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RESUMO

HAUCK, Marcela de Sa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2024.
Sintese e avaliagcdo da atividade antitumoral e antiviral dos derivados de
dibenzoilmetanos. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadora: Anésia
Aparecida dos Santos

O virus Mayaro (MAYV), pertencente a familia Togaviridae e ao género Alphavirus,
causador de uma zoonose que nenhuma vacina ou terapia antiviral existente contra
MAYV e a pesquisa de antivirais torna-se relevante na saude publica. Em paralelo, o
cancer € o nome dado a um conjunto de doencgas caracterizado pelo crescimento
desordenado de células, podendo atingir diversos o6rgdos e tecidos. Os
dibenzoilmetanos, compostos de origem natural, apresentam atividades
farmacolégicas de grande importancia, tais como atividade antitumoral e antiviral.
Dessa forma, o presente trabalho consistiu na sintese de trés derivados ABB, EBB e
DPBP, e do derivado comercial denominado DBHOHs, para avaliagcdo do potencial
antitumoral e antiviral. Para encontrar a concentragéo citotoxica (ICso), ensaios de
MTT foram realizados com a linhagem VERO, com as linhagens murinas B16F10, 4T1
e melan-a, e com as linhagens humanas HEK-293, HT29 , SW480 , MV3 e MCF-7.
Para o composto ABB encontrou-se o ICsode 149,6; 63,45; 223,6; 370,4 e 122,8 ug/mL
para as linhagens VERO, melan-a, HEK-293, B16F10 e 4T1, respectivamente. Para o
composto EBB, encontrou-se os valores de ICso de 1670; 266,3; 833,1; 295,1; 499;
346,9; 40,44 e 8,893 ug/mL para as linhagens VERO, melan-a, HEK-293, HT29,
SW480, MV3, MCF-7 e 4T1. Ja para o composto DPBP os valores de ICso foram de
149,6 e 13,95 pg/mL para as linhagens VERO e 4T1. O derivado comercial DBHOHs
apresentou valores de ICso de 14,79; 72,38; 31,78 e 31,54 ug/mL para as linhagens
VERO, BGM, MCF-7 e MV 3, respectivamente. Dessa forma foi possivel obter o indice
de seletividade (IS), que consiste na razao entre o ICsonormal/l Csotumoral. O composto
ABB nao apresentou seletividade para os canceres aqui testados. Ja o composto
DPBP apresentou IS de 10,72 para a linhagem de carcinoma mamario. O composto
EBB apresentou alta seletividade para a linhagem mamaria, obtendo-se IS de 187,78
para a linhagem murina e para a humana de 41,29 e para o melanoma humano de
4,28. Ja o DBHOHs apresentou seletividade maior que 2 para os canceres de pele
(tipo melanoma) e mama. No experimento de cicatrizacao de feridas demonstraram
qgue os compostos DPBP e EBB apresentam atividade antimetastatica para células de
cancer de mama. Com o experimento de interacdo de compostos com DNA foi



realizado e obteve-se que a interacao entre o EBB e o DNA se da por meio da fenda
menor. Ainda, apds obtencao do ICso, realizou-se o teste de atividade virucida. Para o
composto EBB obteve-se a estimativa da concentragdo protetora para 50% das
particulas virais (ECs0), encontrando o valor de 6,755 ug/mL e obteve-se o indice de
seletividade de 247,22. Tais resultados sugerem a possibilidade do emprego destes
compostos como potenciais quimioterapicos frente aos canceres abordados e como

antivirais no combate ao MAYV.

Palavras-chave: Antitumoral, Antiviral, virucida, pinga dptica.



ABSTRACT

HAUCK, Marcela de Sa, D.Sc., Federal University of Vigosa, April 2024. Synthesis
and evaluation of antitumor and antiviral activity of dibenzoylmethane
derivatives. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-adviser: Anésia Aparecida dos

Santos

Mayaro virus (MAYV), belonging to the Togaviridae family and the Alphavirus genus,
causes a zoonosis for which there is no vaccine or antiviral therapy against MAYV, and
research into antivirals has become relevant in public health. In parallel, cancer is the
name given to a group of diseases characterized by disordered cell growth, which can
affect various organs and tissues. Dibenzoylmethanes, compounds of natural origin,
have highly important pharmacological activities, such as antitumor and antiviral
activity. Thus, the present work consisted of the synthesis of three derivatives ABB,
EBB and DPBP, and of the commercial derivative called DBHOHs, to evaluate their
antitumor and antiviral potential. To find the cytotoxic concentration (ICs0), MTT assays
were performed with the VERO cell line, with the murine cell lines B16F10, 4T1 and
melan-a, and with the human cell lines HEK-293, HT29, SW480, MV3 and MCF-7. For
the compound ABB, the ICso values were 149.6; 63.45; 223.6; 370.4 and 122.8 ug/mL
for the VERO, melan-a, HEK-293, B16F10 and 4T1 cell lines, respectively. For the
compound EBB, the ICso values were 1670; 266.3; 833.1; 295.1; 499; 346.9; 40.44
and 8.893 ug/mL for the VERO, melan-a, HEK-293, HT29, SW480, MV3, MCF-7 and
4T1 cell lines. For the DPBP compound, the IC50 values were 149.6 and 13.95 pg/mL
for the VERO and 4T1 cell lines. The commercial derivative DBHOHs presented I1Cso
values of 14.79; 72.38; 31.78 and 31.54 pg/mL for the VERO, BGM, MCF-7 and MV3
cell lines, respectively. In this way, it was possible to obtain the selectivity index (Sl),
which consists of the ratio between the normal ICso/tumor ICso. The ABB compound
did not show selectivity for the cancers tested here. The compound DPBP presented
an IS of 10.72 for the mammary carcinoma cell line. The compound EBB presented
high selectivity for the mammary cell line, obtaining an IS of 187.78 for the murine cell
line and 41.29 for the human cell line and 4.28 for human melanoma. DBHOHs
presented selectivity greater than 2 for skin cancers (melanoma type) and breast
cancer. In the wound healing experiment, it was demonstrated that the compounds
DPBP and EBB present antimetastatic activity for breast cancer cells. The experiment

of interaction of compounds with DNA was carried out and it was obtained that the



interaction between EBB and DNA occurs through the smaller cleft. Furthermore, after
obtaining the ICso, the virucidal activity test was performed. For the EBB compound,
the estimate of the protective concentration for 50% of viral particles (ECso) was
obtained, finding the value of 6.755 pg/mL and obtaining the selectivity index of 247.22.
These results suggest the possibility of using these compounds as potential
chemotherapeutics against the cancers addressed and as antivirals in the fight against
MAYV.

Keywords: Antitumoral, antiviral, virucidal, optical tweezers.
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INTRODUCAO GERAL

Uma classe de compostos com alta atividade bioldégica descrita na literatura € a
dos dibenzoilmetanos (DBM). Esse composto e seus derivados, pertencem a um
pequeno grupo de B-dicetonas que apresentam diversas atividades farmacologicas
elucidadas, sendo elas: atividade antitumoral, antifungica, antibacteriana, anti-
inflamatoéria, fotoprotiva entre outras. Outro fator interessante é a presenca do DBM
em grande numero de familias de plantas, dentre elas a Annoceas, Astraceas,
Menispermaceae, Rosaceae, Salicaceae e Leguminaceae, sendo que a Uultima
apresenta elevada abundéancia (NETO et al., 2006).

Presentes na composicao do filtro solar, os derivados de DBM Eusolex ® 8020
e Parsol® 1789 (figura 1) sdo capazes de proteger a pele da radiacao UVA,
bloqueando a entrada da radiagcao nas células e impedindo a produgao de espécies
reativas de oxigénio (NOGUEIRA et al., 2003a). Nogueira e colaboradores (2003)
também puderam determinar a fotoestabilidade dos compostos com atividade

biologica, resultando em uma estabilidade protetiva frente a radiagao UV por até nove
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Figura 1: Compostos (A) Eusolex ® 8020 e (B) Parsol® 1789 (NOGUEIRA et al., 2003a).

Além disso, dezenove derivados desses compostos foram sintetizados e oito
deles apresentaram atividade antitumoral frente aos canceres de mama, melanoma e
pulmao (NOGUEIRA et al., 2003b). Nascimento e colaboradores (2018)sintetizaram e
avaliaram também derivados de DBM que apresentaram atividade antimelanoma
murino e puderam determinar que o novo composto foi capaz de interagir com o DNA,
desencadeando morte celular via apoptose. Outros derivados do DBM mostraram in

silico, in vitro e in vivo resultados promissores contra melanoma murino (BAETA,
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2019). Tafuri (2011) observou a atividade antiviral de flavonoides e de derivado de
DBM frente ao Herpesvirus bovino 1.

A busca de compostos naturais ou compostos baseados em compostos naturais, tem
ganhado destaque, devido a sua alta complexidade quimica e baixa toxicidade,
tornando-se mais efetivo para o alvo e dificultando o desenvolvimento de resisténcia
terapéutica(NEWMAN; CRAGG, 2012). Neste trabalho duas atividades biologicas
ganham destaque, a atividade antitumoral e a atividade antiviral. Nos dois primeiros
capitulos desta tese serdo abordados a atividade antitumoral dos derivados de DBM.

O cancer, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), € o nome dado a mais
de 100 patologias malignas cujo ponto em comum é o crescimento desordenado de
células. Além disso, esse crescimento desordenado, rapido e agressivo leva a
formacao de tumores secundarios, que se instalam em 6érgaos e tecidos diferentes
daqueles da origem do tumor. Tal fato € conhecido como metastase(“O que é cancer?
| INCA - Instituto Nacional de Cancer”, 2022). Trata-se de uma doenga de ocorréncia
mundial, dado que, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2022),
em 2018, estimou-se que 9,6 milhdes de mortes ocorreram devido ao cancer, cerca
de um sexto das mortes no mundo. Além disso, é considerada a segunda maior
causadora de 6bitos mundialmente (FIOROT et al., 2019).

Dentre os tipos de cancer mais frequentes no Brasil, temos o cancer de mama,
célon e reto, pulmao e traqueia e colo do utero (INCA, 2020). De acordo com a
estimativa para o triénio 2020-2022 do INCA, no Brasil, sao previstos cerca de 625 mil
novos casos de cancer. Dentre esses, temos como os mais incidentes o cancer de
pele ndo melanoma, canceres de mama e prostata, coélon e reto, pulméo e estémago
(INCA, 2020).

Dentre os tratamentos prescritos contra o cancer temos primeiramente
procedimentos cirirgicos com a finalidade de remocgéao do tecido canceroso. A
quimioterapia também é utilizada como forma de tratamento para canceres avangados
com ou sem metastase (“Cancer da pele - Sociedade Brasileira de Dermatologia”).
Alguns dos principais quimioterapicos hoje utilizados pelo Sistema Unico de Salde
(SUS) sao a dacarbarzina e doxorrubicina (figura 2), que foram aprovadas pelo Food

and Drugs Administration (FDA).
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Figura 2: Estrutura quimica dos quimioterapicos dacarbazina e doxorrubicina.

Essas drogas apresentam diversos efeitos colaterais, dentre eles nausea,
vémito, mialgias, parestesias, queda de cabelo e outros, o que torna o tratamento
muito debilitante para o paciente. Tais efeitos colaterais sao justificados pela baixa
seletividade do farmaco as células tumorais, ou seja, pode atuar tanto em células
sadias, quanto em células cancerosas. O emprego de tais drogas € alto e o principal
fator que o justifica & o baixo custo (PASQUALI et al., 2018; POIZEAU et al., 2020;
REZENDE et al., 2019; WILSON; SCHUCHTER, 2016). Outro fator relevante a ser
levantado sobre os quimioterapicos, € o desenvolvimento de resisténcia ao farmaco
pelas células, resultado de uma terapia de droga Unica por longos periodos ou mesmo
pela combinagao de farmacos (MDR -multi-drug-resistance) (WILSON; SCHUCHTER,
2016). Dessa forma, a busca por novos quimioterapicos com atividade seletiva para o
cancer torna-se imprescindivel, uma vez que minimizaria os efeitos colaterais atuando
diretamente nas células tumorais.

No terceiro capitulo desta tese sera abordada a atividade antiviral. Essa atividade
foi descrita por Tafuri (2011) foi para os derivados de dibenzoilmetano DPBP contra o
herpesvirus 1 (figura 3). Porém, ainda nao ha relatos de acao antiviral contra
Alphavirus. Pertencendo a esse género, o virus Mayaro (Mayaro virus - MAYV),
causador da Febre Mayaro, familia Togaviridae, também é conhecido como Arbovirus
(Arthropod-born virus), devido ao seu ciclo na natureza que envolve vetores

artrépodes hematofagos. Primeiramente relatado apenas em comunidades
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ribeirinhas, o virus é transmitido pelo Haemagogus sp. de habito silvestre. Nos ultimos
anos, foram relatados surtos de casos de Febre Mayaro em comunidades urbanas, o
que implica na classificacdo desse virus como emergente e na possivel adaptagéao do
mesmo para mudanca de vetor(DA SILVA PESSOA VIEIRA et al., 2015; ZUCHI et al.,
2014).

Figura 3. Composto DPBP testado contra o herpesvirus 1. (TAFURI, 2011)

O fato que teve grande repercussao em um estudo que mostrou, em 2011, que
o Aedes aegypti, vetor de transmissao urbano e vetor do virus Dengue, virus Zika e
virus Chikungunya é potencialmente transmissor do Mayaro em centros urbanos o
que significa que a transmissdo deste deixou de estar restrita ao mosquito
Haemmagogus sp. de habito silvestre. Em outro trabalho Zuchi e colaboradores
(2014), evidenciaram que a febre Mayaro esta circulando silenciosamente durante os
surtos de Dengue no Brasil. A observacao veio do fato de que 2,5% dos individuos
urbanos avaliados com supostos casos de Dengue estavam, na verdade, infectados
pelo virus Mayaro.

A infecgao pelo MAYV possui sintomas comuns entre as infec¢des dos virus da
Dengue, Zika e Chikungunya, sendo eles: febre, mialgia, artralgia, cefaleia, erupgdes
cutaneas e vémitos. Devido a tal similaridade entre os sintomas, o diagndstico se torna
dificil, e muitas vezes incorreto. Dessa forma, o tratamento é realizado de forma
sintomatica, devido a inexisténcia de antivirais contra tais arboviroses (COIMBRA et
al., 2007a; RECEVEUR et al., 2010; ZUCHI et al., 2014). A busca por novas drogas
constitui uma estratégia promissora, uma vez que possibilita a prospeccao de novas
classes de moléculas naturais e/ou sintéticas capazes de neutralizar ou de minimizar
a acao de patégenos-alvo ou sem nenhuma opcao de tratamento, como se tem

observado para a maioria dos virus.
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Diante da falta de farmacos especificos para tratamentos antivirais e da baixa
seletividade de quimioterapicos para o tratamento de cancer, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar os derivados inéditos de dibenzoilmetano frente a diferentes

linhagens de cancer e ao alphavirus Mayaro.
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Capitulo 1

1. Introducgao

O cancer é a doenga que tem maior incidéncia no mundo, acometendo pessoas
de diferentes idades, sexo e regiao (SUNG et al., 2021). Tal doenga caracteriza-se
pelo crescimento descontrolado de células de um dado tecido, que pode ser avido e
ofensivo ocasionando possiveis infiltracdes de tumores secundarios. Tais tumores
secundarios tem como caracteristica a colonizagdo de um novo tecido que é diferente
do tecido de origem das células, sendo mais conhecido como processo de metastase.
De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (OMS), estima-se que a doenca
tenha levado a ébito aproximadamente 10 milhées de pessoas e o cancer de mama
foi 0 que mais apresentou novos diagnédsticos, com aproximadamente 2,6 milhdes de
casos em 2020 (FIOROT et al., 2019).

Ao diagnosticar a doencga, as principais formas de tratamento consistem em
remocgao cirurgica do tumor, quimioterapias, imunoquimioterapias e radioterapias. No
Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) hoje contempla o tratamento quimioterapico
para seus pacientes, sendo os principais farmacos hoje empregados a doxorrubicina,
dacarbazina e ciclofosfamida (SISTEMA; SAUDE, 2019). Tais quimioterapicos hoje
apresentam uma baixa seletividade as células tumorais, ou seja, atua danificando
células sadias na mesma proporc¢ao que as células cancerosas. Diante de tal fato, as
drogas quimioterapicas sao responsaveis em acometer aos pacientes uma série de
efeitos colaterais desconfortaveis, tais como vémitos, parestesias, queda de cabelo,
cardiopatias, mialgias entre outros. A utilizacao de tais drogas pelo SUS hoje é alto
pelo seu baixo custo de obtencao de distribuicdo como tratamento (PASQUALI et al.,
2018; POIZEAU et al., 2020; REZENDE et al., 2019).

O cancer de mama é o tipo de cancer mais incidente em mulheres, sendo
também diagnosticado em homens com cerca de 1% dos casos de canceres em
homens, e é o causador de muitos transtornos psicologicos pos diagnésticos e durante
o tratamento (AN; HERSHBERGER; FERRANS, 2023; LASHBROOK et al., 2018;
“Psychological and psychosocial aspects of breast cancer and...: Cancer Nursing”,
[s.d.]). Seu tratamento envolve a remocao cirurgica do tumor, tratamentos
quimioterapicos, podendo ser hormonais ou nao dependendo de sua classificacao, e

radioterapias.
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O dibenzoilmetano (DBM) € um composto quimico isolado primeiramente em
extrato de plantas e que pertence a classe das beta-dicetonas (MAGALHAES et al.,
1997; NOGUEIRA et al., 2003b). Com atividades fotoprotetoras e antitumorais para
cancer de pele do tipo melanoma descritas, o DBM e seus derivados ganham
destaque na investigacao frente a outros tipos de cénceres e outras atividades
biologicas tais como anti-inflamatéria e antioxidante (GASPAR; MAIA CAMPQOS, 2006;
LIU et al., 2022; NASCIMENTO et al., 2018, 2022; NOGUEIRA et al., 2003b). Diante
aos fatos, até o presente momento nao ha revisées que tenham focado a atividade
antitumoral contra o cancer de mama do dibenzoilmetano ou quaisquer de seus
derivados sintéticos. Dessa forma, a presente revisao sistematica teve como objetivo
agregar evidéncias de atividades antitumoral contra o cancer de mama do

dibenzoilmetano e seus derivados sintéticos.
2. Material e métodos

2.1.ldentificacao e selegcao dos estudos

Para o desenvolvimento desta revisao sistematica, o questionamento: “Existem
atividades antitumorais descritas para dibenzoilmetanos e seus derivados, porém
essas atividades englobam o cancer de mama?”. Este presente artigo foi desenhado
no periodo de dezembro de 2023 a margo de 2024, seguindo critérios estabelecidos
pelo Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
(MOHER et al., 2015) e encontra-se em processo de registro no International

Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO).

Optou-se pela busca nas bases de dados Pubmed, Scielo, Lilacs e Medline.
Utilizou-se como critérios a combinacdo dos descritores “B-diketone” e
“dibenzoylmethane” com os descritores “breast cancer’; “mammary cancer’ e
“anticancer’ e nao houve restricdo para as datas de publicagdo dos artigos. Outro

critério de selecao foi estar redigido em lingua inglesa.

Um protocolo de identificagéo e selecao dos artigos originais foi estabelecido pelos
autores conforme figura 1 e as publicacbes foram analisadas e selecionadas
manualmente e de maneira independente por dois autores de acordo com os critérios
de elegibilidade, além de retirarem possiveis duplicatas. Quaisquer duvidas ou

discrepancias sobre os artigos foram discutidas e avaliadas criteriosamente entre os
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autores, que decidiram sobre o critério de inclusdo. A busca resultou, portanto, em um
total de 121 artigos, que apos leitura do titulo e resumo e a avaliagao dos critérios de

elegibilidade, nove (9) foram incluidos nesta revisao.

2.2.Critérios de elegibilidade

Como critérios de inclusédo, definiu-se: artigos originais e escritos em inglés ja
publicados; modelo experimental in vitro; e que avaliasse a atividade antitumoral
contra o cancer de mama do dibenzoilmetano ou qualquer de seus derivados

sintéticos.

Como critérios de exclusao, definiu-se: modelo experimental in vivo; resumos;
capitulos de livros; livros; estudos conduzidos em humanos; artigos néo publicados;
artigos duplicados; artigos de revisao; monografias; dissertagbes; teses; e estudos
gue nao abordasse atividade contra o cancer de mama do dibenzoilmetano e/ou seus

derivados.

2.3.Extracao dos dados dos artigos

Os dados obtidos dos estudos e avaliados pelos autores foram: autores; ano de
publicacao; modelo experimental (tipo celular, tratamento, doses utilizadas, periodo

de tratamento); mecanismos de acao e efeito dos tratamentos.
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Capitulo 1

3. Resultados e discussao

3.1.Descricao dos estudos

Realizada as etapas de identificacao, selecéo e elegibilidade, nesta revisao incluiu-
se 9 artigos publicados compreendem entre os anos de 2001 e 2023. Os artigos
utilizaram modelo in vitro para avaliagdo da atividade antitumoral contra o cancer de
mama do dibenzoilmetano e/ou seus derivados.

Para os estudos experimentais in vitro, foram utilizadas as seguintes linhagens
celulares: MCF-7 (n=8), MBA-MB 231 (n=4), MCF-10 (n=1), NCI ADR (n=1) e MCF-
7R (n=1). Tais linhagens foram tratadas com concentra¢des do dibenzoilmetano e/ou
seus derivados em concentragdes variando de 0,25 a 250 ug/mL em um periodo de 5

a 48 horas.

3.2.Dibenzoilmetano e seus derivados sintéticos

A classe das [-dicetonas engloba muitos compostos cuja estrutura e
funcionalidade sdo bem descritas e conhecidas. A exemplo, temos a curcumina,
composto majoritario presente no rizoma da Curcuma longa, popularmente conhecido
como acgafrao, possui diversas atividades antioxidantes, antimicrobiana, antitumoral e
anti-inflamatéria descritas (AMALRAJ et al., 2017; SUKUMARI-RAMESH et al., 2011).
O dibenzoilmetano também pertence a esta classe e de maneira semelhante possui
diferentes atividades também ja elucidadas tais como antitumoral, antioxidante,
antiviral e anti-inflamatéria. Seus derivados sintéticos também estdo sendo
investigados, uma vez que modificacbes em sua estrutura pode contribuir para melhor
desempenho em suas atividades.

Nesta revisdo, além do dibenzoilmetano, alguns de seus derivados sintéticos
também foram avaliados frente as células tumorais de mama. Nota-se que em relacao
as alteragbes estruturais acometidas, pode-se ressaltar que as principais adicdes em
sua estrutura foram compostas de grupamentos benzila, propil, acetilenometil, metoxil

e butil, como observado na figura 2.
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Figura 2: Dibenzoilmetano e seus derivados estudados nos artigos selecionados nesta revisdo
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3.3. Atividade antitumoral

Um composto que possua atividade antitumoral deve ser capaz de inibir o
crescimento de células cancerosas €, de preferéncia, nao inibir o de células normais.
Os quimioterapicos hoje utilizados apresentam a capacidade de inibir ou induzir a
morte em células independente de sua caracteristica (HAO et al., 2021; HARBECK;
GNANT, 2017; LEU; MAA, 2002). Os ensaios aqui tratados consistiram em ensaios de
viabilidade celular por meio da redugao do sal de tetrazélio amarelo ou MTT. As células
expostas com diferentes concentracbes do composto sao avaliadas posteriormente
quanto a sua viabilidade mitocondrial (MOSMANN, 1983).

Os artigos abordaram diferentes tipos celulares, sendo eles a MCF-7, MDA-MB
231, MCF-7R, NCI ADR e MCF-10F. A MCF-7 € uma linhagem de células humana
isolada de uma paciente de 69 anos tendo sua caracteristica ser uma linhagem obtida
de metastase pleural e expressar receptores de estrogénio (ATCC, 2003a). De
maneira similar, a MCF-7R €& a mesma linhagem que foi submetida a processos de
exposicao a drogas e, portanto, adquiriu-se resisténcia a quimioterapicos utilizados.
Ja alinhagem MDA-MB 231 foi obtida de uma paciente de 51 anos e apresenta (ATCC,
2003b). A linhagem NCI ADR foi originalmente classificada como uma linhagem
tumoral de mama, porém em estudos posteriores foi possivel identifica-la como uma
linhagem de cancer de ovario, sendo aplicada em estudos de resisténcia a drogas
quimioterapicas (LISCOVITCH; RAVID, 2007). Por fim, a linhagem MCF-10F & uma
linhagem normal de mama, derivada de um fibrocito, € aplicada em estudos cujo
objetivo é o estudo de culturas em trés dimensbes devida a sua caracteristica de

formacao de tumores quando estimulada (ATCC, 1997).

O processo de formacao de uma célula cancerosa advém do acumulo de mutagdes
a qual ela é submetida, sendo a causa da mutacao variavel, podendo ser genético ou
por fatores externos tais como exposicao a radiacao, estilo de vida, alimentacao, entre
outros. Uma das mutagcdes que podem ocorrer sdo as chamadas formacao de aduto
de DNA, que consiste na formagcao de uma ligacdo covalente entre um DNA e um
produto quimico, resultando na inviabilizacdo de daquela regido e a replicacao
incorreta do DNA (HUANG et al., 1998; RAJALAKSHMI et al., 2015; SUKUMARI-
RAMESH et al., 2011; ZHENG et al., 2000). Lin e colaboradores (2001) puderam
estudar que dibenzoilmetano e alguns de seus derivados sdo capazes de inibir a
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formacao, visto que submeteram as células a farmacos carcinogénicos formadores de
adutos de DNA e as trataram com derivados de DBM. Observou-se que foi capaz de

reduzir a formacao de adutos de DNA em, no minimo 60%.

Um ponto a se destacar seria sobre o processo migracional das células, no qual
consiste em uma célula ter a capacidade de se deslocar e colonizar novos ambientes.
Esse processo invasivo pode ocorrer de maneira local, na qual as células tumorais
invadem tecidos vizinhos ao de origem, ou mesmo de maneira periférica, na qual a
célula maligna pode adentrar a corrente sanguinea e assim migrar para colonizagao
de novos tecidos distantes do ponto de origem (REDMER, 2018)(REDMER, 2018).
Essa colonizagdo é conhecida como metastase, e em sua maioria das vezes esta
associada a um prognostico ruim. Algumas vias de sinalizagdo séo necessarias para
inicializacao do processo migratério e a resposta celular frente as moléculas sao de

suma importancia.

O processo migratério depende primeiramente da quebra ou remodelagdo da
matriz extracelular de maneira que facilite a permeabilidade das células e que seja
possivel recrutar a modelagcao de novos vasos. Algumas proteinases sao de grande
importancia para que esse processo possa ocorrer, sendo o0 grupo das
metaloproteinases da matriz (MMPs) o principal responsavel por degradar uma série
de constituintes da membrana basal e da matriz extracelular. Uma das MMPs de
grande importancia na degradacdo da matriz extracelular € a MMP-9, que é
superexpressada em células neoplasicas com carater invasivo (JOBIM et al., 2008;
LIN et al., 2008; LONG et al., 2009). Derivados do DBM e o préprio DBM foi capaz de
inibir o processo migratério das células tumorais bloqueando a via de ativacado de

expressao da MMP-9, o que resultou na diminuicao da migracao destas in vitro.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um dos fatores que
desencadeiam respostas significativas para o crescimento e suprimento do tumor,
uma vez que o mesmo ira recrutar células para desenvolvimento de seu sistema de
vascularizagao e assim suprir as necessidades metabdlicas das células (ANAND et
al., 2011; LIU et al., 2011; MARMOL et al., 2017). Ao produzir e excretar o VEGF, as
células tumorais induzem as células endoteliais a proliferacdo e em paralelo
aumentam a permeabilidade capilar (JOBIM et al.,, 2008). Em conjunto com a

expressao das MMPs para degradagao da matriz extracelular o ambiente perfeito para
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as mesmas possa migrar para 0s vasos recém produzidos e assim entrarem em

circulacao para futuras colonizagées.

Entre as vias de ativagcao da resposta celular proliferativa, tem-se a via dependente
da NF-kB, ou fator nuclear kappa B. Esse complexo proteico desempenha fungdes
importantes no quesito transcricdo, e esta presente em ativacées de vias como
resposta diante de estresse, oxidagdo de lipideos, antigenos virais e bacterianos,
radiagao UV e citocinas. Como um agente fundamental da resposta imune, a (GUO et
al., 2021; THIMMULAPPA et al., 2021) atua como ativadora de genes para transcricao
de citocinas inflamatérias, quimiocinas e moléculas de importante papel na adesao,
apoptose, proliferacdo, morfogénese e diferenciacao celular (PARK et al., 2009;
PIRES, 2018).

Anand e colaboradores (2011) verificaram que o dibenzoilmetano, a curcumina
e outros analogos, foram capazes de inibir a proliferagéo celular de maneira dose-
dependente. Com diferentes respostas em suas diferentes moléculas, notou-se que a
resposta de inibicao da NF-kB e, consequentemente da proliferacéo, € dependente da

estrutura molecular do composto.

Tratando-se de um tecido que responde a hormdnios sexuais, o cancer de
mama tem como diferencial sua resposta aos hormdnios do ciclo feminino (ISERI et
al., 2011; WAKS; WINER, 2019). O tecido mamario ira responder aos horménios
estradiol e progesterona, presentes no ciclo reprodutivo e, muitas vezes, sendo
usados como reposicdo hormonal em pacientes na menopausa ou como forma
contraceptiva, sendo esta a responsavel pela inibicdo da ovulacdo (ARAUJO et al.,
2018; TIAN et al.,, 2018). O estradiol atua como um indutor de proliferacdo em
linhagens tumorais de mama, sendo um dos responsaveis pelo rapido
desenvolvimento e possiveis invasdes das células cancerosas. Lin e colaboradores
(2006b) avaliaram se o DBM seria capaz de inibir a via de sinalizagao dependente de
estradiol. Nota-se que o DBM inibiu o crescimento das células por esta via e inibiu
também a expressao de oncogenes de grande importancia oncolégica, sendo eles

telomerase, c-myc, Ha-ras e bcl- 2.

Ao realizar a presente revisao, pode-se averiguar a presenca de estudos do

dibenzoilmetano e/ou seus derivados em diferentes bases de dados digitais. A tabela
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1 traz um compilado de informacdes obtidas nesta revisao, sendo dados de relevancia

para mapear e compreender as atividades ja descritas de tais moléculas.
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4. Conclusao

Nesta revisdo, a maioria dos artigos aqui aprofundados nao avaliaram a
citotoxicidade do dibenzoilmetano e seus derivados em células normais, o que implica
em uma possivel nao-seletividade deles quando reavalia-los. Porém, diante das
evidéncias, nota-se que o dibenzoilmetano e seus derivados possuem potencial
atividade antitumoral contra o cancer de mama, visto que apresentou a capacidade

de inibir o crescimento de diferentes células de tal neoplasia.

Ainda no contexto de atividade antitumoral, nota-se que a capacidade de inibir
processos migratérios do dibenzoilmetano e seus derivados foi de suma importancia,
visto que mesmo na presenga de um indutor de migragcéo e proliferacdo o mesmo
bloqueou tais processos. Além disso, a determinacao da inibicao da via de sinalizacao
da proteinase MMP-9 via proteina cinase C (PKC)d foi fundamental para compreender

o porqué do impedimento do processo migratério.

De maneira paralela, observou-se que o DBM e seus derivados inibiu processos
proliferativos ao interferir em vias dependentes da ativacao da NF-kB, e, além disso,
torna-se um potencial agente anti-inflamatério, visto que tal via é capaz de ativar a

transcricao de citocinas pro-inflamatoérias.

Por fim, nota-se que o dibenzoilmetano e seus derivados possuem potencial agao
antitumoral frente ao cancer de mama, sendo necessario apenas averiguar sua agao

sobre células normais.
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Sintese e avaliagao in vitro da atividade antitumoral de derivados de

dibenzoilmetano
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CAPITULO 2

1. Introducao

O processo de urbanizagao e o desenvolvimento social no Brasil e no mundo
trouxe melhorias para o bem-estar populacional, diminuindo assim doencas
infectocontagiosas decorrentes da ma estrutura e do saneamento basico precario
(UHR; SCHMECHEL; UHR, 2016). Dessa forma, com melhorias na qualidade de vida
da populacao, houve uma alteracao no perfil de morbidade, uma vez que ocorreu a
diminuicdo das doencas decorrentes da falta de saneamento basico e ocorreu
elevacao da ocorréncia das doencas de desordens metabdlicas, como por exemplo
diabetes e o cancer (INCA, 2020; Fiocruz, 2018).

O microambiente tumoral é composto por um conjunto de células normais
associadas a células tumorais, sendo conhecido como estroma. Nesse estroma, &
possivel identificar a presenca de leucécitos, fibroblastos associados ao cancer (CAF),
pericitos (células de estabilizacdo associadas aos vasos sanguineos), vasos
sanguineos (responsaveis pela nutricdo do tumor) e os vasos linfaticos. O surgimento
do tumor influencia também o aparecimento de alteragdes fenotipicas dos
constituintes do estroma, uma vez que as células tumorais secretam citocinas que
moldam e regulam as células em seu entorno, fazendo com que haja um
mascaramento do surgimento do tumor (MUNIR et al., 2021; TURLEY; CREMASCO;
ASTARITA, 2015).

O melanoma, um tipo de cancer de pele, apesar de possuir baixa incidéncia (cerca
de 3% dos cénceres de pele diagnosticados) € um dos cénceres que possui maior
potencial metastatico induzindo alta mortalidade (“Tipos de cancer | INCA - Instituto
Nacional de Cancer”). Sua origem se deve a mutagdes dos melanécitos (células que
constituem a porcao inferior da epiderme) que acarretam um crescimento
desordenado das células e alteragdo de coloragdo da regiao, denominada nevos.
Essa alteracdo € observada por meio da hiperprodugcédo de melanina, proteina que
possui coloragcao marrom e tem capacidade proteger o nucleo celular da radiacao
UV(SHAIN; BASTIAN, 2016). A principal forma de deteccao inicial dessa doenca é por
meio de exame dermatoscédpico visando analisar a forma e coloracdo de nevos
(Figura 1). De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia, o melanoma tem

90% de chances de cura quando detectado precocemente.
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Figura 1. Dermatoscopia forma e coloragao de nevos (Foto dominio publico)

Por ser uma doenca silenciosa e de rapido desenvolvimento, muitas vezes o
diagndstico é feito tardiamente e, consequentemente, as chances de se desenvolver
metastases sao elevadas (SHAIN; BASTIAN, 2016; ZBYTEK et al., 2008). Pode-se
observar ainda que o melanoma metastatico, ou invasivo, deixa de habitar a epiderme
e inicia 0 seu processo de invasao a outros tecidos e érgaos, sendo apenas detectavel
com exames mais especificos para encontrar as metastases. Cerca de 40% dos casos
de metastases diagnosticadas sdo encontrados no cérebro e ainda as lesdes
causadas por elas sdo de 70 a 90% maiores do que o esperado, indicando, portanto,
que o diagnostico de doenca metastatica quase sempre é tardio (REDMER, 2018;
SHAIN; BASTIAN, 2016).

Uma das mutag¢des mais conhecidas e comuns, abrangendo cerca de 90% dos
melanomas em estagio avancado, € a mutacado no gene BRAF, sendo a mutacao
V600E, a mais recorrente. Essa mutagao contribui para a multiplicacdo das células
menalociticas malignas de forma acelerada e descontrolada, levando a um aumento
do tumor de maneira rapida (SCHADENDORF; HAUSCHILD, 2014; SHAIN;
BASTIAN, 2016). A realizacao de exame de biopsia seguida de analise de mutacdes
genéticas do melanoma é imprescindivel para permitir a escolha do melhor

tratamento.

O cancer de colon-retal ou colorretal, segundo INCA (2021) corresponde a
todas as neoplasias presentes no intestino grosso e reto. E o segundo tipo de cancer
mais incidente no Brasil, um dos mais incidentes no mundo e possui um prognostico
positivo quando detectado precocemente. Seu desenvolvimento esta relacionado com

o estilo de vida do paciente, sendo de suma importancia o tipo de alimentacao,
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praticas de atividades fisicas, idade, presenca de doencgas intestinais crénicas e a
mutacao em genes especificos (DEL CARMEN et al., 2017; LEE et al., 2021).

O adenocarcinoma colorretal € a manifestacdo mais comum de cancer colon-
retal, o qual se origina da modificacao de criptas normais a adenomas (OLIVEIRA,
2019). Na grande maioria das vezes, o cancer colorretal surge de maneira silenciosa,
€ 0 processo se inicia por meio da mutagdo no gene da polipose adenomatosa coli
(APC), gene responsavel pela supressdao de tumor. Com essa mutagdo, ha um
aumento da multiplicacao das células, gerando um polipo que pode se tornar maligno
numa probabilidade de 15% num periodo de 10 anos (CENTER et al., 2009; MARMOL
et al., 2017; YIU et al., 2017).

O cancer ou neoplasia de mama é um dos trés mais incidentes, juntamente
com pulmao e célon, e o mais frequente em mulheres no mundo, além disso apresenta
alta heterogeneidade clinica, morfolégica e biologica (HAMMADI et al., 2017,
QUASSINTI et al., 2019). A figura 2 ilustra a mama feminina que € composta por
I6bulos, ou glandulas que sao responsaveis pela producao do leite; ductos, pequenos
canais responsaveis pelo transporte do leite das glandulas até o mamilo e pelo
estroma, que é composto pela presencga do tecido adiposo e conjuntivo que envolve
os ductos, l6bulos, vasos linfaticos e sanguineos (HAMMADI et al., 2017; HARBECK;
GNANT, 2017; POPOLIM, 2016).

Parede Tordcica

Figura 2. Anatomia da mama feminina. Adaptado de Popolim (2016).

O diagnéstico do cancer de mama hoje é feito por meio da mamografia, seguido
de biépsia do tumor. O diagnéstico mais comum € o carcinoma ductal invasivo,

correspondendo até 75% dos casos, seguido pelo carcinoma lobular invasivo (WAKS,;
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WINER, 2019). Sua etiologia € variada, dependendo do estilo de vida como
alimentacao, pratica de atividade fisica, tabagismo, uso de contraceptivos, e

principalmente histérico familiar em mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2.

A neoplasia mamaria pode ser classificada em quatro grupos dependendo das
mutacdes nela presente, descritos na tabela 1. As classificacdes sao baseadas em
receptores especificos de células mamarias, sendo eles os receptores hormonais
(progesterona e estrogeno) e os receptores HER2. Os grupos luminal A e luminal B
apresentam receptores hormonais, podendo ser de estrégeno ou progesterona ou
ambos, porém nao apresentam o receptor HER2. O receptor HER2, receptor tipo 1 do
fator de crescimento epidérmico humano, esta fortemente relacionado com o
crescimento tumoral, uma vez que sua expressdo aumentada induz ao crescimento
(HARBECK; GNANT, 2017; WAKS; WINER, 2019; ZHENG et al., 2000).
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Tabela 1. Perfil molecular para determinag&o do grupo de cancer de mama. Adaptado de HARBECK &
GNANT (2017).

Classificacdo/Receptores Progesterona  Estrogeno HER2 Proliferacao

Luminal A +/- +/- - Baixa
Luminal B +/- +/- - Alta
HERZ2 enriquecido - - + *

Triplo Negativo - - -

*Pardmetro nédo avaliado para a classificagdo

O uso de combinagdes de quimioterapicos ou mesmo quimioterapicos com

imunoterapia tem sido de grande sucesso nos ultimos anos, sendo este ultimo

conhecido também como bioquimioterapia. A associagao de terapias visa um

tratamento mais especifico para as células cancerigenas e aumentar, portanto, a
seletividade dos farmacos(PASQUALI et al., 2018).

2. Objetivo

2.1.Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a avaliagdo de compostos derivados de

dibenzoilmetano e suas atividades antitumoral in vifro em células tumorais de

diferentes linhagens.

2.2.Objetivos especificos

Realizar a sintese dos compostos derivados de dibenzoilmetano;

Purificar os compostos sintetizados por meio de cromatografia em camada
delgada;

Caracterizar quimicamente os novos compostos via ressonancia magnética
nuclear;

Cultivar as linhagens celulares normais e de cancer;

Realizar testes de citotoxicidade a fim de encontrar a concentracéao citotoxica e

avaliar a seletividade (IS) dos compostos;
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e Realizar e desenvolver ensaios de migracdo a fim de avaliar a atividade
antimetastatica dos compostos de interesse;
e Avaliar a interacao dos compostos promissores com DNA

e Avaliacao de interferentes do ciclo celular.

3. Metodologia
3.1.Cultivo celular

3.1.1. Linhagens celulares

As linhagens tumorais utilizadas foram murinas B16F10 (melanoma), 4T1
(carcinoma mamario), e humanas HT29 (adenocarcinoma de colon retal), MCF-7
(adenocarcinoma mamario), HEPG2 (carcinoma hepatico), MV3 (melanoma) e
SWA480 (adenocarcinoma de célon retal). As linhagens normais HEK-293 (epitélio
humano de rim), BGM (epitélio de rim de macaco), VERO (epitélio de rim de macaco)
e melan-a (melanécito murino). Todas as linhagens foram cultivadas no Laboratério
de Pesquisas Aplicadas ao Céancer (LAPAC), na Universidade Federal de Vigosa. As
células VERO, BGM, HEPG2, HEK-293, B16F10, SW480, e HT29 foram mantidas
em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Sigma-Aldrich) e as
células MCF-7, MV3, melan-a e 4T1 foram mantidas em meio RPMI1640 (Roswell
Park Memorial Institute) (Sigma-Aldrich), ambos os meios com um coquetel de
antibiéticos e antifungico contendo penicilina 100 U/mL, estreptomicina 0,1 mg/mL e
suplementados com 10 % de soro fetal bovino (SFB - todos Sigma-Aldrich). As
garrafas de cultivo celular de poliestireno de cada linhagem, anteriormente citadas,
foram mantidas em incubadora (MCO-18AC Panasonic, U.S. Canada) a 37°C, 5% de

CO2 e 95% de umidade relativa.

3.2.Sintese, purificagao e caracterizagao

As sinteses foram realizadas no Laboratério de Quimica e Bioquimica de Produtos
Naturais (BIONAT) da Universidade Federal de Vigosa, e seguindo as especificacdes
da patente PI0006583-8. Os espectros de RMN 'H e '3C, DEPT, foram obtidos em
espectrometros Bruker Avance de 400 e 100 MHz no LAREMAR, Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais. Os solventes utilizados foram

cloroférmio deuterado (CDCIs), usando-se como referéncia interna o tetrametilsilano
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(TMS) para espectros de RMN 'H. As cromatografias em camada preparativa (CCP)
foram feitas em silica gel G e silica gel GF254 Merck na proporgéo de 2:1, sobre suporte
de vidro (espessura de 1mm). As cromatografias em camada delgada foram feitas em
cromatofolhas de aluminio silica gel G Fz2s4 0,2 nm Art. 1.05554 Merck. A revelacao
das cromatografias foi por meio da camara com lampada de UV nos comprimentos de
onda 254 e 366 nm.

3.2.1. Sintese do composto EBB

Br I j
K2CO3
.

(CH3)2CO

Figura 3. Reacéo de alquilagdo para sintese do composto EBB.

Para a sintese do EBB, utilizou-se o material de partida propildibenzoilmetano
(1 equiv.) e carbonato de potassio (3,0 equiv.) suspendidos em acetona (20mL) e
agitados por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se o
reagente de alquilagdo brometo de benzila (1,0 equiv.) e a mistura permaneceu em
agitacdo por 72 horas, sendo monitorada por cromatografia em camada delgada
(CCD). Transcorrido o tempo, a reacgao foi finalizada filtrando-a e evaporando-se o
solvente com auxilio de um rotaevaporador. A purificacdo ocorreu em cromatografia
de camada delgada de silica (CCD) e o produto purificado obtido foi enviado para

caracterizacao por ressonancia magnética nuclear.
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3.2.2. Sintese do composto ABB

(CH:)2CO

Figura 4. Reacéo de alquilagdo para sintese do composto ABB.

Para a sintese do ABB, utilizou-se o material de partida butil
metoxidibenzoilmetano (1 equiv.) e carbonato de potassio (3,0 equiv.) suspendidos em
acetona (20mL) e agitados por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se o reagente de alquilagdo brometo de benzila (1,0 equiv.) e a mistura
permaneceu em agitagdo por 72 horas, sendo monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD). Transcorrido o tempo, a reacao foi finalizada filtrando-a e
evaporando-se o solvente com auxilio de um rotaevaporador. A purificagdo ocorreu
em cromatografia de camada delgada de silica (CCD) e o produto purificado obtido foi

enviado para caracterizagao por ressonancia magnética nuclear.

3.2.3. Sintese do composto DPBP
. ==
(CH3),CO

\

Figura 5. Reac&o de alquilagdo para sintese do composto DPBP

Para a sintese do DPBP, utilizou-se o material de partida dibenzoilmetano (1,34
mmol) adicionou-se K2COs3 (4,02 mmol) e acetona (20 mL), deixou-se sob agitacao

por 30 minutos. Apéds este tempo, adicionou-se lentamente uma solucado do brometo
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de benzila (1,34 mmol), em acetona (10 mL). A mistura reacional foi agitada
vigorosamente por 72h e, entéo, filtrada para remocéao dos sélidos em suspensao. O
filtrado foi concentrado sob pressao reduzida e o residuo obtido foi purificado por
cromatografia em coluna cromatografica (CC, hexano/acetato de etila 95:5),
fornecendo o produto alquilado desejado. A reagdo foi acompanhada através de

cromatografia de camada delgada (CCD).

3.2.4. Composto DBMOHs

I
o

o OH

Figura 6: Composto comercial 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1,3-diona (DBMOH:s)

O composto sintético 1-(2-hidroxifenil)-3-fenilpropano-1,3-diona (DBMOHEs) foi
adquirido da empresa Sigma-Aldrich® e foi utilizado para avaliagdo da sua atividade

antitumoral.

3.3.Ensaio citotoxico

Os compostos foram utilizados em teste de citotoxicidade, o qual determina a
concentragao trabalho, citotéxica para 50% das células (CCso = ICs0). As células foram
distribuidas em microplacas de 96 pogos (1x10* células/100 uL/pogo) e incubadas a
37°C por 24h. Em seguida, adicionou-se 100 pL/po¢co de meio completo e diferentes
concentragdes dos compostos e em triplicatas. Incubou-se por 48h e, apoés, retirou-se
o0 meio contendo as diluicdes dos compostos e adicionou-se um novo meio de cultura
10% (v/v) da solugcao de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (5
mg/mL em PBS), incubando-as a 37°C por 180 min. Removeu-se 0 meio e em seguida
adicionou-se 100uL de Dimetil Sulféxido (DMSO) por pogo para dissolver os cristais
de farmazan, mantendo as culturas sob agitacdo a 150 rpm por 5 minutos. As
absorbancias em cada pog¢o foram obtidas em espectrofotdmetro de ELISA (A= 570

nm).
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As concentragdes inibitorias de 50% das células (ICso) para cada composto foram
calculadas por meio de uma regressao nao-linear de log[Dose] versus % de células
viaveis, sendo o calculo realizado pelos softwares GraphPad Prism® 8.0 e Microsoft
Office Excel 2013®.

3.4.Ensaio de migragao celular

O ensaio de cicatrizacao de feridas (Wound healing ou Fence assay) foi utilizado
para avaliar o efeito dos derivados de dibenzoilmetano sobre a capacidade migratéria
nao-direcional das células tumorais de mama murino (4T1). Para o desenvolvimento
destes experimentos semeou-se 5 x 10* células nos pogos de placas de 24 pocos. As
placas foram mantidas em condi¢cdes padréo de cultivo celular até atingirem 80-90%
de confluéncia. Decorrido este periodo realizou-se, em cada po¢o, uma fenda ou
“ferida” na monocamada celular através da delicada passagem da ponta de uma
ponteira de micropipeta. Os pogos da placa foram lavados duas vezes com PBS
(solucao fosfato salino) e acrescidos de meio de cultivo isento de SFB, juntamente
com o tratamento nas respectivas concentracbes de ICso. As células foram
fotografadas com o auxilio de um microscépio invertido em diferentes tempos apos o
ferimento (0, 6, 12, 24, 48 e 72h). O comprimento da lacuna de migracao foi medido
usando o software Imaged. Concomitantemente, calculou-se a taxa de migracao

celular utilizando a equacéao abaixo.

Area da lacuna no tempo 0 — Area da lacuna no tempo n
Porcentagem de fechamento da lacun = - x 100
Area da lacuna no tempo 0

3.5.Ensaio de interagao com DNA por meio de pingamento optico

As amostras de A-DNA (48.502 pares de bases, comprimento de contorno de ~
16,5 ym) foram marcadas na extremidade com biotina ligada por uma extremidade a
uma esfera de poliestireno revestida com estreptavidina de 3 um de diametro e, na
outra extremidade, uma lamela revestida com estreptavidina previamente preparada.
Todas as medi¢des foram realizadas em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)
pH 7,4 e cloreto de sddio 140 mM. A concentracéo de cada composto na amostra foi

variada durante os experimentos.

A configuracdo da pingca éptica € composta por um laser de fibra dopada com

itérbio de 1.064 nm (IPG Photonics) montada em um microscépio invertido Nikon Ti-S
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com uma objetiva 100X N.A. 1.4. As moléculas de DNA foram alongadas
movimentando a platina do microscépio e, consequentemente, a laminula, sob
velocidade controlada por meio de um dispositivo piezoelétrico (PINano P-545, Physik

Instrument).

O experimento inicialmente se sucedeu com moléculas de DNA pura (0,0 uM de
derivado de dibenzoilmetano). Primeiro, foi escolhido aleatoriamente uma esfera e
realizou-se o teste para verificar a presengca de um DNA ligado a ela movendo o
estagio do microscépio. Se o comprimento do contorno medido concordasse com o
valor esperado para A-DNA (16—17 pm), mais cinco medidas de alongamento foram
feitas e os valores médios de persisténcia e comprimentos de contorno obtidos
(NASCIMENTO et al., 2018b). Esses dois parametros mecanicos obtidos por dados
brutos e determinados pelo ajuste das curvas experimentais de forgca-extenséao,
medidas no regime entrdpico de baixa forca (F <3 pN), ao modelo de cadeia
semelhante a verme (WLC) de Marko-Siggia. Em seguida, alterou-se a solucao
tampao circundante, introduzindo os compostos sintéticos na concentragéo escolhida.
Cerca de 1 hora ap6s, repetiram-se os experimentos de alongamento, a fim de atingir
o equilibrio quimico da reacgao de ligacao. Em seguida, realizou-se um novo conjunto
de cinco medigbes, e os valores médios e os erros padrdo das propriedades
mecanicas em cada concentracdo calculados (NASCIMENTO et al., 2018). Por fim,
propde-se um modelo para determinar os parametros de ligacao derivado-DNA

proposto conforme realizado por Nascimento e colaboradores (2018).

3.6.Avaliacao do ciclo celular

Para avaliar se os compostos testados interferiam no ciclo celular, as células foram
plaqueadas em placas de 6 pogos (5x10° células/poco) e tratadas com a concentragéo
citotéxica para 50% (ICso0) por 48 horas. Em seguida, as células foram retiradas da
placa e ressuspendidas em etanol 70% (1mL) e centrifugadas. Descartou-se o
sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 200uL de solugdo tampao contendo
PBS, RNAse A (20mg/mL — Invitrogen ®) e iodeto de propidio (10ug/mL — Sigma-
Aldrich®) e incubou-se por 1 hora antes da contagem e posterior analise no citémetro
de fluxo (ZHU; HUANG; WU, 2015). Transcorrido o tempo, a suspensao celular foi
transferida para um microtubo (Eppendorf®) e levados a refrigeracéo até a analise no

citbmetro de fluxo BD FACS Verse®, sendo analisados 10000 eventos por amostra.
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Para melhor analise, a quantidade de DNA presente em cada célula indica em qual
fase do ciclo a mesma se encontra, e neste trabalho as fases foram segmentadas da
seguinte forma: G0-G1 (conteludo de DNA 2n); S (conteudo de DNA em duplicagéo),
G2-M (conteudo de DNA=4n) e DNA fragmentado (conteudo de DNA inferior a 2n).

4. Resultados e discussao

4.1.Sintese e purificagao do 1-[(4-tert-butil)fenil]-2-benzil-3-(4-metoxifenil)-

1,3-propanodiona (ABB)

Figura 7: Estrutura do composto sintetizado ABB, em vermelho o substituinte adicionado na reagéo de
alquilacéo.

A reacao de alquilagao do butilmetoxidibenzoilmetano com brometo de benzila
levou a sintese do composto alquilado que foi obtido como um sélido amorfo incolor.
Apos o final da reacao, realizou-se a purificagdo em cromatografia em camada
preparativa de silica utilizando-se a fase mével hexano e acetato de etila (95:5),
levando a obtencao do produto alquilado. As absor¢ées em 5,43 (1H, t, J =7 Hz, H-2)
no RMN'H e C-2 (59,0 C-H) no RMN '3C corroboram com a estrutura proposta
mostrado a adicao do substituinte no material de partida. Para o composto ABB, as
figuras 8 a 19 mostram o espectro de RMN de 'H e '3C, confirmando a pureza e a

estrutura do composto sintetizado.
Aspecto Fisico: Soélido amorfo incolor

RMN 'H &: 7,90 (2H, dd, J = 10; 2Hz, RMN "3C &: C-1"-C-1’ (139,4 Co), C-
H-2”, H-6"), 6,88 (2H, dd, J = 10; 2Hz, 2’-C-6-C-2"-C-6"(129,0 C-H), C-3’-C-
H-3”, H-57), 5,43 (1H, t, J = 7 Hz, H-2), 5” (114,0 C-H), C-4” (163,4 Co), C-3"-
7,86 (2H, dd, J = 10; 2Hz, H-2’, H-6") C-5 (125,8 C-H) C-4’ (155,2 Co), C-3
7,41 (2H, dd, J = 10; 2Hz, H-3', H-5") (194,1 C = 0), C-2 (59,0 C-H). C-1
7,12-7,26 (5H, m, H-2"", 3", 4", 5", (195,0 C = O), C-1” (35,2 CHz), C-1""
6""), 3,44 (2H, dd, J = 14; 7, H-1”), (133,4 Co), C-2"-C-6"" (128,6 C-H),
1,30 (9H, s, CHz) 3,83 (OCHs). C-3""-C-5"" (128,9 C-H), C-4"” (126,5
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Figura 8. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCls) do ABB.
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Figura 9. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCls) do ABB.
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Figura 10. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDClIs) do ABB.
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Figura 11. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCls) do ABB.
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Figura 12. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDClIs) do ABB
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Figura 13. Espectro de RMN-1H (400 MHz, CDCIs) do ABB.
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Figura 16. Espectro de RMN-13C (100 MHz, CDCls) do ABB.
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Figura 17. Espectro de RMN-13C (100 MHz, CDCIs) do ABB.
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Figura 18. Espectro de DEPT (100 MHz, CDCls) do ABB.

63



Capitulo 2

ABB-lg.ﬂd

0
e}

5652
3104

3527

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T .
60 S9 S8 57 S6 S5 S4 53 52 S1 S0 49 48 47 46 4 45 )44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30
1 (ppm

Figura 19. Espectro de DEPT (100 MHz, CDCls) do ABB.

4.2.Sintese e purificagcao do 1-[(4-iso-propil)fenil]-2-benzil-3-fenil-1,3

propanodiona (EBB)

Figura 20: Estrutura do composto sintetizado EBB, em vermelho o substituinte adicionado na reagéo
de alquilacao.

Areacéao de alquilagao do propildibenzoilmetano com brometo de benzila levou

a producao do composto alquilado que foi obtido como um sélido amorfo incolor. Apos

o final da reacao, realizou-se a purificacdo em cromatografia em camada preparativa

de silica eluida com fase mével hexano e acetato de etila (95:5). As absorgdes em 5,5

(1H, t, J = 7 Hz, H-2) no RMN'H e C-2 (59,0 C-H) no RMN '3C corroboram com a
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estrutura proposta mostrado a adi¢cao do substituinte no material de partida. As figuras

Capitulo 2

21 a 32 mostram o espectro de RMN de 'H e '3C do composto sintetizado.

Aspecto Fisico: Solido amorfo incolor

RMN 'H &: 7,85 (2H, dd, J = 10; 2Hz,
H-2", H-6"), 7,40 (2H, dd, J = 10; 2Hz,
H-3”, H-57), 7,89 (2H, dd, J = 10; 2Hz,
H-2', H-6'), 7,14-7,52 (8H, m, H-3', 4’
5 27, 37 47 57 6", 55 (1H, t, J
= 7 Hz, H-2), 3,44 (2H, dd, J = 14, 7
Hz, H-1"), 2,90 (1H, hepteto, J= 7 Hz,
C-H), 1,2 (6H, d CHa).
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Figura 21. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCls) do EBB.
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Figura 22. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCI3) do EBB.
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Figura 23. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCls) do EBB.
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4.3. Sintese e purificagao do 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona (DPBP)

Figura 33. Estrutura do composto sintetizado DPBP, em vermelho o substituinte adicionado na reacéo
de alquilacéo.

A reacao de alquilacao do dibenzoilmetano com brometo de benzila levou a producao
do composto alquilado que foi obtido como cristais brancos. Apos o final da reacéo,
realizou-se a purificagdo por recristalizagdo em metanol. As absor¢gées em 5,43 (1H,
t, J =7 Hz, H-2) no RMN'H e C-2 (59,0 C-H) no RMN '3C corroboram com a estrutura
proposta mostrado a adigao do substituinte no material de partida. As figuras 34 a 37

mostram o espectro de RMN de 'H e '3C do composto sintetizado.
Aspecto Fisico: Sélido cristalino

RMN "H & 7,88 (4H, dd, J= 10; 2 Hz, RMN 13C &: C-1-C-1" (139,1 Co), C-
H-2, H-8, H-2", H-6"), 7,12-7,56 2-C-68-C-2"-C-6” (128,9 C-H), C-3'-
(11H, m, H-3', 4,5, 3", 4, 5", H-2""- C-5-C-3"-C-5” (128,86 C-H), C-4
H-6"), 5,43 (1H, ¢, J = 7 Hz, H-2), (133,5 C-H), C-3-C-1 (195,4 C = O),
3,44 (1H, dd, J = 14, 7 Hz, H-1") C-2 (59,0 C-H), C-1""(135,98), C-2""-
C-6” (1286 C-H), C-3"-C-5"
(128,8 C-H) C-4"" (126,6 C-H).
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Figura 34. Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls)
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ApOs a etapa de purificacao, foi possivel determinar o rendimento da reagao para

cada composto. Para determinar o rendimento, utilizou-se a equacao abaixo:

) Produto final (g)
% de rendimento = - x 100
Composto de partida (g)

Assim, para o composto ABB, partiu-se de 200 mg (0,644 x 10-3 mol) e obteve-
se 130 mg (0,418 x 10 mol) do composto ABB, totalizando 65% de rendimento na
reagdo. Ja para o composto EBB, iniciou-se com 250 mg (0,94 x 10-® mol) e obteve-
se 158 mg (0,59 x 10 mol), totalizando 63,2% de rendimento na reagdo. Pode-se
correlacionar os produtos devido a equivaléncia molar (1:1) regente na reacao. Para
o composto DPBP, partiu-se de 200 mg (1,34 x 10-3mol) e obteve-se 170 mg (1,14 x
10~ mol) do composto DPBP, totalizando 85% de rendimento. Tais valores foram
semelhantes ao encontrado por Baeta (2019), Nascimento e colaboradores (2018) e
Oliveira (2019), o que expressa que a reac¢ao ocorreu de maneira eficiente.

4.4. Atividade citotoxica

O ensaio de citotoxicidade, utilizando MTT, possibilitou a obtengcao da viabilidade
celular das linhagens normais melan-a, VERO, BGM e HEK-293 e das linhagens
tumorais B16F10, 4T1, MCF-7, HEPG-2, MV3, SW480 e HT29 apds a exposigcao a
diferentes concentracbes dos compostos ABB, DPBP E EBB. Para obtencédo da
concentracgao citotéxica a 50% das células, foi realizada uma regressao nao linear (log
da concentragdo do composto em pg/mL) versus porcentagem (%) de vida e os
valores encontrados expostos nas tabelas 2, 3, 4, 5 e 6.

Ao realizar a regressao nao linear, uma equacao foi obtida como modelo
matematico daquela curva gerada, e para cada grafico existe uma equacao especifica
com alguns coeficientes de variacdo. Neste caso, temos a equacao 1 que representa
o modelo matematico da curva de estudo, e nela temos o coeficiente HillSlope. Com
tal coeficiente em maos, pode-se, portanto, estimar as concentragdes citotoxicas para
diferentes percentuais de morte celular, sendo eles o IC10, concentragao na qual 10%

das células morrem, e o ICo0, onde 90% das células morreram.

100

r= 1+10U0gIC50—X)xHillSlope) Equacéo 1
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4.4.1. Composto EBB

Durante o tratamento com EBB por 48 horas nas linhagens normais, pode-se
observar que para melan-a houve uma relagdo de dose dependéncia, uma vez que
quanto maior a concentragéo testada, menor a viabilidade celular. Ja para a linhagem
VERO e HEK-293, tal efeito pode ser observado em menor intensidade, uma vez que
apenas em concentragcées muito elevadas houve diminuicdo da viabilidade celular

conforme ilustra a figura 38, Tabela 2.

MelanA VERO
150 100
90|

100
80

DO ceceereereriiiiiiiiiiiiiii i @Neefereananas

%Viabilidade celular
% Viabilidade celular

1C54=266,3 pg/mL 60 1C50=1670ug/mL

T T T 1 50 T T T 1
1.0 15 20 25 3.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5

log [EBB] (ng/mL) log [EBB] (ng/mL)

HEK-293
250+

200
150
100

50—

%Viabilidade celular

IC5,=833,1ug/mL
0 T T T 1
0 1 2 3 4

log [EBB] (ng/mL)

Figura 38. Viabilidade celular em fungdo da concentragdo do composto EBB para linhagens normais
apos 48 horas de tratamento.

As linhagens tumorais, avaliadas ap6s o tratamento com EBB por 48 horas nao
mostraram sofrer qualquer alteracao na viabilidade celular (MV3, HT29 e SW480). Ja
para as linhagens MCF-7 e 4T1, além da maior sensibilidade ao composto, mostrada
na figura 39 e Tabela 3, pode-se observar uma relagdo de dose dependéncia, uma
vez que quanto maior a concentracao avaliada, menor se tornava a viabilidade celular.
Pode-se dizer que para a linhagem de mama houve uma seletividade do composto,

uma vez que a concentracao citotoxica encontrada foi menor do que a encontrada
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para as linhagens normais, portanto, o composto EBB se mostrou um potencial

candidato a quimioterapico, minimizando os possiveis efeitos colaterais do

quimioterapicos hoje existentes.

200

%Viabilidade celular

HT29

IC56=295,1pg/mL

'
-

log [EBB] (ng/mL)

4T1
150
k]
=
e )
[ -]
z 100 s
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E B0 sscsnnninsinnones B B sspasi
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e .
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Figura 39. Viabilidade celular em funcéo da concentragdo do composto EBB para linhagens tumorais

apos 48 horas de tratamento.
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Tabela 2. Concentragbes citotoxicas encontradas para as linhagens normais VERO, melan-a e HEK-
293 apés tratamento com EBB.

Linhagem celular

Log ICso
ICso (Mg/mL)
R2

HillSlope
1C10 (Mg/mL)
ICg0 (pg/mL)

VERO melan-a HEK-293
3,223 2,425 2,921
1670+18,14 266,3+48,25 833,1
0,8830 0,5457 0,1818
-0,6939 -2,387 -1,648

70,43891 105,9824 219,7705

39644,9 667,9846 3162,501

Tabela 3. Concentragdes citotoxicas encontradas para as linhagens tumorais HT29, SW480, 4T1, MCF-
7 e MV3 apés tratamento com EBB.

Linhagem celular

Log ICso
ICs0 (Mg/mL)
R2
HillSlope
IC10 (pg/mL)
ICg0 (Mg/mL)

HT29 SwW480 4T MCF-7 Mv3
2,470 2,698 0,9490 1,607 2,540
295,1 499,0 8,893+2,01 40,44 346,9
0,3129 0,3827 0,8326 0,7198 0,8270
-2,327 -1,545 -1,524 -1,316 -4,274
114,7958 120,3282 2,103084 4,79 199,53
758,7071 2068,391 37,59615 158,49 457,09

4.4.2. Composto ABB

Para o composto ABB, pode-se observar que com o tratamento por 48 horas

as linhagens normais melan-a, VERO e HEK-293 demonstraram uma relagao de dose

dependéncia, uma vez que quanto maior a concentracao testada, menor a viabilidade

celular conforme ilustrados na figura 40, tabela 4 e 5. Diferentemente do composto

EBB, o composto ABB apresentou maior citotoxicidade para as linhagens normais.
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Tabela 4. Concentragdes citotoxicas encontradas para as linhagens normais VERO, melan-a e HEK-

293 apés tratamento com ABB.

Linhagem Celular

VERO melan-a HEK-293
Log ICso 2,175 1,802 2,349
ICs0 (Mg/mL) 149,6 63,45 223,6
R? 0,6439 0,8961 0,3567
HillSlope -1,537 -1,014 -0,5137
IC10 (ng/mL) 35,82223 7,25993 3,100365
ICo0 (Hg/mL) 624,9531 553,4362 16091,15

Tabela 5. Concentragdes citotdxicas encontradas para as linhagens tumorais B16F10 e 4T1 apos

tratamento com ABB.

Linhagem celular

B16F10 4T
Log ICso 2,569 2,089
ICso (pg/mL) 370,4 122,8
R? 0,9028 0,7342
HillSlope -1,5637 -0,7890
IC10 (ug/mL) 88,74677 7,578219
ICg0 (pg/mL) 1548,273 1988,075
MelanA VERO
150 150+
ki 5
g 1004 g 100
2 -
g 3 504 $..
3 y [CeoroRtsiaim. g ICs0=149 6ug/mL
0 T T 1 :

T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
log [ABB] (pa/mL)

1 1
1.0 1.5
log [ABB] (pg/mL)

1
25
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HEK-293

197 Figura 40. Viabilidade celular em fungéo da

concentracdo do composto ABB para
linhagens normais ap6s 48 horas de
................ tratamento.

80+
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Em relagao as linhagens tumorais, o composto ABB apresentou uma relacao de
dose-dependéncia, uma vez que a viabilidade e a concentragdo apresentam relacao
inversa conforme presente na figura 41. Apesar de ser capaz de acarretar a morte
celular, este composto apresenta baixa ou inexistente seletividade, visto que os
valores encontrados de ICso foram superiores ou proximos aos valores encontrados
para as linhagens normais. Dessa forma, o composto ABB nao apresenta a
seletividade elevada para as linhagens tumorais, sendo tal seletividade o objetivo
principal da busca de novos quimioterapicos.

B16F10 4T
150 100~

80
100

60

40+

50 mfeeerettattestetrttctecrtattcsrtssttercadecsseanne
1Cs0=370,4ng/mL

%Viabilidade celular
%Viabilidade celular

20 o 1C50=122,8pg/mL

0 T T T T T 1 0 T T 1
1.6 1.8 20 22 24 26 28 0 1 2 3

log [ABB] (ng/mL) log [ABB] (pg/mL)

Figura 41. Viabilidade celular em fungc&o da concentragdo do composto ABB para linhagens tumorais
apos 48 horas de tratamento.

4.4.3. Composto DPBP

O composto DPBP, sintetizado e com atividade anti-melanoma descrita por
Nascimento e colaboradores (2018), foi utilizado com a finalidade de busca de
atividade antitumoral para outros canceres. Para tal, a concentragédo citotoxica foi
calculada para a linhagem normal VERO, e a linhagem tumoral murina 4T1 (cancer

de mama) e humanas MV3. Conforme disposto na tabela 6, podemos observar que

79



Capitulo 2

os valores da concentragao citotoxica para a linhagem VERO foi superior aquele para

a linhagem tumoral 4T1, o que indica um potencial de seletividade desse composto.

Nas figuras 42 e 43 pode-se observar que a medida que aumenta a concentragéo,

tem-se a diminuicado da viabilidade celular.

Tabela 6. Concentragdes citotdxicas encontradas para a linhagem normal VERO e para as linhagens
tumorais MV3, MCF-7 e 4T1 apés tratamento com DPBP.

Linhagem Celular

VERO 4T MCF-7 Mv3
Log ICso 2,175 1,144 1,671 2,079
ICs0 (ug/mL) 149,6 13,95 46,88 119,9
R? 0,6439 0,5971 0,6309 0,8551
HillSlope -1,537 -0,5860 -1,179 -2,039
ICiw(ug/mL) | 3582223  0,327793 5,25 48,98
ICso (ug/mL) | 624,9531 592,107 275,42 346,74
VERO
150
8
E 100
2
3
B B0 ’..
s IC50=149 6ug/mL
0 T T 1

1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25
log [DPBP] (pg/mL)

Figura 42. Viabilidade celular em fung&o da concentragdo do composto DPBP para linhagem normal
VERO apés 48 horas de tratamento.
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Figura 43. Viabilidade celular em fungéo da concentragéo do composto DPBP para linhagem tumoral
4T1 apés 48 horas de tratamento.

4.4.4. Composto DBMOH:s

O composto DBMOHgs, foi estudado como um derivado de dibenzoilmetano
sintético comercial. A concentracéo citotdxica foi calculada para as linhagens normais
VERO e BGM, e para as linhagens tumorais humanas MCF-7 de cancer de mama e
MV3 de melanoma. Conforme disposto na tabela 7, podemos observar que os valores
da concentragao citotdxica para a linhagem BGM foi superior aquele encontrado para
as linhagens tumorais, o que infere na seletividade do composto para os canceres
aqui testados. Nas figuras 44 e 45 pode-se observar que a medida que aumenta a

concentragao, tem-se a diminuicao da viabilidade celular.
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Tabela 7. Concentracdes citotoxicas encontradas para as linhagens normais VERO e BGM e para as
linhagens tumorais MCF-7 e MV3 apés tratamento com DMBOHs.

Linhagem Celular

VERO BGM MCF-7 MV3
Log ICso 1,170 1,860 1,502 1,499
ICso (pg/mL) 14,79 72,38 31,78 31,54
R? 0,7496 0,8804 0,9306 0,9913
HillSlope -7,268 -1,124 -2,725 -2,786
BGM VERO
150 -
‘_\e C;.ji =7238 ug/mL |C50 = 1479 ug«"mL
z 150 -
S 100- " _
(-] ©
E \\ 2 100
% 50 N rrmrreernrnneeens 5 \
S“ .\'\. § 50 TRRITRRTRPrY
3 .
0 T T = 0 \},_._’_‘
0 1 2 3 = 05 10 15 20 25
log [AMA] pgimL 50 log [AMA] pg/mL

Figura 44. Viabilidade celular em fungdo da concentragédo do composto DBMOHe para as linhagens
normais BGM e VERO apo6s 48 horas de tratamento.

MCF-7
150
. ICs0 = 31.78 pg/ml
Tf; 100 ;\\‘
;Z: BOafcicnsessoctoninassonie }\\ .......................
3 . AN
= 1 2 3
50 log [AMA] pg/mL
Figura 45.

% Viabilidade celular

MV3

150
ICsp = 31,54 pg/mL
100 .-"i\
AN
Bl rvvevvrarnnnrannnanns .\\\ ........
0 T o o
1 2 3

50—

log [AMA] pg/mL

Viabilidade celular em fungdo da concentracdo do composto DBMOHs para as linhagens

tumorais MCF-7 e MV3 ap6s 48 horas de tratamento.

Os compostos aqui avaliados para seguirem um desenho de farmacos seguros

para o desenvolvimento de quimioterapicos, devem apresentar elevada seletividade,
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ou seja, causarem danos as células cancerigenas e preservarem na melhor maneira
possivel as células normais. Dessa forma o uso deles evitaria o desenvolvimento de
efeitos colaterais indesejados como é o caso dos quimioterapicos atualmente
empregados. Para melhor avaliar essa seletividade, deve-se calcular o indice de
Seletividade (IS) do composto, que consiste na razao das concentracdes citotdxicas
da linhagem normal pela linhagem tumoral.

Os indices de seletividade dos compostos foram calculados e estao descritos
nas tabelas 8, 9 e 10. Para que seja considerado um farmaco seletivo, este deve
apresentar um IS maior que 2, o que indica que a concentracao toxica para as células
normais é pelo menos duas vezes maior do que para as células tumorais. Com base
nisso, podemos observar que os compostos DPBP e EBB foram seletivos as linhagens
tumorais.

O composto ABB nao apresentou seletividade, conforme disposto na tabela 8,
visto que para todas as linhagens tumorais e todas a linhagens normais, o seu indice
de seletividade foi inferior a 2. Tal fato poderia ser justificado pela sua diferenca
estrutural aos outros compostos, uma vez que ele possui grupos hidrofébicos
presentes nos anéis aromaticos das extremidades

O composto EBB (Tabela 9) apresentou resultados satisfatérios com base no
indice de seletividade, e, portanto, para algumas linhagens ele pode ser considerado
seletivo. Comparando-se a linhagem controle VERO, o composto apresenta IS
superior a 2 para todas as linhagens tumorais testadas, com destaque para as
linhagens MV3 (IS = 4,87), MCF-7 (IS = 41,29) e 4T1 apresentando indice superior a
100. No caso da linhagem de cancer de mama murino, vale a pena ressaltar que,
guando comparado a sua contrapartida normal murina o IS do composto EBB ¢é 29,96,
0 que o qualifica como um promissor antitumoral.

O composto DPBP (Tabela 10) apresentou IS de 10,72 comparando a linhagem
4T1 com a linhagem normal VERO e IS de 18,79 quando comparado a linhagem de
mama com a normal murina (melan-a). Tal fato o classifica também como um
composto de alta seletividade com potencial promissor para estudos clinicos e
desenvolvimento de quimioterapico.

O composto DMBOHs (Tabela 11) apresentou IS de 2,29 comparando a linhagem
MV3 com a linhagem normal BGM. Ao ser utilizado na linhagem de cancer de mama
humano MCF-7 o IS encontrado foi de 2,277. Tais resultados refletem a existéncia de
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promissor para estudos clinicos e

desenvolvimento de quimioterapico quando comparado aos quimioterapicos hoje

empregados no mercado que possuem seletividade inferior ou igual a 1.

Tabela 8. Calculo de indice de Seletividade (IS) para as linhagens tumorais com o composto ABB

Composto ABB
Células
ICso VERO (pg/mL) 149,6
ICs0 melan-a (pg/mL) 63,45
ICs0 HEK-293 (pg/mL) 223,6
ICso B16F10 (ug/mL) 370,4
ICs0 4T1 (pg/mL) 122,8
IS (VERO/B16F10) 0,403888
IS (VERO/4T1) 1,218241
IS (melan-a/B16F10) 0,171301
IS (melan-a/4T1) 0,516694
IS (HEK-293/B16F10) 0,603672
IS (HEK-293/4T1) 1,820847
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Tabela 9. Calculo de indice de Seletividade (IS) para as linhagens tumorais com o composto EBB

Composto EBB

Células

ICs0 VERO (pg/mL) 1670
ICs0 melan-a (pg/mL) 266,3
ICs0 HEK-293 (ug/mL) 833,1
ICs0 HT29 (pg/mL) 2951
ICso SW480 (ug/mL) 499
ICso MCF-7 (ug/mL) 40,44
ICs0 MV3 (pug/mL) 346,9
ICs0 4T1 (pg/mL) 8,893
IS (VERO/HT29) 5,659099
IS (VERO/SW480) 3,346693
IS (VERO/MCF-7) 41,29575
IS (VERO/MV3) 4,874067
IS (VERO/4T1) 187,7881
IS (melan-a/HT29) 0,902406
IS (melan-a/SW480) 0,533667
IS (melan-a/MCF-7) 6,58506
IS (melan-a/MV3) 0,767656
IS (melan-a/4T1) 29,9449
IS (HEK-293/HT29) 2,823111
IS (HEK-293/SW4380) 1,669539
IS (HEK-293/MCF-7) 20,60089
IS (HEK-293/MV3) 2,395791
IS (HEK-293/4T1) 93,68042
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Tabela 10. Calculo de indice de Seletividade (IS) para as linhagens tumorais com o composto DPBP.

Composto DPBP

Células IS
ICso VERO (ug/mL) 149,6
ICso MCF-7 (ug/mL) 46,88
ICso MV3 (ug/mL) 119,9
ICs0 4T1 (pg/mL) 13,95
IS (VERO/4T1) 10,72
IS (VERO/MCF-7) 3,19
IS (VERO/MV3) 1,25

Tabela 11. Calculo de indice de Seletividade (IS) para as linhagens tumorais com o composto DBMOHs.

Composto DBMOHs

Células IS
ICs0 VERO (pg/mL) 14,39
ICso BGM (ug/mL) 72,38
ICso MCF-7 (ug/mL) 31,78
ICso MV3 (ug/mL) 31,54
IS (VERO/MCF-7) 0,4528
IS (VERO/MV3) 0,4562
IS (BGM/MCF-7) 2,2775
IS (BGM/MV3) 2,2949

A tabela 12 descreve o indice de seletividade dos compostos para cada célula

testada.
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Oliveira (2019) utilizou quimioterapicos convencionais hoje empregados pelo
Sistema Unico de Salde, sendo eles a dacarbazina, a cisplatina e a doxorrubicina
com a finalidade de encontrar suas concentragdes citotoxicas e o IS. Testando a
dacarbazina em células B16F10, VERO e melan-A (sendo esse quimioterapico o mais
utilizado para tratamento de melanoma), obteve-se um IS inferior a 1, ou seja, o
composto necessita de uma concentracdo muito maior para atuar nas células
tumorais, porém nessa faixa, ele ocasiona a morte de células normais. Tal fato pode
explicar, pelo menos em parte, os seus inumeros efeitos colaterais. De forma
semelhante, os farmacos cisplatina e doxorrubicina, testados para os mesmos
canceres aqui estudados (exceto cancer de mama) e para glioma (nao utilizado neste
estudo), também apresentaram valores de IS inferiores a 2.

Em estudos semelhantes, com derivados de dibenzoilmetano com atividade
antitumoral, Baéta (2019) mostrou que um derivado de dibenzoilmetano possui
atividade antimelanoma, além de Nascimento e colaboradores (2022) também
demostrarem atividade antimelanoma e em ambos in vitro e in vivo. Oliveira(2017) em
um derivado inédito de dibenzoilmetano encontrou atividade antitumoral para
melanoma murino, encontrando indice de seletividade de 2,7, mostrando que os
compostos aqui testados possuem semelhancga estrutural e farmacolégica.

Alinhagem 4T1 é oriunda de ratos Balb/c e é classificada como triplo negativa e
apresenta resisténcia a 6-tioguanina (farmaco utilizado para tratamento de leucemia
mieloide aguda). Além disso, tal linhagem fora isolada de metastases e, portanto,
apresenta uma caracteristica de migragao interessante para a pesquisa (4T1 | ATCC;
SILVA et al., 2016). Para ela, os compostos DPBP e EBB apresentaram seletividade
alta e uma das possiveis justificativas de tal seletividade seria a presenca de
receptores hormonais presentes em células mamarias quando comparados aos outros
canceres aqui analisados. A importancia de atuar em um carcinoma triplo negativo
indica um potencial quimioterapico dos compostos, visto que hoje a quimioterapia para
tal grupo ainda é um desafio, uma vez que ele nao responde ao tratamento hormonal
e facilmente desenvolve resisténcia as drogas (DAABOUL et al., 2019; MEURER et
al., 2020; MOUSAZADEH et al., 2019).
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4.5.Ensaio de migracao

O 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (PMA), € um farmaco de origem vegetal e
que possui potencial indu¢do tumoral e migracional (BLUMBERG2, 1988). Para
determinar se os compostos de interesse sdo capazes de atuarem na inibicao da
migracao induzida por PMA, as células 4T1 foram tratadas com PMA e/ou DPBP ou
EBB e a migracao foi avaliada usando um ensaio de cicatrizacdo de feridas. Os
tratamentos com ambos compostos inibiram significativamente a migracao celular
induzida por PMA (Figura 46), durante 24h.

Os resultados dos ensaios de cicatrizacao de feridas sao apresentados na Figura
46. A area que as células migraram em 24 h (em direcao a linha média inicialmente
arranhada, a partir da linha de fronteira) foi medida. As células incubadas com x de
PMA migraram através de uma area que era maior do que a das células incubadas
com o meio de controle, indicando que o tratamento com PMA estimulou a migracao

das células 4T1.

Apé6s 24 h de tratamento, o DPBP e EBB n&o apenas inibiram a migracao
intensificada por PMA, como também inibiram a migracdo basal das células na
auséncia de PMA. O DPBP diminuiu 56,99% da taxa de migracao na auséncia de PMA
e de 42,90% na presenca de PMA. Ja o EBB apresentou um efeito maior na migracao
das células, cujo tratamento inibiu 57,55% da taxa de migracao na auséncia de PMA
e de 49,27% na presenca de PMA (Figura 47).
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Figura 47. O tratamento com DPBP e EBB inibe a migracao intensificada por PMA em
células 4T1. A taxa de migracao resumida (%) dentro de 24 h medida por
ensaio de cicatrizacao de feridas. C: controle, sem tratamento; +: 0,1%
PMA; DPBP-: ICso DPBP; DPBP+: ICs0 DPBP + 0,1% P PMA; EBB-: ICs0o
EBB; EBB+: ICs0 EBB + 0,1% PMA. Cada coluna representa a média *
SEM. *** P <0,05 e ** P <0,01, vs. PMA

Liao e colaboradores (2015), em um estudo de atividade antitumoral do
dibenzoilmetano e alguns derivados contra a linhagem humana de carcinoma de
mama MCF-7, mostraram que o DBM era capaz de reduzir a capacidade de migracao
celular em quase 100% com a presencga do indutor de migragao celular (PMA), o que
indica seu potencial de acado antitumoral e antimetastatica. Dessa forma, os

compostos aqui avaliados possuem potencial quimioterapico e antimetastatico.

4.6.Ensaio de interagcao com DNA

Para o composto EBB, cuja seletividade foi maior para o cancer de mama, realizou-
se o ensaio de interagdo com DNA. Neste ensaio, o principal objetivo é verificar se os
compostos sdo capazes de interagir com a molécula de DNA, seja por ligacdes
covalentes ou por meio de intercalacdo. Dessa forma, pode-se obter as curvas de
forca x extensdo do DNA caracteristicas dos complexos formados por composto e
DNA, ilustrado na figura 48.
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Figura 48. Curvas de forca x extensao do DNA com o composto EBB. Curva preta:
DNA puro, Curva vermelha: DNA com composto a 0.5 uM; Curva azul:
DNA com composto a 1.5 uM.

As curvas foram ajustadas em comparacao ao modelo Worm-like Chain (WLC).
Na equacéao 1, temos o modelo de equagao WLC de “forca x extensao”. A partir de
tais curvas é possivel extrair os parametros mecanicos de persisténcia e contorno do
DNA.

Onde: R = extensado do DNA
L = comprimento de contorno

A = comprimento de persisténcia

Equacao 1. Modelo de Worm-Like Chain (WLC)

Para avaliagdo do comprimento de contorno dos complexos formados pelo DNA
e EBB, na figura 49 pode-se observar que nao houve variacao significativa deste
parametro. Tal fato indica que a interagéo para a formagéo do complexo DNA-EBB
ocorre sem alterar o espacamento médio entre os pares de base da dupla-hélice.
Devido a constancia desse parametro pode-se sugerir que o mecanismo de ligacao
do composto com o DNA é por meio de ligacdo na fenda menor da dupla hélice,

principalmente devido ao seu tamanho.
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Figura 49. Comprimento de contorno dos complexos formados (DNA-EBB) em funcao
da concentracao do composto.

Para o comprimento de persisténcia, € possivel notar que houve uma queda
monotdnica. Tal queda, ilustrada na figura 50, afirma a existéncia da interacéo e que
os complexos formados se tornam mais flexiveis a medida que se aumenta a
concentracao do EBB. Portanto, com o aumento da flexibilidade, a dupla-hélice do

DNA apresenta mais dobras em solugao.
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Figura 50. Comprimento de persisténcia dos complexos formados em fung¢do da
concentragcao do composto.

A fim de se determinar os parametros fisico-quimicos da interacdo DNA-EBB,
utilizou-se o modelo quenched-disorder de um sitio, acoplado com a isoterma de
McGhee-von Hippel, ajustando-se os dados do comprimento de persisténcia. O

conjunto de equagdes na figura 51 representa quais foram utilizadas.
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Figura 51 Conjunto de equacgdes utilizadas para determinagédo dos parametros
fisico-quimicos da interagdo DNA-EBB

A partir do conjunto de equagdes descritas acima na figura 51, sabe-se que A
€ o comprimento de persisténcia efetivo, Ao & o comprimento de persisténcia do DNA
puro e A1 o valor de saturacao desse parametro. r é a fragcao de pares de base ligados
e 0 rmax seu valor de saturacdo. As concentragdes de compostos livres em solucéo,
ligados ao DNA e total sdo dadas por Ct, Cp e Cr, respectivamente. A constante de
equilibrio de associacao é dada por K e o tamanho do sitio de ligacao em pares de
base (pb) € dada por N.

Realizando os devidos ajustes, na figura 51, tem-se o ajuste do modelo com os
dados obtidos na figura 50 por meio da linha azul sélida. Nota-se que os dados
experimentais sdo bem explicados pelo modelo, o que, portanto, permitiu-se

determinar precisamente os parametros fisico-quimicos.
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Figura 52. Ajuste do modelo quenched-disorder aos dados da figura 53 (linha azul
sélida), de onde os parametros fisico-quimicos sao extraidos.

Foi determinado do ajuste:

K=7x105M"
N =1 bp;
A1=17 nm

Esses parametros estdo de acordo com o que é reportado na literatura para
ligantes de fenda menor tipicos (K da ordem de 108 M-' e N < 2 bp). A compreensao
do comportamento de interagao entre um composto e o DNA é de grande importancia
para explicar e justificar possiveis atuagdes do mesmo em uma célula ou organismo
vivo. O quimioterapico doxorrubicina age no DNA por meio da intercalagao entre os
pares de base, o que danifica sua estrutura original, alterando o parametro de

comprimento de contorno, o deixando maior e mais rigido.

Nascimento e colaboradores (2018) avaliaram a atividade antitumoral do
composto DPBP, aqui também estudado, e comprovaram que ha interacdo com o
DNA, porém o modo de interagéo é diferente. Em concentragées menores que 20 pM,
o DPBP interage como ligante de fenda menor do DNA, mecanismo equivalente ao
encontrado para o EBB. Baeta e colaboradores (2021) avaliando um derivado de
dibenzoilmetano, o DPAP, com a interacdo com DNA observou que ele se comporta
como um ligante de fenda menor. Tais dados corroboram com as propriedades

encontradas para o EBB.

4.7.Avaliacao de interferéncia no ciclo celular

Na avaliacao do ciclo celular, fixou-se as células com etanol e corou-se com iodeto
de propidio, sendo posteriormente levadas para analise no citdmetro de fluxo BD
FACS Verse®. Para tal, um controle foi feito para servir de base nas analises
posteriores dos tratamentos empregados, e utilizando-se o controle foi possivel
calcular os valores esperados para cada fase do ciclo celular, visando manter as

propor¢des deste grupo.
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As células de cancer de mama murino (4T1) foram tratadas com o ICg dos
compostos DPBP e EBB (Figura 53), que apresentam as melhores seletividades para
tal linhagem e o grupo controle foi submetido as mesmas condigdes, porém ausente
de tratamentos. Para o controle, o ciclo celular do grupo apresentou 49,4% das células

na fase G0-G1, na fase S 25% e 17,4% na fase G2, apresentando 8,2% de DNA
fragmentado.

Para o DPBP, observou-se um pequeno aumento do nimero de células na fase
G0-G1 com 55,7%, sendo esperado 23,18 % na fase S, 19,61% na fase G2 e 9,2%
de DNA fragmentado. Porém, observou-se 22,1% na fase S e 16,2% na fase G2,
contendo 6% de DNA fragmentado, o que indica uma possivel parada do ciclo na

etapa G0-G1, a qual é crucial para checagem do DNA e prosseguimento da divisao.

Ja para o composto EBB, nota-se que houve um pequeno aumento das células na
fase G0-G1 51,7% sendo esperado encontrar 26,16% na fase S, 18,21% na fase G2-
M e 3,9% de DNA fragmentado. Foi observado que 23,7% estavam na fase S, 21%
na fase G2-M e 3,6% de DNA fragmentado, o que indica uma possivel parada no ciclo

na fase G2-M, sendo nela realizado a ultima checagem para que ocorra a divisao
celular.
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Figura 53. Analise por citometria de fluxo do ciclo celular da linhagem 4T1.

Para o composto EBB, pode-se observar que o tratamento pelo qual as células
foram submetidas, indicou que na ultima etapa de check da integridade do DNA para

que ocorra a divisdo, algo ocorreu de maneira incoerente, sendo as células
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possivelmente marcadas para a morte celular. Para confirmar tal fato, seria necessario

avaliar o tipo de morte celular que o composto induz.

Durante o ciclo celular, uma série de eventos ocorre para que ocorra a divisao
celular e os checkpoints da divisao sao essenciais. Em algumas etapas, como por
exemplo entre a transi¢cdo entre a fase G1 para a fase S, que gera uma carga de
checagem e tomadas de decisao elevadas. Caso a célula apresente algum dano cujo
reparo seja viavel, tem-se uma pausa no ciclo em fase G1,e posterior reparos, retoma-
se ao seguimento do ciclo. Pode ocorrer também danos que sejam irreparaveis, sendo
mais vantajoso para a célula parar o ciclo e entrar em processos apoptético
(ALBERTS, et al., 2017).

5. Conclusao

DPBP e EBB apresentaram resultados que sao promissores candidatos a
quimioterapicos, uma vez que apresentaram seletividade superior a 2, tendo o
composto EBB um indice de seletividade superior a 100 para o cancer de mama. Além
disso, os resultados obtidos foram superiores aos farmacos quimioterapicos hoje
empregados, o que implica numa possivel substituicdo aos de hoje empregados
trazendo mais conforto aos pacientes, visto que a sua seletividade ao cancer

diminuiria os efeitos colaterais indesejados.

Para a atividade antimetastatica, pode-se observar que os compostos DPBP e EBB
foram capazes de reduzir cerca de 50% da capacidade migratéria com o indutor PMA,
e na auséncia dele reduziu mais de 50%. Dessa forma, pode-se observar que os
compostos possuem acao antimetastatica e seu mecanismo ainda deve ser

investigado.

Para o composto EBB, pode-se confirmar sua interacdo com o DNA por meio de
ligacdo de fenda menor, o que implica em um possivel mecanismo de agao da sua

atividade citotdxica.

Os compostos mais seletivos EBB e DPBP apresentaram pequenas alteragées no
ciclo celular, o que indica sua acao citotoxica correlacionada com o ensaio de
interacdo com o DNA. Uma vez que o DNA é de alguma forma alterado, ha um atraso

ou interrupgao do ciclo, induzindo as células a morte.
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Atividade antiviral do dibenzoilmetano1-[(4-iso-propil)fenil]-2-benzil-3-fenil-1,3-
propanodiona em MAYARO VIRUS
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CAPITULO 3

1. Introdugao

Os virus, parasitas intracelulares obrigatérios, necessitam infectar células vivas
para que ocorra sua multiplicacdo, havendo total dependéncia dos processos
metabdlicos celulares para sua multiplicacao e sobrevivéncia. Tal dependéncia ocorre
devido a sua estrutura simples e sistema enzimatico muito restrito. Devido a tais fatos,
o desenvolvimento de compostos antivirais torna-se dificil, pois na maioria das vezes,
0s agentes antivirais que inibem ou cessam a multiplicacao viral provavelmente séao
téxicos as células hospedeiras, o que implica em um numero limitado de farmacos
antivirais. O avanco na virologia, desencadeado pelas descobertas de vacinas, até o
momento nao propiciou a descoberta de farmacos ou vacinas para a febre Mayaro, e
o tratamento é feito de forma sintomatica, empregando-se analgésicos e/ou anti-
inflamatorios nao esteroides a fim de proporcionar aos pacientes o alivio dos sintomas.
Contudo, a busca por produtos naturais como novas fontes de substancias antivirais
de baixa toxicidade e alta seletividade tém obtido espago no meio cientifico
(BETTEGA, 2000; NEWMAN; CRAGG, 2012).

O virus Mayaro (MAYV), tipico de areas ribeirinhas e rurais, possui como um dos
principais os mosquitos do género Haemagogus e os vertebrados (principalmente
mamiferos), entre eles o homem. Apesar do virus ser transmitido por mosquitos tipicos
de regides rurais, ele também pode ser disseminado para os centros urbanos pelos
mosquitos infectados ou humanos. Os arbovirus recebem esse nome devido ao fato
de parte de seu ciclo de multiplicacdo ocorrer nos insetos e serem transmitidos por
meio da picada de artrépodes hematdfagos. Esses virus podem ser transmitidos aos
seres humanos e outros animais, ou seja, o ciclo de transmissao é mantido entre os
artropodes (vetores) e reservatorios vertebrados como principais hospedeiros
amplificadores. A febre Mayaro nao é letal, porém caracteriza-se por dores de cabeca
frontais, dor epigastrica, mialgias, artralgias incapacitantes, levando a dores nas
articulagdes, erupcao cutanea maculopapular, calafrios, nauseas, fotofobia e vertigem
(CAMINI et al., 2017; COIMBRA et al., 2007b; LOPES et al., 2014).
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Figura 1. Mayaro virus parte aberta para possibilitar a visualizacao das proteinas.
(RIBEIRO-FILHO et al., 2021)

Até o presente nao ha um tratamento efetivo ou vacinas contra o MAYV, fazendo-
se necessaria a descoberta de compostos antivirais altamente seletivos contra o virus,
e nao toxico para a célula, ou seja, o composto deve interferir diretamente no ciclo de
multiplicacao do virus, e ndo na célula hospedeira. A maioria das drogas disponiveis
no mercado ainda é direcionada apenas a alguns virus como acontece com HIV e
Herpes, algo que nao acontece para o Mayaro virus (MAYV) e o Chikungunya virus
(CHIKV). Para esses, estdo disponiveis apenas tratamentosintomatico, sendo
empregado apenas analgésicos e anti-inflamatérios para amenizar os sintomas dos
pacientes (DE FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; FIGUEIREDO, 2007; SANCHEZ
et al., 2000).

Os dibenzoilmetanos (DBM) (figura 2), pertencentes ao grupo de B-dicetonas,
sdao compostos naturais pertencentes principalmente a familia das Annoceas,
Astraceas, Menispermaceae, Rosaceae, Salicaceae e principalmente da

Leguminaceae.
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Figura 2. Estrutura dos dibenzoilmetanos. Adaptado de Nogueira et al. (2003b)

As atividades biolégicas de alguns derivados de DBM ja foram descritas na
literatura como atividade antitumoral, antifungica e antiviral. Como antiviral, o DBM ja
foi descrito com atividade contra o herpes virus bovino, atuando como um excelente
composto. Outra atividade antiviral descrita foi o ensaio in silico do DBM contra o Sars-
Cov2, tendo resultados satisfatorios contra tal virus (BALAKRISHNAN; LAI, 2021,
JACKSON et al., 2002; NETO et al., 2006; TAFURI, 2011). Diante disso, o presente
trabalho visa buscar e avaliar a atividade antiviral contra o arbovirus Mayaro (MAYV)
do derivado de dibenzoilmetanos EBB (1-[(4-iso-propil) fenil]-2-benzil-3-fenil-1,3-

propanodiona) figura 3.

Figura 3. EBB (1-[(4-iso-propil) fenil]-2-benzil-3-fenil-1,3-propanodiona)
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2. Objetivo

2.1.0Objetivo geral

Analisar, in vitro, utilizando cultura de células, a atividade antiviral do derivado de
dibenzoilmetano 1-[(4-iso-propil) fenil]-2-benzil-3-fenil-1,3-propanodiona (EBB) contra
o Mayaro virus (MAYV).

2.2.0bjetivos especificos

Determinar a concentracao citotéxica para 50% das células;
Avaliar a presenca de efeito virucida dos compostos e

Determinar a concentracao protetora.

3. Material e métodos

3.1.Sintese do derivado EBB

O composto EBB, derivado de dibenzoilmetano, foi sintetizado por reagcéo de
alquilagdo do propildibenzoilmetano com brometo de benzila, purificado em
cromatografia em camada preparativa de silica no Laboratério de Quimica e
Bioquimica de Produtos Naturais (BIONAT) da Universidade Federal de Vigosa, e
segundo a patente PI0006583-8 e caracterizado por ressonancia magnética e nuclear.
Quantidade suficiente encontra-se disponivel no laboratério para realizagdo dos

testes.

3.2.Cultivo celular

A linhagem VERO (epitélio de rim de macaco) foi cultivada no Laboratério de
Imunovirologia Molecular (LIVM), na Universidade Federal de Vigosa. As células foram
mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) (Sigma-
Aldrich) com um coquetel de antibi6ticos e antifungico contendo penicilina 100 U/mL,
estreptomicina 0,1 mg/mL e suplementados com 10 % de soro fetal bovino (todos
Sigma-Aldrich). As garrafas de cultivo celular foram mantidas em incubadora (MCO-

18AC Panasonic, U.S. Canada) a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa.
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3.3.Mayaro virus

Uma amostra do Mayaro virus (MAUV - ATCC VR 66, linhagem TR 4675) foi
multiplicado utilizando-se culturas de células de mosquito Aedes albopictus, C6/36.
Culturas semiconfluentes dessas células foram inoculadas com uma aliquota viral em
garrafas de 50 cm? as quais foram monitoradas quanto ao aparecimento de efeito
citopatico (ECP) desencadeado pelo virus, comparando-se com uma garrafa controle
(ndo infectada). Por se tratar de um virus que ocasiona lise celular e é liberado no
sobrenadante das culturas, o meio foi coletado e centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos a 4°C na centrifuga Hettich, com o rotor 320R. O sobrenadante foi recolhido,
aliquotado e armazenado em freezer -80°C, conforme metodologia descrita em

Fernandes e colaboradores (2021) até o momento dos ensaios.

3.4.Ensaio de atividade virucida

Para a avaliacao da capacidade virucida de um composto € feita através do contato
primario do virus com a molécula virucida de interesse, observando se ela seria capaz
de interagir com a particula viral e impedi-lo de infectar as células. Para o ensaio
virucida, células Vero foram distribuidas em placas de 24 pocos e incubadas por 24
horas. Brevemente, uma suspensao contendo 6x105 UFP/mL de MAYV foi incubada
com igual volume de meio minimo, contendo diferentes concentra¢cdes dos
compostos. Em paralelo, a mesma quantidade de virus, adicionada de meio sem soro,
sem adicao do composto, foi mantida como controle. Apdés 1 hora de incubacgao a
37°C, as amostras foram transferidas para a placa com células e a infectividade viral
remanescente analisada por meio de ensaio de redugado do n° de placas de lise em
células VERO, sendo a revelagcado feita 48 horas apos a infec¢do (hpi). Para a
revelacao, descartou-se o meio e adicionou-se tampao fosfato (PBS) 10% formaldeido
e aguardou-se 60 minutos. Em seguida, descartou-se o PBS 10% formaldeido e
corou-se com cristal violeta durante 30 minutos. A concentragéo virucida para 50%
(VC50) foi definida como aquela necessaria para inibir 50% dos virus maduros ou

placas de lise.

4. Resultados e discussao

Nesta abordagem, foi avaliada a capacidade do composto EBB inibir o ciclo de

multiplicacao viral previamente a infeccao. Dessa forma, antes de infectar as células,
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a suspensao viral preparada foi pré-tratada com o composto EBB em faixas de

concentracao variando de 100 a 3,15 pg/mL.

Conforme observa-se na figura 4, nas maiores concentragbes testadas o composto
EBB inibiu quase 100% das células da infeccao viral, e nas concentracdes inferiores
seguintes protegeu parcialmente. Na menor concentracao testada (3,15 pg/mL) ele

nao foi capaz de proteger a infecgao.
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Figura 4. Efeito do composto EBB na reducao da atividade do MAYV realizando o

ensaio virucida. **** P <0,01

Dessa forma, pode-se encontrar a concentracao efetiva/protetora para 50% da
infeccao (ECso), sendo ela 6,755 ug/mL. Diante disso, pode-se inferir que o composto
EBB atua principalmente sobre a particula viral. A concentragéo citotdxica para 50%
das células da linhagem VERO foi obtida permitindo o calculo do indice de
Seletividade (IS) disposto na tabela 1.

Tabela 1. Concentracdes citotdxica e efetiva para a particula viral do composto EBB. Por meio

da razdo entre as concentragdes citotdxicas e efetiva obteve-se o indice de Seletividade.

Concentragao Citotéxica (ICso pug/mL) 1670
Concentracgao efetiva (ECso pug/mL) 6,755
indice de Seletividade (IS) 247,22

Segundo Barrows e colaboradores (2016), indices de seletividade maiores que
4 implicam que a acao inibitéria do virus acontece de forma pelo menos duas vezes
mais baixa que a acgao citotoxica, o que indica que o extrato age de maneira eficaz

sem a geracao de resultados falso-positivos. O composto EBB apresentou um
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excelente indice de seletividade (IS), mostrando que, possivelmente, seu mecanismo

de acao sobre o virus ndo causara danos as células.

De maneira semelhante, Ferreira e colaboradores (2019) encontraram
atividade antiviral e virucida em extratos de Tontelea Micrantha contra o arbovirus
Zika. Obtendo indices variando entre 2 e 9, os extratos mostraram potencial antiviral
além disso, tais extratos protegeram 100% da infec¢do viral até na menor
concentragéao avaliada, de 15,6 pg/mL. Fernandes e colaboradores (2021) testaram
um grupo de cetonas ciclicas contra o MAYV, encontrando indice de seletividade de
15,8.

A maior parte de farmacos empregados para tratamentos antivirais possuem a
especificidade em atuar nas enzimas de replicacdo do DNA. A exemplo tem-se o
aciclovir, composto utilizado contra o herpes-virus e que tem como caracteristica se
tornar um analogo de nucleotideo que é inserido durante a replicacao viral. Tal
insercao impede que a DNA polimerase continue polimerizando o DNA viral, e assim
cessando o processo de replicacao (BALFOUR, 1999; DE CLERCAQ, 2002).

5. Perspectivas futuras

O emprego de farmacos que visam a parada do ciclo multiplicativo de virus sem
que haja danos para a célula € de suma importancia, uma vez que individuos
infectados tendem a ter suas células danificadas pela infeccdo. Uma série de
farmacos antivirais hoje ja sdo empregados, sendo eles atuantes em especifico em
alguma etapa do ciclo viral multiplicativo. Dessa forma, torna-se necessario o estudo
futuro de caracterizagdo do mecanismo de agdo do composto EBB com o MAYYV,
visando compreender as vias de atuagao no ciclo de infecgao.

6. Conclusao

O potencial antiviral de dibenzoilmetanos é relatado na literatura e a falta de
compostos antivirais especificos visaram o composto EBB como um candidato
farmaco promissor. O resultado indica um excelente potencial farmacolégico do
composto contra o arbovirus Mayaro, uma vez que apresentou seletividade superior
a 200. Para melhor compreensdo do seu potencial, deve-se realizar ainda a

caracterizacao do mecanismo de acao entre a particula viral e o composto.
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