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RESUMO

OLIVEIRA, Maria Aparecida Braga Rocha e, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
jullho de 2019. Avaliagdo da atividade antitumoral in vitro do derivado de
dibenzoilmetano, 1- [(4’-iso-propil)fenil]-2-propano-3-fenil-1,3-propanodiona (IP 2-
DBM), em linhagens de melanoma, glioma e adenocarcinoma do colorretal.
Orientadora: Anesia Aparecida dos Santos.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), cancer € a denominacado dada a um
conjunto de mais de 100 doencas que tém como principal caracteristica o crescimento
desordenado de células capazes de invadir tecidos e 6rgdos adjacentes e de se
espalhar de forma metastéatica para outras regiées do corpo. A Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) apresenta essa doengca como sendo um problema de saude publica,
tendo causado 9,6 milhdes de mortes em 2018, e portanto figurando como sendo a
segunda principal causa de mortes no mundo. Dentre os diferentes tipos de cancer,
destacam-se o cancer de pele do tipo melanoma, o glioma e o cancer colorretal (CCR),
estes devido a alta letalidade e baixa taxa de sobrevida. Um grande desafio no
tratamento do cancer € o desenvolvimento de resisténcia de algumas populacdes de
células tumorais aos quimioterapicos antineoplasicos conhecidos, além da falta de
seletividade das drogas, resultando em alta toxicidade as células normais. De fato, os
indices de Seletividade (IS) de drogas atuais com grande potencial quimioterapico s&o
menores ou iguais a 1,0. Por outro lado, dibenzoilmetanos (DBMs) e seus derivados
destacam-se por apresentarem atividade antitumoral in vitro e in vivo contra diversos
tipos de tumores, possuem diversas propriedades farmacoldgicas (fotoprotecéo e
atividades anti-inflamatoria, antitumoral, antiviral), e pela possibilidade de serem
produzidos por meio de sintese organica. Assim, no presente trabalho sintetizou-se
um derivado inédito do DBM, denominado IP>-DBM, que foi caracterizado por técnicas
espectométricas como RMN H! RMN C*2 e massas. A fim de avaliar o efeito citotéxico
do IP>-DBM, foram realizados testes in vitro em linhagens de células tumorais B16F10
(melanoma), C6 (glioma) e SW480 (adenocarcinoma colorretal) e em linhagens de
células normais Melan-A e VERO. Os resultados do teste de citotoxicidade realizado
com MTT, mostrou que as taxas de ICso (50% da concentragdo inibitoria maxima)
foram 9,018 ug/mL, 26,17 ug/mL e 24,04 pg/mL para as células de linhagens de
melanoma, glioma e adenocarcinoma colorretal, respectivamente. Enquanto as
linhagens normais Melan-A e VERO, apresentaram ICso de 51,85 pg/mL e 99,89

pMg/mL, respectivamente. Em relagao a Melan-A, o IS (indice de seletividade) foi de



5,74 para melanoma e 2,15 para glioma, e em relagcdo a VERO, os IS foram de 11,06,
3,81 e 4,15, para melanoma, glioma e adenocarcinoma do colorretal, respectivamente.
Os dados obtidos indicam que o composto IP>-DBM é um potencial medicamento para
o tratamento do cancer. Estudos complementares e testes in vivo sdo necessarios

para avaliar a toxicidade, o mecanismo de acdo e a farmacocinética do composto.

Palavras-chave: Cancer. Agentes antineoplasicos. Dibenzoilmetano. Melanoma.

Gliomas. Adenocarcinoma.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Maria Aparecida Braga Rocha e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2019. Evaluation of the antitumor activity of the dibenzoylmet hane
derivative, 1- [(4’-iso-propyl)phenyl]-2-propane-3-phenyl -1  ,3- propanedione (IP »-
DBM), in melanoma, glioma and colorectal adenocarcinoma. Adviser: Anesia
Aparecida dos Santos.

According to Instituto Nacional de Cancer (INCA), cancer is the name given to a group
of more than 100 diseases,that have as a common feature the uncontrolled growth of
cells capable of invading neighboring tissues and organs, and to metastatically spread
to other body regions. The World Health Organization (WHO) presents this disease as
a public health problem, which has caused 9.6 million deaths in 2018, being considered
the second main cause of death in the world. Among the different types of cancer,
melanoma skin cancer, glioma and colorectal cancer (CCR) stand out due to their high
lethality and low survival rate. A great challenge for treating cancer is the development
of resistance to known antineoplastic chemotherapic drugs by some cell populations,
besides the low selectivity of the drugs, resulting in high toxicity to healthy cells. Indeed,
the Selectivity Index (Sl) of current drugs with good chemotherapic potential are
smaller or equal to 1.0. On the other hand, dibenzoylmethanes (DBM) are notorious
compounds for their antitumor activity in vitro and in vivo against several types of
tumor, due to their diverse pharmacological properties (photoprotection and anti-
inflammatory, antitumor and antiviral activities), and for the possibility of being
produced through organic synthesis. Therefore, in the present work, a new DBM
derivative, named IP,-DBM, was sintetized and characterized by RMN H!, RMN C13 e
massas. In vivo assays wereperformed in the tumor cell lines B16F10 (melanoma), C6
(Glial) and SW480 (colorectal adenocarcinoma) and in the normal cell lines Melan-A
and VERO. The synthesis was successfully concluded and the identification of the
compound was confirmed. After the cytotoxicity assay with MTT, the rates ICsp (half
maximal inhibitory concentration) were 9.018 ug/mL, 26.17 pg/mL and 24.04 ug/mL
for the cell lines melanoma, glioma and CCR, respectively, while the normal cell lines
Melan-A and Vero presented ICso of 51.85 pg/mL and 99.89 ug/mL, respectively. For
Melan-A, the Sl was 5.74 and 2.15 for melanoma and glioma, respectively. For VERO,

the IS rates were 11.06, 3.81, and 4.15 for melanoma, glioma and colorectal



adenocarcinoma, respectively. The data obtained suggest that the compound IP>-DBM
is a potential drug for cancer treatment. Further complementary studies and in vivo
assays are necessary to guarantee the safety regarding the toxicity and to verify the
mechanism of action and pharmacokinetics of the compound.

Key words: Cancer. Antineoplastic agents. Dibenzoylmethano. Melanoma. Glioma.

Adenocarcinoma.
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1. INTRODUCAO

Segundo dados levantados pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), somente
para o biénio 2018-2019, foi estimada a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer
no Brasil, dos quais os mais prevalentes sdo o cancer de pele ndo melanoma, de
prostata, pulmdo, mama feminina e colon (INCA, 2018). A Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), apresenta o cancer como sendo um problema de saude publica,
especialmente entre os paises em desenvolvimento. Nestes, é esperada a ocorréncia
de 80% do total dos mais de 20 milh8es de casos novos estimados mundialmente até
2025. O cancer é a segunda principal causa de morte no mundo e € responsavel por
9,6 milhdes de mortes em 2018. A nivel global, uma em cada seis Obitos sé&o
relacionadas a doenca (ONU, 2018).

Dentre os diferentes tipos de cancer destaca-se o cancer de pele do tipo
melanoma, um dos canceres mais agressivos, caracterizado por alta propensao a
formacado de metastase, além da resisténcia a terapia, resultando assim alto indice de
mortalidade (LEBSA et al., 2007; RATHORE et al., 2019). Também se sobressaem o
glioma, no qual os pacientes apresentam taxas de sobrevivéncia baixas, com tempo
médio de sobrevida menor que 18 meses (LIU et al., 2019) e o cancer de colorretal
(CCR), considerado no Brasil a terceira neoplasia maligna mais comum em homens e
a segunda mais comum em mulheres, com taxa de sobrevida de 5 anos em 63% dos
casos em geral e 10% quando o diagndstico € realizado com a constatacdo de
formacado de metastases (DENIPOTEI et al., 2010).

Um grande problema no tratamento do cancer € o desenvolvimento de
resisténcia de algumas populacbes de células tumorais aos quimioterapicos
antineoplasicos conhecidos. Isso ocorre devido as caracteristicas intrinsecas da
terapia que, além de eliminar células tumorais, podem vir a selecionar algumas células
cancerosas, que poderao se tornar linhagens progressivamente mais agressivas. Uma
desvantagem perigosa devido ao risco de recidiva, pois tais células se tornam néo

responsivas ao tratamento (SAITO, 2014).

Desde a descoberta da cisplatina varias tentativas tém sido feitas com o
objetivo de desenvolver novos quimioterapicos com menor toxicidade e efeitos
colaterais minimizados para tratar o cancer. Ademais, problemas fundamentais

relacionados a quimioterapia permanecem nao solucionados tais como a resisténcia,
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conforme ja citado, e a falta de seletividade das drogas que possuem alta toxicidade
as células normais (ISHAQ et al., 2014). Além da Cisplatina, drogas com grande
potencial quimioterapico, como Doxorubicina e Dacarbazina, vem sendo utilizadas
pelo Sistema Unico de Saude, SUS. Entretanto, seus Indices de Seletividade (IS) séo
menores ou proximos a 1,0. (OLIVEIRA, 2015). O uso de tais farmacos em terapias
ocorre principalmente devido ao baixo custo, mesmo apresentando uma resposta
terapéutica muito baixa (FAGHFURI et al., 2015; ATKINS et al., 1999).

Inimeros compostos naturais ou sintéticos farmacologicamente ativos contra
os diversos tipos de tumores tém sido descritos, embora a grande maioria ndo se torne
um farmaco com capacidade clinica, estudos de modificacbes moleculares na
estrutura de compostos com atividade antitumoral, com o intuito de minimizar os
efeitos adversos encontrados nos quimioterapicos, possibilita o avanco da producéao

de agentes de potencial utilizacdo na quimioterapia (QUIRINO et al., 2006).

Entre as diversas classes de compostos descritas na literatura que apresentam
atividade antitumoral, in vitro e in vivo, encontram-se os dibenzoilmetanos - 1,3-difenil-
propano-1,3-diona, DBM. Tratam-se compostos pertencentes a uma familia de
flavonoides muito estudada como potente agente farmacolégico devido a capacidade,
demonstrada por ela e seus derivados, formarem um grupo raro de pequenas [3-
dicetonas (Figura 5) que apresentam diversas propriedades farmacoldgicas,
(fotoprotecéao, atividades antiinflamatdria, antitumoral, antiviral) (Quirino et al., 2006).
Essas substancias sao encontradas em um grande numero de plantas (Annonaceas,
Astraceas, Menispermaceae, Rosaceae, Salicaceae e, especialmente,
Leguminoseae) (BLATT et al., 2002). Ademais, o DBM e seus derivados também

podem ser obtidos por meio de sintese organica (MAGALHAES et al., 1997).

Diante das evidéncias mencionadas, faz-se necesséaria a descoberta de
medicamentos mais especificos, que dificultem o aparecimento de resisténcia a
drogas e que sejam mais seletivos para o cancer. Desse modo, o presente trabalho
teve como objetivo o desenvolvimento da sintese de um derivado inédito do DBM,
denominado IP>-DBM e a avaliagdo do efeito antitumoral em melanoma, glioma e
adenocarcinoma do colorretal, bem como a comparagéo de sua eficiéncia in vitro com

drogas de uso clinico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Cancer: neoplasia maligna ou tumor maligno

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) cancer € a denominacgéo dada
a um conjunto de mais de 100 doencas, tendo como principal caracteristica comum o
crescimento desordenado de células capazes de invadir tecidos e 6rgdos adjacentes,
e de se espalharem de forma metastatica para outras regibes do corpo. Sé&o
consideradas doencgas de ocorréncia multifatorial, causadas principalmente por
alteracOes genéticas, fatores ambientais e estilo de vida.

Em condi¢des normais, as células do corpo crescem e se reproduzem atraves
de processo controlado e bem definido, conhecido como ciclo celular, no qual uma
célula se divide e originando duas células idénticas (divisdo celular ou mitose). Dessa
forma, tal processo é responsavel pela reposicéo de células mortas, regeneracéo dos
tecidos saudaveis do corpo ou pelo crescimento do organismo multicelular. Devido a
sua importancia tal processo possui mecanismos de regulacao e de parada da divisao
celular. Entretanto, muitas vezes tais formas de controle sdo sobrepujadas e, as
células passam de uma condi¢ao dita “normal” para uma condicao dita “tumoral” onde
as mesmas crescem (ou seja, se dividem) independentes destes mecanismos de
regulacéo (KIERSZENBAUM et al., 2008).

O crescimento autbnomo da massa tecidual de células cancerosas excede ao
crescimento de tecidos saudaveis e, em muitos casos, persiste mesmo depois de
tratamento e/ou da realizacdo de procedimentos cirdrgicos, comprometendo o
organismo hospedeiro pela diminuicdo do suprimento nutricional e energético. Ainda,
através desse mecanismo de crescimento incontrolavel, os tumores malignos tendem
a ser muito agressivos e, muitas vezes se tornam nao responsivos aos tratamentos,
podendo se espalhar para outras regifes do corpo (COTRAN et al., 2004; MCGEE et
al., 1992; WILLIS, 1952).

O processo de formacdo do cancer, chamado de carcinogénese ou
oncogénese €, em geral, lento podendo levar varios anos para que uma célula
cancerosa prolifere-se e dé origem a um tumor visivel (INCA, 2019). Sua formacao,
entdo, resulta do acimulo de mutacdes genéticas nas células, ou seja, sdo os efeitos

cumulativos de diferentes agentes cancerigenos ou carcin6genos 0s principais
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responsaveis pela formacgéo e progressdo da doenca e, como cada célula € exposta
a mutagénicos a cada ciclo de divisdo celular, a carcinogénese é o resultado da
exposicao a esses agentes, devido a frequéncia, o periodo de tempo e pela interacao

entre eles. (YUAN et al., 2019).

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) afirma que “quase todas as familias
do mundo sdo afetadas pelo cancer de alguma maneira” e que foram feitos muitos
progressos na prevencado, no tratamento e nos cuidados paliativos da doenca.
Entretanto, o acesso a esses avancos € desigual. Em muitos paises, o cancer é
diagnosticado tardiamente, o tratamento € de alto custo ou inacessivel e ndo ha
disponibilidade de servigos paliativos. Ainda, segundo a OMS, aproximadamente 14
milhdes de novos casos sao registrados por ano globalmente. Além disso calcula-se
gue essas notificacbes devam subir 70% nas proximas duas décadas (Organizacéo
das Nagdes Unidas - ONU, 2018).

Os paises em desenvolvimento serdo os mais afetados, entre eles o Brasil.
Segundo dados levantados pelo INCA, somente para o biénio 2018-2019, foi estimada
a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer. Excetuando-se o cancer de pele nédo
melanoma (cerca de 170 mil casos novos), ocorrerdo 420 mil casos novos de cancer,
sendo os de proéstata, pulmdo, mama feminina, colon e reto os mais incidentes.
Ademais, também sdo observadas altas taxas para os canceres do colo do utero,

estbmago e esofago.

Segundo as estimativas, os canceres de préstata (68 mil) em homens e mama
(60 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. A excecdo do cancer de pele nédo
melanoma, os tipos de cancer mais frequentes em homens sdo os de préstata
(31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estdbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%).
Nas mulheres, os canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do utero (8,1%),
pulméo (6,2%) e tireoide (4,0%), sdo 0s mais incidentes como mostrado na figura 1.
(INCA, 2018).
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Figura 1 - Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma* (Fonte: INCA, 2018). *Numeros
arredondados para multiplos de 10.

Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 9,4%
Cdlon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estémago 13.540 6,3% Traqueia, Brénquio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%

Eséfago 8.240 3,8% Estémago 7.750 3,8%

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%

Laringe 6.390 3,0% Owvdrio 6.150 3,0%

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

Nesse contexto, no presente trabalho foram selecionados trés tipos de
linhagens cancerosas para a realizagdo do estudo citotoxico: melanoma, que apesar
da baixa incidéncia, possui elevado indice de letalidade devido sua alta capacidade
metastatica (LOURENCO, 2013); adenocarcinoma do colorretal, 0 mais comum entre
homens e mulheres (INCA, 2018 - figura 1) e glioma que age sobre o sistema nervoso

central e para o qual atualmente ndo ha cura (LIU et al., 2019).

2.2. Melanoma

O cancer de pele do tipo melanoma, apesar de ser menos incidente, &
considerado um dos canceres mais agressivos, caracterizado por alta plasticidade e
propensédo a formacdo de metastase, além da resisténcia a terapia, resultando assim
em alto indice de mortalidade (LEBSA et al., 2007; RATHORE et al., 2019). E
originado dos melandcitos, células normais derivadas da crista neural e produtoras de
pigmento na pele, que situam-se na camada basal da epiderme e se separam da
derme pela membrana basal. Tais células contém organelas especiais denominadas
melanossomos, 0s quais sdo responsaveis pela producdo do pigmento melanina.
Esses, por sua vez, se organizam em granulos, e sao transferidos para o0s
queratinécitos mais proximos, onde formam uma “capa” ao redor do nucleo,
protegendo o DNA de danos causados pela radiagdo ultravioleta (UV) (DAMSKY,
2014).
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O melanoma é causado pela proliferacdo maligna de melandcitos, sendo
majoritariamente causado pela exposi¢cdo a radiagdo UV em seus tipos A e B (UVA e
UVB). A UVB gera danos diretamente ao DNA, através da formag&o de dimeros de
ciclobutano pirimidina (CPD) e fotoprodutos 6-4 pirimidina-pirimidona (6-4 PP),
enquanto a UVA pode gerar danos indiretos ao DNA, por meio da geracao de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Assim, a exposicao a radiacdo UV sem protecao, de forma
excessiva ou nado, pode ultrapassar a capacidade citoprotetora da melanina,
resultando em danos a moléculas organicas como DNA e proteinas (SAITO, 2014).

A progressdo de melandcitos normais para melanoma metastatico € um
processo que ocorre em varias etapas, as quais podem ser observadas na Figura 2.
As mudancas na capacidade proliferativa do sistema melanocitico, ocasionadas pela
radiacdo UV, produzem inicialmente uma lesdo precursora benigna (nevo benigno ou
nevo melanocitico), as quais sao planas e de coloragéo uniforme. O segundo estagio
€ um crescimento maior de lesdes assimétricas, com bordas irregulares, contendo
multiplas cores, chamado nevo displasico (MILLER et al., 2006, SAITO, 2014).
Posteriormente, na fase de crescimento radial, as células adquirem a habilidade de
proliferacdo, apresentando-se como lesdes elevadas, com poder de penetracdo nas
papilas dérmicas isoladamente ou em pequenos ninhos. Nas fases finais de
transformacao, tais células podem progredir para a fase de crescimento vertical, onde
adquirem a capacidade de invadir a derme e formar um nodulo expansivo. Nesta fase
denominada de progressdo tumoral, as células apresentam caracteristicas
metastéaticas, sdo capazes de entrar na corrente sanguinea ou em vasos linfaticos

culminando na colonizacéo de tecidos e 6rgaos distantes (MILLER, et al., 2006).

Acredita-se que o acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas impulsione
a progressao atraves dessas etapas (DAMSKY, 2014) e, além disso, segundo o INCA
0 melanoma pode aparecer em qualquer parte do corpo, na pele ou mucosas,
apresentando-se na forma de manchas, pintas ou sinais de danos como feridas ou
nddulos de coloracdo avermelhada que aumentam de tamanho em curto espaco de
tempo. Nos individuos de pele negra, ele € mais comum nas areas claras, como
palmas das méos e plantas dos pés. As estimativas para o biénio 2018-2019 no Brasil
indicaram a ocorréncia de 6.260 novos casos, sendo 2.920 deles em homens e 3.340
em mulheres. Desses, foram contabilizados 1.794 6bitos, 1.012 em homens e 782 em
mulheres (INCA, 2019).
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Figura 2 - Eventos Biologicos na Progressdo do Melanoma. Os primeiros passos
considerados como benignos estdo associados a formacdo de nevos e a fase de
crescimento radial (RGP). Células do RGP podem progredir para a fase de
crescimento vertical (VGP), um estagio mais perigoso no qual as células apresentam
potencial metastatico, podendo por fim avancar para o estagio final, chamado de
melanoma metastéatico. Fonte: Zaidi et. al., 2008, adaptado.
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O medicamento de escolha do Sistema Unico de Saude (SUS) para o
tratamento do melanoma é a Dacarbazina (Figura 3). Essa droga apresenta um indice
de Seletividade (IS) préximo de 1,0 (efeito citotoxico do composto em linhagens
derivadas de células normais em relacéo a linhagens derivadas de células tumorais),
o qual é considerado baixo, tornando-a pouco seletiva para células tumorais, podendo
atuar em qualquer fase do ciclo celular (NASCIMENTO, 2018; OLIVEIRA, 201;
BAETA, 2019). Apesar de apresentar uma resposta terapéutica muito baixa, com
apenas 20% dos casos por um periodo de aproximadamente 5 meses, 0 seu uso em
guimioterapia ocorre, principalmente, devido ao baixo custo. (FAGHFURI et al., 2015;
ATKINS et al., 1999).

2.3. Glioma

Gliomas sdo tumores heterogéneos derivados de células gliais, que tem origem
embriondria na placa neural (LAUG et al., 2018), assim como 0os melandécitos. Esse
cancer é o tumor maligno primario mais comum no sistema nervoso central (SNC) e

continua sendo a forma mais letal de cancer cerebral, o que o caracteriza como um
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grande desafio no campo da neurocirurgia (INCA, 2019; LIU et al., 2019). Apesar dos
avancos nas pesquisas e no desenvolvimento de terapias, ainda néo ha cura para o
glioma e os pacientes apresentam baixas sobrevivéncia. Para o glioblastoma (GBM),
por exemplo, o tempo médio de sobrevida dos pacientes € menor que 18 meses (LIU
et al., 2019).

A OMS dividiu os gliomas em grupos: gliomas de baixo grau (LGG, graus | e II)
gue sdo tumores bem diferenciados, de crescimento lento, e gliomas de alto grau
(HGG, graus Il e IV) que por sua vez sdo menos diferenciados ou anaplasicos,
capazes de se infiltrar fortemente no parénquima cerebral. Desses, o tumor cerebral

primario mais comum e mais letal é o glioblastoma (GBM, grau V).

A formagéo e progresséao do glioma ainda é alvo de muitos estudos. Entende-
se atualmente que essa doenca € multifatorial, causada pelo somatorio de varias
alteracoes genéticas (INCA, 2019). Dentre elas, estdo as adquiridas durante a vida do
individuo, a predisposi¢cao genética e aquelas causadas pela exposicao a fatores de
risco, como radiacdo ionizante (raios-X, por exemplo) a radioterapia, ou exames
excessivos envolvendo radiacdo (tomografia). Para o Brasil, no biénio 2018-2019,
foram estimados 5.810 casos novos de cancer no SNC (sistema nervoso central) em
homens e 5.510 em mulheres (INCA, 2019).

O atual tratamento do glioma envolve cirurgia e aplicacdo combinada de
radioterapia e quimioterapia. Embora seja observado algum progresso, o tratamento
clinico do glioma permanece dificil devido a sua forte capacidade de invasédo e

resisténcia aos tratamentos (LIU et al., 2019).

2.4. Adenocarcinoma do Colorretal

Cancer colorretal (CCR) é um termo que se refere a todas as neoplasias
malignas originadas no epitélio do intestino grosso (célon) e do reto, outra
denominacao é cancer de célon e reto (INCA, 2019). O CCR ¢ a terceira neoplasia
maligna mais comum em homens e a segunda mais comum em mulheres no Brasil
(Figura 1). Além do mais, a taxa de sobrevida é de 5 anos em 63% dos casos, sendo
reduzida a 10% quando acompanhado de diagnostico de metastases (DENIPOTEI et
al., 2010).



23

Esse cancer é classificado em cancer de colon proximal, distal e retal, de
acordo com os diferentes sitios anatémicos originarios do tumor. O adenocarcinoma
€ a manifestacdo histologica mais frequente, correspondendo a mais de 90% dos
casos (AZEVEDO, 2017). A formacdo e progressdo desse cancer € descrita pela
transicao de criptas normais a adenoma (polipos adenomatosos) e, posteriormente, a
adenocarcinoma, processo que pode levar de 10 a 20 anos (AZEVEDO, 2017). O
estagio inicial da carcinogése colorretal, se da pela formacéo de pdlipos, os quais séo
protuberancias que se projetam no limen intestinal, sendo assim considerados lesées
pré-malignas. Posteriormente, ha formacéo de lesdes mais invasivas, chamadas de
polipos adenomatosos (adenoma). A deteccao precoce das criptas precursoras dos
adenomas demostra uma reducéo da mortalidade de pacientes. De fato o CCR é uma
malignidade impar em termos da abundancia de lesGes pré-neoplasicas e/ou pre-
cancerosas (TANAKA, 2009).

Os principais fatores de risco sao historico familiar de cancer de colon e reto e
a predisposicao genética ao desenvolvimento de doencas cronicas do intestino (como
0s polipos adenomatosos). A idade também é um fator relevante a ser considerado,
uma vez que tanto a incidéncia como a mortalidade ocorrem de forma diretamente
proporcional ao aumento da idade (DENIPOTEI et al., 2010).

Estima-se 36.360 novos casos de CCR no Brasil no biénio 2018-2019, sendo
17.380 em homens e 18.980 em mulheres (INCA, 2019). As modalidades terapéuticas
disponiveis para o tratamento do CCR incluem a resseccédo cirlrgica da area do

intestino afetada, seguida de quimio e radioterapias (AZEVEDO, 2017).

2.5. Quimioterapia antineoplasica e busca de novos farmacos

Nos ultimos anos, foram feitos avancos importantissimos na terapia do cancer.
Contudo, até o presente momento, ainda ndo ha um tratamento eficaz para pacientes
com diagndstico tardio. As terapias atualmente empregadas para o combate ao cancer
sdo a radioterapia, a quimioterapia, a imunoterapia, a hormonioterapia e a cirurgia
(INCA, 2019). Dentre elas, a quimioterapia € a modalidade mais utilizada, visto que
cerca de 90% dos tumores podem ser tratados com quimioterapicos (grupo de

aproximadamente 300 drogas), os quais possuem fungdo antineoplasica. Nesse
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tratamento, séo utilizadas doses que se aproximam das doses maximas tolereraveis
pelo individuo, administradas com a maior frequéncia possivel, a fim de desestimular
a reincidéncia do tumor (TONON et al., 2007; SCHULZE, 2007).

Entretanto, destaca-se como um grande problema no tratamento do cancer o
desenvolvimento de resisténcia de algumas populacfes de células tumorais aos
quimioterapicos antineoplasicos conhecidos, bem como o aparecimento de efeitos
colaterais adversos. Uma vez que essas drogas nao sao seletivas, com IS abaixo ou
préximo de 1.0, elas também sao téxicas aos tecidos sadios (SAITO, 2014; TONON
et al., 2007; VIDAL et al., 2014),

Ainda assim, os tratamentos mais especificos como inibidores de vias
especificas e de interferon sdo muito onerosos tanto para o SUS quanto para unidades
particulares. Vale ressaltar a pesquisa feita por SOUZA (2009) entre os anos de 2000
e 2007, apresenta que, somente no estado de S&o Paulo, o custo do tratamento nos
estagios mais avancados do melanoma € superior a 66 mil reais por pacientes no SUS

e 130 mil reais em convénios.

Diversas drogas que interagem com o DNA vém sendo utilizadas com grande
potencial quimioterapico como a Cisplatina, a Doxorubicina e Dacarbazina (Figura 3).
As combinacdes desses quimioterapicos com compostos mais especificos mostram
um aumento na sobrevida dos pacientes. Por exemplo, no tratamento combinado de
Dacarbazina com Cisplatina, Vimblastina, Interferon alfa e Interleucina — 2, verificou-
se que 21% alcancaram resposta completa ao tratamento e 43% apresentaram
resposta parcial com duracdo média de 6 meses. Por outro lado, o custo de cada

ampola de darcarbazina de 200 mg € em torno de 250,00 reais (Nascimento, 2018).

Figura 3 — Estruturas quimicas da Cisplatina (I), Doxorrubicina (II) e Dacarbazina (lll).
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Porém, apesar do sucesso terapéutico que esses complexos quimioterapicos
tém demonstrado, ainda h& obstaculos comuns inerentes a adminstracdo dos
mesmos, como a selecao de células resistentes aos mecanismos de citotoxicidade e
o surgimento de efeitos colaterais, podendo culminar no ébito do paciente (FAGHFURI

et al., 2015; CAMARGO, 2010; TORRES, 2012).

Diante dos fatos apresentados, a busca por novos farmacos que apresentem
vias mais eficientes de distribuicdo de medicamentos para células tumorais constitui
atualmente um dos desafios encontrados pelas pesquisas. Nesse contexto, dentre as
diversas classes de compostos descritos na literatura com atividade antitumoral in
vitro e in vivo, encontram-se os dibenzoilmetanos — 1,3-difenil-propano-1,3-diona —
(DBM), Figura 4. Essas substancias pertencentes a classe dos flavonoides, raramente
encontrados na natureza e tém sido isolados de alguns géneros de Lonchocarpus.
Esses por sua vez, ocorrem em formacgdes florestais geralmente associadas as
margens de rios, como as familias de leguminosas e, especialmente, Fabaceae
(MAGALHAES et al., 1996, 1997; NOGUEIRA et al., 2003).

Os DBMs e seus derivados tém sido foco de estudos por se mostrarem potentes
agentes farmacolégicos devido a capacidade de formar um grupo raro de pequenas
B-dicetonas (Figura 5) com diversas propriedades farmacoldgicas, como fotoprotecao
e atividades anti-inflamatoria, antitumoral e antiviral (QUIRINO et al., 2006;
NOGUEIRA et al., 2003).

Figura 4 — Estrutura quimica do DBM.

2.6. As B-dicetonas

As [B-dicetonas (Figura 5) tém se destacado nos ultimos anos devido a atividade

antitumoral promissora frente a diversos canceres. A presente revisdo busca
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apresentar a acdo de alguns desses compostos de origens sintética e natural, aqui

representados pelo dibenzoilmetano (DBM), nos mais variados tipos de cancer.

Figura 5 — Estrutura geral das 3-dicetonas.
O
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Pode-se dizer que as B-dicetonas, devido a acédo antitumoral que apresentam,
tém se demostrado como compostos bastante promissores, tanto na forma livre, ou
na forma complexada com metais como Cu e Pt (NOGUEIRA et al.,, 2003;
WILSON,2012). Tais compostos podem ser encontrados naturalmenteeza em
algumas plantas como Annonaceas, Astraceas, Menispermaceae, Rosaceae,
Salicaceae e, especialmente, Leguminoseae (BLATT et al., 2002), como também
podem ser obtidos por meio de sintese organica (MAGALHAES et al., 1997). Dentre
eles, estdo os dibenzoilmetanos (DBM), cuja atividade antitumoral e fotoprotetora vém
sendo descritas em diversos estudos (SINGLETARY et al., 1998; NOGUEIRA et al.,
2003; NAKANO et al., 2004; KHOR et al., 2009).

A suplementacdo com 1% do composto derivado sintético de dibenzoilmetano
(7,12-dimetilbenz[alantraceno - DBMA) na dieta de ratas foi capaz de reduzir
significativamente o tumor mamario nesses animais, evidenciando assim sua
atividade antineoplasica, (SINGLETARY et al., 1998; LIN et al., 2001). Um efeito
similar foi observado por Shen e colaboradores (2007), em que o0 emprego de uma
dieta contendo Sulforaphane (SFN) e DBM na dose de 1 % isoladamente, ou em
combinacao, foi capaz de suprimir, significativamente a tumorigénese do colo retal no
modelo de animal com mutacdo. Tais resultados evidenciam ndo somente o poder

antitumoral, como também o efeito quimiopreventivo dessa classe de compostos.

Ishida e colaboradores (2002), ap6s avaliarem os efeitos citotoxicos in vitro de
26 derivados sintéticos do DBM frente a linhagens tumorais humanas diversas,

obtiveram um analogo mais potente contra varias linhas celulares, incluindo HOS
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(cancer de osso) e 1A9 (cancer da mama), que esta representado pela Figura 6, um
derivado a substituido de DBM.

Figura 6 — Derivado de DBM mais potente contra linhagens de células Cancer de
Ovério (1A9) e cancer de osso (HOS).

0,N OCH;
Br

o o

Dibenzoilmetanos também apresentam atividade fotoprotetora. O Eusolex®
8020 e o Parsol® 1789, Figura 7, sao utlizados na industria cosmeética como
componentes de filtros solares, sendo, em sua maioria, muito eficientes contra

radiacdo UVA, por prevenir sua penetracédo nas células (NOGUEIRA et al., 2003).

Figura 7 — Estruturas quimica do Eusolex® 8020 (I) e o Parsol® 1789 (ll).

Nogueira e colaboradores (2003), descreveram a sintese e caracterizaram
dezenove compostos derivados desses dibenzoilmetanos (Eusolex® 8020 e Parsol®
1789). Foi feita a avaliacdo da atividade antitumoral e citotoxica dos derivados
sintéticos em quatro linhagens celulares de diferentes tipos de cancer humano, a
saber, MCF 7 (mama), NCI ADR (expressa o fendtipo de resisténcia a multiplas
drogas), NCI 460 (pulmao) e UACC 62 (melanoma). Dentre esses, um total de oito
dos 19 derivados mostraram citotoxicidade contra as quatro linhas celulares
citadas. Espectroscopias de absorcdo revelaram que essas substancias podem ser
usados como protetores solares contra a radiagao UV, e que inclusive uma delas se
mostrou altamente estavel apds avaliagdo de fotoestabilidade por exposicdo a luz

ultravioleta por nove horas. Além da estabilidade, o mesmo composto apresentou ICsg



28

(concentracdo do produto que inibe 50% do crescimento celular) menor que a o

composto doxorrubicina (agente quimioterapico de ampla utilizagédo) para melanoma.

Além de todas essas atividades, o DBM e seus derivados também tem se
mostrado capazes de induzir apoptose e interrup¢éo do ciclo celular em células de
cancer humano de prostata (Jackson et al., 2002) e em células de cancer de célon
(Hong, 2007). Adicionalmente, eles tém a propriedade de evitar a formacgao de adutos
de DNA induzidos por carcinégenos in vitro e in vivo em glandulas mamarias (LIN,
2001) e nos pulmdes, por meio da ativacdo da via de desintoxicagdo do Nrf2
(THIMMULAPPA et al., 2008).

Em trabalhos previamente desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa
(Oliveira, 2017; Nascimento et al., 2018; Baéta, 2019), foram descritos derivados do
DBM com atividade antimelanoma in vitro e in vivo com valores de ICsp, ICg € indices
de seletividades robustos, sem a observacdo de efeitos toxicos nos testes avaliados.
Dessa forma, a possibilidade de testar derivados inéditos de DBM em linhagens
tumorais variadas tem mostrado ser uma estratégia promissora para o tratamento do

cancer.

Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo sintetizar um derivado
inédito na literatura do DBM e avaliar sua atividade antitumoral in vitro, a fim de
verificar se tal composto é possuidor de caracteristicas desejaveis a um novo farmaco,
apresentando ICso e IS superiores ao valor minimo considerado significativo em

ensaios de novas drogas.

3. METODOLOGIA

3.1. Crescimento das células in vitro (cultivo celular)

A linhagem celulares tumoral B16F10, derivada de um melanoma murinho
(FIDLER, 1975) obtida da profd. Mirian T. Paes Lopes do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal de Minas Gerais, C6 estabelecida a partir
glioma de ratos Wistar (BENDA et al., 1968), recuperada de estoque de células do
Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa e SW480,
estabelecida a partir de um adenocarcinoma primario do célon humano (ATCC CCL-

228), cedida pelo Laboratério de Bioquimica Celular e Bioprodutos, da Universidade
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Federal de Vigcosa, foram rotineiramente cultivadas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Sigma-Aldrich) e RPMI1640 (Roswell Park
Memorial Institute) (Sigma-Aldrich) 1:1, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 0,1 mg/ml
e suplementados com 10 % de soro fetal bovino (todos Sigma-Aldrich) sendo assim
denominado meio completo (MC). As linhagens normais Melan-A derivada de
melanoblastos epidermais normais de camundogos C57BL/6 (BENNETT et al., 1987),
obtida do ICESP (Instituto do Céancer do Estado de S&o Paulo) e VERO estabelecidas
a partir do epitélio renal de Cercopithecus aethiops (Yasumura et al., 1963), cedida
pelo Laboratério de Bioquimica Celular e Bioprodutos, da Universidade Federal de
Vicosa, foram rotineiramente cultivadas em meio de cultura RPMI1640 (Sigma-
Aldrich), penicilina 100 U/ml , estreptomicina 0,1 mg/ml , suplementados com 10 %
de soro fetal bovino (MC) (todos Sigma-Aldrich). Os frascos de cultura de poliestireno
de cada linhagem foram mantidos em incubadora (MCO-18AC Panasonic, U.S.
Canada) a 37T, 5% de CO > e 95% de umidade relativa. Quando as culturas atingiam
a subconfluéncia, as culturas eram lavadas em solucdo PBS-EDTA (2gxL™) (Sigma-
Aldrich) e removidas com solucdo de tripsina-EDTA (2,5gxL™) (Sigma-Aldrich),

replaqueadas ou congeladas em N3 liquido.

3.2. Sintese e caracterizacdo do composto  |IP,-DBM

3.2.1. Alquilacao

A sintese do derivado IP>-DBM foi realizada de acordo com a patente
P10006583-8, no Laboratorio de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais da
Universidade Federal de Vicosa. De maneira geral, a sintese foi realizada a partir de
carbonato de potassio (3,0 equiv.) e DBM (1,0 equiv.). A mistura foi suspenssa em
acetona (20 mL) e agitada durante 30min a temperatura ambiente. A seguir, foi
adicionado o reagente de alquilacdo - bromopropano (1,0 equiv.), e a mistura foi
submetida a agitacdo por 60 horas e monitorada por cromatografias de camada
delgada (CCD), feitas em cromatofolhas de aluminio revestida com silicagel G F2s4
0,2 nm Art. 1.05554 Merck. Para a revelagéo, foram utilizadas lampada de UV nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm e solucdo de acido fosfomolibdico (Merck, 1971),

por nebulizagcdo em placa seguida de aguecimento.
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Por fim, a mistura foi filtrada, o solvente foi evaporado e o produto resultante foi
purificado por cromatografia de camada delgada de silica. As fracfes separadas foram
enviadas para a analise por ressonancia magnética nuclear (RMN).

3.2.2. Espectrometria de Massas

O espectro de massa do composto IP>-DBM foi obtido no espectrometro
Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Ultra, com coluna capilar de silica fundida Rtx-
5MS (30 m; 0,25 mm de diametro interno; filme de 0,25 ym) e hélio como gas de
arraste. Atemperatura do injetor e da fonte foi de 290C. Para a coluna, a temperatura
inicial foi de 80T por 5 minutos, a qual foi aumentanda até 285 C, com t axa de 4
T/minuto, com permanéncia nessa temperatura durante 40 minutos. A temp eratura
na interface do sistema foi de 290C. O detector de massas foi oper ado com ionizacao
por impacto de elétrons (70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de 35 a 700
Da.

3.2.3. Ressonancia magnética nuclear

A caracterizacdo do composto foi realizada por espectrometria de Ressonancia
Magnética Nuclear de 1H e 13C. Os espectros de RMN de 'H (400 MHz) e de *3C (100
MHz desacoplado), DEPT 90 e DEPT 135, foram obtidos em espectrémetros Inova
400 da Varian. Os solventes utilizados foram dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-de),
usando-se como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS) para espectros de RMN
H.

3.3. Atividade citotoxica do composto medida pelo ensaio do MT T

Frascos de cultivo contendo cada uma das culturas em monocamada
subconfluente foram tripsinizadas e, decorrido tempo de dissociacdo celular,
ressuspendidas, em meio de cultura contendo soro (MC). Esta suspenséo foi
submetida a centrifugacdo por 5min a 700xg e ressuspendida em MC. Em seguida,
foi realizada a contagem de células vidveis em camara de Naubauer. Dados de
experimento piloto foram utilizados para a escolha do nimero de células a serem

plaqueadas em cada poco da placa de 96 pocos.
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Esta suspensédo foi submetida a centrifugacdo por 5min a 700xg e
ressuspendida em MC. Em seguida foi realizada a contagem de células viaveis em
camara de Naubauer. Dados de experimento piloto foram utilizados para a escolha do
namero de células a ser plaqgueado em cada poco da placa de 96 pocos.

A partir deste experimento, as células foram plaqueadas nas concentracdes de
1x 108 células/mL e 1x 10* células/mL, para as linhagens tumorais e para as linhagens
normais, respectivamente. A cada poco foi adicionado 100 uL de MC e suspenséo de
células. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C, com 5% de CO2 e 95% de
umidade em seus respectivos meios de cultura. Apos esse periodo, foram adicionadas
diferentes concentracdes de IP>-DBM as células, as quais foram incubadas por 60
horas a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade. As diferentes concentragdes de IP»-
DBM foram obtidas a partir de diluicdo em série em DMSO e MC, com concentragbes
entre 6,25ug/mL e 400 pug/mL, de forma que em cada pogo a concentracdo de DMSO
nao ultrapassasse 0,5%. Para cada concentracdo do composto e para cada linhagem
celular, foram utilizados cinco repeticbes (poc¢os) por placa, cada experimento foi
repetido 3 vezes. Os controles deste ensaio (100% de células viaveis) foram
realizados com meio de cultura contendo 0,5% de DMSO (v/v). O mesmo tratamento

foi realizado com as drogas Dacarbazina, Cisplatina e Doxorrubicina.

Decorrido o periodo de incubacao, o meio contendo as drogas foi removido. A
seguir, todos os pocos foram lavados com PBS, e a cada um deles foram adicionados
50 pL de uma solugédo de MTT (3-{4,5- dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazdlio bromido)
a 0,5 mg/mL. As placas foram novamente incubadas nas condi¢des descritas acima
por 4 horas. Apos esse periodo, o MTT foi retirado de todos 0s pocos, e 0s cristais de
formazan foram solubilizados em 100 yL de DMSO. As absorbéancias foram lidas em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram
expressos como porcentagem de células viaveis em relacdo ao contole (sem

tratamento).
3.3.1. Célculo da concentracgdo inibitéria de 50% das células (IC  sp)

O valor da concentragdo inibitéria de 50% das células (ICso) foi calculado por
meio de uma regressdao nao-linear log [Dose] versus Resposta Normalizada
(porcentagens de células viaveis), utilizando os programas GraphPad Prism® 5.0 e
Microsoft Office Excel 2013®.
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3.3.2. indice de Seletividade

A concentracdo inibitéria de 50% das células (ICso) foi calculada para cada
linhagem, e serviu 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 consequentemente, o potencial uso terapéutico desse composto em testes clinicos.
Assim, neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre o valor da ICsp do composto
sobre a linhagem de células normais (Melan-A e VERO) e o valor da ICsp do composto

sobre a linhagem de células neoplasicas (B16F10, C6 e SW40), ou seja:

Is ICSOlinhagem normal

ICSOlinhagem neoplasica

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sintese e caracterizacdo do composto

Na primeira etapa da sintese com duracéo de 72 horas, foi obtido 0 composto
alquilado. A sintese procedeu-se de acordo com a patente PI0O006583-8. A evolucéo

da reacéao foi acompanhada por meio de CCD, como mostrado na Figura 8.

Figura 8 — Cromatografia de camada delagada (CCD) da primeira etapa da sintese
(alquilacéo do dibenzoilmetano). Apds 72 horas a mistura de reacional foi submetida
a cromatografia de camada delgada de fase movel composta por solucéo de hexano
e diclorometano (9:1) e fase estacionaria composta por silica. DBM: dibenzoilmetano;
Cl: composto alquilado.

DBM cl
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ApOs as etapas de separacdao, purificagdo e filtracdo, o composto foi submetido
a espectrometria de massas e RMN.

4.1.1 Rendimento da reacao

O rendimento da reacéo foi calculado pela seguinte férmula:

di to (%) = Produto final (g) % 100
renaumento 7o) = Reagente de partida (g)

Assim, partido-se de 200 mg (0,75 x 10% mols) do reagente de partida e
obtendo-se 113,8 mg (0,37 x 102 mols) de produto final, temos que o rendimento da
reacao foi de 56,9%, visto que a equivaléncia molar entre o reagente de partida e o
produto final & 1 para 1.

4.1.2 Espectometria de Massas

Como parte da verificagdo da reacdo, o composto foi submetido a
espectrometria de massas (dissolvido em acetonitrila HPLC na concentracéo de 1
mg/mL), Figuras 9 e 10, realizada no Departamento de Quimica da UFV. O identificado
de massa m/z 308 (Figura 10) foi fragmentado e as propostas estruturais dos
fragmentos foram feitas para as seguintes massas: m/z 77, m/z 91, m/z 105, m/z 105,

m/z 266 e m/z 293, representadas na Figura 11.



Figura 9 - Perfil do padréo contendo IP>-DBM concentracdo 1,00 mg/mL (area vs. tempo de retencdo em s.)
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Figura 10 - Espectro de massas do composto IP>-DBM, na concertacao de 1,00 mg/mL.
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Figura 11 - Proposta de fragmentagéo do composto IP2-DBM. Fragmentos e suas respectivas massas: m/z 77, m/z 91, m/z 105, m/z
105, m/z 266 e m/z 293.

w w@m

m/z 266 m/z 308 © m/z293

o’
|
c NN
-
/@ o~ miz 147

. C
m/z 203 m/z 105 —‘ +

o=

m/z 77 m/z 91

35



36

4.1.3. Espectrometria de Hidrogénio e Carbono

O composto IP>-DBM foi identificado com base nos espectros de hidrogénio,
carbono 13 e DEPT. As Figuras 13, 14 e 15 apresentam os espectros de RMN 1H em
DMSO-ds, nos quais podem ser observados o0s sinais referentes a dois anéis
arométicos, sendo um deles monossubstituido, com absorc¢des caracteristicas para o
grupo isopropila em & 2,94 (1H, hepteto, J = 7 Hz, Hisopropi). OS sinais em & 1,21 (3H,
s, CH3) e & 1,19 (3H, s, CHs) referem-se as duas metilas. Ademais, 0s sinais
caracteristicos para o grupo propila se apresentam em 6 1,85 (2H, m, H1’”, referente
a CHy), 8 1,35 (2H, m H 2, referente a CH,) e em 6 0,88 (3H, t, J= 7 Hz, H3"”,

referente ao CHs terminal).

Os espectros de RMN C*2 estdo apresentados nas Figuras 16, 17 e 18. O sinal

em & 54,9 refere-se ao carbono C-2, em & 31,2 ao carbono C-1"’, em 6 20,7 ao

" ”m

carbono C-2"” e em 6 14,1 ao carbono C-3"” do grupo propila. Os sinais em & 33,5,
23,4 e 23,38 referem-se aos carbonos do grupo isopropila. J& os sinais em 6 196,8 e
196,3 (C-1 e C-3) referem-se as carbonilas. Em conjunto, esses sinais corroborando

a estrutura proposta (Figura 12).

As Figuras 19 e 20 apresentam os espectro de DEPT 135, as quais mostram
0s picos referentes a nove carbonos C-H de aromaticos, dois CH2 do grupo propila,
dois CHz do grupo isopropila, um CHs do grupo propila, um CH do grupo isopropila e

um CH do dibenzoilmetano.

Figura 12 - Estrutura quimica do 1-[(4’-iso-propil)fenil]-2-propano-3-fenil-1,3
propanodiona (IP2-DBM).
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Aspecto Fisico: Sdlido amorfo incolor
Peso Molecular: 308
MS [m/z (/ rel. int.)]: 147.0 (100),105,0 (76), 91,0 (25), 77.0 (40), 266 (20).
RMN H 6 H (400 MHz; CDCI3; TMS): RMN 3C §C (100 MHz; CDCI3; TMS):
7,97 (2H, dd, J = 10; 2Hz, H-2", H-6"; C-1” (136,0 Co), C-2”-C-6" (128,9 C-H),
H-2', H-6'), 7,90 (2H, dd, J = 10; 2Hz, c.3.c.57; (128,6 C-H), C-4” (133,7 C-
H-2', H-6’), 7,40-7,58 (6H, m, H-3", 47,
5.3, 4, 5, 568 (1H, t, J = 7 Hz, H-
2) 2,94 (1H, hepteto, J = 7 Hz,
Hisopropil), 1,85 (2H, m, H1’”), 1,35 (2H,
m, H2") 1,21 (3H, s, CHy), 1,19 (3H, 1 (196,8 C = 0), Cisopropi (33,5), CHs
s, CHs), 0,88 (3H, t, J=7 Hz, H3""). isopropil (23,4 e 23,3), CH, (31,2 C-1""),
CH,(20,7 C-2'"") CH (14,1 C-3"").

H), C-1’ (133,5 Co ), C-2; C-6" (128,9 C-
H) C-3’;C-5’ (127,0 C-H), C-4’ (154,7 C-
H), C-3 (196,3 C= 0), C-2 (54,9 C-H). C-



Figura 13 — Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto IP,-DBM com supresséo do sinal da H20.
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Figura 14 - Ampliacéo da regido de 8.0 a 6.0 ppm do espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) com supresséao do sinal da H2O do

composto IP2-DBM.

.~ B.0047
- 7.9859

=

—— 7.8504
—— 7.9258
76640
— 7.6458
——_ 76274
.~ 75483

- 7.5290
75101
—— T.4108
—— 7.3904

4.1580

— 56959
——5.6799
T 56638

@t

39



Figura 15 — Ampliacéo da regido de 3.0 a 1.0 ppm do espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) com supresséo do sinal da H20 do
composto IP>-DBM (extenséo B).
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Figura 16 - Espectro de RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto IP>-DBM.
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Figura 17 — Ampliacdo da regido de 12 a 56 ppm do espectro de RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds) do composto IP2-DBM.
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Figura 18 — Espectro de RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg) do composto |P>-DBM.
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Figura 19 — Espectro de DEPT (100 MHz, DMSO-ds) do composto IP>-DBM.
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Figura 20 - Ampliacéo da regido de 12 a 56 ppm do espectro de DEPT (100 MHz, DMSO-ds) do composto IP>-DBM.
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4.2. Ensaios de citotoxicidade in vitro e indice de seletivida de (I1S)

As taxas de mortalidade celular, provenientes do ensaio de MTT, apds a
exposicao das linhagens normais Melan-A e VERO e das linhagens tumorais B16F10,
C6 e SW80 as diferentes concentracdes do composto IP>-DBM, estédo representados
nos gréficos das figuras 21 e 22. O valor de ICs foi calculado utilizando regressdo nao
linear (log da concentragdo do composto em pg/mL versus porcentagem de morte
celular). Na Tabela 1 esta representado o valor do coeficiente de determinacdo da
regresséo (R?).

No tratamento com IP>-DBM durante o periodo de 60 horas observou-se um
efeito citotoxico proporcional a concentracdo do composto. Para a linhagem normal
Melan-A (Figura 21), os maiores efeitos foram observados em concentragdes
superiores a 51,85 ug/mL (168 uM), representada pelo log[ ]=1,715. Por outro lado,
para a linhagem normal VERO (Figura 21) observa-se que o efeito citotoxico &
bastante elevado em concentragdes maiores que 100 pg/mL (324 uM), representada

pelo log[ ]=2,00.

No tratamento com o composto IP>-DBM em linhagens de células tumorais,
também durante o periodo exposicdo de 60 horas, observou-se que as linhagens de
B16F10, C6 e SW480, gréaficos da Figura 22, diferentemente das células normais,
apresentaram viabilidade celular rigorosamente afetada. Ou seja, tais linhagens
celulares sdo muito sensiveis ao composto em estudo, enquanto as células de
linhagens normais ndo apresentaram tal sensibilidade, o que representa um resultado
promissor, visto que o objetivo de um composto antitumoral eficaz é justamente
eliminar células tumorais, sem causar danos agressivos as células normais, ou danos

menores.
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Figura 21 - Taxa de mortalidade celular em fun¢éo da concentragdo do composto
IP.-DBM para as linhagens celulares normais indicadas nas legendas, apos
exposi¢ao de 60 horas.
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Figura 22 -

horas.
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Com os dados obtidos pelo célculo de efeito citotoxico, utilizando
regressdo ndo linear, foi possivel estabelecer as concentracbes das
porcentagens de morte celular correspondentes a 50% (ICso) da populacao total
de células das linhagens submetidas ao tratamento. Esses dados estdo
representados na Tabela 1, juntamente com o valor do coeficiente de
determinacdo da regressao (R?). Foi possivel calcular também os valores de
concentracfes equivalentes as porcentagens de morte celular correspondentes
a 10% (IC10) e 90% (ICg0) da populacao total de células (Tabela 1), utilizando a

equacao da reta fornecida pelo Prism, abaixo.

100
V=17 + 10(LogEC50-x)+HillSlope)

A partir dos dados da Tabela 1, percebe-se que para as linhagens
normais, as ICso do IP2-DBM (ICsomelan-a = 51,85 * 3,19 pg/mL e 1Csovero = 99,89
1 9,01 yg/mL) foram maiores que para as linhagens tumorais (ICsog16r10 = 9,018
+ 1,06 pg/mL; ICsoce = 26,17 + 4,18 ug/mL e ICsoswaso = 24,04 + 2,98). Em suma,
esses dados mostram que a dose minima letal necessaria para matar metade da
populacdo de células tumorais é menor que a dose minima letal para células
normais. Assim, o composto desenvolvido nesse estudo apresenta seletividade
para os tipos cancer tratados, 0 que sugere seguranca terapéutica. Isso pode
ser verificado se for considerado que a dose terapéutica poderia ser bem menor
do que a dose que é toxica a populacao de células normais, indicando um indice
terapéutico alto para melanoma e intermediario pra adenocarcinoma do

colerretal e glioma.
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Tabela 1 - Concentracdes letais do composto IP>-DBM para cada linhagem
tratada.

Linhagem Celular

Melan-A VERO B16F10 C6 SW480
Log IC s 1,715 2,000 0,9551 1,418 1,381
ICso (ug/mL) 51,85 £ 3,19 99,89 9,01 9,018 1,06 26,17 + 4,18 24,04 +2,98
ICso (MM) 168+3,19 324,3 +4,20 29,27+1,06 84,96 + 4,18 78,05 + 2,98
R2 0,8983 0,8850 0,8434 0,7430 0,8335
HillSlope 5,411 2,102 1,347 0,9148 1,211
IC10 (ug/mL) 34,56588 35,15857 1,764735 2,37074 3,917609
ICoo (ug/mL) 77,8668 284,4257 46,08086 289,1452 147,5635

ICso0: Concentracao inibitéria de 50%.

Além disso, os valores de concentracdo do ICso de todas as linhagens
tumorais estdo em uma faixa de concentracdo menor que as ICyo das linhagens
normais. Ou seja, a concentracdo que mata 50% da populacdo das células
tumorais tem acéao citotoxica em menos de 10% das células normais. Podemos
perceber também que a linhagem VERO é a mais resistente a exposicéo ao IP2-
DBM. Em 1962, Nakamura e colaboradores, no Japao, estabeleceram a
linhagem VERO, oriunda de rim de macaco-verde africano (Cercopithecus
aethiops). Atualmente essa € uma das poucas aprovadas para uso em producéo
de vacinas pela OMS, o que a torna um excelente modelo de pesquisas para o
desenvolvimento de novas drogas (SOUZA et al., 2005). Assim, essa linhagem
foi utilizada, juntamente com a Melan-A, com intuito de comparar a atividade do
composto sintetizado com quimioterdpicos utilizados na clinica médica, a

Dacarbazina, Cisplatina e Doxorrubicina frente as linhagens tumorais.

A Dacarbazina € um antineoplasico classico utilizado para o tratamento
do cancer do tipo melanoma. Nesse presente estudo foram feitos tratamentos
com essa droga para a linhagem de melanoma e linhagem normal a fim de
confrontar tais resultados com os dados obtidos do composto neste estudo. Os

dados obtidos estéo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — ICso das linhagens de melanoma e normal apds tratamento com
Dacarbazina.

Linhagem celular

Melan-A B16F10
LogIC so 2,416 2,504
ICs0 (Mg/mL) 260,7 + 48,6 319,4 +89,9
R? 0,8869 0,7645

IC50: Concentracao inibitéria de 50%.

Os dados da Tabela 2 apresentam valores de ICso do quimioterapico
Dacarbazina, os quais sdo muito superiores aos encontrados para o composto
IP>-DBM. Assim, é reforcada a hipotese de que o composto aqui sintetizado
apresenta virtudes de um novo farmaco, potencialmente promissor para o
tratamento do cancer. A partir dessa avaliacdo foi possivel calcular e comparar
os indices de seletividade (IS) do IP>-DBM e do quimioterapico comercial
utilizado para o tratamento de melanoma. Quanto a linhagem VERO, néo foi
observado atividade apos tratamento com dacarbazina (Tabela 3).

Tabela 3 - Comparagdo dos ICso e Indice de Seletividade da linhagem de
melanoma apoés tratamento com IP.-DBM e dacarbazina.

Composto
IP,-DBM Dacarbazina
ICsoB16F10(ug/mL) 9,018 + 1,06 319,4 + 89,9
ICsoMelan-A (pg/mL) 51,85 + 3,19 260,7 + 48,6
IS (Melan-A/ B16F10) 5,749 0,8162
ICsoVERO (ug/mL) 99,89 + 9,01 *
IS (VERO/ B16F10) 11,076 *

IS: indice de Seletividade IC50: Concentracéo inibitéria de 50%. * N&o calculado.

Com esses resultados, foi possivel avaliar a seletividade do composto

inédito, IP>-DBM, sobre o melanoma. A avaliagdo do seu efeito citotoxico em
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relacdo ao do farmaco tradicionalmente utilizado revela que ele é quase sete
vezes mais ativo que Dacarbazina contra células do melanoma, em comparacao
as células normais da linhagem Melan-A. Ademais, esse composto exibiu um IS
igual a 11,076 para a linhagem normal VERO, um dos maiores indices de
seletividade para o cancer relacionado a um derivado de DBM encontrados na
literatura. Ambos valores de IS do composto em estudo estdo dentro dos padrbes
considerados significativos (entre 2 e 3 para ensaios de novas drogas),
ressaltando mais uma vez seu potencial promissor para utilizagdo como novo

farmaco.

Tais resultados foram semelhantes as recentes analises da atividade
antimelanoma de derivados sintéticos do DBM obtidos por Oliveira (2017),
Nascimento (2018) e Baéta (2019). Nesses estudos, 0s testes in vitro também
mostraram maior citotoxicidade dos compostos entédo estudados sobre linhagens
de melanoma (B16F10) em comparacao a linhagem normal Melan-A, e os testes
in vivo revelaram reducdo da massa tumoral, reducdo da vascularizacdo e
reducado da invasdo. Além disso, os valores de IS encontrados para os derivados
de DBM também foram superiores ao Dacarbazina. Oliveira (2017), por exemplo,
obteve um derivado quase trés vezes mais ativo contra células do melanoma.
Por outro lado, Nascimento (2018) obteve um composto sintético com IS igual a
41.94. Por fim, o composto produzido por Baéta (2019) apresentou IS 8 vezes

maior que o do medicamento Dacarbazina.

Para as demais linhagens de células tumorais, foi realizada a analise
comparativa do IS do IP>-DBM com os da Doxorrubicina e Cisplatina. Para tanto,
foram realizados experimentos de citotoxicidade, a fim de verificar a
sensibilidade das linhagens tumorais e normais estudadas frente a essas duas
drogas, as quais pertencem ao grupo dos quimioterapicos mais utilizados em

diversos tipos de cancer. Os dados estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores de ICso e indice de Seletividade das diferentes linhagens apds
tratamento com 0s compostos tradicionais.

Parametros estaticos IS
Drogas Log ICso ICso R2 Melan-A Vero
(ng/mL)
Melan-A 0,9718 9,371+ 0,43 0,9789
Vero 1,238 17,28 + 1,68 0,9751
Cisplatina B16F10 1,020 10,46 +1,21 0,9282 0,89 1,66
cé 1,241 17,43 +1,78 0,9481 0,53 0,99
SW480 1,240 17,39 + 3,29 0,8677 0,53 0,99
Melan-A 0,7042 5,061+ 0,69 0,9491
Vero 0,7858 6,106 + 0,88 0,9230
B16F10 0,7189 5,234 + 2,27 0,9180 0,9 1,1
Doxorrubicina
cé 1,087 12,22 + 3,88 0,7128 0,4 0,4
SW480 1,083 12,12 +1,27 0,9988 0,4 0,5

IS: indice de Seletividade ICso: Concentragao inibitoria de 50%.

No tratamento com Cisplatina durante o periodo de 60 horas, observou-
se que os valores de ICsp, no caso das linhagens Melan-A e B16F10, foram 9,371
(31,23uM) e 10,46 (34,86 uM), respectivamente. Esses valores estdo proximos
aos valores encontrados na literatura referentes as concentracdes de Cisplatina
entre 25 uM a 30 UM, para essas mesmas linhagens (RODRIGUES et. al., 2004).
Para esse mesmo quimioterapico, em relacao a linhagem VERO, o valor de ICsg
de 6,106 pg/mL foi proximo ao encontrado em um estudo que comparava 0S
efeitos citotoxicos entre a Cisplatina e uma outra substancia presente na Nigella
sativa, nessa linhagem celular (NG et al., 2011). Similarmente, os valores de I1Cso
aqui encontrados para as linhagens C6 (17,43 pg/mL) e SW480 (17,39ug/mL)
também estdo de acordo com o valor de ICso de 16.75 pg/mL para a cisplatina
em relacdo a linhagem C6, encontrado em estudos ja descritos (YILDIRIM et al.,
2012). Em um estudo semelhante, porém com adenocracinoma do colorretal
(SW480), foi encontrado um ICso de 64.74uM (VOLAREVIC et al., 2013), proximo

ao valor de 56,66 uM (17,39 pg/mL) encontrado nesse presente estudo.
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No tratamento com Doxorrubicina, observou-se que os valores de ICsp, N0
caso das linhagens Melan-A e B16F10, foram muito proximos aos valores
encontrados por Oliveira e colaboradores (2015) de 3.81 + 0.18 ug/mL. Da
mesma forma, o valor de ICsp encontrado para a linhagem SW480 (12,12ug/mL)
também estd proximo ao valor de 14.2 + 4 ug/mL ja descrito em outro trabalho
(RAJABALIAN et al., 2008), onde foi feita a avaliagédo do efeito combinado de um
extrato cotendo varios quimioterapicos, incluindo doxorrubicina, contra um painel
de linhas celulares cancerosas, inclusive a SW480. Os valores de ICso de ambos
guimioterapicos encontrados nesse presente estudo para C6 foi maior aqueles
ja descritos da literatura. Entretanto, estudos descrevem uma via que explica
tamanha resisténcia desse cancer ao quimioteraico dacarbazina, reforcando a

necessidade da busca de novos quimioterapicos (ROBERT et al., 1992).

Com os dados apresentados na Tabela 4 foi possivel a comparacéo do
efeito do IP,-DBM em relacdo as demais drogas (Figura 22 e Tabela 5). Um
resultado promissor para o possivel desenvolvimento de novos quimioterapicos
baseia-se na obtencdo de compostos que apresentem valor de IS superior, de
forma estatisticamente significativa, ao de drogas clinicamente ja utilizadas.

Figura 23 — Comparacéo do efeito citotoxico do IP>-DBM com o efeito das demais
drogas para as linhagens estudadas.
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Composto
IP>-DBM Cisplatina Doxorrubicina
IS (Melan-A/ B16F10) 5,749 0,89 0,9
IS (Melan-A/ C6) 1,981 0,53 0,4
IS (Melan-A/ SW480) 2,156 0,53 0,4
IS (Vero/ B16F10) 11,067 1,66 1,1
IS (Vero/ C6) 3,816 0,99 0,4
IS (Vero/ SW480) 4,155 0,99 0,5

Tabela 5 - Comparacédo dos indices de Seletividade do IP.-DBM com relacéo
aos demais quimioterapicos.

IS: indice de Seletividade

Nesse estudo, os valores de IS do composto IP>-DBM encontrados para
linhagem de glioma em relacéo a linhagem Melan-A, ndo séo estaticamente mais
significativos do que os de outros quimioterapicos, porém estao proximos do
valor minimo consideravel para ensaio de novas drogas (>2), realcando seu
potencial carater antitumoral. Assim, vale a pena salientar que 0 composto
inédito apresenta, ainda para essa linhagem, mais que o triplo de seletividade
gue a cisplatina e quase uma ordem de grandeza quando o IS do IP,-DBM é

comparado com a doxorubicina.

Ademais, o IP>-DBM apresentou valores de IS superiores (IS >1) ao das
drogas conhecidas para o tratamento de tumores de origem similar as linhagens
utilizadas neste estudo. Sobre a linhagem VERO, por exemplo, o IP2-DBM exibe
uma atividade antitumoral estatisticamente mais significativa. Como é possivel
observar nos dados apresentados na Tabela 3, o IS obtido para as linhagens de
glioma e de adenocarcinoma colorretal séo significativos em relacdo aos valores
de IS para Cisplatina. Em especial, com relagdo a doxorubicina, houve um

incremento de dez vezes na seletividade do tratamento com |IP2-DBM.
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Vale salientar ao final de nossas avaliagées que um valor de IS superior
a 2 é um forte indicativo de que testes in vivo podem ser iniciados, a fim de
averiguar se essa diferenca pode favorece a reducdo da taxa de

desenvolvimento do tumor in situ.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse presente trabalho mostram que a sintese do IP2-
DBM, um composto inédito, foi concluida com sucesso, e que a sua
caracterizacdo satisfatéria permitiu identifica-lo quimicamente como um novo
composto contendo uma alquilacdo ndo descrita na literatura: 1-[(4’-iso-
propil)fenil]-2-propano-3-fenil-1,3 propanodiona - IP>-DBM. O rendimento da
sintese obtida foi abaixo do esperado; entretanto, o baixo custo e método de
obtencdo sdo suficientemente robustos para inferirmos que a metodologia
empresada pode ser uma alternativa de baixo custo muito promissora. A dose
minima letal (ICso) foi bastante inferior aos valores obtidos para quimioterapicos
de uso tradicional. Além disso, os indices de seletividade do composto foram
superiores ao valor minimo considerado significativo (IS = 2,0) pela comunidade
cientifica em ensaios de novas drogas. Assim, os resultados obtidos nessa
presente dissertacdo revelam que o composto IP, DBM é um potencial
medicamento para o tratamento do cancer do tipo melanoma, glioma e

adenocarcinoma do colorretal.
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ANEXO - INFORMACOES COMPLEMENTARES

Figura Complementar 1: Efeito citotoxico em funcdo da concentracdo de
Dacarbazina para as linhagens celulares Melan-A e B16F10, apds exposicao de
60 horas.
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Os valores de ICso encontados para Dacarbazina foram iguais a 260,7ug/mL e
319,4 ug/mL para células de melandcitos normais e B16F10, respectivamente,

muito superiores aos encontrados para o composto IP2DBM.

Figura Complementar 2: Efeito citotdxico das linhagens celulares estudadas em
funcdo da concentracéo de Cisplatina, apos exposicdo de 60 horas.
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No tratamento com Cisplatina durante o periodo de 60 horas, observou-se que
os valores de ICso, no caso das linhagens Melan_A e B16F10 foram 9,371 ug/mL
e 10,46 pg/mL, respectivamente. O mesmo composto, para linhagem VERO, o
obteve valor de ICsp igual a 17,28 ug/mL. Os valores de ICso encontrados para
as linhagens C6 foi de 17,43 pg/mL, e SW480 17,39ug/mL.

Figura Complementar 3: Efeito citotoxico das linhagens celulares estudadas em
funcdo da concentracdo de Doxorrubicina, apds exposicao de 60 horas.
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No tratamento com Doxorrubicina, observou-se que os valores de I1Cso, N0 caso
das linhagens Melan_A e B16F10, foram de 5,061 ug/mL e 5,234. O valor de

ICs0 encontrado para a linhagem SW480 foi igual al2,12 pyg/mL. Ja o valor de

ICs0 encontrado nesse estudo para C6 foi 12,22 pg/mL .



