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RESUMO

O objetivo geral deste trabalho foi correlacionar o efeito citotoxico da hidroquinona
(HQ) e da tetrahidroxiguinona (THQ) sobre as células HL60 com alteracdo da
atividade de PTPs. As quinonas apresentaram efeito inibitdrio sobre fosfatases de
membrana e citosol das células HL60. A viabilidade das céluias HLE0 foi avaliada
através de 3 parametros: reducido do MTT, atividade fosfatdsica e contetdo de
proteinas. Para a HQ foram obtidos os seguintes valores de I1Cso: 20 € 50uM para
fosfatase e MTT, respectivamente. Quando as células foram tratadas em presenca
da GSH os valores de ICsp para HQ foram 80uM para fosfatase e 50uM para MTT.
Em relacdo a func&o mitocondrial e atividade fosfatasica, as células quando
tratadas com THQ apresentaram um 1Cs0 50uM. Entretanto, a THQ em presenca
da GSH foi menos tdxica como revelado pelos valores de ICsy encontrados
(240uM para fosfatase e 160uM para o MTT). As células HLE0 tratadas com HQ e
THQ reduziram o NBT, indicando positividade na diferenciagdo de 103 e 89%,
respectivamente. A fragmentacéo do DNA observada na presenca da HQ (35%) e
THQ (24%) indica indug&o de apoptose. Nossos resultados mostram que o efeito
citotéxico das quinonas sobre as células HLE0 foi inespecifico e dependente da
metabolizacdo das mesmas, com producao de compostos mais reativos. Portanto,
o estresse oxidativo causado pela HQ e THQ pode iniciaimente alterar vias de
sinalizacdo gue tém a participac@o de proteinas tirosina fosfatases, ja que estas

enzimas respondem negativamente a baixos niveis de agentes oxidantes.
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ABSTRACT

The aim of this work was to correlate the cytotoxic effect of hydroquinone (HQ) and
tetrahydroxiquinone (THQ) on HLGB0O cells with protein tyrosine phosphatases
activities changing. The quinones presented inhibitory effect in the phosphatases
isolated from HLGO cells (membrane and cytosol). The cell viability was evaluated
through 3 parameters: MTT reduction, phosphatase activity and protein content.
For the HQ the following ICsp values were obtained: 20 and 50uM for phosphatase
and MTT, respectively. When these cells were treated in presence of GSH the ICsg
values for HQ were 80uM for phosphatase and 50uM for MTT. In relation to the
mitochondrial function and phosphatase activity, when the cells were treated with
THQ, the 1Csp was 50uM for both parameters. However, THQ in presence of GSH
was less toxic as revealed through to ICso values of (240uM for phosphatase and
160uM for MTT). HLEO cells treated with HQ and THQ reducted NBT, indicating
differentiation positivity of 103 and 89%, respectively. DNA fragmentation was
observed in the presence of HQ (35%) and THQ (24%) revealing apoptose
induction. Ours resuits showed that cytotoxic effect of quinones on HLBO celis was
inespecific and depended on the compounds metabolization, producing more toxic
metabolites. Finally, the oxidative stress caused by HQ and THQ could initially
changes signaling pathways which PTPs are involved, because these enzymes are
negatively regulated by low level of oxidant agents.

xiii



Introdugdo

1. INTRODUGAO

1.1. Fosfatases
Caracteristicas gerais

As fosfatases pertencem ao grupo das hidrolases que utilizam como
substrato fosfatomonoésteres. Estas renzimas podem ser classificadas como

fosfatase acida, fosfatase aicalina e proteinas fosfatases (Jia, 1997).

Proteinas fosfatases

Durante a dltima década, um consideravel progresso tem sido feito na
elucidac&o do controle do crescimento e regulacdo das células eucaridticas. O
balanco entre a fosforilag@o e a desfosforilaco de proteinas é a base para o
controle de diversos eventos bioldgicos disparados por efetores extracelulares,
como hormonios, mitdgenos, carcindgenos, citocinas, neurotransmissores e
substéncias ou metabdlicos téxicos (Harrison ef al., 1999). Estima-se que 30% das
proteinas intracelulares sio fosfoproteinas e que cerca de 4% do genoma
eucariotico codifique proteinas guinases e proteinas fosfatases (Hunter, 1995).

Em particular, a fosforilacdo e desfosforilacdo de residuos de freonina,
serina e tirosina em proteinas, tém emergido como eventos chaves na regulacéo
da divis&o, diferenciacdo e desenvolvimento celular, regulacio do metabolismo e
expressdo génica, contracdo, transporte, locomogao celular, aprendizado e
memoria (Cohen, 1988; Johnson and Barford, 1993; Trowbridge, 1991; Deru ef

al., 1996).



Introducdo

As atividades de proteinas quinases e fosfatases sdo cuidadosa e
fortemente reguladas in vivo. Mudangas anormais na atividade dessas enzimas
podem proporcionar consegiéncias graves, que incluem neoplasias, diabeies,
inflamac&o e doencas resuitantes de defeitos imunolbgicos (Harrison ef al., 1999;
Alexander, 2000).

Com base na funcdo, estrutura, seqiéncia, especificidade, sensibilidade a
ativadores e inibidores, as proteinas fosfatases podem ser agrupadas em duas
grandes familias: proteinas tirosina fosfatases e proteinas serinaftreonina

fosfatases (Jia, 1997).

Proteinas tirosina fosfatases

Estas fosfatases podem ser divididas em trés subfamilias: proteinas tirosina
especificas (tipo receptor e citoplasmatica), proteinas fosfatases com dupla
especificidade (dual) e fosfatases de baixa massa molecular (BMr) - (Fauman and
Saper, 1996, Jia, 1997; Zhang, 2001).

Diferentemente da PTP especifica e de baixa massa molecular relativa, as
quais atuam estritamente sobre residuos pTyr alvos, fosfatases duais especificas
utilizam como substratos proteinas que contém pTyr assim como pSer e pThr
(Zhang, 2001).

Todas as proteinas tirosina fosfatases apresentam no sitio ativo a
seqiéncia Cys-Xs-Arg (X = qualquer aminoacido) altamente conservada. A

presenca da cisteina no sitio ativo é responsavel pela caracteristica comum das
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proteinas tirosina fosfatases de serem inibidas pelo vanadato, pervanadato, p-
cloromercuribenzoato e outros agentes oxidantes (Tonks and Neel, 1996).

PTPs especificas podem ser divididas em dois grupos: PTPs fipo
receptores (RPTPs) e intracelulares (Neel and Tonks, 1997; Li and Dixon, 2000;
Zhang, 2001). PTPs tipo receptores, exemplificadas pelas CD45 e PTP,
geralmente apresentam um dominio extracelular (semelhante & moléculas de
adesdo - fibronectina), que se liga a efetores extracelulares; uma unica regiéo
transmembrana, e um ou dois dominios PTP citoplasméticos. Portanto, estas
fosfatases estdo envolvidas na comunicagdo célula-célula e transducdo de sinal
(Hertog, 1999; Alexander, 2000).

As proteinas intracelulares exemplificadas por PTP1B e SHP-2 participam
de varios eventos celulares, tais como antagonistas da acdo oncogénica das
proteinas quinases Src e Neu, controle da acdo da insulina e proliferacdo das
células hematopoéticas (Brown-Shimer ef al., 1992; Kenner et al.,19983).

Proteinas tirosina fosfatases duais (tipo VH1; Cdc25; MAP-1) utilizam
como substratos proteinas que apresentam aminoécidos tirosina, como também
serina e treonina fosforilados. Algumas ainda, hidrolisam outros substratos além
de fosfoproteinas tais como flavina mononucleotideo e aglcares fosforilados. No
entanto, a especificidade desta fosfatase por residuos de aminoacidos é maior
(Granjeiro et al, 1997, Takagi et al, 1997, Maehama and Dixon, 1998: Zhang,
2001). Estas fosfatases apresentam importante papel na regulacéo da transducao

de sinal mitogénico e controlam o ciclo celular (Wu and Sun, 1999).
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Proteinas tirosina fosfatases de baixa massa molecular relativa
desempenham importante papel na regulagéo da proliferagio celular, uma vez que
a alta expresséo destas enzimas inibe a proliferacdo de células normais e

transformadas (Harrison ef a/., 1999).

1.2. Leucemia Promielocitica Humana e Indugdo da Diferenciagdo Celular

A leucemia mieidide aguda é uma doenga de natureza maligna,
caracterizada pela proliferacdo andmala dos precursores granulociticos na medula
ossea. Durante o processo de diferenciagéo das células pluripotentes na medula
6ssea, ocorre interrupg&o ou alteracdo das vias de maturacéo, de modo que se
acumulam celulas jovens (blastos) - (Sham, 1997).

As linhagens de células mieldides humanas constituem modelos teis para
o estudo da regulagio da proliferac@o e diferenciacfo celular (Collins ef af., 1978).
A linhagem de células de leucemia promielocitica humana (HL60), representa um
sistema experimental para o estudo in vitro da diferenciacéo destas células, sendo
também utilizada como alvo no estudo de possiveis drogas que poderdo ser
usadas na prevengdo e no ftratamento dos diferentes tipos de leucemias
(Sokoloski and Sortorelli, 1897; Uzunoglu et al., 1999). As células HL60 foram
isoladas do sangue periférico de um paciente com leucemia promielocitica aguda
e posteriormente modificadas para proliferarem continuamente em cultura. O tipo
celular predominante desta linhagem consiste de promielécitos (Newburger ef af.,

1979; Breitman, 1990).
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As células hematopoiéticas maduras s&o originadas de uma célula
pluripotente que atinge maturagdo e diferenciagdo apos estimulos especificos
pelos fatores estimuladores de coldonias, os quais sdo0 responsaveis pelas
diferentes funcbes dessas células e bloqueio da proliferacdo. Em células
neoplasicas o bloqueio no processo de diferenciagdo constitui possivel causa da
proliferac&o celular descontrolada (Uzunoglu ef a/., 1999).

Células da leucemia mieldide humana podem ser induzidas a diferenciagdo
in vitro em granulécitos e monécitos pelo tratamento com varios agentes quimicos,
citocinas e contato intercelular (Verlinden et a/, 1997; Shin et al., 1999). Este
processo de diferenciacdo envolve a expressdo de varios genes através da
ativacdo de fatores de transcricdo por quinases periencentes a familia das
proteinas quinases ativadas por mitégenos (Behringer ef al., 2001; Kang ef af,,
2001).

As células HL60 podem ser diferenciadas em neutrdfilos quando tratadas
com acido retindico (RA) e 1,(,25-dihidroxivitamina D3 (Wallington et al., 1996).
Vitaminas lipossoluveis interagem com receptores nucleares e o complexo
formado se liga a sequéncias especificas do DNA (regides regulatérias), ativando
a expresséo de diferentes genes envolvidos na diferenciacio. A expressdo desses
genes é responsavel pela aquisico de caracteristicas de células maduras, tais
como: fagocitose, liberacdo de enzimas lisossomais, quimiotaxia, receptores de
fatores do complemento e gerag@o de anion superdxido (Collins et af, 1978;

Newburger ef al., 1979; Breitman ef af, 1880).



Introducdo

Fabian e colaboradores (1999), demonstraram a ocorréncia da alteraca@o na
organizac&o da actina e de sua ligagdo com proteinas durante a diferenciagéo das
celulas HLB0. Esta alteragio no citoesqueleto & fundamental para varias funcdes

como: fagocitose, locomocéo e maturagéo.

Ciclo celular e Cdc25

O ciclo celular é dividido em 5 fases, sendo elas; G0, G1, S, G2e M.

GO-G1 - fatores de crescimento s3o responsédveis pela saida da célula da
fase GO.

G1 - a fase G1 é preparatéria para a sintese do DNA, portanto, proteinas
que irdo participar da replicacdo do DNA s&o sintetizadas nesta fase.

G1-S — a passagem da célula da fase G1 para a fase S, depende de um
sinal interno que € gerado pela célula, o qual marca um ponto no ciclo celular
denominado ponto de restricdo, que constitui um ponto sem retorno, uma vez que
a partir do momento que € desencadeado, a célula ndo pode voltar para fase GO.
Na progress&o do ciclo da fase G1 para S ocorre ativagéo da cdk que fosforila a
proteina retinoblastoma (Rb). A proteina Rb fosforilada se dissocia do fator de
transcricdo EF2, o qual ativa a transcrigdo de proteinas envolvidas na sintese do
DNA e da ciclina E (participa da fase S). A degradacao da ciclina E, faz com que a
célula passe para a fase G2 (BanKer et a/., 1998).

G2-M - a transi¢io do ciclo celular da fase G2 para fase M, requer a
formac&o do complexo cdk-ciclina mitética (fator promotor da mitose - MPF). No

entanto, apds formacgdo deste complexo, a ciclina ainda se encontra inativa. A
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ativag&o do complexo se da ap6s fosforilagdo da cdk em dois sitios e em seguida
desfosforilaggo do sitio inibitério pela Cdc25 (proteina fosfatase) - (O’ Connell ef
al., 2000).

Em algumas condi¢des, como dano celular, a proteina Cdc25 é fosforilada
pela proteina quinase (cdk) ficando inativa, e consequentemente o MPF também
fica inativa, causando inibicGo da progressdo do ciclo celular (Draetta and
Eckstein, 1997).

Regulacdo do ciclo celular

A progressdo do ciclo celular é controlada por quinases dependentes de
ciclinas (cdk), as quais s&o positivamente reguladas por associacéo com ciclinas e
negativamente reguladas por subunidades inibitorias. As quinases dependentes
de ciclinas s&o também inibidas por fosforilaggo inibitorias do local de ligacdo da
Cdk ao ATP pela proteina quinase e ativada por desfosforilacdo do complexo
Cdk/ciclina pela fosfatase Cdc25 (Ayete ef al., 2001).

As celulas humanas contém trés genes Cdc25: Cde25A, Cde258, Cdc25C,
que expressam proteinas tirosina fosfatases especificas duais, as quais possuem
uma alta conservacdo do residuo de cisteina em seus sitios ativos. Estas
proteinas fosfatases atuam no complexo ciclina-cdc2. A Cdc25A e Cdc25B s&o
expressas durante o ciclo celular com picos de expressdo da Cdc25A na fase G1
e da Cdc25B nas fases G1/S e G2 (Nagata et al, 1991). A Cdc25C é
predominantemente expressa na fase G2 e regula o tempo das células para entrar

em mitose (Draetta ef a/., 1997).
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Alguns autores sugerem que as Cdc25 podem ser potentes pro-oncogenes
humanos. Cdc25A e Cdc25B so significativamente expressas em certos tipos de
canceres e, portanto, representam potentes alvos para drogas antitumorais.
Especialmente a Cdc25A e a Cdc25B sao importantes no desenvolvimento do

cancer de cabeca, pescogo € mama (Galaktionov ef af., 1995).

Proteinas fosfatases presentes em células HL60

As células HL60 apresentam pelo menos 5 tipos de proteinas fosfatases:
proteina serina/treonina fosfatase tipo PP1 e PP2A, proteina tirosina fosfatase
CD45, SHP-1 e Cdc25.

A modulagcdo da atividade da CD45 apresenta importante papel na
diferenciagéo efou manutenc¢do de varias linhagens de células leucémicas num
estado antiproliferativo (Buzzi et a/., 1992).

A proteina tirosina fosfatase SHP-1 também esta envolvida na reguilacéo da
diferenciacdo destas células (Uesugi et al., 1999).

A proteina tirosina nuclear controla a progress&o do ciclo celular da fase G1
para S e a expressdo desta fosfatase estd associada com um aumento da
quantidade da proteina c-myc (Ganapati ef al., 2001).

A PP1 esta envolvida na indugdo de apoptose pela desfosforilagio da
proteina retinoblastoma (Rb). A proteina Rb fosforilada é responsavel pela
progresséo do ciclo celular da fase G1 para fase S, através da inducdo da
expresséo de ciclinas e liberacdo do fator EF2 (Wang et a/, 2001). A PP2A

participa na regulagdo do metabolismo, transcricdo, processamento do RNAm
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(“splicing™), traducao, diferenciagéo, ciclo celular, transformacao oncogeénica e
transduc&o de sinal. A atividade desta enzima pode ser modulada por fosforilagéo
e metilagdo do C-terminal. A regulacdo direta da atividade da PP2A esta
associada com a integridade do citoesqueleto, e tanto esta enzima como a PP1
participam na modulagdo da motilidade celular, diferenciacdo e citocinese. As
proteinas serinaftreonina PP1 e PP2A participam da regulacdo da proteina
quinase dependente de cdlcio/calmodulina (Harrison et al, 1999; Toivola and

Eriksson, 1899).

Modulacdo da atividade das PTPs

Fosforilacdo - um mecanismo geral da regulacdo da atividade PTP &
através da fosforilagdo. A fosforilac&o de residuos de serinaftreonina especificos
pode regular as PTPs de modo negativo ou positivo. Para varias PTPs, incluindo
PTP-1B e SHP-1, a ativacdo pela fosforilacdo tem sido descrita (Ostman and
Béhmer, 2001).

Oxidacéo transiente - a oxidacdo reversivel da PTP é um mecanismo de
regulagdo da atividade desta enzima. A inibicdo in vitro ocorre por varios
oxidantes, incluindo H;0», o gqual atua como modulador oxidativo do residuo de
cisteina presente no sitio catalitico, causando alteracio deste residuo com
produc@o do acido sulfénico. Novas oxidactes deste produto formado leva 3
producéo do &cido suffinico e acido sulfdnico, os quais sdo produtos da oxidacao

ireversivel (Barrett et al, 1999; Thomas and Mallis, 2001).



Introducdo

1.3. Estresse oxidativo e antioxidantes

O estresse oxidativo resuitante do metabolismc normal (cerca de 2% do
oxigénio na mitocdndria se converte em radical livre), da alteracdo da resposta
antioxidante celular ou da a¢éo de xenobidticos, representa significative papel na
eticlogia de pelo menos 50 tipos de doengas, incluindo o cancer (Martinez, 1995).
A alteracio do estado redox celular provoca aumento na mutagénese e apoptose
(Matés and Sanchez-Jiménez, 2000; Fréchet et a/., 2001). Os principais produtos
do estresse oxidativo incluem o NO® (éxido nitrico) , radical hidroxil (OH") e o
oxigénio singlet (O'), bem como o peréxido de hidrogénio (H.0-) e superdxido
(02") que, na presenca de ferro, resultam na producéo do radical hidroxil.

Embora varias macromoléculas estejam sujeitas ao ataque dos radicais
livres, o ataque a nucleotideos livres ou ao DNA, pode ser a causa priméria dos
efeitos deletérios dos radicais livres (Allen and Tresini, 2000; Fréchet ef al., 2001).
Os efeitos resultantes do ataque inespecifico dos radicais livres e agentes
oxidantes s&o perda da integridade celular, funcdo de enzimas e estabilidade do
genoma. Portanto, varios mecanismos antioxidantes estéo envolvidos na protecéo
contra estes agentes agressores (Hensley ef al., 2000).

Em condighes fisiologicas existem varios mecanismos de defesa contra a
acdo dos oxidantes, tais como: enzimas (superoxido dismutase, catalase,
giutationa peroxidase e glutationa redutase), moléculas contendo tiis (GSH e

tiorredoxina) e vitaminas (Gaté et al., 1999).
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Na célula, a glutationa apresenta importante papel na sintese de proteinas,
transporte de aminoacidos, sintese de DNA e RNA, baiango do estado redox,
controle da permeabilidade de ions na membrana plasmatica e detoxificagdo de
xenobidticos pela reacdo de conjugacio catalisada pela glutationa transferase. A
glutationa (y-L-glutamil-Lcisteina-giicina) € o mais abundante antioxidante
intracelular presente em todas as células metabolicamente ativas. Este tripeptidio
existe no organismo em suas formas: reduzida (GSH) e oxidada (GSSG); atuando
direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos importantes, incluindo
sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular (Meister, 1991). Em relago
as células tumorais, a concentracdo de GSH pode ser responsével pela
resisténcia ou sensibilidade destas células, frente a agentes antineoplasicos (Chen
et al., 1998).

A tiorredoxina pertence a uma grande familia de proteinas, cujo “sitio
catalitico” & altamente conservado (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys), sendo que os dois
residuos de cisteina apresentam importante papel na func@o biocldgica desta
proteina como antioxidante. A tiorredoxina é oxidada (Trx-S;) através da
transferéncia de equivalentes redutores a substratos contendo pontes dissuifeto
(X-S2), desta forma, voltando ao estado reduzido [Trx-(SH).] pela acgdo da
tiorredoxina redutase dependente de NADPH (Powis ef al., 2000). A tiorredoxina
pode ser encontrada no citoplasma, nlcleo e mitocdndrias, locais onde
desempenha diferentes fun¢des além da acfo antioxidante, como por exemplo:

fator de crescimento, cofator, regulacdo de fatores de transcricdo, inibicdo da

11
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apoptose e resisténcia de células tumorais a quimioterapicos (Spector et al., 1988;

Bjornstedt ef al., 1994; Powis et al., 2000).

1.4. Participa¢ao dos Radicais Livres em Vias de Transdugao de Sinal

Recentemente, varios autores tém demonstrado que as espécies reativas
de oxigénio (EROS) apresentam importante funcdo bioldgica na transdugéo de
sinal celular (Lander, 1997). Na literatura, ha relatos da sensibilidade de varias
macromoléculas e consegientemente de vias de sinalizagdo frente a estas
espécies. Esta acdo pode ser mediada diretamente petas EROS ou atraves da
geracdo de mediadores bioativos (Kehrer, 2000). As EROS também afetam a
sinalizacdo via calcio, atividade de enzimas antioxidantes, transportadores de
ions, genes relacionados com o crescimento celular e vérias quinases da familia
das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs). Os efeitos das EROS
numa via de sinalizacdo podem ser negativos ou positivos.

Meyer e colaboradores (1993), mostraram que fatores de transcrigdo
relacionados com a familia do NFkB podiam ser ativados n&o somente pela
interacso ligante-receptor especifico, mas também, por agentes oxidantes. Outros
autores demonstraram que, cascatas envolvendo proteinas quinases e outros
fatores de transcricdo possuem elementos sensiveis a alteracdo redox (Charest ef
al.. 1993; Kyriakis ef af., 1994; Mertens ef al., 1996; Allen and Tresini, 2000).

Hensley e colaboradores (2000), demonstraram que o H20» podia ser

sintetizado endogenamente em certos tipos celulares em resposta as citocinas ou

12
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fatores de crescimento. Assim, o H.Q, atuaria como segundo mensageiro
estimulando cascatas de proteinas quinases acopladas com a expressdo de
genes envolvidos em processos inflamatdrios ou no controle do ciclo celular,

Sunderesan e colaboradores (1995), demonstraram que a ligagéo do fator
derivado de plaquetas (PDGF) ao seu receptor levou & producéo de perdxido, a
qual foi inibida pela expresséo intracelular da catalase.

Estudos subseqlientes, mostraram também que o H,0O, atua de forma
transiente, por inibir proteinas tirosina fosfatases (PTPs), as quais sdo altamente
sensiveis a oxidantes (Monteiro and Stern, 1996; Denu and Tanner, 1998: Alien
and Tresini, 2000, Thomas and Mallis, 2001). Este efeitc é transiente porque em
presenca de antioxidantes como GSH e tiorredoxina, a atividade da PTP foi
restaurada.

As quinonas conhecidas como indutores de estresse oxidativo, foram
utilizadas neste trabalho com o objetivo de correlacionar a atividade das PTPs

com o controle de proliferagcéo celular (Tonks and Neel, 1996).

1.5. Caracteristicas Gerais dos Compostos Utilizados neste Trabalho

O mecanismo de ago de farmacos antineoplésicos, na maioria das vezes,
envolve alteracdo do estado redox celular. As quinonas de modo geral, por
apresentarem esta caracteristica, tém sido utilizadas no desenvoivimento de
novos farmacos e no estudo das vias envolvidas na citotoxicidade destes

compostos, incluindo a regulacéo da expressao génica (Allen and Tresini, 2000).

13
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As quinonas apresentam importante papel em varios processos bioldgicos,
como transporte de elétrons e producéo de energia (ubiquinona), a¢do bactericida,
fungicida e antitumoral {O’Brien, 1991). A acdo citotdxica das quinonas é devido a
reducdo metabdlica ou ligacdo direta a grupos essenciais de macromoléculas.
Portanto, a toxicidade das quinonas esta normaimente relacionada com alteracdo

do estado redox celular (Nohl, ef al., 19886).

TETRAHIDROXIQUINONA

A tetrahidroxiquincna (THQ) €& um pro-oxidante similar aos polifendis
fisiolbégicos como catecdis e catecolaminas. Apesar dos seus papéis fisiologicos e
farmacologicos, esses compostos podem apresentar propriedades toxicoldgicas
por induzirem a producdo de espécies reativas de oxigénio e quinonas (Souza-
Pinto ef al., 1995).

A THQ apresenta grupamentos -OH no anel benzoquinona na posicao para,
os quais podem funcionar como doadores de prétons, e conferirem capacidade
para auto-oxidacdo gerando o anion superéxido e radicais semiquinona (SQH") -

(Souza- Pinto ef al., 1995).

O
HO OH

Estrutura da tetrahidroxiquinona

H OH

14



Introducdo

HIDROQUINONA

A hidroquinona (HQ), um metabdlito reativo do benzeno, produz através da
auto-oxidacgdo o radical semiguinona seguido da benzoquinona.

Em presenca de oxigénio, a HQ converte-se no radical semiquinona e gera
o anion superoxido (O2"), que em seguida, podem dar origem ao perdxido de
hidrogénio (H20-) e benzoquinona (Hoffmann et a/., 1987, O’Brien, 1991). O anion
superoxido pode, juntamente com o H;O,, produzir o radical hidroxil ("OH) através
da reagdo de Haber-Weiss. O radical hidroxil também pode ser formado pela
reacao de Fenton que ocorre quando o perdxido esta na presenca de metais como

ferro (Fe®).

OH OH //—_\ 0
O,
© 2, + 0 — 2. WO +
OH o O
Hidrogquinona Radical Benzoquinona
semiquinona
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1.6. Citotoxicidade

O possivel uso terapéutico de uma droga estd condicionado além da
verificacdo de sua atividade biologica, ao estudo de sua toxicidade, da
biodisponibilidade corporal e de sua excrecéo (Fricker, 1995). A legislac@o atual
exige que novas drogas sejam testadas in vitro e in vivo antes de serem liberadas
para uso farmacoldgico ou alimenticio, onde a {oxicidade e um fator importante e
limitante para a liberagdo e consumo (Freshney, 1994). A possibilidade de
identificacdo dos riscos na utilizagao de substancias quimicas levou ao uso macico
de animais experimentais, que atualmente tem sido preterido, devido a questdes
éticas e de conscientizacdo. Desta forma, ensaios de citotoxicidade tem sido
incentivados pela comunidade cientifica. No entanto, torna-se evidente que um
experimento de citotoxicidade apropriado permite uma interpretac@o limitada em
relacdo ao mecanismo de toxicidade do composto testado, porém, isso serve
como base para a avaliagdo das caracteristicas toxicologicas de novos
compostos, bem como auxilia na escolha dos experimentos in vivo a serem
realizados e quais s&o os 6rgdos ou organelas mais afetados (Stark et al., 1986).

Procedimentos comparativos baseados nos resultados dos estudos in vitro
sao fundamentais para a selecdo racional de testes com a intencao de reduzir
efou até substituir o uso de animais em avaliagGes de risco. Neste caso, a
relevancia dos ensaios in vifro deve ser avaliada através de comparacoes
apropriadas com dados in vivo. Essas comparacbes devem considerar as
diferencas entre fatores toxicocinéticos operando in vitro e in vivo (Seibert ef al.,

1994).
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Muitos ensaios tém sido utilizados para se avaliar a citotoxicidade de
diversos compostos. Para esta analise, € indicado o uso de varios parametros a
fim de se obter dados mais conclusivos, uma vez que alguns compostos podem
interferir no método utilizado, levando a uma falsa interpretacéo.

Citotoxicidade é a medida do potencial de um agente causar injuria celular
por exemplo: alteracdes morfoldgicas, lesbes na membrana, perda de atividades
metabdlicas, viabilidade e adesdo, inibicdo do crescimento celular, danos no
material genético (genotoxicidade) e morte celular.

Estudos de citotoxicidade séo realizados para avaliar a viabilidade celular,
os quais podem avaliar a func&o celular atraves da integridade da membrana e de
organelas, contetido celular (metabdlito ou macromolécula) e atividade enzimatica
(Loveland et al, 1992; Repetto and Sanz, 1993; Olivier ef al, 1995). Neste

trabalho foram empregados as seguintes técnicas:

e Exclus@o do azul de fripan - avalia a integridade da membrana celular, pois

células viaveis excluem este corante (Renzi ef al., 1993).

¢ Reducdo do MTT [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazoi-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] -

avalia a funcdo mitocondrial através da atividade de enzimas como a succinato
desidrogenase (Mosmann, 1983).

e Atividade das fosfatases - da indicacdo do metabolismo celular em relacdo ao

metabolismo de fosfato (Aoyama et al., 2000).
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1.7. Apoptose

Apoptose pode ser definida como morte celular geneticamente programada,
processo importante na manutenc&o da homeostasia do tecido e érgdo, a qual
pode ser induzida via receptor de morte (receptores da familia do fator de necrose
tumoral - TNF) ou por estimulagdo genotdxica provocada por xenobidticos,
radicais livres, radiagdo UV e indisponibilidade de fatores de crescimento (Uren
and Vaux, 1996).

A morte celular pode ocorrer por apoptose ou necrose, dependendo do
estimulo, intensidade e tipos celulares (Melo et al, 2000). No entanto, a necrose
esta associada a injuria celular ou tecidual (Martin, 1993), seguida de uma falha
geral da regulaggdo homeostasica. Enquanto células que morrem por necrose,
(les&o fisica, mecanica, congelamento, calor ou agentes quimicos) expressam, de
inicio, edema celular seguido de um padrdo de desintegragdo estrutural que se
espalha pela matriz extracelular, provocando reacio inflamatoria. As células que
morrem através de morte celular programada efou 0s corpos apoptdticos sdo
rapidamente fagocitados pelas células vizinhas ou macréfagos, sem deixar
resquicios. A exposicao da fosfatidilserina tem importantes implicacdes funcionais,
este lipideo que normalmente se encontra na parte interna da membrana
plasmatica, é translocado para a parte externa da membrana (perda da assimetria)
e apresenta importante papel no reconhecimento da célula apoptética por células
vizinhas ou macrofagos. No entanto, neste processo ndo ocorre extravasamento

do contetdo intracelular e conseqliente resposta inflamatéria (Allen et af., 1997).
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As células que morrem por apoptose, usualmente sofrem outras mudancas
morfolégicas alem da perda da assimetria, incluindo condensacdo nuclear,
alteracao citoplasmatica e fragmentacdo do DNA (Wang et al., 1999). Em vista
disso, a apoptose € comumente o objeto de intensas pesquisas devido a sua
ocorréncia durante neoplasias em resposta a quimioterapia contra o cancer e
radiacao (Melo et al., 2000).

Umas das mudancas mais tardias que denotam um comprometimento
irreversivel da morte celular, é a ativacio de endonucleases dependente de calcio
associado a fragmentag@o do DNA (Wyllie, 1980). Sabe-se que a translocacao da
fosfatidilserina ocorre antes da fragmentagéo do DNA, mas n&o se sabe o tempo
exato.

O marcador bioquimico da apoptose é mediado por endonuclease que cliva
regibes do DNA e esta enzima gera inicialmente fragmentos subcromossomais de
50-300kbp, e subsequente fragmentos de DNA mono ou oligo-nucieossomais que

s&0 mditiplos de 200pb (Allen et al., 1997; Dwall and Wyliie, 1986),
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2. OBJETIVOS

As guinonas normalmente podem alterar o estado redox celular. O objetivo
geral deste trabalho, foi verificar a possivel relagao entre a inibicdo das proteinas
tirosina fosfatases, a ac8o citotéxica e a inducdo da diferenciacdo das células

HLB0 por estes compostos. Para isto, foram tragados os seguintes objetivos:

1. Avaliar a citotoxicidade da hidroquinona e tetrahidroxiquinona sobre células
HL&Q, utilizando diferentes parametros de viabilidade celular;

2. Correlacionar a citotoxicidade das quinonas com a atividade das proteinas
tirosina fosfatases;

3. Verificar a capacidade de indugdo da diferenciac@o das células HL60 pelas
quinonas;

4. Analisar 0 estado redox das células HL60 tratadas com quinonas;

5. Avaliar a fragmentacdo do DNA.
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3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

A linhagem de células de leucemia promielocitica humana (HLB0), foi
gentilmente cedida pelos Prof®. Rui Curi e Valdemir Colleone, da Universidade de
Séo Paulo (USP).

Tetrahidroxiquinona e hidroquinona foram adquiridas da Sigma Co.

3.2.Métodos

3.2.1. Cultura das células HL60

As celulas HL60 foram mantidas em cultura continua, através de repiques
periodicos, apds atingirem uma densidade de aproximadamente 1x10° células/mL.
O ocultivo foi realizado em meioc RPMI (Roswell Park Memorial institute),
suplementado contendo glutamina 0,200g/L, antibidticos (100Ul/mL de penicilina e
100 pg/mlL de sulfato de estreptomicina) e 10% de soro fetal bovino.

As células foram incubadas em estufa & 37°C sob atmosfera Umida
contendo 5% de CO.. Apos o tratamento das células HLB0 com as quinonas ou
em combinagédo das mesmas com a glutationa reduzida, foram realizados os

ensaios de citotoxicidade como descrito a seguir.

3.2.1. Ensaios de citotoxicidade
A) Funcédo mitocondrial
Apoés o tratamento das células por 24h, o meio foi removido e trocado por

outro, ndo suplementado, contendo o corante MTT (1mg/mL) e, logo apés, as
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células foram incubadas & 37°C durante 4 h, (tempo necessario para que
houvesse a redugdo do corante). Em seguida, o meio foi retirado cuidadosamente
e, entdo foi adicionado 1 mL de etanol para solubilizacio do formazan. As placas
foram agitadas por 10 minutos e a absorbancia medida no espectrofotémetro a

570 nm (Denizot and Lang, 1986).

B) indicagd@o do numero de células (dosagem de proteinas)

A proteina foi quantificada pelo método de Lowry, como descrito por Hartree
(1972), utilizando a albumina de soro bovino (BSA) como padrdo. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de 2mL do reagente C a 0,2mL da amostra (apés lise das
celulas com o tampdo acetato 1 mM, pH 5,5). Apés 10 minutos, adicionou-se
0,2mL do reagente Folin-Ciocalteau (fosfomolibdatoffosfotungstato) diluido 1:1 em
agua deionizada. A leitura da absorbancia foi realizada & 660nm ap6és 30 min. da
adi¢do do reagente Folin-Ciocalteau.

» Reagente A - Carbonato sédio 2% em NaOH 0,1 N
e Reagente B -CuS0.4.5H;0 0,5% em citrato de sédio 1%
* Reagente C -1mL do reagente B + 50mL reagente A

» Regente de Folin-Ciocalteau (diluido 1:1 em agua deionizada)

C) Determinagao da atividade fosfatasica

O meio de cultura foi retirado cuidadosamente das placas (24 cavidades), e

as celulas foram lisadas com tamp&o acetato 1 mM, pH 5.5. A placa foi mantida
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sob agitagcdo por 20 min. e em seguida adicionado o p-nitrofenilfosfato (pNPP)
5mM como substrato. A reacao foi processada sob agitacdo, durante 30 minutos e
entdo paralisada com a adicdo de NaOH 1M. A leitura da absorbancia (p-

nitrofenol) foi medida a 405nm.

3.2.3. Determinacdo da glutationa reduzida

A concentragdo de glutationa reduzida (GSH) das células HLBO foi
determinada apds o tratamento dessas células por 24 horas. As células (2x10°)
foram lavadas com solucéo fisioldgica e lisadas com 2mL de agua deionizada.

Aos 2mL do lisado foram adicionados 3mL da solucdo precipitante [1,67g
de acido metafosforico glacial, 0,2g de acido etilenodiamino tetracético (EDTA) e
30g de NaCl em 100mL de agua deionizada). Apés 5 min. a temperatura
ambiente, a mistura foi centrifugada e o sobrenadante utilizado para a dosagem da
GSH.

O meio de reag&o continha 1,6mL de tampdo Na,HPQ4; 0,2M / pH 8,0,
0,2mL de DTNB 0,5mM [5,5 ditio-bis(2-nitrobenzéico)], (2mg em 10 mL de citrato
de sodio 1%) e 0,4mL de extrato em um volume final de 2mL. Apds 5 minutos, a
absorbancia foi medida a 412nm. O coeficiente de extingdo molar para o calculo
da concentragdo de GSH reduzida foi de 13,6mM™” (Torsoni and Ogo, 1998;

Beutler, 2000).
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3.2.4. Determinacdo da diferenciagao celular

As células HL60 tratadas com quinonas foram centrifugadas e
ressuspendidas com 100uL de NBT (nitroblue tetrazolium - 4mg/mL) e 100uL de
acetato de tetradecanoilforbol (2ug/mL). Apds incubagdo por 20 min. & 37°C. a
reacdo foi paralisada com 200ul de HC! 1M. A mistura foi centrifugada e o
formazan (produto de reducéo do NBT) presente no precipitado, solubilizado com

600pL de dimetilsufdxido. A absorbancia medida & 570 nm (Kohroki et af., 1998).

3.2.5. Determinacdo da fragmentacao do DNA
Meétodo da difenilamina modificado por Zhu et al., (1998)

As células (5 x 10°/mL) foram coletadas e lisadas em 250yl de tampao de
lise (Tris-HCI - 5mM; triton X 100 - 0,5% e EDTA - 20mM). O lisado foi
centrifugado a 5000rpm por 10 minutos para a separagio do DNA fragmentado
(sobrenadante) da cromatina intacta (precipitado), o sobrenandante foi transferido
para um outro tubo e adicionado 20uL de acido percidrico 6M.

O precipitado contendo o DNA intacto foi dissolvido em 500uL de tampao
TE (Tris HCI - 10mM; EDTA - 0,1mM) e tratado com igual volume de &cido tricloro
acético 10% e foi centrifugado a 5.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em 250 pL de &cido tricloro acético
5% e a amostra fervida por 15min. e logo apés foram adicionados 20uL de acido
perciérico 6 M.

Em todas as amostras foram adicionados 500 pL da seguinte solugio:

difenitamina (15mg/mL.), acido sulfurico concentrado (15ul/mL) e acetaldeido

UNICAMF
BIBLIOTECA CENTRAL

co/Ro riRei ANTE
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(15ug/mL), esta mistura foi incubada & 37°C por 18h. Apds este periodo a
absorbancia foi medida a 585 nm.

A porcentagem de DNA fragmentado foi calculada pela formula abaixo:

%DNA fragmentado = 100 x DNA fragmentado no sobrenadante

DNA fragmentado no sobrenadante + DNA no precipitado

3.2.6. Efeito das quinonas na atividade fosfatasica

As células (1x10%élulas/mL) foram lavadas duas vezes com solucdo
fisioldgica (NaCl 0,9%) em seguida lisadas com tampéo acetato 1mM, pH 5,0. O
lisado foi centrifugado por 25 min. & 25.000rpm. O sobrenadante foi utilizado para
dosagem da fosfatase citoplasmatica. O precipitado obtido (membrana) fol
ressuspendido no mesmo tampéo (1mM), pH 5,0 contendo 0,2% de triton X-100.

As fosfatases obtidas foram utilizadas no ensaio do efeito das quinonas,
sendo este experimento realizado com e sem pré-incubacdo. Também foi
verificado o efeito de DTT e GSH na presenga e na auséncia das quinonas. A
atividade enzimatica foi determinada utilizando-se p-nitrofenilfosfato (pNPP) 5 mM
e tamp&o acetato 100mM, pH 5,0. A reacdo foi paralisada com NaOH 1M apés 40
minutos e, a absorbancia do produto (p-nitrofenol) medida & 405nm (Aoyama et

al., 2000).
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3.2.7. Analise Estatistica

Todos os dados apresentados foram expressos em média = desvio padréo.
Os niveis de significancia entre as amostras, foram analisados segundo a ‘Analise
de Variancia' (ANOVA), através do software SAS utilizando como base p<0,05
indicando significancia. Correlagdes entre as diversas variaveis analisadas foram

obtidas através do Teste de Dunnett’s e Teste Tukey’s Studentized Range (HSD).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de inibicdo enzimatica € uma ferramenta Util para se determinar o
principal tipo de uma enzima especifica presente em um extrato celular
(MacKintosh and MacKintosh, 1994; Bernier and Wang, 1996).

A caracterizacdo cinética das fosfatases realizada previamente por nosso
grupo de pesquisa, demonstrou que a proteina fosfatase predominante nas células
HLB0 se classifica como uma proteina tirosina fosfatase. A fosfatase obtida das
células HL60 hidrolisou eficientemente a tirosina fosfato (80%), indicando portanto,
que esta enzima pode ser uma PTP (Cuncic ef al, 1999).

Segundo Freire (2002), a fosfatase obtida das células HL60 foi
significativamente inibida pelo vanadato e pelo pCMB. A inibigao apresentada pelo
pCMB, sugere que esta fosfatase & dependente do grupamento SH para catalisar
a reacgao, pois este composto se liga ao referido grupamento, impedindo-o de
participar da catalise (Laidler et al., 1982; Tracey, 2000). A inibicao da fosfatase
pelo cobre reforca a existéncia de grupamentos SH essenciais para a catalise
(Cuncic et al, 1999; Tracey, 2000). O fluoreto inibiu somente. 40% da atividade
enzimatica. A fosfatase das células HL60 foi completamente inibida pelo m-
vanadato e pervanadato, o que reforca a possibilidade desta fosfatase ser uma
PTP, uma vez que estes inibidores sdo praticamente especificos desta classe de

fosfatases (Swarup ef al., 1982; Enz and Pombo Villar, 1997).
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4.1. Efeito da hidroquinona na atividade das fosfatases das células
HL60

O efeito da hidroquinona foi avaliado sobre as fosfatases isoladas do citosol
e de membrana. A HQ néo apresentou efeito na atividade da fosfatase citosdlica
ap6s pré-incubacdo de 20 minutos. No enténto, foi observade inibicdo de
aproximadamente 25% (p=0,039) da atividade enzimatica, quando o experimento
foi realizado sem pré-incubacéio (Figura 1A). Estes resultados sugerem que a HQ
interage com o complexo enzima-substrato ou em outra regido da enzima, que
nao o sitio ativo, comprometendo a catalise.

Na fracdo de membrana, a atividade fosfatasica foi reduzida em 30
(p<.0001) e 15% (p=0,159) quando a enzima foi pré-incubada e sem pré-
incubacao com a HQ (500uM), respectivamente (Figura 1B).

De acordo com Rao (1995) para que a HQ exerca efeito toxico, a mesma
precisa ser metabolizada, in vivo, produzindo espécies reativas de oxigénio e a
benzoquinona que podem alterar a fungdo de macromoiéculas e
consequentemente, a fungdo celular.

Estes resultados reforcam a hipotese que o efeito da HQ depende do
sistema biologico para sua metabolizagio e assim seus produtos atuarem sobre
macromoléculas incluindo as proteinas tirosina fosfatases. Freire (2002)
demonstrou a prevaléncia das PTPs no extrato das células HL60, e também que
compostos que podem formar adutos de Michael ou alteram o estado redox celular
direta ou indiretamente afetam a atividade destas fosfatases. Todas as PTP

apresentam residuos SH no sitio ativo e, por isso, agentes oxidantes e alquilantes
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destes grupos (sulfidrilas) sdo inibidores irreversiveis desta familia de proteinas
fosfatases (Zhang and Dixon, 1993; Cuncic ef a/, 1999).

Como as fosfatases predominantes nas células HL60 sao proteinas tirosina
fosfatases, esperava-se uma acentuada inibicdo pela HQ, uma vez que estas
enzimas sdo altamente sensiveis a agentes que causam estresse oxidativo.
Portanto, podemos hipotetisar que o referido composto precisa ser transformado
em um metabdlito téxico, para entdo, inibir de forma significativa as fosfatases

presentes no extrato celular.
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Figura 1. Efeito da hidroquinona na proteina tirosina fosfatase de citosol (A)
e membrana (B) das células HL60. A concenfragéo da HQ foi variada de 0—
500uM. A atividade da enzima foi determinada com e sem pré-incubagao por 20
minutos com a HQ e determinada como descrito no método 3.2.6.. O experimento
foi realizado trés vezes em triplicata e os resultados nos graficos representam as
suas médias e os desvios padrdes (p<0.05 comparados com o controle).
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Na presenca da concentragac maxima (500 pM) da HQ utilizada no
experimento anterior, foi verificado o efeito de agentes redutores (GSH e DTT) na
inibicdo das enzimas por esta quinona. Estes agentes redutores nao apresentaram
efeito significativo na atividade da fosfatase citosdlica. No entanto, preveniram
parcialmente a inibicao da fosfatase pela HQ (Figura 2A). Isto pode estar
relacionado com a dependéncia da atividade da glutationa S-transferase na
formagéo do aduto quinona-SG. Nas condigbes experimentais, provavelmente a
transferase ndo exibiu atividade, uma vez que, se a mesma estivesse ativa, a
fosfatase exibiria uma atividade de 100%.

A Figura 2B mostra que a inibigao da fosfatase de membrana pela HQ foi

prevenida na presenca da GSH e do DTT.
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Figura 2. Efeito de antioxidantes na inibicio da proteina tirosina fosfatase
citosolica {A) e de membrana (B) das células HL80 pela HQ. A enzima foi
incubada juntamente com GSH ou DTT e suas combinagbes com a HQ. A
atividade enzimatica foi determinada de acordo com métodos 3.26.. O
experimento foi realizado trés vezes em triplicata € 0s resultados nos graficos
representam as suas médias e os desvios padrdes p<0.05 comparados com o
controle.
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4.2. Avaliacao da citotoxicidade e do estado redox das células HL60
tratadas com hidroquinona

A citotoxicidade das quinonas foi avaliada através de trés parametros de
viabilidade celular: redugdo do MTT, conteldo de proteina total e atividade
fosfatasica. Foram obtidos os seguintes valores de ICsy: 20uM e 50uM, para a
atividade fosfatasica e reducéo do MTT, respectivamente (Figura 3A). Analisando
em conjunto este resultado como mostrado na Figura 1A e 1B, o quai mostrou o
efeito da HQ diretamente na fosfatase, torna-se evidente a importéncia da
metabolizacdo da HQ para sua agdo inibitéria. O mesmo também ocorre para
alteragdo da fungdo mitocondrial, pois a produgdo de espécies reativas de
oxigénio causam alteracdo do fluxo de elétrons na cadeia respiratoria, o qual foi
claramente mostrado pela diminuicao da redugdo do MTT.

Quando as células foram tratadas com a HQ em presenga do GSH (10
mM), a toxicidade da droga diminuiu quando analisamos o parametro fosfatase, o
ICso foi 80uM para fosfatase e para redugao do MTT foi o mesmo 50uM (Figura
3B). Este resultado mostra que a HQ causa uma grande alteragao redox celular,
ap6s ser metabolizada, que nao é revertida mesmo com a presenga da glutationa
reduzida na concentracido de 10 mM.

Alguns autores tém demonstrado que a hidroquinona apos metabolizada,
causa deplecao da GSH e pode servir como aceptor de Michael provocando
alteracdo de varias macromoléculas (Eckert ef al., 1990; O’Brien, 1991; Bolton ef

al., 2000).
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Hachiya e colaboradores (1999), demonstraram que as células HLE0 tém
altos niveis de mieloperoxidase (MPQ), essa enzima converte a hidroquinona em
benzoguinona como mosirado na reacao acima.

A benzoquinona inibe a replicagcdo do DNA e causa dano a molécula do
DNA por alquilar a guanina (O'Brien, 1991; Soucek ef al., 2000). Portanto, o efeito
citotéxico da HQ sobre as células HLE0 & devido a sua acao inespecifica sobre
macromoiéculas, a qual é dependente de metabolizacéo.

Outro ponto que deve ser ressaltado € que a hidroguinona em células
aerdbicas pode sofrer auto-oxidagdo em presenga do O, tendo como produtos a
semiquinona e superéxido. Estes produtos sofrem reagdes em cadeia que
culminam na producao da benzoquinona e radical hidroxil (Rao, 1995; Sun, 1986;
Soucek et al., 2000).

A progressao do ciclo celular € controlada por guinases dependentes de
ciclinas (cdks), as quais sdo moduladas covalentemente por fosforilagdo e

desfosforilagdo. A fosfatase Cdc25 desfosforila essas enzimas tornando-as ativas,
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desta forma ocorrendo progressao do ciclo celular (Ham ef al., 1998). Como in
vitro foi observada uma diminuigdo do ndmero de células e inibi¢do da fosfatase,
pode-se sugerir que a morte das células HL60 também foi devido a interrupgéo do
ciclo celular pela inibicao da Cdc25 (proteina tirosina fosfatase dual) pelos
produtos do metabolismo/oxidacdo da hidroquinona, ja que esta enzima depende
do grupamento -SH para catalise. Alguns autores demostraram que as quinonas
podem inativar a fosfatase Cdc25 e consequentemente afetar a progressao do

cicio celular (Wu and Sun, 1999).
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Figura 3. Efeito da hidroguinona na viabilidade das células HLBO0. A
viabilidade das células HLB0 foi avaliada através dos seguintes par&metros:
dosagem da atividade fosfatasica (405nmy), quantificagdo de proteina (660nm) e
reducdo do MTT (570nm). As figuras A ¢ B mostram a viabilidade das células
tratadas com HQ e HQ em presenca de GSH, respectivamente, por 24 horas. Na
auséncia do composto, os parametros foram considerados como 100%. Os
experimentos foram realizados em placa de 24 pocos trés vezes em triplicata e 0s
pontos mostrados nos graficos representam a média e desvio padrdo (p<0.05
comparados com o controle).
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A determinacdo do conteido de GSH nas células HL60 tratadas com HQ
mostrou uma diminuicdo da concentracio deste antioxidante, mesmo quando as
células foram tratadas com a HQ juntamente com GSH (Figura 4). Este resultado
corroborou os dados da literatura que mostram que quinonas em geral causam
deplecao de GSH (Li ef al,, 1994).

Segundo Wu e colaboradores (1999), o estresse oxidativo gerado pelas
quinonas geram espécies reativas de oxigénio e direta arilagéo de tidis celulares
resultando na deplecao de GSH e inibindo proteinas dependentes de grupamentos
sulffidrilas. A diminuigdo do conteido de GSH poderia ser devido & oxidac&o dos
grupos sulfidrilas ou inibigdo da glutationa redutase. A concentragao de GSH das
células HLBO foi 1,4 nM + 0,018/célula estando de acordo com os dados

encontrados na literatura (Li ef al., 1994; Xu and Thornalley, 2001).
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Figura 4. Determinagao da glutationa reduzida nas células HL80 tratadas
com a HQ. A concentracio de glutationa foi determinada de acordo com o método
3.2.3 utilizando como controle células ndo tratadas. As concentragbes de HQ e
GSH exGgeno foram iguais a 20uM e 100uM, respectivamente. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os pontos mostrados nos graficos representam a
média e desvio padrao e p<0.05 comparados com o controle.

38



Resultados e Discusséo

4.3. Efeito da Tetrahidroxiquinona na atividade das fosfatases das
células HL60

As PTPs do citosol das células HL60 foram inibidas pela THQ em 55% e
45% (p<.0001) com e sem pré-incubag&o, respectivamente. As fosfatases da
membrana tiveram inibicdo de 40% (p<.0001) quando foram pré-incubadas e de
50% (p<.0001) sem-pré incubagédo (Figura 6A e B). A tetrahidroxiquinona,
diferentemente da hidroquinona, apresentou maior efeito inibitdrio sobre estas
fosfatases.

Brinkworth and Fairlie (1995) demonstraram que a tetrahidroxiquinona
apresentou efeifo inibitério sobre a proteinase do virus da imunodeficiéncia
humana com valor de ICsp igual a 575 uM. Segundo estes autores, a inibigao da
proteinase pela THQ foi devido & formag&o de pontes de hidrogénio da mesma
(devido aos grupamentos hidroxilas) com residuos de acido aspartico.

A familia das proteinas tirosina fosfatases apresentam na sitio catalitico
uma sequencia assinatura que contém aminoécidos essenciais para catalise,
dentre os quais, 0 acido aspartico desempenha importante fungéo para a interagao
enzima substrato de forma favoravel ao mecanismo catalitico como mosirado na
esquema. Portanto, a inibigdo das proteinas tirosina fosfatases pela THQ, pode ter
sido devido a interacéo deste composto com o residuo de &cido aspartico presente
no sitio ativo, que é essencial para catalise (Zhang, 2001), como mostrado na

figura 5.
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Figura 5. Estado de transicdo para a transferéncia fosforil inicial do
substrato para o residuo de cisteina do sitio ativo PTP. A aica PTP consiste de
residuos (H/C) C (Xs) R (S/T) na seqiéncia assinatura. A arginina do sitio ativo
tem fungdo de ligagdo ao substrato e estabilizagdo do estado de transicao. O
residuo 4acido aspartico (acido geral) da aiga flexivel, sofre mudanc¢a
conformacional permitindo melhor interac&o da enzima com ¢ subsirato (Zhang,

2001).

40



Resultados e Discussdo

Quando a THQ foi utilizada juntamente com agentes redutores (GSH e
DTT) a atividade da enzima foi mantida (Figura 7A). Como ambos sao agentes
redutores estdo mantendo o estado redox da enzima aumentando. A THQ
juntamente com o DTT ativou 60% a atividade enzimatica, essa interacdo pode
estar modificando a conformagao da enzima facilitando a ligagdo com ¢ substrato.
No entanto, de acordo com o resultado anterior podemos sugerir que neste caso,
a prevencdo da inibicdo da enzima pelo DTT e GSH nao foi devido a acao
redutora e sim, por permitir a formagdo de pontes de hidrogénio entre
grupamentos especificos destes agentes redutores (carboxilicos e hidroxilas) e a
THQ. Se compararmos os resultados da atividade da fosfatase do extrato celular
quandc utilizamos as quinonas podemos notar que a THQ teve um maior efeito
inibitério da fosfatase do que a HQ. Para HQ € necessario haver metabolizagdo

para que ela possa ter efeito inibitorio sobre as fosfatases (Hachiya et al., 1999).
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Figura 6. Efeito da tetrahidroxiquinona na atividade da proteina tirosina
fosfatase das células HLE0 de citosol (A) e membrana (B). A concentracéo da
THQ foi variada de 0-500uM e atividade foi determinada para as fosfatases do
citosol e membrana sem e com pré-incubacgao (20 minutos). A atividade da enzima
foi determinada como descrito no método 3.2.6.. O experimento foi realizado trés
vezes em triplicata e os resuitados nos graficos representam as suas meédias e 0s
desvios padrdes (p<0.05 comparados com ¢ controie).
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Figura 7. Efeito de antioxidantes na inibicdc da proteina tirosina fosfatase
citosdlica (A) e de membrana (B} das céluias HL80 peia THQ. A enzima foi
incubada juntamente com GSH e DTT foi determinada de acordo com métodos
3.2.6.. O experimento foi realizado frés vezes em ftriplicata e os resultados
mostrados nos graficos representam as suas médias e 0s desvios padrdes

{p<0.05 comparados com o controle).
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4.4. Avaliacao da citotoxicidade e do estado redox das células HL60
tratadas com Tetrahidroxiquinona

Os resultados de citotoxicidade apresentados pela THQ sobre as células
HL60 foram simitares aos encontrados para a HQ. De acordo com o perfil das
curvas da redugéo do MTT e produgdo do pNP, foi obtido o mesmo valor de IC &
(50uM) - Figura 8A.

A maior toxicidade da THQ observada no sistema bioldgico é devido a sua
auto-oxidagdo, gerando intermediarios como &nion superdxido e radical

semiquinona, como mostrada na reacéo abaixo:

o) 5
OH }H’” o
OH \ H OH
o G O o)
THQ SQH

O efeito inibitério significativo da THQ sobre a atividade da fosfatase,
sugere que a acao antitumoral das quinonas pode ser devido a inibicdo das
proteinas tirosina fosfatases, as quais sao importantes para a progressac do ciclo
celular.

A diminui¢ao do contetido de proteinas como mostrado na Figura 8A, indica

decrescimo do numero de células. Este resultado mostra que houve inibicdo da
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proliferagao celular, reforgcando mais uma vez a importancia das proteinas tirosina
fosfatases na proliferagao das células HL60.

Nossos resultados mostraram que a THQ também apresenta efeito
citotoxico na fungdo mitocondrial, provavelmente devido & inibicdo das
desidrogenases e alteragdo da integridade mitocondrial.

Na presenca do GSH houve um aumento nos valores de IC so: 160uM e
240uM para redugdc MTT e atividade fosfatase, respectivamente. Esses
resultados confirmam o efeito protetor que o GSH exerce contra o efeito oxidante
da THQ.

De acordo com os resultados do estudo da citotoxicidade das quinonas
sobre as células HL60, a THQ foi menos téxica que a HQ; isto foi devido a
diversos fatores tais como: produgdo de EROS, apés metabolizagdo da HQ,
formag&o de adutos com macromoléculas ou conjugacdo com a GSH reduzida. A
GSH reduzida apresentou efeito diferenciado quando na presenga das quinonas.
Quando as células foram tratadas com a HQ em presenca da GSH reduzida, néo
houve alterac&o dos valores do ICsp, a0 passo que, quando tratadas com a THQ e

GSH reduzida houve um aumento dos valores de ICsg.
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Figura 8. Efeito da tetrahidroxiquinona na viabilidade das células HL60C. A
viabilidade das celulas HLB0 foi avaliada através dos seguintes paramefros:
dosagem da atividade fosfatasica (405nm), quantificagdo de proteina (660nm) e
redugdo do MTT (570nm). Na auséncia do composto, os par8metros foram
considerados como 100%. Os experimentos foram realizados em placas de 24
pogos, irés vezes em triplicata e os pontos mostrados nos graficos, representam a
média e desvio padrao (p<0.05 comparados com o controle).
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A determinagdo do contetido de GSH nas células tratadas com THQ,
mostrou que houve estimulo na produgéo deste antioxidante, o qual foi prevenido
quando as células foram tratadas com THQ em conjunto com a GSH (Figura 9).

A elevagao do contetdo de GSH pode resultar de uma resposta da célula
aos niveis de oxidantes que estdo causando injuria (Choi et al, 1997). Portanto,
nossos resultados reforcam que células tratadas com THQ apresentam como
resposta metabdlica aumento da sintese de GSH. Isto indica que o ciclo redox da
THQ, causa elevagao dos niveis intracelulares de GSH, como nas células L2 um
estresse oxidativo subletal, exercidos por quinonas parece servir como um sinal

para elevar os niveis intracelulares de GSH (Choi et al., 1997).
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Figura 9. Determinacdo da- glutationa nas células HL60 tratadas com
tetrahidroxiquinona. A concentracdo de glutationa foi determinada de acordo
com o método 3.2.3., utilizando como controle células ndo tratadas. As
concentracbes de THQ e GSH exdgeno foram iguais a 50uM e 100uM,
respectivamente. Os experimenios foram realizados em trés vezes em friplicata.
Os pontos mostrados nos graficos representam a média e desvio padrdo (p<0.05
comparados com o controle).

48



Resultados e Discussdo

4.5. Avaliacao da diferenciacdo e apoptose induzida pelas quinonas nas
ceélulas HL60

Chendis e colaboradores (2000) demonstraram que algumas drogas
antitumorais pertencentes a familia das quinonas, além de exercerem seus efeitos
citotoxicos através da alteragéio da fungdo e estrutura mitocondrial e producéo de
radicais livres, sdo potentes indutores da diferenciacdo de células da leucemia.
Estudos mostraram também que os radicais livres estdo envolvidos na inducéao
ireversivel da diferenciacdo, seja por uma parada do crescimento celular ou por
estarem envolvidos na via de sinalizagio responsavel pela diferenciacao.

Células HLB0 quando diferenciadas em monécitos e neutréfilos produzem
superoxido, o qual reduz o corante NBT a formazan quando estimuladas peio
TPA, este parametro ¢ utilizado para avaliar a capacidade funcional das células
diferenciadas.

A atividade de redugdo do NBT foi observada apds 6, 24 e 31 horas apods
incubagao das células HL60 com as quinonas e o maximo de atividade foi
observado apés 24 horas de tratamento. A capacidade de reducdo do NBT
(positividade de diferenciacdo) foi 83 e 103% (p<.0001) para THQ e HQ,
respectivamente. Este resultado mostra que estas quinonas sao equivalentes ao
DMSO na capacidade de indugéo da diferenciacso.

Apds 31 horas de tratamento nao foi observada diferenciacdo significativa,
isto pode ser explicado pela necessidade da sintese de diversas proteinas
envolvidas na via de diferenciagio e conseqientemente necessidade de um

tempo especifico para que isto ocorra. Recentemente, varios autores tém
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demonstrado que muitos fatores de transcricao sdo ativados na presenca de
compostos que sao capazes de induzir diferenciaco (Shin ef al,, 1999; Das et al,
2000; Kang ef al., 2001).

A auséncia de diferenciacéo significativa apés 31 horas pode ser devido &
morte celular expressiva, pois células que estido metabolicamente inviaveis sdo
incapazes de reduzir o corante NBT, pois na presenca do TPA ocorre um “burst”
respiratorio com grande produgio de superéxido (Breitman, 1 990). No entanto,
concomitantemente ao “burst” respiratorio, a via das pentoses esta

expressivamente ativa. Portanto, ha necessidade que as células estejam viaveis.
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Figura 10. Diferenciagdo celular nas células HL60 tratadas com DMSO, THQ ¢
MQ. As células foram tratadas com DMSO, THQ, HQ por 24, 31 e 65 horas de
acordo com o método descrito 3.2.4.. O controle foi considerado 0% de
diferenciacdo (dados ndo mostrados) e o DMSO controle positivo. As células
foram tratadas com 40 e 20uM de THQ e de HQ, respeclivamente. Os
experimentos foram realizados em trés vezes em triplicata. Os pontos mostrados
nos graficos representam a média e desvio padrio (p<0.05 comparados com ©
controle).
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A analise quantitativa da fragmentagcdo do DNA das células HLB0 pelas
quinonas foi realizada apés tratamento por 24 horas na auséncia e presenca da
glutationa reduzida. As células nao tratadas apresentaram aproximadamente 9%
de fragmentagdo do DNA. Na presenca da HQ e THQ foi observada fragmentacéo
do DNA de 35 (p<.0001) e 24% (p=0,0123), respectivamente.

As EROS podem causar fragmentagao do DNA por duas vias dependendo
da concentragdo. Quando estas espécies sdo produzidas em altas concentracdes
ocorre reacdo das mesmas com as ligagées fosfodiésteres e com as bases,
principaimente com a guanina do DNA e, quando estas espécies sdo produzidas
em baixa quantidade, ocorre sinalizagac da apoptose, que culmina na ativag¢éo de
endonucleases e consequente fragmentacdo do DNA (Allen and Tresini, 2000;
Lopaczynski and Zeisel, 2000).

O tratamento das células com as quinonas juntamente com a GSH, causou
inibicao da fragmentacao do DNA. Este resultado reforga a importancia do estado
redox celular na resposta frente ao estresse causado pelas quinonas apds
metabolizagao ou auto-oxidagdo. Segundo Verhaegen e colaboradores (1995), os
antioxidantes s&o potentes inibidores de apoptose e sdo capazes de interferir em
processos apoptéticos.

Fischer-Nielsen e colaboradores (1995), demonstraram que a exposicéo de
hepatécitos de rato a menandiona causou fragmentagéo internucleossomal no

DNA pela presenca do radical OH".
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5. CONCLUSOES

As quinonas utilizadas neste trabalho (HQ e THQ) tiveram efeito inibitdrio
sobre as fosfatases isoladas de membrana e citoso! das células HLG0, no entanto,
o efeito da HQ foi menor do que o esperado. Porém, este resultado confirmou que
a HQ necessita do metabolismo celular para apresentar seu efeito citotéxico e
também indug&o do estresse oxidativo. A THQ apresentou maior efeito inibitdrio
devido a sua caracteristica quimica de poder formar pontes de hidrogénio com o
residuo do acido aspartico essencial para a catélise da enzima e, ndo pela acdo
oxidante.

As quinonas apresentaram efeito toxico sobre as células HL60 com valores
de ICg diferentes para MTT e atividade fosfatasica. A GSH nao diminuiu o efeito
citotoxico da HQ, no entanto, na presenca da THQ foi observada diminuicdo do
efeito citotdxico.

As quinonas induziram a diferenciacao celular equivalentemente ao DMSO,
composto usualmente utilizado como controle positivo nestes estudos. Além disto,
foi observada fragmentacdo do DNA quando as células HL80 foram tratadas com
as duas quinonas. Este resultado indicou a capacidade de inducdo da apoptose
das células HLB0 por estes compostos.

Como concluséo final deste trabalho, o efeito citotéxico das quinonas sobre
as células HL6&0 foi inespecifico:

e alteracdo do estado redox celular:

e galteracdo da fungdo mitocondrial:
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« inibicdo de enzimas como fosfatases.

Para finalizar, vale ressaltar que as PTPs sdo alvo para estudo do
tratamento do cancer por participarem de varios eventos bioldgicos. Portanto, o
estudo de inibidores dessas proteinas tem despertado interesse. Além disto,
nossos resultados mostraram que as quinonas podem ter potencial uso no
tratamento da leucemia, ja que induziram diferenciacdo e morte celular por
apoptose. A induc&o da diferenciagdo de células neoplésicas € uma caracteristica
desejavel para farmacos com atividade antitumoral, uma vez que a célula
diferenciada apresenta caracteristicas morfoldgicas e funcionais tipo células

normais.
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6. PERSPECTIVAS

O presente trabalho gerou vérias perspectivas interessantes para um
melhor entendimento das vias de sinalizacdo envolvidas na citotoxicidade,
diferenciacdo e apoptose causada pelas quinonas, tendo como principal
parametro a atividade das proteinas fosfatases que, sabe-se, estdo envolvidas
nestes processos. Além disso, o estresse oxidativo causado pelas quinonas deve
ser mais amplamente estudado, uma vez gque, € o0 mecanismoc mais comum de
toxicidade gerado pelas quinonas, além de estar envolvidos em processos de
diferenciac&o e apoptose. Como as células tumorais tem uma defesa antioxidante
maior que ceélulas ndo transformadas, as enzimas antioxidantes também devem
ter atengdo especial sendo um dos alvos para aumentar a toxicidade das

quinonas.
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