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RESUMO

OLIVEIRA, Marcos Rodrigo de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
junho de 2017. Avaliagado da atividade antimelanoma de formulagao
transdérmica de um derivado sintético de dibenzoilmetano. Orientadora: Marisa
Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Gaspar Diaz Muioz, Anésia Aparecida dos
Santos, Marcio Santos Rocha e Gustavo Costa Bressan.

O céancer (neoplasia maligna ou tumor maligno) pode ser conceituado como uma
massa de tecido cujo crescimento excede ao crescimento dos tecidos saudaveis e
que persiste mesmo depois da interrupcdo dos estimulos que o desencadeou. O
melanoma se destaca entre os tipos de cancer mais agressivos, com cerca de
1.500 mortes ao ano no Brasil. O estresse oxidativo pode ter um papel importante
no melanoma. Células de melanoma revelam um elevado nivel de acidos graxos
poli-insaturados, os quais sdo alvos sensiveis a peroxidagao lipidica, a qual leva a
formacao de aldeidos a,B-insaturados, como o malondialdeido (MDA). Na constante
busca por novas terapias eficazes para o tratamento do melanoma, os derivados de
dibenzoilmetano se tornaram foco do estudo devido a suas propriedades
fotoprotetoras, antitumorais e antimicrobiana. O dibenzoilmetano (DBM) (1,3-
Difenilpropano-1,3-propanodiona) e seus derivados sdo substancias pertencentes a
classe dos flavonoides, raramente encontrados na natureza e tém sido isolados
de algumas espécies de Lonchocarpus, além de poderem ser obtidos através de
sintese organica. Dessa forma, com o objetivo de sintetizar, caracterizar e avaliar a
atividade antimelanoma do composto inédito na literatura, 1,3-difenil-2-benzil-3-
hidroxi-1-propanona (DBPOH), foi realizada a sintese, purificagcdo por HPLC e
caracterizagdo através de RMN H' e RMN C"™ do composto. Foram realizados
testes in vitro, in vivo, de uma formulacdo transdérmica em células B16F10 e
camundongos C57BL, respectivamente. A sintese realizada em duas etapas teve o
rendimento de 78% na primeira e de 48% na segunda etapa. O composto foi
detectado no plasma de camundongos apos a aplicagdo de uma formulagao
transdérmica, através de LC-MS. Apds o teste de citotoxicidade realizado com MTT,
a ICso foi 10,5 pyg/mL para as células da linhagem melan-A, de 3,8 pyg/mL para a
B16F10, respectivamente, com indice de seletividade (IS) de 2,7. O tratamento em

células B16F10 por 16 horas com o composto DBPOH induziu a morte
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majoritariamente por apoptose na concentracdo 13,903 pg/mL (44 pM) (Anexina V-
FITC*/PI- e Anexina V FITC*/PI"). Nessa concentragdo, o composto induziu em
torno de 94% de apoptose nessas células. Nao houve alteracédo nos valores de
ambas as transaminases ALT e AST. Os valores de creatinina sérica também né&o
foram diferentes significativamente (p>0,05) entre os tratamentos. Foi verificado que
na dosagem do acido urico sérico, houve uma diminuicdo de 48%, 50%, 50% e
76%, nos tratamentos com as concentrag¢des: 0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00 mg/g e
2,00 mg/g, respectivamente (p<0,05). O composto DBPOH reduziu a atividade da
Glutationa S Transferase em 27% e 16% nas concentragdes 0,50mg/g e 1,00
mg/g, respectivamente, nos tumores. Com relacdo ao tecido hepatico, foram
observadas alteragbes nas concentracbes de malondialdeido em todos os
tratamentos, com diminuigcdes de 72%, 65%, 79% e 88%, nas concentrag¢des 0,25
mg/g, 0,50 mg/g, 1,00mg/g e 2,00 mg/g, respectivamente. Com relagdo a catalase,
somente o tratamento com 2,00mg/g, reduziu sua atividade, cerca de 40%. Os
dados obtidos indicam que o composto DBPOH pode ser um candidato a
medicamento para o tratamento do melanoma, mais estudos complementares sao
necessarios para garantir a seguranga com relagao a toxicidade e para verificar o

mecanismo de acao e a farmacocinética do composto.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Marcos Rodrigo de Oliveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
June, 2017. Evaluation of the antimelanoma activity of a transdermal
formulation of a synthetic derivative of dibenzoylmethane. Adviser: Marisa Alves
Nogueira Diaz. Co-advisers: Gaspar Diaz Mufoz, Anésia Aparecida dos Santos,
Marcio Santos Rocha and Gustavo Costa Bressan.

Cancer (malignant neoplasm or malignant tumor) can be conceptualized as a mass
of tissue whose growth exceeds the growth of healthy tissues and that persists even
after the interruption of the stimuli that triggered it. Melanoma stands out among the
most aggressive types of cancer, with around 1,500 deaths a year in Brazil. Oxidative
stress may play an important role in melanoma. Melanoma cells reveal a high level of
polyunsaturated fatty acids, which are targets sensitive to lipid peroxidation, which
leads to the formation of a, B-unsaturated aldehydes, such as malondialdehyde
(MDA). In the constant search for new effective therapies for the treatment of
melanoma, the dibenzoylmethane derivatives became the focus of this study due to
their photoprotective, antitumor and antimicrobial properties. Dibenzoylmethane
(DBM) (1,3-Diphenylpropane-1,3-propanedione) and its derivatives are substances
belonging to the class of flavonoids, rarely found in nature, which have been isolated
from some Lonchocarpus species, and can be obtained through Organic synthesis.
Thus, in order to synthesize, characterize and evaluate the antimelanoma activity of
the novel compound in the literature — 1,3-diphenyl-2-benzyl-3-hydroxy-1-propanone
(DBPOH) — the synthesis, purification by HPLC, and characterization by means of 1
H NMR and 13 C NMR of the compound were executed. In vitro and in vivo tests of a
transdermal formulation were carried out on B16F10 cells and on C57BL mice,
respectively. The synthesis performed in two steps yielded 78% in the first and 48%
in the second stage. The compound was detected in the plasma of mice after
application of a transdermal formulation via LC-MS. After the MTT cytotoxicity test,
the IC50 was 10.5 yg / mL for the melan-A cell line, from 3.8 ug / mL to B16F10,
respectively, with a selectivity index (IS) of 2,7. Treatment in B16F10 cells for 16
hours with compound DBPOH induced death mainly by apoptosis in the
concentration of 13,903 ug / mL (44 yM) (Annexin V-FITC + / PI- and Annexin V

FITC + / Pl +). At this concentration, the compound induced around 94% apoptosis in
XV



these cells. There was no change in the values of both ALT and AST transaminases.
Serum creatinine values were also not significantly different (p> 0.05) between
treatments. Serum uric acid levels were decreased by 48%, 50%, 50% and 76% in
the treatments with concentrations 0.25 mg/g, 0.50 mg/g, 1.00 mg/G and 2.00 mg /g,
respectively (p <0.05). The DBPOH compound reduced the activity of Glutathione S
Transferase in the tumors by 27% and 16% at concentrations of 0.50 mg /g and 1.00
mg/g, respectively. In relation to hepatic tissue, changes in malondialdehyde
concentrations were observed in all treatments, with decreases of 72%, 65%, 79%
and 88%, at concentrations of 0.25 mg/g, 0.50 mg/g, 1.00 mg/g and 2.00 mg/qg,
respectively. Regarding catalase, only the treatment with 2.00mg / g reduced its
activity by about 40%. The data obtained indicate that the compound DBPOH may be
a drug candidate for the treatment of melanoma. Further studies are needed to
ensure safety with respect to toxicity and to verify the mechanism of action and

pharmacokinetics of the compound.
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INTRODUGAO GERAL

O cancer (neoplasia maligna ou tumor maligno) pode ser conceituado como
uma massa de tecido cujo crescimento excede ao crescimento dos tecidos
saudaveis e que persiste mesmo depois da interrup¢gdo dos estimulos que o
desencadeou. E um crescimento auténomo que compete com o organismo
hospedeiro pelo seu suprimento nutricional e energético. Devido ao crescimento
incontrolavel, os tumores malignos tendem a ser muito agressivos, podendo se
espalhar para outras regides do corpo (COTRAN et al., 2004; MCGEE et al., 1992;
WILLIS, 1952).

No Brasil, é estimada para os anos de 2016/2017, uma média de 596.070
novos casos de cancer. Entre esses, sao 5.670 casos de cancer de pele tipo
melanoma que, embora apresente baixa incidéncia, possui alta letalidade, com
cerca de 1.500 mortes ao ano (INCA, 2016). Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS — World Health Organization — WHO), sao esperados para o ano de
2025, mais de 20 milhdes de novos casos de cancer e o numero de mortes
causadas pela doencga deve superar a estimativade 8,2 para 13 milhdes anuais. A
OMS também alerta para a alta incidéncia, especialmente entre os paises em
desenvolvimento. A estimativa mundial, realizada em 2012, apontou que mais de
60% de novos casos ocorreram em paises em desenvolvimento. Para a
mortalidade, a situagéo agrava-se quando se constata que, dos 8 milhdes de ébitos
previstos, 70% ocorreram nesses mesmos paises (INCA, 2016). No Brasil, a
incidéncia de melanoma ainda é baixa, representando anualmente cerca de 1% de
NOVOS casos.

Os tipos mais comuns de cancer sao os de pele, préstata, mama feminina,
pulmao, célon e reto, sendo o primeiro aquele de maior incidéncia no Brasil e de
menor letalidade, com excegao do melanoma (INCA, 2016).

O melanoma é um dos tipos de cancer humano mais agressivo e
resistente ao tratamento, tendo aumentado radicalmente em todo o mundo durante
as Uultimas décadas. Existem algumas caracteristicas gerais morfolégicas do
melanoma que sdo usadas para o seu diagndstico como: tamanho, ulceragao,
necrose, simetria, delimitagao lateral, melanizacdo (VERONESE et. al, 2004). Seu

crescimento ocorre em duas fases: a primeira € a fase radial, em que o melanoma
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cresce no interior da epiderme e derme superficial, a segunda é a etapa de
crescimento vertical, em que o0 melanoma se expande em dire¢gdo as camadas mais
internas da derme (KUMAR et al., 2005), e a transicdo da primeira para a segunda
etapa é considerada o evento mais critico da progressao deste tipo de tumor, pois
envolve o escape do controle de crescimento realizado pelos queratindcitos
(TARAPORE, 2013). Apesar de agrupamentos de casos de melanoma sucederem
em uma familia devido a padrées comuns de exposigdo solar, até o presente ja
foram identificados, também, alguns fatores genéticos associados. Estima-se que,
em média, 10% dos melanomas sejam causados por mutagdes germinativas em
genes de suscetibilidade, sendo hereditarias. Até o momento, os dois principais
genes de suscetibilidade associados ao melanoma familiar sio CDKN2A e CDK4
(CARVALHO et al., 2004; LAW et al., 2012). As mutagcdes no primeiro gene sao
observadas em 10% das familias que apresentam dois casos de melanoma e em
até 40% das familias com trés ou mais casos. As mutagdes no gene CDK4 sao
raras e menos significativas (LAW et al., 2012).

Estudos propbéem que a exposi¢cdo aos raios ultravioleta seja responsavel
pela maior parte dos canceres cutaneos do tipo ndo melanoma e possivelmente dos
melanomas (BAKOS, 2006). Raios UVB (ultravioleta B) sdo estimuladores de
inflamacéao e formacao de fotolesbes do DNA, como os dimeros de timina (SKLAR
et al., 2013; PFEIFER et al., 2005), enquanto os raios UVA (ultravioleta A) sao
menos ativos, mas possuem uma potente acao dirigida para a formagao de radicais
livres, causando danos ao DNA e macromoléculas (TYRRELL 1995; SANDER et
al.,, 2004; BURKE, 2010). Além da exposicdo em excesso a radiagao solar, a
utilizacdo de fontes artificiais de radiacdo aumenta ainda mais o risco de
desenvolvimento do melanoma, como no bronzeamento artificial utilizando as
camaras de bronzeamento. Argumentava-se que essa seria uma Opgao segura,
pois as lampadas que sao utilizadas sé emitem os raios UVA, que sdo os de
comprimento longo, entretanto, recentes estudos mostram que os raios UVA sao os
principais causadores do melanoma.

O bronzeamento artificial (bronzeamento com lampada ultravioleta) tem
aumentado nos ultimos 20 anos, sendo utilizado com frequéncia entre adolescentes
e adultos de pele mais clara. Estudos vém demonstrando, nos ultimos 15 anos, um
maior risco do desenvolvimento do melanoma pelas pessoas que utilizam a camara
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de bronzeamento, sendo que ha evidéncias que esse risco aumenta ainda mais
quando o uso se inicia antes dos 30 anos de idade (BAKOS, 2006).

O estresse oxidativo pode ter um papel importante no melanoma. Células de
melanoma revelam elevado nivel de acidos graxos poli-insaturados (PICARDO et al.
1996), os quais sao alvos sensiveis a peroxidagao lipidica, a qual leva a formagao
de aldeidos a,p-insaturados, como o malondialdeido (MDA), que ja foi demonstrado
ser mutagénico e carcinogénico (MARNETT, 1999). Ja foi demonstrado elevados
niveis de MDA na area do melanoma, além disso, altos niveis de MDA também
foram encontrados n&o s6é em células do melanoma, mas também na area do
entorno dos queratindcitos, indicando um severo dano oxidativo nessa regiao
(SANDER et al. 2003).

Ha cerca de 15 anos, poucos tratamentos estavam disponiveis para o
melanoma metastatico e nenhum era particularmente efetivo. Pacientes com
melanoma avangado, com metastases nos nodos linfaticos ou outros érgaos tinham
uma meédia de vida entre 8 e 9 meses e somente 15% sobreviviam mais de 3 anos
(KAUFMAN et al., 2013). A quimioterapia convencional com Dacarbazina sozinha
estava associada com uma taxa de resposta objetiva de 15% e, além disso, parte
dessa resposta era parcial (LUl et al., 2007). Em 2002, pesquisadores descobriram
que dois tercos dos melanomas tinham uma uUnica mudanca na codificagdo da
proteina serino-quinase BRAF, a troca de um residuo de aminoacido tornava a
sinalizagao celular descontrolada em direcado a proliferagao celular (DAVIES et al.,
2002). Esse foi um importante marco no tratamento do melanoma em seu estagio
avancgado. Pela primeira vez, uma droga para o tratamento do melanoma, poderia
atuar em uma via conhecida e os resultados eram animadores. O primeiro inibidor
de BRAF, Vemurafenib, numa triagem de fase | mostrou a completa remissdo do
tumor em 25 de 32 pacientes (FLAHERT et al., 2010). Um estudo de fase Ill mostrou
que depois de trés meses de terapia com Vemurafenib, 74% dos pacientes com
mutacdo BRAF (V600E), sobreviviam mais que os pacientes que recebiam o
tratamento padrdao (CHAPMAN et al., 2011) e 48% viam o crescimento de seus
tumores diminuiram ou pararem. Mas, apesar da inovacao e o inicio dos tratamentos
terem sido muito promissores, o melanoma descobriu outra rota para progredir em
seu desenvolvimento. Assim, muitos pacientes estavam resistentes ao tratamento

seis meses apods o inicio do mesmo (VILLANUEVA, 2010; POULIKAKOS, 2010;
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PARAISO, 2010). Rapidamente, outras proteinas da via de sinalizagdo mais
importante no melanoma, MAPK (mitogen-activated protein kinase), estavam sendo
pesquisadas (TRUNZER et al., 2013). Dentre as proteinas pesquisadas, MEK1
também integrante da via das MAPK, tem sido estudada como alvo de inibigcao,
sozinha e em associagdo com inibidores de BRAF mutantes. Além disso, esses
tratamentos mais especificos como inibidores de vias especificas e interferon sao
muito onerosos, tanto para o Sistema Unico de Saude (SUS) quanto para unidades
particulares. Uma pesquisa feita entre os anos de 2000 e 2007 mostra que, s6 no
estado de Sao Paulo, o custo nos estagios mais avangados do melanoma, onde o
uso de medicamentos é maijoritario, passou de mais de 66 mil e 130 mil reais por
paciente no SUS e convénios, respectivamente (SOUZA, 2009).

O cancer é um problema de saude publica mundial, despertando o interesse
na pesquisa para o desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral e
também novos processos de diagndsticos, que identifique o0s tumores
precocemente, com maior eficiéncia (BOGO, 2012). Atualmente, o tratamento da
neoplasia pode ser feito através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou
transplante de medula 6ssea. Em muitos casos, € necessario combinar mais de um
procedimento (INCA, 2016).

Na constante busca por novas terapias eficazes para o tratamento do
melanoma, os derivados de dibenzoilmetano se tornaram foco de estudo, devido as
suas propriedades fotoprotetoras, antitumorais e antimicrobianas (NOGUEIRA et
al., 2003; HUBAUD et al, 2008, ZAWADIAK; MRZYCZEK, 2012). O
dibenzoilmetano (DBM) (1,3-Difenilpropano-1,3-diona) e seus derivados sao
substancias pertencentes a classe dos flavonoides, raramente encontrados na
natureza, e tém sido isolados de algumas espécies de Lonchocarpus
(MAGALHAES et al., 1996, 1997; NOGUEIRA et al., 2003). Na natureza, os DBMs
sdo encontrados em familias como Annonacea, Asteracea, Menispermaceae,
Rosaceae, Salicaceae e, especialmente, Fabaceae (géneros Glycyrrhiza e
Lonchocarpus). Os derivados de DBM também podem ser obtidos por meio de
sintese organica (MAGALHAES et al., 1997). Estudos anteriores demonstram que a
inibicdo do crescimento de células do cancer de mama, melanoma e pulm&o pelo
dibenzoilmetano sintético 1,3-difenil-2-alil-1,3-propanodiona (NOGUEIRA et. al.,
2003). Huang e colaboradores (1998) verificaram que ao administrar uma dieta de
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DBM a 1%, em ratas Sencar, conseguiu-se inibir em 97% o tumor mamario,
induzido por 7,12-dimetilbenz[alantraceno (DBMA). A incidéncia de
linfomas/leucemias também foi induzida pelo DBMA e completamente inibida.
Estudos tém relacionado a atividade do DBM a mecanismos celulares variados
como supressao da progressao do ciclo celular, inibicdo da mutagenicidade, indugéo
da apoptose (WANG etal., 2011) e atividade antioxidante (HEGEDUS et al., 2013).
Ressalta-se que a biodisponibilidade oral desses compostos permanece
como uma barreira a ser superada. Muito importante também s&o os cuidados
especiais com substancias novas, para que as mesmas nao possam causar
danos ao organismo. Com o objetivo de avaliar a atividade antimelanoma na
reducdo do tumor, avaliagcdo do estresse oxidativo e impactos nos parametros
bioquimicos do 1,3-difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona (DBPOH), foram
realizados testes in vitro, in vivo, de uma formulagéo transdérmica em células de
melanoma murino B16F10 e camundongos C57BL, respectivamente. Essa tese foi
dividida em trés capitulos, em formatos de artigos. No primeiro capitulo, foi feita
uma revisdo sobre as B-dicetonas; no segundo, foi abordada a parte da sintese e
caracterizagdo do derivado do dibenzoilmetano, uma substancia inédita na
literatura. E no terceiro capitulo, foram abordados os experimentos in vitro e in vivo,

do derivado do dibenzoilmetano.
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CAPITULO 1 - REVISAO

B-DICETONAS: PROPRIEDADES QUIMICAS E BIOLOGICAS

RESUMO
As [-dicetonas sdo compostos que tém chamado bastante atencdo dos
quimicos organicos, inorganicos e fisico-quimicos, por apresentarem
caracteristicas peculiares muito interessantes, principalmente devido a sua
utilizagdo como agentes de extracdo de metais, na sintese de compostos
luminescentes, e por apresentarem atividades bioldgicas anti-inflamatoria,
antiviral, antibacteriana e antitumoral. O derivado de dibenzoilmetano (DBM)
(1,3-Difenilpropano-1,3-diona) e diferoilmetano (DFM) (3-methoxyphenyl-1,6-
heptadiene-3,5-dione), sdo exemplos de [(-dicetonas, cujas atividades
antitumorais e fotoprotetoras vém sendo exploradas em diversos estudos.
Na natureza, DBM sdo encontrados, em familias como Annonaceas,
Asteraceas, Menispermaceaes, Rosaceaes, Salicaceaes e, especialmente,
Fabaceaes (género Glycyrrhiza e Lonchocarpus) e os diferoilmetanos (DFM)
encontrados na familia Zingiberaceae principalmente na espécie Curcuma
longa. Nesta revisdao, foram exploradas as atividades fotoprotetoras e
antitumorais, bem como os mecanismos de agdo desses compostos e sua

farmacocinética.
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ABSTRACT

B-diketones are compounds that have attracted a great deal of attention from
organic, inorganic and physicochemical chemists, since they have very
interesting peculiar characteristics, mainly due to their use as metal extraction
agents in the synthesis of luminescent compounds and because they present
biological activity as anti-inflammatory, antiviral, antibacterial and antitumor. B-
Diketones are also referred to as dibenzoylmethanes (DBM) (1,3-
Diphenylpropane-1,3-dione) and dipheroylmethanes (DFM) (3- methoxyphenyl-
1,6-heptadiene-3,5-dione). Antitumor and photoprotective activities (DBM)
have been explored in several studies. In nature, dibenzoylmethanes (DBM)
are found in families such as Annonaceas, Asteraceas, Menispermaceae,
Rosaceae, Salicaceae and especially in Fabaceae (genus Glycyrrhiza and
Lonchocarpus) and the diferoylmethanes (DFM) found in the Zingiberaceae
family, mainly in the Curcuma longa species. In this review, the
photoprotective and antitumor activities were explored, as well as the

mechanisms of action of these compounds and their pharmacokinetics.
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INTRODUGAO

As B-dicetonas (figura 1) sdo compostos que tém chamado bastante atencéo
dos quimicos organicos, inorganicos e fisico-quimicos, por apresentarem
caracteristicas peculiares muito interessantes, principalmente devido a sua
utilizagdo como agentes de extragdo de metais, na sintese de compostos
luminescentes (CHENG et al., 2011) e por apresentarem atividades biolégicas anti-
inflamatadria, antiviral, antibacteriana e antitumoral (ZHANG, 2003; NOGUEIRA et al.,
2003; SINGH et al.,, 2013; ALMELAH et al.,, 2016; CHINTHALA et al., 2017,

PETTINARI et al., 2017;; ).
O
|

R1 R2

R3

Figura 1 - Estrutura geral das B-dicetonas, os substituintes de R1, R2 s&o diferentes de hidrogénio e
R3 podem ser hidrogénios ou outros substituintes.

Em relacdo a atividade antitumoral, as B—dicetonas tém demostrado serem
compostos bastante promissores, tanto na forma livre, como complexada com
alguns metais como Cu e Pt (NOGUEIRA et al., 2003; WILSON,2012). Estes
compostos tanto podem ser encontrados na natureza, quanto podem ser obtidos
por meio de sintese organica (MAGALHAES et al., 1997).

Nos ultimos anos, foram escritos artigos sobre alguns membros das
B—dicetonas, com promissora atividade antitumoral para diversos canceres. Aqui,
busca-se apresentar as caracteristicas quimicas e estruturais desta classe de
compostos representado pelo dibenzoilmetano e a acdo de alguns desses
compostos de origens sintética e natural nos mais variados tipos de céncer e outras

atividades bioldgicas.

Sintese e caracteristicas estruturais

Compostos B-dicetonados, ou simplesmente B-dicetonas, tém sido usados
como importantes intermediarios em sintese organica, sendo preparados atraves
da condensacédo de Claisen, uma reacdo muito antiga datando de séculos atras
(CLAISEN, 1887).

Esses compostos apresentam como caracteristica a presenga de um grupo
12



metileno entre as duas carbonilas, que pode ou ndo estar substituido. Nos
compostos n&o substituidos, uma das caracteristicas mais importantes € a
existéncia de tautomerismo ceto-endlico. Porém, ao contrario do que ocorre com 0s
compostos monocarbonilicos, que apresentam uma forma enol e uma cetdnica,
sendo a ultima favorecida, no caso das B-dicetonas ocorre predominancia da forma
endlica. Isto pode ser comprovado através de estudos espectroscopicos de RMN 'H
(RUSTINI, 2003).

A tautomeria resulta da transferéncia do Ha do carbono para o oxigénio, com
clivagem simultanea da ligagédo C=0 e formacéo da ligagdo C=C. A tautomerizagao
requer um arranjo conformacional no qual a ligagédo C-Ha se orienta ortogonalmente
em relagcdo ao plano da ligagdo C=0, permitindo a transferéncia dos elétrons da
ligagdo oC-H para o orbital antiligante vazio n*CO necessaria para formar a
ligacdo C=C (COSTA et al., 2003).

Nos compostos monocarbonilicos, ocorre um favorecimento da forma
cetbnica. Isto ocorre porque existe uma diferenca de 12 kcal/mol a favor da forma
cetdnica em relag&o a endlica, favorecendo entdo a primeira (SMITH et al., 2001),

figura 2.

H O Pll 0—| H
[
R2—|C—C— Ry ~— Rz—fliz C—Ry
R3 R3

Figura 2 - Equilibrio ceto-endlico em compostos monocarbonilicos, favorecendo a forma cetonica.

No caso das B-dicetonas, este favorecimento ocorre pelo fato da ligagdo C=C
da forma endlica encontrar-se em conjugagdo com a ligagao C=0. Isto se deve a
formacdo de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular que estabiliza a forma
endlica, fazendo com que esta predomine sobre a forma cetdnica em 84%, figura 3
(SMITH et al., 2001; COSTA et al., 2003).

o) o) H..
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Figura 3 - Equilibrio ceto-endlico em compostos dicarbonilicos, favorecendo a forma alddlica.

A B-dicetona mais simples € a acetilcetona (Hacac), na qual os substituintes
R1 e Rz sdo grupos metilas e os substituintes Rs, s&o hidrogénios. Varios compostos
B-dicetonas tém sido preparados através da reacédo classica de acilagdo de cetonas
ou ésteres ou através da utilizagado de haletos de acila ou ésteres. Nas figuras 4 e 5,
€ possivel observar as estruturas de algumas B-dicetonas alifaticas, aromaticas e

heterociclicas sintetizadas a partir desse método (BINNEMANS, 2005).

Hacac Hdmh Htrimh
I I W W
Hmhd Htod Htmod

Figura 4 - 3-dicetonas com substituintes alifaticos.

‘ O o
O O I
O O
CH;0 OCH,
@W@
O O O o

Qo OO
o o (0] (o)

Figura 5 - §-dicetona aromaticas e heterociclicas.

B-dicetonas sdo compostos que atraem o interesse da area de quimica de

coordenacao, pela capacidade que possuem de reagir com ions metalicos para
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produzir uma série de complexos, 0s quais sao empregados como aditivos para
combustiveis, fluidos supercriticos, € em inumeras reagdes de condensag¢ao, como
por exemplo, complexos heterobimetalicos de lantanideos, que tém sido usados
como catalisadores assimétricos em sintese organica. As (-dicetonas se
apresentam, principalmente, na forma endlica e como quelatos de metais, na
presenca de ions como Fe?*, Cu?* e Zn?*, sendo que tais propriedades quelantes
podem representar papel importante nas suas atividades antitumorais (QIAN et al.,
2010).

As B-dicetonas sdao também denominadas dibenzoilmetanos (DBM) (1,3-
Difenilpropano-1,3-diona) e diferoilmetanos (DFM) (3-methoxyphenyl-1,6-
heptadiene-3,5-dione), cuja estrutura geral se encontram representada na figura 6,
em suas formas enolizadas. Sdo compostos cujas atividades antitumorais e
fotoprotetoras (DBM) vém sendo exploradas em diversos estudos (SINGLETARY et
al., 1998; NOGUEIRA et al., 2003; NAKANO et al., 2004; KHOR et al., 2009).

DFM

Figura 6 - 1,3-Difenilpropano-1,3-diona (DBM) e 1,7-Difenil-1,6-heptadieno-3,5-diona (DFM -
diferoilmetano).

Na natureza, os dibenzoilmetanos (DBM) sdo encontrados em familias como
Annonaceas, Asteraceas, Menispermaceaes, Rosaceaes, Salicaceaes e,
especialmente, Fabaceaes (género Glycyrrhiza e Lonchocarpus) e 0s

diferoilmetanos (DFM) encontrados na familia Zingiberaceae principalmente na
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espécie Curcuma longa (Figura 7) (MAGALHAES et al., 1997; NOGUEIRA et al.,
2003; MAGALHAES et al., 2007).

— H;CO,
0, OCH3 O——\
(0] O
SOy S .
N
o] OH ° °
(0]
Pongamol AN 0—\ Paradol
A 0, OCH; 0
A O
SOve S
N o OH
(] OH
Purpurenone OCH;3 OCH.
3
H;3CO, /\Q:OCHS HO, OH OCH;
HM A OH Z N N l N l
O OH O OH R
. Cassumuin A R=H
Curcumina Cassumuin B R = OCH;3

Figura 7 - Exemplos de B-dicetonas (em suas formas enolizadas) de origem natural.

Atividades biolégicas

Dibenzoilmetanos (DBMs) também apresenta atividade fotoprotetora, como
por exemplo o Eusolex® 8020 e o Parsol® 1789, usados na industria cosmética ja
ha alguns anos, como componentes de filtros solares, sendo, em sua maioria, mais
eficientes contra radiagao ultravioleta A (UVA), prevenindo sua penetragdo nas
células e bloqueando a produgédo de radicais livres (NOGUEIRA et al., 2003).

A atividade fotoprotetora de uma série de derivados de dibenzoilmetano foi
explorada por Nogueira et al. (2003), em um estudo que descreveram a sintese de
dezenove compostos derivados dos dibenzoilmetanos comerciais (Eusolex® 8020 e
Parsol® 1789), e avaliaram a atividade citotdéxica de tais compostos, em quatro
linhagens celulares derivadas de diferentes tipos de cancer humano. Dentre os
compostos obtidos e testados, oito apresentaram atividade citotoxica contra as
linhagens celulares utilizadas. Tais compostos tiveram, ainda, sua fotoestabilidade
avaliada apos exposi¢ao a luz ultravioleta por nove horas, sendo que um deles
apresentou-se altamente estavel. Ademais, o mesmo composto apresentou ICso
(concentragdo do produto que inibe 50% do crescimento celular) menor que o
composto doxorrubicina (agente quimioterapico de ampla utilizagdo) para
melanoma, reunindo assim, caracteristicas desejaveis para sua aplicagdo em
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formulagdes quimio e fotoprotetoras (Figura 8).

" C
@

TMDMB,(OH),

CH;

OH

Figura 8 - 3-dicetona TMDMB,(OH),

Wetz e colaboradores (2004) apresentaram um derivado do 4-tert-butil-4'-
metoxidibenzoilmetano (BM-DBM), o] 1-(4-tert-butilfenil)-2-decanil-3-(4 -
metoxifenil)-propano-1,3-diona (C10-DBM) (Figura 9), e compararam sua
eficiéncia de absorgdo em solugdes organicas com os resultados obtidos a partir
de solugdes idénticas contendo o BM-DBM, com ou sem a irradiagao por lampada
de xénon, e identificaram que sua absorbéncia de UVA foi acentuada sob
irradiacdo, e sua fotoestabilidade, sob irradiacdo, foi maior do que a das solugdes
contendo o BM-DBM.

] l OCH; l ] OCH;
O o

0 (o)

BM-DBM (Parsol® 1789) C10-DBM

Figura 9 - Derivado 4-tert-butil-4’-metoxidibenzoilmetano (BM-DBM), o 1-(4- tert-butilfenil)-2-
decanil-3-(4-metoxifenil)-propano-1,3-diona.
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E importante ressaltar que o Parsol® 1789 é o derivado de DBM mais
utilizado em formulagdes fotoprotetoras, sendo o seu uso aprovado pelas autoridades
fiscalizadores da Europa, Estados Unidos, Japdo e Australia. Esta classe de
derivados de DBM apresenta alta absor¢do no UV em torno de 360 nm. Foi descrita a
sintese de dezoito derivados de 1,3-dibenzoilmetano onde se relacionou as
variagdes no espectro de absor¢gdo a natureza dos grupos substituintes doadores ou
receptores. A presencga de dois ou trés grupos metoxi no mesmo anel aromatico (2b,
2d, 2e e 2f) pareceu ser a caracteristica mais importante para o uso cosmético dos
compostos testados, porque mesmo apdés a irradiagdo, preservam suas
propriedades absortivas tanto em absorcdo UVA quanto ultravioleta B (UVB)
(HUBAUD et al., 2008) (Tabela 1).

Tabela 1 - Compostos que apresentaram maior absortividade em UVA/UVB

R4

0.,,.0
R R4 R2 R; R,
2a H H H H H
3a OCH; H H H H
4a CH; H H H H
5a F H H H H
6a cL H H H H
2b H OCH; OCH; H OCH;
3b OCH; OCH; OCH; H OCH;
ab CHs OCH; OCH; H OCH;
5 F OCH;  OCH;  H OCH,
6b cL OCH; OCH; H OCHs
7b BR OCH; OCH; H OCHs
5¢ F H OCH; H H
6 cL H OCH; H H
7c BR H OCH; H H
8c COCH;  H OCH; H H
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2d H OCH3 OCH3 H H
2e H OCHj3 H OCHj3 H
2f H OCHj3 OCHj3 OCHj3 H

Zawadiak & Mrzyczek (2010) sintetizaram 10 analogos do Parsol e verificara
que o grupo metoxi na posicdo para aumenta a absorgao de radiagdo UVA. Quando
dois grupos metoxi estdo presentes, ocorre efeito sinérgico.

Puri e colaboradores (2016) avaliaram o efeito de uma formulagdo micro
emulsionada com DBM (DBM ME) como agente fotoprotetor para radiagcdo UVA. Os
autores mostraram que esse composto pode ser usado para essa finalidade a partir
dos resultados observados na permeacao ex vivo e nos estudos in vivo revelando
que o DBM ME penetrou eficazmente na pele e foi capaz de prevenir o dano

provocado pela radiagao.

Atividade antitumoral e mecanismos de acao

A despeito da atividade fotoprotetora, uma atividade que tem atraido a
atencao dos pesquisadores consiste nas propriedades antitumorais dessa classe de
compostos.

Singletary e colaboradores (1998) e Lin e colaboradores (2001) relacionaram
a suplementacdo de dibenzoilmetano na dieta a sua atividade antineoplasica,
demonstrando o papel de uma dieta de 1% de dibenzoilmetano na inibicdo de tumor

mamario, induzido por 7,12-dimetilbenz[alantraceno (DBMA), em ratas (figura 10).

Figura 10 - 7,12-dimetilbenz[a]antracene (DBMA).

Singletary e colaboradores (1998) observaram que o efeito dessa reducgao

estava associado com um aumento significativo nas atividades hepaticas da
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glutationa S-transferase (GST), quinona-redutase (QR) e 7-etoxiorresorufina-O-
detilase. Por outro lado, Huang e colaboradores (1998) verificaram que, ao
administrar uma dieta de DBM 1% em ratas Sencar, além de inibir o tumor mamario
induzido por 7,12-dimetilbenz[a]lantraceno (DBMA), inibiu também a incidéncia de
linfomas/leucemias também induzida pelo DBMA.

O mesmo efeito foi observado por Shen e colaboradores (2007), mostrando que
a administragdo de uma dieta contendo Sulforaphane (SFN) e dibenzoilmetano
(DBM) na dose de 1 % isoladamente, ou em combinagdo, suprimiu,
significativamente a tumorigénese do colo retal no modelo de animal com a
mutagdo ApcMin/+ (mutagdo responsavel pela causa de 50 a 80% do cancer colo
retal), demonstrando que os seus efeitos quimiopreventivos poderiam envolver
mecanismos como a alteragcdo do metabolismo do acido araquidénico, a inibicdo da
via de sinalizagao de sobrevivéncia celular, tal como Akt e MAPKSs, e a indugao da
inibicdo do crescimento celular e da apoptose.

Lung e colaboradores (2009) avaliaram a eficacia de uma dieta suplementada
com DBM 1% e 0,05% de Isotiocianato de fenetila (PEITC), metabdlito do
glicosinolato, que € encontrado com abundancia em vegetais da familia
Cruciferaceae, na quimioprevencgao do cancer de colon. Os autores observaram que
PEITC e DBM sao compostos quimiopreventivos eficazes contra a carcinogénese
do colon induzida pelo modelo AOM/DSS. O mecanismo de agao in vivo do DBM
pode ser através da desintoxicagao de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio por
enzimas desintoxicantes/antioxidantes reguladas por Nrf2a, onde esse composto
parece induzir um maior nivel de expressdo de Nrf2, resultando em uma inducédo
mais robusta de genes desintoxicantes e antioxidantes de fase Il, particularmente,
GSTM1, HO-1 e NQO1, que desempenhariam um papel importante na
desintoxicagdo de intermediarios reativos carcinogénicos e espécies reativas de
oxigénio/nitrogénio.

Ishida e colaboradores (2002) sintetizaram 26 [(-dicetonas (DBM). Os
compostos foram avaliados quanto a citotoxicidade in vitro contra um painel de
linhagens de células tumorais humanas. O composto X (figura 11), um derivado a
substituido de DBM, foi o analogo mais potente contra varias linhas celulares,

incluindo HOS (cancer de osso) e 1A9 (cancer da mama). De acordo com os
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autores, a atividade desse composto poderia estar relacionada a sua interagao com

o DNA, ja que ¢ altamente eletrofilico.

O,N OCH
2 Br 3

(o) (o)
X
Figura 11 - Analogo X mais potente contra linhagens de células cancer de ovario (1A9) e Cancer de
osso (HOS).

Jackson e colaboradores (2002) estudaram o efeito do DBM no crescimento
de células de cancer de prostata. Neste caso, o DBM pareceu inibir o crescimento
celular de uma forma dose-dependente. Porém, também pareceu existir um efeito
sobre o ciclo celular, com suspensao na fase G4 pela indugao de proteinas inibitérias
do ciclo celular. Nakano e colaboradores (2004) relacionaram B-dicetonas, inclusive
o dibenzoilmetano (DBM), a inibicdo de tumores por meio da indugdo de
mecanismos apoptoéticos, como a ativagao de caspases. Nesse estudo, foi analisada
a atividade citotoxica de uma série de B-dicetonas, pelo método que usa o MTT
(Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazo-2-il)-2,5-difeniltetrazélio) como corante indicativo da
viabilidade celular. Apds esse teste, o indice de seletividade (IS) de cada um dos
compostos (indice que relaciona o efeito citotéxico do composto sobre linhagens
celulares derivadas de células normais e de linhagens derivadas de células tumorais)
foi avaliado. Por fim, os pesquisadores avaliaram a atividade de caspases apos o
tratamento das células com os compostos e identificaram a ativagao de caspases 3,

8 e 9 pelo composto BD17 (Figura 12).
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Figura 12 - Estruturas de B-dicetonas BD2, BD13 e BD17 atuam pela indu¢gdo de mecanismos
apoptéticos, como a ativagao de caspases.

KHOR e colaboradores (2009) avaliaram, in vivo, o efeito de DBM na dieta em
relagdo a neoplasia de prostata usando modelo de camundongos TRAMP
(transgénicos para cancer de prostata), além de analisar os efeitos do tratamento de
linhagens celulares de cancer de préstata com o composto. Os animais foram
submetidos a uma dieta suplementada com DBM a partir de 12 semanas de vida, até
a 242 semana. Os animais controle receberam somente a dieta, sem suplementacgao.
Apds os periodos de tratamento estabelecidos, os animais foram eutanasiados e
submetidos a autépsia simples, sem identificacdo de alteragdes significativas, e
tiveram o aparelho genitourinario (vesicula seminal, prostata e bexiga) excisados e
suas amostras foram submetidas a andlise histologica detalhada, além de
westernblotting, para quantificagdo de proteinas relacionadas ao ciclo celular,
também analisadas nas linhagens celulares usadas no teste in vitro, e quantificacao
do DBM em amostras de plasma e também dos tecidos. As células tratadas foram
submetidas a citometria de fluxo para estabelecimento da fase do ciclo celular em
que se encontravam, e também tiveram amostras direcionadas para westernblotting,
que identificou que o DBM pode atuar pela inibicdo da progressao do ciclo celular,
suprimindo proteinas relacionadas ao ciclo celular, como pS6, c-myc, pRb, ciclina
D1, ciclina A, Akt fosforilada, PDK-1 fosforilada e S6 fosforilada.
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Liao e colaboradores (2015) testaram o DBM e dois analogos (Figura 13) a
fim de esclarecer os mecanismos moleculares subjacentes aos efeitos da DBM e dos
seus analogos sobre a metastase de células MCF-7 induzida por 13-acetato de
forbol-12-miristato (PMA). Os autores verificaram que DBM, HDB e HMDB inibiram a
migragéo celular e a invasao de células MCF-7 mediada por PMA por inibigdo da
expressdo de metaloproteinase de matriz (MMP) -9. Rottlerina, um inibidor de
proteina quinase C (PKC) e LY294002, um inibidor de fosfatidilinositido 3-quinase
(PI3K), reduzindo também a expressdo mediada por PMA de MMP-9. Além disso,
observaram também que os compostos DBM, HDB e HMDB impediram a ativagao
das vias PKCO® e PI3K (enzimas responsaveis pela transducdo de sinais
intracelulares, desempenhando papel na regulacdo da proliferagdo e migracao
celular) por inibicdo da sua fosforilagdo. Em 2003, Min-Hsiung Pan e seus
colaboradores também observaram que esses compostos foram capazes de induzir
a apoptose em células COLO 205 de carcinoma colo retal, sendo que o composto
HDB induziu a morte celular apoptotica acompanhada por upregulation de ciclina D3,
Bax e p21 e regulagao negativa de Bcl-XL, ndo tendo efeito nos niveis de proteina
Bcl-2 e Bad.

0.0 0.0
DBM HDB
"

N
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Figura 13 - 3-dicetonas DBM, HDB e HMDB (formas enolizadas) inibiram a migragéo celular através
da inativagao das vias PKCd e PI3K.

Alguns estudos tém relacionado a atividade do DBM a mecanismos celulares
variados, além da supressao da progressao do ciclo celular. Os mecanismos listados
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vao desde inibicdo da mutagenicidade, indugdo de apoptose, até a atividade
oxidante.

Wang e colaboradores (1991) demonstraram que o DBM é capaz de inibir a
mutagenicidade induzida por metilnitrosourea, benzo[a]pireno, aflatoxina e 2-
nitrofluoreno na bactéria Salmonella typhimurium. A ligagdo do benzo[a]pireno e da
aflatoxina By ao RNAt também foi inibida por este composto. No mesmo estudo, foi
observado que a inibicdo da mutagenicidade pela metilnitrosourea ocorreu quando a
S. typhimurium foi exposta concomitantemente ao mutagénico e ao DBM, mas n&o
quando o DBM foi adicionado 1 hora apds a exposicdo ao mutagénico. Isto pode
significar que o DBM pode inibir a mutagenicidade e ligagdo de carcindgenos
quimicos a acidos nucléicos, provavelmente por capturar eletréfilos carcinogénicos.

Wang e colaboradores (2011) avaliaram os efeitos do hidroxibenzoilmetano

(Figura 14), sobre a via da ornitina descarboxilase (ODC).

Figura 14 - Hidroxidibenzoilmetano (HDBM).

A ODC é uma enzima envolvida na biossintese de poliaminas (putrescina,
espermetina, espermina) que atuam em fungdes bioldgicas variadas, como
embriogénese, ciclo celular e proliferagdo celular, cuja expressdo e atividade
aparecem aumentadas em células tumorais. Inibidores de ODC podem induzir
apoptose em modelos in vitro e in vivo. Apds o tratamento das células utilizadas no
estudo citado com hidroxidibenzoilmetano (HDMB), foi identificada uma reducgéo na
atividade e expressdao da enzima ODC de acordo com a dose do tratamento
recebido, com inducdo de apoptose nas células tratadas. Ademais, a
superexpressao da enzima ODC reduziu a apoptose induzida pelo tratamento com
hidroxidibenzoilmetano, prevenindo a liberagdo de citocromo c e consequente

ativacdo da via das caspases. Observou-se, ainda, que o tratamento com HDB
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aumentou os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a super expressao da
enzima ODC conseguiu diminuir esses niveis, concluindo-se que o HDMB possui
propriedade apoptética nas células por meio do aumento dos niveis de ROS.

Ja HegedUs e colaboradores (2013) realizaram um screening entre os
compostos de uma biblioteca propria, e identificaram vinte e nove compostos com
atividade antioxidante, com base em testes de viabilidade variados, como o ensaio
de resazurina, em que as células sao tratadas com o composto-teste e
posteriormente expostas a peroxido de hidrogénio, e o ensaio com MTT, que
identifica a viabilidade celular indireta pela medida da absorbancia, além de testes
especificos para avaliacao de enzimas e proteinas relacionadas a morte celular. Dos
29 compostos obtidos, quatro eram derivados de dibenzoilmetano (Figura 15), que
apresentaram atividade antinecrética no experimento realizado, sem, entretanto,
ativar caspases. Foi identificado que tais compostos atuam inibindo a kinase ERK

1/2, e ainda, que esta inibicdo n&o foi especifica a nenhum um tipo celular.
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Figura 15 - Estruturas de p-dicetonas (formas enolizadas) com atividade antinecrética.

Takano e colaboradores (2007) avaliaram os derivados de dibenzoilmetanos
14-26 (2,2’-dimethoxydibenzoylmethane) em células SH-SY5Y e PC12 e verificaram
que esses derivados regulam o estresse do reticulo endoplasmatico (ER) e o
estresse oxidativo, verificando que esta propriedade esta associado a sua
propriedade antioxidante, impedido a produgdo de ROS quando as células foram
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expostas a oxidantes tais como perdxido de hidrogénio e 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) ou um estressor de ER brefeldina A (BFA) Figura 16.

Rk, O O Ry
Rs
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Figura 16 - Derivados de dibenzoilmetanos que apresentaram atividade antioxidante impedido a
produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Takano e colaboradores (2017) também avaliaram as células microglial BV-2
de ratos e verificaram que o DMB 14-26 inibiu a expressao de iNOS induzida por
lipopolissacarideo (LPS) e a produgao de éxido nitrico (NO) também em microglia.
DBM 14-26 também suprimiu a expressao de IL-1b induzida por LPS. Estes
resultados indicam que a ativagao microglial por LPS causa morte celular neuronal e
DBM 14-26 protege o neurdnio através da inibigao da ativagao microglial, podendo
ser um candidato terapéutico para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

Pettinari e colaboradores (2017) avaliaram a atividade antitumoral de 7 DBM
complexados com ruténio contra linhagens celulares de mieloma multiplo humano
U266 e RPMI. Os autores verificaram que todos os compostos derivados de DBM-Ru
foram eficazes na reducao da viabilidade celulares de uma forma dependente do
tempo e da dose, a partir de 24 horas pds-tratamentos, sendo mais efetivo que o
DBM na sua forma nao complexada. O composto mais efetivo dessa série de 7 foi o

complexo DBM-Ru contendo p-cimeno (Figura 17)
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Figura 17 - Complexo DBM-Ru-p-cimeno, mais ativo para linhagens celulares de mieloma multiplo
humano U266 e RPMI.

Os mesmos autores também avaliaram a atividade antioxidante dos 7
complexos DBM-Ru e verificaram que o composto 3 (figura 18) foi o mais ativo,

sendo mais efetivo que o composto usado como controle (Trolox).

Figura 18 - Complexo DBM-Ru-benzeno, mais ativo para atividade anti oxidante.

Chinthala e colaboradores (2017) sintetizaram trés (B-dicetonas complexadas
em oxovanadio (VO) (Figura 19) e depois avaliaram in vitro a eficacia da absorcao
da glicose e a citotoxicidade usando linhagens celulares de C2C12 (musculo
esquelético de rato) e HelLa (cancer cervical humano). Esses autores verificaram
que os complexos sintetizados reduziram os niveis de glicose, e apresentaram boa
citotoxicidade para as linhagens celulares testadas. Sendo que os valores de ICso do
complexo [VO (dbm) 2] sdo comparaveis ao composto padrdo da Cisplatina. O
complexo [VO (dbm) 2] mostra melhor capacidade de absor¢do de glicose na
linhagem celular C2C12 e também apresentam maior citotoxicidade na linhagem
celular HeLa do que os outros dois complexos sintetizados
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Figura 19 - Complexos B-dicetonas oxovanadio (V).
Farmacocinética

Lin et al. 2011 analisaram a biodisponibilidade oral e intravenosa (1.V) de DBM
no modelo de ratos, com doses de 10 — 250 mg/kg. Com a previsdao de baixa
solubilidade do DBM (22 pg/mL), foram realizados experimentos utilizando-se
emulsdes com nanoparticulas. Os parametros de farmacocinética foram realizados
como modelo ndo compartimental. Os dados encontrados sugeriram que o DBM
comporta-se como farmacocinética linear em ratos machos com as doses testadas.

O clearance plasmatico e o tempo de meia vida permaneceram inalterados
com o aumento das doses, sugerindo novamente a farmacocinética linear do DBM
em ratos depois de administracdo intravenosa. No geral, o DBM mostrou-se como
um padréo nas propriedades farmacocinéticas muito similares nas doses de 10 e 20
mg/Kg, e o DBM parece ser igualmente distribuido entre o plasma e sangue de ratos.
O clearance do sistema sanguineo do DBM encontrado sugere que DBM tem um
lento clearance hepatico em ratos Sprague-Dawley.

O mecanismo absortivo indicou capacidade limitada de captagdo no sistema
de transporte, o qual poderia alcancgar a saturacao em altas doses. Assim, a absorcao
pode ter uma taxa limitada quando o DBM for administrado oralmente. Foi verificada
baixa taxa de absorgao e isso pode ser resultado de precipitacdo do DBM no veiculo
no trato gastrointestinal (TGIl). Esse evento pode ser mais significante em altas
doses, o que pode causar baixa biodisponibilidade oral. A fragdo absorvida (Fabs) &

determinada principalmente pela solubilidade e estabilidade da droga no TGI e sua
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permeabilidade através na membrana intestinal. Esses autores fizeram a previsao in
silico da absor¢ao do DBM utilizando o software GastroPlus (Simulations CA). DBM
€ uma droga lipofilica com valor de Log P de 2,7 e valor de Log D de 2,72 no pH=6,8,
calculado pelo GastroPlus. O pKa do DBM foi previsto em 8,64, sendo um acido
fraco, o qual pode se precipitar no estdbmago. A solubilidade do DBM foi prevista
com valor baixo, em 22 ug/mL pH=6,8. Esses resultados previstos in silico confirmam
a nogdo de que a baixa absorcdo no TGI pode ser a causa da baixa
biodisponibilidade. Para determinar a causa da baixa biodisponibilidade, foi realizado
o teste de sensibilidade pelo GastroPlus. O resultado do teste de sensibilidade foi

equitativo para permeabilidade e solubilidade.
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CONSIDERAGOES FINAIS

As [(-dicetonas possuem um grande potencial como protetores solares e
antitumorais. Ha um grande desafio com relagao a farmacocinética dessa classe de
compostos, visto que a absorgédo oral é limitada. Assim, estudos com diferentes
formas de administracdo sdo necessarios para que esses compostos possam se

tornar alternativas no tratamento do cancer.
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CAPITULO 2

SINTESE E CARACTERIZAGAO DO COMPOSTO DBPOH

RESUMO

O dibenzoilmetano (DBM) (1,3-difenilpropano-1,3-diona) e seus derivados, sao
pequenas B-dicetonas, fontes promissoras de novas substancias antitumorais.
Poucos estudos existem sobre a farmacocinética dos DBMs e até o momento
nao encotramos na literatura nenhum estudo sobre o uso tépico do DBM,
tampouco com seus derivados. Assim, o objetivo desse estudo foi sintetizar um
derivado do dibenzoilmetano (DBPOH), caracterizar sua identificagdo em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e propor futuras ferramentas
de identificacao in vivo utilizando a ferramenta Cromatografia Liquida Acoplada
a Espectdmetro de Massas (LC/MS). O composto DBPOH, inédito na literatura,
foi sintetizado em duas etapas (alquilagdo e mono reducao). Na primeira etapa
da sintese, foi obtido o composto alquilado, com a duragao de 72 horas. O
rendimento dessa etapa foi de 78%. Na segunda etapa da sintese, o composto
alquilado sofreu a redugdo em uma carbonila e sua estruturas € demonstrada
por ressonancia, bem como a cromatografia em camada delgada (CCD), com
rendimento de 42%. O composto purificado por CLAE teve um tempo de
retencdo de 47 minutos com fase movel mistura agua ultrapura MilliQ e metanol
Merck grau HPLC (20:80), raz&o de fluxo 3 mL/min. O DBPOH foi indentificado
através de UPLC-MS/MS, em soro de camundongos C57BI inoculados com
células de melanoma B16F10, apds administragdo tépica do composto. A
utilizacdo do uso tépico pode ser uma solugao para a baixa biodisponibilidade
dos derivados do DBM e com técnicas padronizadas de identificacdo desses
compostos podem ser utilizadas na identificagdo do composto nos diversos
orgaos de animais de experimento, além da ja aqui testada, (soro).
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ABSTRACT

Dibenzoylmethane (DBM) (1,3-diphenylpropane-1,3-dione) and its derivatives
are small B-diketones, promising sources of new antitumor substances. Few
studies exist on the pharmacokinetics of DBMs and to date there have been no
studies on the topical use of DBM in the literature or its derivatives. The aim of
this study was to synthesize a dibenzoylmethane derivative (DBPOH), to
characterize its identification in High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and to propose future in vivo identification tools using the Liquid
Chromatography Coupled to Mass Spectrometer tool (LC / MS ). Unpublished
DBPOH in the literature was synthesized in two steps (alkylation and mono
reduction). In the first step of the synthesis, the alkylated compound was
obtained, with the duration of 72 hours. The yield of this step was 78%. In the
second step of the synthesis, the alkylated compound undergoes reduction in a
carbonyl and its structures are demonstrated by resonance as well as thin layer
chromatography (CCD) in 42% vyield. The HPLC-purified compound had a
retention time of 47 minutes with mobile phase mixing of ultra-pure MilliQ water
and methanol Merck grade HPLC (20:80), flow rate 3 mL / min. DBPOH was
identified by UPLC-MS / MS in serum from C57BI mice inoculated with B16F10
melanoma cells after topical administration of the compound. The use of topical
use may be a solution for the low bioavailability of the DBM derivatives and
standardized techniques for identifying these compounds can be used to
identify the compound in the various organs of experimental animals in addition

to the one already tested (serum).
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INTRODUGAO

O dibenzoilmetano (DBM) (1,3-difenilpropano-1,3-diona) e seus derivados,
sdo pequenas B-dicetonas, fontes promissoras de novas substancias antitumorais
(NOGUEIRA et al., 2003; NAKANO et al., 2004; KHOR et al., 2009). Os DBMs sao
considerados um subgrupo na classe dos flavonoides e ndo sdo encontradas com
facilidade na natureza, podendo, porém, serem isolados principalmente no género
Lonchocarpus. Esses tipos de flavonoides foram isolados pela primeira vez na
espécie Lonchocarpus latifolius (Wild) DC (MAGALHAES, et al., 1997; NOGUEIRA
et al., 2003). As principais propriedades biologicas do DBM e seus derivados
descritos na literatura sdo: fotoprotetoras e antineoplasicas no combate aos
canceres de mama, prostata e intestino. (LIN et al 2001; JAKSON et al 2002;
CHEN, 2009).

Poucos estudos existem sobre a farmacocinética dos DBMs e até o momento
nao encontramos na literatura nenhum estudo sobre o uso topico do DBM, e seus
derivados.

A busca incessante por novas vias mais eficientes de distribuicdo de
medicamentos para os sitios tumorais constitui um dos desafios encontrados pelas
pesquisas da area. Atualmente, a pele tem sido alvo de estudos e analises cada
vez mais detalhadas, em busca de alternativas a utilizacdo de drogas sistémicas
injetaveis (BAROLI, B, 2010; CEVC, G 2010; LADEMANN, et al., 2011). A pele atua
como barreira fisica primaria frente a penetragdo de agentes externos quimicos e
biolégicos e, também, a perda de agua pelo organismo, gracas a composigao de
seu estrato corneo. Além disso, atua, ainda, minimizando os efeitos da radiagao
ultravioleta e infravermelha (BAROLI, B. 2010). As vantagens da aplicagdo local
(tépica) ou transdérmica de medicamentos sobre os métodos tradicionais orais ou
intravenosos permeiam a prevencdo do metabolismo de primeira passagem e
minimizag¢ao de dor até a possivel liberagao prolongada e controlada da droga, além
do importante fato de constituir uma via de terapia mais aceitavel para o paciente e
amenizar a ampla gama de efeitos colaterais das demais vias de administragao

medicamentosa.
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Assim o objetivo desse estudo foi sintetizar um derivado inédito na literatura
do dibenzoilmetano (DBPOH), identificar esse composto através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e propor futuras ferramentas de identificacéo in
vivo utilizando a ferramenta Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometro de
Massas (LCMS), utilizando soro de camundongos C57BL, inoculados com células

de melanoma B16F10 e tratados com o DBPOH em uma formulagao transdérmica.

MATERIAL E METODOS

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram feitas no
aparelho  Shimadzu, ultravioleta/visivel (UV/IVIS), usando-se coluna
octadecilsilano (ODS) de 250 x 4,6 mm, fase mével isocratica 80:20 (H20:MeOH)

em 50 min, comprimento de onda de deteccao 254 nm e fluxo 3,0 mLmin_1

As analises por UPLC-MS/MS sistema LC-MS/MS utilizando o equipamento
modelo Agilent 1200 Infinity Series acoplado ao espectrémetro de massas tipo triplo
quadrupolo (QqQ), modelo 6430 Agilent Technologies. A separagéo cromatografica
foi realizada utilizando-se a coluna Zorbax Eclipe Plus C18 (1,8 um, 2,1 x 50mm)
(Agilent) em série com uma coluna guarda Zorbax SB- C18, 1,8 um (Agilent). A fase
movel consistiu: (A) acido acético 0,02% em agua e (B) acido acético 0,02% em
acetonitrila em um gradiente de tempo/%B de: 0/5; 11/60; 13/95; 17/95; 19/5;

20/5. Fluxo de 0,3 mL/min-1 e temperatura da coluna de 23 °C. No espectrOmetro
de massas foi utilizada a fonte de ionizagcdo ESI (Electrospray lonisation) com as
seguintes condicoes: temperatura de gas 300 °C, fluxo de nitrogénio de 10
L/minuto, pressao de nebulizagdo de 35 psi e voltagem capilar de 4.000 V.

Os espectros de RMN 'H e 13C, DEPT, foram obtidos em espectrometros 400
da Bruker no Departamento de Quimica da UFMG. Os solventes utilizados foram
cloroférmio deuterado (CDCIs) e agua deuterada (D20), usando-se como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS).

As placas cromatograficas preparativas (PCP) foram feitas com silicagel G e
silicagel GF2s4 Merck na proporgéo de 2:1, sobre suporte de vidro (espessura de 1
mm).

As cromatografia em camada delgada foram feitas em cromatofolhas de
aluminio silicagel G F2s4 0,2 nm Art. 1.05554 Merck.Reveladores: Lampada de UV

nos comprimentos de onda 254 e 366 nm.
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Todas as cromatografias foram realizadas no Laboratorio Quimica e
Bioquimica de Produtos Naturais (Bionat) do Departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular da UFV.

Sintese do composto 1,3-Difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona

A sintese do derivado de DBM (C22H2002) utilizada nesse trabalho foi
realizada em duas etapas. Na primeira foi feita uma reacdo de alquilagdo e na

segunda etapa, uma reagao de reducgéo.

Alquilacao

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL contendo dibenzoilmetano (1,34
mmol) adicionou-se K2COs (4,02 mmol) e acetona (20 mL), deixou-se sob agitagdo
por 30 minutos. Apos este tempo, adicionou-se lentamente uma solu¢géo do brometo
de benzila (1,34 mmol), em acetona (10 mL). A mistura reacional foi agitada
vigorosamente por 72h e, entéo, filtrada para remog¢ao dos solidos em suspenséo.
O filtrado foi concentrado sob pressio reduzida e o residuo obtido foi purificado por
cromatografia em coluna cromatografica (CC, hexano/acetato de etila 95:5),
fornecendo o produto alquilado desejado (1,3-difenil-2benzil-1,3-propanodiona -
DBPOz2). A reagéo foi acompanhada através de cromatografia de camada delgada
(CCD).
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(£)-1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBPO,)

3'!

4"'

Aspecto Fisico: Solido amorfo incolor

RMN 'H & 7,88 (4H, dd, J = 10; 2 RMN 3C & C-1-C-1” (139,1 Co), C-
Hz, H-2’, H-6’, H-2", H-6"), 7,12-7,56 2’-C-6'-C-2"-C-6” (128,9 C-H), C-3'-
(11H, m, H-3, 4, 5, 3", 4’, 5>, H- C-5-C-3"-C-5” (128,6 C-H), C-4
2”-H-6"), 5,43 (1H, t, J = 7 Hz, H- (133,5 C-H), C-3-C-1 (195,4 C = 0),
2),3,44 (1H, dd, J = 14, 7 Hz, H-1") C-2 (59,0 C-H), C-1(135,98), C-
2”-C-6” (128,6 C-H), C-3"-C-5"
(128,8 C-H) C-4"” (126,6 C-H).

Redug¢ao Quimica

Em um balao de fundo redondo (25 mL) contendo a substancia alquilada, 1,3-
difenil-2-benzil-1,3-propanodiona - DBPO; (1,0 mmol) e metanol (3 mL), adicionou-se
NaBH, (0,25 mmol) a -10 °C. A reagao foi monitorada por cromatografia em camada
delgada (CCD, diclorometano). A mistura reacional foi purificada por cromatografia
em coluna com solvente diclorometano, levando a obtencdo do produto mono

reduzido desejado: 1,3-difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona (DBPOH).
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(¥)-1,3-Difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona (DBPOH).

3”

4"'

Aspecto Fisico: Solido amorfo branco.

RMN 'H & 7,88 (4H, dd, J = RMN *¥C & C-1"-C-1” (142,8,1 Co),
10; 2 Hz, H-2’, H-6’, H-2”, H-6"), C-2’-C-6'-C-2"-C-6” (128,9 C-H), C-
7,12-7,56 (11H, m, H-3’, 4, 5, 3", 3-C-5-C-3"-C-5” (128,6 C-H), C-4’
4”, 5, H-2""-H-6"" 2,88 (1H, dd, J (133,5 C-H), C-3-C-1 (75,6 C-H), C-
10,1 e 4,7, H,) e absorgbes 2 (54,7 C-H), C-4 (36,7 CH), C-
caracteristicas 2,88 (1H, dd, J 10,1 1(135,98), C-2""-C-6" (128,6 C-H),
e 4,7, Ha) e 3,04 (1H, dd, J 10,1 e C-3"-C-5" (128,8 C-H) C-4” (126,6
6,4, Ho) e 3,4 (1H, d, J 6,7, O-H); C-H).
41 (1H, m, H-2)e 4,9 (1Ht J 6,3 H-
3).)

Purificagao por CLAE

A purificacdo do composto foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). As amostras impuras foram preparadas diluindo 15 mg do
composto em 5 mL de fase mdvel. Antes de proceder a cromatografia a fase mével,
solugado e a amostras foram filtradas a vacuo utilizando membrana de 0,22 ym e

desaerados por trinta minutos em banho de ultrassom.
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Cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de
massas (UPLC-MS/MS)

As amostras de soro dos camundongos foram previamente preparadas para
o UPLC-MS/MS. Uma aliquota de 50 uL foi extraida com 200 puL de acetato de
etila/metanol (95:5). A solugao foi agitada por 2 minutos em vortex a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi transferido para um tubo limpo apds a centrifugagao
de 10.000 G por 3 minutos. A mistura foi evaporada a temperatura ambiente e o
residuo foi reconstituido com 1 mL de metanol, filtrado em filtro 0,22 ym Nylon. O
padrao foi preparado na concentracdo 1 mg/mL, filtrado em filtro 0,22um Nylon. As

amostras foram automaticamente injetadas (5 ul) no sistema LC-MS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese e caracterizagcao do composto

Na primeira etapa da sintese, foi obtido o composto alquilado, com a duracgao
de 72 horas. O rendimento dessa etapa foi em torno de 78%, resultado similar ao
conseguido por Nogueira e colaboradores (2003), de 86% e Franga, (2013) com
rendimento de 80%. A figura 1 mostra o composto de partida dibenzoilmetano (P), o
composto alquilado () e a cromatografia de camada delgada (CCD), utilizada para

0 acompanhamento da sintese.

P %) CCD

Figura 1. Cromatografia de camada delagada (CCD) da primeira etapa da sintese (alquilagdo do
dibenzoilmetano). P: dibenzoilmetano; @ composto alquilado.

Na segunda etapa da sintese, o composto benzilado obtido na primeira etapa

sofreu a redugao da carbonila e suas estruturas sdo mostradas na figura 2, bem
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como a CCD, com rendimento de 42%. Utilizando o solvente diclorometano para a
CCD, os valores de Rf foram de 0,55, 0,70 e 0,77 para o dibenzoilmetano, composto

alquilado e composto reduzido, respectivamente.

DBM ar7 H30 CCD

Figura 2. Cromatografia de camada delagada (CCD) da segunda etapa da sintese (redugdo do
produto alquilado na primeira etapa). DBM: dibenzoilmetano; @77 composto alquilado;
H30: composto reduzido.

O composto reduzido incorporado na formulagao transdérmica foi extraido
com diclorometano (CH,Cl,) e realizada a CCD. A figura 3 demonstra a presenga do

DBPOH, com sua identificagdo no UV.

DBPOH CCD

Figura 3. Cromatografia de camada delagada (CCD) da DBPOH na formulagédo transdérmica. V:
veiculo, 2,0: compostos DBPOH; &: composto alquilado; H: composto reduzido.

O perfil da amostra purificada estd demonstrado na figura 4. O tempo de

retencao foi préximo de 47 minutos, no detector de 254nm.
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Figura 4. Cromatograma do composto DBPOH purificado por CLAE.

LC MS

Para verificar se o composto DBPOH atingiu a circulagdo sanguinea dos
camundongos, no experimento in vivo, foram realizadas analises através de LC-MS
(figuras 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11). Apods as analises do grupo controle e animais tratados,
o composto identificado de massa m/z 316 foi fragmentado e as propostas
estruturais dos fragmentos foram feitas para as seguintes massas: m/z 57, m/z 70,
m/z 105, m/z 117, m/z 132. O padrdo do composto DBPOH forneceu o fragmento
mais estavel com m/z 274 e esse fragmento podera ser utilizado em experimentos
futuros de farmacocinética, com a determinacédo da concentragdo do composto tanto
no plasma, como nos diversos 6rgaos do animal. Shin et al. (1999) utilizando essa
mesma técnica determinou a distribuicdo do acido botulinico, demonstrando que

pode ser uma técnica de grande aplicagao nesse tipo de estudo.
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Identificagao do Composto

4"'

O composto DBPOH foi identificado com base nos espectros de hidrogénio e
carbono 13. Nas figura 13, 14, e 15 pode-se observar o espectro de RMN "H em
CDCI;3; que mostra sinais referentes a trés anéis aromaticos monossubstituidos e
obsor¢des caracteristicas do CH2 do grupo benzila em 2,88 (1H, dd, J 10,1 e 4,7,
Ha) e absorgdes caracteristicas em 3,04 (1H, dd, J 10,1 e 6,4, Ho) e 3,4 (1H, d, J
6,7, O-H); 4.1 (1H, m, H-2) e 4,9 (1H t J 6,3 H-3).

O espectro de RMN "H em D,0 foi feito para determinar inequivocamente
que a absorcdo em 3,4 (1H, d, J 6,7, O-H) refere-se ao hidrogénio da hidroxila
estando a mesma ausente no espectro em D,O e na absor¢cdo em 4,9 (1Hd J 6,3
H-3) observa-se agora um dubleto (Figuras 16 e 17).

No espectro de carbono treze (Figuras 18, 19 e 20) os sinais em 36,7 (C-3)
54,9 (C-2), 75,6 (C-1), 142,6 (CO) ligado a carbonila, além do sinal 205,6 referente

a carbonila corroboram com a estrutura proposta.

O espectro de DEPT 135° (Figura 21 e 22) mostram picos referentes a 9
carbonos C-H de aromaticos, 1 CH2 benzilco e 2 C-H alifaticos, sendo um deles

carbindlico.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Esse trabalho foi o primeiro passo para a caracterizacdo de um derivado de
dibenzoilmetano, desde sua sintese até a caracterizagdo por espectrometria de
massas. E importante ressaltar que esses dados podero ser utilizados em estudos
futuros de farmacocinética, uma ferramenta essencial no desenvolvimento de novos
farmacos. A utilizacdo do uso topico pode ser uma solugdo para a baixa
biodisponibilidade dos derivados do DBM e com técnicas padronizadas de
identificacdo desses compostos, tais técnicas podem ser utilizadas na identificagdo
do composto nos diversos 6rgdos dos animais de experimento, além da ja aqui

testada, (soro).
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMELANOMA DO COMPOSTO DBPOH, DE
USO TOPICO.

RESUMO

O dibenzoilmetano (1,3-difenilpropano-1,3-diona) DBM e seus derivados sao
substancias pertencentes a classe dos flavonoides, raramente encontrados na
natureza e tém sido isolados de algumas espécies de Lonchocarpus. Com o
objetivo de avaliar a atividade antimelanoma na redugédo do tumor, avaliagcéo
do estresse oxidativo e impactos nos parametros bioquimicos do 3-difenil-2-
benzil-1-propanol (DBPOH), foram realizados testes in vitro e in vivo, de uma
formulacdo transdérmica em células B16F10 e camundongos C57BL,
respectivamente. Apds o teste de citotoxicidade realizado com MTT, a ICso foi
10,5 pyg/mL para as células da linhagem melan- A, de 3,8 uyg/mL para a
B16F10, respectivamente, com indice de seletividade (IS) de 2,7. O
tratamento em células B16F10 por 16 horas com o composto DBPOH induziu
a morte majoritariamente por apoptose na concentragdo 13,903 ug/mL (44 pM)
(Anexina V-FITC*/PI- e Anexina V FITC*/PI"). Nessa concentragdo, o
composto induziu em torno de 94% de apoptose nessas células. Nao houve
alteracao nos valores de ambas as transaminases ALT e AST. Os valores de
creatinina sérica também nao foram diferentes significativamente (p>0,05)
entre os tratamentos. Foi verificado que, na dosagem do acido urico sérico,
houve uma diminuicdo de 48%, 50%, 50% e 76% nos tratamentos com as
concentracdes 0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00 mg/g e 2,00 mg/g, respectivamente
(p<0,05). O composto DBPOH reduziu a atividade da Glutationa S
Transferase em 27% e 16% nas concentragdes 0,50mg/g e 1,00 mg/g,
respectivamente, nos tumores. Com relagdo ao tecido hepatico, foram
observadas alteragdes nas concentracbes de malondialdeido em todos os
tratamentos, com diminuigbes de 72%, 65%, 79% e 88%, nas concentragdes
0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00mg/g e 2,00 mg/g, respectivamente. Com relagéo a
catalase, somente o tratamento com 2,00mg/g, reduziu-se sua atividade, cerca
de 40%. Os dados obtidos indicam que o composto DBPOH pode ser um

candidato a medicamento para o tratamento do melanoma, mas estudos
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complementares sao necessarios para garantir a seguranga com relagado a
toxicidade e para verificar o mecanismo de agdo e a farmacocinética do

composto.
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ABSTRACT

Dibenzoylmethane (1,3-Diphenylpropane-1,3-dione) DBM and its derivatives
are substances belonging to the class of flavonoids, rarely found in nature and
which have been isolated from some species of Lonchocarpus. In order to
evaluate the antimelanoma activity in tumor reduction, oxidative stress
evaluation and impact on the biochemical parameters of 3-Diphenyl-2-benzyl-
1,3-propanediol (DBPOH), in vitro and in vivo tests of a transdermal formulation
were carried out in B16F10 cells and in C57BL mice, respectively. After the
MTT cytotoxicity test, the ICso was 10.5 ug/mL for the melan-A cell line, from
3.8 pg/mL to B16F10, respectively, with a selectivity index (IS) of 2,85. The
treatment in B16F10 cells for 16 hours with compound DBPOH induced death
mainly by apoptosis at a concentration of 3.679 pg/mL (12 pM) (Annexin V-
FITC +/ Pl- and Annexin V FITC + / Pl +). At this concentration the compound
induced around 94% apoptosis in these cells. There was no change in the
values of both ALT and AST transaminases. Serum creatinine values were also
not significantly different (p> 0.05) between treatments. Serum uric acid levels
were decreased by 48%, 50%, 50% and 76% in the treatments with
concentrations of 0.25 mg/g, 0.50 mg/g, 1.00 mg/ and 2.00 mg/g, respectively (p
<0.05). The compound DBPOH reduced the activity of Glutathione S
Transferase in the tumors by 27% and 16% in the concentrations 0,50mg/g and
1,00mg/g, respectively. In relation to hepatic tissue, the concentrations of
malondialdehyde were observed in all treatments, with decreases of 72%, 65%,
79% and 88%, in concentrations of 0.25 mg/g, 0.50 mg/g, 1.00mg/g and
2.00mg/g, respectively. Regarding catalase, reduction of its activity was
observed only in the treatment of 2.00mg/g, at about 40%. The data obtained
indicate that compound DBPOH may be a drug candidate for the treatment of
melanoma. Further studies are needed to ensure safety with respect to toxicity
and to verify the mechanism of action and pharmacokinetics of the compound.
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INTRODUGAO

As neoplasias ou tumores malignos podem ser conceituados como uma
massa de tecido, cujo crescimento excede ao dos tecidos saudaveis e que persiste
mesmo depois da interrupgdo dos estimulos que o desencadeou. Esse tipo de
crescimento autbnomo compete com o organismo hospedeiro pelo seu suprimento
nutricional e energético. Esses tumores malignos tendem a ser muito agressivos,
podendo se espalhar para outras regides do corpo (WILLIS, 1952; MCGEE et al.,
1992; COTRAN et al., 2004.).

Estima-se para o Brasil, entre os anos de 2016 e 2017, uma média
de596.070 novos casos de cancer. Serdao 5.670 casos de cancer de pele tipo
melanoma, que embora apresente baixa incidéncia, possui letalidade elevada. E de
extrema importancia a busca por tratamentos mais eficientes, visto que o melanoma
€ responsavel por 80% das mortes relacionadas ao cancer de pele em todo o
mundo, que é em grande parte devido a sua propensdo para metastase
(PALUNCIC et al., 2016). O progndstico de metastases do melanoma é exiguo, com

uma baixa expectativa de vida, em torno de oito meses (BALCH et al., 2009).

Nas ultimas décadas, o cancer vem se apresentando como um problema de
saude publica mundial, despertando o interesse urgente na pesquisa para o
desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral e também novos
processos de diagndsticos, que identifiquem os tumores com maior eficiéncia e
rapidez (BOGO, 2012). Atualmente, o tratamento da neoplasia pode ser feito
através de cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou transplante de medula 6ssea. Em
muitos casos, é necessario combinar mais de um procedimento (INCA, 2016).

Os tipos mais comuns de cancer sdo os de pele, de prostata, de mama
feminina, de pulmao e de cdlon e reto, sendo o primeiro de maior incidéncia no
Brasil e de menor letalidade, com exce¢édo do melanoma (INCA, 2016).

O melanoma é um dos tipos de cancer humano mais agressivo e
resistente ao tratamento, tendo aumentado radicalmente em todo o mundo durante
as Uultimas décadas. O estresse oxidativo pode ter um papel importante no
melanoma. Células de melanoma revelam um elevado nivel de acidos graxos poli-
insaturados (PICARDO et al., 1996), os quais sao alvos sensiveis a peroxidagao

lipidica, a qual leva a formacdo de aldeidos a,B3- insaturados, como o
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malondialdeido (MDA), que ja foi demonstrado ser mutagénico e carcinogénico
(MARNETT, 1999). Ja foi demonstrado elevados niveis de MDA na area do
melanoma. Além disso, altos niveis de MDA também foram encontrados ndo s6 em
células do melanoma, como também na area do entorno dos queratindcitos,
indicando um severo dano oxidativo nessa regido (SANDER et al., 2003).

Na constante busca por novas terapias eficazes para o tratamento do
melanoma, os derivados de dibenzoilmetano se tornaram foco do estudo devido as
suas propriedades fotoprotetoras, antitumorais e antimicrobianas (NOGUEIRA et
al.,, 2003; HUBAUD et al, 2008, ZAWADIAK; MRZYCZEK,2012). O
dibenzoilmetano (1,3-difenilpropano-1,3-diona) DBM e seus derivados sao
substancias pertencentes a classe dos flavonoides, raramente encontrados na
natureza e tém sido isolados de algumas espécies de Lonchocarpus (MAGALHAES
et al., 1996; NOGUEIRA et al., 2003). Na natureza, os DBMs sdo encontrados em
algumas plantas, como a Fabaceae (género Glycyrrhiza e Lonchocarpus). Ja foi
demonstrada a inibicdo do crescimento de células do cancer de mama, melanoma e
pulmdo pelo dibenzoilmetano sintético 1,3-difenil-2-alil-1,3-propanodiona
(NOGUEIRA et al., 2003). Huang e colaboradores (1998) verificaram que ao
administrar uma dieta de DBM a 1%, em ratas Sencar, houve a inibicado do tumor
mamario e também diminuiu a incidéncia de linfomas/leucemias. Estudos tém
relacionado a atividade do DBM a mecanismos celulares variados, como: supressao
da progresséo do ciclo celular, inibicdo da mutagenicidade, indugédo da apoptose
(WANG et al., 2011), atividade antioxidante (HEGEDUS et al., 2013).

Ha muitos estudos relacionados as atividades in vitro e in vivo, do DBM e seus
derivados no combate ao cancer, com destaque no melanoma. Porém, a
biodisponibilidade oral desses compostos permanece uma barreira a ser superada.
Muito importante também, sao os cuidados especiais com substancias novas, para
gque as mesmas possam nao causar danos ao organismo. Com o objetivo de
avaliar a atividade antimelanoma na reducdo do tumor, avaliacdo do estresse
oxidativo e impactos nos parametros bioquimicos do 1,3-difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-
propanona (DBPOH), foram realizados testes in vitro e in vivo, de uma formulagao

transdérmica em células B16F10 e camundongos C57BL, respectivamente.
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MATERIAL E METODOS
Teste de citotoxicidade

Foram utilizadas células das linhagens melan-A, estabelecida a partir de
melanoblastos normais (BENNETT et al., 1987) e B16F10, estabelecida a partir de
células de melanoma murino (FIDLER, 1973). As células de melandcitos normais
melan-A foram cultivadas em meio de cultura completo (“Roswell Park Memorial
Institute”)- RPMI - suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos
(Anfotericina B; Penicilina e Streptomicina) em frascos de cultura de 25 cm?, de
poliestireno, em incubadora a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa. A
linhagem B16F10 foi cultivada em meio de cultura completo DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's médium) suplementado com10% de soro fetal bovino e 1% de
antibidticos (Anfotericina B; Penicilina e Streptomicina) e mantidas nas condi¢des
acima descritas. A dacarbazina foi utilizada como controle positivo com as
seguintes concentragbes: 1 mM: 1,5 mM; 2 mM; 2,5 mM; 3 mM; 6 mM; 9 mM; 12
mM. O composto DBPOH foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) e foram feitas
concentracdes de 0,004 mM a 0,025 mM obtidas por diluicbes seriadas com fator de
diluicdo 2. Em cada poc¢o, a concentracao de DMSO néo ultrapassou 0,5%.

As células foram plaqueadas na concentracdo de 1x102 células/mL para as
linhagens de B16F10 e na concentragdo de 1x10% células/mL para a linhagem
melan-A. Cada poco recebeu 100 yL de meio e suspensdo de células. As placas
foram incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade em seus
respectivos meios de cultura. Apds este periodo, foram adicionadas as
concentracdes de Dacarbazina (controle positivo) e 1,3-Difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-
propanona (DBPOH) as células e estas foram incubadas por 60 horas a 37°C, 5%
de CO2 e 95% de umidade. Apods este periodo, o meio contendo os compostos foi
retirado, todos os pogos foram lavados com tampéao fosfato salino (PBS) e foi
adicionado em cada pog¢o 50 pL de uma solugdo de MTT (brometo de 3-{4,5-
dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazélio) a 0,5 mg/mL e as placas foram novamente
incubadas nas condi¢cdes descritas acima por 4 horas. Apés este periodo o MTT foi
retirado de todos os pogos e em seguida foram adicionados 100 uL de DMSO. As
absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 570
nm e a concentracao inibitéria de 50% das células (ICso) foi calculada. O ICso de
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cada linhagem foi usado para o calculo do indice de seletividade (IS) do composto.
O IS indica a seletividade de um composto entre uma linhagem neoplasica e uma
normal, e o potencial uso terapéutico deste composto em testes clinicos. Assim,
neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre o valor da ICso do composto sobre a
linhagem de células normais (melan-A) e o valor da ICso do composto sobre a

linhagem de células neoplasicas (B16F10).
Citometria de Fluxo

Células B16F10 (1 x 10°) foram plaqueadas em placas de petri de 60 x 90
cm. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, 5% de CO2e 95% de umidade
em seus respectivos meios de cultura. Apds este periodo, foi adicionada a
concentragdo equivalente ao 1IC90 do composto e estes foram incubadas por 16
horas a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade. Em seguida, as células foram
tripsinizadas, a interrup¢do da reacao de tripsinizacao foi realizada com adicédo de
meio completo e lavagem das células por centrifugacdo a 600 g por 5 minutos. O
precipitado foi ressuspenso em 1 mL de PBS. Ao término dessa etapa, a suspensao
de células foi centrifugada a 600 g por 5 minutos e o pellet foi ressuspenso em 1 mL
de tampdo Hanks. Foi realizada uma contagem das células e ajustou-se a
concentragdo para 10° células/mL. Na sequéncia, foram adicionados 5 uL de Anexina
V-FITC (lsotiocianato de fluoresceina) (ImunnoTools). Apdés 20 minutos de
incubagcédo ao abrigo de luz, foram adicionados 5 uL de iodeto de propidio (Pl) e
posteriormente foi feita a leitura dos dados em citdbmetro de fluxo (CYAN — Dako
Cytomation), no Nucleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de
Vicosa. Os resultados foram apresentados em forma de dot-plot dividido em quatro
quadrantes. Foram classificadas como células em apoptose inicial aquelas com
marcagao somente para Anexina-V (AN*/PI), e como células em apoptose tardia,
aquelas com dupla marcagao de Anexina V e Pl (AN*/PI*), células em necrose
somente marcagao para Pl (AN7/PI*) e células viaveis ndo apresentam nenhuma

marcagao.
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Testes in vivo

Camundongos machos da linhagem C57BL/6, de 7-8 semanas de idade
pesando 20 + 5 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Vigosa, foram mantidos em biotério ventilado do laboratorio de Biofarmacos, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na Universidade Federal de
Vigcosa (UFV). Todos os animais foram mantidos em gaiolas individuais de acrilico
translicido, AlescoR, de 24 x 37 x 19 cm, forradas com maravalha, em ambiente
com condigdes controladas (2212 °C, 60+5% umidade), com ciclo claro/escuro de
12h, separados por grupos. Receberam dieta padrdao e agua ad libitum. Os
experimentos foram realizados de acordo com as normas da Comiss&o de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFV e foram aprovados pelo referido o6rgao, através
do processo no 11/2013.

Os animais foram contidos e tricotomizados na regido da nuca, para facilitar
a inoculacao das células e para a aplicacdo do tratamento tépico no local. Para a
indugdo do tumor, 1x10° células da linhagem B16F10 foram inoculadas
subcutaneamente no flanco dos camundongos C57BL/6 machos (HAMANO et al.,
2003; ZEISBERG et al., 2007). Apds 24 horas, os animais comegcaram a receber o
tratamento topico, realizado durante o periodo de 21 dias, conforme descricao
abaixo. O numero de dias de tratamento foi pré-estabelecido por meio de testes
prévios em nosso grupo de pesquisa (dados nao publicados). Apds o periodo do
tratamento, os animais foram eutanasiados em camara de CO2, com posterior
incisdo dorsal, para excisdo do tumor e andlise da presenca e medicdo de possiveis
focos de metastase e incisdo ventral, na linha média, para excisao das amostras de
figado, pulmdes e rins, além da retirada das amostras de sangue por puncao

cardiaca.

Tratamento

O experimento in vivo foi realizado utilizando como veiculo para o composto
ativo uma formulagdo transdérmica INDERM VR (formulagdo abaixo), para fins de
otimizagado da penetragdo na pele (KAKUMANU et al., 2011; TAGNE et al., 2008).
Foram utilizados cinco grupos no total, conforme descricdo abaixo (n = numero de

animais por grupo), totalizando 30 animais. Os animais receberam o tratamento
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tépico por 21 dias, comegando 24 horas apdés a inducédo do tumor, de acordo com os

grupos listados abaixo.

Grupo 1: Gel transdérmico sem composto ativo (n = 6)

Grupo 2: Gel transdérmico com composto ativo — concentra¢do 0,25 mg/g (n = 6)
Grupo 3: Gel transdérmico com composto ativo — concentra¢do 0,50 mg/g (n = 6)
Grupo 4: Gel transdérmico com composto ativo — concentracao 1,00 mg/g (n = 6)

Grupo 5: Gel transdérmico com composto ativo — concentragdo 2,00 mg/g (n = 6)

O tratamento foi aplicado de forma topica, em intervalos regulares de 24
horas, no mesmo local onde foi induzido o tumor (regido tricotomizada). As
concentragbes utilizadas da formulagao foram de 0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00
mg/g e 2,00 mg/g. A dose utilizada para cada aplicacdo foi de 80 mg.
Considerando cada concentragcdo, as doses individuais de cada aplicagcao foram de
20 pg, 40 pg, 80 g, e 160 pg do composto, nos grupos: 2, 3, 4 e 5,
respectivamente. Assim, com a meédia de peso de 20 gramas por camundongo, a

dosagem variou de 1 a 8 mg/Kg peso corporal.

Analise histolégica

As amostras de tecidos (tumor, pulmdes, figado e rins) coletadas foram
fixadas por 24 horas em formol 10%, processadas e incluidas em resina, no
Laboratério de Histopatologia, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Vigosa. As laminas utilizadas para analise histolégica foram coradas em

hematoxilina-eosina.

Avaliagao histolégica do tumor

Apos a excisdo do tumor, foram registradas trés medidas para estimativa do
volume tumoral pela férmula (comprimento x largura x altura) x 0,52 (HAMANO et al.,
2003; ZEISBERG et al., 2007), para fins de comparagao entre controle e tratamentos
(KAKUMANU et al., 2011). Nas amostras de rins, figado e pulmdes, foram feitas
ldaminas histolégicas e nas amostras de melanoma, foram avaliados,
histologicamente, o estado geral do tecido, a presenca de vasos sanguineos, atipias

celulares e teciduais e indicativos de morte celular, usando-se o software Image-Pro
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Plus, comparando-se os grupos tratados ao grupo controle. As laminas foram

avaliadas qualitativamente.
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Avaliacao de parametro sanguineo

ApOs a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a 2400 G por 10
minutos para separagéo do soro, que foi congelado em microtubos a — 20°C. Nas
amostras de soro foram avaliados Alanina Amino Transferase (ALT), Aspartato
Amino Transferase (AST), Acido Urico e Creatinina utilizando-se reagentes do

fabricante Bioclin®, e metodologia cinética no aparelho BS2200.

Estresse Oxidativo

Foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes e concentragao
dos metabdlitos da acdo de espécies oxidantes no tumor e figado dos
camundongos. Os 6rgaos foram coletados apds a eutanasia e esses tecidos foram
congelados a -80 C° Para realizar as andlises, as amostras foram
homogeneizadas em PBS pH 7,4 e a suspensao centrifugada a 12.000 G a 4 °C por
10 minutos. Foi utilizado o sobrenadante para a realizagao das analises.

Para que as atividades das enzimas e concentracdo de malondialdeido
fossem expressas em unidades da enzima por mg de proteina, foi determinada a
concentracdo da proteina total dos homogenatos segundo Lowry et al. (1951),
utilizando-se albumina de soro bovino como padréo. A atividade da Catalase (CAT)
foi determinada pela taxa de queda do peréxido de hidrogénio (H2O2) (10 mM) em
espectrofotbmetro a 240 nm durante 60 s (AEBI, 1984). A atividade da CAT foi
expressa em U CAT/mg proteina. A atividade da Superdxido Dismutase (SOD) foi
determinada em leitor de Elisa em 570 nm, baseada na capacidade desta enzima
em catalisar a reagdo do anion superoxido O% em peréxido de hidrogénio e, assim,
diminuir a razdo de auto-oxidacao do pirogalol (Dieterich et al., 2000, modificado). A
atividade da SOD foi expressa em U SOD/mg proteina.

A atividade da Glutationa-S-Transferase (GST) foi mensurada através da
formagao do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variagéo da
absorbancia em 340 nm por 60 s. A formagdo do conjugado ocorre
espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reacéo néao-
enzimatica, sendo acelerada pela atividade da enzima GST. Uma unidade (U) de
GST equivale a quantidade de enzima que forma 1 mol do conjugado glutationa-
2,4-dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB 340=9,6
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mM-'.cm-" foi utilizado para os calculos (HABIG et al., 1974). A atividade da GST foi
expressa em pymol min-'.g™".

Para determinagdo dos metabdlitos da agdo de espécies oxidantes (indicativo
da peroxidagéo lipidica) foi feita a mensuragdo da concentragdo de malondialdeido
(MDA). Ao sobrenadante, foi adicionado solu¢do TBARS (&cido tricloroacético 15%
e 0,375% de acido tiobarbiturico, e HCI 0,25 N) em banho-maria por 15 minutos,
resfriado, centrifugado a 10.000 G por 10 minutos e o sobrenadante mensurado em
espectrofotometro a 535 nm (BUEGE; AUST,1978). Os calculos foram feitos
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 1,56 x 10-° M.cm™'- A concentrag&o do

MDA foi expressa em nmol/mg proteina.

Analise Estatistica

A avaliagao do efeito dos diferentes tratamentos com o composto DBPOH
sobre os parametros bioquimicos, volumes tumorais, pesos dos tecidos e atividade
antioxidante foram realizadas por meio de analise de variancia e de regressao
polinomial ao nivel de 5% de probabilidade. Para verificar o pressuposto de
normalidade dos erros foi aplicado o teste de Lilliefors e quando ndo houve
normalidade, os dados foram transformados. Para verificar a homogeneidade das
variancias dos erros entre os tratamentos, foi aplicado o teste de Bartlett, utilizando-
se o software STATPLUS R. Para escolha do modelo de regressdo mais adequado,
foi considerada a significancia dos coeficientes de regressao, pelo teste t de Student,
a magnitude dos coeficientes de determinagdo, bem como o comportamento das

variaveis em estudo.

RESULTADOS

Testes in vitro

Apo0s o teste de citotoxicidade realizado com MTT, a concentragdo inibitéria de
50% (ICsp) das células pelo composto foi calculada, utilizando-se os resultados das
leituras de absorbancia obtidas. Com base nas duas linhagens celulares testadas
(Melan-A e B16F10), os valores de ICsy obtidos foram de 10,5 pg/mL para as células
da linhagem melan-A, de 3,852 ug/mL para a B16F10, respectivamente, com indice
de seletividade (I1S) de 2,726 (Tabela 1).
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Tabela 1 Testes in vitro nas linhagens Melan-A e B16F10.

Linhagem celular IC50 (Mg/mL) IS
Melan-A 10,504 (33 uM) 2,726
B16F10 3,852 (12 uM)

IS: indice de Seletividade IC50: Concentracao inibitéria de 50%.

Citometria de Fluxo

Para investigar se o composto DBPOH induz apoptose e/ou necrose nas
células B16F10, foi feito ensaio por citometria de fluxo, utilizando Anexina V e
iodeto de propideo. O tratamento com o composto DBPOH por 16 horas induziu
a morte, majoritariamente por apoptose na concentragdo 13,903 ug/mL (44 uM)
(Anexina V-FITC*/PI- e Anexina V FITC*/PI*). Nessa concentragdo, o composto
induz em torno de 94% de apoptose nas células (76,8% apoptose e 16,9%

apoptose tardia) (Figura 2).
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Figura 1 - Inducéo da apoptose pelo composto DBPOH em células B16F10. (A) controle; (B) células

tratadas com 44uM IC90 do composto DBPOH.

Dosagens bioquimicas
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No presente estudo, ndo houve alteragdo nos valores de ambas as
transaminases ALT e AST (Tabela 2). Os valores de creatinina sérica também né&o
foram diferentes significativamente (p>0,05) entre os tratamentos, observando
assim, que o composto nao afetou esse marcador de fungao renal. O acido urico
sérico (AUS) é o produto final do metabolismo das purinas, derivado exclusivamente
da oxidacdo da xantina e hipoxantina. Um dado interessante foi verificado na
dosagem do acido urico sérico, com uma diminuicédo de 48%, 50%, 50% e 76%, nos
tratamentos com as concentragdes: 0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00mg/g e 2,00 mg/g,
respectivamente (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 Dosagens bioquimicas de camundongos C57CL tratados com o composto

DBPOH N =6
Concentragées do composto DBPOH(mg/g) CV(%)
Controle 0,25 0,50 1,0 2,0
Acido drico (mg/dL)* 45+1,11°  234+053° 226+08°  227+123°  107+06 54
Creatinina (mg/dL) 042+005 039+0,04 041%006  037+007  035%0,11 13
AST (UIIL) 516+217 311207 304130 361264 350+7,8 49
ALT (UI/L) 134 £ 4,7 119 £ 49 148 £ 77 145 1 63 114 £24 29

* efeito significativo com p<0,05.

Estresse oxidativo

Nesse estudo, foi verificado que o composto DBPOH reduziu a atividade da
Glutationa S Transferase (GST) em 27% e 16% nas concentragdes 0,50 mg/g e 1,00
mg/g, respectivamente, nos tumores (p<0,05). Por outro lado, ndo foram observados
efeitos do composto nas concentragdes de malondialdeido, 6xido nitrico € nem nas

atividades da catalase e superdxido dismutase (SOD) (Tabela 3).
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Tabela 3 Atividade antioxidante nos tumores de camundongo C57BL tratados com
o composto DBPOH n =6

.. .. Concentragdes do composto CV (%)

Atividade antioxidante DBPOH(mglg)
0,0 0,25 0,50 1,00 2,00

Superoéxido dismutase (U SOD/mg 1,26 1,25 1,24 1,28 1,35 13
proteina) #
Catalase (U CAT/mg proteina) * 0,902 0,587 0,563 0,348 0,556 59
Glutationa-S-Transferase (umol/ming) ’ 36,37 38,11 26,70 30,62 36,80 21
Malondialdeido (nmol/mg.protein) # 0,191 0,148 0,180 0,084 0,113 75
Oxido nitrico (uM) * 14,06 12,77 14,24 10,27 13,08 42

*nao significativo
1= 8,1368x° - 16,523x + 37,464

Com relacdo ao tecido hepatico, foi observada a diminuicdo de nas

concentragcbes de malondialdeido (MDA) em todos os tratamentos, com

variagbes de 72%, 65%, 79% e 88%, nas concentragcbes de 0,25 mg/g, 0,50

mg/g, 1,00mg/g e 2,00 mg/g, respectivamente (p<0,05). Para a catalase, o

tratamento de 2,00 mg/g mostrou redugédo de sua atividade em cerca de 40%,

(p<0,05). Nao foram observados efeitos do composto nas concentragbes de

oxido nitrico e nem nas atividades de GST e SOD (Tabela 4).

Tabela 4 Atividade antioxidante nos figados de camundongo C57BL tratados com o
composto DBPOH n =6

Concentragcdes do composto CV (%)

Atividade antioxidante DBPOH(mg/g)
0,0 0,25 0,50 1,00 2,00

Catalase (U CAT/mg proteina) * 37,21 36,72 48,70 41,17 22,49 38
Glutatione-S-transferase * 57,39 79,20 78,84 84,05 84,45 37
Malondialdeido (nmol/mg.proteina) * 7,32 2,06 2,55 1,53 0,91 169
Oxido Nitrico * 14,06 12,77 14,24 10,27 13,08 130
Superoéxido dismutase (U SOD/mg 54,90 47,85 69,33 58,30 39,63 50

protel'na)#

* Nao significativo

'CAT: -13,364x% + 19,559x + 36,558 R2 = 0,8677

2 MDA: 2,9385x° - 8,2964x + 5,989 R? = 0,7466
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Pesos dos 6rgaos e volume do tumor

N&o houve diferenca significativa com relacdo ao volume tumoral entre os

animais do grupo controle e tratados (Figura 1).

Volume do tumor

20
10,11
9,5
15 8,78 7,91
6,41
€ 10
(8]
5 i
0
veiculo 0,25 mg/g 0,50 mg/g 1,0 mg/g 2,0 mg/g

Grupos

Figura 2. Volume dos tumores dos camundongos, nao tratados (veiculo) e tratados como o composto
DBPOHnas concentragdes 0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00mg/g e 2,00 mg/g, n=6.

Com relagao ao peso corporal, o grupo sem tratamento se mostrou com essa
variavel menor que os demais grupos, porém, nao de modo significante (p>0,05). Da
mesma forma, os tratamentos (p>0,05) no indice visceral, rins e testiculos ndo foram

diferentes estatisticamente em todos os tratamentos (tabela 5).
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Tabela 5 Peso cororal e dos 6rgédos dos camundongos C57BL; tratados com o
composto DBPOH, (n = 6).

Concentragées do composto DBPOH(mg/g)

Controle 0,25 0,50 1,0 2,0
Peso corporal final (g) 23,7 £3,5 27,0+26 26,4 +24 28,3 £ 3,1 26,1+1,8
Ganho de peso (g)* 3,23 + 3,49 4,5+ 2,51 5,57 + 2,82 6,13 £3,72 3,69 + 3,41
indice visceral (%)#* 505 609 536 52+ 10 48 + 10
Pumdesn (mg)” 171+ 58 201+33 199 + 21 204 + 51 155 + 42
Rins (mg)* 133 + 26 153 + 13 138 + 24 140 £ 12 131 +£13
Testiculos (mg)* 109 + 34 129 + 30 125 + 27 124 £ 17 92 £17

*n3o significativo.* Razdo do peso do figado pelo peso corporal (%).

Histologia

Tumor

Na analise histolégica do material tumoral de todos os grupos foi identificada
a organizagao de células tumorais em formato de ninhos confluentes ao redor de
estruturas vasculares (CHEN et al., 2009; PAULIS et al.,, 2010), formando um
padrao pseudo-glandular. Esta caracteristica constitui um dos critérios para
diagndstico histolégico do melanoma cutaneo, juntamente com a presenca de
necrose e atipias celulares, também relatados nas presentes observacoes
(SIDDARAJU, 2011). Um detalhe que chamou atengao foi a auséncia de células
endoteliais delimitando a parede de alguns locais dessa rede vascular tumoral
apesar da presenca de hemacias no lumen, o que constitui indicio de mimetismo
vasculogénico ou formacdo de vasos mosaico, (CARMELIET; JAIN, 2011,
HENDRIX et al., 2002; PAULIS et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Seccgdes histoldgicas de amostras do tumor, de camundongos nao tratados (a) e tratados
como o composto DBPOH nas concentragdes de concentragdes 0,25 mg/g (b), 0,50 mg/g
(c), 1,00mg/g (d) e 2,00 mg/g (e). As setas nas figuras (a) e (d) indicam os diferentes tipos
de vasos formados, com padrdo pseudoglandular em (a). O circulo em (b) representa a
célula no processo de mitose.

Figado

Nas amostras dos figados, observou-se uma caracteristica peculiar. Enquanto
nos animais controle ndo foram identificadas mitoses, essas apareceram no
tratamento com o composto. Em uma analise quantitativa, essas mitoses puderam
ser identificadas nos grupos que receberam tratamento, com maior frequéncia no

grupo com 1,00 gm/g (Figura 4).
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Figura 4. Secgdes histologicas de amostras do figado, de camundongos nao tratados (veiculo) e
tratados como o composto DBPOHnas concentragdes 0,25 mg/g, 0,50 mg/g, 1,00mg/g e
2,00 mg/g. O circulo na concentragao 0,25 mg/g mostra o hepatécito no processo de
mitose.

DISCUSSAO
Avaliagao in vitro
MTT

Para avaliar o potencial terapéutico do composto DBPOH, foram realizados
testes in vitro, para a obtencdo do ICso e o indice de seletividade. O ICso para as
células normais, Melan-A e de melanoma B16F10 foram de 10,504 (35 uM) e 3,679
(12 uM), respectivamente, com indice de seletividade (IS) igual a 2,855. O IS obtido
nesse trabalho sinaliza que o composto € quase trés vezes mais ativo contra
células do melanoma, quando comparado as células normais, dentro do padrdes
considerados significativos, que sao valores entre 2 e 3 (BADISA et al.,, 2009;
BEZIVIN et al., 2003; SUFFNESS; PEZZUTO, 1991). Franga (2013), trabalhando
com composto similar ao DBPOH, encontrou um IS igual a 4,25, porém, a

concentragdo de seu composto era de cerca de 21 vezes maior na ICso das
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células Melan-A e 14 vezes nas células B16F10. Esses dados demonstram que
pequenas alteragbes estruturais podem provocar grandes alteragdes
farmacoldgicas. Flores (2012), determinando ICso e IS de diversos compostos,
verificou que o quimioterapico dacarbazina, utilizado no tratamento do melanoma,
possui IS préximo de 1,0, o que torna esse medicamento sem seletividade para
células tumorais. Além disso, essa mesma autora encontrou valores de ICso iguais
a 708 pg/mL e 754 pyg/mL para células B16F10 e melanocitos normais,
respectivamente, muito superiores aos encontrados para o composto DBPOH. Os
resultados encontrados no recente trabalho trazem importantes informagdes para a
sequéncia de experimentos, para confirmar as virtudes farmacoldgicas do
composto DBPOH.

Citometria de Fluxo

As células do melanoma possuem propriedades de sobrevivéncia e
motilidades superiores as celulas normais, com isso, elas apresentam baixos niveis
de apoptose in vitro e in vivo e, por essa razao, sao mais resistentes a apoptose
induzida por drogas, o que lhe confere maior agressividade entre os canceres
(GRAY-SCHOPFER et al.,, 2007; SOENGAS; LOWE, 2003). A resisténcia a
apoptose ocorre devido a quebra do controle da morte celular associada aos fatores
de ativacdo anti-apoptéticos e inativacdo de efetores pro-apoptoticos e
potencializagdo dos sinais de sobrevivéncia (SOENGAS; LOWE, 2003). Moléculas
importantes estdo envolvidas na promogado da apoptose, como as proteases
especificas para aspartato que contém cisteina, da familia das caspases, o citoromo
c e moléculas da familia Bcl-2. A sinalizacdo da apoptose envolve, principalmente,
receptores de membrana, como Fas e fator de necrose tumoral (TNF), bem como
seus receptores ou via conduzida por mitocdndrias, as quais ativam caspases
(caspase 8 ou 9) e mocléculas chave de sinalizagédo de transdugdo de sinal
downstream, com sucessivo inicio por caspase 3, deflagrando a apoptose.
(SCHMITZ et al., 2000; ADAMS 2003).

No processo de apoptose, as células passam por mudancas na bicamada
fosfolipidica da membrana celular e ocorre externalizagao da fosfatidilserina para

membrana externa. Dessa forma, células apoptéticas podem ser marcadas pela
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Anexina-V (proteina que tem afinidade pela fosfatidilserina), ligada ao fluorocromo
FITC, enquanto que o iodeto de propideo ndo pode se ligar a célula, uma vez que
este s6 consegue penetrar nas células quando sua membrana ndo esta integra,
como ocorre na necrose (KRYSKO et al., 2008). No presente estudo, o composto
DBPOH promoveu a apoptose das células B16F10, na concentracido 44uM,
equivalente ao IC90. Considerando uma linhagem altamente agressiva das células
B16F10, esses dados podem indicar um promissor efeito nesse tipo de morte
celular. Sun et al. (2012), trabalhando com o Oridonin, um diterpenoide tetraciclico,
observaram a inducdo da apoptose de 5,3%, 12,8%, 28,5% e 49,6%, utilizando
concentragbes de 1,25, 2,5, 5,0 e 10 ug/mL, respectivamente. Nath et al. (2016)
testaram a atividade de 3,5-dihydroxy-4-ethyl-trans- stilbene (DETS), uma
substancia isolada do Bacillus cereus, e demonstraram sua atividade citotoxica em
células de melanoma (IC50: 24,01 uM) e apoptose em células de melanoma, via
mitocondrial, através da quebra da caspase 9. Esses autores verificaram que o
DETS também ativou a caspase 8.

Ha indicagdes que o estresse oxidativo € um importante fator na regulagao
da apoptose em células tumorais e ocorréncia de apoptose pode ser induzida por
agentes quimicos através da perturbagao do estado redox (DIXIT et al., 2009; DIXIT
et al., 2014). A alteragdo promovida no tecido hepatico e tumor, demonstrada nesse
trabalho, indica que a alteragdo no estado redox pode ser um possivel mecanismo

de acao do composto DBPOH.
Avaliagao bioquimica

Uma das preocupagdes de aplicagdo de novas drogas sao 0s possiveis
efeitos toxicos causados por elas. Efeitos tdxicos locais dependem apenas de
ocorréncia de contato e tamanho da dose, ja os sistémicos dependem de absorc¢ao,
distribuicdo, biotransformagdo e excre¢do do agente toxico (MACHADO, 1998).
Dentre os 6rgdos mais afetados, podem-se destacar os rins e figado. A dosagem
das transaminases ALT (Alanina Amino Transferase) e AST (Aspartato Amino
Transferase) sao dois indicadores de lesdo hepatocelular (WILLIAMS et al., 1988).
Compostos inéditos devem garantir a seguranga em seu uso e obedecer uma
sequéncia de testes in vitro e in vivo, além de obedecer as normas da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). O tratamento tépico pode evitar o
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metabolismo de primeira passagem, onde as substancias, apdés a absorgao
intestinal, alcancam a veia porta e chegam ao figado. Neste o6rgdo, muitas
substancias sofrem reagdes, sendo inativadas ou ativadas farmacologicamente,
alterando suas solubilidades e facilitando suas excregcoes. Nesse estudo, ndao foram
observadas alteracbes em parametros que avaliam danos hepatico e renal
(transaminases e creatinina, respectivamente). Com relagcdo ao figado, n&o foram
observadas alteragdes significativas nas transaminases ALT e AST. Yoon e
colaboradores (2016) demonstraram que o acetaminofen, um composto antipirético
e analgésico de ampla utilizagdo em todo o mundo, pode alterar essas enzimas
hepaticas, caracterizando injuria tecidual. Dessa forma, o composto utilizado se
mostrou indbcuo quando avaliada fungdo hepatica pelos niveis das transaminases.
Com relagao ao sistema renal, ndo houve diferencas significativas nas dosagens de
creatinina no soro dos animais. Considerando dois 6rgdos que estao intimamente
sujeitos a toxicidade e excre¢cdo de xenobidticos, o composto DBPOH, nas doses
utilizadas, parece nao provocar alteragdes, o que foi confirmado com a histologia
desses o6rgdos. Franga (2013), trabalhando com o composto DBMO2 (oxidado em
relacdo ao DBPOH), também verificou que seu composto ndo afetava a funcgéo
hepatica, nem a renal, baseando nos dados histolégicos.

Niveis de Acido Urico Sérico (AUS) tém sido recentemente associados com o
aumento do risco e mortalidade de pacientes com cancer (FINI et al., 2012; SHIN et
al., 2012; TANRIVERDI et al., 2014). Nesse trabalho, o composto DBPOH reduziu os
niveis de AUS em todos os tratamentos, com a variacédo de 48% (0,25 mg/g) até
76% (2,00 mg/g), indicando a redugdo do ambiente redox pode contribuir para o
melhor progndéstico do cancer. O acido urico € considerado um agente antioxidante,
capaz de eliminar as EROs, protegendo contra danos no DNA e regulando o
microambiente celular. Dessa forma, esse dado corrobora com um ambiente de
menor potencial oxidante, indicado pelos menores valores de malondialdeido e
catalase, no figado e menor atividade da GST nos tumores, nos tratamentos com o
composto. Uma hipétese seria que o composto DBPOH pudesse deixar o ambiente
celular do melanoma menos agressivo, deixando essas células menos propensas a
metastase. Estudos tém demonstrado a relacdo de altos niveis de AUS: com o
cancer (AMES et al., 1981); como fator preditivo independente na redugéo e tempo

de vida em pacientes terminais com cancer (SHIN et al. 2006); que paciente pré-
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tratamento, com niveis altos de AUS também tinham metastases e menor

sobrevivéncia em cancer de pulmao (TANRIVERDI et al., 2014).
Estresse Oxidativo

Células epiteliais morrem quando se soltam da matriz extracelular, em
cultura de células, como resultado da reduzida captacdo de glicose, deplecao de
adenosina trifosfato (ATP) e estresse oxidativo (DEBNATH et al., 2005; DEBNATH
et al.,, 2002). A sinalizagdo oncogénica pode promover sua sobrevivéncia pelo
aumento da captagao de glicose e fluxo através da via das pentoses fosfato, a qual
gera NADPH e regenera a glutationa, o tampdo contra o estresse oxidativo
(SCHAFER et al.,, 2009). A glutationa é necessaria para iniciagdo de alguns
canceres e, antioxidantes podem promover a iniciacdo de progressao (DENICOLA
et al., 2011; SAYIN et al., 2014; HARRIS et al., 2015). Em niveis baixos, espécies
reativas de oxigénio (EROs) atuam como moléculas sinalizadoras para proliferagao
e via de sobrevivéncia (SENA et al., 2012). Em niveis moderados, EROs promove
danos no DNA e promove mutagénese em células (WISEMAN et al., 1996). Niveis
altos de EROs, exercem estresse oxidativo na célula e podem causar senescéncia
e morte. Para controlar o estresse oxidativo, as células geram moléculas com acao
antioxidantes, que convertem as EROs. Devido a grande geracdo de EROs como
produtos do crescimento celular, as células cancerosas toleram niveis muito altos
de EROs produzidos, comparados as células normais (TRACHOOTHAM et al.,
2009). Além disso, para evitar os efeitos danosos do estresse oxidativo, acredita-se
que as células cancerosas devem ativamente regular um sistema multiplo de
antioxidantes.

Nesse estudo, o composto DBPOH teve efeito nas concentragbes de MDA
no tecido hepatico indicando menor produ¢do do marcador de peroxidacgéo lipidica.
Ainda no tecido hepatico, também houve efeito do DBPOH na atividade da catalase.
Este dado pode levar a hipotese de que essa diminuicdo da formag¢ao do produto
de peroxidacao lipidica poderia indicar menor atividade metabdlica. Esse fator
poderia deixar o ambiente celular do tumor mais fragil e menos preparado para
ambientes mais hostis, como a circulagdo sanguinea e outros tecidos, o que
poderia diminuir as chances de metastases. Essa hipotese poderia ter mais
subsidios com um modelo diferente de indugcdo tumoral, via cauda dos
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camundongos, onde as células sao injetadas diretamente na circulagao (Ql et al.,
2014; CHIEN et al., 2016).

O aumento dos niveis de EROs nas células tumorais podem influenciar vias
de sinalizacdo celular, alteracdo na expressdao de fatores de transcricdo
desregulando enzimas antioxidantes, alterando a proliferagdo e aquisicdo de
fendtipo metastatico (GOVINDARAJAN et al., 2007; LIU et al., 2012). Meyskens et
al., (2001) sugeriram que os niveis de EROs enddégenos sao maiores em células de
melanoma, quando comparados aos melanécitos. Santos e colaboradores (2016),
estudando pacientes com melanoma sem metastases e com metastase, verificaram
que no primeiro grupo a atividade da catalase estava menor que no grupo sem o
melanoma, indicando que esse estado de menor atividade enzimatica poderia deixar
as células de melanoma menos agressivas com relagdo ao seu potencial
metastatico. O estado redox com menor concentracdo do MDA, induzido pelo
composto DBPOH, pode ser um indicativo de inibicdo de metastases, tornando
assim possivel seu uso concomitante em quimioterapias. Através do tamponamento
das EROs, as células conseguem manter esses niveis dentro de uma faixa mais
alta, capaz de beneficiar a progresséo do tumor. Tem surgido a evidéncia indicando
que antioxidantes contribuem para a tumorigénese, pela prevencao do acumulo de
EROs e subsequente estresse oxidativo nas células (DIEHN et al., 2009; SCHAFER
et al., 2009; DENICOLA et al., 2011). A deplecao do sistema glutationa parece ter
um marcante potencial pré-apoptético. A inibicdo da atividade SOD também se
mostrou uma atividade seletiva anti-melanoma, representando um possivel alvo
terapéutico (HUAN et al., 2000; VENE et al. 2011; MAYOLA ey al., 2011;).

Tumores

Os volumes dos tumores desse trabalho ndo tiveram diferengas significativas
como resultados entre os tratamentos. Franca (2013), trabalhando com um
composto similar ao DBPOH e mesmo modelo experimental com células B16F10,
verificou redugao nos tumores nos grupos tratados com 1 e 3 mg/mL. Esses dados
demonstram que mesmo dados in vitro indicando efeitos similares, como os de
Franca (2013) e os desse estudo, sdo necessarios mais dados para revelar os
efeitos e seus respectivos mecanismos. No presente trabalho, a alteracdo de dados

marcadores de estresse oxidativo revelarou que o ambiente tumoral sofreu
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modificagdo com os diferentes tratamentos. Uma consequéncia dessa alteracdo no
ambiente celular de estresse oxidativo, seria a dificuldade de células conseguirem

invadir outros tecidos, com as metastases.

Histologia

Zhang e colaboradores (2006), utilizando o modelo de implante com células
B16F10, ndo identificaram metastases nos figados, bagos, pulmbes, rins e
cérebros, em 60 animais analisados. Esse mesmo grupo néo identificou necrose,
quando os tumores tinham menos de 1,0 cm, demonstrando que o tumor, nesse
estagio, possuia um bom suprimento de sangue. Apds o tumor alcangar 1,5 — 2,0
cm, a necrose apareceu, no 21° dia apds a inoculagao. Nossos dados corroboram
com aqueles, pois nao foram identificadas metastases nos figados analisados em
todos os grupos.

Frangca (2013) observou alteragbes teciduais nos seus grupos controle
(espacos sinusoides aumentados, e vacuolizagao citoplasmatica nos hepatdcitos) e
o infiltrado inflamatdrio foram atenuados com o tratamento, principalmente, na
concentracdo de 3 mg/mL de seu composto derivado DBM, caracterizando efeito
hepatoprotetor do composto, corroborando com os trabalhos de Garcea et al.
(2004) e Hoele et al. (2006), que indicaram o figado como principal 6rgao
responsavel pelo metabolismo de B-dicetonas da familia dos curcumindides. Neste
trabalho, o composto DBPOH n&o mostrou sinais de agressividade no figado, como
infiltrados inflamatdrios, esteatose e degeneragao hidrépica. A arquitetura do 6rgao
também foi mantida. Uma observacao interessante deriva dos tratamentos de 0,25
mg/g, 0,50 mg/g e 1,00 mg/g, onde foram frequentes a presenca de mitoses
sinalizando, provavelmente, regeneracdo hepatica. O processo de regeneracao
hepatica, depois de desencadeado, pode ser avaliado por varios métodos: peso do
figado, numero de mitoses, componentes do acido desoxirribonucléico, indice de
sintese dos antigenos nucleares, usando-se imuno-histoquimica, expressao de
genes, variagdes dos niveis de proteinas séricas, testes soroldgicos, determinagdes
enzimaticas de marcadores de proliferagcdo e citometria de fluxo (ASSY et al.,,
1997). Dentre esses métodos, o peso do figado e transaminases nao tiveram
diferencgas significativas para justificar a presenca das mitoses nos referidos grupos.
Lembrando que no ambiente celular desses grupos, foram encontrados um perfil de
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menor espécies causadores de estresse oxidativo, seria necessario uma
investigacdo mais profunda, principalmente na grande alteragdo encontrada na

dosagem do acido urico sérico.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O tratamento e melhora do prognéstico do melanoma permanece ainda um
desafio. O conhecimento de seu mecanismo de iniciagdo, bem como sua evolugao
€ fundamental para o sucesso de seu tratamento.

Novas substancias sao necessarias para o tratamento desse céancer, uma
vez que as substancias hoje existentes ndo promovem os resultados esperados
para um tratamento satisfatério. A combinagao de terapias pode ser a alternativa
mais viavel nesse caso.

Os derivados do dibenzoilmetano podem trazer novas esperangas para o
tratamento do melanoma e o DBPOH pode ser um candidato nesse cenario. Tanto
os resultados in vitro, como os resultados in vivo, demonstraram-se como
candidatos muito promissores para a evolu¢cdo do DBPOH para uma possivel
droga. Os valores de ICsp, ICgp € seus respectivos indices de seletividades sao
robustos e promissores. Além da auséncia de efeitos toxicos nos testes avaliados.
Para isso, sdo necessarios mais testes, tanto na parte de toxicologia, para garantir
que ele ndo provoque danos ao organismo, como aqueles que possam identificar
seu mecanismo de ac¢dao. Uma nova abordagem a ser inserida sera a avaliagao da

capacidade de migragéao celular, in vitro e in vivo.
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