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AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE DE COMPOSTOS INÉDITOS DERIVADOS DE 

NAFTOQUINONAS SOBRE A VIABILIDADE DE LINHAGENS METASTÁTICAS DE 
CÂNCER DE PRÓSTATA 

 
RESUMO 

 
PAULA PRISCILLA DE FREITAS DOS SANTOS 

 
Pacientes com câncer de próstata (CaP) metastático em geral adquirem resistência 
à terapias anti-androgênicas e ao docetaxel (DXT). Novas abordagens tem sido 
testadas no sentido de propor novas alternativas terapêuticas, incluindo a avaliação 
de produtos inéditos derivados de compostos naturais, ou combinação destes 
compostos com as drogas quimioterapêuticas usadas como primeira linha de 
tratamento do CaP. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito citotóxico de 
compostos sintéticos derivados de naftoquinonas em linhagens celulares de CaP 
metastático e investigar os mecanismos celulares relacionados aos seus efeitos 
sobre a viabilidade celular. Avaliamos o efeito citotóxico de 34 compostos sintéticos 
inéditos derivados de naftoquinonas, classificados como bis-quinonas (n=3), tióis 
(n=3), bases de mannich (n=18) e cumarinas tióis (n=10) nas linhagens celulares 
PC3 e DU145, derivadas de CaP metastático, através de ensaios de 3-(4,5-
dimethylthiazol -2-yl)-2,5-di-phenyl tetrazolium bromide (MTT). Marcação com iodeto 
de propideo (PI) foi utilizada para análise do ciclo celular e determinação da 
porcentagem de células em apoptose. Dentre os 34 compostos testados, 4 destes 
promoveram inibição de pelo menos 50% da viabilidade das células PC3 e DU145, 
efeito maior que o promovido pelo tratamento com o DXT nas mesmas linhagens 
celulares. Em células não tumorais HUVEC, foi observado que apenas para o 
composto RC10 na maior concentração avaliada promoveu diminuição na 
viabilidade celular. Entretanto, esta foi menor que a diminuição de viabilidade 
observada em células tumorais. Dois destes compostos pertencem à classe das bis-
quinonas, enquanto outros dois correspondem à classe dos tióis. Esses compostos 
foram avaliados em concentrações entre 0,69 µM e 100 µM. As concentrações de 
6,75 µM e 12,5 µM promoveram diminuição na viabilidade celular, com 
correspondente aumento na proporção de células na fase Sub G0/G1 do ciclo 
celular, além de induzir pelo menos 10% de morte celular por apoptose, o que não 
foi observado na linhagem não tumoral testada. Em conjunto, nossos resultados 
evidenciam a caracterização de 4 compostos inéditos derivados de naftoquinonas 
pertencentes às famílias de bis-quinonas e tióis, com significante efeito citotóxico 
sobre as linhagens de CaP metastático. Estes compostos promoveram bloqueio da 
progressão do ciclo celular e indução da apoptose, o que não foi observado quando 
a linhagem não tumoral HUVEC foi testada. Mais estudos serão necessários para 
investigar os mecanismos e vias de sinalização pelas quais esses compostos inibem 
a viabilidade de células de CaP e como os mesmos atuariam em combinação com 
quimioterápicos de uso clínico, como o DXT. 

 
Palavras-chave: Câncer de próstata; naftoquinonas, citotoxicidade; viabilidade 

celular 
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EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY ACTIVITY OF NOVEL SYNTHETIC 

NAPHTHOQUINONE-DERIVED-COMPOUNDS ON THE VIABILITY IN 
METASTATIC PROSTATE CANCER CELL LINES 

 
 
 ABSTRACT 
 

PAULA PRISCILLA DE FREITAS DOS SANTOS 
 

Patients with metastatic prostate cancer (PCa) generally acquire resistance to 

androgen deprivation and docetaxel (DXT) therapies. New approaches have been 

tested in order to propose innovative therapeutic approaches, including testing of 

novel products derived from natural compounds or their combination with current 

chemotherapeutic drugs used at first line treatment in PCa. Objectives: The aim of 

this study was to test the cytotoxic effect and related molecular mechanisms of 

synthetic compounds derivated from naphtoquinones in metastatic prostate cancer 

cells lines. We evaluated cytotoxic effect of 34 synthetic distinct naphthoquinone-

derived compounds, classified into bis-quinones (n=3 ), thiols-quinones (n=3), 

mannich bases (n=18) and coumarin thiols (n=10) over PC-3 and DU-145 metastatic 

prostate cancer cells lines by using 3-(4,5-dimethylthiazol -2-yl)-2,5-di-phenyl 

tetrazolium bromide (MTT) assays. Propidium iodide staining for simultaneous cell 

cycle analysis and apoptosis determination have been performed. Among these 

34 tested compounds, 4 of them significantly promoted at least 50% inhibition on PC-

3 and DU-145 cell viability, which was greater than that promoted by docetaxel (DXT) 

in these same cell lines. Two of these compounds are bis-quinone, while the other 2 

corresponded to coumarin thiols. Concentrations of these 4 compounds ranging from 

0,69 µM to 100 µM have been tested. In non-tumoral HUVEC cells, ,we found that 

only in 100 µM of the RC10 coumpound promoted a decrease in cell viability. 

However this effect was lower than the decrease in viability observed in tumor cells. 

The concentrations of 6,75 µM and 12,5 µM significantly induced decreased cell 

viability, by increasing the proportion of cells in Sub G0/G1 phase of cell cycle, 

besides inducing at most 10% of apoptotic cell death, the same was not observed in 

the normal cells line, HUVEC. Altogether, our data evidenced the characterization of 

4 novel naphthoquinone-derived compounds pertaining to bis-quinones and thiols-

quinones classes, with significant cytotoxic effect over metastatic prostate cancer 

cells. These compounds promoted cell cycle progression arrest and induction of 

apoptosis, which was not observed for the HUVEC cells. Further studies should 

better investigate the mechanisms and signaling pathways by which these 

coumpouds inhibit PCa cell viability and how it could behave in combination to 

currently used chemotherapy, such as DXT. 

 

Keyword: prostate cancer; naphthoquinone; cytotoxicity; cell viability
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. Câncer de Próstata 

 

O câncer de próstata (CaP) é a neoplasia maligna da próstata. Dados da 

International Agency for Rearch on Cancer (GLOBOCAN/IARC, 2018) revelam 

que em 2018 a estimativa mundial de incidência de CaP foi de 1,3 milhões de 

novos casos, estimando-se 359 mil mortes associadas à este tumor. No mundo, 

este é o segundo tipo de câncer mais incidente, atrás apenas do câncer de 

pulmão. É também a quinta causa de morte por câncer, em homens, em países 

desenvolvidos. 

 Segundo o Instituto Nacional de Câncer (INCa), foi estimado para o biênio 

de 2018-2019 cerca de 68 mil (31,7%) novos casos da neoplasia, no Brasil  

(Figura 1.1).  

 

Figura 1.1 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes na população 
brasileira do sexo masculino para o ano de 2018, exceto câncer de pele não melanoma. Foram 

estimados 68.220 novos casos de CaP no Brasil. 

  

 Em sua fase inicial é uma doença silenciosa. Os pacientes são 

assintomáticos, ou apresentam sintomas semelhantes aos observados em pacientes 
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com hiperplasia prostática benigna (HPB), como dificuldades para urinar, ou 

necessidade de urinar mais vezes. Pela localização da próstata, os pacientes em 

fase avançada, apresentam infecções generalizadas, insuficiência renal, e ainda 

dores ósseas (“Câncer de próstata”, 2018). Os casos de metástatases mais comuns 

podem ser observados nos ossos, linfonodos fígado e pulmão, podendo ainda, em 

casos mais raros, serem observadas no cérebro (BUBENDORF et al., 2000; YAO et 

al., 2017). 

 O CaP é considerado como o câncer da terceira idade, uma vez que cerca de 

75% dos casos no mundo ocorrem a partir dos 65 anos. Podemos justificar o 

aumento das taxas de incidência no Brasil, devido a evolução dos exames de 

diagnósticos, a melhoria na qualidade dos sistemas de informação do país e ainda 

devido o aumento na expectativa de vida (“Câncer de próstata”, 2018). 

 Os fatores de risco para este tipo de câncer incluem principalmente idade 

avançada, histórico familiar, estilo de vida, etnia e hábitos alimentares. Podem ser 

considerados ainda fatores como o tempo de exposição a andrógenos e a exposição 

a infecções sexualmente transmissíveis (STASIEWICZ et al., 2012).  

 A hereditariedade é um dos principais fatores de risco relacionados ao 

acometimento desta neoplasia, fazendo com que homens que possuem histórico de 

parentes de primeiro grau com a doença tenham duas vezes mais chances de ter 

este tipo de câncer do que os que não tem (GIRI; BEEBE-DIMMER, 2016; LYNCH et 

al., 2016).  

 Os métodos diagnósticos mais comumente utilizados são o toque retal, a 

dosagem sérica do antígeno prostático específico (PSA), a ultrassonografia 

transretal (USTR), além da biópsia da próstata.  O toque retal é a principal 

metodologia para detecção do tumor, e possui vantagem frente a avaliação da 

dosagem do PSA, uma vez que este é tecido específico, porém não tumor específico 

e pode se mostrar alterado frente doenças não malignas, resultando em resultados 

falsos positivos (PEZARO; WOO; DAVIS, 2014; BARRY; SIMMONS, 2017).  

 O tratamento para essa neoplasia é recomendado de acordo com o estágio 

da doença, dependendo da progressão, e se o tumor se encontra localizado ou 

metastático (HEIDENREICH et al., 2014). A maioria dos pacientes diagnosticados, 

possuem CaP localizado. Para esses pacientes, a conduta sugerida inclui 
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prostatectomia radical, radioterapia ou ainda as abordagens terapêuticas atuais, em 

combinação com a hormonal (ANANTHARAMAN; FRIEDLANDER, 2016).  

 Embora haja abordagens eficazes para o tratamento do CaP localizado, a 

doença metastática continua sendo incurável (SINGH; LILLARD; SINGH, 2017). 

Apesar disso, estudos tem sido feitos a fim de utilizar novas estratégias para o CaP 

avançado e/ou metastático, incluindo a imunoterapia, os análogos hormonais, as 

terapias direcionadas e as drogas citotóxicas (LAUER et al., 2015). Especialmente 

dentre os pacientes com CaP metastático tratados com hormonioterapia, muitos 

ainda demonstram resposta clínica limitada aos agentes hormonais atuais, gerando 

o CaP resistente à castração (CPRC), que continua sendo uma doença letal 

(ANTONARAKIS et al., 2016). O desenvolvimento de resistência às atuais terapias 

hormonais e sua potencial biologia subjacente têm sido cada vez mais discutida 

(ANTONARAKIS et al., 2014; BIANCHINI et al., 2014; THOMSEN et al., 2014; 

CHENG et al., 2015). Atualmente, o docetaxel (DXT) é o medicamento de primeira 

linha utilizado para pacientes com metástases ósseas do CaP que não respondem à 

terapia anti-androgênica (CORNFORD et al., 2017). Entretanto, 90% dos pacientes 

desenvolvem resistência ao tratamento (SERUGA; OCANA; TANNOCK, 2011), 

limitando sua eficácia. 

Uma vez que cada paciente possui diferentes susceptibilidades na resposta à 

distintos fármacos, estudos têm sido desenvolvidos a fim de utilizar a combinação 

quimioterapêutica ideal para cada paciente de forma mais eficaz, podendo envolver 

a combinação de um amplo número de fármacos já utilizados na clínica, associados 

a compostos naturais , de sabida atividade anti-tumorigênica, além de ação sobre a 

diminuição do tamanho tumoral (LERNOUX et al., 2018; LIU et al., 2018). 

 

1.2. Quinonas 

 

Dentre as moléculas naturais bioativas estudadas para o tratamento de 

neoplasias incluem-se as quinonas (CATANZARO et al., 2018). As quinonas são 

uma classe de compostos orgânicos que possuem como propriedades químicas a 

interação com alvos biológicos com base na transferência de elétrons, na formação 

de espécies reativas de oxigênio  (ROS) e no estresse oxidativo (CADENAS; 
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HOCHSTEIN; ERNSTER, 1992; PENNING et al., 1999; MONKS; JONES, 2002; 

KOVACIC; SOMANATHAN, 2011). As quinonas estão relacionadas à processos 

bioquímicos e atividades biológicas das células, ligadas principalmente ao ciclo 

redox, envolvendo ânions, diânions, ânions superóxido, radicais semi-quinona, que 

aceleram as condições intracelulares de hipóxia, promovendo a síntese de espécies 

reativas de oxigênio (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003), que podem danificar 

componentes celulares importantes (DEBATTISTI et al., 2017). Os radicais livres 

podem ainda interferir no processo de divisão celular, induzindo apoptose de células 

que não conseguem eliminar o estresse oxidativo (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 

2003) (Figura 1.2). As quinonas e seus derivados podem ser obtidos da natureza ou 

sintetizadas em laboratório (Kumagai, Y., et al., 2012).  

 

 

Figura 1.2 – Ciclo redox induzido por quinonas. O substrato quinonoídico (Q) sofre biorredução 

por um ou dois elétrons, que é catalisado por enzimas como nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato (NADPH), formando a espécie ânion radical semiquinona. Em presença de oxigênio 

molecular, esse ânion radical transfere um elétron para o oxigênio e gera o radical superóxido. Esse 

radical, sofre a ação da enzima superóxido desmutase, gerando peróxido de hidrogênio, e, 

paralelamente, uma reação de Fenton catalisada por Fe
+2

 produz o radical hidroxila. A transferência 

de elétrons e a cinética do processo de geração destas espécies são dependentes do potencial de 

redução das quinonas envolvida no processo. (FERREIRA et al., 2010). 
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 As quinonas são compostos aromáticos, onde seu grupo carbonila pode ser 

encontrado separado ou conjugado a uma dupla ligação. Dessa forma, podemos 

encontrar três grupos principais de quinonas: benzoquinonas – que possuem um 

anel benzênico; antraquinonas – que possuem um anel antracênico linear ou 

angular; e ainda as naftoquinonas – que possuem um anel naftalênico. (Figura 1.3) 

(COSTANTINO; BARLOCCO, 2006; HILLARD et al., 2008) 

 

 

Figura 1.3 – Estrutura química e classificação das quinonas. As quinonas mais reativas e 

abundantes dentre as estudadas e identificadas: o-benzoquinona, p-benzoquinona, 1,4-naftoquinona 

e 9,10-antraquinona (Adaptado de FERREIRA et al., 2010). 

 

A atividade antineoplásica das quinonas ocorre através de diferentes 

mecanismos de ação. Algumas quinonas atuam no processo de inibição das 

topoisomerases, afetando a ligação das topoisomerases ao DNA e induzindo a 

apoptose, impedindo que as células malignas se multipliquem e a progressão do 

tumor (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; KUMAR et al., 2017; DAMIANI et al., 

2018) . Há relatos de algumas drogas derivadas de naftoquinonas que podem inibir 

a topoisomerase I e/ou II, levando a desestabilização do DNA, seguido de quebra 

das fitas simples e duplas, induzindo a apoptose (GURBANI et al., 2012; XU et al., 

2016). Essas enzimas se ligam e clivam o DNA, impedindo que funções como 

transcrição, reparação, replicação e estruturação do cromossomo ocorram 

normalmente (BELOTSERKOVSKII; ARIMONDO; COZZARELLI, 2006). Uma 

variedade de fármacos com estrutura quinoidal, como a doxorrubicina, mitomicina e 

a mitoxantrona, tem sido utilizados contra diversos tipos de tumores sólidos 

(KOVACIC; SOMANATHAN, 2011).  
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Entre as naftoquinonas naturais, o lapachol é o mais conhecido e pode ser 

encontrado na casca e na madeira do Ipê. Dentre suas várias propriedades, possui 

atividades anti-inflamatórias, tripanomissida, analgésicas, antimaláricas, antivirais, 

antifúngicas, anticancerígenas e antiulcerativas (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003; 

LI et al., 2003; SILVA et al., 2005). Dessa forma, o interesse por estas substâncias 

tem aumentado, devido às suas propriedades biológicas (FERREIRA et al., 2010). 

 

1.3. Naftoquinonas e câncer 

  

O lapachol possui dois principais análogos naturais descritos: a -lapachona e 

a -lapachona (NAGATA et al., 1998). Além de suas inúmeras ações 

farmacológicas, a -lapachona, apresenta atividade anti-tumoral em diversas 

linhagens tumorais como câncer pancreático, mama, próstata, melanoma, entre 

outros (COSTA et al., 2016; KEE et al., 2017a; SILVERS et al., 2017; YANG et al., 

2017). A ação inibitória da naftoquinona β-lapachona proporciona grande potencial 

para uso quimioterapêutico contra o câncer, particularmente no CaP (DE MORAES 

et al., 2014). Um dos mecanismos pelos quais as naftoquinonas podem induzir 

morte celular apoptótica, é através do acúmulo de fármaco nas mitocôndrias, 

gerando alteração no potencial de membrana mitocontrial (MMP), e posterior ruptura 

desta organela (WIENCH et al., 2012). Dessa forma, haveria acúmulo de espécies 

reativas a oxigênio (ROS) devido ao estresse oxidativo, desencadeando a ativação 

de caspase 9 e consequente liberação de citocromo C, levando à morte celular por 

apoptose (WIENCH et al., 2012). Há relatos que demonstram que o derivado de 

naftoquinona artesunato inibe o crescimento de células de CaP (WANG et al., 2017), 

e ainda que a naftoquinona DCDMNQ provoca uma parada na fase G1 do ciclo 

celular, levando a célula a entrar em apoptose (COPELAND et al., 2007). 

A β-Lapachona, uma orto-naftoquinona, tem sido amplamente estudada 

devido a seus efeitos em linhagens celulares de diversos tipos tumorais. Vários 

mecanismos de ação das naftoquinonas são observados de maneira dose e tempo 

dependentes. 

A inibição do crescimento celular pode ocorrer, principalmente, devido à 

apoptose, à inibição da topoisomerase II-α e ao estresse oxidativo (LI et al., 1999). A 
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ação inibitória da β-lapachona proporciona grande potencial para uso 

quimioterapêutico contra câncer, particularmente no CaP (DE MORAES et al., 2014). 

Além disso, o tratamento com a naftoquinona ramentaceone, em células de 

câncer de mama, aumenta os níveis de proteínas pró-apoptóticas, Bax e Bak, e 

diminui os níveis de proteínas anti-apoptóticas, como BCL-2 (KAWIAK; 

LOJKOWSKA, 2016). 

Pardee et al. demonstrou que a β-lapachona inibe tanto a proliferação quanto 

a sobrevivência celular desencadeadas pela apoptose, e que essa indução de morte 

promove um atraso na fase G1/S, ao contrário da maioria dos agentes que causam 

dano ao DNA, que induzem arraste da fase G2/M do ciclo celular. Além da morte 

celular por apoptose, a β-lapachona leva à morte por necrose via ativação de 

caspase 3. 

 Estudos in vitro, sugerem ainda que a Topoisomerase poderia ser um outro 

possível alvo das naftoquinonas, por inibição da sua atividade em linhagens 

celulares de diferentes tipos de câncer (COELHO-CERQUEIRA et al., 2014). Várias 

drogas derivadas de naftoquinonas se ligam a um domínio ATPase ou ao domínio 

de ligação ao DNA, modificando dessa forma a atividade da topoisomerase, que irá 

então quebrar a fita de DNA levando a célula à morte (BOONYALAI et al., 2013). 

 Alguns estudos já evidenciam a ação anti-tumoral de derivados de 

naftoquinonas em células de CaP (Tabela 01). Um destes compostos é a 

plumbagina, a qual já foi demonstrada possuir baixa citotoxicidade, e que o 

tratamento inibe marcadores da transição epitélio-mesenquimal (EMT), assim como 

inibe o crescimento tanto de tumores primários quanto de CPRC (HAFEEZ et al., 

2015). Já foi visto também que o tratamento com a Plumbagina é eficaz em 

combinação com drogas que impedem a conversão de testosterona em di-

hidrotestosterona, que irá ativar a via do receptor de androgênio (AR). Entretanto, 

uma limitação seria o uso deste composto em combinação com drogas que se ligam 

ao AR, uma vez que os antagonistas do AR isoladamente apresentaram efeito 

semelhante ao combinado (ABEDINPOUR et al., 2017). Além disso, análogos de β-

lapachona demonstraram induzir apoptose em células DU145 (GOPINATH et al., 

2016), assim como híbridos de menadiona revelam ser citotóxicos em células 
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DU145, e induzem acúmulo de células na fase sub-G0 do ciclo celular e apoptose 

em células de câncer de mama, MCF-7 (PRASAD et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

24 
 

Quadro 1.1 - Dados da literatura dos compostos derivados de naftoquinonas estudados em câncer e as concentrações utilizadas. 

 

Compostos Concentrações Referência 

Selenium-containing quinone-based 1,2,3-triazoles IC50 – valores abaixo de 1 

µM 

(JARDIM et al., 2017) 

Plumbagina IC50 – valores abaixo de 10 

µM 

(HAFEEZ et al., 2013; 

HUANG et al., 2018) 

Menadione-based triazole hybrids ; triazoles 5 and 6 IC50 – valores abaixo de 10 

µM 

(PRASAD et al., 2018) 

Análogos da β-lapachona; 1,2-naphthoquinone scaffold ; 300nM – 1000Nm (GOPINATH et al., 2016) 

encapsulation of Nor-β-lapachone (NβL) in poly(d,l-lactide-co-glycolide) 

(PLGA) microcapsules 

IC50 – valores abaixo de 10 

µM 

(COSTA et al., 2016) 

bromohydroxy  dimeric naphthoquinones --- (PIDUGU et al., 2016, p. 

01) 

naphthoquinone Shikonin; an active naphthoquinone isolated from the 

Chinese medicine Zi Cao 

IC50 – valores abaixo de 10 

µM 

(CHEN et al., 2014; 

JANG et al., 2014; GARA 

et al., 2015) 

N-, S-, O-substituted-1,4-naphtho- and 2,5-bis(amino-substituted)-1,4-

benzoquinone derivatives 

IC50 – valores abaixo de 20 

µM 

(DENIZ et al., 2015) 

series of synthetic aminonaphthoquinones resulting from the reaction IC50 – valores entre de 1 e (DE MORAES et al., 
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of suitable aminoacids with 1,4-naphthoquinone 100µg·mL−1 2014) 

1,2,3-triazole-, arylamino- and thio-substituted 1,4-naphthoquinones IC50 – valores abaixo de 2 

µM 

(DA CRUZ et al., 2014, p. 

3) 

Hygrocins C-G IC50 – valores abaixo de 5 

µM 

(LU et al., 2013) 

1,4-naphthoquinones; 1,4-Naphthoquinone, Juglone, Menadione, 

Plumbagin and LLL12.1 were used as lead molecules to design PD 

compounds 

IC50 – valores entre 1 µM e 

3 µM 

(BHASIN et al., 2013) 

Several chlorido and amino Pt(2+) complexes of 2-hydroxy-3-

(aminomethyl)-1,4-naphthoquinone Mannich bases 

IC50 – valores abaixo de 20 

µM 

(NEVES et al., 2013) 

2-bromo-1,4-naphthoquinone (BrQ) 10 µM (GRACIANI; XIMENES, 

2012) 

2-arylnaphtho[2,3-d]oxazole-4,9-dione derivatives IC50 – valores entre 0.03 

μM e 0.08 μM 

(BRANDY et al., 2012) 

platinum(II) complexes of 3-(aminomethyl)naphthoquinone Mannich 

bases 

IC50 = 29.9 e 15.6 μmol L−1 (NEVES et al., 2010b) 

7-chloro-6-(2-morpholin-4-ylethylamino) quinoline-5, 8-dione (DA 3003-

2) 

10 µM (NEMOTO, 2010) 

N-(3-chloro-1,4-dioxo 1,4-dihydro-naphthalen-2-yl)-benzamide 

(NCDDNB) 

IC50 = 2.5, 2.5, 6.5 e 25 uM (KANAAN et al., 2010) 

2,3-dichloro-5,8-dimethoxy-1,4-naphthoquinone (DCDMNQ) IC50 = 1, 3, 1.5, 3 e 10 uM (COPELAND et al., 2007) 

1-(1,4-dihydro-5,8-dihydroxy-1,4-dioxonaphthalen-2-yl)-4-methylpent-3-

enylfuran-2-caroxylate (SH-7) 

Tumoral IC50 = 7,75 uM (YANG et al., 2006, p. 7) 
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Não tumoral IC50 = 1,95 uM  

2,3-bis-[2-hydroxyethylsulfonyl]-[1,4] naphthoquinone (NSC 95397) 10  µM e 20 µM (NEMOTO et al., 

2004)  

1,2-naphthoquinones IC50 > 32 µM (DOLAN et al., 

1998) 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

O câncer de próstata (CaP) metastático é uma malignidade que permanece 

incurável e que acomete 90 % dos pacientes. Uma vez que os tratamentos atuais 

não são tão eficazes contra essa neoplasia, o estudo de novas substâncias e a 

necessidade de novos compostos com ação citotóxica é crucial para o tratamento do 

CaP metastático. Além disso, o tratamento empregado na clínica possui uma 

toxicidade elevada. Sendo assim, o estudo e a testagem de novas substâncias 

bioativas vem de encontro à essa necessidade. Dentre estas substâncias bioativas 

sendo  estudadas, incluem-se as naftoquinonas, que já possuem atividade 

antineoplásica descrita para diversos modelos tumorais (COSTA et al., 2016; 

SILVERS et al., 2017; YANG et al., 2017; KEE et al., 2017b). 

 Dessa forma, é necessário uma melhor compreensão a respeito das vias 

alteradas e moléculas alvo das naftoquinonas, para que ocorram avanços no 

tratamento de pacientes resistentes aos quimioterápicos utilizados como padrão na 

clínica. Contudo, as naftoquinonas se apresentam como potenciais compostos a 

serem usados como tratamento contra o câncer, podendo ainda, serem utilizadas 

em combinação com moléculas já estabelecidas, de forma a atuar na indução de 

células tumorais à apoptose, promovendo assim uma diminuição na massa tumoral. 

Assim, novos compostos derivados de naftoquinonas tem sido promissores na 

identificação de molécular com atividade citotóxica mais eficiente de acordo com 

suas alterações químicas inerentes. 
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3. OBJETIVOS 

 

1.4. Objetivo principal 

  

Rastrear dentre substâncias bioativas inéditas (Bases de Mannich, 

Cumarinas, Bis-Quinonas e Tióis), aquelas que apresentam efeito citotóxico sobre 

linhagens celulares metastáticas de CaP. 

  

1.5. Objetivos específicos 

  

1) Avaliar o efeito citotóxico de novos compostos inéditos sobre a viabilidade 

celular de linhagens celulares metastáticas de CaP; 

2) Dentre os compostos de efeito citotóxico, testar seus efeitos sobre a 

viabilidade de linhagens celulares não tumorais; 

3) Investigar os efeitos desses compostos de ação citotóxica sobre o ciclo 

celular e morte celular por apoptose.  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.6. Linhagens Celulares e Cultura de Células 

 

 Para a realização do estudo, foram utilizados dois modelos de linhagens 

celulares de CaP metastático. A linhagem celular PC3 foi originada a partir de um tumor 

de próstata do tipo adenocarcinoma de grau IV, derivado de metástase óssea. Já a 

linhagem DU145 corresponde a uma linhagem de CaP derivada de metástase cerebral. 

Estas linhagens foram cultivadas mediante condições recomendadas pela American 

Type Culture Collection (ATCC), em meio RPMI (RPMI-1640 Medium HEPES 

Modification R5886 - Sigma Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de L-

glutamina (L-Glu) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (P/S), até que atingissem 

confluência de 80/90%. As células foram incubadas à 37ºC em atmosfera com 5% de 

CO2.  

 Utilizamos como modelo não tumoral a linhagem não tumoral endotelial HUVEC 

foi cultivada em meio DMEM (Sigma Aldrich) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), 

1% de L-glutamina (L-Glu) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (P/S), até que atingissem 

confluência de 80/90%. As células foram incubadas à 37ºC em atmosfera com 5% de 

CO2.  

 

1.7.  Tratamento com Naftoquinonas 

 

 Os compostos avaliados neste estudo foram sintetizados no Instituto de Química 

– Departamento de Química Orgânica, no Laboratório de Síntese Orgânica Aplicada 

(LABSOA) da Universidade Federal Fluminense (UFF), coordenado pelo Dr. Vitor 

Ferreira (Quadro 4.1). 
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Quadro 4.1- Fórmula e estrutura química dos compostos bioativos estudados 

 

COMPOSTOS BIOATIVOS 

 

Nome 

 

Fórmula Química 

 

Estrutura Química 

 

BASES DE MANNICH 

 

RC 01 

 

C21H19NO4 

 

 

RC 02 

 

C21H18N2O6 

 

 

RC 03 

 

C21H18NO5 

 

 

RC 04 

 

C13H13NO3  

 

RC 05 

 

C17H12O3S 
 

 

RC 06 

 

C18H14O3S  

 

RC 07 

 

C15H15NO4  

 

RC 08 

 

C16H17NO3 
 

 

RC 09 

 

C17H19NO3  
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RCE-11 

 

C24H19NO3 

 

 

RCE-12 

 

C24H18BrNO3 

 

 

RCE-13 

 

C24H19NO4 

 

 

RCE-14 

 

C19H17NO3 
 

 

RCE-15 

 

C20H19NO3 
 

 

RCE-16 

 

C24H18N2O5 

 

 

RCE-17 

 

C24H18CINO3 

 

 

RCE-18 

 

C24H18FNO3 

 

 

RCE-19 

 

C21H21NO3 
 

 

CUMARINAS TIÓIS 
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CA-02 

 

C17H14O3S 

 

 

CA-05 

 

C16H11CIO3S 

 

 

CA-06 

 

C17H14O4S 

 

 

CA-07 

 

C16H11FO3S 
 

 

CA-08 

 

C15H12O4S 

 

 

CA-09 

 

C16H12O4S 

 

 

CA-10 

 

C17H14O3S2 

 

 

CA-12 

 

C16H12O3S 
 

 

CA-13 

 

C20H14O3S 

 

 

CA-16 

 

C16H18O3S 
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BIS QUINONAS 

 

RC 10 

 

C21H12O7 

 

 

RCDFC 

 

C21H12O6 

 

 

RCDOH 

 

C21H12O8 

 

 

TIÓIS 

 

4F-Tiol 

 

C20H15FO3S 

 

 

Fenil Sulfona 

 

C20H16O5S 

 

 

3-CH3-Tiol 

 

C21H18O3S 

 

 

Previamente ao tratamento das linhagens celulares com cada um dos 34 

compostos derivados de naftoquinonas avaliados, os mesmos foram reconstituídos em 

temperatura ambiente (TA) em dimetil sulfóxido (DMSO) numa concentração de 10nM. 
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Cada um destes compostos foram em seguida diluídos em tampão fosfato-salina (PBS), 

de forma a atingir a concentração de 1nM, correspondendo à solução de trabalho.  

 Inicialmente, foi realizada a determinação  da densidade celular a ser plaqueada, 

de modo que em 24 h de cultivo, elas viessem a atingir uma confluência de 80-90%. 

Observamos que 24 h após o plaqueamento de 2x104 células por poço, as linhagens 

PC3 e DU145 atingiram a confluência desejada, se plaqueadas em placas de 96 poços. 

 Para o rastreamento inicial, as células foram plaqueadas em placas de 96 poços 

por um período de 24h. Após  esse tempo, as linhagens celulares DU145 ou PC3 foram 

tratadas por 24h, 48h e 72h com 100M dos distintos compostos a serem testados para 

sua atividade citotóxica. Como controle negativo destes ensaios, utilizamos poços das 

placas contendo as duas linhagens celulares tratadas apenas com a solução de 

DMSO/PBS (1:9).  

 

1.8. Ensaios de Viabilidade Celular 

 

 Para avaliação da viabilidade celular, as células que foram plaqueadas e 

tratadas com os distintos compostos sendo testados foram mantidas em exposição às 

drogas por 24h, 48h e 72h por meio do ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-

2yl)-2,5-difenil tetrazolium). O ensaio de MTT é utilizado para avaliar as células que se 

encontram metabolicamente ativas, através da redução do sal amarelo tetrassólio 

(membrana permeável) em cristais de formazam, que possui uma colocaração azul. 

Após a incubação, o meio foi removido e 20L de uma solução de MTT na 

concentração de 5 mg/mL foi adicionado em cada poço. Foi então feita a incubação 

com o MTT por 4 horas com proteção da luz. Em seguida, adicionou-se 100L de 

DMSO para dissolução dos cristais formados. A quantificação das células foi obtida 

através da leitura da absorbância no comprimento de onda  de 538 nm no 

espectrofotômetro Spectra Max 190 (Molecular Devices). O experimento foi realizado 

em quadruplicatas (para cada célula em cada tempo) e em três experimentos 

independentes. 



 
 

35 
 

 Após os resultados obtidos nesta primeira triagem, os compostos que 

demonstraram resultados de diminuição da viabilidade celular de pelo menos 50%,  

seguiram para determinação do IC50, que corresponde à concentração de um 

determinado fármaco ou outra substância necessária para inibir um dado processo 

biológico à metade. Os ensaios de MTT para determinação do IC50 foram realizados no 

tempo de 72h de tratamento com os compostos testados nas concentrações de 100 

M, 50 M, 25 M, 12,5 M, 6,75 M, 3,375 M, 1,69 M e 0,84 M. 

 Utilizamos poços com 3 controles: Controle 1 – célula + meio + DMSO/PBS (sem 

composto), controle 2 – célula + meio (sem DMSO/PBS e sem composto) e controle 3 – 

meio + DMSO/PBS (sem células e sem composto). As análises foram feitas relativas ao 

controle 1, que foi considerado como 100%. O controle 2 apresentou absorbância 

semelhante ao controle 1, e o controle 3 foi utilizado como branco, para descontar o 

valor de absorbância gerado pelo DMSO/PBS. 

 As análises estatísticas foram realizadas através  do teste t-student, com nível de 

significância estabelecido em p<0,05. As concentrações estabelecidas dos compostos a 

serem utilizadas nos demais experimentos realizados foram baseadas nos ensaios de 

determinação do IC50 obtido por meio do ensaio MTT. 

 

1.9. Ensaios de Citometria de Fluxo 

 

O procedimento para a avaliação do efeito dos 4 compostos que apresentaram 

maior atividade citotóxica sobre as linhagens de CaP mestastático por citometria de 

fluxo foi realizado utilizando placas de cultura contendo 6 poços, com densidade celular 

de 3,5 x105 células por poço, por um período de 72h. Para esses experimentos, foram 

utilizados como controle positivo de ação citotóxica os seguintes fármacos: Docetaxel 

(DXT) (Baxter LTDA), que é utilizado na clínica no tratamento de pacientes com CaP 

resistentes ao tratamento anti-androgênio, seu mecanismo de ação está envolvido na 

despolimerização de microtúbulos, ocasionando bloqueio do ciclo celular (CHURCHILL; 

KLOBUKOWSKI; TUSZYNSKI, 2015); e a doxorrubicina (DOX) (Bergamo LTDA), por 

possuir mecanismo de ação celular similar às naftoquinonas. A DOX exerce efeito por 
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intercalação de DNA e inibição da enzima Topoisomerase I e II, causando dano ao 

DNA, além de geração de espécies reativas de oxigênio (ROS), gerando stress 

oxidativo e resultando na ativação de caspases que levarão a apoptose (FRANCO; 

VAIDYA; AIT-OUDHIA, 2018). 

 As amostras foram adquiridas pelo citômetro BD Accuri™ C6 FlowCytometer 

(Biosciences). O citômetro detecta a fluorencência gerada pelos fluorocromos que se 

intercalam do DNA das células e faz a leitura de cada uma das células que são 

adquiridas pelo equipamento. 

 

 

4.1. Análise do Ciclo Celular 

 

 Para análise do ciclo celular, foi utilizado iodeto de propídeo (PI), um intercalante 

de DNA fluorescente, que entra na célula após a permeabilização da membrana. É 

então detectada a fluorescência emitida pelo PI através de citometria de fluxo, sendo 

possível avaliar o conteúdo de DNA referente a cada fase do ciclo celular. 

 Após 72h de tratamento, foi coletado o sobrenadante da cultura celular. As 

células foram em seguida tripsinizadas com 200L de Tripsina/EDTA. Realizou-se a 

inativação da tripsina com o sobrenadante coletado e as amostras foram centrifugadas 

por 10 min à 450 g. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi 

lavado 2x com PBS,  e centrifugado novamente por 10 minutos à 450 g entre cada 

lavagem. Em seguida, descartou-se o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 

500L de tampão de permeabilização, composto por Tris-Cl 3,4 mM em pH 7,6, NaCl 

10 mM, NP40 0,1% (v/v), RNAse 700u/L e PI 0,075 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Alemanha). As amostras ficaram incubadas com este tampão por 15 min no gelo e  

protegidas da luz. A leitura das amostras foi efetuada pelo citômetro BD Accuri™ C6 

FlowCytometer (Biosciences), utilizando os canais FL-1 (530nm) para Anexina-V/FITC e 

FL-2 (585nm) para o PI. Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra e os 

dados foram analisados pelo programa do próprio citômetro. 
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4.2. Análise de Indução de Apoptose 

 

 Para determinar a porcentagem de células que foram induzidas à morte celular 

através dos tratamentos realizados, foi utilizado o ensaio de detecção precoce de 

apoptose por Anexina V/PI. A anexina V se liga em resíduos de fosfatidilserina expostos 

na membrana citoplasmática como resultado de translocação deste fosfolipídeospara a 

faze extracelular nos estágios iniciais da apoptose. Para análise de citometria de fluxo, 

utilizou-se a anexina conjugada ao fluorocromo (FITC). Para diferenciar as células 

viáveis, das células em apoptose inicial, daquelas em apoptose tardia ou em necrose, 

utiliza-se o intercalante de DNA PI. Assim, são consideradas células viáveis aquelas 

que não possuem marcação nem por anexina V, nem por PI; células em apoptose 

inicial serão marcadas positivamente para anexina V e negativamente para PI; células 

em apoptose tardia serão marcadas positivamente tanto para anexina V quanto para PI; 

células em necrose serão marcadas positivamente apenas para PI. 

 Após 72h de tratamento com os compostos, foi coletado o sobrenadante e as 

células foram tripsinizadas com 200L de Tripsina/EDTA. Realizou-se a inativação da 

tripsina com o sobrenadante coletado . As amostras foram centrifugadas por 10 min à 

450 g . Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado 2x com 

PBS,  sendo centrifugado novamente por 10 min à 450 g entre cada lavagem. O 

sobrenadante foi em seguida descartado e o preciptado foi ressuspendido em 100L 

tampão de ligação, composto por HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 

mM e CaCl2 1,8 mM.. As amostras foram incubadas com o tampão de ligação por 15 

min, em TA, protegidas da luz, com 100 µL de tampão com adiação de 5µL de anexina 

V (BD Biosciences, califórnia, EUA), exceto nos tubos controle. No momento da leitura, 

adicionou-se 5 µL de PI na concentração de 1 mg/mL. A leitura foi efetuada pelo 

citômetro BD Accuri™ C6 FlowCytometer (Biosciences), utilizando o canal FL-2 

(585nm). Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra e os dados foram 

analisados pelo programa do próprio citômetro. 
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1.10. Análises Estatísticas 

 

A significância estatística das diferenças observadas dos parâmetros utilizados 

foi realizada através do teste T Student’s com valor de p<0,05 considerado significativo.
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5. RESULTADOS 

 

1.11. Avaliação da viabilidade celular em células de CaP metastático em 

resposta ao tratamento com os compostos derivados de naftoquinonas 

 

Com o objetivo de verificar o potencial efeito citotóxico dos 34 compostos, 

contidos nas 4 classes denominadas de Bases de Mannich (BM), Cumarina Tióis (CT), 

Bis Quinonas (BQ) e Tióis (T), realizamos experimentos de avaliação da viabilidade 

celular através de ensaios de MTT. Nestes ensaios iniciais, as linhagens celulares 

metastáticas de CaP DU145 e PC3 foram tratadas com estes compostos na 

concentração de 100µM. A viabilidade celular foi avaliada nos tempos de 24h, 48h e 

72h após o tratamento destas linhagens celulares com os compostos. Os resultados 

estão apresentados abaixo, segundo cada uma destas classes de compostos 

derivadados de naftoquinonas.  

Observamos que o tratamento das linhagens DU145 e PC3 com os compostos 

BM (Figura 5.1) e CT (Figura 5.2) não alteraram significativamente a viabilidade celular 

destas duas linhagens analisadas, independente do tempo avaliado após o tratamento.  
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Figura 5.1 - Análise de viabilidade celular de células PC3 e DU145 em resposta ao tratamento com os compostos BM. As linhagens (a) 
DU145 e (b) PC3 foram tratadas com 100 µM de cada um dos composto da classe BM testados por 24h, 48h e 72h e a viabilidade celular (%) foi 

avaliada por MTT. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-
student. 
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Figura 5.2 - Análise de viabilidade celular de células PC3 e DU145 em resposta ao tratamento com os compostos CT. As linhagens (a) 
DU145 e (b) PC3 foram tratadas com 100 µM de cada um dos composto da classe CM testados por 24h, 48h e 72h e a viabilidade celular (%) foi 
avaliada por MTT. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-

student. 
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Por outro lado, os ensaios de viabilidade celular em resposta ao tratamento da 

linhagen DU145 com os compostos da classe das BQ revelaram que o composto 

denominado de RC10 promoveu redução significativa da viabilidade celular em cerca 

de 50% em 24h após o tratamento desta linhagem (p<0,005). Esta diminuição de 

viabilidade se mantém em 48h (p<0,05) e 72h (p>0,05) após o tratamento. Na linhagem 

PC3, em resposta ao tratamento com o composto, houve redução significativa da 

viabilidade celular (cerca de 75%) apenas no tempo de 72h (p<0,0005) após o 

tratamento.  

O composto da classe BQ denominado de RCDFC também promoveu 

diminuição da viabilidade celular, mas de maneira tempo dependente em ambas as 

linhagens celulares. Na linhagem DU145, houve uma redução significativa da 

viabilidade celular em 48h após o tratamento (p<0,005). Em 72h de tratamento com 

este composto, também observou-se uma redução da viabilidade celular, embora não 

tenha atingido significância estatistica. Na linhagem PC3 houve uma diminuição 

significativa da viabilidade celular em 48h (p<0,05) e 72h (p<0,005) após o tratamento 

com o composto RCDFC.  

Com relação ao composto da classe BQ denominado de RCDOH, apesar 

deste demonstrar ação sobre a redução na viabilidade da linhagem PC3, o mesmo não 

foi selecionado para estudos posteriores, uma vez que utilizamos o critério de 

selecionar compostos com efeitos similares nas duas linhagens celulares de CaP 

(Figura 5.3).  

Dessa forma, podemos observar que o composto RC10 parece atuar 

diminuindo a viabilidade de células DU145 de maneira tempo dependente, enquanto na 

linhagem PC3, observamos redução significativa em 72 h. Para o composto RCDFC, 

observamos que ele promove uma redução na viabilidade a partir do tempo de 48h, que 

se extende até 72h, em ambas as linhagens analisadas. 
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Figura 5.3 - Análise de viabilidade celular de células PC3 e DU145 em resposta ao tratamento com 
os compostos BQ. As linhagens (a) DU145 e (b) PC3 foram tratadas com 100 µM de cada um dos 

compostos da classe BQ testados por 24 h, 48 h e 72 h e a viabilidade celular (%) foi avaliada por MTT. 
Os resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas foram 

realizadas através do teste t-student  (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005). 
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Para os compostos da classe dos T, observamos que o composto denominado 

de 4F-Tiol promoveu redução 60% e 75% na viabilidade celular respectivamente da 

linhagen DU145 e PC3 em 72 h após do tratamento com este composto (p<0,0001). O 

mesmo é observado para o composto 3-CH3 Tiol, que reduz significativamente a 

viabilidade celular da linhagem DU145 (p<0,0005) e PC3 (p<0,005) em 72 h após o 

tratamento com este composto. O composto Fenil Sulfona não apresentou efeitos 

significativos sobre a alteração da viabilidade celular. Com isso, não prosseguimos com 

as análises de efeitos destes compostos sobre mecanismos celulares relacionados à 

perda da viabilidade celular. Logo, dentro da família dos Tióis, selecionamos para as 

análises de seus efeitos sobre o ciclo celular e a apoptose os compostos 4F-Tiol e 3-

CH3 Tiol (Figura 5.4). 
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Figura 5.4 -  Análise de viabilidade celular de células PC3 e DU145 em resposta ao tratamento com 
os compostos T. As linhagens (a) DU145 e (b) PC3 foram tratadas com 100 µM de cada um dos 

composto da classe T testados por 24h, 48h e 72h e a viabilidade celular (%) foi avaliada por MTT. Os 
resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas foram realizadas 

através do teste t-student (**p<0.005, ***p<0.0005). 
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Com base nos resultados gerados nesta primeira etapa de rastreamento dos 

compostos de maior atividade citotóxica, selecionamos aqueles que promoveram 

diminuição da viabilidade celular em pelo menos 50% em 72 h de tratamento para 

investigações posteriores dos mecanismos celulares relacionados ao efeito destes 

compostos sobre a viabilidade celular.  

 

1.12. Os compostos RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol induzem redução da 

viabilidade em células DU145 e PC3  

 

Uma vez que selecionamos 4 compostos (RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol) 

na concentração de 100 µM que promoveram redução da viabilidade celular em pelo 

menos 50% no tempo 72h após o tratamento com os compostos, seguimos para a 

determinação da IC50 de cada um desses compostos. As linhagens DU145 e PC3 foram 

tratadas com concentrações destes compostos no intervalo entre 0,78 µM – 100 µM por 

um tempo de 72h, seguido de análise da viabilidade celular.   

Os ensaios de viabilidade celular revelaram que o tratamento apenas promoveu 

redução significativa da viabilidade celular na concentração de 100 µM com os 

compostos RC10 (DU145 p<0,0005 e PC3 p< 0,005) e RCDFC (DU145 p<0,005 e PC3 

p< 0,0005). Nas demais concentrações, não foram observadas alterações na 

viabilidade celular. Na linhagem DU145, os compostos 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol 

promoveram redução significativa na viabilidade celular na concentração de 50 µM 

(p<0,05 e p<0,005, respectivamente) e 100 µM (p<0,005 e p<0,05 respectivamente). O 

mesmo foi observado para a linhagem PC3, onde foi observada redução significativa na 

viabilidade na concentração de 50 µM (p<0,005 e p<0,05 respectivamente) e 100 µM 

(p<0,0005 e p<0,005 respectivamente). Nas de
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mais concentrações analisadas, não foram observadas alterações na 

viabilidade celular em ambas as linhagens (Figura 5.5). 
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Figura 5.5 - Avaliação do IC50 em células metastáticas de CaP. Células (a) DU145 e (b) PC3 foram tratadas com concentrações entre 0,78 
µM e 100 µM de cada composto (RC10, RCDFC, 4F-Tiol E 3-CH3 Tiol) por 72h e a viabilidade celular (%) foi avaliada por MTT. DXT (100nM)e 

DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui 
mecanismo de ação similar aos compostos avaliados. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas 

foram realizadas através do teste t-student (*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005).
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1.13. O tratamento com compostos RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol 

altera o perfil de distribuição de células de CaP no ciclo celular 

 

Uma vez que demonstramos que o tratamento com os compostos derivados 

de naftoquinonas RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol reduzem a viabilidade de 

células DU145 e PC3 (Figura 5.5), fomos investigar os mecanismos celulares 

relacionados a estes efeitos citotóxicos.  

Investigamos inicialmente  se o tratamento das linhagens DU145 e PC3 com 

estes compostos levaria à alterações no ciclo celular. Para isso, optamos por avaliar 

as concentrações entre 3,125 µM e 100 µM no tempo de 72h após o tratamento com 

estes compostos. Após esse intervalo de tempo,  marcamos as células com PI e 

avaliamos o ciclo celular por citometria de fluxo. Os histogramas apresentados na 

Figura 5.6 correspondem a um resultado representativo da leitura de 10.000 eventos 

para as diferentes concentrações testadas do composto RC10 na célula PC3. onde 

podemos observar a proporção de células em cada fase do ciclo celular. 
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Figura 5.6 - Histograma representativo da proporção de células em cada fase do ciclo celular. 
Histogramas representativos referentes à linhagem celular DU145 tratada por 72h com (a) 
DMSO/PBS, (b) DXT, (c) DOX, (d) 100 µM, (e) 50 µM, (f) 25 µM, (g) 12,5 µM, (h) 6,25 µM e (i) 3,375 
µM. DXT (100nM)e DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco 
padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui mecanismo de ação similar aos 
compostos avaliados. Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra utilizando o canal FL-2 
(585nm). 

 

  Observamos que o tratamento da linhagem DU145 com 3,125 µM e 100 µM 

do composto RC10 aumentou em 15,55 % (não significativo) e 22,65 % (p<0,05), 

respectivamente, a proporção de células na fase Sub-G0 do ciclo celular (Figura 

5.7a). Por outro lado, quando estas mesmas células foram tratadas com 

concentrações entre 3,125 µM e 100 µM do composto RCDFC, observamos 

respectivamente um aumento em 15,55 % (p>0,05), 17,95 % (p<0,05), 4,5 % 

(p>0,05), 13,35 %(p<0,0005), 13,7 % (p<0,05) e 28,45 % (p<0,005) na proporção de 

células na fase Sub-G0 do ciclo celular (Figura 5.7b).  
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 Já quando as células DU145 foram tratadas com o composto 3-CH3 Tiol, 

observamos um aumento não significativo de 11,3 % à 45,45 % na proporção de 

células em Sub-G0 no intervalo de concentração entre 6,25 µM - 100 µM deste 

composto (Figura 5.7c).  

Em resposta ao tratamento da linhagem DU145 com o composto 4F-Tiol, 

observamos um aumento na proporção de células em Sub-G0 de 33,45% (p<0,05) e 

34,1% (p<0,005) no intervalo de concentração entre 50 µM e 100 µM, em 

comparação às células tratadas com DMSO (aumento de 6,25%) (Figura 5.7d). 
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Figura 5.7 - Análise do ciclo celular por citometria de fluxo na linhagem DU145 tratada com os compostos RC10, RCDFC, 3-CH3 Tiol e 4F-Tiol A linhagem 
DU145 foi tratada com concentrações crescentes (3,125 µM – 100 µM) dos compostos (a) RC10, (b) RCDFC, (c) 3-CH3 Tiol e (d) 4F-Tiol) por 72h. Os Gráficos à 
esquerda representam a proporção de células nas fases G1 (cinza claro), S (cinza escuro) e G2/M (preto), o gráfico à direita é referente à fase Sub-G0 do ciclo 

celular.  DXT (100nM)e DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui 
mecanismo de ação similar aos compostos avaliados. As análises foram feitas no equipamento BD Accuri C6 FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3, a 

partir de três experimentos independentes. Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio 
padrão (SD). Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-student (*p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001). 
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 Com relação à linhagem PC3, observamos que o tratamento com 12,5 µM do 

composto RC10 promoveu um aumento de 15,05 % (p<0,0005) na proporção de 

células na fase Sub-G0 do ciclo celular em relação ao controle (Figura 5.8a). Já 

quando estas mesmas células foram tratadas com o composto RCDFC, 

independente da concentração, não foram observadas alterações na proporção de 

células na fase Sub-G0 do ciclo celular (Figura 5.8b).  

 Já quando as células PC3 foram tratadas com o composto 3-CH3 Tiol, 

,observamos um aumento de 5,2 % e 9,45 %, na proporção de células em Sub-G0 

no intervalo de concentração entre respectivamente 50 µM  e 100 µM deste 

composto (Figura 5.8c).  

 Em resposta ao tratamento da linhagem PC3 com o composto 4F-Tiol, 

observamos um aumento , embora, não estatisticamente signficativo, na proporção 

de células em Sub-G0 de 5,05 %, 8,35 % e 15,8 %, respectivamente nas 

concentrações de 25 µM, 50 µM e 100 µM, em comparação às células tratadas com 

DMSO (Figura 5.8d). 
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Figura 5.8 - Análise do ciclo celular por citometria de fluxo na linhagem PC3 tratada com compostos derivados de naftoquinonas. A linhagem PC3 foi 
tratada por 72h com concentrações crescentes (3,125 µM – 100 µM) dos compostos (a) RC10, (b) RCDFC, (c) 3-CH3 Tiol e (d) 4F-Tiol. Os gráficos à esquerda 
representam a proporção de células nas fases G1 (cinza claro), S (cinza escuro) e G2/M (preto). Os gráficos são referentes à fase Sub-G0 do ciclo celular. DXT 

(100nM)e DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui mecanismo 
de ação similar aos compostos avaliados. As análises foram feitas no equipamento BD Accuri C6 FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3, a partir de 

três experimentos independentes. Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). 
Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-student (*p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001). 
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 Em conjunto, esses resultados sugerem que o acúmulo de células na fase 

Sub-G0 do ciclo celular, induzido pelos compostos derivados de naftoquinonas 

RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol, varia de acordo com a concentração testada, 

com a estrutura química do composto e também de acordo com a linhagem celular 

testada. 

  

1.14. O tratamento com compostos RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol 

induz morte celular por apoptose nas linhagens DU145 e PC3 de CaP 

metastático  

 

Sabe-se que a diminuição na viabilidade celular pode também ser promovida 

pelo  aumento de morte celular, em especial por apoptose (ADAN; KIRAZ; BARAN, 

2016). Assim, avaliamos se o tratamento com os compostos derivados de 

naftoquinonas RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol  diminuem a viabilidade das 

células DU145 e PC3 também por efeito sobre a apoptose. Para estes 

experimentos, selecionamos as concentrações de 6,25 µM e 12,5 µM para 

prosseguir, uma vez que as concentrações mais altas induziam alto percentual de 

células não viáveis, não havendo quantidade suficien para avaliação por citometria 

de fluxo.  

A avaliação da indução de morte celular por apoptose foi realizado por meio 

de ensaio de marcação com Anexina V/PI (AV/PI) em citometria de fluxo, após o 

tratamento das linhagens DU145 e PC3 com os compostos RC10, RCDFC, 4F-Tiol e 

3-CH3 Tiol nas concentração entre 6,25 µM e 12,5 µM por 72h.  

Os histogramas (Figura 5.9) correspondem à resultados representativos das 

leitura de 10.000 eventos para as diferentes concentrações dos compostos sendo 

testados na linhagem DU145. 
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Figura 5.9 - Histograma representativo da proporção de células marcadas por Anexina V/Iodeto 
de Propídeo. Histogramas representativos referentes à linhagem celular DU145 tratada por 72h com 
(a) DMSO/PBS, (b) DXT, (c) 6,25 µM de RC10 , (d) 12,5 µM de RC10, (e) 6,25 µM de 3CH3-Tiol, (f) 
12,5 µM de 3CH3-Tiol, (g) 6,25 µM de RCDFC, (h) 12,5 µM de RCDFC, (i) 6,25 µM de 4F-Tiol e (j) 

12,5 µM de 4F-Tiol. DXT (100nM) foi utilizado como controle de morte, por ser o fármaco padrão para 
pacientes com metástases ósseas.  As células negativas para ambos os marcadores (Anexina V

-
/PI

-
) 

foram consideradas viáveis; positivas para anexina V e negativas para PI (Anexina V
+
/PI

-
), em 

apoptose inicial; positivas para ambos os marcadores (Anexina V
+
/PI

+
) em apoptose tardia e 

negativas para anexina V e positivas para PI (Anexina V
-
/PI

+
) em necrose. Foram adquiridos 10.000 

eventos (células) por amostra utilizando o canal FL-2 (585nm). 

 

O tratamento da linhagem DU145 com o composto RC10 promoveu uma 

diminuição de 7,37 % e 19,1 % na proporção de células viáveis mediante o 

tratamento com 6,25 µM e 12,5 µM respectivamente (p>0,05). Além disso, o 

tratamento com este composto RC10, aumenta a proporção de células em apoptose 

em 4,25 % (p<0,05) e em 11,95 % (p<0,005), de maneira dose dependente (Figura 

5.10a). O mesmo foi observado quando estas células foram tratadas com o 

composto RCDFC, que promoveu uma diminuição de 28,7 % e 35,3 % na proporção 



 
 

64 
 

de células viáveis após o tratamento com 6,25 µM (p<0,05) e 12,5 µM (p<0,05), 

respectivamente. Correspondentemente, o composto RCDFC promoveu um 

aumento na proporção de células em apoptose em 16,5 % e 24,1 %, de maneira 

dose dependente (Figura 5.10b).  

Quando as células DU145 foram tratadas com 6,25 µM  e 12,5 µM do 

composto 3-CH3 Tiol, observamos respectivamente uma diminuição de 11,2 % e 

19,2 % na proporção de células viáveis (p>0,05). Resultado similar foi observado  

quando estas células foram tratadas com o composto 4F-Tiol, que promoveu uma 

dimininuição de 8,8 % e 16,3 % na proporção de células viáveis após o tratamento 

com respectivamente co, 6,25 µM (p<0,05) e 12,5 µM (p<0,05), de maneira dose-

dependente. Entretanto, quando avaliamos a proporção de células apoptóticas, 

vemos aumento significativo na proporção em células em apoptose apenas quando 

as células DU145 foram tratadas com 6,25 µM dos compostos 3-CH3 Tiol e 4F-Tiol, 

respectivamente em 1,2 % (p<0,05) e  em 1,2 % (p<0,0005), na concentração de 

(Figura 5.10c e 5.10d). 
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Figura 5.10 - Ensaio de Anexina V FITC/PI na linhagem DU145 tratada com compostos derivados de naftoquinonas. A linhagem DU145 foi plaqueada, 
tratada por 72h com 6,25 µM e 12,5 µM dos compostos (a) RC10, (b) RCDFC, (c) 3-CH3 Tiol e (d) 4F-Tiol, e coradas com Anexina V/PI. Os gráficos à esquerda 

representam a proporção de células viáveis (preto), em necrose (cinza escuro), em apoptose (cinza claro) e em apoptose tardia (branco), o gráfico à direita é 
referente ao somatório de células em apoptose e apotose tardia. DXT (100nM)e DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco 

padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui mecanismo de ação similar aos compostos avaliados. As análises foram feitas no equipamento BD 
Accuri C6 FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3, a partir de três experimentos independentes. Foram adquiridos 10.000 eventos (células). Os 
resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-student (*p<0.01, **p<0.001, 

***p<0.0001). 
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Já quando a linhagem PC3 foi tratada com o composto RC10, observamos 

uma diminuição de 30,2 % e 54,8 % na proporção de células viáveis, mediante o 

tratamento com 6,25 µM e 12,5 µM respectivamente (p>0,05). Além disso, o 

tratamento com o composto RC10, aumenta, significativamente a proporção de 

células em apoptose em 8,25 % (p<0,005) e 8,05 % (p>0,05) (Figura 5.11a). 

Resultado similar foi observado quando estas células PC3 foram tratadas com o 

composto RCDFC, que promoveu uma diminuição de 40,2 % e 19,4 % na proporção 

de células viáveis após o tratamento com 6,25 µM (p>0,05) e 12,5 µM (p>0,05), 

respectivamente. Correspondemente, o composto RCDFC promoveu um aumento 

na proporção de células em apoptose em 11,86 % (p<0,05) e 1,55 % (p>0,05), 

respectivamente (Figura 5.11b). 

Quando tratadas com 6,25 µM e 12,5 µM do composto 3-CH3 Tiol,  

observamos que as células PC3, respectivamente apresentam uma diminuição de 

18,2 % e 36,2 % na proporção de células viáveis (p>0,05), e um aumento 

significativo a proporção de células em apoptose em 2,8 % (p<0,05) e 2,05 % 

(p<0,05), respectivamente (Figura 5.11c).  

 Resultado similar foi observado quando estas células foram tratadas com o 

composto 4F-Tiol, que promoveu uma dimininuição de 12,8 % e 20,9 % na 

proporção de células viáveis após o tratamento com respectivamente com 6,25 µM 

(p>0,05) e 12,5 µM (p>0,05) do composto, de maneira dose-dependente. Quando 

avaliamos a proporção de células apoptóticas, vemos aumento significativo na 

proporção em células em apoptose de  2,75 % e 3,3 %  após o tratamento com 6,25 

µM (p>0,05) e  12,5 µM (p>0,05)  (Figura 5.11d).  
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Figura 5.11 - Ensaio de Anexina V FITC/PI na linhagem PC3 tratada com compostos derivados de naftoquinonas. A linhagem DU145 foi plaqueada, tratada 
por 72h com 6,25 µM e 12,5 µM dos compostos (a) RC10, (b) RCDFC, (c) 3-CH3 Tiol e (d) 4F-Tiol, e coradas com Anexina V/PI. Os Gráficos à esquerda 

representam a proporção de células viáveis (preto), em necrose (cinza escuro), em apoptose (cinza claro) e em apoptose tardia (branco). O gráfico à direita é 
referente ao somatório de células em apoptose e apotose tardia. DXT (100nM)e DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco 

padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui mecanismo de ação similar aos compostos avaliados. As análises foram feitas no equipamento BD 
Accuri C6 FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3, a partir de três experimentos independentes. Foram adquiridos 10.000 eventos (células). Os 
resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-student (*p<0.01, **p<0.001, 

***p<0.0001). 
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1.15. Os compostos RC10 e RCDFC não alteram a viabilidade, ciclo celular 

e apoptose de linhagens celulares não tumorais HUVEC 

 

 Para os compostos RC10 e RCDFC, avaliamos também seus potenciais 

efeitos citotóxicos em linhagens celulares não tumorais. Nestes ensaios, usamos 

como modelos de células não tumorais a linhagem HUVEC de células endoteliais 

humanas. A linhagem celular HUVEC foi tratada nas mesmas condições 

experimentais que as linhagens metastáticas de CaP (DU145 e PC3).  

 Nestas condições experimentais, observamos que independente dos tempos 

de tratamento analisados (24h, 48h e 72h), os compostos RC10 e RCDFC não 

alteraram a viabilidade das células HUVEC no intervalo de concentração entre 0,78 

µM e 100 µM (p>0,05). Entretanto, na concentração 100 µM o composto RC10 

promoveu uma diminuição significativa de 45 % (p<0,05) na viabilidade das células 

HUVEC, o mesmo não tendo sido observado para o composto RCDFC. Entretanto, o 

tratamento com os compostos RC10 e RCDFC promove menor efeito citotóxico 

sobre as células HUVEC que o composto DXT (93%; p<0,0005), o qual é utilizado 

na clínica no tratamento de pacientes com CaP metastático na concentração de 

100nM (Figura 5.12). 
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Figura 5.12 -  Avaliação do IC50 em células endoteliais HUVEC. O tratamento com os compostos 
a) RC10 e b) RCDFC foi avaliado em concentrações entre 0,78 µM e 100 µM por 24h, 48h e 72h e a 

viabilidade celular foi avaliada por MTT. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio 
padrão (SD). DXT (100nM) foi utilizado como controle de morte, por ser o fármaco padrão para 

pacientes com metástases ósseas. Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-student 
(*p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0005). 
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Uma vez que demonstramos que o tratamento com os compostos derivados 

de naftoquinonas RC10 e RCDFC não alteram a viabilidade de células não tumorais 

HUVEC, (Figura 5.12), fomos também investigar se haveria alteração nos 

mecanismos celulares relacionados ao ciclo celular e apoptose.  

 Observamos que o tratamento da linhagem não tumoral HUVEC com o 

composto RC10 diminuiu em 68 % (p<0,0005), 72,05 % (p<0,0005), 65,9 % 

(p<0,005)  a proporção de células na fase G1 do ciclo celular quando tratadas 

respectivamente com 25 µM, 50 µM e 100 µM deste composto. Além disso, o 

tratamento das células HUVEC com 25 µM do composto RC10 aumenta de forma 

significativa a proporção de células na fase S em 31,1 % (p<0,05). Quando estas 

células são tratadas com 25 µM, 50 µM  e 100 µM, promove respectivamente 

aumentos na proporção de células na fase G2/M de 42,3 % (p>0,05), 63,55 % 

(p<0,005) e 21,25 % (p<0,05). Os tratamentos com 50 µM e 100 µM do composto 

RC10 induzem ainda em células HUVEC um aumento na proporção de células na 

fase Sub-G0 do ciclo celular de 7,95 % (p>0,05) e 46,2 % (p<0,05), respectivamente 

(Figura 5.13a).  

 Em relação ao tratamento das células HUVEC com 50 µM e 100 µM do 

composto RCDFC, observamos respectivamente uma diminuição significativa de 

59,25 % (p<0,05) e 71,5 % (p<0,0005), na proporção de células na fase G1 do ciclo 

celular. O tratamento com este composto aumenta também a proporção de células 

na fase S em 16,65 % (p>0,05), 33,6 % (p<0,0005) e 32,8 % (p>0,05) quando 

tratadas com 25 µM, 50 µM e 100 µM, respectivamente. Quando tratadas com 50 

µM e 100 µM deste composto, observamos respectivamente um aumento de 8,1 % 

(p>0,05) e 43,15 % (p>0,05) na proporção de células na fase G2/M do ciclo celular. 

O tratamento com 50 µM do composto RC10 nestas células também promove 

diminuição de 4,25 % na proporção de células na fase Sub-G0 do ciclo celular, 

embora não atinja significância estatística (p>0,05) (Figura 5.13b).  
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Figura 5.13 -  Análise do ciclo celular por citometria de fluxo na linhagem não tumoral HUVEC tratada com compostos derivados de naftoquinonas. A 
linhagem HUVEC foi tratada por 72h com concentrações crescentes (3,125 µM – 100 µM) dos compostos (a) RC10 e (b) RCDFC. Os Gráficos à esquerda 

representam a proporção de células nas fases G1 (cinza claro), S (cinza escuro) e G2/M (preto), o gráfico à direita é referente à fase Sub-G0 do ciclo celular. DXT 
(100nM)e DOX (1 µM) foram utilizados como controles de morte, onde DXT é o fármaco padrão para pacientes com metástases ósseas e DOX possui mecanismo 

de ação similar aos compostos avaliados. As análises foram feitas no equipamento BD Accuri C6 FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3, a partir de 
três experimentos independentes. Foram adquiridos 10.000 eventos (células) por amostra. Os resultados estão apresentados com a média ± desvio padrão (SD). 

Análises estatísticas foram realizadas através do teste t-student (*p<0.01, **p<0.001, ***p<0.0001). 
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Figura 5.14 - Histograma representativo do ensaio de Anexina V FITC/PI na linhagem não 
tumoral HUVEC tratada com compostos derivados de naftoquinonas. A linhagem HUVEC foi 
plaqueada, tratada por 72h com os compostos RC10 eRCDFC, e coradas com Anexina V/PI. Nos 

quadrantes estão as células (a) controle sem tratamento, marcadas com Anexina/PI, (b) tratadas com 
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DMSO/PBS, tratadas com (c) 6,25 µM de RC10 e (d) 12,5 µM de RC10, e tratadas com (e) 6,25 µM 
de RCDFC e (f) 12,5 µM de RCDFC.  As análises foram feitas no equipamento BD Accuri C6 

FlowCytometer, utilizando o software Summit v.4.3, a partir de três experimentos independentes. 
Foram adquiridos 10.000 eventos (células). 

 

Em conjunto, esses resultados sugerem que o tratamento com os compostos 

derivados de naftoquinonas RC10 e RCDFC apresentam significativa ação citotóxica 

sobre a viabilidade celular das linhagens celulares DU145 e PC3 mestastáticas de 

CaP, porém apresentam menor efeito citotóxico sobre células endoteliais. Da 

mesma forma, não induzem apoptose nas células HUVEC na faixa de concentração 

entre 0,78 µM e 100 µM (Figura 5.14). Entretando, o tratamento das células HUVEC 

com o composto RC10, especialmente na concentração de 100 µM, induz um 

aumento na proporção de células em Sub-G0, indicativo de morte celular apoptótica.
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6. DISCUSSÃO 

 

Grande parte dos pacientes com CaP mestastático se tornam resistentes ao 

tratamento com o quimioterápico padrão, DXT. Além disso, o DXT é uma droga com 

alta citotoxicidade, que acaba afetanto não só células tumorais, como também 

células normais. Diante deste cenário, este tivemos trabalho objetivou rastrear  

novas substâncias bioativas derivadas de naftoquinonas, a fim selecionar as que 

apresentariam melhor efeito citotóxico em modelos celulares metastáticos de CaP, 

assim como avaliar os mecanismos referentes à ciclo celular e apoptose. Avaliamos 

o papel de 34 compostos derivados de naftoquinonas na viabilidade celular. 

Observamos que 4 destes compostos promoveram uma diminuição na viabilidade de 

células de CaP, mas não em células não tumorais. Diante destes achados, 

avaliamos também se o tratamento com estes compostos afetaria a distribuição da 

proporção de células em cada fase do ciclo celular. Verificamos que o tratamento 

com estes compostos aumenta a proporção de células DU145 e PC3 na fase Sub-

G0 do ciclo celular, enquanto que para as células HUVEC, observamos uma maior 

proporção de células na fase S e fase G2/M, de maneira dose-dependente, 

indicativo que essas células irão se duplicar e retornarão ao ciclo. Observamos 

também que em ambas as linhagens tumorais de CaP o tratamento com os 

compostos aumentam a proporção de células em apoptose. Entretanto não houve 

indicativos de indução de apoptose na linhagem não tumoral em resposta ao 

tratamento com estes compostos. Este conjunto de dados corresponde às primeiras 

evidências relatadas para os compostos avaliados, sugerindo que eles podem 

promover a alteração da proporção de células no ciclo celular e induzir células 

tumorais à apoptose, além de parecer possuir menor potencial de citotoxicidade em 

células não tumorais, se comparado ao DXT. 

 Ao avaliar o efeito citotóxico de novos compostos inéditos derivados de 

naftoquinonas sobre a viabilidade celular através de ensaio de MTT em distintos 

tempos com 100 µM de cada um dos compostos avaliados nas células de CaP 

metastático (PC3 e DU145), observamos que apenas o tratamento com os 

compostos das famílias Bis Quinonas (RC10 e RCDFC) e Tióis (3-CH3 Tiol e 4F 

Tiol) promoveram uma redução da viabilidade celular no tempo de 72h.   
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 Observamos que o tratamento com os compostos RC10 e RCDFC reduziram 

significativamente a viabilidade de células PC3 e DU145 na concentração de 100 

µM, enquanto que os compostos 4F-Tiol e 3-CH3 Tiol diminuiram de maneira 

significativa a viabilidade celular em 50 µM e 100 µM. Para as células não tumorais 

HUVEC, apenas o composto RC10 diminuiu de maneira significativa a viabilidade 

das células em 100 µM, entretanto, este tratamento promove menor efeito citotóxico 

sobre as células HUVEC que o composto DXT (93%; p<0,0005), o qual é utilizado 

na clínica no tratamento de pacientes com CaP metastático. 

 Estes achados revelam que os compostos RC10, RCDFC, 3-CH3 Tiol e 4F 

Tiol foram capazes reduzir a viabilidade de células de CaP, DU145 e PC3. Isso vai 

de encontro à literatura, que apresenta resultados similares, que demonstram que o 

tratamento com 1 µM , 5 µM  e 10 µM de β-lapachona diminui a viabilidade de 

células CT26 de câncer colorretal, de maneira dose e tempo-dependente (KEE et al., 

2017a). O mesmo foi observado para células de mama, pancreas e próstata, em que 

o tratamento com 1-50 µM dos compostos derivados de bases de Mannich testados 

neste estudo, como a Lausona, reduziram a viabilidade celular de maneira dose 

dependente (MAHAL et al., 2017).  Os efeitos citotóxicos dos compostos RC10 

e RCDFC podem ser sugeridos como sendo seletivos, uma vez que alteraram, em 

maior proporção, a viabilidade de células tumorais, em comparação ao observado na 

célula não tumoral HUVEC. Além disso, estes compostos se mostraram menos 

citotóxicos que o DXT. Esse resultado está de acordo com a literatura, onde foi 

observado que o tratamento com 2-7 µM dos compostos 1a e 1c, derivados de 

naftoquinonas pentaciclicas, induziram baixa citotoxicidade contra células 

mononucleares de sangue periférico (PBMC). Este resultado sugere seletividade 

para células tumorais, uma vez que os mesmos compostos induziram diminuição na 

viabilidade de linhagens celulares de leucemia, K562, Lucena-1 e Daudi, de maneira 

dose-dependente (SALUSTIANO et al., 2010). Substâncias que possam atuar de 

maneira seletiva sobre células tumorais seriam bons candidatos como estratégia 

terapêutica, uma vez que a terapia usual não se mostra seletiva, que é o caso do 

DXT, que é extremamente citotóxico, podendo gerar diversas reações no paciente, 

como nauseas, neuropatia e perda ou alteração da drenagem normal das lágrimas 

pelas vias lacrimais (KINTZEL; MICHAUD; LANGE, 2006). O DXT é bem conhecido 

por ser o medicamento de primeira linha administrado aos pacientes com CaP, 

principalmente para aqueles com metástases. Este medicamento apresenta uma 
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série de efeitos colaterais, como Apesar de aumentar a expectativa de vida dos 

pacientes e aliviar as dores, com o tempo os pacientes se tornam resistentes ao 

tratamento (HEIDENREICH et al., 2014).  

 O próximo passo do nosso estudo foi investigar através de quais mecanismos 

os compostos selecionados, RC10, RCDFC, 3-CH3 Tiol e 4F Tiol, diminuiam a 

viabilidade celular das células metastáticas de CaP. Para isso, avaliamos a 

modulação do ciclo celular para as concentrações entre 3,125 µM e 100 µM no 

tempo de 72h. Observamos que para a linhagem DU145, o tratamento com o 

composto RC10 promoveu um aumento na proporção de células em Sub-G0 em 

todas as concentrações analisadas, se comparado com o controle, assim como para 

o composto RCDFC. Para o composto 3-CH3 Tiol, observamos um aumento na 

proporção de células em Sub-G0 de maneira dose-dependente. Já para o composto 

4F-Tiol, há um aumento na proporção de células em Sub-G0 nas concentrações de 

50 µM e 100 µM, se comparado ao controle. Para a linhagem PC3, observamos que 

o tratamento com composto RC10 aumentou a proporção de células na fase Sub-G0 

apenas na concentração de 12,5 µM. Para o composto RCDFC, não foram 

observadas alterações na proporção de células na fase Sub-G0 em nenhuma das 

concentrações avaliadas. Para o composto 3-CH3 Tiol, observamos um aumento na 

proporção de células em Sub-G0 apenas no tratamento com 50 µM e 100 µM. Com 

relaçao ao  composto 4F-Tiol, houve um aumento na proporção de células em Sub-

G0 nas concentrações de 25 µM, 50 µM e 100 µM se comparado ao controle com 

DMSO. Nossos resultados corroboram com os estudos da literatura, em relação à 

naftoquinonas, que em diferentes concentrações causam um acúmulo de células em 

Sub G0/G1, modulando o ciclo celular, além de levar as células à morte apoptótica 

(LIU et al., 2017; ZHAI et al., 2017; PRASAD et al., 2018). Além disso, o acúmulo de 

células em Sub-G0 pode ser indicativo de parada do ciclo, também sugestivo de 

senescência, o que proporia o uso desses compostos justamente para interromper 

ou alterar o ciclo celular. Assim, estes compostos apresentam potencial aplicação 

quimioterápica, atuando seletivamente sobre essas células que não estão ciclando. 

Já foi mostrado que compostos derivados de berberina induzem a expressão de 

moléculas do mecanismo de reparo do ciclo celular envolvidas na senescência, 

sugerindo que estes compostos possuem potencial como uso terapêutico contra 

câncer de mama (PIERPAOLI et al., 2018). 
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 Quando avaliamos os resultados de ciclo celular obtidos na linhagem não 

tumoral HUVEC, observamos que especialmente o tratamento com 100 µM do 

composto RC10 aumenta significativamente a proporção de células em Sub-G0. 

Esse resultado corrobora nossos achados relacionados à a citotoxicidade observada 

nos ensaios de MTT, onde este foi o composto mais bioativo, apresentando maior 

citotoxicidade na concentração de 100 µM . Já para o composto RCDFC, assim 

como para as demais concentrações do composto RC10 avaliadas, não ocorre 

alteração na proporção de células na fase Sub-G0. Entretanto, ocorre uma maior 

proporção de células na fase S e fase G2/M, de maneira dose-dependente, 

indicando que essas células irão se duplicar e retornarão ao ciclo.  

 Sabe-se que a regulação do ciclo celular é um dos mecanismos essenciais 

para a manutenção e reparo aos danos gerados ao DNA da célula (ALBERTS et al., 

2002). Além disso, a inibição da proliferação celular pode ocorrer pela indução de 

apoptose e/ou parada do ciclo celular. Sendo assim, uma vez feita a triagem dos 

compostos, e estes tendo sido testados quanto a sua influência no ciclo celular, 

foram feitos experimentos para avaliar se os compostos selecionados atuariam 

promovendo morte em linhagens celulares tumorais de próstata, pois além de serem 

seletivos sobre células tumorais, faz-se necessário que drogas antitumorais atuem 

na promoção da morte celular apoptótica.  

 Em um experimento preliminar, avaliamos a modulação da morte celular por 

marcação com Anexina V/PI e observamos que, para todos os compostos avaliados, 

as concentrações de  100 µM, 50 µM e 25 µM levavam as células à morte, de tal 

forma que não conseguíamos adquirir as amostras no citômetro. Em consequência, 

optamos por avaliar apenas as concentrações de 12,5 µM e 6,25 µM. Nossos dados 

indicaram que especialmente o tratamento da linhagem DU145 com os compostos 

RC10 e RCDFC levou a indução de morte celular por apoptose de maneira dose 

dependente, sendo ainda maior do que a indução causada pelo tratamento com 

DXT. Por outro lado, em relação aos tióis, há uma maior proporção de morte na 

concentração de 6,25 µM. Já para a linhagem PC3, podemos observar em todos os 

compostos analisados que há maior indução de apoptose (cerca de 10%) na 

concentração de 6,25 µM. Estes dados estão de acordo com os resultados de ciclo 

celular, onde observamos um acúmulo de células em Sub-G0 na presença dos 

compostos avaliados. Resultados similares demonstraram que o tratamento com 2,5 

µM e 5 µM  de diferentes naftoquinonas pode induzir apoptose em células EL-4 de 
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linfoma T de maneira dose dependente (DI ROSSO et al., 2013). Tem também sido 

descrito que o tratamento com 1-20 µM da naftoquinona Plumbagina induz morte 

celular apoptótica em uma série de modelos tumorais, assim como em CaP (LIU et 

al., 2017; DE et al., 2018). Sendo assim, especialmente os compostos RC10 e 

RCDFC correspondem à compostos que merecem estudos mais aprofundados para 

serem avaliados quanto à potencialidade de uso em abordagens terapêuticas 

adicionais para o tratamento de CaP metastático. Na linhagem não tumoral HUVEC, 

não foi observada nenhuma alteração nos níveis de morte, independente do 

composto ou da concentração avaliada. Talvez fosse necessário avaliarmos 

concentrações maiores, a fim de avaliar se ainda assim não haveria indução de 

morte nas linhagens não tumorais.  

 O composto RC10 é uma bis-quinona com estrutura não-simétrica, possuindo 

uma hidroxila no anel aromático que está ligado as duas carbonilas, e essa hidroxila 

faz com que a molécula perca a simetria. Na literatura não existem exemplos dessa 

molécula do tipo não simétrica, sendo o nosso trabalho o pioneiro nesse sentido. 

Acredita-se que a presença dessa hidroxila aumente a atividade biológica, uma vez 

que já há relatado para o composto hidroxi juglona que a hidroxila nesse anel 

aromático conjugado ao anel da quinona, melhora a atividade estrutural do 

composto (SILVA et al., 2013). O composto RCDFC, por outro lado, é uma bis-

quinona com estrutura simétrica. Esse tipo de estrutura já é bem discutida na 

literatura por possuir potencial anti-neoplásico (NEVES et al., 2010a; BALA et al., 

2014; CHEN et al., 2015; FRASINYUK et al., 2015; ISLAM et al., 2018).  

 Tem sido relatado que a linhagem DU145 e a linhagem PC3 apresentam 

respostas diferentes ao tratamento com naftoquinonas, assim como os resultados 

obtidos neste estudo, sugerindo que em cada uma destas linhagens possa haver 

mecanismos celulares e redutases que atuam diferencialmente em cada uma destas 

(PLANCHON et al., 2001; SUZUKI et al., 2006; ROSS et al., 2011). Além disso, o 

uso de diferentes concentrações de compostos naturais em diferentes modelos ou 

linhagens tumorais pode ser justificada pela heterogeneidade tumoral, pela 

complexicidade molecular dos diferentes tipos de tumores (MITRA et al., 2015) , e 

ainda pela estrutura molecular de cada um dos compostos avaliados. 

 Em resumo, nossos achados são os primeiros à respeito dos compostos 

RC10, RCDFC, 3-CH3 Tiol e 4F-Tiol, reunindo resultados quanto à citotoxicidade, 

ciclo celular e apoptose em células metastáticas de CaP, sendo ainda o pioneiro no 
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estudo de moléculas com estrutura não simétrica. Esses resultados propoem esses 

compostos como possíveis indutores de morte celular apoptótica, além de causarem 

um acúmulo de células em Sub-G0, que poderia ser indicativo de senescência.  

 Apesar de nosso estudo apontar compostos inéditos derivados de 

naftoquinonas como potenciais alvos à terapia, estudos futuros se fazem 

necessários para uma melhor compreensão sobre os mecanismos moleculares 

pelos quais as naftoquinonas estudadasno presente trabalho auxiliam na indução de 

morte celular. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 Dentre as familías de compostos derivados de naftoquinonas avaliadas, 4 

pertecentes às classes das Bis Quinonas e Tióis nomeados de RC10, RCDFC, 

3-CH3 Tiol e 4F-Tiol) foram os que apresentaram efeito citotóxico sobre 

linhagens celulares metastáticas de CaP, DU145 e PC3; 

 

 Estes 4 compostos promoveram alteração da viabilidade células ao induzir 

acúmulo de células na fase Sub-G0 do ciclo celular, bem como induziram 

apoptose sobre as linhagens celulares metastáticas de CaP DU145 e PC3.  

 

 Este trabalho apresentou as primeiras evidências de que os sintéticos inéditos 

derivados de naftoquinonas denominados de RC10, RCDFC, 3-CH3 Tiol e 4F-

Tiol apresentam efeito citotóxico sobre células mestastáticas de CaP e que 

estes efeitos parecem ser predominantes em células tumorais de CaP, uma 

vez que não apresentem os meus efeitos sobre uma linhagem celular endotelial 

testada no presente estudo.  

 

 Estes achados abrem perspectivas de testagem destes compostos em 

combinação com demais quimioterápicos em uso clínico no CaP, abrindo 

perspetivas futuras de otimização dos efeitos citotóxicos desdes fármacos. 
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8. PERSPECTIVAS 

 

 Nosso trabalho iniciou os estudos preliminares à respeito dos compostos 

avaliados, RC10, RCDFC, 3CH3-Tiol e 4F-Tiol, Propomos como perspectivas deste 

estudo a combinação do uso desses compostos com o quimioterápico padrão da 

clínica, DXT, a fim de que a combinação dos possíveis mecanismos de ação 

promovam uma melhoria de seus efeitos citotóxicos. 

 Propomos ainda avaliação de vias de sinalização, como AKT, avaliação de 

p53 e PTEN, a fim de avaliar como se comporta a modulação da via e desses genes 

mediante o tratamento com os compostos selecionados. 
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