de camundongos controle e tratados com dose Unica de
metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate (20 mg.kg™).

TABELA 4 - LesGes hepéaticas em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).

TABELA 5 - Les6es renais em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).

TABELA 6 - Lesbes pulmonares em camundongos controle e tratados com dose Unica de
metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate (20mg.kg™).

TABELA 7 - Lesdes esplénicas em camundongos controle e tratados com dose Unica de
metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate (20 mg.kg™).

TABELA 8 - Lesdes cardiacas em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt ettt ettt 17
2REVISAO DE LITERATURA . ...ttt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeseseeaeeseeeeeeeseseseseseneeeneeens 19
2.0, O CANGCER. ..o e e ettt ettt e e e e e e e eee eeeeeeeeeeeeeeneeeeeeeaeas 19
2.2 A EXPRESSAO GENICA DURANTE O CANCER......cooi oottt eeeeeeee e es e, 20
2.3 0 TUMOR DE ERLICH. ..o ettt ettt ettt ettt e et e e e e e s s e e 24
2.4 AS PROPRIEDADES DAS NAFTOQUINONAS NO COMBATE AO CANCER.................. 24
B REFERENCIAS. ... oottt ettt et et ettt ee ettt et et et et et et et et ee et et et eee et eeee et et ee e e eee et et ereneeens 30
(072X =1 It 116 ] 1K@ 1N [ TSP 36
RESUMO . ..ot e e e et te et e et e ettt ettt es e e eeee s eeeeeeeeeeeeeaeeeeseeeseseeeeeseneseseeeseeenene 37
AB ST RACT -t e e e e e e e e eeeeeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et en se e e eeee e e 39
L INTRODUGAO. ....cc.ocoeteceeeeeee e es s en s en s s rses e seesansaraan, 44
2 MATERIAL E METODOS. .....ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee st eeeeeeeeeeeeeeeseseeeseeeseeesesesaseseeeseseseseseseeen, 44
B ANALISE ESTATISTICA. ..o oottt ettt et ettt ettt e ee e e e et et et et ee et ee et et e e eee seneteeseees 46
A RESULTADOS. ..o oot ettt ettt ettt et ettt et eeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeneeeneeeeen 46
5 DISCUSSAD. ..ottt ee e e e e eeeeseeteeeee e e eeeeeeeseeeete et et eeeeesesenesen et et et ee et eeeeeeeneeeneeees 47
B AGRADECIMENTOS. ..o oo ee e e e e e e e ee e e ee et e s et et ettt e ee s seeeeeeeeaee eeeeeseseseeeneeens 46
T REFERENCIAS. ... oottt et ettt ettt et e e e e e et et et etee ettt eeeae e e et et et esee st e s eeteeeeens eeeerees 47
07\ = 1 116 | 1K@ 1 | TSRO RRTTRRRVRR 50
=Y U], 0 T 50
ABSTRACT ..ottt ettt e e e e e et et et e ettt ettt es et es et eses et et et es et et et et et et et et et et et e e et ettt ereeas 51.
L INTRODUGAO. ..ot ittt ettt sttt et an s ettt sttt st se st st 52
2 MATERIAL E METODOS......coteieieieieeeee et eeeees e s s s s esesesesasaseseses et esesesesss st eesseesesesesesesesesesesesens 53
BRESULTADOS E DISCUSSAO. ...t ettt ettt ettt ettt ettt ettt ee e s s eres s asesasasananasasasanas e 54
A CONGCLUSAO. ..ottt ettt ettt e e e ee e s et et et eses et et et et es et et et et et et et eeete e et e e eeeeeaens 95
B REFERENCIAS. ...ttt ettt ettt e ee et ee e ee et eeeeeeeeeeeereseneseseseneseseraes 96
CAPTTULO oo e ettt ettt ettt ettt et ee ettt ettt et et et et et et et et et et e et e e et ee e, 08
RESUMO . ..ottt te e ee e es et eseeeseeeses et et et et et et et et et et et et et et et et eae e e et e e eeeaen, 08
ABSTRACT ..ottt ettt e et e et et e e et et e ettt et ee et et et et et et et et et et et et et et et et et et et e ettt 08
L INTRODUGAD. ..ot ittt ettt sttt et sttt ettt en ettt en st as sree s ss et en e snens 99
2 MATERIAL E METODOS.......cocuteteteteteteteee et ee e eeeeeeesee e e aseseseseseses eessssesssesesesseesssesesessesenen, 101
3 RESULTADOS E DISCUSSAOD. ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ee e e s e ee e eeeeenens 103
A CONGCLUSAO. ... ettt ettt e et e ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeen, 116
5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....oooieee oottt ettt e eneneeenns 117

B ANEXO ... i 121



17

1. INTRODUCAO

As neoplasias séo consideradas uma das mais importantes doencas e que mais acometem as
espécies humana e domésticas, com registros de ocorréncia em cerca de sete papiros egipcios
datando de 16 séculos antes de Cristo, sendo que um deles, o “papiro de Edwin Smith”, relata a
realizacdo de uma mastectomia (GUTEMBERG, 2004). Na espécie humana, face ao aumento da
média de vida proporcionada pelos avangos tecnoldgicos, do controle, prevencdo e tratamento das
principais doencgas infecto-contagiosas e da melhoria das condigdes de vida em geral, a frequéncia
relativa desta doenca tem aumentado significativamente. O cancer, assim como as doengas
cardiovasculares séo indubitavelmente as duas maiores causas de morte em humanos, estimando-se
10 milhdes de pessoas/ano (SANTOS, 1986; FARIA, 2003), sendo no Brasil 400.000 novos casos e
125.000 mortes anuais (GUTEMBERG, 2004). Em 2007, foram registrados 130 mil 6bitos e
estimados 470 mil novos casos de cancer no Brasil, volume maior do que o nimero de casos de
AIDS acumulados em 24 anos (INCA, 2007).

As estimativas para 2008 apontam que, no Brasil, a excecdo do cancer de pele do tipo ndo
melanoma, 0s tipos mais incidentes serdo 0s canceres de prostata e de pulmédo no sexo masculino e
0s cancer de mama e de cdlon do utero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da
magnitude observada no mundo (INCA, 2008).

Embora as taxas de novos casos de cancer e de mortalidade por esta doenca tenham
diminuido com as diversas medidas de prevencdo, espera-se que O numero de pessoas com
diagnostico de cancer, duplique nas proximas decadas (EDWARDS et al, 2002).

Para se ter uma idéia acerca da relevancia do problema, segundo o saudoso professor
Jefferson Andrade dos Santos (1986), pesquisadores americanos admitiram que “o cancer costuma
ser cruel ndo apenas em relagdo a vida do homem, mas a sua dignidade também”.

A doenca caracteriza-se pelo crescimento anémalo e desordenado de células, sem finalidade
e sem controle do organismo através do qual se nutri, e que persiste nesta prevaléncia, mesmo
cessado o estimulo que determinou tal alteracdo (SANTOS, 1986).

Vaérios sdo os fatores envolvidos em sua etiologia, sendo que a transformacéo de uma célula
normal em uma célula neoplasica pode ser causada por agentes quimicos, fisicos ou biolégicos que
alteram direta e irreversivelmente o genoma celular (JONES, 2000).

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia transplantavel de origem epitelial maligna, espécie-
especifica e corresponde ao adenocarcinoma mamario do camundongo fémea. Cresce em varias
linhagens dessa espécie animal na forma ascitica, quando inoculado intraperitonealmente, e na
forma sélida, quando inoculado no tecido subcutaneo (PALERMO-NETO et al, 2001).
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Este tumor tem sido utilizado como modelo para varios estudos como os de verificar a
influéncia do estresse sobre cancer (PALERMO-NETO et al, 2001; PALERMO-NETO et al, 2003)
e a resposta imunoldgica do hospedeiro ao tumor (SEGURA et al, 2000; PINTO, 2003).

O cancer pode ser tratado por cirurgia, radiacdo, hormoénios, imunoterapia e quimioterapia
(American Cancer Society, 2006). A quimioterapia é realizada através da administracdo de
medicamentos antineoplasicos. Estes podem ser agrupados nas seguintes categorias: agentes
alquilantes polifuncionais, antimetabdlicos, alcaldides vegetais, antibioticos antitumorais,
hormdnios, (KATZUNG, 2003).

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metab6litos de distribuicdo
natural. Nos ultimos anos intensificou-se o interesse nestas substancias, ndo s6 devido a sua
importancia nos processos bioquimicos vitais, como também ao destaque cada vez maior que
apresentam em variados estudos farmacolégicos a seu respeito (BARREIRO, 1996).

Em estudos farmacoldgicos as quinonas tiveram diversas biodinamicidades, destacando-se,
dentre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas, antivirais e antitumorais. Além de
aumentar o estresse oxidativo mitocondrial e a formagéo de espécies reativas de oxigénio enddgeno,
é atribuido as quinonas a inibicdo do complexo das topoisomerases, agdo que provoca O
desencadeamento da apoptose celular. A interferéncia das quinonas na apoptose constitui-se hoje
em pesquisa interdisciplinar de fronteira na quimica medicinal, existindo grande expectativa quanto
& delineacdo de estratégias racionais visando o combate de neoplasias (MATES et al., 2000).

No tratamento para o cancer, a utilizacdo de apenas um medicamento geralmente ndo é
capaz de debelar completamente esta patologia, principalmente porque a resposta aos tratamentos
pode ser diferente entre individuos da mesma espécie. Portanto, a associacfes de drogas em
tratamentos antitumorais pode gerar expectativa de bons resultados no tratamento desta patologia.
Dentre as drogas utilizadas como anti-neoplasicos podem-se citar as quinonas e seus derivados,
obtidas de fontes naturais ou sintetizados em laboratorio (TORRES et al., 2007). As fontes naturais
mais freqlientes sdo plantas superiores, artrépodes, fungos, liquens, bactérias, algas e virus
(CAMARA et al, 2007).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O CANCER

As neoplasias sdo consideradas uma das mais importantes doencas e que mais acometem
humanos e espécies domésticas, principalmente cadelas, com registros de ocorréncia em cerca de
sete papiros egipcios datando de 16 séculos antes de Cristo, sendo que um deles, o “papiro de
Edwin Smith”, relata a realizacdo de uma mastectomia (GUTEMBERG, 2004). Na espécie humana,
face ao aumento da média de vida proporcionada pelos avangos tecnoldgicos, do controle,
prevencdo e tratamento das principais doencgas infecto-contagiosas e da melhoria das condi¢fes de
vida em geral, a frequéncia relativa desta doenga tem aumentado significativamente. Pois, a
longevidade como sabemos, é um fator muito importante no aparecimento desta doenca e a medida
que a humanidade torna-se mais idosa, sua incidéncia aumenta (SANTQOS, 1986).

O cancer caracteriza-se pelo crescimento andmalo e desordenado de células, sem finalidade
e sem controle do organismo através do qual se nutri, e que persiste nesta prevaléncia, mesmo
cessado o estimulo que determinou tal alteracdo (SANTQOS, 1986). Varios séo os fatores envolvidos
em sua etiologia, sendo que a transformacdo de uma célula normal em uma célula neoplasica pode
ser causada por agentes quimicos, fisicos ou biolégicos que alteram direta e irreversivelmente o
genoma celular (JONES et al., 2000).

Existem muitas diferencas morfoldgicas, moleculares e funcionais entre uma celula
cancerosa e uma célula normal. Uma caracteristica marcante € o polimorfismo das células tumorais,
ou seja, as células diferem muito em forma e tamanho num mesmo tumor. Como se multiplicam
muito (mitoses intensas), as células cancerosas geralmente tém o citoplasma basofilico, devido a
riqgueza em ribossomos, 0 que acontece com todas as células em proliferacdo. A maioria das células
normais apresenta um sistema molecular de superficie favorecendo, durante o desenvolvimento
embrionario, que a célula reconheca seu microambiente e fixe suas moléculas de adesdo as de
outras ou a matriz extracelular. Se a célula normal falha nesse sistema, ela automaticamente segue a
via de morte celular programada (apoptose), sendo eliminada. 1sso ndo acontece nas células
cancerosas, onde o programa de auto-eliminacéo, em caso de erro grave, geralmente esta desativado
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).

A apoptose € um mecanismo inato de defesa antineoplasica, estimulada pela maioria dos
agentes quimioterapicos. Esse processo, apos o estimulo indutor trata-se de um fendémeno bastante
rapido. Ela ocorre na organogénese normal e patoldgica, na hematopoiese normal e patoldgica, na

reposicdo fisioldgica de certos tecidos maduros, na selecao positiva e negativa do sistema imune, na
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atrofia de 6rgdos, na resposta inflamatoria e na eliminacdo de células ap6s injdria por agentes
genotdxicos (BARCINSKI, 2004).

O reconhecimento e a eliminacdo de células tumorais acontecem frequentemente no
organismo através da geracao de uma imunidade tumoral. Esta resposta conta com a participacao de
diversos tipos celulares (linfécitos T CD?®" citotdxico, células NK, macréfagos) e moleculares que
estéo interconectados, sendo capazes de gerar tanto uma resposta celular quanto humoral. O estreito
contato entre o sistema imune inato e adaptativo permite uma acdo contra tumores em diferentes
niveis, evitando o surgimento do cancer. Contudo, pode acontecer falhas do sistema imunol6gico no
reconhecimento dessas células, pelos mecanismos de escape que as células tumorais podem
desenvolver ou por uma imunodeficiéncia do organismo (BARCINSKI, 2004).

A metéstase é uma das caracteristicas comportamentais do cancer. Ela é a disseminac&o, por
via vascular ou linfatica, das células cancerosas de um érgdo ou parte do corpo, para outra parte ou
6rgdo ndo diretamente conectado com o primeiro sitio acometido. E um processo seletivo, néo
aleatorio, pois nem todas as celulas tumorais sdo capazes de produzir metastase. Para que o
processo metastatico se complete de modo sucedido, as células neoplasicas devem ter a composicao
genética apropriada para proliferar no novo ambiente, criar rede vascular, evadir-se ao ataque imune
do hospedeiro, e responder aos fatores &rgao-especificos que influenciam seu crescimento
(RICHARDSON et al., 1997).

Um dos grandes desafios no tratamento do céncer com as drogas convencionalmente
utilizadas é o de se conseguir a destruicdo das células tumorais com minimos efeitos colaterais
sobre os tecidos e 6rgaos sadios. De maneira geral as drogas anticancerigenas em lide tém efeito
citotoxico comprovado em decorréncia do estresse oxidativo-peroxidativo promovido por sua
utilizagio (SANCHES-BARCELO et al., 2003; ABD EL-AZIZ et al., 2005).

2.2. A EXPRESSAO GENICA DURANTE O CANCER

Alteracdes na expressao génica € uma das principais respostas do tecido tumoral.
Entre os varios genes moduladores da apoptose, a familia do gene bcl-2 desempenha importante
funcdo. O gene bcl-2 esta situado no cromossomo 18 e codifica duas proteinas homdnimas, uma de
26KDa (bcl2-a), e outra de 21KDa (bcl2-), diferenciando-se uma da outra apenas pelo terminal
carboxilico. Essas proteinas sdo encontradas na membrana interna da mitocéndria, no envelope
nuclear e no reticulo endoplasmatico. Sua expressdo exacerbada age inibindo a apoptose e contribui

prolongando a vida da célula neoplésica, favorecendo sua expansao clonal e o aumento adicional de
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mutacdes (DELFINO et al., 1997; MONTENEGRO & FRANCO, 1999; POLVERINI & NOR,
1999).

O bcl-2 é o protdtipo de uma familia com uma série de outros genes de seqiéncias
homdlogas a dele e intimamente relacionados. Consistem basicamente de dois grupos: 0s
antagonistas da morte celular, ou seja, inibidores da apoptose (bcl-2, bcl-x., bcl-w, bfl-1, brag-1,
mcl-1 e A-1), e os agonistas ou indutores da apoptose (bax, bak, bcl-xs, bad, bik e hrk). A expresséo
da proteina bcl-2 € bastante diversificada e tem diferentes significados na dependéncia da neoplasia
maligna avaliada. A interpretacdo de sua expressao pode variar de acordo com a leséo, e na mesma
lesdo, de acordo com a localizacdo. Como por exemplo, o gene p53 foi apontado como possivel
regulador da expressdo genética do bcl-2 em carcinoma de células transicionais da bexiga (LU et
al., 1997) e em carcinoma de ovarios (SATO et al., 1999). Entretanto, nem os resultados de Lu et al.
(1997) nem os de Sato et al. (1999) conseguiram comprovar tal relagdo, sugerindo que o caminho
seguido pelo bcl-2 na inibicdo da apoptose independe da regulagéo superior do gene p53. O estudo
do comportamento biologico diversificado desse marcador pode contribuir para seu entendimento e
suas relagdes com as diferentes patologias.

O gene p53 € considerado um supressor de tumor e sua perda de expressao foi
freqlentemente relatada em varios tipos de tumores humanos sugerindo que este evento tenha
importante relacdo com o desenvolvimento e progressao tumoral (HOLLSTEIN et al.,1991).

A proteina do gene p53 tem um papel central no controle do dano do DNA. Quando a célula
se submete a um dano ionizante, ou de outra natureza mutagénica, reconhece e repara o dano ou
encaminha a célula para apoptose quando este dano € irreversivel. Em alguns modelos
experimentais a perda de expressdo do p53 confere as células resisténcia a terapia antineoplasica e
perda da competéncia apoptdtica (MOLL & SCHRAMM, 1998).

A proteina P53 atua no ciclo celular nos pontos de controle G1 /S e G2 / M levando a uma
parada nestes pontos e permitindo o reparo de danos no DNA. Desta forma é evitada a replicacéo de
DNA contendo alteracdes genéticas. A parada no ciclo celular em G1 apds a ativacdo da p53
envolve a transcricdo do gene codificante da proteina p21/WAF inibidora de cinases dependentes de
ciclinas (CDKs). Mutagdes na p53 podem levar a carcinogénese, uma vez que 0 gene p53 €
indicado como um regulador do p21 (ALBRECHTSEN et al., 1999).

Os mecanismos responsaveis pela inativacdo do p53 podem estar relacionados com delecéo
do gene, mutacdes somaticas e pontuais na sua sequéncia e/ou superexpressao do mdmz2 (dominante
inibidor do p53). Sabe-se que o produto do gene p53 é capaz de inibir a expressao do gene bcl-2
que, por sua vez, é capaz de inibir apoptose e permitir a perpetuacdo de mutacdes presentes na
célula (MIYASHITA et al., 1994).
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A proteina mdm2 (Murine Doble Minute 2) é um regulador negativo do gene p53 ligando-se
ao terminal amina do dominio trans-ativado de sua proteina. Sua superexpressao foi detectada em
uma variedade de tumores malignos humanos sugerindo que este oncogéne desempenhe uma
importante fungdo na carcinogénese (JUVEN-GERSHON, 1999; LOZANO et al., 1998).

Muitos estudos relatam que o p53 e 0 mdm2 s&o marcadores especificos para identificar a
atividade proliferativa e agressividade tumoral de determinadas lesdes incluindo os tumores e cistos
odontogénicos (CARVALHAIS et al., 1999).

O gene WAFL, localizado no cromossomo 6p € responsavel pela codificagdo da proteina
conhecida como p21. A proteina p21 H-Ras € uma proteina "G" transdutora de sinais extracelulares,
que funciona através da membrana plasmatica e endomembranas, transmitindo assim sinalizac6es e
informacdes ao nucleo. Alteraces em nucleotideos dessa proteina resultam em mutagfes pontuais e
essas formas mutadas sdo sempre ativas e expressas em diferentes tipos de cancer (FIGUEIREDO
et al., 2003).

O efeito imediato da inducdo da p21 € a inibicdo da atividade da proteina do retinoblastoma
(pRB). A pRB na fase G1 encontra-se hipofosforilada e ligada a fatores de transcri¢cdo da familia
E2F; quando a pRB é fosforilada por cinases dependente de ciclinas, tais fatores sdo liberados,
resultando na transcricdo de genes da fase S do ciclo celular. Esta via, a p21 inibe o complexo de
CDKs, resultando no acimulo de pRB hipofosforilada, complexada a E2F parando o ciclo celular
em G1. Em resumo esta proteina inibe a progressdo do ciclo celular da fase G1 para a G2. Esta
parada ¢ de fundamental importéncia para permitir o reparo do DNA danificado antes que ocorra
sua duplicacédo na fase S (ALBRECHTSEN et al., 1999).

Nas ultimas duas décadas, numerosos estudos clinicos, experimentais e epidemiologicos tém
ligado o desenvolvimento e progressdao das neoplasias com a presenca da COX-2 nas células
tumorais humanas (BEAM et al., 2003).

Estudos sugerem que a COX- 2 inibe a apoptose por inducdo da expressdo do Bcl proto-
oncogénese. Esta acdo anti-apoptose pode prolongar a sobrevivéncia de células anormais,
permitindo assim maior tempo para o acumulo de mutacbes genéticas, resultando em
transformacdes neoplasicas (SURH et al., 2001; BOL et al., 2002; CAO & PRESCOTT, 2002).
Estudos com inibidores de COX levam a reducdo da expressdo de Bcl-2 e inducédo a apoptose (CAO
& PRESCOTT, 2002; WANG & DUBOIS, 2004).

A COX-2 possui papel vital na regulacdo da angiogénese associada com a proliferacdo das
células neoplasicas (TSUJII et al., 1998; QUEIROGA et al., 2005). O aumento na expressdo de
COX-2 esta relacionado a producdo do fator de crescimento endotelial, determinando a habilidade

para estimular o desenvolvimento de células endoteliais € promover a angiogénese. A maioria dos
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tumores solidos necessita de novos vasos sanguineos para prover 0s nutrientes necessarios para
garantir seu crescimento e sobrevivéncia. A provisdo da angiogénese € também crucial para
determinar a ocorréncia de metéastases (WANG & DUBOIS, 2004). A partir disto, os inibidores
para a COX-2 podem bloguear o crescimento dos vasos sanguineos relacionados com o
desenvolvimento tumoral (TSUJII et al., 1998; WOLFESBERGER et al., 2006).

O uso de antiinflamatdrios inibidores especificos da COX-2, em camundongos com células
tumorais positivas para COX-2, diminuiu a angiogénese e o crescimento do tumor. No entanto,
quando células negativas para COX-2 foram tratadas com esses mesmos inibidores, ndo houve
nenhum efeito no volume ou no indice de angiogénese. Essas pesquisas comprovam o papel da
COX-2 na patogénese do cancer e assim sugerem que sua inibicdo programada, com 0 uso de
antiinflamatarios inibidores seletivos de COX-2, pode ser efetiva na quimioprevencdo e tratamento
do céncer (PRESCOTT, 2000; WILLIAMS et al., 2000).

O Ki-67 é uma proteina ndo histdnica, com peso molecular aparente de 345 a 349 Kd
presente em todas as fases do ciclo de divisdo celular (exceto no inicio da fase G; e na fase Gy), sua
expressdo aumenta na segunda metade da fase S, alcancando sua maior expressdao em G, e M.
(RABENHORST, 1994; ABADIE et al., 1999; BARBOSA et al., 2003).

A expressdo do Ki-67 tem sido estudada em tecidos normais e tumorais em humanos. A
porcentagem de células imunorreativas para esse anticorpo correlaciona bem com as caracteristicas
morfologicas de proliferacdo celular, particularmente indice mitético e grau de diferenciacdo do
tumor. Diante da presenca de neoplasias indiferenciadas, o Ki-67 é o melhor marcador de
proliferacdo celular atualmente disponivel, permite estabelecer uma relacdo direta com o
prognostico (ABADIE et al. 1999; BARBOSA et al., 2003).

De acordo com Pena et al. (1998), valores aumentados de Ki-67 tém correlacdo positiva com
metéstase, morte pela neoplasia e menor tempo de sobrevida. Estudos correlacionam sua
imunorreatividade com o tamanho tumoral e envolvimento de linfonodos (VERONESE &
GAMBACORTA, 1992). Assim, anticorpos especificos para a proteina Ki-67 abrem caminho para
a pesquisa imunohistoquimica da proliferacdo celular, particularmente atil em numerosos estudos
de valor prognostico do crescimento celular em neoplasias humanas e de cdes (BOUZUBAR et al.,
1989).

Inimeras sdo as perspectivas a respeito dos tratamentos para o cancer, entretanto cada vez
mais se percebe a tendéncia dos cientistas em admitirem que jamais existird um remédio Unico
capaz de matar ou destruir todo e qualquer tipo de cancer. Esta certeza vem de outra certeza, qual
seja, que o cancer ndo é uma doenca Unica, sdo muitas. Cada tipo é um tipo e reagira de forma

diferente. As maiores expectativas, no entanto, estdo sendo depositadas em associacdes de
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medicamentos, com drogas diferentes, de efeitos diferentes, mas que produzam bons resultados
(FOLGUEIRA & BRENTANI, 2004).

2.3 O TUMOR DE ERLICH

Um grande avanco no estudo dos tumores consiste em utilizar métodos experimentais, onde
sdo usados tumores transplantaveis ou transmissiveis. Esses sdo tumores de animais, mantidos em
laboratorio, pelo transplante de células tumorais a hospedeiros susceptiveis, como por exemplo, o
tumor de Ehrlich (OLIVEIRA, 2005; ASSIS, 2007). Este tem sido utilizado no estudo da acéo de
componentes quimicos, fisicos e biolégicos sobre o crescimento, patogénese, imunologia,
citogenética e terapéutica de células tumorais (SILVA et al., 2006).

O tumor de Ehrlich é uma neoplasia experimental transplantavel de origem epitelial
maligna, espécie-especifica, sendo correspondente ao adenocarcinoma mamario de camundongo
fémea, transplantado pela primeira vez por Paul Ehrlich, em 1906. Originalmente, de crescimento
solido foi convertido na forma ascitica por Loewenthal and Jahn (1932), e desde entéo € estudado
na forma solida, quando as células séo inoculadas no tecido subcutaneo, ou na forma ascitica,
quando inoculado na cavidade peritoneal. (SILVA et al., 2006; ASSIS, 2007). A avaliacdo
histolégica do tumor de Ehrlich na forma sélida pode ser descrita como: células com alto grau de
atipias (anaplasia), caracterizadas por nucléolos evidentes e numerosos, cromatina condensada,
mitoses atipicas ou aberrantes e relacdo nucleo-citoplasma maior que a das células normais. O
estroma é constituido por fibras colagenas e delicados capilares (ASSIS, 2007).

A vantagem da utilizacdo de neoplasias transplantaveis, em comparagdo as demais, recai
sobre o conhecimento prévio da quantidade e das caracteristicas iniciais das células tumorais a
serem inoculadas e sobre o desenvolvimento rapido da neoplasia, que restringe o tempo de estudo
(SILVA et al., 2006).

2.4 AS PROPRIEDADES DAS NAFTOQUINONAS NO COMBATE AO CANCER

Dentre as drogas utilizadas como anti-neoplasicos encontram-se as quinonas e Seus
derivados, que sdo substancias de ocorréncia natural ou sintetizadas em laboratorio (TORRES et al.,
2007). Suas fontes naturais mais freqlientes sdo plantas superiores, artrépodes, fungos, liquens,
bactérias, algas e virus, com funcbes bioldgicas multiplas em ciclos metabdlicos os mais diversos
destes organismos (CAMARA et al, 2007; GOODMAN & GILMAN’S, 1996).
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As quinonas sdo classificadas de acordo com o sistema aromético presente em sua estrutura,
tendo as naftoquinonas um anel naftalénico caracteristico. Varios estudos tém relatado a
importancia da atividade antitumoral das naftoquinonas. Sendo responsaveis por uma significante
reducdo do crescimento celular em linhagens tumorais quando conjugadas a outros agentes, como o
Tiosemicarbazone (NTQS) e seus complexos formados com metais (AREAS, 2007).

Atualmente, a procura por novos agentes antitumorais tem se tornado cada vez mais
necessaria, visando sua maior eficacia e menor efeito citotoxico em tecidos normais. Na ultima
década, quimioterdpicos derivados de bactérias (Adriamicina), plantas (Lapachol, Taxol),
organismos e microorganismos marinhos, entre outros, tém apresentado resultados bastante
satisfatdrios. O tratamento de varias doencas utilizando como base produtos naturais é observado ha
muitos anos na medicina popular. Partindo desta tradicdo a utilizacdo de medicamentos produzidos
a partir de plantas no tratamento do cancer tornou-se uma constante, confirmada pelo fato de cerca
de 62% de drogas comercializadas para o tratamento do cancer entre 1983 e 1994 serem de origem
natural (AREAS, 2007).

No Brasil, o estudo de algumas espécies vegetais como as do género Tabebuia (familia:
Bignoniaceae), muito usadas, historicamente, pelas populagdes da regido amazbnica para 0
tratamento de diversas doencas como sifilis, febres, malaria, infeccbes cutdneas e desordens
estomacais, foi muito difundido a partir da década de 60 ap0s a descoberta da eficacia dos extratos
da casca destas plantas no tratamento do cancer (PISSINATE, 2006).

Os principais compostos isolados da espécie (Tabebuia heptaphylla), popularmente
conhecido como ipé roxo, foram o lapachol, outras naftoquinonas e antraquinonas. Contém ainda
lapachenol, quercetina, &cido orto - e para-hidroxibenzdico. No género da Tabebuia estdo presentes
os compostos filoquinona (vitamina K) e manadiona (vitamina K3), além de varias quinonas,
benzendides e flavondides. As substancias mais estudadas nesta espécie sdo: o lapachol, os dois
isdmeros, o-lapachona e P-lapachona, e a xiloidona (desidro- o- lapachona), (Figura 1) todos
biologicamente ativos (FERREIRA, 2005)
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Figura 1:
I) Lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbut-2-enil)napftoquinona);
I1) a-lapachona (2,2-dimetil-2H-benzo cromeno-5,10-diona);
I1T) B-lapachona (2,2-dimetil-3,4-dihidro-2H-benzo coromeno-5,6-dione);
IV) 3-hidroxi-B-n-lapachona

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) é uma naftoquinona encontrada
na casca e lenho da Tabebuia sp e Tecoma sp. Na casca ocorre em quantidades inferiores as do
lenho. Tem atividades antinflamatoria, analgésica, antimalarica, esquistossomicida, antiviral,
tripanocida, leishmanicida, antifingica, antiulcerantes e antineoplasica (SILVA et al., 2003,
FERREIRA, 2005, SILVA, 2005).

Em tratamentos de carcinoma de Walker-256 e do sarcoma de Yoshida, o lapachol, embora
tenha promovido a regressdo definitiva de neoplasias em aproximadamente 30% dos portadores
destas patologias, aléem de agir como analgésico, os ensaios clinicos o desaprovam em decorréncia
de efeitos colaterais que, em muito, agravam o quadro clinico de pacientes com cancer: anemia,
aumento do tempo de coagulacdo e problemas gastrintestinais (SILVA et al.,, 2003). Ainda

apresentou atividade anticonceptiva em ratas, causando 100% de mortalidade fetal/embrido, sem
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causar efeitos toxicos as mées. A possibilidade de haver os mesmos efeitos em seres humanos nao
pode ser ignorada. (SILVA et al., 2003, FERREIRA, 2005).

O principal interesse no lapachol reside em sua capacidade de induzir o estresse oxidativo
através da formacdo intracelular de espécies reativas do oxigénio, como o perdxido de hidrogénio
(H202), o éanion-radical superdxido (O,-*) ¢ o radical hidroxila (HO¢). Estas espécies podem
danificar alguns componentes celulares importantes, tanto de células normais como de malignas.
Esta interferéncia xenobiética altera o balango natural de sinais que interferem na divisao celular em
pontos especificos da evolucdo morfogénica natural (“checkpoint” ou ponto de checagem). A
alteracdo da normalidade pode induzir a apoptose, como alternativa, caso ndo se consiga eliminar
por completo o estresse oxidativo (SILVA et al., 2003).

Calcula-se que o estresse oxidativo seja o responsavel pela metade dos canceres humanos. O
desequilibrio entre a formacdo e a remoc¢do dos radicais livres no organismo, decorrente da
diminuicdo dos antioxidantes enddgenos ou do aumento da geracdo de espécies oxidantes, leva a
um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e
estruturas celulares que podem provocar a morte celular. Em sistemas onde ocorre uma persisténcia
do ciclo redox, ou entdo faltam mecanismos de protecdo, ha aumento intracelular dos oxidantes
O,+- e H,0,, promovendo a danificacdo de componentes celulares vitais como as membranas,
atraveés da peroxidacdo dos lipidios e a diminui¢do da capacidade antioxidante celular. (SILVA et
al., 2003).

A B-lapachona, uma orto-naftoquinona, tem sido amplamente estudada principalmente por
apresentar efeitos seletivos em linhagens tumorais quando comparados a linhagens normais. Varios
mecanismos de acdo das naftoquinonas se apresentam de forma dose e tempo-dependente. A
inibicdo do crescimento celular observada, pode ocorrer em funcdo da inducdo da apoptose,
inibicdo da topoisomerase 11 ou estresse oxidativo, entre outros (AREAS, 2007). A acdo inibitoria
sobre a a-polimerase do DNA, revelou-se especifica, pois comparada com outros inibidores, a 3-
lapachona apresentou caracteristicas distintas e ineditismo no seu modo de ac¢do, o que confere a
esta quinona um grande potencial como droga de valor para a quimioterapia de cancer,
particularmente no cancer de préstata (CAMARA et al., 2007).

Lee e colaboradores (2005), demonstraram que a B-lapachona, presente na T. avellanedae,
foi capaz de diminuir a expressdo da proteina e RNAmM da COX-2 de maneira dependente da
concentra¢do. Além disso, a B-lapachona tambem inibiu a producdo de PGE2 em células DU145
(linhagem celular de carcinoma prostatico humano). Os autores sugeriram baseados nesses

resultados, que a inibicdo da producdo de PGE2 e expressao de COX-2 confirmam os resultados



28

que a B-lapachona inibe o crescimento e induz a apoptose nessa linhagem celular de carcinoma
prostéatico.

Apesar do seu largo espectro de atividade bioldgica, seu mecanismo de acdo ndo €
totalmente conhecido. Inicialmente, os estudos indicam que a B-lapachona é ativada ao nivel da
topoisomerase | do DNA. O complexo das topoisomerases é atualmente um dos alvos mais
importantes na quimioterapia do cancer. A topoisomerase | € uma enzima nuclear que esta
relacionada a estrutura topolégica do DNA. Sua acdo temporal em abrir o DNA é critica para 0s
processos de transcricdo, replicacdo e estruturagdo do cromossomo. Células morrem se a
topoisomerase for inibida. Foi observado que a incubagdo direta da [-lapachona com a
topoisomerase | antes da adicdo de DNA-substrato inibe drasticamente a acdo desta enzima. Este
resultado sugere a interacdo direta da B-lapachona com a topoisomerase I, diferenciando-se no seu
mecanismo da acdo do alcalide camptotecina, outro inibidor de topoisomerase |I. A camptotecina,
por sua vez, destroi o complexo DNA-topoisomerase (SILVA et al., 2003).

Nos organismos mais simples, quando em acéo reparadora, as topoisomerase | ligam-se a
uma ou duas fitas do DNA, mas introduzem um sO corte numa das fitas do DNA. Organismos
superiores possuem, além da topoisomerase I, a topoisomerase 11, que se complexam com duas fitas
do DNA e induzem dois cortes durante o processo de reparacdo. As enzimas topos | e Il tém
funcbes reciprocas reversas, ou Seja, uma € expressa quando a outra é inibida. Ambas cortam o
DNA por ataque a pontos de unidade tirosinica, na ligacdo fosfodiéster do DNA e sdo criticas para o
bom funcionamento celular. Qualquer alteracdo no balanco entre estas enzimas € suficiente para
induzir a apoptose (SILVA et al., 2003).

Em um estudo sobre o mecanismo de acdo da B-lapachona na atividade contra células e
topoisomerases de DNA, observou-se que esta substancia é citotdxica contra varias células tumorais
sensiveis e resistentes, incluindo-se células tumorais resistentes a acdo da camptotecina. Este estudo
revelou que a B-lapachona também age contra a topoisomerase Il-a, via uma rota bioquimica
independente de ATP, pelo aparecimento de formas reversiveis de complexos clivados (CAMARA
et al., 2007). A B-lapachona pode induzir apoptose em células do cancer de pulmdo, prostata, colo-
retal, cancer de mama e células leucémicas (SILVA et al., 2003).

De todo modo, ndo se deve considerar a toxicidade elevada das quinonas como um fator
limitante ao uso clinico. Novas expectativas colocam-se nos estudos futuros da relacdo atividade
biol6gica versus estrutura quimica, uma area de atuacdo aberta a quimica medicinal, que pode levar

a solucdo de problemas de toxicidade (SILVA et al., 2003). Com isso, este trabalho propde a testar
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uma série sintética de aminoacidos associada a uma naftoquinona no tratamento do cancer visando

reduzir o tempo de tratamento.
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RESUMO

A citotoxicidade de 10 Amino-naftoquinonas (ANQ) foi avaliada nas linhagens celulares MDA-
MB-435 (melanoma), SF-295 (cerebro) e HCT-8 (c6lon), em todas as linhagens celulares de cancer
humano, apos 72 horas de incubacdo. Apenas as substancias estudadas 2a, 9a, 6a, 5a e 7a tiveram
citotoxicidade nas linhagens celulares testadas. Dentre estas, a amostra 7a foi a mais responsiva,
evidenciando valores de 1Cso de 1.84 pg/mL para HCT-8, 1.33 pg/mL para MDA-MB-435 e 1.80
pMg/mL na linhagem SF-295. Os mesmos compostos produziram uma inibicdo celular de 99.51 %,
100 % e 99.50 % para HCT-8, MDA-MB-435 e SF-295, respectivamente.

Palavras-chave: citoxocididade; linhagens ; aminonaftoquinonas; in vitro
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ABSTRACT

The cytotoxicity of ten amine-naphthoquinones (ANQ) was assayed against MDA-MB-435
(melanoma), SF-295 (brain) and HCT-8 (colon), all human cancer cell lines, as representatives of
normal cells, after 72 h of incubation. Only the samples 2a, 9a, 6a, 5a and 7a showed cytotoxicity
against cells lines tested. Between them, the 7a was the most active compound, showing ICso values
in the range of 1.84 pg/mL to HCT-8, 1.33 pg/mL to MDA-MB-435 and 1.80 pg/mL in SF-295.
The same compound produced a cellular inhibition range of 99.51 %, 100.11 % and 99.50 %
against HCT-8, MDA-MB-435 and SF-295, respectively.

Key-words: Citotoxicity; lines; amine-naphtoquinones; in vitro

1. INTRODUCAO

No Brasil, as estimativas para os anos de 2012/2013 apontam que ocorrerdo 518.510 novos
casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, que é o tipo mais incidente para ambos
0s sexos (134 mil casos novos), seguido de prostata (60 mil), mama feminina (53 mil), colon e reto

(30 mil), pulmao (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (18 mil) (1).

As quinonas e seus derivados sdo substancias de ocorréncia natural ou sintetizadas em
laboratério (2). Suas fontes naturais mais frequentes sdo plantas superiores, artropodes, fungos,
liguens, bactérias, algas e virus, com fungdes bioldgicas multiplas em ciclos metabolicos os mais
diversos destes organismos (3,4). Estas sdo classificadas de acordo com o sistema aromatico
presente em sua estrutura, tendo as naftoquinonas um anel naftalénico caracteristico. Varios estudos
tém relatado a importancia da atividade antitumoral das naftoquinonas. Sendo responsaveis por uma
significante reducdo do crescimento celular em linhagens tumorais quando conjugadas a outros
agentes (5).

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) € uma naftoquinona encontrada
na casca e lenho da Tabebuia sp e Tecoma sp. Na casca ocorre em quantidades inferiores as do
lenho. Tem atividades antinflamatoria, analgésica, antimalarica, esquistossomicida, antiviral,
tripanocida, leishmanicida, antifungica, antiulcerantes e antineoplasica (6,7,8).

A B-lapachona, uma orto-naftoquinona, tem sido amplamente estudada principalmente por
apresentar efeitos seletivos em linhagens tumorais quando comparados a linhagens normais. Varios

mecanismos de acdo das naftoquinonas se apresentam de forma dose e tempo-dependente. A
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inibicdo do crescimento celular observada, pode ocorrer em funcdo da indugdo da apoptose,
inibicdo da topoisomerase 1l ou estresse oxidativo, entre outros (5). A acéo inibitdria sobre a o-
polimerase do DNA, revelou-se especifica, pois comparada com outros inibidores, a B-lapachona
apresentou caracteristicas distintas e ineditismo no seu modo de acéo, o que confere a esta quinona
um grande potencial como droga de valor para a quimioterapia de cancer, particularmente no cancer
de prostata (3). Lee e colaboradores (9), demonstraram que a [-lapachona, presente na T.
avellanedae, foi capaz de diminuir a expressdo da proteina e RNAmM da COX-2 de maneira
dependente da concentra¢do. Além disso, a B-lapachona também inibiu a producdo de PGE2 em
células DU145 (linhagem celular de carcinoma prostatico humano). Os autores sugeriram baseados
nesses resultados, que a inibicdo da producdo de PGE2 e expressdo de COX-2 confirmam os
resultados que a B-lapachona inibe o crescimento e induz a apoptose nessa linhagem celular de
carcinoma prostatico. Em um estudo sobre o mecanismo de acdo da B-lapachona na atividade
contra celulas e topoisomerases de DNA, observou-se que esta substancia é citotoxica contra varias
células tumorais sensiveis e resistentes, incluindo-se células tumorais resistentes a acdo da
camptotecina. Este estudo revelou que a -lapachona também age contra a topoisomerase 1l-a, via
uma rota bioquimica independente de ATP, pelo aparecimento de formas reversiveis de complexos
clivados (3).

As naftoquinonas foram descritas como responsaveis por uma significante reducdo do
crescimento celular em linhagens tumorais quando conjugadas a outros agentes, como O
Tiosemicarbazone (NTQS) e seus complexos formados com metais. A citotoxicidade do NTQS
associada ao cobre, por exemplo, mostrou ser maior que a do Etoposideo, quimioterapico usado na
clinica em humanos (10).

Vaérios estudos tém relatado a importancia da atividade antitumoral das naftoquinonas. A
BLapachona destaca-se neste ambito e sua atividade bioldgica justifica a continuidade dos estudos
com naftoquinonas e seus derivados, como a 2-fenil- BLapachona e ésteres de naftoquinonas,
agentes ativadores do estresse oxidativo e inibidores de topoisomerase 11, respectivamente (11,12).

De todo modo, ndo se deve considerar a toxicidade elevada das quinonas como um fator
limitante ao uso clinico. Novas expectativas colocam-se nos estudos futuros da relacdo atividade
biolégicos versus estrutura quimica, uma area de atuacdo aberta a quimica medicinal, que pode
levar a solucéo de problemas de toxicidade (6).

A elevada incidéncia de cancer tem atingido diversos segmentos da sociedade, este fato pode
estar correlacionado com as transformagdes socio-econdmicas e culturais observadas nos ultimos

anos. O cancer tem sido causa de elevado nimero de mortes, além de mutilagdes e incapacitacdes,
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afetando consideravelmente a populacdo (1). Com isso, este trabalho se propés a testar uma série
sintética de aminoécidos associada a uma naftoquinona no tratamento do cancer visando reduzir o

tempo de tratamento.

2. MATERIAL E METODOS
Os compostos foram obtidos através da 1,4-naphthoquinona comercialmente disponivel (1)
utilizando alfa-aminoacidos adequados num Unico recipiente atravé de processo Michael
nucleofilico (Esquema 1) (13,14,15). Assim, os compostos 2-1la foram obtidos a partir do
deslocamento direto com ester etilico do aminoacido adequado na presence de uma base, em
solvents préticos e aproticos polares & temperatura ambiente (ver detalhes no experimento). Os
rendimentos totais dos produtos obtidos variaram de 30-64%. Todos 0s compostos foram

completamente identificados utilizando-se procedimentos convencionais de espectroscopia.

n=0, R=H, R'=H 2a (55%)
n=1, R=H, R'=H 3a (61%)
o 0 Q H R n=0, R=Me, R'=H  5a (58%)
ab N N\(\/)J\ n=0, R=CH,Ph, R'=H 6a (40%)
' or n COR' n=0, R=H, R'=Et 7a (60%)
COH n=1, R=H, R=Et  8a (53%)
n=0, R=Me, R'=Et  9a (64%)
4a n=2, R=H, R=Et  10a(64%)
o o o , R=H,
@ ¢[_ =2 R=H R=H 11a(80%)

Scheme 1 - a) aminoacid, KOH(aq), NMP, r.t., 1-20h (2a-6a); b) amino acid ethyl ester hydrochloride, KOH (ag), MeOH-DMSO, r.t., 10 min
(7a-10a) ; c) LiOH, THF(aq), 1h, r.t. (11a)

2.1 Experimento

Os espectros de NMR *H e **C foram realizados num aparelho Varian Mercury-200, 300 and 400
MHz com solventes deuterados disponiveis comercialmente (Aldrich and LIC). Os valores dos
desvios quimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento
(J) em Hertz (Hz). Os espectros no infravermelho (FT-IR) foram obtidos em um aparelho Bomem
série MB-100 e espectrofotdometro Varian 640-1R. Os valores para as absorces sdo apresentados
em ndmeros de onda, utilizando-se como unidade os centimetros reciprocos (cm™). O ponto de
fusdo foi levado, a cabo, a um aparelho Bio San PFM e ndo corrigido. Os produtos foram
purificados por cromatografia em coluna de adsorcao, utilizando gel de silica 60 (230-400 mesh
ASTM - Merck) como fase estacionaria e solventes comerciais (Dynamic, Tedia) como fase mével.
A cromatografia analitica em camada fina (TLC) foi realizada utilizando silica gel 60 placas (F254 -
Merck). A visualizacdo das substancias foi feita em CCD com o auxilio da lampada de UV (254 and

365nm). As analises elementares foram realizadas em um analisador CA EA1110 CHNS-O.
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2.1.1 Sintese

Procedimento geral para a preparacao das estruturas moleculares 2a-6a.

Em um frasco de Erlenmeyer foi adicionado 14 mmol of 1,4-nafthoquinona dissolvida em 20 ml of
NMP e 15 mmol de aminoacido dissolvido em 10 ml de &gua a temperatura ambiente. O resultado
da mistura foi imediatamente adicionado a uma solucédo agitada de 5 ml of 3N KOH. A mistura foi
deixada sob agitacdo e a reacdo final inspecionada por TLC. Ap6s filtrada em vacuo, a mistura foi
acidificada através de solugdo de HCI (10%), e o precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado

com diclorometano pouco refrigerado.

2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetic acid 2a

Obtido como um sélido vermelho em 55% produz, mp' 168-170 °C IR (ATR) vma/cm™ 3341,
1729, 1683, 1607, 1558, 1505, 1301; 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz): 12.43 (sl, 1H), 7.98 e 7.90
(dd, 2H, J=1.5/1.6 Hz), 7.82 (dd, 1H, J=1.2/7.5 Hz), 7.74 (dd, 1H, J= 1.5/7.5 Hz), 7.45 (t, 1H, N-
H, J= 6.0 Hz), 5.62 (s, 1H), 3.98 (d, 2H, J= 6.0 Hz), **C NMR (DMSO0-d6, 75 MHz): 181.7, 181.3,
170.2, 148.2, 134.9, 132.9, 132.4, 130.2, 125.9, 125.4, 100.7, 43.5.

Anal. Calcd. para C12Hg NOg4: C, 62.34; H, 3.92; N, 6.02. Encontrado: C, 63.82; H, 5.44; N, 5.38.

3-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)propanoic acid 3a

Obtido como um sélido laranja em 61 % produz, mp 198-200 °C IR (ATR) vmad/cm™ 3446, 3390,
1718, 1670, 1592, 1560, 1512, 1251; *H NMR (DMSO-d6, 300 MHz) 12.43 (sl, 1H), 7.90 (dd, 2H
J=7.5/7.2 Hz), 7.77 e 7.67 (dd, 2H J=7.5/7.5 Hz), 7.43 (t, 1H, N-H, J=5.7 Hz), 5.67 (s, 1H), 3.37
(m, 2H), 2.59 (t, 2H, J=6.9 Hz);
3C NMR (DMSO-ds, 75 MHz): 181.4, 172.8, 148.3, 134.8, 133.1, 13.2, 130.3, 125.9, 125.4, 99.7,
37.9,32.2.

Anal. Calcd. para C13H1; NO4 (H20): C, 63.67; H, 4.52; N, 5.71. Encontrado: C, 58.89; H, 5.37; N,
5.28.

1-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-yl)pyrrolidine-2-carboxylic acid 4a

Obtido como um sélido laranja em 58 % produz, mp 164-167°C. IR (ATR) vma/cm™ 1724, 1678,
1590, 1541, 1475. 1296; *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 12.43 (sl, 1H), 7.90 (d, 2H, J=6.6 Hz),
7.71 (dd, 1H, J=7.6/7.2 Hz) , 7.80 (dd, 1H, J=7.6/7.2 Hz), 5.74 (s, 1H), 4.98 (m, 1H), 3.34 (m, 2H),
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2.27 (m, 1H), 2.0 (m, 1H), 1.95 (m, 1H), 1.88 (m, 1H); *C NMR (DMSO-ds, 100 MHz): 182.6,
181,1, 173.3, 148.7, 134.3, 132.3, 132.2, 131.2, 126.1, 124.7, 104.8, 62.4, 50.9, 30.9, 21.8.
Anal. Calcd. for CisH13 NO4: C, 66.41; H, 4.83; N, 5.16. Encontrado: C, 66.14; H, 4.85; N, 5.35.

2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)propanoic acid 5a

Obtido como um sélido laranja em 58 % produz, mp 148-150°C. IR (ATR) vmad/cm™ 3356, 1722,
1681, 1604, 1556, 1450, 1302; 'H NMR (DMSO-ds, 300 MHz) 13.14 (s, 1H), 7.98 (dd, 2H
J=7.5/7.2 Hz), 7.90 (dd, 2H J=7.5/7.2 Hz), 7.81 (dd, 2H J=7.5/7.2 Hz), 7.72 (dd, 2H J=7.5/7.2 Hz),
7.27 (d, 1H, N-H, J=7.5 Hz), 5.65 (s, 1H), 4.21 (q, 1H J=7.2 Hz), 1.45 (d, 3H J=7.2 Hz); *C NMR
(DMSO-dg, 75 MHz) 181.7, 181.3, 173.1, 147.4, 134.9, 132.7, 132.4, 130.2, 126.0, 125.4, 100.9,
50.1, 16.7.

Anal. Calcd. for C13H11 NO4: C, 63.67; H, 4.52; N, 5.71. Encontrado: C, 61.75; H, 4.70; N, 5.70.

2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)-3-phenylpropanoic acid 6a

Obtido como um sélido laranja em 60 % produz, mp 128-130 ° C, IR (ATR) vma/cm™ 3338, 30686,
3032, 1722, 1681, 1598, 1556, 1503, 1305; *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) 7.93 (m, 1H), 7.79 (m,
1H), 7.69 (m, 1H), 7.23 (m, 2H), 7.16 (m, 2H), 7.05 (d 1H, N-H, J=6.3 Hz), 5.72 (s, 1H), 3.21 (m),
4.48 (q, 1H, J=7.2 Hz); 3C NMR (DMSO-dg, 100 MHz) 181.7, 181.1, 171.7, 147.3, 136.8, 134.9,
132.6, 132.4, 130.0, 129.2, 128.2, 126.6, 125.9, 125.3, 101.1, 55.5, 35.7.

Procedimento geral para a preparacao das estruturas moleculares 7a-10a.

Em um frasco de Erlenmeyer foi adicionado 14 mmol of 1,4-nafthoquinona dissolvida em 20 ml de
DMSO e 15 mmol de ethyl ester amino acid hydrochloride dissolvido em 10 ml de agua em
temperatura ambiente. O resultado da mistura foi imediatamente adicionado a uma solucao agitada
de 5 ml of 3N KOH. A mistura foi deixada sob agitacédo e a reacdo final inspecionada por TLC.
Apos filtrada em vacuo, a mistura foi acidificada através de solucdo de HCI (10%), e o precipitado

formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua pouco refrigerada.

ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate 7a
Obtida como amarelo sélido em 30 % produz, mp 93-95°C IR (ATR) vmad/cm™ 3391, 3050, 2924,
1732, 1673, 1643, 1611, 1222; *H NMR (CDCls, 200 MHz): 8.04 (m, 2H), 7.69 (dd, 1H J=1.4/7.5
Hz), 7.59 (dd, 1H J=1.2/7.5 Hz), 6.37 (s, 1H N-H), 5.62 (g, 2H), 3.90 (d, 2H J=5.0 Hz), 4.20 (q, 2H
J=7.0 Hz), 1.30 (t, 3H J=7.0 Hz); **C NMR (CDCl;, 50 MHz) 183.1, 181.1, 168.2, 147.1, 134.7,
133.2,132.2, 130.3, 129.2, 126.3, 126.1, 102.0, 62.0, 43.8, 14.1.
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Anal. Calcd. for C14H13 NO4: C, 64.86; H, 5.05; N, 5.40. Encontrado: C, 63.77; H, 5.21; N, 4.15.

ethyl 3-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)propanoate 8a

Obtida como um sélido laranja em 53 % produz, mp 65-68°C. IR (ATR) vmad/cm™ 3374, 3355,
3062, 2999, 1730, 1680, 1629, 1607, 1221; ‘H NMR (CDCls, 200 MHz) 8.04 (m, 2H), 7.69 (dd,
1H, J=1.4/7.5 Hz), 7.59 (dd, 1H J=1.2/7.5 Hz), 6.30 (s, 1H, N-H), 4.22 (q, 2H J=7.2 Hz), 4.04 (t,
1H J=7.2 Hz), 1.48 (d, 2H J=6.8 Hz), 1.25 (t, 3H J=7.2 Hz); *C NMR (CDCls, 50 MHz) 183.1,
181.3, 171.5, 146.5, 134.6, 133.1, 132.1, 130.3, 126.3, 126.0, 101.8, 61.9, 50.4, 42.5, 17.4, 14.0.
Anal. Calcd. for Ci5Hi5 NO4: C, 65.92; H, 5.53; N, 5.13. Encontrado: C, 65.78; H, 5.76; N, 4.89.

ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)propanoate 9a.

Obtida como um sélido laranja em 64 % produz, mp 120-122°C. IR (ATR) vmad/cm™ 3340, 2921,
1728, 1670, 1624, 1598, 1467, 1188; 'H NMR (CDCls;, 200 MHz) 8.02 (m, 2H), 7.69 (dd, 1H
J=1.6/7.4 Hz), 7.57 (dd, 1H J=1.0/7.6 Hz), 6.22 (s, 1H, N-H), 4.15 (q, 2H J=7.0 Hz), 3.50 (g, 2H
J=6.2 Hz), 2.64 (t, 3H J=6.4 Hz), 1.24. (t, 3H J=7.0 Hz); **C NMR (CDCls, 50 MHz): 182.9, 181.4,
171.1, 147.6, 134.7, 133.3, 132.0, 130.4, 126.3 , 126.1, 100.7, 61.0, 37.9, 32.6, 14.1.

Anal. Calcd. for CisHi5 NO4: C, 65.92; H, 5.53; N, 5.13. Encontrado: C, 65.32; H, 5.80; N, 4.89

ethyl 4-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)butanoate 10a

Obtida como um sélido laranja em 64 % produz, mp 120-122°C. IR (ATR) vmad/cm™ 3335, 2717,
2637, 1694, 1671, 1618, 1595, 1465; *H NMR (CDCls, 200 MHz) 8.03 (m, 2H), 7.69 (dd, 1H
J=1.6/7.4 Hz), 7.57 (dd, 1H J=1.6/7.6 Hz), 6.13 (s, 1H, N-H), 4.15 (q, 2H J=7.0 Hz), 3.24 (m, 2H),
2.41 (t, 2H J=7.2 Hz), 1.99 (quinteto, 2H, J=7.0 Hz); 1.23 (t, 3H, J=7.0 Hz); **C NMR (CDCls, 50
MHz): 182.8, 181.6, 172.8, 148.0, 134.7, 133.4, 132.0, 130.3, 126.3 , 126.1, 100.7, 60.7, 42.0, 31.6,
23.1,14.1.

Anal. Calcd. for C;sH15 NO4: C, 66.89; H, 5.96; N, 4.88. Encontrado: C, 65.71; H, 6.24; N, 4.77

4-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)butanoic acid 11a.

Para a mistura de 30 mg de LiOH, 2 mL de THF e 0.5ml de agua foi adicionada 100 mg do éster
10a. A mistura foi agitada em temperatura ambiente e inspecionados com TLC até o completo
desaparecimento do éster 10a. A mistura foi filtrada & vacuo, acidificada com 10% HCI e filtrada
como um s6lido laranja amorfo em 80% produz, mp 210-212 ° C, IR (ATR) vmax/cm™ 3335. 2717,
2637, 1694, 1671, 1618, 1595, 1296; *H NMR (CDCls, 300 MHz) 12.17 (sl, 1H), 7.94 (m, 2H), 7.8
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(m, 1H), 7.67 (m, 1H), 5.7 (s, 1H), 3.2 (q, 2H J=7.2 Hz), 1.78 (quinteto, 2H J=7 2 Hz), 2.30 (t, 2H
J=7.2 Hz); °C NMR (CDCl;, 75 MHz): 181.5, 181.3, 174.3, 148.6, 134.8, 133.2, 132.1, 130.4,
125.8, 125.3, 99.3, 41.2, 30.6, 22.6.

Anal. Calcd. for Ci5Hi5 NO4 (H20): C, 64.86; H, 5.05; N, 5.40. Encontrado: C, 61.14; H, 5.63; N,
4.73

2.2 Citotoxicidade frente as células de linhagens cancerigenas

No presente experimento foi avaliada a citoxicidade in vitro de substancias contendo no
nacleo principal a naftoquinona e diferentes associacbes com aminoacidos (aminoquinonas) em 3
linhagens de células tumorais. Essa analise faz parte de um screening inicial para determinacéo do
potencial antitumoral destas amostras.

As linhagens tumorais utilizadas, SF-295 (glioblastoma - humano), MDAMB-435
(melanoma) e HCT-8 (colon) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de
antibioticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. As diferentes amostras
de aminoquinonas foram diluidas em DMSO puro estéril. As substancias foram testadas na
concentracdo de 5 pg/mL. Para determinacdo da Clsg, as amostras foram testadas em concentracdes

crescentes em diluigéo seriada.

Anélise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa de
screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais de 10.000
amostras a cada ano (16). Foi descrita primeiramente por Mosman (17), tendo a capacidade de
analisar a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E uma anélise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas.
O estudo citotdxico pelo método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas nao o

mecanismo de acao (18).

As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,1 x 10° cél/mL para as linhagens SF-295
e MDA-MB435 e 0,7 x 10° cél/mL para a linhagem HCT-8. As placas foram incubadas por 72
horas em estufa a 5% de CO, a 37°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o

sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da solu¢do de MTT (sal de
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tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida ap6s dissolu¢do do

precipitado com 150 uL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595nm.

3. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram analisados segundo a média *+ desvio padrdo da média (DPM) da

porcentagem de inibi¢do do crescimento celular usando o programa GraphPad Prism.

4. RESULTADOS

A atividade citotoxica das amostras esta apresentada na Tabela 1, com seus respectivos

percentuais de inibig&o.

Tabela 1 - Percentual de inibicdo do crescimento celular (1C%) das amostras em trés linhagens

tumorais. Valores estdo expressos em média £ DPM.

Amostra HCT-8 GI% MDA-MB-435 GI1% SF-295 Gl1%

Ne Identificacho  média SD média SD media SD

1 2a 81.65% 3.15% 100% 0.06% 81.13% 3.26%
2 3a 56.04% 0.54% 26.36% 33.11% 55.95%  0.15%
3 4a 59.06% 57.01% 36.74% 70.56% 59.33% 56.49%
4 9a 75.36% 0.15% 100% 0.22% 75.07% 0.20%
5 8 a 28.17% 17.64% 11.67% 93.21% 32.71% 17.12%
6 6a 86.13% 2.41% 100% 0.09%  86.06% 2.60%
7 S5a 84.08% 1.18% 100% 0.12% 83.79% 1.12%
8 10 a 4957% 7.03% 59.11% 1259% 49.21%  6.52%
9 7a 99.51% 1.28% 100% 0.15%  99.50% 1.22%
10 11a 61.36% 8.94% 11.13% 36.74% 61.21% 8.61%

No que se refere a linhagem tumoral HCT-8 as amostras (7 a), (6 a), (5 a), (2a) e (9 a)
apresentaram 0s maiores percentuais médios de inibicdo de crescimento tumoral. Dentre estas
amostras a (7 a) apresentou maior percentual médio (99,51%) de inibicdo de crescimento tumoral,
sendo 13% mais eficiente do que a amostra (6 a), a qual apresentou um percentual médio de
inibicdo tumoral de 86,13%, seguida da amostra (5 a) (84,08%) e (9 a) (75,36%). Dentre as dez
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amostras analisadas a amostra (8 a) apresentou menor percentual médio de inibicdo de crescimento
tumoral, sendo 50% inferior a amostra mais eficiente (7 a). Em se tratando da linhagem tumoral
MDA-MB-435, as amostras (2 a), (6 a), (5 a), (9 a) e (7 a) foram as que apresentaram 0S maiores
percentuais de inibicdo de crescimento tumoral. Por outro lado, a amostra (8 a) apresentou menor

percentual médio de inibi¢do de crescimento tumoral (11,13%).

No que diz respeito a linhagem de células tumorais SF-295, a amostra (7 a) apresentou um
percentual médio de inibicdo de crescimento tumoral de 99,50%, sendo 13% mais eficiente do que a
amostra (6 a), 16% mais eficiente do que a amostra (5 a), 18% mais eficiente do que a amostra (2 a)
e 24% mais eficiente do que a amostra (9 a). Em contrapartida, a amostra (8 a) foi a que apresentou
menor percentual medio de inibigdo de crescimento tumoral (32,71%).

A concentracdo inibitéria de 50% das células (Clsg) das substancias ativas esta apresentada
na Tabela 2.

Tabela 2 — Citotoxicidade (Clsp) das amostras em trés linhagens tumorais. Os valores séo

apresentados em pg/mL (micromolar) e respectivos intervalos de confianca.

Amostras HCT-8 MDA-435 SF-295
2a 0.89 (3.84) 1.21 (5.23) 2.36 (10.20)
(0.81 a 0.99) (0.87 a 1.69) (1.48 a3.73)
9a 1.33 (4.86) 1.18 (4.31) 1.81 (6.62)
(0.86 a2.07) (0.88 a 1.60) (1.41 a 2.35)
6a 1.59 (4.94) 1.46 (4.54) 2.37 (7.37)
(1.19 a 2.14) (1.14 2 1.88) (1.60 a 3.48)
5a 0.83 (3.38) 0.49 (1.99) 2.175 (8.86)
(0.71 a 0.96) (0.42 2 0.58) (1.93 a 2.44)
7a 1.84 (7.09) 133 (5.12) 1.80 (6.94)
(1.64 a 2.06) (1.05 a 1.169) (1.39 2 2.33)

Baseado na linhagem tumoral HCT-8, a amostra (7 a) foi a que apresentou maior média de
citotoxicidade (1,84 pg/mL), sendo 13% mais citotdxica do que a segunda amostra mais citotoxica
para esta linhagem celular (6 a). Por outro lado, as amostras que apresentaram menor citotoxicidade
para a referida linhagem tumoral foram a (2 a) (0,89ug/mL) e (5 a) (0,83ug/mL), sendo 51% e

54%, respectivamente, menos citotoxicas do que a amostra mais citotoxica (7 a).
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5. DISCUSSAO

Em um determinado experimento, a Biflorina, uma naftoquinona tipica isolada da Capraria
biflora L., inibiu a proliferacdo de cinco linhagens celulares, com maior intensidade em células
tumorais HCT-8 (19). No que diz respeito a linhagem tumoral MD-435, as amostras (6 a) e (7 a)
apresentaram maior citotoxicidade, com média de 1,46 e 1,33ug/mL, respectivamente, engquanto
que a amostra (5 a) apresentou-se menos citotdxica para esta linhagem tumoral. Montenegro (20)
avaliou a atividade citotdéxica de 9 naftoquinonas em cinco linhagens tumorais, obtendo uma
variacdo de 3,8 a 28,7pug/mL para a linhagem MD-435. Baseado nos dados coletados, o IC50 médio
das amostras (6 a) (2,37ug/mL) e (2 a) (2,36pg/mL) apresentou-se mais elevado frente a linhagem
tumoral SF-295. Por outro lado, a amostra (7 a) obteve um IC50 que variou entre 1,39 a 2,33, sendo
a menor média dentre as amostras analisadas (1,80pug/mL). As cardioquinonas, isoladas das raizes
da Cordia polycephala, foram submetidas a analise citotoxica frente a cinco linhagens de células
cancerigenas, obtendo uma fraca atividade citotoxica frente as células cancerigenas SF-295
(15umol L™)[21]. Silva Jr. (22) demonstrou vérias naftoquinonas com atividade fina (1Cs, inferior a
2 uM) em relacdo as mesmas linhagens celulares de cancer utilizadas neste estudo, incluindo alguns
compostos a base de B-lapachona. Os nossos resultados demonstraram o potencial de 10
aminodcidos sintéticos associados a uma naftoquinona em células de linhagens cancerigenas
humana. Somente 5 amostras (2a, 9a, 6a, 5a e 7a) mostrou citotoxicidade frente as celulas testadas.
Entretanto, o0 mecanismo de acdo de inibicdo de crescimento, juntamente com a relagéo estrutura-

atividade de amino-naftoquinonas continua a ser o foco de nossas investigacdes.
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Capitulo 11

AVALIAQAO TOXICOLOGICA DA AMINOQUINONA ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo determinar os efeitos da toxicidade aguda e o limiar de seguranca
sobre o organismo do animal da amino-naftoquinona sintética ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE, administrada em dose unica e diferentes
concentragdes. 30 camundongos (Mus musculus, albinus Swiss) machos foram divididos de acordo
com a dosagem: Grupo | (tratados com 100ug/Kg da aminoquinona (n = 8)); Grupo Il (tratados com
200pg/Kg de aminoquinona (n = 8)); Grupo 11 (tratados com 300ug/Kg de aminoquinona (n = 8));
Grupo IV (tratados com 600ug/Kg de aminoquinona (n = 6)). Os animais foram mantidos em jejum
alimentar de 6 horas e posteriormente tratados por via intraperitoneal com a amino-naftoquinona, de
acordo com as doses estipuladas. Ap6s administracdo das doses experimentais, 0s animais foram
avaliados por 100 minutos ininterruptos, e posteriormente a cada 24 horas, afim de caracterizar o
comportamento dos animais atraves dos sinais clinicos expressos. Apos avaliacdo toxicoldgica da
aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE
através da analise de atividade espontanea constatou-se efeito depressor sobre 0 SNC numa relacao
dose-resposta direta. O célculo da DLsy para substancia teste demonstrou baixos niveis de

toxicidade em dosagens inferiores a 244,1125 + 23,2883 mg.Kg™.

Palavras chaves: Toxicidade, amino-naftoquinonas, comportamento espontaneo, camundongos.
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ABSTRACT

This study aimed to determine the toxic effects and the safety threshold on the organism of
synthetic amino-naphthoquinone ETHYL 2 - (1,4-dioxo-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
ylamino) ACETATE, administered in a single dose and different concentrations. 30 mices
(Mus musculus, Swiss albinos) males were divided according to doseem: Group | (treated with
the 100pg/Kg aminoquinona (n = 6)), Group Il (treated with 200pg/Kg of aminoquinona (n =
6)), Group Il (300ug/Kg of aminoquinona treated (n = 6)), Group IV (treated with 600ug/Kg
of aminoquinona (n = 6)). The animals were food fasted 6 hours and then treated
intraperitoneally with the amino-naphthoquinone according to the prescribed dose. After
administration of the experimental doses, the animals were evaluated for 180 uninterrupted
minutes, and then every 24 hours in order to characterize the behavior of animals through
clinical signs expressed. After toxicological evaluation of aminoquinona ETHYL 2 - (1,4-
dioxo-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-ylamino) ACETATE through analysis of spontaneous
activity was found depressing effect on the CNS in a dose-response relationship directly. The
calculation of the LD50 test substance showed low levels of toxicity at doses less than
244.1125 + 23.2883 mg.Kg™.

Keywords: Toxicity, amino-naphthoquinones, spontaneous behavior, mice.
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1. INTRODUCAO

As quinonas e seus derivados sdo substancias de ocorréncia natural ou sintetizadas em
laboratorio (TORRES et al., 2007). Suas fontes naturais mais frequentes sdo plantas superiores,
artrépodes, fungos, liquens, bactérias, algas e virus, com funcbes bioldgicas multiplas em ciclos
metabdlicos os mais diversos destes organismos (CAMARA et al, 2007). Estas séo classificadas de
acordo com o sistema aromético presente em sua estrutura, tendo as naftoquinonas um anel
naftalénico caracteristico. Varios estudos tém relatado a importancia da atividade antitumoral das
naftoquinonas. Sendo responsaveis por uma significante reducdo do crescimento celular em
linhagens tumorais quando conjugadas a outros agentes (AREAS, 2007).

As quinonas representam uma classe que pode causar uma variedade de efeitos perigosos in
vivo, incluindo a citotoxicidade aguda, imunotoxicidade e carcinogénese. Os mecanismos pelos
quais as quinonas causam esses efeitos sdo bastante complexos. As quinonas podem causar leséo
celular por meio de alquilagido de proteinas celulares ou de DNA. Alternativamente, as quinonas
podem formar espécies de oxigénio reativo (ROS), incluindo superoxido, peroxido de hidrogénio e,
finalmente, o radical hidroxila. A producdo de ROS pode causar stress oxidativo dentro das células
atraves da formacao de macromoléculas oxidadas, incluindo lipidios, proteinas e DNA. A formacao
de bases oxidativamente danificadas, tais como 8-oxodeoxiguanosina tem sido associada com
envelhecimento e carcinogénese (BOLTON et.al., 2000).

A toxicologia experimental desenvolve estudos para elucidacdo dos mecanismos de acao
dos agentes toxicos sobre sistemas biologicos e a avaliacdo dos efeitos decorrentes desta acdo
(OGA, 1996). Os estudos toxicoldgicos, aplicados em animais de laboratério e sob condicGes
previamente estabelecidas, permitem determinar os possiveis efeitos de substancias em humanos ou
animais expostos as mesmas (BARROS e DAVINO, 1996).

Ensaios de avaliacdo toxicologica compreendem a execucdo de protocolos experimentais
no intuito de antever eventuais efeitos toxicos das substancias quimicas. Quanto maior o nimero de
parametros organicos monitorados melhor serd a avaliacdo no que diz respeito ao fornecimento de
dados possibilitem maior seguranca na utilizacdo do farmaco (ALMEIDA, 2006).

A avaliacdo da atividade espontanea de animais submetidos a teste toxicolégico € um
recurso experimental importante para se avaliar o elenco de respostas possiveis em camundongos
estimulados com substratos especificos. Praticamente para cada tipo de resposta obtida, pode-se
associar pelo menos um sitio enddgeno que pode estar sendo afetado por algum componente
quimico presente neste substrato (ANDREATINI et al., 2006).
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Baseado nisso, este trabalho objetivou a caracterizacdo dos efeitos toxicos da associacdo
de derivados sintéticos aminoquinona através do tratamento em dose Unica em diferentes
concentracdes, Determinar um limiar de seguranca do agente quimico sobre o organismo animal,
bem como analisar macroscopicamente os sinais clinicos decorrentes da aplicacdo da droga,

acompanhando-0s por 72 h.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 TESTE TOXICOLOGICO

Para se determinar a toxicidade aguda foram utilizados 30 camundongos (Mus musculus),
variedade Albino swiss, machos, com oito semanas de idade, pesando entre 45-55¢g, provenientes do
biotério do Lanagro (Laboratorios nacionais agropecuarios) de Pernambuco, pertentente ao MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). Os animais foram mantidos em gaiolas de
policarbonato, forradas com maravalha de pinus; mantidas em temperatura ambiente de 25°C +2°C;
expostos a fotoperiodo de 12 horas de luz (400Lux) por 12 horas de escuriddo; com acesso a dgua e
racdo (Labina para roedores — Purina), ad libitum.

Foi realizado um estudo da toxicidade aguda a fim de observar as les6es ocasionadas pelo

farmaco e definir as doses terapéuticas a testadas.

Os grupos experimentais respeitaram um arranjo logaritmico de doses ordem, a fim de
buscar a concentracao que provocou as maiores lesdes sobre 0s érgéos vitais dos animais. Para tal,
respeitou-se a seguinte sequiéncia: Grupo | (tratados com 100ug/Kg da aminoquinona (n = 8));
Grupo |1 (tratados com 200ug/Kg de aminoquinona (n = 8)); Grupo Il (tratados com 300pg/Kg de
aminoquinona (n = 8)); Grupo IV (tratados com 600ug/Kg de aminoquinona (n = 6)); de acordo
Ishiki, et al (2004).

Os grupos experimentais foram deixados em jejum alimentar de 6 horas e, passado este
periodo, os animais foram tratados por via intraperitoneal, de acordo com as doses estipuladas.
Ap06s administracdo da dose experimental, os animais foram colocados em gaiolas maiores, onde
permaneceram por 5 minutos, para descartar qualquer estresse da manipulacdo e permitir a
exploracdo do novo ambiente, passado este tempo os animais ficaram sob observacdo inicialmente
de 180 minutos ininterruptos, e posteriormente com 24, 48 e as 72h da aplicacdo, a fim de
caracterizar o comportamento dos animais através dos sinais clinicos expressos pelo efeito toxico da

substancia quimica. Passado o tempo de experimentacdo os animais foram submetidos aos
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procedimentos de eutanasia, utilizando dose letal de anestesia dissociativa via intramuscular
(quetamina 80mg.kg™ e xilazina 60mg.kg™) (MASSONE, 2008)

2.2 AVALIACAO DOS ACHADOS CLINICOS

Os animais foram avaliados, em atividade espontdnea, quanto aos seguintes parametros
comportamentais: abaixamento de membro posterior, agitagdo, apatia, tranquilidade, sibilos,
coceira, congestdo auricular, contorgdo, depressédo, diurese, edema de focinho, ere¢do de cauda,
excregdo fecal, exoftalmia, fotofobia, isolamento, inversdo de marcha, movimento circular,
movimento estereotipado, movimento de vibrissas, ondulacdo de cauda, palidez, petéquias na
cauda, pilo erecdo, postura de ataque, postura em garra, postura estatica, reacdo de fuga, refluxo,
relaxamento do testiculo, saltos, taquicardia, taquipnéia, e tremores finos. Os parametros foram
categorizados em intensidade, distribuidos em tabela e avaliados estatisticamente. Foi também
representado, em forma de gréafico, a relacdo dose/resposta através de uma curva sigméide (OGA,
2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 pode ser visualizado o total de respostas comportamentais espontaneas observadas
em varios ensaios de 100 min de observacdo continua, em camundongos estimulados com a
substancia  sintética denominada de  aminoquinona ETHYL  2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , em diferentes doses, tomando-se como
referéncia os descritores encontrados nos trabalhos de Malone (1983), Lapa (2005) e Almeida
(2006). Nesta tabela pode-se verificar que a quantidade de respostas observadas tende a aumentar
com o0 aumento da dose, embora em praticamente todas as dosagens empregadas a quantidade de
respostas associadas aos efeitos excitatorios sobre o sistema nervoso central — SNC foi maior,
embora também tenham sido observadas respostas depressoras sobre o SNC, principalmente com
200mg.kg™; como também respostas sobre o sistema nervoso autondmico — SNA e outras respostas
ndo enquadradas no sistema classificatorio empregado. Isto, de certa forma permite caracterizar esta
substancia, em termos gerais, como estimulante do SNC.

As principais respostas comportamentais podem ser visualizadas na tabela 2. Nesta tabela pode-
se observar que algumas respostas comportamentais ndo sao observadas nos animais com doses
mais elevadas, como é o caso da vocalizacéo exibida com o emprego de uma dose de 100mg.kg™,

néo sendo observado este comportamento com uma dose maior de 200mg.kg-1. A sensibilidade ao



55

som ambiente também foi observada com a dose 300mg.kg™, mas numa dosagem maior de
600mg.kg™ este comportamento ndo foi observado. A partir disto, se verifica como sdo complexas
as respostas individualizadas de cada organismo mesmo quando submetido ao mesmo tipo de
estimulo, sem considerar outros fatores como lideranga no grupo, estado de maturacdo, competéncia

metabdlica.

Tabela 1. Total de respostas comportamentais observadas em camundongos estimulados com
aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE,
nas doses de 100mg.kg™, 200mg.kg™, 300mg.kg™ e 600mg.kg™, durante um periodo de 100 min
continuos, sob condicdo de atividade esponténea, considerando-se efeitos excitatdrios e depressores
sobre o SNC, sobre o SNA e outros efeitos.

DOSES
Efeitos 100mg.kg?  200mg.kg®  300mg.kg? 600mg.kg™
Excitatorios sobre o SNC 8 5 14 18
Depressores sobre o SNC 6 6 9 15
Sobre 0 SNA 2 3 6 6
Outros 0 1 1 3
Total 16 15 30 42

Tabela 2. Principais respostas comportamentais observadas em camundongos estimulados com
aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO0O-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE,
nas doses de 100mg.kg™, 200 mg.kg™, 300mg.kg™ e 600mg.kg™, durante um periodo de 100 min
continuos, sob condicdo de atividade espontdnea. Destaque sobre os efeitos excitatorios e
depressores do SNC (Sistema Nervoso Central), efeitos sobre o SNA (Sistema Nervoso Autdbnomo)

e outros efeitos.

DOSES
100mg.kg™ 200mg.kg™ 300mg.kg™ 600mg.kg™
ESTIMULATORIAS
DO SNC
Atividade Atividade Atividade Pavilhdo auricular
exploratéria exploratdria exploratéria armado
Contracgéo Contracgéo Contracgéo Contracgéo
abdominal Abdominal abdominal abdominal
Espasmos Espasmos Espasmos Espasmos

Tremores no corpo Cauda paralela Saltos



Lambendo a pata
Vocalizacéo

Postura em garra

100mg.kg™

DEPRESSORAS
DO SNC

Ptose 1
Ptose 0
Sedacdo

Analgesia

Aglomerados

Andar rastejante

Auto Limpeza

200mg.kg™

Analgesia na cauda

Ptose 0
Ptose 1

Sedacdo

Cocando o
focinho

Lamber o local
de aplicacéo

Tremores finos
Pavilhdo
auricular armado

Farejar 0
ambiente

Coceira na
cabeca

Postura em garra
Sensibilidade
sonora

Cocar local de
aplicacao
Sensibilidade ao
toque da cauda

300mg.kg™

Recolhimento
Caminhar
arrastando a
cauda

Sedacao
Caminhar com
dorso erguido
Caminhar
arrastando o trem
posterior

Cauda em Straub

Ptose 0
Ptose 1

Agrupamento

Andando aos
saltos

Cauda
serpenteando
Tremores de
cabeca

Cauda paralela
Sensibilidade
aumentada ao
pingamento

Cocando o focinho

Cocando 0
pavilh&o auricular
Contracéao do
diafragma
Atividade

exploratéria

Cocando a cabeca
Cocou o menbro
anterior

Tremores no corpo
Movimento
pavimento
auricular

Arrepios

600mg.kg™

Perda do equilibrio
postural

Recolhimento
Ptose 1

Hipnose

Caminhando com
cauda arrastada
Analgesia

Por pingcamento
Caminhando com
dorso elevado
Ptose 0

Deitando apoiando
0 corpo
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EFEITOS SOBRE
SNA

Piloerecéo
Solado hiperémico

Miccao

OUTRAS
RESPOSTAS

Prurido

Ac¢do mictoria
Piloeregéo

Taquipneia

Lambendo a pata
Andar Rastejante

Aglomerados

Prurido

Taquipneia
Defecacéo
Pavilhdo
auricular
hiperémico
Cauda
hiperémica
Solado posterior
hiperémico

Piloerecédo

Cauda
hiperémica
(rosada)

Agrupamento
Desorientacdo
Tombando para a
esquerda

Cauda em Straub
Arriou o ter
posterior

Sedacdo

Auricula
hiperémica
Taquipneia

Piloeregéo
Hipotermia de
cauda

Defecacéo
Edemaciamento do
focinho

Miccao

Soluco
Cabeca rosada
Prurido
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Tomando-se como referéncia os trabalhos de Malone (1983), Lapa (2000) e Almeida (2006),

procurou-se acrescentar 0s respectivos significados aos comportamentos evidenciados nos

bioensaios, na intencdo de se descobrir quais setores organicos teriam sido afetados pela
aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE

7A e os respectivos periodos de ocorréncia destes efeitos.

Na figura 1 temos algumas respostas excitatdrias sobre o SNC, em especial a contracdo

abdominal com ponto maximo em cerca de 20 min., onde um razoavel nimero de organismos se

mostrou responsivos, caindo em seguida. Tomando-se como base a literatura citada acima, este tipo

de resposta normalmente estd associada a presenca de drogas que apresentam um carater acido,

irritante, com grandes potencialidades em estimular nociceptores em areas adjacentes ao periténeo.
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Na dosagem de 100mg.kg™ verificou-se que este efeito perdurou por cerca de 15 min.,
desaparecendo em seguida. E possivel que isto tenha ocorrido devido aos processos de
biotransformacédo atuando sobre a aminoquinona.

E importante que se diga que este efeito acima assinalado ndo foi, bem provavelmente,
decorrente do estresse gerado de manipulagdo, uma vez que se assim o fosse este deveria ter
ocorrido nos primeiros minutos iniciais de observacdo. As demais ocorréncias foram discretas, com

apenas um Unico animal respondendo em cada caso.

3,5 ~

2,5 -

== Contrag¢do abdominal

1,5 -
== Postura em garra

1 - £ i Espasmos

N° de animais responsivos

T 20 40 60 80 100 120

Tempo (min.)

Figura 1. AcOes excitatdrias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 100mg.kg™ (ip), (n=8).

Ja na figura 2 temos um outro grupo de respostas comportamentais de atividade espontanea,
onde se destaca a atividade exploratoria com dois animais responsivos a partir dos minutos iniciais,
decaindo por volta de 30 min. Este tipo de atividade, normalmente associa-se a um padrdo de
excitabilidade protaconizado pela estimulacdo simpatica. A manipulacdo inicial dos animais
contribui muito para isto. Apesar disto, apenas um quarto dos animais exibiram esta resposta,

embora um destes a manteve até os 30 min. Apenas um unico animal exibiu tremores no corpo
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inteiro, no intervalo de 20 a 40 min. Os tremores, em principio, estdo relacionados com respostas
excitatorias, mediadas por drogas que se assemelham a agonistas serotoninérgicos, que exercem
forte impacto sobre a &rea neurologica de forte adensamento de neurbnios serotoninérgicos
localizada na base do cerebelo, ndcleos rostrais e nicleos caudais serotoninérgicos, sendo o nucleo
rostal de maior pertinéncia com as respostas cerebelares estrutura esta, por sua vez, responsavel pela
administragdo dos estimulos destinados a excitacdo motora (RANG, 1996).

E importante ainda assinalar que agonistas serotoninérgicos podem suscitar respostas sobre
outros compartimentos enddgenos, entre estes, aqueles responsaveis pela regulacdo do sono e
vigilia, motilidade intestinal, temperatura, musculo liso ndo vascular dos bronquios e hemostasia,

vasoconstriccdo mediante a participacao de plaquetas (ADAMS, 2003).
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Lambendo a pata
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Figura 2. Acles excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 100mg.kg™ (ip), (n=8).

Ja na figura 3 temos ac¢des depressoras sobre 0 SNC, destacando-se as respostas de ptose e
de sedacdo. Graficamente é facil verificar que o periodo de ocorréncia destas respostas €

complementar, tratando-se neste caso de acdes sobre o sistema gabaérgico no sistema nervoso
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central, potencializando-o. Entretanto, é importante salientar que estes animais sdo de habitos
noturnos, portanto devendo normalmente estar sedados no periodo em que foram realizados os
experimentos, por volta das 14:00 horas. Portanto é possivel que em decorréncia da diminuigdo das
acOes estimulatorias endogenas decorrentes da acdo da aminoquinona, na concentracdo empregada;
provavelmente em decorréncia da acdo dos mecanismos de biotransformagédo, neste intervalo

temporal sobressairam-se os efeitos depressores.

== Ptose 1
== Ptose 0

Sedagdo

N° de animais responsivos
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Figura 3. AcOes depressoras sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 100mg.kg™ (ip), (n=8).

Na figura 4 temos outras acdes depressoras sobre o SNC, inicialmente um comportamento
de andar rastejante, com pico maximo em 30 min. Com a superficie abdominal apoiada, bem
provavelmente devido ao desenvolvimento de um estado de hipotonia da musculatura do trem
posterior ou flacidez envolvendo os musculos chamados de antigravitacionais, as patas se abriram e
o ventre dos animais afetados ficou prostrado ao chdo. Isto denota, de certa forma, prejuizo
neuronal nos nucleos pontinos, localizados no tronco cerebral. Este efeito, com a dose de

100mg.kg-1, foi observado em apenas 20% dos animais do grupo. Em seguida foi observado um
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atrelamento entre duas respostas, a de aglomeramento e a de analgesia, com respostas importantes
entre 40 e 50 min. e entre 80 e 90min.

A resposta de agrupamento pode ser uma consequéncia de uma potencializagéo dos efeitos
sedativos protagonizados pelo aumento da resposta gabaérgica em compartimentos talamicos do
SNC. Ja a resposta analgésica, bem provavelmente foi deflagrada por agBes no periarqueduto
mesencefalico, onde se localiza um importante regulador dos sistemas relacionados com a resposta
analgésica. Aqui é importante assinalar que apesar de aglomerados, os animais ndo exibiram
resposta de hipnose, tipicamente associada a uma ac¢do do tipo gabaérgica, o que pode sugerir uma

acdo do tipo opidide nestes compartimentos centrais.
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Figura 4. Acdes depressoras sobre 0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO0-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 100mg.kg™ (ip), (n=8).

Na figura 5 encontramos respostas associadas as manifestacdes de componentes do sistema
nervoso autondmico — SNA, em especial resposta de piloerecdo e solado hiperémico. A piloerecédo
manifestou-se ritmicamente a partir de 40 min. Esta resposta assim manifestada pode estar
associada a uma mudanca de sensibilidade periférica em decorréncia da manifestacdo de uma acéo
toxica endégena, aumentando a sua manifestacdo com o passar do tempo. Ja com relacdo ao solado

hiperémico, verificou-se que este comportamento manifestou-se em dois animais, sinalizando uma
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alteracdo na resposta vascular destes organismos, provavelmente associada & um aumento da

pressdo arterial.
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Figura 5. Acbes sobre o SNA em camundongos Mus musculus albino suico em atividade
espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 100mg.kg™ (ip), (n=8).

Na figura 6 observa-se uma resposta ao prurido, onde os animais manifestavam ac6es de
coceira generalizada por todo o corpo no periodo assinalado, com maior expressdo aos 30 min,
decaindo a seguir. Esse decaimento pode estar associado a acdes de biotransformacéo sobre a droga,
diminuindo a sua concentracdo plasmatica, diminuindo a sua acdo sobre os tecidos periféricos,
provavelmente envolvendo a participacdo de células residentes tais como macrofagos e mastocitos

acionando respostas a substratos como a cascata molecular das cininas.
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Figura 6. Outras acfes em camundongos Mus musculus albino suico em atividade esponténea,
estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO) ACETATE , na dose de 100mg.kg™ (ip), (n=8).

Na figura 7 estdo assinaladas respostas excitatorias sobre o SNC obtidas a partir de uma
dose de 200mg.kg-1. Comparando-se as respostas obtidas com aquelas assinaladas nas figuras 1 e 2,
verificou-se que com o aumento da dose administrada, as contracbes abdominais foram visualizadas
num numero maior de animais e extensiveis num intervalo temporal maior, assim como 0S
espasmos. Observou-se também o surgimento em alguns animais, do comportamento de aulo-
limpeza denotando aumento da atividade motora ou ansiolise, comportamento este ndo observado
numa dose menor.

Os tremores no corpo, ndo foram observados com o emprego de dosagem maior de
aminoquinona nos animais sob experimentacdo. E possivel que maiores doses de aminoquinona
ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate estejam relacionadas com o despertar
de acOes sobre diferentes dimensdes metabdlicas nos sistemas organicos, que priorizam as suas

respostas, sobrepujando as demais.
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Figura 7. Acles excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade esponténea, estimulados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-

ylamino) acetate , na dose de 200mg.kg™ (ip), (n=8).

Quanto as acdes depressoras, mediante a aplicacdo de uma dose de 200mg.kg™ nos animais,
verificou-se que as respostas de ptose, analgesia e sedacdo foram potencializadas em termos de
numero de animais afetados, como também com relacdo ao tempo de resposta, como mostram o0s
dados da figura 8. E possivel que a resposta de analgesia, por exemplo, seja do tipo dose-
dependente, como sera avaliado mais pormenorizadamente adiante.

Seja como for, é importante destacar que com apenas uma unica dose aplicada nos animais,
conseguiu-se verificar este efeito de analgesia, que aumentou gradativamente de intensidade até o
100° min., sem que os animais manifestassem respostas de hipnose, o que sugere um efeito

diferente daqueles protagonizados pela via gabaérgica.
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Figura 8. AgOes depressoras sobre 0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade espontanea, estimulados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-

ylamino) acetate, na dose de 200mg.kg™ (ip), (n=8).

Na figura 9 temos outras respostas depressoras sobre o SNC com a dose de 200mg.kg™,
onde se verificou que os efeitos obtidos foram em maior intensidade em relacdo com o aumento da
dose.

Com relacdo ao comportamento de aglomerar-se, observou-se que este tem o periodo de
resposta maxima em 40 min. ndo coincidindo com o periodo de resposta maxima das respostas de

sedacdo e de andar rastejante.
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Figura 9. AcgOes depressoras sobre 0 SNC em camundongos Mus musculus albino suigco em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 200mg.kg™ (ip), (n=8).

Ja com relacéo aos efeitos sobre o sistema nervoso autondémico — SNA, verificou-se que a
aplicacio de  doses maiores de aminoquinona ETHYL  2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE , de 200mg.kg™, os animais exibiram uma
resposta de piloerecdo envolvendo um nimero maior de animais, mas que ao longo do tempo de
100 min. de observacdo tendeu a diminuir, como mostram os dados da figura 10. Mas, em
compensacdo uma importante taquipneia foi observada num numero expressivo de animais,
extendendo-se por todo periodo de observacdo. Esta taquipneia pode estar associada a um aumento
da atividade simpatica sobre 0 SNC ou mesmo em decorréncia de a¢des conflituosas em areas que
comandam a ventilagdo pulmonar, envolvendo outros sitios mediadores, como pode ocorrer nas

respostas associadas ao estresse.
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Figura 10. Acbes sobre o SNA em camundongos Mus musculus albino suico em atividade
espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 200mg.kg™ (ip), (n=8).

As respostas ao prurido também foram intensificadas com o0 aumento da dose para
200mg.kg* de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO) ACETATE , como mostram os dados da figura 11. Aqui é importante assinalar que a
resposta ao prurido estad associada a excitabilidade periférica associada a respostas nociceptivas
decorrentes da estimulacdo de quimiorreceptores especificos. Assim, verificou-se que a resposta

analgésica obtida ndo afetou esta dimensdo da resposta nociceptiva.
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Figura 11. Outras acdes em camundongos Mus musculus albino suico em atividade espontanea,
estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-

YLAMINO) ACETATE , na dose de 200mg.kg™ (ip), (n=8).

Com o aumento da dose de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE para 300mg.kg™ nos bioensaios, observou-
se que as contragdes abdominais foram mais intensas na fase inicial do ensaio, diminuindo a seguir,
embora tenham aumentado a ocorréncia de espasmos, como mostram os dados da figura 12. Uma
curiosa, mas importante resposta com pico maximo aos 60 min. foi observada, relacionada a
atividade exploratéria como também ao em relacdo aos animais caminharem com cauda paralela.
Estas ultimas respostas estdo associadas a uma manifestacdo de estimulacdo simpética bastante
acentuada, denunciada principalmente pelo fato de os animais caminharem a com cauda paralela a
superficie de apoio; uma resposta tipicamente associada a estimulacdo do sistema nervoso

autondmico, com anuéncias ao sistema periférico.
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Figura 12. AcOes excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Ainda com relacdo as acOes excitatdrias sobre o SNC protagonizadas por doses de
300mg.kg’ de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO)ACETATE , observou-se pelo menos trés novas respostas ndo manifestadas com doses
menores, cocar o focinho, farejar o ambiente e pavilh@o auricular armado, como assinalam os dados
da figura 13. O periodo de maior atividade destas respostas foi de 30min. bem provavelmente
associadas a um mesmo tipo de acdo estimulatoria. A acdo de cocar o focinho denuncia a presenca
de uma espécie de prurido na regido, provavelmente associado a reac¢fes pro-inflamatorias locais.
As transformacgdes vasculares induzidas por este processo pode culminar na diminuicdo da
capacidade olfatéria destes organismos, neste periodo, talvez justificando o fato de que estes
animais exibiram o comportamento de farejar o ambiente, no mesmo intervalo.

A armacao do pavilhdo auricular pode estar relacionada com a necessidade de se aumentar a
captura de estimulos ambientais, uma vez que os estimulos olfatorios ficaram deficientes neste
periodo. Vale lembrar que roedores apoiam-se na atividade olfatéria para reconhecer varios tipos de

estimulos do ambiente, incluindo-se a identificacdo dos membros do préprio grupo.
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Verificou-se também a ocorréncia de respostas comportamentais como tremores finos em
apenas um Unico animal, provavelmente associadas a alteraces neurais nas imediagdes cerebelares
por excitacdo aumentadas em vias serotoninérgicas. Ja o comportamento de lamber o local de
aplicacdo da droga esta relacionado com reacdes de irritacdo locais protagonizadas pela
administracdo da aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO) ACETATE .
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Figura 13. Acdes excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Os resultados observados na figura 14, destacando-se a presenca de uma sensibilidade
anormal ao toque da cauda em dois momentos do periodo de observacdo; um aos 30min e outro aos
70min. E interessante observar que com a dose de 300mg.kg™ de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-
DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE ndo foi observada a resposta
de analgesia, mas uma outra resposta de hipersensibilizacdo das vias nociceptivas, provavelmente

relacionadas as associagdes medulares das fibras a e 4.
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Outras respostas de menor expressao também foram observadas, dentre estas a postura em
garra e a sensibilidade sonora parecem ser as mais interessantes. A postura em garra denuncia
agressividade, provavelmente devido a acBes estimulantes sobre os nucleos amidaldides. J& a
sensibilidade sonora aumentada, denuncia alteragdes importantes nos sistemas auditivos, afetando,

de sobre maneira, os sistemas de equilibrio dos animais envolvidos.
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Figura 14. Acdes excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Na figura 15 temos respostas depressoras sobre o SNC, a partir da administracdo de
300mg.kg™ de ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE ,
sendo a principal resposta associada ao recolhimento dos animais principalmente no periodo de 30 a
70 min. A interrupcdo deste periodo de recolhimento ocorre justamente quando alguns organismos

manifestam importante excitabilidade simpatica, como ja assinalado na figura 12.
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Figura 15. AcOes depressoras sobre o0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Outras acOes depressoras com esta dosagem também foram observadas, conforme se pode
verificar na figura 16, tais como as ptoses, 0 agrupamento o caminhar arrastando o trem posterior e
a cauda em Straub. Com relacdo as ptoses 0 e 1, foram aumentadas com o aumento da dose. O
comportamento de agrupamento acompanha praticamente a mesma extensdo do comportamento de
recolhimento, destacando que neste Ultimo as necessidades tateis de contato séo bem menores.

O comportamento de arrastar o trem posterior esta associado a um efeito de hipotonia da
musculatura do trem posterior, como ja assinalado anteriormente.

Ja a cauda em Straub denuncia efeitos sobre o sistema opioide periférico ou serotoninérgico

em algumas areas centrais relacionadas ao controle motor, como assinala Almeida (2006).
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Figura 16. Acdes depressoras sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Sobre 0 SNA, com a elevacdo da dose para 300mg.kg™ nos bioensaios de atividade
espontanea, observou-se uma baixa resposta de taquipneia, mas também que todos os animais
exibiram pavilh&o auricular hiperémico no intervalo de 20 a 50 min., denunciando um aumento da
pressdo arterial, provavelmente associado a um aumento da estimulacdo simpatica no periodo, como
mostram os dados da figura 17.

Ainda na figura 17, pode-se observar uma importante acdo sobre o SNA associado sistema
gastroentérico, onde os animais exibiram um aumento progressivo da atividade de defecacdo ao

longo de 100 min. de observacéo.
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Figura 17. AcOes sobre o SNA em camundongos Mus musculus albino suico em atividade
espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8). (*),

para a atividade de defecacédo o eixo assinala unidades fecais.

Na figura 18 verificam-se outras respostas sobre o SNA em funcdo da aplicacdo de
300mg.kg™ de ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE
nos bioensaios, destacando-se as respostas de piloerecéo, cauda e solado posterior hiperémicos. A
piloerecdo, como ja assinalado acima, pode neste caso relacionar-se a mudancgas na sensibilidade
devido a presenca de um efeito toxico. Ja com relacdo as respostas de hiperemia tanto na cauda
como no solado correlacionam-se com efeitos sobre o sistema nervoso autonémico, em especial a

excitabilidade simpatica no intervalo, culminando com elevacdo na pressao arterial.
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Figura 18. AcOes sobre o SNA em camundongos Mus musculus albino suico em atividade
espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Uma resposta curiosa obtida com relacdo aos animais estimulados com 300mg.kg™ de
ETHYL 2-(1,4-DIOXO0O-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE foi o
surgimento de uma resposta vascular diferente, onde a cauda assumia uma coloracdo rosada, como
se tivesse ocorrido no intervalo uma mudanca de permeabilidade vascular periférica, do tipo que se
observa em reacdes pro-inflamatdrias, como mostra a figura 19. E possivel que estas respostas
estejam coordenadas por acdes locais mediadas per células residentes como macréfagos e
mastocitos. O pico maximo desta resposta foi em torno de 90 min., relativamente coincidente com
0 periodo de aumento da pressao arterial observada na cauda e no solado da pata dos animais
observados.

Outro achado interessante relaciona-se com a presenca de urina alaranjada na gaiola,
provavelmente denunciando a possivel eliminacdo de parte da droga injetada por volta dos 80 min.
Se 0s organismos eliminaram este composto sem danificacdo dos tecidos renais, estes dados
mostram que o organismo pode eliminar parte desta droga a partir de 80 min. E claro que ensaios
mais especificos para esta determinacdo devam ser realizados afim de determinacdo do tempo de

meia vida de eliminacdo e o tempo de meia vida biolégico da droga.
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Figura 19. Outras acdes em camundongos Mus musculus albino suico em atividade espontanea,
estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO) ACETATE , na dose de 300mg.kg™ (ip), (n=8).

Finalmente nos bioensaios com emprego de doses de 600mg.kg™ de ETHYL 2-(1,4-
DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATE , verificou-se a potencializacdo
de alguns dos efeitos excitatorios ja assinalados, com o surgimento de novos comportamentos,
como a presenca de saltos, que denuncia excitabilidade excessiva sobre o SNC (figura 20), assim
como o serpenteamento da cauda (figura 21), associado ao mesmo tipo de estimulo excitatério,
provavelmente relacionado a estimulacdo excessiva de determinados circuitos neuroldgicos

adentrados a regido cerebelar.
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Figura 20. Acdes excitatorias sobre o0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).



78

== Andando aos saltos
=fll— Cauda serpenteando

Tremores de cabega

N° de animais responsivos
w
1

2 ‘ =34=ESpasmos

) 20 40 60 80 100 120

Tempo (min.)

Figura 21. AcOes excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).

Ainda relacionado com os efeitos excitatorios sobre o SNC verifica-se na figura 22 respostas
relacionadas a excessiva sensibilizacdo das estremidades como focinho e pavilhdo auricular, assim
como dois periodos de aumento da sensibilidade ao pincamento mecanico da cauda, um aos 30 min.
e outro aos 80min., periodos estes quase que similares aos encontrados quando os animais foram
estimulados com 300mg.kg® de ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO)ACETATE, com intensidades equivalentes, lembrando que para os bioensaios de
atividade espontanea com 600mg.kg™ foram empregados somente seis animais no grupo.

Uma outra resposta curiosa encontrada foi uma intensa contracdo diafragmatica, onde os
animais afetados exibiam uma evidente dificuldade respiratdria, que persistiu até o fim do periodo

de observacao.
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Figura 22. AcOes excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).

Na figura 23 ainda podem ser observadas respostas excitatorias sobre o SNC, destacando-se
a atividade exploratoria intermitente em todos os animais a partir dos 40 min., e a presenca de
tremores no corpo aos 80 min., denunciando excesso de excitabilidade de forma semelhante a acéo
de agonistas serotoninérgicos. A presenca de arrepios intermitentes a partir dos 80 min. talvez

possam estar correlacionados aos mesmos tipos de estimulos, conforme mostra a figura 24.
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Figura 23. Acles excitatorias sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).
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Figura 24. Acdes excitatorias sobre o0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).

Quanto as acOes depressoras, verificou-se na figura 25 uma potencializacdo dos principais
efeitos assinalados anteriormente para menores doses, destacando-se uma resposta de hipnose,
verificada em apenas um organismo nas imediacdes dos 20 min., diminuindo em seguida, assim
como respostas de perda de equilibrio postural, onde os animais afetados exibiam tombamento
lateral, ndo conseguindo manter a postura de equilibrio normal. Este Gltimo resultado assinala um
forme comprometimento do sistema de equilibrio destes animais, resultado confirmado pelos testes
de equilibrio postural efetuados ao final dos experimentos. Estes efeitos foram mais importantes aos
20 e 80min.

Na figura 26 pode-se observar uma potencializacdo da resposta de ptose 0, como também o
retorno da resposta analgésica por pincamento do cauda em alguns animais.

Na figura 27 visualiza-se uma forte resposta de agrupamento, sendo que aos 80 min. 0s
animais exibiram uma resposta de apoio do corpo inteiro a superficie denunciando um efeito de
hipotonia na musculatura esquelética. Alguns animais exibiram desorientacdo e tombamento lateral

para a esquerda nas tentativas de realizarem movimentos de ambulacéo, este efeito se confirma pelo
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que assinala na figura 28, onde praticamente todos animais exibiram uma resposta de arreio do trem

posterior.
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Figura 25. Acbes depressoras sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).
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Figura 26. AcOes depressoras sobre o0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE, na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).
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Figura 27. Acbes depressoras sobre 0 SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).
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Figura 28. AcOes depressoras sobre o SNC em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).

Sobre 0 SNA, com o aumento da dose para 600mg.kg™, verificou-se uma resposta de
taquipneia intermitente, assim como hiperemia das auriculas, possivelmente decorrentes de um
aumento da excitabilidade simpatica, como mostram os dados da figura 29. Na figura 30 verificou-
se um edemaciamento de focinho intermitente, assim como hipotermia de cauda, também
intermitente, e uma discreta acdo sobre o sistema gastroentérico onde trés animais defecavam
intermitentemente.

A hipotermia assinalada acima se relaciona, bem provavelmente, a um efeito de diminuicédo
das porcbes anabolicas e catabolicas em decorréncia de um quadro de intoxicacdo, associada a
incompeténcia de tecidos depuradores como o figado de interferirem na ac¢do biotransformadora de
drogas e substancias estranhas ao organismo.

O edemaciamento do focinho, denuncia uma acdo pro-inflamatéria acionada pela
participacdo dos tecidos locais em promoverem, junto as células residentes transformacgdes na
dindmica circulatoria local, redundando edemaciamento e conseqlientemente dificuldade de

apreensao do ar e identificacdo olfativa de substratos.
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Figura 29. Acbes sobre o SNA em camundongos Mus musculus albino suico em atividade
espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).
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Figura 30. AcOes sobre o SNA em camundongos Mus musculus albino suico em atividade
espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).

Como outras respostas observadas, foram registrados reflexo do solu¢co em dois animais, por
volta de 80 min., além de uma modificacdo na coloracdo da cabeca dos animais, assumindo uma
coloracdo rosada, denunciando transformacg6es vasculares importantes neste compartimento, talvez
em decorréncia de uma forte acdo pro-inflamatéria, conforme mostram os dados da figura 31. O
reflexo do soluco pode estar associado a mudancas nos padrdes de contracdo diafragmatico, em
decorréncia de conflitos neurolégicos nas imediacGes dos centros reguladores da ventilacéo

pulmonar.
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Figura 31. Qutras respostas comportamentais em camundongos Mus musculus albino suico em
atividade  espontanea, estimulados com aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , na dose de 600mg.kg™ (ip), (n=6).

Finalmente, com a aplicacdo do teste de equilibrio, que consiste em submeter cada animal
por 10s a movimentos rotatorios, verificou-se que com o aumento da dose de ETHYL 2-(1,4-
DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATE , o0s animais exibiam
dificuldades crescentes em recuperar as condi¢fes de equilibrio, embora ndo tenham sido
observadas respostas de atividade convulsiva, conforme mostram os dados da tabela 3. Estes
resultados assinalam uma importante acdo desta aminoquinona sobre certos componentes do SNC
relacionados com os sistemas que definem as bases operacionais do equilibrio destes animais,
conforme a dose aplicada.

Disto tudo, verifica-se a necessidade de novos ensaios que visem o aprofundamento destas
respostas acima assinaladas, no sentido de se identificar melhor os possiveis mecanismos de acao

relacionados.



89

Tabela 3. Respostas comportamentais exibidas por camundongos estimulados com diferentes doses

de  aminoquinona

ETHYL

ACETATE , submetidos ao teste de equilibrio.

2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)

DOSES

100mg.kg™

200mg.kg™

300mg.kg™

600mg.kg™

Respostas normais
apos submissdo aos
movimentos rotatorios
por 10 s (n = 8).

Dois camundongos
apresentaram
dificuldade para sair
do local.
Cinco camundongos
ndo conseguiram
locomover-se.
Apenas um
camundongo exibiu
comportamento

normal (n = 8).

Cinco animais
exibiram dificuldades
em sair do local
Trés camundongos
apresentaram a cauda
em Straub
(n=8).

Cinco camundongos
apresentaram a cauda
em Straub com perda
do equilibrio lateral,
com tombamento para
a esquerda. destes,
quatro ficaram
completamente
desorientados.
Apenas um
camundongo
apresentou somente
desorientacdo sem
cauda em Straub
(n=16).

De acordo com os resultados acima, verificou-se a ocorréncia de efeitos do tipo dose-

resposta, conforme mostram os dados da tabela 4. As respostas associadas aos efeitos depressores
sobre 0 SNC parecer ter maior reciprocidade quanto a dose do que as respostas excitatorias sobre o
SNC. As melhores relagbes do tipo dose-respostas foram aquelas que melhor apresentaram o
coeficiente de determinacdo para uma funcéo linear que relacione as duas variaveis. Nas figuras 32
a 36 podem ser visualizadas graficamente estas relaces. As relacdes que apresentam o coeficiente

angular positivo denotam uma relacdo positiva crescente entre dose e % de efeito. Ja as relacGes que
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apresentam um coeficiente angular negativo denotam uma relacdo entre dose e % de efeito

negativo, ou seja, decrescente; quanto maior a dose, menor o efeito.

Tabela 4. Relacdo dose - % de efeito de comportamentos exibidos por camundongos estimulados
por diferentes dosagens de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-
2-YLAMINO) ACETATO . Tomando-se como referéncia uma fungéo linear do tipoy = a. x + b,
destacam-se os coeficientes angulares e lineares das funcbes obtidas além do coeficiente de

determinagé&o.

Efeitos C. angular C. R?

linear

EXCITATORIOS SOBRE O SNC

Atividade exploratdria 0,122 -10,43 0,882
Contracdo abdominal 0,185 -28,57 0,908
Espasmos 0,144 -17,64 0,973
Tremores no corpo 0,012 -1,564 0,68

DEPRESSORES SOBRE O SNC
Ptose 1 0,98 11,36 0,906
Ptose O 0,061 0,163 0,973
Sedacéo -0,052 34,76 0,548
Analgesia em condi¢do de pingcamento -0,03 27,64 0,103
Ambulacdo apoiada no trem posterior 0,117 -19,21 0,814
Agrupamento 0,071 10,03 0,713

SOBRE O SNA

Piloerecédo 0,18 -5,669 0,947

Taquipneia 0,18 -16,60 0,686
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Figura 32. Relacdo dose x % de efeito em acgdes estimulantes sobre 0 SNC em condigéo de
atividade espontanea em camundongos estimulados com diferentes doses de aminoquinona ETHYL
2-(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATO .
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Figura 33. Relacdo dose x % de efeito em acdes depressoras sobre 0 SNC em condicdo de atividade
espontanea em camundongos estimulados com diferentes doses de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-
DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATO .
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Figura 34. Relagéo dose x % de efeito em acdes depresoras sobre 0 SNC em condicgéo de atividade
espontanea em camundongos estimulados com diferentes doses de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-
DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATO .
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Figura 35. Relacdo dose x % de efeito em acGes sobre 0 SNA em condi¢édo de atividade espontanea
em camundongos estimulados com diferentes doses de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOX0O-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATO .
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Figura 36. Relacdo dose x % de efeito em acbes sobre a condicdo de atividade espontanea em
camundongos estimulados com diferentes doses de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-
DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATO .

Quanto a determinacédo da DLs, mediante 0 emprego do método grafico, relacionando n° de
probitos e dose, mediante a expressdao matematica P = 2,9846 D — 2,126 sendo P o nimero de
probitos e D o log da dose em mg.kg™, para um coeficiente de determinagdo de 0,942; verificou-se
que a DLsp = 244,1125 + 23,2883 mg.Kg™, conforme mostram os dados da figura 37. O total de
Obitos obtidos em cada grupo foi aferido apds os ensaios de atividade espontanea onde 0s animais

ficavam sob observacéo por 48 horas.
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Figura 37. Relag&o linear entre probitos e log da Dose (mg.kg-1) de aminoquinona ETHYL 2-(1,4-
DIOXO0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)ACETATO , para a determinacéo da DLs

Em qualquer terapia medicamentosa o bom senso sinaliza para a questdo central que € a
observacdo do IT da droga. A substancia testada neste experimento assim como o lapachol, pode
ser considerada de moderado a alto IT, se comparado a outros agentes antineoplasicos (SIEBER,
1976).

O lapachol possui uma toxicidade aguda com niveis de DL50 em 1.600 mg.kg™ de peso, via
intraperitonial, em ratos, enquanto a B-lapachona, tem dose letal em torno de 80 mg.kg™
(GUERRA et al., 2001). Isto nos remete ao fato de que manipulac@es sintéticas na molécula base
das quinonas podem ampliar ou reduzir o grau de toxicidade. No caso da aminoquinona ETHYL 2-
(1,4-DIOX0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATO a DLsy (244,1125 +
23,2883 mg.Kg™) associacdo com aminoécido parece ter reduzido o nivel de toxicidade.

No presente experimento efeitos depressores sobre 0 SNC da aminoquinona ETHYL 2-(1,4-
DIOXO-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO) ACETATO tiveram relacdo direta com
dose. O mesmo nao foi observado nas respostas excitatdrias sobre o SNC com relacdo a atividade
exploratéria, contracdo abdominal, espasmos e tremores no corpo. Segundo Araujo et al., (2002),

0s principais sinais observados com doses altas de lapachol foram: depressdo do SNC, exaustdo
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fisica, dificuldade respiratdria e epistaxisl. A substancia testada apresentou similaridades quanto a
depressdo da atividade do SNC e alteracbes respiratorias. Nos animais estudados no presente
experimento, a taquipnéia observada também teve efeito dose-resposta da substancia testada devido
a efeito estimulador do SNA.

4. CONCLUSAO

A aminoquinona ETHYL  2-(1,4-DIOXO0-1,4-DIHYDRONAPHTHALEN-2-YLAMINO)
ACETATO possui efeito depressor sobre 0 SNC numa relacdo dose-resposta direta, O calculo da
DLso para substancia teste demonstrou baixos niveis de toxicidade nas dosagens inferiores a
244,1125 + 23,2883 mg.Kg™.
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AVALIAC;AO DA INIBIC;AO TUMORAL DA AMINOQUINONA ETHYL 2-(1,4-DIOXO-
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RESUMO

Quinonas e seus derivados sdo substancias de origem natural ou sintetizadas artificialmente. A
aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate foi previamente
escolhida em teste de triagem comparativa e usada contra o carcinoma de Erlich s6lido em modelo
murino. Dezoito camundongos foram divididos em grupo controle (n=6); tratado com metotrexato
(n=6; 71.7mg.kg™) e tratado com ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate
(n=6; 84.56 mg.kg™). Quatro dias ap6s as células do tumor ascitico de Erlich serem implantadas
subcutaneamente nos camundongos, foi usada dose Unica de metotrexato e aminoquinona. No 8°
dia, a aminoquinona inibiu 67% do crescimento do tumor contra 58% do metotrexato. Nenhuma
mudanca substancial de parametros bioquimicos e achados histopatoldgicos foi observada no figado
e nos rins dos animais tratados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-
ylamino) acetato € uma droga promissora que pode ser utilizada na terapia contra o cancer.
Palavras-chave: Aminoquinona, tumor de Ehrlich, camundongo.

ABSTRACT

Quinones and its derivates are substances of the natural occurrence or synthesized artificially. The
aminoquinone ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate was previously chosen
in the comparative screening test and used against solid Ehrlich carcinoma in murine model.
Eighteen mice were divided in control group (n=6); treated with methotrexate (n=6; 71.7mg.kg™)
and treated with ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate (n=6; 20mg.kg™).
Four days after the Ehrlich tumor ascitic cell had been implanted subcutaneously in mice, only one
dose of methotrexate and aminoquinone was used. In the 8" day, aminoquinone inhibited 67% of
the tumor growth against 58% of methotrexate. None substantial change of biochemical parameters
and histopathologic findings was noted in liver and kidneys of animals treated with aminoquinone.
The aminoquinone ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate is promising drug
that can be used in cancer therapy.

Key words: Aminoquinone, Ehrlich tumor, mouse.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as estimativas para os anos de 2012/2013 apontam que ocorrerdo 518.510 novos
casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma, que é o tipo mais incidente para ambos
0s sexos (134 mil casos novos), seguido de préstata (60 mil), mama feminina (53 mil), c6lon e reto
(30 mil), pulmao (27 mil), estémago (20 mil) e colo do Gtero (18 mil) (PAULA et al., 2013).

As quinonas e seus derivados sdo substancias de ocorréncia natural ou sintetizadas em
laboratorio (TORRES et al., 2007). Suas fontes naturais mais frequentes sdo plantas superiores,
artrépodes, fungos, liquens, bactérias, algas e virus, com fungdes biolégicas multiplas em ciclos
metabdlicos os mais diversos destes organismos (CAMARA et al, 2007; BOLTON et al., 2000).
Estas sdo classificadas de acordo com o sistema aromatico presente em sua estrutura, tendo as
naftoquinonas um anel naftalénico caracteristico. Varios estudos tém relatado a importéancia da
atividade antitumoral das naftoquinonas. Sendo responsaveis por uma significante reducdo do
crescimento celular em linhagens tumorais quando conjugadas a outros agentes (AREAS, 2007).

O lapachol (2-hidroxi-3-(3-metilbutenil)-1-4-naftoquinona) € uma naftoquinona encontrada
na casca e lenho da Tabebuia sp e Tecoma sp. Na casca ocorre em quantidades inferiores as do
lenho. Tem atividades antinflamatoria, analgésica, antimalérica, esquistossomicida, antiviral,
tripanocida, leishmanicida, antifungica, antiulcerantes e antineoplasica (SILVA et al., 2003,
FERREIRA, 2005, SILVA, 2005).

A B-lapachona, uma orto-naftoquinona, tem sido amplamente estudada principalmente por
apresentar efeitos seletivos em linhagens tumorais quando comparados a linhagens normais. Varios
mecanismos de acdo das naftoquinonas se apresentam de forma dose e tempo-dependente. A
inibicdo do crescimento celular observada, pode ocorrer em funcdo da inducdo da apoptose,
inibicdo da topoisomerase 11 ou estresse oxidativo, entre outros (AREAS, 2007). A aco inibitoria
sobre a a-polimerase do DNA, revelou-se especifica, pois comparada com outros inibidores, a -
lapachona apresentou caracteristicas distintas e ineditismo no seu modo de acdo, 0 que confere a
esta quinona um grande potencial como droga de valor para a quimioterapia de cancer,
particularmente no cancer de préstata (CAMARA et al., 2007).

Lee e colaboradores (2005), demonstraram que a [-lapachona, presente na T. avellanedae,
foi capaz de diminuir a expressdo da proteina e RNAmM da COX-2 de maneira dependente da
concentra¢do. Além disso, a B-lapachona também inibiu a produgdo de PGE2 em células DU145

(linhagem celular de carcinoma prostatico humano). Os autores sugeriram baseados nesses
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resultados, que a inibi¢cdo da producdo de PGE2 e expressdao de COX-2 confirmam os resultados
que a B-lapachona inibe o crescimento e induz a apoptose nessa linhagem celular de carcinoma
prostatico. Em um estudo sobre o mecanismo de acdo da p-lapachona na atividade contra células e
topoisomerases de DNA, observou-se que esta substancia € citotoxica contra varias células tumorais
sensiveis e resistentes, incluindo-se células tumorais resistentes a acdo da camptotecina. Este estudo
revelou que a B-lapachona também age contra a topoisomerase ll-a, via uma rota bioquimica
independente de ATP, pelo aparecimento de formas reversiveis de complexos clivados (CAMARA
et al., 2007).

As naftoquinonas foram descritas como responsaveis por uma significante reducdo do
crescimento celular em linhagens tumorais quando conjugadas a outros agentes, como O
Tiosemicarbazone (NTQS) e seus complexos formados com metais. A citotoxicidade do NTQS
associada ao cobre, por exemplo, mostrou ser maior que a do Etoposideo, quimioterapico usado na
clinica (CHEN et al., 2004).

Virios estudos tém relatado a importancia da atividade antitumoral das naftoquinonas. A B-
Lapachona destaca-se neste ambito e sua atividade biologica justifica a continuidade dos estudos
com naftoquinonas e seus derivados, como a 2-fenil- B-lapachona e esteres de naftoquinonas,
agentes ativadores do estresse oxidativo e inibidores de topoisomerase Il, respectivamente
(KONGKATHIP et al., 2003).

Recentes experimentos demonstraram que a aminoquinona 7-aminoisoquinolina -5,8-
quinona apresenta atividade antitumoral severa em diversas linhagens celulares. A analise QSAR
revela parte do potencial desta aminoquinona como um importante parametro de determinacédo de
atividade antitumoral em linhagens celulares de adenocarcinoma gastrico AGS e carcinoma de
bexiga J82. Estes resultados sugerem que os derivados aminoquinonas podem possuir atividade
antitumorais (VALDERRAMA et al., 2009).

De todo modo, ndo se deve considerar a toxicidade elevada das quinonas como um fator
limitante ao uso clinico. Novas expectativas colocam-se nos estudos futuros da relacdo atividade
biolégicos versus estrutura quimica, uma area de atuacdo aberta a quimica medicinal, que pode
levar a solucédo de problemas de toxicidade (SILVA, 2003).

A elevada incidéncia de cancer tem atingido diversos segmentos da sociedade, este fato pode
estar correlacionado com as transformacgdes socio-econdmicas e culturais observadas nos ultimos
anos. O cancer tem sido causa de elevado nimero de mortes, além de mutilacdes e incapacitacdes,
afetando consideravelmente a populacdo (VISENTIM, 2008). O objetivo deste trabalho foi de
avaliar uma série sintética de aminoacidos em associacdo com as naftoquinonas na inibicdo do

carcinoma de Ehrlich em camundongos.
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2. .MATERIAL E METODOS

2.1 TUMOR DE EHRLICH

2.1.1 MANUTENCAO DA LINHAGEM DE CELULAS TUMORAIS

O tumor de Ehrlich ocorre na forma ascitica na cavidade abdominal de camundongos. Os
animais apresentam o abdomen distendido a partir do sexto dia de desenvolvimento do tumor,
sobrevivendo aproximadamente 15 dias. Esta linhagem celular foi mantida em camundongos albino
swiss através de passagens continuas a cada 7 dias onde, apds esse periodo, os animais foram
eutanasiados e suas células puncionadas com seringa esterilizada, para posterior contagem e

inoculagéo nos animais de manutengé&o.

2.1.2 ATIVIDADE ANTITUMORAL IN VIVO

2.1.2.1 CONTAGEM E VIABILIDADE DAS CELULAS TUMORAIS

As células do tumor de Ehrlich mantidas na cavidade peritoneal de camundongos swiss
foram utilizadas no ensaio in vivo. Apds o sétimo dia de inoculacdo, o fluido ascitico foi coletado e
0 camundongo submetido aos procedimentos de eutanasia.

Para a contagem de células tumorais, 1mL do fluido ascitico foram coletados da cavidade
peritoneal dos animais com tumor ascitico de Ehrlich. Esta solucdo foi centrifugada durante 5
minutos a 3000rpm. O sobrenadante descartado e o precipitado, contendo células tumorais foi
lavado trés vezes com solucdo de ringer, e centrifugado novamente. Apds a ultima lavagem foi
acrescentado 1mL da solugéo de ringer ao precipitado e desta suspensao retirou-se 10 uL que ficou
diluida 100 vezes com solucdo de Azul de Trypan a 0,025%. O nimero de células tumorais viaveis
foi obtido através de contagem direta na camara de Neubauer, usando objetiva de 40X.

A contagem das células viaveis ocorreu nos quatro quadrantes na diagonal da camara. O
namero total de células contadas foi igual a soma das contagens dos quatro quadrantes externo
superiores e dos quatro inferiores dividido por dois. O namero de células por mL foi obtido usando

a formula;
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(n°cél contadas x diluigio x10° )
4

Necélulas/mL =

O total de células foi expresso em nimeros de células tumorais/mL (GUERRA, 1983). Apds
a contagem das células viaveis, o fluido ascitico foi diluido em NaCl 150mM de modo a obter a
concentracéo de células de 5,0 x 10° /mL e 100pL. Esta solucdo foi inoculada, por via subcutanea,

na regido dorso-lateral direita em camundongos sadios para inducgéo do tumor.

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS PARA TESTE DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

Decorridos 3 dias ap6s o implante, o volume da massa tumoral foi aferido diariamente
durante 7 dias, bem como o peso de cada animal. Foram utilizados 18 camundongos subdivididos
nos seguintes grupos experimentais: grupo controle (n=6), os quais foram submetidos a
administracdo de solucdo wveiculo (Sol. Fisiologica), via intraperitoneal; grupo tratado com
metotrexato (n=6), os quais receberam 71,7mg/kg da referida substancia, via intraperitoneal e o
grupo tratado com a aminoquinona ETHYL 2-(1,4-DIOXO-1,4-DIHIDRONAPHTHALEN-2-
YLAMINO) ACETATE (n=6), sendo administrados 20mg/kg da substéncia, via intraperitoneal.
Antes da aplicacdo as substancias teste foram previamente diluidas em solucdo de

agua/dmso/tween80.

2.3 - PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Amostras de orgdos vitais (figado, rins, coracdo, pulmao e bago) foram coletadas e fixadas
em formaldeido 10% (v/v) preparado em PBS 0,01M; pH 7,2. Os fragmentos foram submetidos a
clivagem, sendo em seguida processados de acordo com as técnicas de rotina para inclusdo em
blocos de parafina, cortados em micrétomo rotativo 4 micrometros e corados pela técnica da

Hematoxilina-Eosina (H.E.) segundo metodologia descrita por Behmer et al. (1976).
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2.4 - PROVAS BIOQUIMICAS

2.4.1 COLETA DE SANGUE E PROCESSAMENTO

De cada animal foram obtidas amostras sanguineas, por meio de punc¢do cardiaca. O sangue
obtido foi armazenado em tubos de ensaio contendo anti-coagulante e posteriormente foi levado a
centrifuga por cinco minutos a 3000rpm. ApOs a precipitacdo das células sangliineas, o soro
sobrenadante foi colhido por micropipetas, armazenado em ependoff e guardado em freezer até a
realizacdo das dosagens séricas. O soro foi destinado a dosagem de uréia, creatinina, fosfatase
alcalina gamaglutamiltranspeptidase (GGT) (KERR, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VOLUME E INIBICAO TUMORAL

Na avaliacdo da evolucdo do volume tumoral médio (Tabela 1), pode se observar reducao
significativa do grupo tratado com metotrexato e no grupo tratado com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-
dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-ylamino) acetate em relacdo ao grupo controle tumorado, no dia 5.
No dia 6 ndo houve diferenca significativa entre os grupos experimentais. No Dia 7, novamente ndo
se notou diferenca significativa entre os grupos. A reducéo significativa do volume tumoral no dia
8 de utilizacdo do metotrexato e da aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihidronaphthalen-2-

ylamino) acetate foi de 33% e 42%, respectivamente.

Tabela 1 — Médias do volume do tumor de Ehrlich (cm®) em camundongos controle e tratados com
dose C(nica de metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-

dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.kg™).

Controle Metotrexato Aminoquinona p
(n=6) (n=6) (n=6)
Dia 5 0,013+0,009a 0,004+0,005b 0,001+0,001b 0,0086
Dia 6 0,012+0,004a 0,007+0,009a 0,003+0,004a 0,0665
Dia 7 0,093+0,103a 0,112+0,017a 0,156+0,060a 0,2981
Dia 8 1,754+0,983a 0,738+0,523b 0,584+0,302b 0,0164
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No 5° dia ap6s o implante do tumor e 1° dia de tratamento, os animais tratados com a
aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate apresentaram uma
reducdo muito significativa de 91,6% no volume tumoral em relagdo ao grupo controle (p<0,01).
Tal reducdo foi superior a dos animais tratados com metotrexato, 0s quais apresentaram uma
inibicdo tumoral significativa de 71,7% quando comparados aos animais do grupo controle
(p<0,05). Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre o volume tumoral dos animais
tratados com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate e os
animais tratados com metotrexato.

Na avaliagdo da inibicdo tumoral (Figura 1) constatou-se que no 6°e 7° dia apds o implante
do tumor, 2° e 3° dia de tratamento, respectivamente, ndo houve diferenca no volume tumoral
médio entre os grupos. Por outro lado, no 8° dia apds o implante e 4° dia de tratamento, os animais
tratados com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate
apresentaram uma reducéo significativa no volume tumoral de 66,73% em relagdo aos animais do
grupo controle (p<0,05). J& os animais tratados com metotrexato apresentaram uma reducéo
significativa de 57,90% no volume tumoral quando comparados com 0s animais do grupo controle
(p<0,05). No entanto, ndo houve diferenca significativa no volume tumoral entre os animais
tratados com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate e 0s

animais tratados com metotrexato.
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Figura 1. Variagcdo temporal do volume do tumor de Ehrlich em camundongos controle e

tratados com dose Gnica de metotrexato (71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-

dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.kg™).

3.2 BIOQUIMICA SERICA

A tabela 2 evidencia as médias dos valores das principais enzimas hepaticas e renais em

camundongos controle e tratados com metotrexato e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-

dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20 mg.kg™).

Tabela 2 Meédias dos parametros bioquimicos séricos (gamaglutamiltranspeptidase, fosfatase

alcalina, ureia, creatinina) em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato

(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20

mg.kg™).
Controle Metotrexato Aminoguinona P
(n=6) (n=6) (n=6)
GGT (ng/dL) | 8,92+5,1a 10,77 £9,3a 28,67 £ 24,3a 0,1735
Fosft. 65,83 + 58,292 73,55 £ 59,16a 40,57 £ 31,17a 0,6584
Alcalina
(ng/dL)
Uréia (ng/dL) | 39,76 +9,74a 29,42 £ 4,51a 29,60 £ 7,60a 0,1924
Creatinina 0,61+ 0,16a 0,58 £ 0,15a 0,66 + 0,16a 0,7292
(ng/dL)
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No que diz respeito as referidas enzimas (GGT, Fosfatase. Alcalina, Uréia e creatinina), ndo
houve diferenca significativa entre os grupos. Entretanto, em se tratando da enzima GGT, houve
uma tendéncia de aumento dos animais do grupo tratado com a aminoquinona em relagdo ao grupo
controle. Diversos estudos demonstram que elevacges dos niveis plasmaticos da enzima hepética
GGT estdo relacionadas como aumento da taxa metabdlica do figado indicando toxicidade hepatica,
principalmente quando expostos a drogas, agentes virais ou bacterianos (BJORNSSON, 2006).

Com relacdo a enzima fosfatase alcalina, houve uma tendéncia de diminui¢cdo no grupo
tratado com aminoquinona em comparagdao com o grupo controle. A fosfatase alcalina é uma
enzima fosfohidrolase, encontrada em varios tecidos, com maiores concentragcdes no figado, no
epitélio do trato biliar e nos ossos. No figado, esta enzima é secretada pelos hepatdcitos e pelas
células da mucosa do trato biliar. Geralmente qualquer hepatopatia ativa pode aumentar os valores
da referida enzima, mas as maiores elevacfes nos niveis desta ocorrem nos casos de obstrucdo do
trato biliar. Nos casos de drogas hepatotdxicas, as elevacdes da enzima sdo menores (MILLER,
1999).

3.3 PESO TUMORAL E DOS ORGAOS

Na tabela 3 podemos observar o peso corporal, dos tumores e de 6rgaos coletados apos a
finalizacdo do periodo experimental de camundongos controle e tratados com dose Unica de
metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate (20 mg.Kg™).

Tabela 3 — Peso do tumor, peso dos 6rgaos de camundongos controle e tratados com dose Unica de
metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate (20 mg.kg™).

Controle Metotrexato Aminoquinona P
(n=6) (n=6) (n=6)

Corporal 36,18 + 2,392 34,50 £ 0,86a 36,90 + 3,55a 0,2730
Tumor 1,92 £ 0,41ab 1,31 £0,25a 1,16 + 0,52b 0,0132
Figado 1,92 £ 0,59ab 2,49 £ 0,27a 1,82 +0,35b 0,0328
Baco 0,19 + 0,03a 0,19 + 0,06a 0,14 £ 0,026a 0,0897
Rim 0,29 + 0,04a 0,32 + 0,04a 0,27 £ 0,03a 0,1259
direito

Rim 0,27 £ 0,03ab 0,31 +0,03a 0,26 £ 0,02b 0,0140
esquerdo

Pulméo 0,31 + 0,09a 0,28 + 0,04a 0,28 £ 0,08a 0,7398
Coracao 0,11 + 0,02a 0,14 + 0,01b 0,12 £ 0,01ab 0,0181
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Com relacéo ao peso de drgdos coletados ap0s eutandsia o baco, rim direito, pulméo e peso
corporal ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos experimentais. O peso do tumor
dos animais tratados com metotrexato ndo apresentou diferenga significativa (p=0,0132) quando
comparados ao grupo controle, assim como o0 peso do tumor dos animais tratados com
aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate em relacdo ao grupo
controle. O peso do figado dos animais tratados com metotrexato apresentou um aumento
significativo (p =0,0328) em relagdo aos animais tratados com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-
1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate. Entretanto, nenhum destes dois grupos apresentou
diferenca significativa em compara¢do com os animais do grupo controle. No que diz respeito ao
rim esquerdo, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos tratados com metotrexato e 0 grupo
controle, assim como entre o grupo tratado com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate e o grupo controle. Por outro lado, o peso do rim esquerdo
dos animais tratados com a aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)
acetate foi sifnificativamente inferior (p=0,0140) ao peso dos rins esquerdos dos animais tratados
com metotrexato. Em relacdo ao peso do coracdo, 0s animais tratados com metotrexato
apresentaram-se significativamente maior (p=0,0181) em comparacdo com o grupo controle. No
entanto, ndo houve diferenca significativa entre os animais tratados com a aminoquinona ethyl 2-

(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate e 0 grupo controle.

3.4 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

3.4.1 FIGADO

Na tabela 4 e figura 2 (anexo) podemos observar as lesdes hepéaticas mais frequentemente
observadas nos 3 grupos experimentais.

Nos animais tratados com metotrexato constatou-se esteatose difusa, em grau moderado (++)
numa frequéncia de 33,3% (2/6). Neste mesmo grupo, hepatite periportal e congestdo foram
discretas (+) e de frequéncia relativa baixa (16,6%, 1/6). Além das lesGes descritas anteriormente,
os focos metastaticos foram intensos (+++) e presentes em 50% (3/6) dos animais estudados. Por
outro lado, nos infiltrados de células metastaticas a intensidade de mitose (+) e a frequéncia (16,6%,
1/6) foram baixas.

No grupo controle tumorado os animais tiveram lesdes hepaticas tais como: esteatose difusa,

em grau intenso (+++) e frequéncia de 66,6% dos animais (5/6). Neste mesmo grupo foi observada
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hepatite periportal discreta (+) de baixa frequéncia. Contudo, congestdo ocorreu em 100% dos
animais (6/6), porém de grau leve (+). As metéstases foram intensas (+++) em 66,6% dos animais.
A ativacdo das células de Kupffer foi moderada (++) e presente na maioria dos animais (83,3%,
5/6).

A aplicacdo da substancia experimental ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate nos camundongos Albinus swiss tumorados produziram lesdes hepaticas tais como:
esteatose difusa em grau leve (+) todavia, com frequéncia de 100% nos animais avaliados (6/6).
Neste mesmo grupo foi observada hepatite periportal moderada (++) com frequéncia de 33,3% nos
animais estudados. A congestdo ocorreu em 83,3% dos animais (5/6), porém de grau leve (+). As
metastases neste grupo foram discretas (+) em 50% dos animais. Contudo, é importante resaltar que
ndo se observou figuras de mitose nos focos metastaticos. A ativacdo das células de Kupffer foi
moderada (++) na maioria dos animais (83,3%, 5/6).

De acordo com os achados histopatoldgicos descritos anteriormente foi possivel constatar
que 0s animais tumorados tratados com 20 mg.kg™ de aminoquinona, em dosagem Unica, tiveram
baixo grau toxicidade hepatica. Isto pode ser atribuido ao fato, a principal lesdo relacionada a

toxicidade neste 0rgdo, a esteatose ou esteatonecrose, foram discretas em 100% dos animais.

TABELA 4. Lesdes hepaticas em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).

FIGADO Grupos Experimentais
LesOes Controle Metotrexato Aminoquinona
(n=6) (n=6) (n=6)
Metastase +++ (5) +++ (3) +(3)
66,6% 50% 50%
Esteatose +(3) ++ (2) +(6)
50% 33,3% 100%
Hepatite +(1) +(2) ++ (2)
16,6 16,6% 33,3%
Congestédo + (6) + (1) +(5)
100% 16,6% 83,3%
Figuras de mitose de - +(1) -
células metastaticas 16,6%
Ativacdo de macrofagos ++ (5) - ++ (5)
83,3% 83,3%

A microesteatose, assim como citado por Fromenty et al. (1997); Swartz (1995); Williams et

al. (2000); é uma lesdo compativel com sérias disfuncBes ou toxicidade hepatica e se caracteriza
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pelo preenchimento citoplasmatico do hepatdcito por pequenas goticulas de gordura, concedendo a
este tipo celular uma aparéncia espumosa. Ela ndo possui o seu mecanismo totalmente esclarecido,
entretanto é bastante provavel que a inibicdo da sintese de lipoproteinas, diminui¢do da conjugacao
de triglicerideos com lipoproteinas, interferéncia com transferéncia de VLDL, oxidacdo prejudicada
de lipideos por mitocondrias, aumento na sintese de acidos graxos, dano ao DNA ou a outros
elementos mitocondriais podem estar relacionados a esta condic&o.

A agressdo tdxica sofrida pelo figado, promovendo a necrose de coagulacéo, foi descrita por
Brasileiro Filho et al. (1994) e Comporti (1985). Em casos de administracdo de drogas e quimicos, o
figado sofre isquemia resultante do déficit no gradiente de concentracdo do oxigénio. Isto ocorre
devido a riqueza de enzimas biotransformadoras utilizadas no metabolismo de drogas e metabdlitos
reativos, 0s quais interferem diretamente sobre as organelas vitais ou indiretamente promovendo a
peroxidacao de lipidios sobre &cidos graxos insaturados da membrana. A necrose de coagulacdo no
figado de ratos e cobaios submetidos a estudos toxicologicos pré-clinicos € comumente encontrada,
segundo Cushman et al. (1995); Nyska et al. (1992); Parker & Gibson, (1995), o qual é sugestivo de
interferéncia por congestdo centrolobular dificultando a perfuséo dos vasos.

Os efeitos citotoxicos da B-lapachona, assim como de outras naftoquinonas, em células
tumorais, ja foram citados por Vargas (2005). Substancias com a presenca do radical quinona sdo
metabolizadas através do ciclo oxirreducdo mitocondrial, o qual induz a formacdo de iniUmeras
espécies de oxigénio reativo de alto poder toxico. Estes radicais podem ser responsaveis pela morte
celular por necrose e/ou apoptose (SILVA et al., 2003; AREAS, 2007).

3.42RIM

Na tabela 5 e figura 3 (anexo) podemos observar as lesdes renais mais frequentemente

observadas nos 3 grupos experimentais.
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TABELA 5. Lesdes renais em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).

RINS Grupos Experimentais
Lesdes Controle Metotrexato Aminoquinona
(n=6) (n=6) (n=6)
Congestao +++(6) +++(5) +++(6)
100% 83,3% 100%
Nefrite focal +++(5) +++(4) +++(3)
83,3% 66,6% 50%
Glomerulite +++(2) +++(4) +++(3)
33,3% 66,6% 50%
Atrofia glomerular +++(5) +++(3) +++(5)
83,3% 50% 83,3%
Glomerulonefrite +++(1) - -
16,6%
Necrose tubular ++(2) ++(1) -
33,3% 16,6%

Nos animais tratados com metotrexato a congestdo cortico-medular foi intensa em 83,3%
dos animais estudados. Por sua vez, nefrite focal e a glomerulite foi um achado observado em
66,6% dos animais em grau intenso. A atrofia glomerular, por sua vez, foi intensa e observada em
50% dos animais tratados em dose Unica com metotrexato. A necrose tubular foi moderada e pouco
frequente (16,6%; 1/6) nos animais estudados neste grupo experimental.

No grupo controle também se evidenciou congestdo cortico-medular intensa (+++) em todos
os animais estudados (100%; 6/6). Nefrite focal intensa (+++) foi um achado observado em 83,3%
(5/6) dos animais deste grupo. Posteriormente, se observou glomerulite intensa (+++) com
frequéncia de 33,3% (2/6) nos animais avaliados do grupo controle. A atrofia glomerular intensa
(+++) foi uma lesdo observada em 83,3% dos animais (5/6) sendo a glomérulo nefrite associada a
lesdo anteriormente descrita categorizada como intensa (+++) e observada em 16,6% (1/6). Necrose
tubular moderada (++) e com frequéncia de 33,3% (2/6) foi observada nos animais estudados neste
grupo experimental.

Os animais tumorados tratados com a substancia experimental ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino) continham leses renais tais como: congestdo cortico-medular
intensa (+++) em 100% dos animais estudados. Nestes mesmos animais, o padrdo de
comportamento da nefrite focal e glomerulite seguiram a mesma intensidade (+++) e frequéncia
(50%; 3/6). Contudo, a atrofia glomerular foi intensa (+++) e frequente (83,3%; 5/6) na maioria dos

animais estudados.
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Os rins sdo Orgdos responsaveis pela excrecdo de residuos metabdlicos e controle da
homeostase, que por sua vez, consiste em regular o volume extracelular, metabolismo do célcio,
balanco eletrolitico e controle do balango acido-basico. LesGes severas nestes 6rgdos promovem
hipotensdo e faléncia irreversiveis (MIDDENDORF, 2000). A lesdo mais observada no parénquima
renal foi a congestdo a qual poderia ser relacionada a utilizacdo das drogas anticancerigenas ou
consequéncias da implantagdo do tumor. Outro achado microscOpico relevante seria a necrose
tubular que teria a mesma relacdo descrita anteriormente. As demais lesdes ndo devem ser
relacionadas ao presente experimento uma vez que, se tratam de lesdes de carater crénico. Em
experimento anterior utilizando 2-Nglicina-1,4-naftoquinona em quatro concentracfes diferentes
(120 pg.kg™, 240 pg.kg™, 1000 pg.kg™e 4000 pg.kg™) congestdo cortico-medular também foi a
lesdo mais observada. Contudo, nas dosagens acima de 1000 pg.kg™ além da congestdo foram
observadas necrose e presenca de cilindros proteicos nos tabulos renais (SILVA, 2010). A
aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate na dosagem 20 mg.kg™
teve menor toxicidade renal em relacdo a 2-Nglicina-1,4-naftoquinona visto que, ndo se observou

necrose tubular.
3.4.3 PULMAO
Apos avaliagéo histopatolégica do parénquima pulmonar dos animais estudados no presente

experimento, a principais lesdes observadas foram: pneumonia, pneumonite, bronquite intersticial,

congestdo, enfisema, edema e metastase. As mesmas estdo alocadas na tabela 6.
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TABELA 6. Lesbes pulmonares em camundongos controle e tratados com dose Unica de
metotrexato (71,7 mg.kg?) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate (20mg.kg™).

PULMAO Grupos Experimentais
Lesdes Controle Metotrexato Aminoquinona

(n=6) (n=6) (n=6)

Pneumonia ++ (4) ++ (2) ++ (4)
66,6% 33,3% 66,6%

Infiltrado Inflamatorio - - +++ (3)

50%

Bronquite ++ (2) - +(1)
33,3% 16,6%

Metastase ++ (1) - -
16,6%

Congestao +(2) ++ (2) ++ (4)
16,6% 33,3% 83,3%

Enfisema ++ (5) +(1) ++ (6)
83,3% 16,6% 100%

Edema +(4) - -

Os animais tumorados que receberam metotrexato possuiam pneumonia moderada em 33,3%
(2/6). Entretanto lesbes como edema, pneumonite, bronquite intersticial e metastase ndo foram
observadas nestes animais. Por outro lado, constatou-se congestdo moderada (33,3%; 2/6) e
enfisema discreto (16,6%; 1/6) nos animais estudados.

Animais do grupo controle tumorado possuiam pneumonia moderada em 66,6% (4/6),
entretanto ndo apresentaram pneumonite. Contudo, congestdo (16,6%) e edema (66,6%) foram
lesGes discretas com frequéncia variavel nos animais estudados. Nos animais do presente grupo,
bronquite intersticial foi uma lesdo moderada (++) em 33,3% (2/6) nos animais avaliados.

Os camundongos Albinus swiss tumorados tratados com a aminoquinona, ethyl 2-(1,4-
dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate, possuiam lesGes pulmonares tais como: pneumonia
moderada (66,5%), pneumonite cronica intensa (50%), bronquite intersticial discreta (16%),
congestdo moderada (83,3%) e enfisema moderado em 100% dos animais estudados.

Congestdo, edema e hemorragia sdo os achados mais frequentes no pulmao de animais de
laboratério, os quais podem estar relacionados a certas formas de morte. Estas alteracdes
circulatérias também podem estar associadas com a utilizacdo de drogas e substancias quimicas com
efeitos adversos sobre a funcdo cardiaca ou sobre o sistema de coagulacdo (WARD et al., 1979).
Outras lesdes citadas, observadas independente do grupo experimental, ndo devem ser relacionadas
ao efeito da droga, pois provavelmente os animais ja apresentavam estas lesdes antes da aplicacédo

da substancia testada, ja que as mesmas decorrem de agressdes de carater cronico no pulméao.
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3.4.4BACO
No baco as alteracbes mais comumente observadas foram: ativacdo de polpa branca,
ativacdo de macrofagos, apoptose de centro germinativo e metastase. As mesmas podem ser

observadas na tabela 7.

TABELA 7. LesGes esplénicas em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20

mg.kg™).

Baco Grupos Experimentais

Lesdes Controle Metotrexato Aminoquinona

(n=6) (n=6) (n=6)

Ativacao de polpa - + (1) ++ (6)

branca 16,6% 100%

Metastase ++ (3) - ++ (1)

50% 16,6%

-Apoptose de centro +++ (3) - ++ (1)

germinativo 50% 16,6%

Ativacéo de - - +(1)

macrdfagos 16,6%

O bago dos animais tumorados que receberam metotrexato possuiam ativacdo de polpa
branca discreta em 16,6% (1/6). Entretanto, achados como ativacdo de macrdfagos, apoptose no
centro germinativo e metastase ndo foram observados nestes animais. Todavia, no grupo controle se
evidenciou apoptose de centro germinativo de grau intenso (+++) em 50% dos animais. Neste
mesmo grupo, a metastase foi classificada como moderada em 50% dos animais.

Os camundongos Albinus swiss tumorados tratados com a substancia ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate continham ativacdo de macrofagos discreta (+) em 16,6%
dos animais estudados. A ativacdo de polpa branca moderada também foi encontrada em 100% (6/6)
dos animais estudados neste grupo. Por conseguinte, a apoptose de centro germinativo e metastase

foram moderadas e ocorreu em 16,6% dos animais.

3.45 CORACAO

As principais lesGes observadas no coracdo foram miocardite, miocardiose, endocardite,

vacuolizacdo e necrose de cardiomidcito. As mesmas podem ser evidenciadas na tabela 8.
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TABELA 8. Les0Ges cardiacas em camundongos controle e tratados com dose Unica de metotrexato
(71,7 mg.kg™) e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.kg™).

Coracéo Grupos Experimentais
Lesdes Controle Metotrexato Aminoquinona
(n=6) (n=6) (n=6)
Miocardite +(5) +(2) ++ (6)
83,3% 33,3% 100%
Vacuolizacéo de +(2) - +(2)
cardiomidécito 33,3% 33,3%
Miocardiose + (1) - -
16,6%
Endocardite - - +(1)
16,6%
Necrose de - - +(1)
cardiomidcito 16,6%

Os animais tratados com metotrexato tiveram miocardite discreta em 33,3% dos animais
deste grupo (2/6). Entretanto, lesdes cardiacas tais como miocardiose, endocardite, vacuolizagéo e
necrose de cardiomidcitos ndo foram identificadas.

No grupo controle os animais tiveram lesdes cardiacas tais como: miocardite, em grau
discreto (+) em 83,3% dos animais (5/6). Neste mesmo grupo foi observada miocardiose discreta (+)
de baixa frequéncia e vacuolizacdo de cardiomiocitos discreta em 33,3% (2/6) dos animais. Contudo
ndo houve endocardite e necrose de cardiomidcitos no referido grupo experimental.

A aplicacdo da substancia experimental ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-
ylamino)acetate nos camundongos Albinus swiss produziram les6es cardiacas tais como: miocardite
em grau moderado (++) em 100% nos animais avaliados (6/6). Neste mesmo grupo foram
observadas endocardite e necrose de cardiomidcitos, ambas discretas (+) e com frequéncia 16,6%
nos animais estudados. A vacuolizacdo de cardiomidcitos ocorreu em 33,3% dos animais (2/6),

porém de grau leve (+). Todavia, ndo se constatou miocardiose neste grupo.

Segundo Lewis e Shibamoto (1989), a S. obtusifolia € uma planta cujos principios toxicos
sdo varias antraquinonas e um principio catartico. O componente miotoxico parece ser uma mistura
de nove antraquinonas e trés antronas. As lesGes no miocardio sdo pouco frequentes nas
intoxicacdes naturais por S. obtusifolia (MCCORMACK e NEISLER, 1980) e S. occidentalis
(CARMO et. al, 2011). Nos casos descritos, os principais achados foram vacuolizacdo moderada
das células musculares cardiacas e fibrose focal (CARMO et al, 2011). No entanto, em intoxicacdes

experimentais, alteracdes como pequenos vacuolos entre as miofibrilas com diferentes intensidades
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(BARROS et al, 1990) e areas de necrose do miocardio principalmente no ventriculo esquerdo
foram observadas. Além disso, uma pesquisa realizada in vitro expondo o tecido muscular cardiaco
de bovino ao extrato de S. obtusifolia confirmou que ocorre lesdo na mitocondria (LEWIS e
SHIBAMOTO, 1989).

Os tumores implantados nos camundongos Albinus swiss foram avaliados
histopatologicamente quanto a presenca de areas de necrose (area central principalmente), células
ativas entremeadas por células necrdticas, extensa formacéo vascular nas areas de células ativas,
infiltrado de células tumorais em tela subcutanea, avaliacdo qualitativa de mitoses por campo.

Os animais tratados com metotrexato ndo possuiam crescimento tumoral exuberante no 4°
dia de tratamento, o que ficou caracterizado por um maior nimero de &reas necroticas e
hemorragicas no centro do tecido tumoral. Alguns infiltrados de células tumorais foram observados
adjacentes a tela subcutinea e tecido muscular. Por outro lado, os animais do grupo controle
possuiam crescimento exuberante do tumor no tecido subcutaneo. Além disso, areas tumorais ativas
foram mais observadas em detrimento de &reas tumorais necroticas infiltradas no tecido subcutaneo,
formando varios focos do tumor subcutaneo sélido.

A utilizagdo da aminoquinona, ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate
nos camundongos tumorados produziu maior proporcdo de &rea necrotica e infiltrado de
polimorfonucleares entre células tumorais. Na figura 4 podemos comparar 0 numero de mitoses em
aumento de 400X entre os grupos controle e tratados com dose Unica de metotrexato (71,7 mg.kg™)
e aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20 mg.kg™). Notou-
se um menor nimero de mitoses nos animais tratados em relacdo ao grupo controle, além de
predominancia de morte celular por necrose e apoptose assim como, formacdo de grandes vacuolos
entre as células tumorais (Figura 4 em anexo).

E bastante provavel que o principal mecanismo relacionado & inibicdo tumoral seja a
apoptose, uma vez que, ela pode ocorrer como alternativa, caso ndo se consiga eliminar por
completo o estresse oxidativo nas células, promovido pela naftoquinona, conforme citado por Silva
et.al. (2003). Sun et al. (2006) e Aréas (2007) também afirmam que a inibicdo do crescimento
celular observada, pode ocorrer em fungdo da inducdo da apoptose, inibicdo da topoisomerase 11 ou
estresse oxidativo.

A necrose tdo enfatizada em todos 0s grupos caracteriza-se por alteracdes resultantes da
degradacdo enzimatica do nucleo e citoplasma, que definem a morte celular. Os radicais livres sao
capazes de causar lesdes irreversiveis na célula, em consequiéncia do influxo de agua, eletrélitos e

calcio ao citosol; a célula termina tornando-se necrética (JONES et.al., 2000).
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4. CONCLUSAO

A aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino) acetate em dose
Unica inibiu em o crescimento tumoral e ndo alterou de forma considerdvel a funcéo hepética e renal
dos camundongos tumorados com carcinoma de Erlich s6lido. Diante dos resultados obtidos, é uma
droga promissora que pode ser utilizada na terapia contra o cancer. Contudo mais estudos devem

ser realizados na elucidagdo do mecanismo de agéo.
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Figura 2. Parénquima hepatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich controle, tratados com metotrexato (71,7 mg.Kg'l), aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg™).

Figura 2a — Parénquima hepético de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich tratados com metotrexato. Notar a presenca de células metastaticas nos capilares
sinusoides (seta vermelha) e hepatdcitos em necrose de coagulacdo.

Figura 2b — Parénquima hepatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich tratados com metotrexato. Observar esteatose difusa (seta preta) e hepatdcitos com
estatonecrose e presenca de discreta hepatite mononuclear periportal. D=ducto bilifero; V=veia
porta; AA= arteriola hepética.

Figura 2c — Parénquima hepético de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich. Notar hepatite subcapsular (estrela) e cordbes de hepatdcitos com maior acidofilia
rodeando veias centrolobulares (vc).

Figura 2d - Parénquima hepatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich. Notar intensa hepatite intersticial mononuclear linfocitaria (estrela) e corddes de
hepatocitos com necrose de coagulacdo (seta).

Figura 2e - Parénquima hepatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich. Notar presenca de célula de Kupffer ativada (seta) e corddes de hepatdcitos com necrose
de coagulacédo (seta amarela).

Figura 2f - Parénquima hepatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich. Observa foco metastatico de células carcinomatosas (seta), congestdo em veia centro
lobular (VC), corddes de hepatocitos com necrose de coagulacdo (seta amarela) e intensa
congestdo de sinusdides.

Figura 2g - Parénquima hepatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich tratados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate
(20mg.Kg™). Notar esteatose difusa, hepatdcitos com esteatonecrose (seta amarela) e hepatécitos
binucleados (seta).

Figura 2h. Parénquima hepéatico de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich tratados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate
(20mg.Kg™). Notar discreto nimero de hepatdcitos binucleados (seta) e necrose de coagulacdo em

corddes de hepatocitos (seta amarela)



124




125

Figura 3. Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de Ehrlich
controle, tratados com metotrexato (71,7 mg.kg™ ), aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-
dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg™).

Figura 3a — Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich tratados com metotrexato. Observar congestdo cortical intensa (seta), atrofia glomerular

e nefrite focal.

Figura 3b — Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich tratados com metotrexato. Notar congestao intersticial (seta preta) e atrofia glomerular
com glomérulo nefrite proliferativa (seta branca).

Figura 3c — Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich. Notar nefrite intersticial intensa focal (estrela) com congestéo cortico-medular intensa e
atrofia glomerular (seta).

Figura 3d - Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de
Ehrlich. Notar presenca de glomerulo nefrite proliferativa (seta branca) e material proteinaceo
acidofilo subcapsular (cabeca de seta). Proximo a capsula de Bowman notar congestdo vascular
intensa (seta). Atrofia glomerular (estrela) tambem pode ser observada.

Figura 3e - Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de Ehrlich
tratados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg
1). Observar congestdo cortico-medular intensa (seta), nefrite focal (seta branca) e atrofia
glomerular (cabeca de seta).

Figura 3f. Parénquima renal de camundongos albinus Swiss tumorados com carcinoma de Ehrlich
tratados com aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg

1). Em detalhe notar a congestdo intertubular (seta preta) e discreta nefrite intertubular.
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Figura 4. Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss controle, tratados com metotrexato
(71,7 mg.Kg™), aminoquinona ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20
mg.Kg™).

Figura 4A- Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss do grupo controle. Notar maior
presenca de areas basofilicas (estrela) correspondentes as células do carcinoma de Ehrlich ativas.
Observar area de células necréticas (seta amarela) entre as células ativas ou préximas a tela
subcutanea. X40.

Figura 4B - Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss do grupo controle. Em detalhe notar
maior presenca de células mitoticas do carcinoma de Ehrlich (seta). X400.

Figura 4C - Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss do grupo tratado com aminoquinona
ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg™). Observar presenca de
areas basofilicas (estrela) correspondentes as células do carcinoma de Ehrlich ativas circundadas
por células necrdticas (seta amarela) e entremeadas por vacuolos (seta vermelha). X40.

Figura 4D - Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss do grupo tratado com aminoquinona
ethyl 2-(1,4-dioxo-1,4-dihydronaphthalen-2-ylamino)acetate (20mg.Kg™). Em detalhe notar maior
acidofilia de células do carcinoma de Ehrlich (estrela), baixo namero de mitoses (seta vermelha) e
vacuolos contendo corpos apoptdticos ou células necrdticas (seta preta). X400.

Figura 4E - Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss tratado com metotrexato (71,7
mg.Kg™). Notar areas basofilicas (estrela) correspondentes as células do carcinoma de Ehrlich
ativas circundadas por células necrdticas (seta amarela). X40.

Figura 4F - Tumor de Ehrlich de camundongos albinus Swiss tratado com metotrexato (71,7
mg.Kg™). Em detalhe notar maior acidofilia de células do carcinoma de Ehrlich (estrela), baixo
namero de mitoses (seta vermelha) e vacuolos contendo corpos apoptoticos ou células necréticas
(seta amarela). X400.



