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RESUMO

BAETA, Jefferson Viktor de Paula Barros, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, fevereiro de 2019. Sintese e avaliagao da atividade antimelanoma in
vitro, in silico e in vivo do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona Orientadora:
Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Anésia Aparecida Santos, Gaspar
Diaz Mufoz, Marcio Santos Rocha e Virginia Ramos Pizziolo.

Neoplasias melanociticas podem ser lesdes benignas denominadas nevo
melanocitico, ou malignas denominadas melanomas, e todas estas se originam
de células chamadas melandcitos. O melanoma pode aparecer em qualquer
parte do corpo, na pele ou mucosas, na forma de manchas, pintas ou sinais. O
cancer de pele do tipo melanoma é muito agressivo devido ao seu elevado
potencial de produzir metastase e apresenta alta letalidade, constituindo a
primeira causa de morte por doengas de pele. A Dacarbazina € o medicamento
de escolha no Sistema Unico de Satde (SUS) para o tratamento do melanoma,
devido, principalmente, a seu baixo custo, porém este medicamento possui
pouca seletividade para as células tumorais. Compostos derivados de [-
dicetonas tém se destacado por apresentarem caracteristicas interessantes,
entre elas a atividade antitumoral. Este trabalho buscou determinar a atividade
de um derivado de dibenzoilmetano, o composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona (DAP) em ensaios in vitro, in silico e in vivo. Em ensaios in vitro o
composto apresentou ICso frente a células tumorais (ICsos16F10 = 26,17+1,11
pg/mL; 1Csotms = 44,40+6,88 pg/mL) menores que o medicamento Dacarbazina
(ICs0B16F10 = 258,51+44,09 pg/mL). Os indices de seletividade do composto
(ISs1er10 = 7,917; I1STms = 4,667) foram superiores ao valor minimo para ser
considerado significativo em ensaios de novas drogas. A citometria de fluxo e os
ensaios moleculares indicaram que o composto causa a apoptose celular
atuando em receptores Fas e nas vias relacionadas com as caspases 3, 8 e 9,
estimulando os promotores de apoptose Apaf1, Bax, Bid, Fasl, Pidd1 e Puma e
inibindo a expressao relativa de Bcl2, um inibidor de apoptose, além de interferir
no ciclo celular por alterar a expressdo dos genes p21 e CDK1. Os ensaios
ADMET, in silico, para esse composto demostraram que ele apresenta alta
absorcao intestinal e tem uma boa distribuicdo, porém ele apresenta baixa
solubilidade em agua, € substrato para as principais proteinas do metabolismo
(CYP) e de resisténcia (P-gp) a drogas e n&o apresenta capacidade
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carcinogénica. Para os ensaios in vivo, foram utilizados dois veiculos de entrega
do composto, formulagdo com pomada e com gel transdérmico. A concentragao
aplicada nos camundongos foi determinada com base nos resultados do ensaio
ADMET. Foram coletados e analisados sangue, figado, rim e linfonodo. Afim de
se determinar se 0 composto apresenta agao hepatotdxica como predito in silico,
foram realizadas avaliagao histopatologica do tecido, de marcadores de dano
celular (ALT e AST), além de marcadores de estresse oxidativos e foi observado
que o composto ndo apresentou hepatoxicidade. O DAP também nao alterou as
caracteristicas histolégicas ou bioquimicas (creatinina) dos rins. As analises
histolégicas do linfonodo revelaram que o composto aparenta ser capaz de
reduzir a migragdo de células tumorais para este tecido. Tal resultado
corroborado pela sua capacidade de reduzir os niveis de VEGF, um dos
principais fatores responsaveis pela angiogénese e consequentemente a
metastase de tumores. Finalmente, de acordo com os dados observados para o
composto DAP podemos concluir que o mesmo apresenta atividade antitumoral

para o cancer do tipo melanoma.
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ABSTRACT

BAETA, Jefferson Viktor de Paula Barros, D.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, February, 2019. Synthesis and evaluation of in vitro, in silico and in
vivo anti-melanoma activity of the 2-allyl-1,3-diphenyl-1,3-propanedione.
Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Anésia Aparecida Santos,
Gaspar Diaz Munoz, Marcio Santos Rocha and Virginia Ramos Pizziolo.

Melanocytic neoplasms may be benign lesions called melanocytic nevus, or
malignancies, called melanomas, and all these originate from melanocytes.
Melanoma can appear anywhere on the body, on the skin or mucous membranes,
in the form of spots or signs. Melanoma skin cancer is very aggressive due to its
high potential to metastasis and presents high lethality, being the first cause of
death due to skin diseases. Dacarbazine is the drug of choice in the Sistema
Unico de satide (SUS) for the treatment of melanoma, mainly due to its low cost,
but this drug has little selectivity for tumor cells. Compounds derived from [3-
diketones have been distinguished by their interesting characteristics, including
antitumor activity. This work aimed to determine the activity of a
dibenzoylmethane derivative, the 2-allyl-1,3-diphenyl-1,3-propanedione (DAP)
compound in in vitro, in silico and in vivo assays. In in vitro assays, the compound
had 1Cso0 against tumor cells (ICso16r10 = 26.17£1.11 ug/mL, 1Csotms = 44.40+6.88
pg/mL) lower than the Dacarbazine (ICsosterio = 258.51+44.09 pg/mL). The
selectivity index of DAP (ISs1sr10 = 7,917; IStms = 4,667) were higher than the
minimum value to be considered significant in new drug trials. Flow cytometry
and molecular assays indicated that the compound causes cellular apoptosis.
DAP acts on Fas receptors and on caspase-related pathways 3, 8 and 9,
stimulating the apoptosis promoters Apaf1, Bax, Bid, Fasl, Pidd1 and Puma and
inhibiting the relative expression of Bcl2, an inhibitor of apoptosis, besides
interfering in the cell cycle by altering the expression of the p21 and CDK1 genes.
The ADMET, in silico assays, for this compound demonstrated that it has high
intestinal absorption and has a good distribution, but it has low solubility in water,
it is a substrate for the main proteins of metabolism (CYP) and resistance (P-gp)
to drugs and it does not present carcinogenic capacity. For the in vivo assays,
two delivery vehicles of the compound were used. The concentration applied to

the mice was determined based on the results of the ADMET assay. Blood, liver,
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kidney and Ilymph node were collected and analyzed. Histopathological
evaluation of the liver tissue, cell damage markers (ALT and AST), and oxidative
stress markers were performed to determine if the compound had hepatotoxic
action as predicted in silico, and it was observed that the compound did not
present it. DAP also did not alter the histological or biochemical (creatinine)
characteristics of the kidneys. Histological analyzes of the lymph node revealed
that the compound appears to be able to reduce the migration of tumor cells into
this tissue. This result is corroborated by its ability to reduce VEGF levels, one of
the major factors responsible for angiogenesis and consequent tumor metastasis.
Finally, according to the observed data for the compound DAP we can conclude

that it has antitumor activity for cancer of the melanoma type.

XV
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INTRODUGAO GERAL

Neoplasias melanociticas podem ser lesdes benignas, denominadas nevo
melanocitico, ou malignas, denominadas melanomas. Todas essas neoplasias
se originam de células derivadas da crista neural, que sédo os melandcitos.
Durante o desenvolvimento, colonizam a pele, o olho e, em menor grau, uma
ampla gama de outros tecidos em todo o corpo (MORT, 2015). Os melandcitos
em todos estes locais podem originar o cancer de pele conhecido como
melanoma (BASTIAN, 2014). O melanoma pode aparecer em qualquer parte do
corpo, na pele ou mucosas, na forma de manchas, pintas ou sinais. Nos
individuos de pele negra ele € mais comum nas areas claras, como palmas das
maos e plantas dos pés (INCA, 2010). Os tipos mais comuns de melanoma em
caucasianos sdo encontrados na pele exposta ao sol. Esses melanomas
cutaneos podem ser categorizados de forma ampla por suas origens da pele que
€ ou nao cronicamente danificada pelo sol (MALDONADO et al., 2003; CURTIN
et al., 2005; VIROS et al., 2008; LONG, et al., 2011).

A escolha do cancer de pele do tipo melanoma ocorreu devido aos
seqguintes fatores: 1) agressividade do tumor, devido ao seu elevado potencial
de produzir metastase; 2) a alta letalidade observada (COTRAN et al., 2004); 3)
falta de opgdes de tratamentos e 4) alta taxa de resisténcia a drogas (MDR) (LA
PORTA, 2007).

O melanoma constitui a primeira causa de morte por doencgas de pele, é
um dos tipos de cancer humano mais agressivo e resistente ao tratamento, com
sua incidéncia aumentada radicalmente em todo o mundo durante as ultimas
décadas. No Brasil, estima-se que mais de 4.000 novos casos sejam
diagnosticados todos os anos (CARVALHO et al., 2004). Para o biénio 2018-
2019 a estimativa € de termos em torno de 2.920 casos novos em homens e
3.340 casos novos em mulheres. As maiores taxas estimadas em homens e
mulheres encontram-se na Regido Sudeste. Somente em Minas Gerais estima-
se para o0 mesmo biénio 190 novos casos para homens e 320 novos casos para
mulheres (INCA, 2019).

O tratamento do melanoma tem como medicamento de escolha no Sistema
Unico de Saude (SUS) a Dacarbazina, devido, principalmente, a seu baixo custo.
Este medicamento apresenta indice de Seletividade = 1,0 o que significa que ele
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€ pouco seletivo para as células tumorais e atua em qualquer fase do ciclo
celular, apresentando uma resposta terapéutica muito baixa (apenas 20% dos
casos por um periodo de aproximadamente cinco meses e a resposta completa
em 5% dos casos), sendo assim classificado como um agente pouco especifico
para o tratamento desse cancer (ATKINS et al., 1999; FAGHFURI et al., 2015).
A partir de 2011 varias drogas anti-melanoma foram aprovadas pelo FDA (Food
and Drugs Administration), incluindo os medicamentos Vermurafenib com alvo
na mutagao de BRAFV600E; e Ipilimumab, um anticorpo monoclonal antiCTLA-
4; e Interferon peguilhado a-2b (PEG-IFN), correntemente utilizado como
adjuvante no tratamento de melanoma no estagio Il (EGGERMONT et al., 2008).
Porém, esses medicamentos s&o caros e dificilmente um usuario do SUS tera
acesso a eles. Apesar dessa evolugdo no tratamento do melanoma, uma
complexa rede de vias alternativas de sinalizagao celular promove resisténcia
aos novos tratamentos, desta forma se faz necessaria a busca por substancias
mais eficazes (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Nesse contexto o nosso
composto se apresenta uma alternativa viavel e de baixo custo no tratamento do

melanoma.

1. Vias de administragcao de Medicamentos

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 utilizagao de drogas sistémicas injetaveis
(BAROLI, 2010; CEVC e VIERL, 2010; PROW et al., 2011; SEVERINO et al.,
2013).

A pele atua como barreira fisica primaria frente a penetracdo de agentes
externos quimicos e biolégicos e, também, a perda de agua pelo organismo,
gragas a composicao de seu estrato corneo. Além disso, a pele atua, ainda,
minimizando os efeitos da radiagao ultravioleta e infravermelha (BAROLI, 2010;
SEVERINO et al., 2013).

As vantagens da aplicagdo local (topica) ou transdérmicas de

medicamentos sobre os métodos tradicionais orais ou intravenosos permeiam a
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prevencao do metabolismo de primeira passagem e minimizagdo de dor até a
possivel liberagédo prolongada e controlada da droga, além do importante fato de
constituir uma via de terapia mais aceitavel para o paciente e amenizar ampla
gama de efeitos colaterais das demais vias de administracdo medicamentosa
(HEARNDEN et al. 2009). Contudo, as drogas que conseguem sobrepujar a
barreira do estrato corneo ainda precisarao debelar adicionais barreiras celulares
e moleculares, que consistem, principalmente, do sistema imunolégico e dos

sistemas enzimaticos metabdlicos (SEVERINO et al., 2013).

2. Objetivo

Sintese e avaliagédo da atividade antimelanoma in vitro, in silico e in vivo do

2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona e estudo do seu mecanismo de acgao.

3. Organizagao da tese

Nesta tese, cada capitulo esta organizado como uma proposta de artigo
independente do anterior.

No primeiro capitulo sera apresentado os dados experimentais da sintese
do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona e as analises in vitro realizadas
nesta tese, ou seja, serdo apresentados os resultados relativos a: citotoxicidade
frente a linhagens tumorais e normais, avaliacdo da morte celular causada e
analise moleculares para determinacdo das vias de sinalizagao envolvidas no
tipo de morte celular induzido.

O segundo capitulo apresenta a sintese e caracterizacdo de outros
compostos também derivados e o proprio DBM, assim como, ensaios in vitro de
citotoxicidade frente a linhagens tumorais € normais e ensaios in silico realizadas
nos programas LAZAR e pkCSM destes compostos. Neste capitulo apesar de
serem apresentados novos compostos sintéticos, o objetivo desta tese
permanece 0 mesmo, ou seja, a avaliagao da atividade antimelanoma in vitro, in
silico e in vivo do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. Estes outros compostos
foram descritos nas teses de doutorado de Franga (2013), Nascimento (2018) e

de Oliveira (2017), bem como no artigo de Nascimento e colaboradores de 2018.
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No terceiro capitulo sera apresentado o calculo da estimativa da dose a ser
usadas em experimentos animais, este calculo foi realizado com foérmulas
classicas de farmacocinética e os dados obtidos a partir dos ensaios in silico
realizadas nos programas pkCSM do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona.

No ultimo capitulo, sera apresentado os dados in vivo obtidos com os
experimentos em camundongos. Utilizando duas formulagdées com o composto
ativo os animais receberam o tratamento topico todos os dias ao longo de 21
dias. Apos este periodo os animais foram eutanasiados e as amostras de figado,

rim, pulmao, linfonodo sentinela e o tumor foram removidos e avaliados.
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CAPITULO 1

SINTESE E AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMELANOMA IN VITRO DO
DERIVADO DE DIBENZOILMETANO 2-ALIL-1,3-DIFENIL-1,3-
PROPANODIONA

1. Introdugao

Os melanécitos sao células derivadas da crista neural que, durante o
desenvolvimento embrionario, colonizam a pele, os olhos e, em menor grau, uma
ampla gama de outros tecidos em todo o corpo. As neoplasias melanociticas,
originadas por estas células, podem ser lesdes benignas (nevos melanociticos)
ou malignas (melanomas). Cada melanécito pode dar origem a um tipo de
melanoma fenotipicamente diferente do outro e, por causa desta variabilidade, o
melanoma € considerado uma das formas mais mortais e metastaticas de cancer
(BASTIAN, 2014; MORT et al., 2015; SHAIN & BASTIAN, 2016).

Em uma pessoa o risco de desenvolver este cancer depende de fatores
diversos, tais como idade, o tipo de pele, o tipo de cabelo, a cor dos olhos, o
numero de pintas, a predisposicdo genética e exposicédo a fatores de risco,
incluindo algumas condigdes referentes ao estilo de vida e, portanto,
potencialmente evitaveis, tal como a exposicdo excessiva ao sol (INCA 2017,
CANCER RESEARCH UK, 2017). Segundo o Cancer Research UK (2017), cerca
de 86% (90% do sexo masculino e 82% do sexo feminino) de todos os casos de
melanoma no Reino Unido estdo ligados ao estilo de vida e a exposicdo a
radiagcao ultravioleta (UV) de fontes variadas, por exemplo, de camas de
bronzeamento ao sol. A utilizagado de protecéo contra a radiacdo UV, como o uso
de chapéus, guarda-séis, 6culos escuros e filtros solares com fator de protegéo
15 ou superior, é tida como principal método de prevengao (VIGITEL, 2010).

Em estagios iniciais € um cancer tratavel, sendo recomendada a remogéo
cirargica do tumor e dos linfonodos sentinelas e, apds a remogao, a biopsia dos
tecidos removidos deve ser realizada. Este procedimento, normalmente, elimina
as células cancerigenas antes que alcancem a corrente sanguinea e sistema
linfatico, diminuindo a possibilidade de causar metastases. Porém, em estagios

mais avangados o tratamento consiste em medicamentos que variam de acordo
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com o tamanho e estadiamento do tumor, mas estes apresentam baixa
efetividade e custo elevado. Além disso, quanto mais avangado o estagio da
doenca, menores sado as chances de sobrevivéncia dos pacientes, mesmo com
o tratamento (INCA 2017, CANCER RESEARCH UK, 2017).

Os melanomas cutadneos podem ser classificados, de maneira geral, por
suas origens da pele, sendo ou ndo causados por danificagdo crénica pelo sol
(DCS e nao DSC, respectivamente) estes diferem em seu local anatdmico de
origem, grau de exposigao cumulativa a radiagao UV, idade do hospedeiro, carga
e tipos de mutagao (MALDONADO et al., 2003; CURTIN et al., 2005; VIROS et
al., 2008; LONG et al., 2011).

Diversas mutagbes sdo encontradas em melanomas totalmente
desenvolvidos, exigindo constantes pesquisas por novas terapias
antineoplasicas. Entre as mutagcdes mais recorrentes estao as que afetam genes
nas vias de sinalizagdo chaves que regulam proliferagdo (BRAF, ARN e NF1),
crescimento e metabolismo (PTEN e KIT), identidade celular (dominio 2 de
interacao rico em AT [ARIDZ2]), resisténcia a apoptose (TP53), controle do ciclo
celular (inibidor 2A ciclina-dependente de quinase [CDKN2A], que codifica
p16INK4A e p14ARF) e a expectativa de vida replicativa (telomerase
transcriptase reversa [TERT]) (HODIS et al., 2012; KRAUTHAMMER et al., 2012;
HUANG et al., 2013; HORN et al., 2013). Ainda que a presenca de certas
mutagdes patogénicas em estagios iniciais e a associagao entre lesdes
precursoras e tipos especificos de melanoma fornegam pistas essenciais para
determinar a ordem na qual as muta¢des tendem a se acumular, pouco se sabe
sobre a ordem exata destas. Tal fendmeno, tende a dificultar o tratamento,
exigindo o surgimento de novos medicamentos, mais especificos, e que
dificultem o aparecimento de resisténcia ao tratamento (SHAIN & BASTIAN
2016).

No Brasil, a Dacarbazina (Figura 1) é o medicamento de escolha no
Sistema Unico de Saude (SUS) para o tratamento do melanoma, devido,
principalmente, a seu baixo custo. Este medicamento € um agente alquilante que
se liga ao DNA impedindo a separagao das fitas, causando problemas na sintese
proteica e na replicacdo de DNA. A Dacarbazina atua em qualquer fase do ciclo
celular e apresenta uma resposta terapéutica muito baixa (apenas 20% dos

casos por um periodo de aproximadamente 5 meses e a resposta completa em
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5% dos casos), sendo, assim, classificado como um agente pouco especifico
(SERRONE et al., 2000; LUl et al., 2007).
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Figura 1 - Estrutura quimica da Dacarbazina.

O dibenzoilmetano (DBM) (1,3-difenilpropano-1,3-diona) (Figura 2) e seus
derivados, sao pequenas [-dicetonas, fontes promissoras de novas substancias
antitumorais (NOGUEIRA et al., 2003; NAKANO et al., 2004; KHOR et al., 2009).
Os dibenzoilmetanos sao considerados um subgrupo na classe dos flavonoides
e ndo sao encontrados com facilidade na natureza, podendo, porém, ser isolados
do género Lonchocarpus, isolado pela primeira vez na espécie Lonchocarpus
latifolius (Wild) DC (MAGALHAES et al., 1997; NOGUEIRA et al., 2003). As
principais propriedades do DBM e seus derivados descritas na literatura sao:
propriedades fotoprotetoras e propriedades antineoplasicas no combate aos
canceres de mama, prostata e intestino (LIN et al., 2001; JAKSON et al., 2002;

CHEN, 2009).

O 0

Figura 2 - Estrutura quimica do 1,3-difenilpropano-1,3-diona (DBM).

Nogueira e colaboradores (2003) sintetizaram um conjunto de derivados do
DBM e estudaram suas propriedades antitumorais em 4 linhagens de células
neoplasicas: mama, mama resistente, melanoma e pulmao. Dos 22 derivados
sintetizados, 8 apresentaram atividade contra as 4 linhagens celulares. Dentre

os 8 compostos ativos, o 2-alil-1,3-difenil-1.3-propanodiona (Figura 3), objeto
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deste estudo, se mostrou um potencial como agente antitumoral. No entanto, seu

mecanismo de agao ainda é desconhecido.

Figura 3 - Estrutura quimica do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona.

Segundo Sellers & Fisher (1999), para um tratamento ser bem-sucedido,
em doengas humanas, € necessario que a droga apresente um indice
terapéutico adequado, de modo que os efeitos especificos do tratamento ajam
sobre as células-alvo e ndao ocorram efeitos clinicamente significativos sobre o
hospedeiro. Para o tratamento de cancer, o objetivo terapéutico é desencadear
um tipo de morte celular em que 0os mecanismos responsaveis possam ser
mensurados e relacionados a eficacia do tratamento. A descoberta de distintas
vias relacionadas a morte celular elevou o interesse em conectar tais caminhos
a fisiopatologia do cancer (GALLUZI et al., 2012). Assim, as pesquisas sobre
neoplasias se expandiu para incorporar nao apenas lesdes que causam
crescimento desregulado, mas também aquelas que levam a morte celular
ineficiente.

Existem trés formas principais de morte celular: apoptose, autofagia e
necrose, estas formas s&o distinguiveis pelas diferengas morfologicas e
metabdlicas (TAN et al., 2009; BIALIK et al., 2010; OUYANG et al., 2012). A
apoptose como objetivo terapéutico oferece vantagens em relacdo aos
mecanismos de morte nao apoptéticos, pois em vias que levam a necrose, por
exemplo, podem levar a ativagdo de respostas inflamatérias elevando a
agressividade do tumor (FISCHER & SCHULZE-OSTHOFF, 2005; ELMORE,
2007; PROSKURYAKOV & GABAI, 2010; MILLIMOUNO et al.,2014;
BREDHOLT et al.,2015). A apoptose ocorre prioritariamente quando o dano ao

DNA é irreparavel e pode ocorrer por duas principais vias de sinalizacéo: via
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extrinseca e via intrinseca (EUM & LEE, 2011). A via extrinseca, ou via por
receptor de morte celular, se inicia com a interagao do receptor Fas ou TRAILR
(ou suas familias) na membrana com seu respectivo ligante (FasL ou TNSF10)
que esta no meio extracelular. Apos esta interacdo, forma-se o complexo
Fas/FasL ou TNSF10/ TRAIL, que sédo capazes entado de recrutar FADD e pré-
caspases 8, resultando em um complexo de sinalizacdo de morte induzida.
Consequentemente, caspases 8 sdo ativadas que levam a ativagao de caspases
3, estas sao as pendultimas proteinas para a execugao da morte celular por
apoptose. (Figura 17). Ja a via intrinseca, ou via mitocéndiral, induz morte celular
por apoptose como o proprio nome ja diz, com enzimas mitocondriais, o estimulo
para o inicio desta via pode ser por sinalizagdo intracelular ou estimulos
extracelulares. A via intrinseca é caracterizada pela liberagdo do citocromo ¢ no
citosol. O citocromo c, entdo, recruta proteinas Apaf1 e pro-caspases 9, que
resultam na ativagdo das cascada de caspases 9/3 e culminam na morte celular
por apoptose (Figura 17) (OUYANG et al., 2012).

Este estudo buscou sintetizar e avaliar a atividade citotoxica do composto
2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona, um derivado do DBM, em diferentes

linhagens neoplasicas de melanoma (B16F10 e Tm5).
2. Metodologia

2.1. Instrumentacgao

2.1.1. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

A caracterizacdo do composto foi realizada por espectrometria de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, '3C e DEPT. Os espectros de RMN de
'H, 3C e DEPT foram obtidos em espectrémetro Mercury 400. O solvente
utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCIs), usando-se como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS) para espectros de RMN 'H e 13C.

2.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Com o objetivo de acompanhamento da sintese e de purificagdo do

10
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composto foi realizada a técnica de Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE)
semi-preparativa usando um sistema HPLC-SHIMADZU, coluna Shim-pack
PREP-ODS(H) Kit com deteccdo por ultravioleta (UV-Vis). Dois sistemas
cromatograficos foram utilizados: o primeiro composto de coluna octadecilsilano
de 25 cm de altura e 4,6 mm de diametro interno, com particulas de 5 ym, para
0 acompanhamento da sintese da reacédo, com razéo de fluxo de 1 mL/min e
alca de injecéo de 20 pL e o segundo composto de coluna octadecilsilano de 25
cm de altura e 20 mm de diametro interno e particulas com tamanho de 15um
com razao de fluxo de 3 mL/min e al¢a de inje¢cao de 5 mL para a purificagao,
ambos mantidos a temperatura ambiente. A fase movel escolhida foi a mistura
agua ultrapura MilliQ e metanol Merck grau HPLC (20:80 V/V). As substancias
eluidas foram detectadas no espectro do ultravioleta a 254 nm.

A andlise da mistura reacional durante a reacgao foi preparada diluindo 30
mg do composto em 100 ml de fase movel, 10 ml desta solugéo foi diluida para
100 ml utilizando o eluente, obtendo-se, assim, uma concentragao final de 30
Mg/ml. E a amostra para a purificagcao foi preparada diluindo 100 mg do composto
em 10 ml de fase mével, obtendo-se, assim, uma concentracao final de 10 mg/ml.

Antes de proceder a cromatografia, a fase mével, a solugéo e as amostras
foram filtradas a vacuo utilizando membrana de 0,22um e desaeradas por trinta
minutos em banho de ultrassom. As amostras foram preparadas em ftriplicata e
cada uma foi cromatografada em quadruplicata. A amostra é considerada pura

somente se um unico pico aparecer no cromatograma.

2.1.3. Temperatura de Fusao

A temperatura de fusdo foi determinada com auxilio do equipamento
modelo MQAPF-301-Microquimica Ltda.

2.1.4. Cromatografia de camada delgada (CCD)
As CCD foram feitas em cromatofolhas de aluminio silicagel G F254 0,2 nm

Art. 1.05554 Merck e revelada com Lampada de UV nos comprimentos de onda

254 e 356 nm. Todas as cromatografias foram realizadas no Laboratério Quimica

11
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e Bioquimica de Produtos Naturais (Bionat) do Departamento de Bioquimica e

Biologia Molecular da UFV.

2.2. Sintese e purificagao do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

Realizou-se a sintese de acordo com a patente PI0006583-8, no
Laboratério de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais da Universidade
Federal de Vigosa. De maneira geral, a sintese ocorreu da seguinte forma: Em
um baldo de fundo redondo (100 mL) foram adicionados carbonato de potassio
(3,0 equiv.) e DBM (1,0 equiv.) e foram suspensos em acetona (20 mL) e
agitados durante 30 minutos a temperatura ambiente. A esta mistura foi
adicionada o reagente de alquilagdo brometo de alila (1,0 equiv.) e a mistura foi
agitada por 60 horas e monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD).
Em seguida a mistura foi filtrada, o solvente evaporado e o produto purificado
por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). As fragbes eluidas foram enviadas

para a analise por ressonancia magnética nuclear (RMN).

2.2.1. 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

Solido amorfo amarelado 166,8 mg (72,2%); Temperatura de fusédo: 64.9 -
65.7 °C; Rf: 0.55 (n-hexano/acetato de etila 8:2 v/v); IR (KBr): 1694.8, 1670.2,
1007.7, 962.2 cm™'; RMN de 'H (400 MHz; CDCl3): 7,91 (4H, d, J = 7,4; Hz, H-
2', H-2", H-2’ e H-6’), 7,40 (dd, 4H, H-3’, H-5’, H-3”, H-5"), 7,52 (dd, 2H, H-4’, H-
4”), 5,73-5,82 (m, 1H, H-5), 5,26 (t,1H, J = 10,7 Hz, H-2), 5,08 (dd,1H, J = 17,0
Hz, 1,4 Hz, H6b), 4,97 (d,1H, J = 10 Hz, H6a); 2,85 (2H, t, J = 6,8, H-4); RMN
de 3C (100 MHz; CDCI3): & 195,7 (C-1 e C3), 136,2 (C1’ e C1”), 135,2 (C5),
133,7 (C4’ e C4”), 129,1 (C2, C6’, C2" e C6”), 128,7 (C3’, C5, C3” e C5”), 117,4
(C6), 56,7 (C2), 33,7 (C4).
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2.3. Ensaios de caracterizagao de atividade bioldgica

2.3.1. Cultura de células

Foram utilizadas linhagens celulares: Melan-A, estabelecida a partir de
melanoblastos normais (BENNETT et al., 1987); B16F10, estabelecida a partir
de células de melanoma murino (FIDLER, 1975) e células Tm5, uma linhagem
desenvolvida a partir da Melan-A por privagédo da adesao da mesma a uma
matriz extracelular (OBA-SHINJO et al., 2006). Todas as linhagens celulares
foram cultivadas em meios completos, ou seja, meios suplementados com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (Anfotericina B; Penicilina e
Estreptomicina) em frascos de cultura de 25 cm?, de poliestireno, em incubadora
a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa. Todavia, cada tipo foi cultivado
de acordo com suas peculiaridades: as células Melan-A foram cultivadas em
meio “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI) suplementado com 200 nM de
Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA), as células Tm5 foram cultivadas em
meio RPMI e a linhagem B16F10 foi cultivada em meio Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM).

Quando as culturas atingiram a semiconfluéncia, as células foram
tripsinizadas, replaqueadas e mantidas nas condigcbes acima descritas. As
culturas foram periodicamente observadas em microscépio de luz invertido, e
aliquotas foram congeladas e descongeladas, de acordo com a necessidade do

experimento.

2.3.1.1. Tripsinizagao

Culturas de células subconfluentes, apds o descarte do meio de cultura,
foram lavadas com PBS e incubadas a 37 °C com solugao de tripsina a 0,25% e
0,05% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) até que, sob observagao
microscopica, foi detectada a dissociagédo das células entre si, e destas com o
substrato. A reacgao de tripsinizacao foi interrompida pela adicdo de 5,0 mL de
meio completo. A suspenséao celular foi, entdo, coletada em tubo de centrifuga e
centrifugada a 600 G, por 5 minutos, em temperatura ambiente. O meio
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as células ressuspendidas em
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meio completo. Apds efetuar a contagem celular, com teste de viabilidade,
volumes da suspensao celular foram subcultivadas contendo o numero desejado

de células.

2.3.1.2. Contagem de células viaveis

As contagens das células viaveis foram efetuadas em hemocitdmetro de
Neubauer apds o carregamento de ambas as camaras com a suspensao celular,
obtida por meio da tripsinizagdo da cultura celular desejada. Para o calculo da

concentracao de células utiliza-se a férmula:

Numero total de células x 10*

Numero de Células/mL =
" / Numero de quadrantes contados

Para a determinagcao do numero de células viaveis foi utilizado o teste de
exclusao de corante, que consiste na incubacédo de uma aliquota de células com
solugéo de Azul de Tripan a 0,1 % (diluicdo 1:1), por dez minutos a 37 °C. Células
higidas excluem o corante. Para o calculo da porcentagem de células viaveis

utiliza-se a féormula:

Numero de células viaveis x 100

% de células viaveis =
0 Numero total de células

2.3.1.3. Criopreservacgao e Descongelamento

Quando necessario, aliquotas de células foram congeladas apos
tripsinizacao rotineira de culturas semiconfluentes. A interrupcédo da reacéo de
tripsinizagao foi realizada com adicao de meio completo e lavagem das células
por centrifugacdo a 600 G, por 5 minutos. As células foram, entao,
ressuspendidas em meio suplementado com 40% de soro fetal bovino e
contendo 10% de dimetilsulféxido (DMSO), e as suspensbes celulares
acondicionadas em criotubos de até 1,8 mL, que permaneceram no freezer
overnight e foram posteriormente transferidos para o nitrogénio liquido (-196 °C),

onde foram armazenados.
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Para o descongelamento, criotubos com células da linhagem celular de
interesse foram mantidos a 37 °C, durante 5 minutos. A suspensao celular foi
diluida em meio completo em frasco de cultura de 25 cm? e mantidas por 24
horas em incubadora a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa. Decorrido

este periodo foi realizada a troca de meio de cultura.

2.3.2. Atividade citotoxica medida pelo ensaio do MTT

As células foram plaqueadas, em placas de 96 pogos, na concentragao de
1x 103 células/mL para as linhagens de B16F10 e Tm5 e na concentragéo de 1x
10% células/mL para a linhagem Melan-A. Cada pogo recebeu 100 pyL de meio
completo e suspensao 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. Apés
este periodo, foram adicionadas as concentra¢des diferentes do medicamento
Dacarbazina (Eurofarma) e do composto 2-alil-1,3-difenil-1.3-propanodiona as
células e estas foram incubadas por 60 horas a 37 °C, 5% de COz e 95% de
umidade. O composto foi diluido em DMSO e foram feitas concentracdes entre
12,5 pg/mL e 400 pg/mL e em cada pogo a concentracdo de DMSO néao
ultrapassou 0,5%. Os controles deste ensaio (100% de células viaveis) foram
realizados com meio de cultura completo contendo 0,5% de DMSO (v/v).

ApOs este periodo, o meio contendo as drogas foi retirado, todos os pogos
foram lavados com PBS e foi adicionado em cada pog¢o 50 pyL de uma solugao
de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) a 0,5
mg/mL e as placas foram novamente incubadas nas condi¢des descritas acima
por 4 horas. Apos este periodo o MTT foi retirado de todos os pogos e em
seguida foi adicionado 100 pL de DMSO. As absorbancias foram lidas em
espectrofotometro com comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram
expressos como porcentagem de células viaveis em relagdo ao controle (sem

tratamento).

2.3.2.1. Calculo da concentragao inibitéria de 50% das células

O valor da concentragao inibitoria de 50% das células (ICso) foi calculado

utilizando uma regressao nao-linear: logaritmo da concentracéo da dose versus
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a resposta normalizada (porcentagens de células viaveis) determinados pelos
programas GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office Excel 2013®.

2.3.2.2. indice de seletividade

A concentragao 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 o potencial uso terapéutico deste composto em testes clinicos. Assim,
neste estudo, o IS corresponde a razéo 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 e Tm5), ou seja:

ICSOMelan—A

IS =
ICSOlinhagem neoplasica

2.3.3. Citometria de Fluxo

Células B16F10 (1 x 10%) foram plaqueadas em frascos para cultura celular
de 25 cm? em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os
frascos foram incubados por 24 horas a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de umidade.
Apos este periodo, foi adicionado uma concentracdo equivalente ao ICgo do
composto 2-alil-1,3-difenil-1.3-propanodiona para esta linhagem de células e as
células foram, entdo, incubadas por 16 horas a 37 °C, 5% de CO2 e 95% de
umidade, sendo posteriormente tripsinizadas. A interrupcdo da reacido de
tripsinizagao destas foi realizada com adigdo de meio completo e a lavagem das
células por centrifugacado a 600 G, por 5 minutos. O pellet foi ressuspenso em 1
mL de PBS. Apds esta etapa, a suspenséo de células foi centrifugada a 600 G
por 5 minutos e o pellet foi ressuspenso em 1 mL de tampao Hanks. Foi realizado
uma contagem das células e a concentragao foi ajustada para 1x10° células/mL.
Na sequéncia, foi adicionado 5 yL de Anexina V-FITC (ImunnoTools). Apds 20
minutos de incubagéo, ao abrigo de luz, foram adicionados 5uL de iodeto de

propidio (Pl) e posteriormente os dados foram adquiridos em citdbmetro de fluxo
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(CYAN — Dako Cytomation), no Nucleo de Microscopia e Microanalise da
Universidade Federal de Vigosa. Os resultados foram apresentados em forma
de dot-plot dividido em quatro quadrantes. Foram classificadas como células em
apoptose inicial aquelas com marcagdo somente para Anexina-V (AN+/PI-),
como celulas em apoptose tardia aquelas com dupla marcagdo de Anexina V e
Pl (AN+/Pl+), células em necrose somente marcagéo para Pl (AN-/Pl+) e células

viaveis aquelas que ndo apresentaram nenhuma marcagao.

2.3.4. Extracao do RNA total de células B16F10

A linhagem celular B16F10 foi cultivada em meio DMEM suplementado com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (Anfotericina B; Penicilina e
Estreptomicina) em placas de cultura de 20 cm?, de poliestireno, em incubadora
a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa. As culturas foram periodicamente
observadas em microscopio de luz invertido, até ser atingido a semiconfluéncia.
As culturas foram separadas em dois grupos de forma randémica o primeiro
grupo nao recebeu o estimulo do composto 2-alil-1,3-difenil-1.3-propanodiona
(controle) e o segundo foi exposto ao estimulo do composto 2-alil-1,3-difenil-1.3-
propanodiona por 4 horas em uma concentracido equivalente ao ICso.

As culturas de células subconfluentes, adicionou-se 1 mL de Reagente Tri
(Sigma) para cada 10 cm? de area superficial, a solugao foi entdo solubilizada e
transferida a um tubo e deixado em repouso por 5 minutos. Apds esse tempo, foi
adicionado 0,4 mL de cloroférmio (Sigma), o tubo, entéo, foi tampado e agitado
rigorosamente por 15 segundos e repouso de 15 minutos, em seguida o tubo foi
centrifugado a 12.000 G, por 15 minutos e 4 °C. A fracao referente ao RNA total
foi coletada. A esta fragao foi adicionado 1 mL de 2-propanol (Sigma). A solugao
foi homogeneizada e deixada e repouso por 10 minutos. Depois, a solugao foi
centrifugada a 12.000 G, 10 minutos e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido com 2 mL de etanol (Sigma) 75%, entdo, vortexado e
centrifugado a 7500 G, 5 minutos, 4 °C. O Sobrenadante foi descartado, o tubo
foi brevemente seco em cabine de seguranga biolégica e foi adicionado 50 uL
de agua livre de RNase. Toda a bancada e material de trabalho (lupas, pingas,

placas, etc) foram tratados com solugdo RNAZap (Invitrogen, San Diego, CA,
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USA) para remogao de RNAses, evitando-se a degradacdo do RNA total das
amostras.

A qualidade do RNA total extraido foi avaliada pela integridade das bandas
do RNA ribossdmico em gel de agarose 1,0%, corado com brometo de etideo
(SAMBROOK et al., 2001). A pureza e concentragdo das amostras foram
determinadas pela leitura de 1 ul de amostra em espectrofotdmetro NanoDrop
2000 (ThermoScientific®), que fornece automaticamente as concentracdes de
RNA em ng/uL, bem como as razées A260/A280 e A260/A230 indicando assim
a qualidade do RNA extraido, nessa etapa buscou-se um resultado na faixa de
1,8 a 2,2 indicando uma 6tima qualidade de amostra para utilizacdo em etapas
posteriores. Apds extracdo, quantificagdo e verificagdo de sua integridade, as

amostras de mRNA foram armazenadas a -80 °C até a sintese de cDNA.

2.3.4.1 Sintese do cDNA para avaliagao da expressao génica por RT-PCR

A sintese do cDNA foi obtida através da transcricao reversa do mRNA,
utilizando o iScriptTM cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. Detalhadamente, a partir de aproximadamente 2
Mg de RNA total extraido das células da linhagem B16F10 realizou-se a sintese
de cDNA tendo por molde o mRNA. Para minimizar o viés inerente da técnica de
gPCR, algumas etapas foram verificadas. Inicialmente, apds a extragdo do RNA
total da amostra a mesma foi purificada com a utilizacdo do Kit RNaqueous,
Invitrogen®, de acordo com as recomendagdes descritas no manual do
fabricante, foram avaliadas a concentracao e a integridade do produto extraido.
Para manter a qualidade e a integridade da amostra foi adicionado ao RNA
extraido a DNase | (Sigma). A concentracdo do cDNA sintetizado foi avaliado
pela leitura de 1 pl de amostra em espectrofotometro NanoDrop 2000
(ThermoScientific®), tendo como ideal um resultado na faixa de 1,8 a 2,2
indicando uma 6tima concentragdo de amostra para utilizagdo em etapas

posteriores.
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2.3.4.2. Desenho de primers, teste de concentracao e eficiéncia para
validagao da qRTPCR

Apds a sintese do cDNA foram desenhados 14 primers utilizados na
amplificagdo do cDNA dos genes alvo (Tabela 1).

Para tanto utilizamos o aplicativo GenScript Real-time PCR (TagMan)
Primer Design (https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-
design-tool). Todos os primers foram sintetizados pela empresa Integrated DNA
Technologies, IDT (Coralville, lowa, USA). Foram desenhados 11 primers para
genes que possuem relevancia na via de apoptose celular (Apoptotic peptidase
activating factor 1; BCL2-associated X protein; B-cell leukemia/lymphoma 2; BH3
interacting domain death agonist; Cyclin Dependent Kinase 1; Fas ligand (TNF
superfamily, member 6); Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A; P53 induced
death domain protein 1; BCL2 binding component 3 (Bbc3); Sirtuin 1, € Tumor
necrosis factor (ligand) superfamily, member 10) e para trés genes candidatos a
genes de referéncia (Actina beta; Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase;
e Tubulin, beta 4A class IVA).

As reagdes de qRTPCR foram realizadas no aparelho StepOne (Applied
Biosystems) relacionando os valores de Ct, parametro que indica o ponto em
que a fluorescéncia aumenta acima do ruido, ou seja, onde a fluorescéncia
atinge niveis aumentados indicando a presenca de uma fluorescéncia maior que
a do corante utilizado na normalizagédo de qRTPCR de DNA dupla fita (Crossing
point, ou Cycle threshold). A quantificagao relativa da expresséao foi determinada
pelo método da curva padrao relativa de calibracdo normalizada visto que as
eficiéncias dos primers ndo foram comparaveis (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).
Para deteccdo da reacao utilizou-se o sistema SYBR Green Master Mix
(Thermocientific®). Todas as amostras dos experimentos de qRTPCR foram
realizadas em triplicatas de amotras e duplicatas técnicas, em cada placa de
reagao tendo um controle negativo (Negative Template Control, NTC) para cada
alvo estudado além do controle endogeno.
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Tabela 1 - Genes alvo e sequéncia de primers.

5'GCCGGGACCTGACAGACTACS

S'TGGCCATCTCCTGCTCGAAGS'

Capitulo 1

Actin, beta Actb NM_007393

Apoptotic peptidase activating
factor 1 Apaf1 5'GCTGCTCTTCCCAGCACAACSI' 5'ACAATTGCGGGCCTTTGCAT3" | NM_009684
BCL2-associated X protein Bax 5'CCAGGATGCGTCCACCAAGAS3' 5TCCGTGTCCACGTCAGCAAT3" | NM_007527
B-cell leukemia/lymphoma 2 Bcl2 5TGTGCCGTTGTCTCTTCGGT3' 5'CCAGACGAAGTTGCCCTCCAS' | NM_009741

BH3 interacting domain death
agonist Bid 5'GCTCTGGGCTGTCTTCACCAS3' 5TCCACTAGGCTGGGTGGACT3' | NM_007544
Cyclin Dependent Kinase 1 CDK1 5TGAGCTCAGGCCTCGTGATG3' 5'CAGCCAGCTTTGGTGCACTT3" | NM_007659

Fas ligand (TNF superfamily,
member 6) Fasl 5'CCTCATGACCGCAAGGTCCA3' | 5'GTCACACAGCAGCCCAAAGCS3' | NM_010177

Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase Gapdh 5'AAGGCTGTGGGCAAGGTCAT3" | 5TTCAGTGGGCCCTCAGATGC3' | NM_008084

Cyclin-dependent kinase inhibitor
1A P21 5TGTGCCGTTGTCTCTTCGGT3' 5'CCAGACGAAGTTGCCCTCCA3' | NM_007669
P53 induced death domain
protein 1 Pidd1 5'ACAGCTGCTGCAAGTGGAGT3' | 5TGGCCACCTTTGAGGACCAGS3' | NM_022654
BCLZ2 binding component 3

(Bbc3) Puma 5'GCATACTGGACTGCCAGCCT3' 5TGAGTCCTTCAGCCCTCCCT3' | NM_133234
Sirtuin 1 Sirt1 5'CTTGCGGTGGACTTCCCAGA3' | 5'GTGACACAGAGACGGCTGGA3' | NM_019812

Tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 10 TNFSF10 | 5'CTCCTGCAGGCTGTGTCTGT3' 5'AACCTGCAAGCAGGGTCTGT3" | NM_020275
Tubulin, beta 4A class IVA Tubb4a 5'CCACCACCATGCGGGAAATCS 5TCGATGCCGTGCTCATCACT3' | NM_009451
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Ap0s a sintese dos primers realizou-se o teste de concentracao e eficiéncia
dos mesmos atravées de gRTPCR. Para o teste de concentragdo foram
preparadas solugcdes de primers foward e reverse na concentracdo de 4 yM e 10
MM (solugdes estoque), tendo como mix para uma reacado 6 pL de 2X SYBR
Green Master Mix (Thermocientific®), 3 uL de primer F/R nas concentragdes de
0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 uM, 2 uL de agua nuclease free (Ambion®) e 1 yL de cDNA.
Para o teste de eficiéncia utilizou-se as diluicbes seriadas de 100; 50; 25; 12,5;
6,25; 3,125 e 1,5625 uyM de cDNA. O R? da regresséo foi calculado para cada
gene para verificar a eficiéncia das reacdes. A analise estatistica dos resultados
foi realizada no aplicativo GraphPad Prism, foram utilizados os testes de
ANOVA-way com um nivel de confianca de 95% (5% de erro amostral) na
comparagao dos grupos de células sem estimulo da droga e com o estimulo da
droga. O programa para amplificacdo no teste de concentragao e de eficiéncia
foi de 2 passos sendo Holding 95 °C, 10 minutos; 40 ciclos de desnaturacédo a
95 °C por 15 segundos; anelamento e extensdo a 60 °C por 1 minuto. Apdos
amplificagdo de 40 ciclos realizou-se a desnaturacdo gradual com vistas a
realizacado da curva de dissociagao (curva de melt) utilizando o aumento de 0,3
°C por 1 minuto partindo de 60 °C até o limite de 95 °C. As curvas de
concentracdo das analises das amostras foram realizadas com 7 pontos de
concentracdo em triplicata biolégica e duplicatas técnicas sendo 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125 e 1,5625 pM. A expressao dos genes enddgenos foi usada para
normalizar os dados provenientes do qRTPCR. Os resultados foram analisados
usando ANOVA e os graficos foram construidos utilizando GraphPad Prism 5.0

program (GraphPad Inc.).

3. Resultados e discussao

3.1. Quimica

3.1.1. Sintese do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

A sintese procedeu-se de acordo com a patente PI0006583-8. Apds cada

etapa de sintese e purificacdo foram coletadas amostras para o
acompanhamento de pureza por anadlise em CLAE. Na figura 4 esta
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representado o cromatograma da mistura reacional apos 60 horas de reagao,
onde pode ser observada uma mistura entre os compostos de partida (tempo de
retencdo 15,962 e 5,239 minutos) e o composto sintetizado (tempo de retengéo
6,786 minutos).

1 Detector A Channel 2 254nm

15,862

B8 788

I T
0 5 10 15 20 25 30 35 40
min

Figura 4 - Cromatograma da mistura de reacional apds 60 horas. Condi¢des de analise:
coluna ODS de 4,6 x 250 mm, tamanho da particula de 5 pm, fase moével:
MeOH/H-0 80:20 isocratico, volume de inje¢do: 20 pL, comprimento de onda de
detecgao: 254 nm e fluxo 1 mL/min.

Na figura 5 esta o cromatograma da fragao provinda da CCD relativa ao
composto, sendo tal amostra enviada para analises de caracterizagao por RMN,
apresentando uma leve impureza (Seta preta, 5). O fator de retengcdo em CCD
foi calculado sendo Rf = 0,55 (n-hexano: acetato de etila, 8:2). Apds a
confirmacado que o primeiro pico que € o composto alvo, este foi coletado e
analisado novamente por CLAE (figura 6), onde o novo cromatograma
apresentou-se sem impurezas, comprovando que o composto estava puro. O
composto puro foi, entdo, utilizado na realizagao das analises citotdxicas e da

citometria de fluxo.
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Figura 5 - Cromatograma do Composto enviado para o RMN com uma pequena
impureza.
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Figura 6 - Cromatograma do composto 2-alil-1,3-difenil-1.3-propanodiona puro.
Condigdes de analise: coluna ODS de 20 x 250 mm, tamanho da particula de 15
pm, fase movel: MeOH/H.O 80:20 isocratico, volume de injegdo: 20 pL,
comprimento de onda de detecgdo: 254 nm e fluxo 5 mL/minuto.
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3.1.2 Rendimento da Reacgao

O rendimento da reagéo foi calculado pela seguinte formula:

Numero de mols do Produto final

di to (%) = x 100
rendimento (%) Numero de mols esperado do Produto final

Partido inicialmente de 200 mg (0,8929 mmol esperado do produto final) do
reagente de partida DBM e obtendo 166,8 mg (0,6310 mmol do produto final) de
produto final, temos que o rendimento da reacgao foi de 72,2%, sabendo-se que

a equivaléncia molar entre o reagente de partida e o produto final € 1 para 1.

3.1.3 Caracterizagao do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

O composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona foi identificado com base

nos espectros de RMN de 'H e 3C.

Figura 7 — Estrutura do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona, com carbonos indicados.

Nas figuras 8, 9, 10 estdo representados os resultados obtidos
experimentalmente do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona nos
espectros de RMN de 'H, RMN de "3C e espectro de DEPT. Estes resultados
estdo de acordo com os resultados descritos na literatura (NOGUEIRA et al.,
2003).
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Figura 9 - Espectro de RMN "3C (100 MHz, CDCls) do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. Com ampliagdo dos picos.
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Figura 10 - Espectro de DEPT (100 MHz, CDCIs) do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. Com ampliagcao dos picos.
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3.2. Atividade biolégica

3.2.1. Ensaios de citotoxicidade in vitro e indice de seletividade

O teste de avaliagdo citotoxica foi realizado com as linhagens tumorais
B16F10 e Tm5 e a linhagem normal Melan-A. Esta representada na figura 11 a
taxa de mortalidade celular em fungdo da concentragdo do composto 2-alil-1,3-
difenil-1,3-propanodiona para as linhagens celulares e, na tabela 2, as
concentragbes correspondentes as porcentagens de morte celular
correspondentes a 50% (ICso0) da populagao total de células. O valor de ICso foi
calculado utilizando uma regressdo né&o linear, log (da concentracdo do
composto em ug/mL) x resposta normalizada. Nesta mesma tabela esta
representado também o valor do coeficiente de determinacéo (R?). Foi possivel
calcular também os valores de concentragdes equivalentes as porcentagens de
morte celular correspondentes a 10% (IC10) e 90% (IC90) da populagéo total de

células (Tabela 2), utilizando a equagao da reta, abaixo.

100
= 14+ 10(LogECSO—X)*HillSlope)

Y
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Figura 11 - Taxa de mortalidade celular em fungédo do logaritmo da concentracao do

composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona nas Linhagens tumorais B16F10 e

Tm5 e na linhagem normal Melan-A.

Tabela 2 - Concentragdes letais do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona.

Tipo celular Melan-A B16F10 Tm5

Log ICso 2,316 1,418 1,728

ICso (ug/mL) 207,2+ 3,5 26,17 £ 1,11 53,47 + 4,86
[Cs0 (M) 783,9 £ 13,1 99,01 + 4,20 202,29 + 18,39
R? 0,9131 0,9021 0,9320
HillSlope 6,141 3,332 2,324

IC10 (ug/mL) 144,75 13,54 20,77

1Co0 (ug/mL) 296,07 50,63 137,60

Na tabela 2, percebe-se que a linhagem Tm5 (ICso = 53,47 + 4,86 pg/mL) é

a mais resistente frente ao composto em relagdo a linhagem B16F10 (ICso =

26,171,171 ug/mL). Esta resisténcia pode estar relacionada ao fato de a

linhagem Tm5 ser uma linhagem desenvolvida a partir da Melan-A e apresentar
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algumas semelhancas com a linhagem de origem (OBA-SHINJO et al., 2006).
Quanto a dosagem, ambas as linhagens tumorais apresentam |Cso com valores
menores que o valor do IC10 da Melan-A (144,75 ug/mL). Essa informacéao é
bastante relevante por indicar que pode ser administrada uma concentragao
maior que a ICso das células tumorais sem que a populacido de células normais
seja afetada de maneira drastica, isso porque ambos valores de concentragéo
do ICo0 de B16F10 e IC9o0 de Tm5 equivalem a uma concentragdo menor que o
IC10 da Melan-A, ou seja, a concentragdo que mata 90% da populagdo das
células tumorais tem sua agao citotoxica em menos de 10% das células normais.

Com intuito de comparar a atividade do composto sintetizado com um
quimioterapico ja utilizado no mercado os mesmos ensaios acima descritos
foram realizados com a Dacarbazina (Tabela 3). A Dacarbazina é um
antineoplasico classico utilizado para o tratamento do cancer do tipo melanoma.
O valor do ICs0 para a linhagem Tm5 calculado ndo pode ser considerado pois
segundo o programa, a regressao utilizada foi determinada como “ambigua”, ou
seja, apesar do R? ser elevado os parametros determinados pela regressao

podem nao representar bem a realidade destes.

Tabela 3 - Concentracoes letais do Dacarbazina.
Tipo celular Melan-A B16F10 Tmb ‘

LogICso 0,1318 0,1519 ~0,7652
ICso (ug/mL) 246,85 + 9,66 258,51 + 44,09 ~1060,83
ICs0 (M) 1,355 £ 0,053 1,419 £ 0,242 ~5,823
R? 0,9778 0,8600 ~0,8762

A partir dos dados obtidos pelas duas analises é possivel comparar os
indices de seletividade (IS) do composto sintetizado e do quimioterapico
comercial (Tabela 4). Segundo os dados apresentados na tabela 4, é possivel
observar que o composto apresenta menor ICso e maior indice de Seletividade
(IS) que o medicamento, indicando que o composto seria efetivo em
concentracdes menores para se obter o mesmo efeito do que o medicamento de

referéncia.
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Tabela 4 - ICs para as linhagens celulares e indice de seletividade.

2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona Dacarbazina
ICsoMelan-A (ug/mL) 207,2+ 3,5 246,85 + 9,66
IC50B16F10(pg/mL) 26,17 £ 1,11 258,51 + 44,09
ICsoTMS5(pg/mL) 44,40 + 6,88 X
IS (Melan-A/ B16) 7,917 0,9549
IS (Melan-A/ Tmb5) 4,667 X

No entanto, mesmo com o baixo ICso0 para as células normais, o IS do
composto de modo geral € muito maior do que o do medicamento. Para a
linhagem B16F10 o IS é mais de 8 vezes maior que o do medicamento
Dacarbazina. O Valor de IS € um parametro que reflete a quantidade de
composto que é ativo contra a linhagem neoplasica, mas nao € téxico para a
célula normal. Durante a pesquisa de novas drogas € tido como significativo um
valor de IS maior ou igual a 2,0 em ensaios in vivo, ou seja, 0 composto
investigado deve ser duas vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas
do que em células normais (SUFFNESS & PEZZUTO 1990). Por esse motivo o
composto sintetizado apresenta um valor de IS significativo, indicando que este
novo composto apresenta melhor especificidade e grande potencial terapéutico
para este tipo de cancer.

As propriedades farmacolégicas das 3-dicetonas (entre eles o DBM e seus
derivados), como fotoprotecao, atividades anti-inflamatéria, antitumoral e
antiviral, ja foram relatadas na literatura. Entretanto, tem-se destacado o
potencial terapéutico para o tratamento de cancer para o DBM e seus derivados
(CHOSI et al., 1992; JACKSON et al., 2002; MABJEESH et al.,2003; NOGUEIRA
et al.,2003; NAKANO et al., 2004; da LIMA NETO et al.,, 2006). Jackson e
colaboradores (2002) demonstraram que o DBM apresenta potencial antitumoral
frente a trés linhagens de células de cancer de préstata (LNCaP, DU145 e PC-
3) com ICsp entre 25 e 100 pg/mL, além de ter sido demonstrado, ainda, que este
composto apresenta agao citostatica, sendo capaz de inibir o ciclo celular em
G1. Em outro trabalho, Nakano e colaboradores (2004) testaram diferentes [3-
dicetonas comumente encontradas em plantas, assim como o DBM, frente a

linhagens de fibroblasto normal de gengiva humana (HGF) e células de
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carcinoma escamoso oral (HSC-2) e obteve o ICso, para o DBM, igual a 82,8
pg/mL para a linhagem normal (HGF) e 22,5 uyg/mL para a linhagem tumoral
(HSC-2) e um IS = 3,7. Os baixos valores de ICso0, encontrados anteriormente e
neste trabalho, reforcam a necessidade e a importancia do estudo de B-
dicetonas e seus derivados frente a linhagens tumorais.

O composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona foi sintetizado pela primeira
vez por Nogueira e colaboradores, em 2003. O grupo sintetizou 22 derivados de
DBM e testou sua agao sobre 4 linhagens de células tumorais humanas: MCF7
(cancer de mama), NCI ADR (cancer de mama multirresistente), NCI1460 (cancer
de pulméo) e UACC62 (melanoma). Este grupo realizou uma triagem dos
compostos sintetizados em 4 concentragdes distintas (0,25, 2,5, 25 e 250 ug/mL)
para determinar a taxa de inibigdo do crescimento celular, onde apenas 8 dos 22
compostos sintetizados apresentaram atividade antitumoral. A faixa de ICso
determinada pelos pesquisadores ficou entre 25 e 250 pg/mL para as linhagens
celulares testadas. A faixa encontrada esta préxima ao do ICso calculado para
Tm5 e superior ao calculado para a linhagem B16F10, no presente trabalho.
Todos os valores encontrados de IC e IS indicam que o composto tem grande

potencial antitumoral.

3.2.2. Avaliagao de morte celular

Detectar apoptose e necrose por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio
(AN/PI) se baseia em dois pontos: primeiro, na ligagao entre Anexina V-FITC e
fosfatidilserina na membrana, de células iniciando o processo apoptético e,
segundo, na ligagao do iodeto de propidio (Pl) ao DNA em células em processo
final da apoptose ou necrose (VERMES et al.,1995; GALLUZI et al., 2012). O
grafico desta analise apresenta 4 quadrantes e cada um apresenta um tipo de
marcacao (Figura 12): no quadrante | ndo ocorre a marcacao dos eventos, ou
seja: neste caso, a marcagao por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio é negativa
(AN-/PI-); no quadrante Il, ocorre a marcagao apenas por lodeto de Propidio (AN-
/P1+); no quadrante Il ha a marcagéao por apenas Anexina V-FITC (AN+/PI-); por
fim, no quadrante IV as marcagdes por Anexina V-FITC/lodeto de Propidio sdo
positivas (AN+/PI+).
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Figura 12 - Divisdo dos quadrantes da Citometria de Fluxo.

Na figura 13 estdo representados os resultados obtidos do ensaio de
citometria de fluxo com a linhagem B16F10, na parte A esta o grupo controle, ou
seja, células que nao receberam o tratamento com o composto 2-alil-1,3-difenil-
1,3-propanodiona, como esperado 100% das células estao vivas (AN-/PI-).

Na Figura 13 B esta representado o resultado da citometria de fluxo para
as células que foram expostas a uma concentragao igual ao ICgo calculado do
composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (50,63 pg/mL) por 16h. Este grupo
de células, apds o tempo de exposicéo, apresentou 90,1% de todas as células
mortas (AN+/Pl- e AN+/Pl+), indicando que os valores calculados de IC
calculados pela regressao linear a partir dos dados obtidos pelo ensaio de MTT
estdo de acordo com o observado neste ensaio. Ainda, pode-se inferir que o tipo
de morte celular causado por este composto € apoptose e ndo morte celular
causada por necrose, uma vez que, segundo alguns autores, a auséncia ou a
baixa de marcacdao AN-/Pl+ indica que o composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona ativa vias apoptoticas e nao vias associadas a necrose celular
(VERMES et al.,1995; GALLUZI et al., 2012). No cancer, o objetivo terapéutico
€ desencadear a morte celular seletiva, logo, mecanismos e vias responsaveis
por tal tipo de morte celular sdo importantes na determinagdo da eficacia de
tratamentos especificos (SELLERS e FISHER, 1999). A morte celular por
apoptose representa uma via especialmente eficiente como alvo de tratamentos,

para tumores como o melanoma, pois esta, ao contrario da morte celular por
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necrose, ndo causa um aumento da agressividade do tumor devido, por exemplo,
a superexpressdao de vias inflamatérias. Medicamentos que buscam vias
apoptaoticas normalmente estdo associados a indugcéo da remissao do tumor e
apresentam melhores resultados que medicamentos que tém como alvo outras
vias de morte celular (FISCHER e SCHULZE-OSTHOFF, 2005;
PROSKURYAKOV e GABAI, 2010), demonstrando que composto sintetizado

apresenta potencial para ensaios in vivo.

5 | 7.66E-3 18,7

Comp-Propidium lodide-A: Propidium lodide-A
=
i

Comp-Propidium lodide-A: Propidium lodide-A

Comp-FITC-A : Anexin V FITC-A Comp-FITC-A D Anexin ¥ FITC-A

A B
Figura 13 - Citometria de Fluxo da linhagem B16F10: (A) Células sem tratamento,
Controle; (B) Células apds 16h de contato com ICgo do composto 2-alil-1,3-
difenil-1,3-propanodiona.

3.2.3. Avaliagdao da via de morte celular por apoptose causada pelo

composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

As sequéncias de nucleotideos utilizadas para desenhar os primers foram
obtidas no banco de dados GeneBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 1),
tendo como molde sequéncias de RNA mensageiro (MRNA) dos respectivos
genes analisados. Para desenhar os oligonucleotideos para o qRT-PCR, utilizou-
se o0 programa especifico para tal finalidade, o GenScript Real-time PCR
(TagMan) Primer Design (https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-
primer-design-tool); neste programa, as condigdes de anelamento, temperatura

de dissociagao, porcentagem de grupos CG sao verificadas. Apds obter os pares
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de oligonucleotideos, eles foram submetidos a uma ferramenta contida no banco
de dados NCBI, chamada Blast, onde foi possivel verificar a similaridade de
anelamento com o gene alvo e com outros genes. Desta forma, para as reag¢des
de qRT-PCR foram utilizados os oligonucleotideos descritos na tabela 1.

A quantificagdo relativa da expressao foi determinada pelo método da curva
padrao relativa de calibragdo normalizada visto que as eficiéncias dos primers
nao foram comparaveis (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Para tanto inicialmente
foi determinado as regressoes lineares correspondentes a cada gene. Os valores
dos coeficientes angulares (A) e lineares (B) assim como o coeficiente de
determinacao (R?) foram determinados para cada gene e estdo representados

na tabela 5 e figuras 14, 15 e 16.

Tabela 5 - Regresséo Linear dos primers testados.

Genes Coeficiente angular (A) Coeficiente linear (B) R?
Actb -1,794 + 0,1207 23,82 + 0,2633 0,9779
Apaf1 -1,462 + 0,1083 27,50 + 0,2364 0,9733
Bax -1,952 + 0,1002 25,03 £ 0,2017 0,9896
Bcl2 -1,830 £ 0,1847 30,02 + 0,4259 0,9608
Bid -1,345 + 0,1544 26,59 + 0,3110 0,962
CDK1 -6,473 + 1,129 40,98 + 2,274 0,9163
Fasl -1,840 + 0,2281 35,18 + 0,5258 0,9421
Gapdh -2,231 £ 0,1482 21,78 £ 0,3253 0,9827
P21 -1,417 £ 0,2079 23,09 + 0,4563 0,9208
Pidd1 -2,437 + 0,3337 32,69 + 0,7280 0,9467
Puma -2,318 £ 0,5368 33,14 £ 1,165 0,9032
Sirt1 -1,292 + 0,1540 31,06 + 0,3359 0,9337
TNFSF10 -2,795 £ 0,3369 37,45+ 0,7637 0,9582
Tubb4a -2,413 10,2201 37,02 +0,5010 0,9678
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Figura 14 — Expresséo relativa dos genes alvos Apaf1, Bax, Bcl2, Bid, CDK1, Fasl, p21, Pidd1 de cultura de células B16F10 divididas em dois
grupos amostra nao tratadas (controle) e amostras tratada (por 4 horas com ICsy) do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. A
quantificacao relativa da expressao foi determinada pelo método da curva padrao relativa de calibragdo normalizada. O experimento foi

realizado em duplicatas técnicas e triplicatas bioldgicas.
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Figura 15 — Expressao relativa dos genes alvos Puma, Sirt 1, TNSF10 de cultura de células B16F10 divididas em dois grupos amostra nao
tratadas (controle) e amostras tratada (por 4 horas com ICso) do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. A quantificacao relativa da
expressao foi determinada pelo método da curva padrao relativa de calibracdo normalizada. O experimento foi realizado em duplicatas

técnicas e triplicatas bioldgicas.
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Figura 16 — Expressao relativa dos genes alvos Apaf1, Bax, Bcl2, Bid, CDK1, Fasl, p21, Pidd1 e Puma de cultura de células B16F10 tratadas
(por 4 horas com ICsp) do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. A quantificagao relativa da expresséao foi determinada pelo método

de AACt. O experimento foi realizado em duplicatas técnicas e triplicatas biolégicas.
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A expresséao relativa de cada gene foi determinada com a média das razdes
entre o gene alvo e cada gene referéncia, as expressdes normalizadas do grupo
nao tratado foi comparada com o grupo que recebeu o tratamento por 4h. Como
pode-se observar a expressao relativa dos genes promotores de apoptose
Apaf1, Bax, Bid, Fasl, Pidd1 e Puma aumentou, e aliado a este resultado ocorreu
a diminuicdo da expresséo relativa de Bcl2, um inibidor de apoptose (Figuras 14,
15 e 16), tais resultados indicam que o composto apresenta atividade apoptotica
vias de apoptose compostas por Caspases 3, 8 e 9, ou seja, este composto é
capaz de induzir a morte celular tanto por vias intrinsecas quanto extrinsecas de
apoptose (Figuras 17 e 18). O DBM, estruturalmente semelhante ao composto,
como foi demonstrado in vitro por Nakano e colaboradores (2004), induziu
apoptose pelas mesmas vias de caspases. A agao do DBM nestas vias de
células neoplasicas pode ser atribuida a alguns fatores, como, por exemplo, a
inibicdo de fatores inflamatorios (ANAND et al., 2011) e a agédo quelante de ions
metalicos (MABJEESH et al., 2003; BAUM & NG, 2004; da LIMA NETO et al.,
2006). Segundo Mabjeesh e colaboradores (2003) e Baum & NG (2004), o DBM
em sua forma enol atua em enzimas que possuem metais em seus sitios ativos
ou sequestram, por exemplo, ions ferro do meio intracelular de modo a aumentar
os niveis de HIF-1a (Hipoxia Inductive Factor, subunity alpha), em algumas
células, levando as mesmas a morte celular por apoptose.

As alteracdes observadas no presente trabalho em CDK1 (estimulo) e P21
(inibicdo) (Figura 16), sdo indicadores de que o composto também age no ciclo
celular (Figuras 18 e 19). A participacao da CDK1 tanto na divisdo celular quanto
na morte celular por apoptose foi proposta e também relatada em processos
apoptoticos especificos (SHI et al., 1994; VINCENT et al., 1997; SHEN et al.,
1998). Em algumas condi¢des especificas 0 aumento da atividade de CDK1
pode ser associado a varias condigdes apoptoéticas (PATEL et al., 1998; ZHAI et
al., 2002), porém a CDK1 s6 é pro-apoptética em células especificas, por
exemplo em neurbnios pos-mitéticos, em fibroblastos privados de soro e
timdcitos imaturos, a apoptose prossegue sem a ativacdo de CDK1. Uma
condicdo para que a ativagao de CDK1 favorecga a apoptose € quando ocorre um
dano nos microtubulos por agentes farmacologicos ativando um ponto de
checagem da montagem do fuso mitético, bloqueando a degradagao dependente

de proteassoma de securina e ciclina B1, resultando na ativacédo deste gene e
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como consequéncia parando a mitose, posteriormente a célula, geralmente,
apresenta uma resposta apoptotica (TOPHAM e TAYLOR, 2013, ZHOU et al.,
2014). A inibicao de p21 também se apresenta muito importante para alguns
processos apoptoéticos segundo diversos autores (SEOANE et al., 2004;
MULLAN et al., 2006; WU et al., 2009; SORIA e GOTTIFREDI, 2010; JUNG et
al., 2010; BITOMSKY et al., 2013; MENG, et al., 2013). Por ultimo as expressoes
de Sirt1 e TNSF10 (Figura 15) ndo sofreram alteragao significativa na expresséao
relativa, indicando que o composto ndo atua nas vias de longevidade celular e

na via de apoptose ativada por receptor TRAIL (Figuras17 e 19).

3.2.3.1 Vias de Sinalizagao Celular

A seguir (Figuras 17, 18, 19) estdo representadas as vias de sinalizagédo
de apoptose, via da p53 e via de senescéncia celular de Mus musculus
(camundongo). Todas as imagens a seguir foram retiradas da plataforma KEGG:
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(https://www.kegg.jp/kega/kegg2.html). Estdo marcados de vermelhos, azul ou

verde 0s genes que apresentaram a expressao relativa reduzida, aumentada ou

nao alterada na presenca do composto, respectivamente.
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4. Conclusao

Foi possivel sintetizar e caracterizar o composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona com sucesso. Este apresentou ICso frente a células tumorais
(IC50816F10 = 26,17+1,11 pg/mL; ICsotms = 44,4046,88 ug/mL) menores que o
medicamento Dacarbazina (ICs0B'6F10 = 258,51+44,09 ug/mL), ou seja, o
composto se demonstrou mais eficiente que a Dacarbazina nas condigdes
testadas. Os indices de seletividade dele (ISe16r10 = 7,917; IStms = 4,667) foram
superiores ao valor minimo para ser considerado significativo (IS = 2,0) em
ensaios de novas drogas e maior que o IS da Dacarbazina (IS = 0,9549). A
citometria de fluxo indicou que o composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
ativa vias de apoptose e ensaios moleculares reforgam esta hipétese mostrando
que ele tem sua acdo em receptores Fas e nas vias relacionadas as caspases
3, 8 e 9 (vias intrinseca e extrinseca de apoptose) por elevar a expressao dos
produtos génicos indutores de apoptose Apaf1, Bax, Bid, Fasl, Pidd1 e Puma e
inibindo a expresséo relativa de Bcl2, um inibidor de apoptose, além de interferir

no ciclo celular através da regulagao diferencial nos genes p21 e CDK1.
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CAPITULO 2

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMELANOMA DE DERIVADOS DE
DIBENZOILMETANO E SUA POTENCIAL ACAO USANDO
METODOLOGIAS IN VITRO E IN SILICO

1. Introdugao

Compostos derivados de B-dicetonas tém se destacado por apresentarem
caracteristicas interessantes, entre elas a possibilidade de sua utilizagdo como
agentes de extragdo de metais, sintese de compostos luminescentes (CHENG
et al., 2011), apresentam atividades biolégicas anti-inflamatdria, antiviral,
antibacteriana e antitumoral, além de serem encontrados na natureza ou
prduzidos por sintese organica (MAGALHAES et al., 1997; ZHANG, 2003;
NOGUEIRA et al., 2003; SINGH et al.,, 2013; ALMELAH et al.,, 2016;
CHINTHALA et al., 2017; PETTINARI et al., 2017). A atividade antitumoral das
B-dicetonas é promissora tanto na forma livre como complexada com metais
como Cu e Pt (NOGUEIRA et al., 2003; WILSON, 2012; NASCIMENTO et al.,
2018).

O dibenzoilmetano (DBM), ou 1,3- Difenilpropano-1,3-diona (Figura 1), é
um tipo de B-dicetona e suas atividades antitumorais e fotoprotetoras vém sendo
exploradas em diversos estudos (SINGLETARY et al., 1998; NOGUEIRA et al.,
2003; NAKANO et al., 2004; KHOR et al., 2009).

Figura 1 - 1,3-Difenilpropano-1,3-diona (DBM).

Na natureza, os dibenzoilmetanos (DBM) sdo encontrados em familias

como Annonacea, Asteracea, Menispermaceae, Rosaceae, Salicaceae e,
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especialmente, Fabaceae (género Glycyrrhiza e Lonchocarpus) (MAGALHAES
et al., 1997; NOGUEIRA et al., 2003; MAGALHAES et al., 2007).

Em ensaios in vitro, destacam-se os experimentos de Ishida e
colaboradores (2002) que sintetizaram 26 3-dicetonas dentre elas o composto X
(figura 2), um derivado de DBM altamente eletrofilico, foi 0 analogo mais potente
contra varias linhas celulares, incluindo HOS (cancer de osso) e 1A9 (cancer da
mama) e sua atividade pode estar relacionada a sua interagdo com o DNA. Nos
experimentos de Jackson e colaboradores (2002) com células de cancer de
prostata, o DBM pareceu inibir o crescimento celular de uma forma dose-
dependente e adicionalmente observou-se suspensao na fase G+ pela indugao
de proteinas inibitérias do ciclo celular. Nakano e colaboradores (2004)
relacionaram B-dicetonas, inclusive o dibenzoilmetano (DBM), a inibicao de
tumores por meio da indugdo de mecanismos apoptoéticos, com a ativagao das

caspases 3, 8¢ 9.

O,N OCH,
L r

O o
X

Figura 2 - Analogo X mais potente contra linhagens de células cancer de ovario (1A9)

e Cancer de osso (HOS).

Em experimentos in vivo, diversos autores tem relatado que a
suplementacao da alimentacdo com DBM é capaz de inibir o desenvolvimento
de tumores mamarios (SINGLETARY et al., 1998; LIN et al., 2001), em tumor do
colo retal em animais ApcMin/+ (SHEN et al., 2007), em céncer de cdlon
(CHEUNG et al., 2009) e prostata em camundongos TRAMP (transgénicos para
cancer de préstata) (KHOR et al., 2009).

Quanto a toxicidade, o grupo de Wang (1991) demonstrou que o DBM é
capaz de inibir a mutagenicidade induzida por metilnitrosourea, benzo[a]pireno,
aflatoxina e 2-nitrofluoreno na bactéria Salmonella typhimurium. Os autores

sugerem que o DBM pode inibir a mutagenicidade e ligagdo de carcinégenos
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quimicos a acidos nucléicos, provavelmente por capturar eletrofilos
carcinogénicos.

Quanto a farcocinética foi demonstrada por Lin e colaboradores (2011) que
o DBM comporta-se como farmacocinética linear em ratos machos com as doses
testadas (10 — 250 mg/kg). Nesse estudo, o DBM pareceu ser igualmente
distribuido entre o plasma e sangue de ratos e o clearance do sistema sanguineo
do DBM encontrado sugere que possui um lento clearance hepatico em ratos
Sprague-Dawley. Finalmente, esse estudo demonstrou também que devido a
lipofilicidade da molécula e seu pKa a via oral de administracdo apresenta uma
limitacdo na administragao desse composto.

Este estudo teve como escopo sintetizar e avaliar a atividade citotdxica in
vivo em diferentes linhagens neoplasicas de melanoma (B16F10 e Tm5) e

investigar o potencial farmacocinético e toxicolégico usando métodos in silico.

2. Metodologia

2.1. Instrumentacao

2.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A caracterizagdo do composto foi realizada por espectrometria de
Ressonancia Magnética Nuclear de 'H, '3C e DEPT. Os espectros de RMN de
'H, 3C e DEPT foram obtidos em espectrdmetro Mercury 400. O solvente
utilizado foi cloroférmio deuterado (CDCIs), usando-se como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS) para espectros de RMN 'H e 13C.

2.1.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Com o objetivo de purificagdo do composto foi realizada a técnica de
Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE) semi-preparativa usando um sistema
HPLC-SHIMADZU, coluna Shim-pack PREP-ODS(H) Kit com detecgdo por
ultravioleta (UV-Vis). O sistema cromatografico utilizado foi: composto de coluna
octadecilsilano de 25 cm de altura e 20 mm de didmetro interno e particulas com
tamanho de 15um com raz&o de fluxo de 3 mL/min e alga de inje¢cdo de 5 mL
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mantido a temperatura ambiente. A fase mével escolhida foi a mistura agua
ultrapura MilliQ e metanol Merck grau HPLC (20:80 V/V). As substancias eluidas
foram detectadas no espectro do ultravioleta a 254 nm.

A amostra para a purificagao foi preparada diluindo 100 mg do composto
em 10 ml de fase mével, obtendo-se, assim, uma concentragao final de 10 mg/ml.

Antes de proceder a cromatografia, a fase mével e as amostras foram
fitradas a vacuo utilizando membrana de 0,22um e desaeradas por trinta
minutos em banho de ultrassom. As amostras foram preparadas em ftriplicata e
cada uma foi cromatografada em quadruplicata. A amostra é considerada pura

somente se um unico pico aparecer no cromatograma.

2.1.4. Cromatografia de camada delgada (CCD)

As CCD foram feitas em cromatofolhas de aluminio silicagel G F2s4 0,2 nm
Art. 1.05554 Merck e revelada com Lampada de UV nos comprimentos de onda
254 e 356 nm.

2.2. Sintese e purificagao dos derivados de 1,3-Difenilpropano-1,3-diona

Realizou-se a sintese de acordo com a patente PI0006583-8, no
Laboratério de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais (BioNat) da
Universidade Federal de Vigosa.

Em um baldo de fundo redondo (100 ml) foram adicionados carbonato de
potassio (3,0 equiv.) e DBM (1,0 equiv.) e foram suspensos em acetona (20 ml)
e agitados durante 30 minutos a temperatura ambiente. A esta mistura foi
adicionada o reagente de alquilagdo correspondente. Para a sintese de 2-alil-
1,3-difenil-1,3-propanodiona (DAP) adicionou-se brometo de alila (1,0 equiv.) e
a mistura foi agitada por 60 horas e monitorada por cromatografia em camada
delgada (CCD). Para a sintese de 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP)
adicionou-se lentamente uma solugéo do brometo de benzila (1,0 equiv.) e a
mistura reacional foi agitada vigorosamente por 72h e monitorada por
cromatografia em camada delgada (CCD).

A redugdo do composto 1,3-difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona

(DBPOH) foi realizada em um baldo de fundo redondo (25 mL) contendo a
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substancia alquilada, 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona - DBP (4 equiv.) e
metanol (3 mL), adicionou-se NaBHs4 (1,0 equiv.) a -10 °C. A reacado foi
monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD).

Em seguida as misturas foram filtradas, os solventes foram evaporados e
os produtos foram purificados por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE). As
fragbes eluidas foram enviadas para a analise por ressonancia magnética

nuclear.

2.2.1. 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DAP)

Solido amorfo amarelado (72,2%); Rf: 0.55 (n-hexano/acetato de etila 8:2
v/v); IR (KBr): 1694.8, 1670.2, 1007.7, 962.2 cm-'; RMN de 'H (400 MHz; CDCls3):
7,91 (4H, d, J = 7,4; Hz, H-2’, H-2", H-2’ e H-6’), 7,40 (dd, 4H, H-3’, H-5’, H-3”,
H-5"), 7,52 (dd, 2H, H-4’, H-4"), 5,73-5,82 (m, 1H, H-5), 5,26 (t,1H, J = 10,7 Hz,
H-2), 5,08 (dd,1H, J = 17,0 Hz, 1,4 Hz, H6b), 4,97 (d,1H, J = 10 Hz, H6a); 2,85
(2H, t, J = 6,8, H-4); RMN de 3C (100 MHz; CDClz): 5 195,7 (C-1 e C3), 136,2
(C1’ e C1”), 135,2 (C5), 133,7 (C4’ e C4”), 129,1 (C2’, C6’, C2" e CB”), 128,7
(C3, C5,C3" e CYH), 117,4 (C6), 56,7 (C2), 33,7 (C4).

2.2.2. 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP)

Solido incolor (85%); Rf: 0.74 (n-hexano/acetato de etila 8:2 v/v); IR (KBr):
3031, 1694, 1664, 999 cm™'; RMN de 'H (400 MHz; CDCls): 7.88 (dd, 4H, J=8.0
e 1.3 Hz, H-22 e H-6"), 7.53 (it, 2H, J=7.5e 1.2 Hz, H-4"), 7.40 (tt, 4H, J=7.9 ¢
1.3 Hz, H-3’ e H-5’), 7.26-7.20 (m, 4H, H-2", H-3", H-5" e H-6"), 7.18-7.15 (m,
1H, H-4"), 5.51 (t, 1H, J = 6.7 Hz, H-2), 3.45 (d, 2H, J = 6.7 Hz, CH2Ph); RMN de
13C (100 MHz; CDCls): & 195.6 (2 C=0), 139.3, 136.3, 133.7, 129.2, 129.0, 128.8,
126.8, 59.3, 35.4 (CHz2Ph).

2.2.3. 1,3-difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona (DBPOH)
Solido amorfo branco (42%); Rf: 0.77 (diclorometano); IR (KBr): 1694.8,
1670.2, 1007.7, 962.2 cm'; RMN de 'H (400 MHz; CDCI3): 7,88 (4H, dd, J = 10;

2 Hz, H-2', H-6', H-2", H-6"), 7,12-7,56 (11H, m, H-3', 4", 5, 3", 4", 5, H-2""-H-
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6”), 4,9 (1H t J 6,3 H-3), 4.1 (1H, m, H-2), 3,4 (1H, d, J 6,7, O-H), 3,04 (1H, dd,
J10,1e6,4, Hb) e 2,88 (1H, dd, J 10,1 e 4,7, Ha); RMN de '3C (100 MHz; CDCla):
5 142,8 (C-1-C-1"), 128,9 (C-2'-C-6-C-2"-C-6", 128,6 (C-3'-C-5-C-3"-C-5"),
133,5 (C-4’), 75,6 (C-3-C-1), 54,7 (C-2), 36,7 (C-4), 135,98 (C-1""), 128,6 (C-2"-
C-6"), 128,8 (C-3"-C-5""), 126,6 (C-4").

2.3. Ensaios de caracterizagao de atividade biolégica

2.3.1. Cultura de células

Foram utilizadas linhagens celulares: Melan-A, estabelecida a partir de
melanoblastos normais (BENNETT et al., 1987); B16F10, estabelecida a partir
de células de melanoma murino (FIDLER, 1975) e células Tm5, uma linhagem
desenvolvida a partir da Melan-A por privacdo da adesdao da mesma a uma
matriz extracelular (OBA-SHINJO et al., 2006). Todas as linhagens celulares
foram cultivadas em meios completos, ou seja, meios suplementados com 10%
de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (Anfotericina B; Penicilina e
Estreptomicina) em frascos de cultura de 25 cm?, de poliestireno, em incubadora
a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa. Todavia, cada tipo foi cultivado
de acordo com suas peculiaridades: as células Melan-A foram cultivadas em
meio “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI) suplementado com 200 nM de
Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA), as células Tm5 foram cultivadas em
meio RPMI completo e a linhagem B16F10 foi cultivada em meio Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM).

Quando as culturas atingiram a semiconfluéncia, as células foram
tripsinizadas, replaqueadas e mantidas nas condigbes acima descritas. As
culturas foram periodicamente observadas em microscépio de luz invertido, e
aliquotas foram congeladas e descongeladas, de acordo com a necessidade do

experimento.

2.3.1.1. Tripsinizagao

Culturas de células subconfluentes, apds o descarte do meio de cultura,
foram lavadas com PBS e incubadas a 37 °C com solucgao de tripsina a 0,25% e
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0,05% de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) até que, sob observacgao
microscopica, foi detectada a dissociagao das células entre si, e destas com o
substrato. A reacéo de tripsinizagao foi interrompida pela adigcdo de 5,0 ml de
meio completo. A suspenséao celular foi, entdo, coletada em tubo de centrifuga e
centrifugada a 600 G, por 5 minutos, em temperatura ambiente. O meio
sobrenadante foi cuidadosamente descartado e as células ressuspendidas em
meio completo. Apds efetuar a contagem celular, com teste de viabilidade,
volumes da suspensao celular foram subcultivadas contendo o numero desejado

de células.

2.3.1.2. Contagem de células viaveis

As contagens das células viaveis foram efetuadas em hemocitémetro de
Neubauer apds o carregamento de ambas as camaras com a suspenséo celular,
obtida por meio da tripsinizagdo da cultura celular desejada. Para o calculo da

concentracao de células utiliza-se a formula:

Numero total de células x 10*

Nt de Célul L=
umero de Células/m Numero de quadrantes contados

Para a determinagcdo do numero de células viaveis foi utilizado o teste de
exclusdo de corante, que consiste na incubacado de uma aliquota de células com
solugao de Azul de Tripan a 0,1 % (dilui¢do 1:1), por dez minutos a 37 °C. Células
higidas excluem o corante. Para o calculo da porcentagem de células viaveis

utiliza-se a formula:

Numero de células vidveis x 100

% de células viaveis = ~ —
Numero total de células

2.3.1.3. Criopreservagao e Descongelamento

Quando necessario, aliquotas de células foram congeladas apos

tripsinizacao rotineira de culturas semiconfluentes. A interrup¢do da reacao de
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tripsinizagao foi realizada com adigdo de meio completo e lavagem das células
por centrifugagdo a 600 G, por 5 minutos. As células foram, entao,
ressuspendidas em meio suplementado com 40% de soro fetal bovino e
contendo 10% de dimetilsulfoxido (DMSOQO), e as suspensdes celulares
acondicionadas em criotubos de até 1,8 ml, que permaneceram no freezer
overnight e foram posteriormente transferidos para o nitrogénio liquido (-196 °C),
onde foram armazenados.

Para o descongelamento, criotubos com células da linhagem celular de
interesse foram mantidos a 37 °C, durante 5 minutos. A suspensao celular foi
diluida em meio completo em frasco de cultura de 25 cm? e no dia seguinte o

meio foi trocado por um novo meio completo.

2.3.2. Atividade citotoxica medida pelo ensaio do MTT

As células foram plaqueadas, em placas de 96 pocos, na concentragao de
1x 103 células/ml para as linhagens de B16F10 e Tm5 e na concentragdo de 1x
10% células/ml para a linhagem Melan-A. Cada pogo recebeu 100 yL de meio
completo e suspensao 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. Apos
este periodo, foram adicionadas as concentragdes diferentes dos compostos as
células e estas foram incubadas por 60 horas a 37 °C, 5% de COz e 95% de
umidade. O composto foi diluido em DMSO e foram feitas concentragdes entre
12,5 pg/ml e 400 pg/ml e em cada pogo a concentragdo de DMSO nao
ultrapassou 0,5%. Os controles deste ensaio (100% de células viaveis) foram
realizados com meio de cultura contendo 0,5% de DMSO (v/v).

Apos este periodo, o meio contendo as drogas foi retirado, todos os pogos
foram lavados com PBS e foi adicionado em cada pog¢o 50 yL de uma solugao
de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]) a 0,5 mg/ml
e as placas foram novamente incubadas nas condi¢cdes descritas acima por 4
horas. Apods este periodo o MTT foi retirado de todos os pogos e em seguida foi
adicionado 100 pL de DMSO. As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 570 nm. Os resultados foram expressos como

porcentagem de células viaveis em relagédo ao controle (sem tratamento).
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2.3.2.1. Calculo da concentragao inibitéria de 50% das células

O valor da concentragao inibitoria de 50% das células (ICso) foi calculado
utilizando uma regressao nao-linear: logaritmo da concentragao da dose versus
a resposta normalizada (porcentagens de células viaveis) determinados pelos
programas GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office Excel 2013®.

2.3.2.2. indice de seletividade

A concentracao inibitoria 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 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 e Tm5), ou seja:

IS ICSOMelan—A

ICSOlinhagem neoplasica
2.4. Perfil farmacocinético e toxicolégico

Para uma abordagem in silico. Inicialmente a estrutura quimica foi
desenhada no programa ChemDraw e assim foi obtido a linha de cédigo SMILE
(Simplified Molecular Input Line Entry Specification) da molécula, essa linha de
cédigo foi utilizada para a determinagao do perfil farmacocinético e toxicoldgico.

Dois algoritmos de Predi¢ao de Correlagao Quantitativa Estrutura-Atividade
(QSAR) foram utilizados para tragar um perfil do composto sintético. O primeiro,
preditivo para toxicolégica modular da plataforma LAZAR in silico toxicology
(https://lazar.in-silico.ch/predict) (MAUNZ et al., 2013) se baseia na similaridade
de estruturas quimicas. Ja a predigao dos parametros de absorgao, distribuicao
metabolismo excregao e toxicidade (ADMET) foram determinados utilizando o
algoritmo  farmacocinético  pkCSM  (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/
prediction) (PIRES et al., 2015).
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3. Resultados
3.1. Quimica
3.1.1. Sintese e caracterizagado dos derivados de DBM
Trés derivados de DBM foram sintetizados sendo eles: 2-alil-1,3-difenil-1.3-

propanodiona (DAP), 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP) e 1,3-difenil-2-
benzil-3-hidroxi-1-propanona (DBPOH) (Figura 3).

DBPOH

Figura 3 — Estruturas quimicas dos compostos 2-alil-1,3-difenil-1.3-propanodiona
(DAP), 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP) e 1,3-difenil-2-benzil-3-
hidroxi-1-propanona (DBPOH).

Os compostos derivados de DBM foram identificados com base nos
espectros de RMN de 'H e '3C. Nas figuras 4, 5, 6 estdo representados os
resultados obtidos experimentalmente do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona (DAP) nos espectros de RMN de 'H, RMN de '3C e espectro de
DEPT. Nas figuras 7, 8, 9 estdo representados os resultados obtidos
experimentalmente do composto 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP)
nos espectros de RMN de "H, RMN de "3C e espectro de DEPT. Nas figuras 10,
11, 12 estdo representados os resultados obtidos experimentalmente do
composto e 1,3-difenil-2-benzil-3-hidroxi-1-propanona (DBPOH) nos espectros
de RMN de 'H, RMN de '3C e espectro de DEPT. Estes resultados estdo de
acordo com os resultados descritos na literatura por Nogueira e colaboradores
(2003), de Oliveira (2017) e Nascimento e colaboradores (2018).

59



Capitulo 2

fH455-65

3.9748

.9908
4.0417

1

—7.9254
— 78110

—— 52908
— 52739
52571

— 5.0861
- 5.0827

— 75383
75188
— T.5013

— -0.0002

T T T T T — T
58 56 54 52 50 35 30 tppm]

=
-

2.0002
1.9795

1.0000

|

0.9563
=

!

I [
4 2 0 [ppm]

Figura 4 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCIs) do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DAP). Com ampliagdo dos picos.

60



Capitulo 2

{H455-65
gz B g8 g
g g g 8 il z - @D ] <
o Il | | | 0Wwao o in
~ o+ NO o ©
0 NN o P
@ =0 w0 ©
o [ o o ©
L,
J #”J
.- _ _ |
| T T T T l T T T T ] T T T T l T T T T l T
200 150 100 50 0 [ppm]

Figura 5 - Espectro de RMN "3C (100 MHz, CDClIs) do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DAP). Com ampliagdo dos picos.
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Figura 6 - Espectro de DEPT (100 MHz, CDCls) do 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DAP). Com ampliagdo dos picos.
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Figura 7 - Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP).
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Figura 8 - Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCls) do 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP).
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Figura 9 - Espectro de DEPT (100 MHz, CDCls) do 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DBP).
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3.2. Atividade biol6gica

3.2.1. Ensaios de citotoxicidade in vitro e indice de seletividade

A avaliagao da atividade citotéxica do DBM e seus derivados (DAP, DBP e
DBPOH), foi realizada com as linhagens tumorais B16F10 e Tm5 e a linhagem
normal Melan-A. Na tabela 1, a seguir, o valor das concentragdes
correspondentes as porcentagens de morte celular correspondentes a 50%
(ICs0) da populagao total de células foi calculado utilizando uma regressao néo
linear, log (da concentragdo do composto em ug/mL) x resposta normalizada. A
partir dos 1Cso0 calculados foi possivel comparar os indices de seletividade (IS)

dos compostos (Tabela 1).

Tabela 1 - ICs para as linhagens celulares e indice de seletividade.

Compostos
ICso 0,01674 + 207,2+ 3,5 2489+ 9,0 11,25 + 0,87
MelanA 0.10358
(Mg/mL)
ICso 0,007811 + 26,17 + 1,11 6,53 + 3,72 4,99 + 0,609
B16F10 0,068478
(bg/mL)
ICs0 TmM5 0,007642 + 44 40 + 6,88 Nao apresentou | 4,291 £ 0,505
(hg/mL) 0,006286 atividade
IS 2,138 7,917 38,116 2,255
(MelanA/
B16F10)
IS 2,185 4,667 Nao apresentou 2,622
(MelanA/
Tmb5)
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Na tabela 1 é possivel observar que todas as modificagdes realizadas no
DBM geraram um aumento nos valores de todos os ICso, porém os indices de
seletividade IS também aumentaram. Comparando-se os derivados de DBM, o
que apresentou ICso mais baixo para as linhagens tumorais foi o DBPOH
(ICs50B16F10 = 4,99 + 0,609 pg/mL e ICs0Tm5 = 4,291 £ 0,505 pg/mL), porém a
maior seletividade para B16F10 se encontra no derivado DBP (ISB16F10 =
38,116) e para a linhagem Tm5 o composto DAP (ISTm5 = 4,667). O composto
DBP né&o apresentou atividade citotoxica para a linhagem Tm5, porém uma
reducao deste derivado permitiu que a citotoxicidade contra esse tipo de célula
voltasse a existir. Os valores do ICso do composto DPBOH (ICsomelan-A = 11,25
+ 0,87 pg/mL e ICB16F10 = 4,99 + 0,609 ug/mL foram semelhantes aos
encontrados por Oliveira (2017) que foram 10,504 ug/mL para melan-A e 3,679
pg/mL para B16F10. O grupo de pesquisa de Nascimento (2018) encontrou
valores de ICso para as linhagens celulares comparaveis aos obtidos nesse
trabalho.

Para novas drogas um valor de IS superior a 2,0 em ensaios in vivo &
desejavel para o interesse farmacéutico, ou seja, o composto investigado deve
ser duas vezes mais ativo na linhagem de células neoplasicas do que em células
normais (SUFFNESS e PEZZUTO 1990). Por esse motivo, tanto o DBM quanto
os seus derivados apresentam um valor de IS significativo, indicando que este
novo composto apresenta potencial terapéutico para este tipo de cancer. O
potencial terapéutico para o tratamento de cancer para as 3-dicetonas (entre eles
o DBM e seus derivados) ja foi relatado na literatura (CHOSI et al., 1992;
JACKSON et al.,, 2002; MABJEESH et al.,2003; NOGUEIRA et al.,2003;
NAKANO et al., 2004; da LIMA NETO et al., 2006). Jackson e colaboradores
(2002) demonstraram que o DBM apresenta potencial antitumoral frente a trés
linhagens de células de cancer de préstata (LNCaP, DU145 e PC-3) com ICso
entre 25 e 100 pg/mL, além de ter sido demonstrado, ainda, que este composto
apresenta agao citostatica, sendo capaz de inibir o ciclo celular em G1. Em outro
trabalho, Nakano e colaboradores (2004) testaram diferentes [B-dicetonas
comumente encontradas em plantas, entre elas o DBM, frente a linhagens de
fibroblasto normal de gengiva humana (HGF) e células de carcinoma escamoso
oral (HSC-2) e obteve o ICs0, para o DBM, igual a 82,8 ug/mL para a linhagem
normal (HGF) e 22,5 pg/mL para a linhagem tumoral (HSC-2) e um IS = 3,7.
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Nogueira e colaboradores (2003), identificou 8 derivados de DBM que
apresentaram atividade antitumoral frente 4 linhagens de células tumorais:
MCF7 (cancer de mama), NCI ADR (céncer de mama multirresistente), NCI460
(cancer de pulmao) e UACC62 (melanoma), encontrando ICsos na faixa entre 25
e 250 yg/mL. Os baixos ICsos, encontrados anteriormente e, neste trabalho,
reforcam a necessidade e a importancia do estudo de [-dicetonas e seus

derivados frente a linhagens tumorais.

3.3. Perfil farmacocinético e toxicologico

Os perfis farmacocinéticos dos compostos foram obtidos utilizando o
programa de predigéo in silico pkCSM e estado apresentados na tabela 2. Pode
ser observado que as modificagdes diminuiram a solubilidade dos derivados em
agua, como esperado, pois as modificacbes estruturais aumentaram a
lipofilicidade. Em relacao a absorcao intestinal todos sdo bem absorvidos pelos
tecidos, pois apresentam permeabilidade para células Caco-2 maior que 10 x 10
6 cm/s e absorgdo maior que 90% em todos os compostos (YEE, 1997;
CHATURVEDI et al., 2001; CASTILLO-GARIT et al., 2008; MATOS, 2016).

A glicoproteina-P (P-gp) esta relacionada ao gene de multirresisténcia a
farmacos (MDR1) responsavel pelo efluxo de farmacos e xenobioticos em
células de tecidos normais e em barreiras hemato-teciduais (SCHINKEL, 1999;
POLLI et al., 2001). Dos compostos, os derivados de DBM, apresentados todos
sao substratos de P-gp porém somente o DAP nao apresenta capacidade de
inibir sua acéo, sendo assim o unico afetado pela mesma. Muitas células apicais
do trato gastro intestinal apresentam P-gp (DOPPENSCHMITT et al., 1999;
AZEREDO et al., 2009), logo, espera-se que o composto DAP apesar de ser
difundido para dentro das células, possa ser bombeado para fora destas na
presenca de P-gp. Adicionalmente a P-gP, os genes CYP, dos diversos
citocromos P450, sdo responsaveis pelo metabolismo de farmacos que sao seus
substratos, de acordo com nossa analise in silico todos os compostos sao
substrato de pelo menos uma CYP, indicando que esses farmacos precisam de
uma dose maior para atingir a dose efetiva. Ainda na tabela 2, podemos inferir
que, todos os compostos apresentam elevados volumes de distribuicao e fragéao

livre indicando que a maior parte do composto apds entrar na corrente sanguinea

71



Capitulo 2

estara disponivel para ter sua agao terapéutica, principalmente porque a agao
conjunta de P-gp e CYP sdo a principal barreira a drogas do intestino
(CUMMINS, 2002). Todos esses dados apresentados levam a crer que a
administracao oral desses compostos nao sera recomendada como ocorreu no
trabalho de Lin e colaboradores (2011).

Os resultados preditos de toxicologia pelo pkCSM e o algoritmo LAZAR
estdo presentes na tabela 3 e estes resultados nos mostram que o DBPOH tem
potencial agdo tdxica tanto no teste de AMES quanto hepatotoxicidade, porém
nos estudos de Oliveira (2017) este composto em camundongos mostrou possuir
efeito hepatoprotetor e ndo hepatotdxico. Para toxicidade as modificagdes
estruturais reduziram as doses toxicas e nao alteraram o efeito carcinogénico,
ou seja, as doses crénicas e agudas sao maiores nos derivados de DBM e todos
os compostos tanto o DBM quanto seus derivados n&do possuem agao
carcinogénica como esperado segundo os trabalhos de Wang e colaboradores
(1991).
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Tabela 2 — Predicao das propriedades farmacocinéticas (ADME) por pkCSM analise de similaridade.

Compostos

DBPOH

Absorcao Solubilidade em 307,610 10,046 0,565 1,151 Numeérico
agua (umol/L)

Absorcao Permeabilidade 65,917 32,584 62,951 60,814 Numeérico
Caco2 (Papp em 10-

6 cm/s)

Absorcao Absorcao 95,222 95,685 98,055 95,395 Numérico
Intestinal (%Absorvido)
(humano)

Absorcao Permeabilidade na -2,058 -2,305 -2,623 -2,702 Numeérico (log
Pele Kp)

Absorcao Substrato Nao Sim Sim Sim Categorico
Glicoproteina-P (Sim/N&o)

Absorcao Inibidor Nao Nao Sim Sim Categorico
Glicoproteina-PI (Sim/Nao)

Absorgao Inibidor Nao Nao Sim Sim Categorico
Glicoproteina-P Il (Sim/Nao)

Capitulo 2
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Distribuicdo | VDss (humano) 1,914 4,395 1,585 1,570 Numérico
(L/kg)
Distribuicao Fracao Livre 0,036 0,075 0,081 0,082 Numérico (Fu)
(humano)
Distribuicdo Permeabilidade 0,252 0,022 -0,05 -0,086 Numérico (log
BBB BB)
Distribuicdo Permeabilidade -1,356 -1,448 -1,127 -1,396 Numeérico (log
CNS PS)
Metabolismo | Substrato Nao Nao Nao Nao Categorico
CYP2D6 (Sim/N&o)
Metabolismo | Substrato CYP3A4 Sim Sim Sim Sim Categorico
(Sim/N&o)
Metabolismo | Inibidor CYP1A2 Sim Sim Sim Sim Categorico
(Sim/N&o)
Metabolismo | Inibidor CYP2C19 Sim Sim Sim Sim Categorico
(Sim/Néo)
Metabolismo | Inibidor CYP2C9 Nao Nao Sim Sim Categorico
(Sim/Nao)
Metabolismo | Inibidor CYP2D6 Nao Nao Nao Nao Categorico
(Sim/N&o)
Metabolismo | Inibidor CYP3A4 Nao Nao Nao Nao Categorico
(Sim/N&o)
Excrecao Clearance Total 1,455 1,791 1,469 1,524 Numeérico
(ml/min/kg)
Excrecéao Substrato OCT2 Sim Nao Nao Nao Categorico
Renal (Sim/N&o)

Capitulo 2
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Tabela 3 — Predicao das propriedades toxicolégicas por pkCSM e LAZAR analise de similaridade.

Compostos ‘
Modelo Unidade DBPOH
VS
pkCSM LAZAR | pkCSM LAZAR PkCSM LAZAR | pkCSM LAZAR
Toxicidade AMES Categorico (Sim/Nao) = Nio | Nao | Nao | Nao | Nao Sim Sim Sim
Hepatotoxicidade Categorico (Sim/N&o) Nao n,a Sim n,a Sim n,a Sim n,a
Inibidor hERG | Categorico (Sim/Nao) Nao n,a Nao n,a Nao n,a Nao n,a
Toxicidade aguda oral Numérico (mol/kg) 1,850 n,a 2,029 n,a 2,669 n,a 2,708 n,a
para ratos (LD50)
Toxicidade crénica oral | Numeérico (mg/kg/dia) 179,47 n,a 229,09 n,a 202,77 n,a 204,64 n,a
para ratos (LOAEL)
Carcinogénese Categorico (Sim/Nao) n,a, Nao n,a, Nao n,a, Nao n,a, Nao
(Ratos)
Carcinogénese Categorico (Sim/Nao) n,a, Nao n,a, Nao n,a, Nao n,a, Nao
(Roedores)
Carcinogénese Categorico (Sim/Nao) n,a Nao n,a Nao n,a Nao n,a Nao
(Camundongos)
Dose maxima tolerada | Numérico (mg/kg/dia) 5,24 4,96 3,78 6,93 2,71 3,87 2,75 3,17
(humano)

n.a.. ndo analizado
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4. Conclusao

Os derivados de DBM tém se mostrado muito promissores no combate a
neoplasias. Este trabalho buscou integrar resultados obtidos in vitro com
predicdes in silico. Quanto ao potencial antimelanoma o DAP foi o que
apresentou o melhor indice de seletividade, levando em consideragcao que
demonstrou agdo nas duas linhagens tumorais (IS para B16F10 = 7,917 e IS
para Tm5 =4,667). Os ensaios ADME para esse composto demostraram que ele
apresenta alta absorgao intestinal e tem uma boa distribuicdo, porém ele tem
baixa solubilidade em agua e é substrato para as principais proteinas do
metabolismo (CYP) e de resisténcia (P-gp) a drogas. Para toxicologia este
composto ndo apresentou capacidade carcinogénica, mas apresentou apenas a
capacidade de ser hepatotoxico, porém experimentos in vivo devem ser
realizados para confirmar essa predicédo. Ja o DBP que apresentou seletividade
apenas para a linhagem B16F10 (IS = 38,116) tem melhor distribuicdo corporal
que o DAP, pois apesar de ser substrato de P-gp também possui a capacidade
de agir como inibidor dessa proteina, porém quanto a toxicidade AMES ambos
0s programas usados discordaram nas suas predi¢gdes, mas assim como todos
os outros compostos ndo apresentou capacidade carcinogénica. Ja o DBM e o
DBPOH apresentaram indices de seletividade proximos, mas quanto a absorgao
do DBPOH se mostrou mais eficiente; porém, apresentou toxicidade pelo modelo
AMES ao contrario do composto DBM. Mudancgas estruturais podem levar a
melhora da eficacia de tratamentos ou nao, por esse motivo o estudo de novos
derivados de DBM deve ser realizado in vitro e in silico de forma a nortear a

escolha de estratégias mais eficientes nos estudos pré-clinicos.
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CAPITULO 3

CALCULO DAS DOSES IN SILICO DO COMPOSTO 2-ALIL-1,3-DIFENIL-1,3-
PROPANODIONA (DAP) PARA EXPERIMENTOS IN VIVO

1. Introdugao

Normalmente, novos farmacos sao descobertos testando compostos em
multiplos passos que consomem tempo em uma bateria de screenings biolégicos
in vitro e in vivo. Os compostos mais promissores sdo entdo estudados e suas
propriedades farmacocinéticas, o metabolismo e o potencial de toxicidade
determinados. Se efeitos adversos forem encontrados nessa etapa, o projeto
sera interrompido ou reiniciado para encontrar outro candidato clinico gerando
prejuizos para o orgamento de pesquisa e desenvolvimento de qualquer
empresa farmacéutica (KENNED, 1997). Atualmente, as taxas na qual a triagem
biologica produz dados aumentou drasticamente devido as instalagcbes de
triagem de alto rendimento (HTS, do inglés high-throughput screening) que sao
comuns em grandes empresas farmacéuticas e biotecnoldgicas (VAN DE
WATERBEEMD, 2002). Para acompanhar estes desenvolvimentos, a quimica
combinatoria surgiu para tornar possivel sintetizar grandes bibliotecas de
produtos quimicos usando a mesma reagao quimica e reagentes apropriados. O
novo aumento drastico de sinteses causado pela capacidade de triagem
biolégica e quimica gerou demandas cada vez maiores sobre absorgéao,
distribuicdo, metabolismo, excrecdo (ADME) e dados de toxicidade (juntos
denominados dados ADMET) o quanto antes possivel. Dados iniciais, rapidos e
relevantes do ADMET pode ser abordado de alguns modos como uma variedade
de ensaios in vitro ou utilizando modelos in silico ou modelos preditivos (VAN DE
WATERBEEMD e GIFFORD, 2003). Aliando experimentos in vitro com dados
ADMET previstos in silico é possivel determinar faixas de concentragdes alvos
para um delineamento menos randdémico em experimentos in vivo. Neste
capitulo estdo apresentados os calculos que foram utilizados para determinar

as doses a serem buscadas nos experimentos in vivo com DAP.
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2. Metodologia

2.1. Determinagao da dose para os animais

As doses utilizadas nos animais foram determinadas a partir dos dados da
analise do composto in vitro e in silico. Esses dados foram utilizados em férmulas
para o calculo dos parametros farmacocinéticos e da dose a ser utilizada por
quilograma de peso do animal. (STORPIRTIS et al., 2011). Inicialmente, os
parametros que apresentaram valores em fungao logaritmica tiveram seus
valores convertidos para as unidades correspondentes.

O tempo de meia vida do medicamento (T12) pode ser calculado pela
férmula (I), onde Vdss é o volume de distribuicdo e Cl é o clearence do

medicamento:

- (0,693 x Vdss) |
1/2 = CL )

A seguir, pode-se proceder com o calculo da velocidade de eliminagao

(Kel), com a férmula (11):

O calculo, da dose a ser usada, teve a férmula deduzida utilizando a relagao

da concentragéo plasmatica maxima (Css) (lll):

Css = FxD 111
SS_KeledssxT( )

Que considera a biodisponibilidade (F) do composto, a dose (D) utilizada,
a velocidade de eliminagao (Kel) e distribui¢cao (Vdss) e o tempo (T) entre doses.

Substituindo T12 de (1) em (ll) temos que:

CL

Kel = 0,693 X —————
€ (0,693 x Vdss)
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Cl = Kel xVdss

Substituindo esse valor de Cl em (lll), temos que:

FxD
CLxT

Css =

Considerando que a Css deve ser a concentragao alvo, ou seja, o valor da
concentragcéo que mata 50% da populacéo de células (ICso) dividido pela fragdo

livre (Fu) no sangue, temos que:

150 _ . _ FxD
Fu T CLxT

Para calcular a dose D, temos que:

B IC50X CLXT
B FuxF

Para formulagbes transdérmicas, temos que considerar a

biodisponibilidade intravenosa, F = 1, temos que:

D - IC50X ClxT
- Fu

Para pomadas, o produto de Fu e F equivale ao coeficiente de

permeabilidade (Kp), ou seja:
FuxF = Kp
Logo:

D= IC50X CLXT
= X
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3. Resultados

3.1. Determinacao da dose para os animais

As doses utilizadas nos animais foram determinadas a partir dos dados
obtidos na analise do composto in vitro e in silico, esses dados foram utilizados
em férmulas para o calculo dos parédmetros farmacocinéticos e da dose a ser
utilizada por grama de peso do animal (STORPIRTIS et al., 2011). Para os

calculos foram consideradas as seguintes férmulas:

. Tempo de meia vida do medicamento (T1/2):
(0,693 x Vdss)
Ti= "=
3 Cl
. Velocidade de eliminacgao (Kel):
Kel 0,693
el = s
2
. Dose (D), temos que:
1650 x CLXT
~ FuxF

Além dessas formulas deve ser levada em conta nos calculos, que, para
formulacdes transdérmicas, a biodisponibilidade intravenosa é equivalente a
F=1.

Para o veiculo pomada que entregara o composto sobre a superficie da
pele, a agao terapéutica depende da ligacao do sistema farmaco/veiculo/pele e
nao apenas de cada um destes fatores em separado. Em relacdo ao farmaco
além de considerar o coeficiente de permeabilidade (Kp) do farmaco, deve-se
considerar também o coeficiente de partilha 6leo/agua do composto, pois além
de penetrar bem através da pele, este deve se dissolver perfeitamente nos
fluidos aquosos do organismo. Durante o processo de absor¢do devem ser
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considerados o coeficiente de difusdao, a concentragado e o peso molecular do
farmaco. Por fim, para a execucido eficaz da agdo medicamentosa sobre a
superficie cutédnea, primeiramente o farmaco deve libertar-se do veiculo e ligar-
se a superficie da camada cornea, formando, assim, um coeficiente de partilha
do farmaco entre a pele e o veiculo (MARTINS & VEIGA, 2002; PRISTA et al.,
2003). Por esse motivo a dose sO pode ser calculada para a formulagéo
transdérmica e na tabela 1, abaixo, esta representado os valores estipulados

com suas respectivas unidades.

Tabela 1 — Valores obtidos da predi¢ao das propriedades farmacocinéticas (ADME) por
pkCSM analise de similaridade, as formulas farmacocinéticas previamente
determinadas e os dados obtidos nos experimentos in vivo.

Volume de distripuig,éq aparente no estado 90,782 mL/Kg
estacionario (VDss)
Clearance Total (CL) 1,791 mL/(min*Kg)
Tempo de meia vida do medicamento (T1,2) 35,134 min
Velocidade de eliminagao (Kel) 0,0197
Tempo entre doses 24 h
ICs0 26,17 ug/mL
{07 50,63 ug/mL
Fracao livre (Fu) 0,075
Biodisponibilidade (F) 1,00
Dose equivalente ao ICs 0,8997 mg composto/g de animal
Dose equivalente ao 1Cg 1,741 mg composto/g de animal
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CAPITULO 4

AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIMELANOMA IN VIVO DO 2-ALIL-1,3-
DIFENIL-1,3-PROPANODIONA (DAP)

1. Introdugao

Neoplasias ou tumores malignos, apresentam-se como uma massa de
tecido com crescimento excedendo ao dos tecidos saudaveis e que persiste
mesmo depois da interrupcédo dos estimulos que o desencadeou. Este tecido
crescendo compete com o organismo hospedeiro pelo seu suprimento
nutricional e energético. malignos tendem a ser muito agressivos, podendo se
espalhar para outras regides do corpo (WILLIS, 1952; MCGEE et al., 1992;
COTRAN et al., 2004.).

A angiogénese (formac&o de novos vasos sanguineos) € essencial para o
desenvolvimento de neoplasias e esta diretamente ligada com a formacao de
metastase, o processo de migracao de células tumorais do local primario para
orgaos distantes. No melanoma a alta capacidade de formagédo de sitios
metastaticos torna as vias angiogénicas alvos terapéuticos importantes para
controle da progressao da doenca (HANAHAN e WEINBERG, 2011; JOUR et
al., 2016). Os principais fatores envolvidos na angiogénese do melanoma sao:
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); fator basico de crescimento de
fibroblasto (bFGF); interleucina 8 (IL-8); integrinas; ativador de plasminogénio de
Uroquinase; fator de crescimento derivado de plaquetas; angiopoietina; matriz
metaloproteinase (JOUR et al., 2016).

A metastase € uma das principais causas de mortes relacionadas ao
cancer, apesar dos avangos terapéuticos nos ultimos anos (STEEG, 2016).
Varios autores ja abordaram diversos avangcos da compreensao dos eventos
genéticos e moleculares que governam a disseminagdo metastatica
(VALASTYAN e WEINBERG, 2011; SETHI e KANG, 2011; MASSAGUE e
OBENAUF, 2016; TURAJLIC e SWANTON, 2016; LAMBERT et al., 2017) e
todos concordam que isso destaca a necessidade urgente de entender melhor
0s mecanismos subjacentes a metastase e identificar novas estratégias

terapéuticas e alvos de drogas para tratar a doenca.
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A formacgao de metastase € um processo de multiplas etapas. Inicialmente,
ocorre a invasao local do tumor primario, processo este, iniciado pela ativacao
de vias de sinalizag&o que regulam a dindmica do citoesqueleto gerando a perda
de adesao entre células tumorais e modificagbes da matriz extracelular (FRIEDL
e ALEXANDER, 2011). Permitindo assim, a migragcao de células tumorais para
longe do tumor primario e a infiltragdo em tecidos adjacentes. O inicio da
propagacdo € entdo favorecido pela angiogénese, ja que para iniciar a
propagacao a locais secundarios, as células tumorais devem entrar na circulagao
sanguinea ou no sistema linfatico. No melanoma, a dispersdao das células
tumorais inicialmente ocorre no sistema linfatico levando a uma metastase
linfonodal, enquanto a metastase distal geralmente requer que as células
tumorais se disseminem através da circulagdo sanguinea (hematogénica) para
o6rgaos como pulmao e cérebro (WONG e HYNES, 2006; SHAIN e BASTIAN,
2016; CHIANG et al., 2016). Antes da colonizagao, ao atingir os 6rgaos distais,
as células tumorais sobreviventes podem aderir ativamente a vasos sanguineos
e extravasar deste por migracdo estabelecendo, assim, um ambiente pré-
metastatico que proporciona um nicho favoravel ao recrutamento de novas
células tumorais e subsequentemente o seu crescimento (REYMOND et al.,
2013; MCALLISTER e WEINBERG, 2014; LIU e CAO, 2016; PEINADO et al.,
2017). Apos o seu estabelecimento no 6rgéo alvo, as células tumorais séo
referidas como células tumorais disseminadas e estas possuem a capacidade
de estar presentes por anos ou décadas e permanecer em estado latente devido
a diversos fatores (MASSAGUE e OBENAUF, 2016; GAY e MALANCHI, 2017).
Por fim, a colonizacdo ocorre quando metastases clinicamente relevantes
surgem do crescimento destas células antes dormentes (GOMEZ-CUADRADO
et al., 2017).

Modelos animais de metastase espontanea permitem a disseminagao de
células de um tumor primario para sitios secundarios. Estes modelos podem
receber transplantes ectdpicos ou ortotopicos de células ou tecidos
cancerigenos. Transplantes ectopicos, sdo aqueles que sao realizados em sitios
diferentes no qual o tumor seria normalmente encontrado em condicdes
fisiolégicas normais, sua vantagem é permitir que a cascata metastatica possa
ser modelada. Ja estudos ortotdpicos, em que os transplantes sao realizados na

mesma regiao que, fisiologicamente, o tumor seria encontrado, tém a capacidade
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de melhor representar canceres humanos pois permitem interagdes com o tecido
de origem (FRANCIA et al., 2011; KELLAR et al., 2015). A grande limitacdo dos
estudos com transplantes ortopicos € a implantagao das células no local a partir
do qual o tumor original foi derivado, porém tem sido realizado com sucesso em
varios tipos de tumores incluindo mama, pancreas, pulméo e coélon (FIDLER,
1973; BERTRAM e JANIK, 1980; ASLAKSON e MILLER, 1992;
KUPERWASSER et al., 2005; DERKSEN et al., 2006; MUNOZ et al., 2006;
CESPEDES et al., 2007; CRUZ-MUNOZ et al., 2008; DEROSE et al., 2011;
BANKERT et al., 2011; JULIEN et al., 2012; PUIG et al., 2013; DOORNEBAL et
al., 2013; COFFELT et al., 2015; EYRE et al., 2016; HIROSHIMA et al., 2016).

Dentro dos modelos de metastase espontanea, destacam-se os estudos
com aloenxertos. Estes sao gerados pelo transplante de células tumorais
derivadas de camundongos e tumores em camundongos, essa técnica evita
reacdes enxerto versus hospedeiro e permite a investigagdo do sistema imune
durante a progressao do cancer e a identificacdo de novas oportunidades
terapéuticas (SERRELS et al., 2015). O primeiro modelo desta técnica foi
realizado por Fidler (1973) e forneceu a primeira demonstracdo de que o
potencial metastatico das células tumorais poderia ser aumentado através da
selecao in vivo, este experimento foi realizado com células B16 em cepas
C57BL/6 de camundongos de laboratério.

Ha muitos estudos relacionados as atividades in vitro e in vivo, do DBM e
seus derivados no combate ao cancer. Porém, a biodisponibilidade oral desses
compostos permanece uma barreira a ser superada. O presente capitulo teve

por objetivos realizar testes in vivo para avaliar a eficacia do DAP.

2. Metodologia

2.1. Teste in vivo

Para realizagdo dos ensaios in vivo, foram escolhidos camundongos
machos da linhagem C57BL/6, com 7-8 semanas de idade pesando em média
20 = 5 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Estes foram mantidos em biotério ventilado, no laboratorio de
Biofarmacos, do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, na
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Universidade Federal de Vigosa (UFV). Todos os animais foram mantidos em
gaiolas individuais de acrilico translucido, AlescoR, de 24 x 37 x 19 cm, forradas
com maravalha estéril, em ambiente com condigbes controladas (2212 °C,
601£5% umidade), com ciclo claro/escuro de 12 horas, separados por grupos. Foi
fornecida dieta padrdo e agua ad libitum. Os experimentos foram realizados de
acordo com as normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFV e foram aprovados pelo referido 6rgao, através do processo no 65/2015. Os
animais foram mantidos por 10 dias antes do inicio do experimento para
ambientacdo. Apos este periodo, os animais foram separados em 9 grupos de
acordo com o peso. O peso dos animais foi avaliado ao inicio confirmando peso
apropriado para a indugao e ao final do experimento para o protocolo da
eutanasia.

Os animais foram contidos e tricotomizados na regido da nuca, para facilitar
a inoculacéo das células e para a aplicacdo do tratamento tépico no local. Para
a indugdo do tumor, 10° células da linhagem B16F10 foram inoculadas
subcutaneamente no flanco dos camundongos C57BL/6 machos (HAMANO et
al., 2003; ZEISBERG et al., 2007). Apos 5 dias, os animais comegaram a receber
o tratamento tdpico, sempre no mesmo horario, durante o periodo de 21 dias,
conforme descrigdo abaixo. O numero de dias de tratamento foi pré-estabelecido
por meio de testes prévios em nosso grupo de pesquisa (dados nao publicados).
ApoOs o periodo do tratamento, os animais foram eutanasiados em camara de
COz2, com posterior incisdo dorsal, para excisdo do tumor e analise da presenca
e medigdo de possiveis focos de metastase e incisdo ventral, na linha média,
para excisao das amostras de figado, rins e linfonodo sentinela, além da retirada
das amostras de sangue por puncao cardiaca.

2.2. Tratamento

O experimento in vivo foi realizado utilizando como veiculo para o composto
ativo duas formulagdes. A primeira transdérmica PENTRAVAN®, para fins de
otimizacdo da penetracédo na pele (KAKUMANU et al.,, 2011; TAGNE et al.,
2008). A outra formulacao foi uma pomada com 50% lanolina e 50% vaselina

com a intengdo da mesma nao chegar aos vasos sanguineos. Foram utilizados
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nove grupos no total, com 6 animais cada, conforme descricdo abaixo (n =
numero de animais por grupo), totalizando 54 animais.

Os animais receberam o tratamento topico por 21 dias, comegando cinco
dias apos a indugao do tumor, de acordo com os grupos listados abaixo:

Grupo 1: Controle sem a inoculagéo de células (n=6)

Grupo 2: Gel transdérmico sem composto ativo (n=6)

Grupo 3: Pomada sem composto ativo (n=6)

Grupo 4: Gel transdérmico com composto ativo — concentragao 0,50 mg/g (n=6)
Grupo 5: Gel transdérmico com composto ativo — concentragao 1,00 mg/g (n=6)
Grupo 6: Gel transdérmico com composto ativo — concentragdo 2,00 mg/g (n=6)
Grupo 7: Pomada com composto ativo — concentracdo 0,50 mg/g (n=6)

Grupo 8: Pomada com composto ativo — concentracao 1,00 mg/g (n=6)

Grupo 9: Pomada com composto ativo — concentracao 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
concentracdes utilizadas da formulagao foram de 0,50 mg/g, 1,00 mg/g e 2,00
mg/g. A dose utilizada para cada aplicagao foi de 80 mg. Considerando cada
concentracéo, as doses individuais de cada aplicagdo foram de 40 ug, 80 ug, e
160 pg do composto, respectivamente. Assim, com a média de peso de 20

gramas por camundongo, a dosagem variou de 2 a 8 mg/Kg peso corporal.

2.3. Analise histoldgica

Os 6rgaos rim, figado, linfonodos submandibulares (sentinela) e pele foram
retirados e analisados macroscopicamente em busca de possiveis alteragcbes de
rigidez ou coloragdo das superficies. Como foram constatadas alteragbes
somente na pele, pela indugdo do melanoma, fragmentos dos outros 6rgaos
foram encaminhados para o estudo histopatolégico. Os fragmentos de tecidos
foram fixados isoladamente em solugao contendo formaldeido 10% em tampéao
fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4 por 24 horas. No Laboratério de Histopatologia, do
Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Vigosa (UFV), foram
utilizados os procedimentos rotineiros para inclusdo em parafina seguindo as
seguintes etapas: Desidratacdo em etanol (70%, 80%, 90%,100%, sendo neste
ultimo trés vezes), diafanizagao (xilol I, Il, Ill), infiltragdo (parafina histoldgica |, I,
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[ll) e emblocamento. Foram obtidos cortes de 4 um em micrétomo rotativo
(Reichert-Jung 2045 Multicut®, Germany). As laminas foram coradas com

hematoxilina e eosina.

2.4. Avaliagao de parametros sanguineos

As analises sanguineas foram realizadas no Laboratorio de Analises
Clinicas da Divisdo de Saude/UFV. Apds um jejum prévio de 8 horas, os
camundongos foram eutanasiados e procedeu-se a coleta de sangue.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 2400 G por 10 minutos para
separagao do soro, que foi congelado em microtubos a — 20 °C. Duas aliquotas
das amostras foram separadas.

Na primeira aliquota de soro foram avaliados parametros bioquimicos:
Alanina Amino Transferase (ALT), Aspartato Amino Transferase (AST), Acido
Urico e Creatinina utilizando-se reagentes do fabricante Bioclin®, e metodologia
cinética no aparelho BS2200.

A segunda aliquota foi encaminhada para a determinacao do VEGF. As
aliquotas usadas para o VEGF foram congeladas a -80 °C para posterior analise.
Para a determinacdo do VEGF foi utilizado o método enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) através do kit Human VEGF Elisa Kit invitrogen®.
Os testes em todas as amostras foram realizados em triplicata. O kit contém
placas de 96 pocos previamente sensibilizadas com anticorpo monoclonal e
padrao na concentragao de 1.500 pg/mL, além de tampdes, solugdo de bloqueio
da reacao e conjugados cromogenos. Com o padrao fornecido foram preparadas
diluicbes para a construcdo de uma curva-padrdo e determinacdo da
concentracdo das amostras. O kit orienta a realizacdo da reagcao em etapas e
topos os passos devem ser realizados a temperatura ambiente. Inicialmente,
adicionou-se 50 pL do tampéao de incubagao em todos 0s pogos, exceto 0s pogos
que foram selecionados para branco. Em seguida foi adicionado 100 yL dos
padroes diluidos nos pogos selecionados. Nos pog¢os da amostra e dos controles
foi adicionado 50 pL de tampéo diluidor seguido de 50 yL da amostra. Os pogos
que foram usados como branco permaneceram vazios. As placas foram
fechadas e incubadas por 2 horas. Logo apods, a solugdo foi completamente

aspirada e os pogos lavados 4 vezes com solugao de lavagem. Posteriormente,
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foi adicionado 100 uL de solucdo de conjugado de biotina Hu-VEGF em cada
poco, exceto nos pocos selecionados para branco, a placa foi novamente coberta
e incubada por 1 hora e, apds esse tempo, a solucao foi completamente aspirada
€ 0s pogos lavados 4 vezes com solugao de lavagem. Em seguida, foi adicionado
100 pL de solucédo estreptavidina-HRP em cada pogo, exceto nos pogos
reservados para o branco. A placa, entao, foi coberta e incubada por 30 minutos.
Decorrido o periodo de incubacgao, a solucao foi completamente aspirada e os
pocos lavados 4 vezes com solugao de lavagem.

Finalmente, foi adicionado 100 puL de cromdégeno estabilizado em todos os
pogos incubando no escuro até a solugao ficar azul. A seguir, foi adicionado 100
ML de solugao de bloqueio em todos os pocos, deste modo a solugdo mudou de
azul para amarelo. A leitura foi realizada do leitor de Elisa Spectramax em 450

nm.

2.5. Estresse Oxidativo

Foram determinadas as atividades das enzimas antioxidantes e
concentracdo dos metabdlitos da acdo de espécies oxidantes no figado dos
camundongos. Os 6rgaos foram coletados apds a eutanasia e esses tecidos
foram congelados a -80 °C. Para realizar as analises, as amostras foram
homogeneizadas em PBS pH 7,4 e a suspensao centrifugada a 12.000 G a4 °C
por 10 minutos. Foi utilizado o sobrenadante para a realizagao das analises.

A concentragdo da proteina total dos homogenatos foi determinada
segundo a metodologia de Lowry et al. (1951), utilizando-se albumina de soro
bovino como padrao.

A atividade da Superéxido Dismutase (SOD) foi determinada em leitor de
Elisa em 570 nm, baseada na capacidade desta enzima em catalisar a reacao
do anion superoxido Oz em peroxido de hidrogénio e, assim, diminuir a razdo de
auto-oxidagao do pirogalol (DIETERICH et al., 2000, modificado). A atividade da
SOD foi expressa em U SOD/mg proteina.

Para determinagcdo dos metabdlitos da acdo de espécies oxidantes
(indicativo da peroxidacéo lipidica) foi feita a mensuracéo da concentragao de
malondialdeido (MDA). Ao sobrenadante, foi adicionado solugdo TBARS (acido
tricloroacético 15% e 0,375% de acido tiobarbiturico, e HCI 0,25 N), mantido em
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banho-maria por 15 minutos, resfriado, centrifugado a 10.000 G por 10 minutos
e o sobrenadante mensurado em espectrofotdmetro a 535 nm (BUEGE e
AUST,1978). A concentracdo do MDA foi determinada com auxilio de uma
regressao linear com concentragdes padroes de TMPO e expressa em nmol/mg

proteina.

2.6. Analise Estatistica

A avaliagao do efeito do composto sobre os ensaios in vivo (parametros
bioquimicos, pesos dos tecidos e 6rgéos e atividade antioxidante) foi realizada
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 varidncias dos erros entre
os tratamentos, foi aplicado o teste de Bartlett, utilizando-se o software
GraphPad Prism® 5.0. Para escolha do modelo de regressao 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.

A analise histolégica foi realizada de forma descritiva por meio da
microscopia de luz, com microscopio Nikon® Eclipse 200. As principais variaveis
investigadas foram: lesdes celulares reversiveis (degeneragdes) e irreversiveis
(necrose), infiltracdo de leucdcitos, congestdo, extravasamento de sangue e
fibrose; de acordo com o protocolo da RES/ANVISA n° 90 (Brasil 2004). Todas
as laminas foram avaliadas por um mesmo patologista, que recebeu as amostras

apenas numeradas.

3. Resultados

O experimento in vivo foi realizado utilizando como veiculo para o composto
ativo duas formulagcbes uma transdérmica e outra pomada. Foi realizado um
tratamento toépico nos animais (Figuras 1-3) em intervalos de 24 horas por 21
dias - no mesmo local onde foi induzido o tumor (regido tricotomizada) -

comegando 5 dias apos a indugéo do tumor, de acordo com os grupos listados
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nas metodologias. Apds o periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados
e as amostras de figado, rim, pulmao, linfonodo sentinela e o tumor foram

removidos.

b=,
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Figura 1 — Detalhe da regido tricotomizada

Figura 2 — Detalhes do aparecimento de manchas escuras na regido tricotomizada,
apos o 5° dia de inducao tumoral.

Figura 3 — Foto retirada do mesmo animal no dia da eutanasia, tumor marcado com a
seta vermelha.
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Os dados biométricos dos animais, como massa média dos grupos, massa
média dos figados e massa média dos tumores, foi aferido estdo presentes nas
figuras 4, 5 e 6. Todos os grupos tratados nao apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos quanto aos parametros biomeétricos escolhidos
(Figuras 4-6). O composto ndao demonstrou capacidade de reduzir o volume total

do tumor.
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Figura 4 — Massa média corporal. G1: Controle sem a inoculagédo de células; G2: Gel
transdérmico sem composto ativo; G3: Pomada sem composto ativo; G4: Gel
transdérmico com composto ativo — concentracdo 0,50 mg/g; G5: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragdo 1,00 mg/g; G6: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragéo 2,00 mg/g; G7: Pomada com
composto ativo — concentragao 0,50 mg/g; G8: Pomada com composto ativo —

concentragao 1,00 mg/g; G9: Pomada com composto ativo — concentragao 2,00

mg/g.
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Figura 5 — Massa média dos figados. G1: Controle sem a inoculagao de células; G2:
Gel transdérmico sem composto ativo; G3: Pomada sem composto ativo; G4: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragdo 0,50 mg/g; G5: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragdo 1,00 mg/g; G6: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragao 2,00 mg/g; G7: Pomada com
composto ativo — concentragdo 0,50 mg/g; G8: Pomada com composto ativo —

concentracao 1,00 mg/g; G9: Pomada com composto ativo — concentragao 2,00

mg/g.
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Figura 6 — Massa média dos tumores. G2: Gel transdérmico sem composto ativo; G3:
Pomada sem composto ativo; G4: Gel transdérmico com composto ativo —
concentracao 0,50 mg/g; G5: Gel transdérmico com composto ativo -
concentracao 1,00 mg/g; G6: Gel transdérmico com composto ativo -
concentracao 2,00 mg/g; G7: Pomada com composto ativo — concentragao 0,50
mg/g; G8: Pomada com composto ativo — concentragéo 1,00 mg/g; G9: Pomada

com composto ativo — concentragao 2,00 mg/g.

3.1. Analise histolégica

Os orgaos rim, figado, linfonodos submandibulares (sentinela) e pele
foram retirados, e analisados macroscopicamente em busca de possiveis
alteragdes de rigidez ou coloragdo das superficies. Nao foram observadas
alteracbes macroscopicas nos orgaos, porém, o presente estudo realizou a
investigacao histopatoldgica, afim de aumentar a possibilidade de detectar
algum foco de metastase nos linfonodos. Apds fixagéo e inclusdo em parafina,
as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina. A analise foi realizada por
meio da microscopia de luz, por um mesmo patologista de forma qualitativa. As
principais variaveis investigadas foram: lesbes celulares reversiveis
(degeneracgdes) e irreversiveis (necrose), infiltracdo de leucécitos, congestéao,
extravasamento de sangue e fibrose; de acordo com o protocolo da
RES/ANVISA n° 90 (BRASIL, 2004), além da presenca de células neoplasicas

do melanoma.
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Na analise histopatolégica ndo foi observada nenhuma alteragdo que
comprometesse a integridade tecidual dos 6rgdos extirpados. No figado, os
hepatocitos se apresentaram integros e sem sinal de degeneragbes no
parénquima. E nos rins, estruturas como Capsula de Bowman (tecido epitelial
de revestimento pavimentoso simples), corpusculo glomerular, espago de
Bowman, tubulos contorcidos proximais e distais, se apresentaram todos
preservados. O figado e os rins, em geral, s&o os 6rgdos mais afetados em
casos de toxicidade de farmacos. As analises histopatoldgicas presentes neste
estudo demonstraram que estes 6rgaos nao apresentaram alteragdes causadas
pelo tratamento. Trabalhos realizados com outros derivados de DBM obtiveram
o mesmo resultado (FRANCA, 2013; OLIVEIRA, 2017). Os linfonodos dos
animais dos grupos G2, G3, e em alguns animais dos grupos G4 e G5
apresentaram invasao discreta do melanoma, nestes tecidos. O critério usado
para avaliar a invasdo foi qualitativo nas seguintes caracteristicas: discreta,
moderada e intensa, onde a intensa representa uma invasao total do linfonodo
(Figuras 7 e 8). Estes resultados demonstram que o tratamento com o composto
pode ter capacidade de diminuir a capacidade de metastase nos animais dos

grupos tratados.
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Figura 7 — Histologia dos grupos G1 (Controle sem a inoculagéo de células), G2 (Gel
transdérmico sem composto ativo); G3 (Pomada sem composto ativo). A seta
vermelha demarca a capsula do linfonodo; a seta branca os foliculos linfoides; a
seta laranja a regiao medular e seta verde a regiao cortical.

97



Capitulo 4

~

~

AR T3 : '."!, 7—-\" ey \ 3

Figura 8 — Histologia dos grupos G2 (Gel transdérmico sem composto ativo); G4 (Gel
transdérmico com composto ativo — concentracdo 0,50 mg/g); G5 (Gel
transdérmico com composto ativo — concentracdo 1,00 mg/g). A seta vermelha

destaca invasdes discretas por células de melanoma.
3.2. Avaliagao de parametros sanguineos

As anadlises sanguineas foram realizadas com o soro sanguineo e foram
avaliados os seguintes parametros bioquimicos: Alanina Amino Transferase
(ALT), Aspartato Amino Transferase (AST), Acido Urico, Creatinina e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF).

A dosagem sérica das enzimas transaminases (AST e ALT) (Figura 9) e a
analise da creatinina sérica (Figura 10) ndo apresentaram alteragoes

significativas em todos os tratamentos com os diferentes veiculos.
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As enzimas AST e ALT podem funcionar como marcadores de dano
hepatocelular o ndo aumento das concentracées dessas proteinas em relacao
ao controle indicam a auséncia atividade hepatotoxica (BERTOLAMI, 2005).

Ja a creatinina, € um metabdlito derivado da creatina fosfato muscular, este
metabolito € formado e excretado em quantidades constantes, caso houvesse
alguma alteracdo na dosagem deste parametro bioquimico entre os grupos
tratados e ndo tratados poderia sugerir que o medicamento gera alteragdes nos

rins, podendo causar uma nefrontoxicidade (WALLACH et al, 2013).
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Figura 9 — Dosagem de Alanina Amino Transferase (ALT), Aspartato Amino Transferase
(AST). G1: Controle sem a inoculagdo de células; G2: Gel transdérmico sem
composto ativo; G3: Pomada sem composto ativo; G4: Gel transdérmico com
composto ativo — concentracao 0,50 mg/g; G5: Gel transdérmico com composto
ativo — concentracao 1,00 mg/g; G6: Gel transdérmico com composto ativo —
concentragao 2,00 mg/g; G7: Pomada com composto ativo — concentragao 0,50
mg/g; G8: Pomada com composto ativo — concentragdo 1,00 mg/g; G9: Pomada

com composto ativo — concentragdo 2,00 mg/g.
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Figura 10 — Dosagem de Creatinina. G1: Controle sem a inoculagéo de células; G2: Gel
transdérmico sem composto ativo; G3: Pomada sem composto ativo; G4: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragdo 0,50 mg/g; G5: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragdo 1,00 mg/g; G6: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragao 2,00 mg/g; G7: Pomada com
composto ativo — concentragdo 0,50 mg/g; G8: Pomada com composto ativo —

concentragao 1,00 mg/g; G9: Pomada com composto ativo — concentragao 2,00

mg/g.

Pela anélise sérica do acido urico (Figura 11) verifica-se que n&o ha
diferenga entre o animal com e sem inducdo de melanoma. Porém, ambos os
tratamentos apresentaram diferengas significativas quando comparados aos
controles. No veiculo pomada (Figura 11, esquerda) os tratamentos, com as
crescentes concentragdes de DAP, aparentam uma relagdo inversa na
concentracdo de acido urico. No tratamento com o veiculo transdérmico as
diferentes concentragdes nao causaram alteracbes na concentracdo de acido
urico. Altos niveis de acido urico e o risco de desenvolver alguns tipos de cancer
(colorretal; hepatobiliar; pele ndo melanoma entre outros) estdo associados (YIU
etal., 2017). Somado a isso existe uma associagéo entre os niveis de acido urico
e o indice de mortalidade em pacientes oncolégicos. Uma redugao do acido urico
pode melhorar o microambiente celular e contribuiram para reduzir a metastase,
alguns trabalhos relatam que pacientes com altos niveis de acido urico
apresentam maior propensao a formacao de metastases em cancer de pulméo

conferindo uma menor sobrevida ao paciente (FINI et al., 2012).
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Figura 11 — Dosagem de Acido Urico. Letras diferentes representam valores

estatisticamente diferentes. G1: Controle sem a inoculagdo de células; G2: Gel
transdérmico sem composto ativo; G3: Pomada sem composto ativo; G4: Gel
transdérmico com composto ativo — concentracdo 0,50 mg/g; G5: Gel
transdérmico com composto ativo — concentracdo 1,00 mg/g; G6: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragao 2,00 mg/g; G7: Pomada com
composto ativo — concentragdo 0,50 mg/g; G8: Pomada com composto ativo —

concentragao 1,00 mg/g; G9: Pomada com composto ativo — concentragao 2,00

mg/g.

A angiogénese e progressao do melanoma estdo relacionados
intimamente, pois é através da formagao de uma rede de novos vasos que a
metastase € disseminada. Durante a fase de progressao vertical, o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) € um dos fatores de crescimento que
promovem o evento de angiogénese para o desenvolvimento do tumor (JOUR et
al.,, 2016). Normalmente, tumores muito vascularizados sdo mais profundos e
possuem alta capacidade de metastase (AUNG et al., 2015). Segundo a diretriz
de 2017 da Sociedade Brasileira de Oncologia Clinica (SBOC), a classificagédo
do melanoma leva em consideragdao o0s seguintes parametros clinicos:
espessura/profundidade do tumor; analise de linfonodos; analise de metastase
em outros sitios anatébmicos. Esta classificagdo auxilia na selegdo da melhor
opc¢ao terapéutica para cada tipo de melanoma.

Os niveis sorolégicos do VEGF foram determinados para avaliar a
capacidade de angioénese dos tumores (Figura 12). Como esperado o valor de
VEGF nos animais ndo tratados e com inducdo do tumor foi elevado. No

tratamento com o veiculo transdérmico o composto foi capaz de reduzir os niveis
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de VEGF de modo que ficou semelhante ao controle sem a indugao do tumor.
Ja para os tratamentos com a pomada o grupo G8 apresentou um valor de VEGF
estatisticamente igual ao controle com indugdo de tumor, porém para todos os
outros grupos ha a reducao dos niveis de VEGF, possivelmente este fato esta
associado ao fato de os animais se lamberem apds a aplicagdo da pomada,
mesmo apos todas as precaugdes serem tomadas, reduzindo a dose efetiva no
local. Estes resultados levam a crer que o composto apresenta capacidade de
provocar a morte de células tumorais ou impedir sua multiplicagao e dificulta a
formacao de metastase quando nos dois veiculos usados. A pomada possui
baixa penetrabilidade na derme, ficando restrita nas camadas superficiais, atua
como agente emoliente e possui efeito oclusivo (ALLEN et al., 2013). Portanto,
apesar da vascularizagao ainda poder existir no tumor, o mesmo foi incapacitado
de desenvolver metastase no veiculo pomada. Ja para o veiculo gel
transdérmico, a redugao dos valores sanguineos de VEGF dificultou a formagéo
de novos vasos sanguineos contribuindo assim para a pouca invasao da capsula
do linfonodo. Assim, o veiculo transdérmico parece ser capaz de reduzir a
vascularizagado do tumor, uma vez que é capaz de atingir as camadas profundas
da derme chegando a corrente sanguinea do animal (ALLEN et al., 2013).
Entretanto, o mecanismo transdérmico n&o foi suficiente para impedir a

metastase completa quando comparamos com o veiculo pomada.
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Figura 12 — Dosagem de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Letras
diferentes representam valores estatisticamente diferentes. G1: Controle sem a
inoculacao de células; G2: Gel transdérmico sem composto ativo; G3: Pomada
sem composto ativo; G4: Gel transdérmico com composto ativo — concentragao
0,50 mg/g; G5: Gel transdérmico com composto ativo — concentragéo 1,00 mg/g;
G6: Gel transdérmico com composto ativo — concentragao 2,00 mg/g; G7: Pomada
com composto ativo — concentragao 0,50 mg/g; G8: Pomada com composto ativo

— concentragao 1,00 mg/g; G9: Pomada com composto ativo — concentragao 2,00

mg/g.

3.3. Avaliagao do estresse oxidativos no figado

Uma forma de os medicamentos causarem hepatotoxicidade ocorre
quando, estes inativam ou se ligam a enzimas respiratérias ou ainda se ligam ao
DNA mitocondrial desregulando assim a oxidagdo dos acidos graxos e a
produgdo de energia celular, resultando em um estresse oxidativo com
aparecimento de metabolismo anaerdbico, acidose latica e acumulo de
triglicérides nas células (esteatohepatite) (JAESCHKE et al., 2002; LEE, 2003).

Para avaliar se ocorreram alteragbes metabdlicas no figado dos animais,
foram determinadas as atividades de enzimas antioxidantes e concentragao dos
metabdlitos da agao de espécies oxidantes neste 6érgao dos animais (Figura 13).
Como pode ser observado na figura 13, ndo houve diferengas estatisticas entre
0s grupos tratados e os grupos controle nos parametros escolhidos para avaliar

o estresse oxidativo. Estes resultados aliados aos dados histolégicos e
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biométricos indicam que o composto DAP nao apresenta hepatoxicidade nos

animais tratados.
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Figura 13 — Parametros de estresse oxidativos: proteinas totais, Superéxido dismutase
(SOD), Oxido Nitrico (ON), Malondialdeido (MDA). G1: Controle sem a inoculagéo
de células; G2: Gel transdérmico sem composto ativo; G3: Pomada sem composto
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ativo; G4: Gel transdérmico com composto ativo — concentragéo 0,50 mg/g; G5:
Gel transdérmico com composto ativo — concentracdo 1,00 mg/g; G6: Gel
transdérmico com composto ativo — concentragao 2,00 mg/g; G7: Pomada com
composto ativo — concentragdo 0,50 mg/g; G8: Pomada com composto ativo —

concentracao 1,00 mg/g; G9: Pomada com composto ativo — concentragao 2,00

mg/g.
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4. Conclusao

De maneira geral os dois tipos de tratamentos com os veiculos gel
transdérmico e pomada apresentaram resultados positivos quanto a acao
antimelanoma, apesar de o volume do tumor nao ter sido reduzido. Em todas as
concentragdes testadas ndo ocorreu agao toxica observavel no figado e nos rins.
Nao se observou também alteracbes no metabolismo e producido de espécies
reativas de oxigénio (ou seja, nao se observou estresse oxidativos). O veiculo
pomada se demonstrou melhor em impedir a metastase do que o veiculo

transdérmico.
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CONCLUSAO GERAL

Antes de partir para a conclus&o geral, vale lembrar que o objetivo desta
tese é avaliar a acdo do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona em ensaios
in vitro, in silico e in vivo. A avaliagdo da agao in vitro e in vivo dos outros
compostos que foram sintetizados no capitulo 2 esta presente nas teses de
doutorados de Franga (2013), Nascimento (2018) e de Oliveira (2017), bem
como no artigo de Nascimento e colaboradores de 2018.

A sintese e caracterizagao do composto 2-alil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DAP) foi realizada com sucesso. O composto DAP apresentou ICso frente a
células tumorais (ICsos16r10 = 26,17£1,11 ug/mL; 1Csotms = 44,40+6,88 ug/mL)
menores que o medicamento Dacarbazina (ICsos1er10 = 258,51+44,09 ug/mL), ou
seja, o composto se mostrou mais eficiente que a Dacarbazina nas condi¢des
testadas. Os indices de seletividade do composto (ISs1eri0 = 7,917; IStms =
4,667) foram superiores ao valor minimo para ser considerado significativo (IS =
2,0) em ensaios de novas drogas. A citometria de fluxo e os ensaios moleculares
indicaram que o composto causa a apoptose celular atuando em receptores Fas
€ nas vias relacionadas com as caspases 3, 8 e 9, estimulando os promotores
de apoptose Apaf1, Bax, Bid, Fasl, Pidd1 e Puma e inibindo a expressao relativa
de Bcl2, um inibidor de apoptose, além de interferir no ciclo celular através da
modulagao da expressao dos genes p21 e CDK1.

Os ensaios ADMET, in silico, para o DAP, demostraram que ele apresenta
alta absorcao intestinal e tem uma boa distribuicdo, porém ele tem baixa
solubilidade em agua e é substrato para as principais proteinas do metabolismo
(CYP) e de resisténcia (P-gp) a drogas, naéo apresentou capacidade
carcinogénica mas apresentou a capacidade de ser hepatotdxico.

Para os ensaios in vivo, foram utilizados dois veiculos de entrega do
composto DAP (formulacdo com pomada e com gel transdérmico). A
concentragao aplicada nos animais foi determinada com base nos resultados do
ensaio ADMET. Foram coletados e analisados sangue, figado, rim e linfonodo.
Afim de determinar se o composto apresenta acao hepatotoxica como predito in
silico, foram realizadas avaliacdo histopatologica do tecido, avaliagdo de
marcadores de dano celular (ALT e AST), além de marcadores de estresse
oxidativos e foi observado que o composto ndo apresentou hepatoxicidade. O
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DAP também n&o alterou as caracteristicas histoldgicas ou bioquimicas
(creatinina) dos rins. As analises histologicas do linfonodo revelaram que o
composto pode ser capaz de reduzir a migragdo de células tumorais para este
tecido. O composto apresentou também a capacidade de reduzir os niveis de
VEGF, um dos principais fatores responsaveis pela angiogénese e
consequentemente a metastase de tumores.

Finalmente, de acordo com os dados observados para o composto DAP
podemos concluir que 0 mesmo apresenta atividade antitumoral para o cancer
do tipo melanoma. Este trabalho foi uma contribuicdo para um estudo mais amplo
onde sera avaliada mais detalhadamente a toxicidade e a farmacocinética deste
composto, uma vez que este apresenta um bom potencial para futura utilizacao

na clinica médica.
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Actin, beta

Simbolo

Actb

Lista de Genes Alvos

Este gene codifica um membro da familia actina de proteinas. As actinas séo
proteinas altamente conservadas que estdo entre as proteinas mais
abundantes nas células eucaridticas e estdo envolvidas na motilidade,
estrutura e integridade das células. A localizagao, estabilidade e tradugdo do
mRNA transcrito sao reguladas através da ligacdo de multiplos fatores a sua
sequéncia 3 'UTR. Camundongos knockout homozigotos para este gene
apresentam letalidade embrionaria. Numerosos pseudogenes deste gene
foram identificados no genoma do rato [fornecido por RefSeq, setembro de
2015].

Referéncias

Bibliograficas

PATRINOSTRO et
al. (2018);

PERRIN e ERVASTI
(2010)

Apoptotic
peptidase
activating
factor 1

Apaf1

Este gene codifica uma proteina citoplasmatica que inicia a apoptose. Esta
proteina contém um dominio de recrutamento de caspase e um dominio de
ATPase. O apoptossoma ativa a Caspase 9 e estimula a cascata de

caspases subsequentes que compromete a célula a apoptose.

YOSHIDA et al.
(1998);
HARA et al. (2002).

Anexos
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BCL2-
associated X
protein

Bax

A proteina codificada por este gene pertence a familia das proteinas BCL2.
Os membros da familia BCL2 formam hetero ou homodimeros e agem como
reguladores anti- ou pro-apoptoticos que estdo envolvidos em uma ampla
variedade de atividades celulares. Esta proteina forma um heterodimero com
BCL2 e funciona como um ativador apoptético. Esta proteina é relatada para
interagir e aumentar a abertura do canal anidnico dependente de voltagem
mitocondrial (VDAC), o que leva a perda do potencial de membrana e a
liberacdo do citocromo c. A expressao deste gene regulada pelo supressor
tumoral P53 e demonstrou estar envolvida na apoptose mediada por P53.
[Fornecido por RefSeq, julho de 2008]

OLTVAL et al.
(1993);
LOTEM e
SACHS(1995)
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B-cell
leukemia/
lymphoma 2

Bcel2

Este gene codifica um membro da familia de proteinas Bcl2. Os membros
desta familia regulam a morte celular em multiplos tipos de células e podem
ter atividades pré-apoptéticas ou antiapoptéticas. A proteina codificada por
este gene inibe a apoptose mediada por mitocondrias. Esta proteina € uma
proteina integrante da membrana mitocondrial externa que funciona como
parte da via de sinalizagdo que controla a permeabilidade mitocondrial em
resposta a estimulos apoptéticos. Esta proteina também pode desempenhar
um papel na sobrevivéncia e autofagia das células neuronais. Expressao
anormal e translocagcbes cromossémicas desse gene estdo associadas a
progressao do cancer em numerosos tecidos. Splicing alternativo resulta em

varias variantes de transcricio. [Fornecido por RefSeq, setembro 2015].

OLTVAL et al.
(1993);
LOTEM e SACHS
(1995)

BH3
interacting
domain death
agonist

Bid

Este gene codifica um agonista da morte que se heterodimeriza com o
agonista BAX ou o antagonista BCL2. A proteina codificada € um membro da
familia BCL2 de reguladores de morte celular. E um mediador do dano
mitocondrial induzido pela caspase-8 (CASP8), onde desencadeia a
liberagdo do citocromo c. Diversas variantes transcritas processadas
alternativamente foram encontradas, mas a natureza completa de algumas

variantes nao foi definida. [Fornecido por RefSeq, julho de 2008]

WANG et al. (1996);
FOOTZ et al. (1998);
NEITEMEIER et al.
(2017)
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Cyclin
Dependent
Kinase 1

CDK1

A proteina codificada por este gene € um membro da familia da proteina
quinase Ser/Thr. Esta proteina € uma subunidade catalitica do complexo
proteina quinase altamente conservado conhecido como fator de promocéao
da fase M (MPF), que é essencial para as transicoes de fase G1/Se G2/ M
do ciclo celular eucariético. Ciclinas mitéticas associam esta proteina de
forma estavel e funcionam como subunidades reguladoras. A atividade
quinase dessa proteina é controlada pelo acumulo e destruicédo da ciclina ao
longo do ciclo celular. A fosforilagao e desfosforilacdo desta proteina também
desempenham importantes papéis reguladores no controle do ciclo celular.
Alternativamente, variantes transcritas processadas codificando diferentes
isoformas foram encontradas para este gene. [Fornecido por RefSeq, margo
2009]

MALUMBRES et al.

(2009);
LINDQVIST et al.
(2009);
AOKI et al. (1992)

Fas ligand
(TNF
superfamily,
member 6)

Fasl

Este gene € um membro da superfamilia do fator de necrose tumoral. A
funcdo primaria da proteina codificada é a indugdo de apoptose

desencadeada pela ligagao a FAS.

TAKAHASHI et al.
(1994);

STUART et al.
(1997)
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Glyceraldehy
de-3-
phosphate
dehydrogena
se

Gapdh

Este gene codifica um membro da familia da proteina gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. A proteina codificada foi identificada como uma proteina
clandestina baseada em sua capacidade de realizar fungdes mecanicamente
distintas. A proteina codificada foi originalmente identificada como uma
enzima glicolitica chave que converte o D-gliceraldeido 3-fosfato (G3P) em
fosfato de 3-fosfo-D-gliceroil. Estudos subsequentes atribuiram uma
variedade de funcbes adicionais a proteina, incluindo a nitrosilagdo de
proteinas nucleares, a regulacao da estabilidade do mRNA e a atuagdo como
um receptor de transferrina na superficie celular do macrofago. Resultados
de splicing alternativo em multiplas variantes de transcricdo. Muitos
pseudogenes semelhantes a este locus sdo encontrados em todo o genoma

do rato. [Fornecido por RefSeq, janeiro de 2014].

RAJE et al. (2007)

116



Referéncias

Bibliograficas

Anexos

Cyclin-
dependent
kinase
inhibitor 1A

P21

Este gene codifica um potente inibidor de quinase dependente de ciclina. A
proteina codificada funciona como um regulador da progressao do ciclo
celular na etapa G1. A expressao deste gene esta rigidamente controlada
pela proteina supressora de tumor p53, através da qual esta proteina medeia
a paragem da fase G1 do ciclo celular dependente de p53 em resposta a uma
variedade de estimulos de stress. Esta proteina pode interagir com o
antigeno nuclear da célula em proliferacdo, um fator acessorio da DNA
polimerase, e desempenhar um papel regulador na replicagdo do DNA em
fase S e no reparo do dano ao DNA. Esta proteina foi relatada como sendo
clivada por caspases tipo CASP3, o que leva a uma ativagdo da quinase
dependente de ciclina 2, sendo Util na execugao da apoptose apos a ativagao
da caspase. Os ratos que nao possuem esse gene tém a capacidade de
regenerar tecidos danificados ou ausentes. Resultados de splicing alternativo
em multiplas variantes de transcricdo. [Fornecido por RefSeq, setembro
2015].

BEDELBAEVA et al.

(2010)
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P53 induced
death domain
protein 1

Pidd1

A proteina codificada por este gene contém uma repeticao rica em leucina e
um dominio de morte. Demonstrou-se que esta proteina interage com outras
proteinas do dominio da morte, tais como o Fas (TNFRSFG6), associado via
dominio de morte (FADD) e proteinas contendo o dominio da morte ativando
MAP-quinase (MADD) e, portanto, pode funcionar como uma proteina
adaptadora para processos de sinalizagao relacionados a morte celular. Em
camundongos este gene é regulado positivamente pelo supressor de tumor
p53 e induz a apoptose celular em resposta a danos no DNA, o que sugere
um papel para este gene como um efetor de apoptose dependente de p53.
Resultados de splicing alternativo em mudltiplas variantes de transcrigao.

[Fornecido por RefSeq, agosto 2010]

TELLIEZ et al.
(2000);
BOCK et al. (2012)

BCL2 binding
component 3
(Bbc3)

Puma

Este gene codifica um membro da familia de proteinas BCL-2. A proteina
coopera com proteinas ativadoras diretas para induzir a permeabilizagao e
apoptose da membrana externa mitocondrial. Pode ligar-se a membros da
familia Bcl-2 anti-apoptéticos para induzir disfungao mitocondrial e ativagao
de caspases. Por causa de seu papel pro-apoptético, esse gene € um
potencial alvo de drogas para tratamento de cancer e para lesao de tecidos.
Resultados de splicing alternativo em multiplas variantes de transcricdo.
[fornecido por RefSeq, dez 2011]

REN et al. (2010);
HAN et al. (2001);
NAKANO e

VOUSDEN (2001)
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Sirtuin 1

Sirt1

Este gene codifica um membro da familia sirtuina de proteinas, caracterizado
por sua atividade desacetilase e papel proposto na longevidade. A proteina
codificada regula a expressdo génica em uma ampla gama de tipos de
células e tecidos através de sua desacetilacdo dependente de NAD + de
histonas, fatores de transcrigao e coativadores transcricionais. Resultados de
splicing alternativo em multiplas variantes de transcricdo. [fornecido por
RefSeq, setembro 2015].

GIBLIN et al. (2014);
FRYE (1999)

Tumor
necrosis
factor (ligand)
superfamily,
member 10

TNFSF10

A proteina codificada por este gene é uma citocina que pertence a familia do
ligante do fator de necrose tumoral (TNF). Esta proteina induz apoptose em
células transformadas e tumorais, mas nao parece matar células normais,
embora seja expressa significativamente na maior parte dos tecidos normais.
Demonstrou-se que a ligagao desta proteina a seus receptores desencadeia
a ativacdo de MAPKS8 / JNK, caspase 8 e caspase 3. Alternativamente,
variantes transcritas processadas que codificam diferentes isoformas foram

encontradas para este gene. [fornecido por RefSeq, julho de 2010]

FRENCH e
TSCHOPP (1999);
PITTI et al. (1996);
WILEY et al. (1995)

Tubulin, beta
4A class IVA

Tubb4a

Este gene codifica um membro da familia da beta tubulina. As tubulinas beta
sdo uma das duas principais familias de proteinas (tubulinas alfa e beta) que
se heterodimerizam e se reunem para formar microtubulos. [Fornecido por
RefSeq, janeiro 2014]

HALL et al. (1983);
LEE et al. (1984);
LOHMANN et al.
(2013)
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A Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
0 processo n° 65/2015, intitulado “Avaliac@io da atividade antimelanoma in
vitro ¢ in vivo de um derivado de dibenzoilmetano 2”, coordenado pela
professora Marisa Alves Nogueira Diaz do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular, estda de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N°
11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolu¢des Normativas editadas pelo
CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado ¢
a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos ¢ Didaticos) e as Diretrizes
da Pratica de Eutandsia preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto
sendo aprovado por esta Comissdo em 01/03/2016, com validade de 12
meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 65/2015, named “Evaluation of antimelanoma activity in vitro and
in vivo of a dibenzoylmethane derivative 2™, is in agreement with the a
ctual Brazilian legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions
edited by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the
Care and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the
Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI
therefore being approved by the Committee on March 01, 2016 valid for 12
months.
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