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RESUMO

A necessidade do desenvolvimento de farmacos com maior eficacia e menores efeitos
adversos contra algumas patologias, tem estimulado a procura por novas moléculas
protétipo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e
antifungica de analogos sintéticos da acetofenona e pro-oxidante e antitumoral de
chalconas sintéticas, utilizando modelos in vitro e in vivo. A avaliagao da atividade pro e
antioxidante in vitro foram investigadas pelos métodos de captagédo do radical DPPH e
pela medida de protecdo da lipoperoxidacdo (TBARS). A atividade antifungica dos
analogos sintéticos da acetofenona foi avaliada pelo método de microdiluicdo atraves
da determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM). Os estudos da atividade
antitumoral e pro-oxidante de algumas chalconas sintéticas foram avaliados usando
modelo de tumor ascitico de Ehrlich (TAE) em camundongos inoculados intra-
peritonealmente, durante nove dias, e a cisplatina foi o farmaco padrdo. Foram
avaliados os parametros como numero de células tumorais, porcentagem de células
viaveis, medida do volume ascitico total, medida do volume de células compactadas,
variagao de peso , média de sobrevida, medida de lipoperoxidagado da membrana (FOX,
TBARS), fragmentacdo do DNA, carbonilagdo de proteinas e concentracdo de
glutationa (GSH). As acetofenonas testadas, principalmente as trihidroxiladas (Gala e
THA), foram mais efetivas na atividade antioxidante in vitro, porque foram capazes de
captar o radical livre DPPH, ao contrario das chalconas avaliadas, que demonstraram
um potencial pré-oxidante. A inibicdo da peroxidagédo lipidica foi observada na
acetofenona THA e nas chalconas substituidas com grupamento -OH (C14 e C25),
grupamento -NO, (C15), grupamento —NH3 (C18) e chalconas com —Br em sua
estrutura e substituidas com —CH3 e -NO, (B2 e B3), respectivamente. Os analogos
sintéticos da acetofenona apresentaram importante atividade antifungica. O composto
Gala com trés hidroxilas na posi¢des 2, 3 e 4 do anel benzénico, mostrou melhor
inibicdo dos fungos filamentosos, sendo muito mais ativo para o M. canis que o
farmaco padrao fluconazol. As chalconas testadas nao apresentaram atividade
antitumoral em camundongos com TAE no abdémen e apresentaram atividade pro-
oxidante in vivo. Diante deste contexto, pode-se concluir que os analogos sintéticos da
acetofenona, especialmente a Gala, apresentam um potencial antifungico promissor
como moléculas protétipo para o desenvolvimento de novos agentes antifungicos.

Palavras-chave: antioxidante. Pré-oxidante. Antitumoral. Antifungico. Analogos
sintéticos da acetofenona. Chalconas sintéticas.
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ABSTRACT

The need of the development of drugs with higher efficacy and fewer adverse
effects against same diseases has stimulated the search for new prototypes
compounds. The objective of the present work was to evaluate the antioxidant and
antifungal activity of the synthetic analogs of acetophenone and prooxidant and the
antitumor activity of synthetics chalcones, using models in vitro and in vivo. The
evaluation in vitro antioxidant and prooxidant activities were investigated by scavenging
DPPH assay and by lipoperoxidation protection (TBARS). The antifungal activity of the
synthetics analogs of acetophenone were evaluated by the microdilution method and the
minimum inhibitory concentration (MIC) was calculated. The studies in vivo antitumor
and prooxidant activities of same synthetics chalcones was evaluated using the Ehrlich
ascites tumour (EAT) model in mice inoculated intraperitoneally during nine days , using
standard drug, cisplatin. Was evaluated the parameters such as ascitic cell counts,
viable cell percentage, total ascitic fluid volume, packed cell volume, body weight
changes, mean survival time, membrane lipoperoxidation (FOX, TBARS), fragmentation
DNA damage, carbonyl protein and gluthatione content (GSH). The acetophenones
evaluated in vitro, especially trihydroxy group (Gala, THA), were more effective
antioxidant activity, because were to able of “scavenger” free radical DPPH, in contrast,
the chalconas evaluated showed prooxidant potential. The peroxidation lipid inhibiting
was observed in the acetophenone THA and in the chalconas substituted with —OH
group (C14, C25), -NO, group (C15), -NH3 (C18) and chalcones with —Br in yours
structures and substituted with CHs e NO;, (B2, B3), respectively. The synthetics
analogs of acetophenone showed important antifungal activity. The compound Gala with
three hydroxyls in the position 2,3 and 4 in the ring showed better inhibition of
filamentous fungi M. canis, it have been more active than standard drug, fluconazole.
Against the C. albicans the THA was the compound most active. The chalcones not
exhibited antitumor activity in EAC-bearing mice but presented in vivo prooxidant activity
Ahead of this context, it can be concluded that the synthetic analogs of acetophenone,
especially the Gala, present a promising antifungal potential as prototype molecule for
the development of new antifungal agents.

Keywords: antioxidant. Prooxidant. Antitumor. Antifungal. synthetic analogs of
acetophenone. synthetic chalcones.
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Introducéo 1

1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos tem ocorrido um aumento na aplicacdo dos conhecimentos
sobre produtos naturais na quimica combinatéria e vice-versa na pesquisa de novos
farmacos. As estruturas dos produtos naturais servem como inspiracao para novas
sinteses, como modelo estrutural para analogos bioativos ou moléculas hibridas e como
base para a preparacdo de bibliotecas combinatoriais, aumentando a chance de se
encontrar potentes atividades biolégicas (BREINBAUER et al., 2002; NIELSEN, 2002).

Uma grande conquista na area da pesquisa de novos farmacos, nos ultimos 30
anos, foi a introdugao de sistemas bioldgicos in vitro em grande escala, os quais podem
testar atividades de varias amostras, em um curto periodo de tempo, permitindo
executar facilmente as repeticdes dos experimentos propiciando uma analise estatistica
dos resultados. Os sistemas de ensaio in vitro séo, frequentemente, baseados na
utilizagcdo de culturas de células, de ensaios bioquimicos, de sistemas enzimaticos ou
de receptores clonados. Os grupos de pesquisadores, nas industrias farmacéuticas ou
na academia, podem utilizar estes ensaios rotineiramente para a pesquisa de um
grande numero de amostras de produtos da quimica combinatéria, de metabdlitos
secundarios de cole¢des de organismos da biosfera e do fracionamento de extratos de
produtos naturais (HOUGHTON, 2000).

A necessidade do desenvolvimento de novos farmacos, que sejam efetivos contra
algumas patologias ainda sem tratamento adequado, e que possam substituir os
existentes, porém a custos menores e dotados de menores efeitos adversos, tem

impulsionado a comunidade cientifica a novas e incessantes pesquisas nesta area. A




Introducéo 2

resposta a esta demanda crescente por substancias estruturalmente inovadoras para a
avaliagao farmacoldgica estabeleceu um novo paradigma na busca por compostos
protétipo e na otimizagdo dos ja existentes. Sabe-se hoje, que mais de 50% dos
farmacos disponiveis no mercado sao oriundos de processos de sintese organica,
sendo que muitos dos avangos nesta area se referem a capacidade de producgao e
diversidade dos medicamentos produzidos (DIAS; CORREA, 2001). Cabe ressaltar,
porém, que muitos destes farmacos sao oriundos de protétipos advindos de produtos
naturais, especialmente de plantas, que tém, ao longo dos anos, possibilitando a
descoberta de inumeras moléculas bioativas (CECHINEL, 2000). Muitas classes de
compostos organicos tém demonstrado promissores efeitos bioldgicos e a literatura
cientifica relata um crescimento significativo de novas moléculas com poténcia similar
ou superior aquela de um farmaco, sendo que muitos deles encontram-se em estudos
pré-clinicos e clinicos avangados e pormenorizados (CECHINEL et al., 2003).

Dentro deste contexto o presente trabalho se propds a dar continuidade a estudos ja
existentes no Laboratério de Bioquimica Experimental-LABIOEX sobre algumas
atividades bioldgicas de duas classes de compostos de origem sintética, acetofenonas
e chalconas, cujos protétipos sdo de larga ocorréncia nas plantas, particularmente

avaliando as atividades antioxidante, antitumoral e antifungica.
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1.1 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

1.1.1 Radicais livres

Nos atomos, os elétrons ocupam uma regido no espago conhecida como
orbitais. Cada orbital pode ter no maximo dois elétrons com spins em direcdes opostas.
Para que uma molécula permaneca estavel &€ necessaria a presenca de elétrons
pareados na sua Orbita externa. Entretanto essa falta de paridade formam moléculas
altamente instaveis, de vida média muito curta, os radicais livres.

Os radicais livres (RL) sdo atomos ou moléculas que possuem um ou mais
elétrons ndo pareados na sua oOrbita externa, geralmente formado pela perda ou ganho
de elétrons (oxirredugao) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999). Em meio bioldgico a
maioria das moléculas ndo se encontra na forma de radicais, permanecendo com
elétrons pareados, entretanto em determinadas situagdes os RL, também denominados
de espécies reativas sdo formados e podem causar efeito fisiolégico e patoldgico
(OLSZEWER, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

As espécies reativas € um termo coletivo que inclui as espécies reativas de
oxigénio (EROs), bem como outras espécies reativas, como por exemplo de nitrogénio
(ERNs). Pode-se observar na tabela 1. “Reativo” ndo € sempre um termo apropriado

uma vez que H,0,, 0, e o6xido nitrico (NO®) reagem diretamente com poucas

moléculas no corpo humano, enquanto *‘OH pode reagir com qualquer molécula

(HALLIWELL, 2001).
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Tabela 1. Principais espécies reativas de oxigénio e nitrogénio nas formas de radicais e nao

radicais.

Espécies reativas de oxigénio (EROs)

Radicais Nao radicais
Superdxido (02%) Peroxido de hidrogénio (H203)
Hidroxil (*OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxil (RO") Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxil (RO®) Ozo6nio (O3)
Hidroperoxil (HO,") Oxigénio singleto ('A,)

Espécies reativas de nitrogénio (ERNSs)

Radicais Nao radicais
Oxido nitrico (NO®) Peroxinitrito (ONOQO")
Dioxido de nitrogénio (NO;") Alquil peroxinitrito (ROONO)

Fonte: Adaptada de Halliwell, 2001.

O oxigénio é essencial a vida dos organismos aerdbios, porém, sua presenga é
contraditdria. Sua funcido predominante nos eucariontes € servir como ultimo aceptor de
elétrons na respiracdo mitocondrial, quando sera finalmente reduzido a agua durante o
complexo processo de fosforilagdo oxidativa. O oxigénio também é responsavel pela
degradacdo quimica de inumeras macromoléculas no sistema biolégico (DAVIES,
1994). A reducdo completa do oxigénio a agua requer 4 elétrons, e essa redugao
produz sequencialmente do comego ao fim 3 produtos de redugédo (DI GIULIO et al.,

1995).
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€
0, = 02.-? H,0, - ‘OH + OH - H,0
H

2 2H'

Figura 1. Formacéo de espécies reativas de oxigénio durante a reducdo do oxigénio a agua.
Adaptada de Nordberg e Arnér, 2001.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas através da redugao
parcial do oxigénio até a agua atraves de sucessivas reagdes (figura 1). A transferéncia
de um elétron para o O, produz o primeiro intermediario reativo, o anion superoxido
(O2), o qual sofre dismutagéo espontanea a perdxido de hidrogénio (H20;), que nao é
um RL. O HyO, sofre uma reagdo de quebra das ligagbes entre os atomos de O
formando o radical hidroxil (*OH), catalisada por metais de transicdo (reagdo de

Fenton), ou pela combinagdo do O, com o H;O, (Haber-Weiss) (figura 2),

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Fe’ + 0, — O, +Fe”
(1) Fe** + H,0, — Fe* + "OH + HO™ (Reagdo de Fenton)
(2) 0, +H,0, —» O, +°OH+HO™ (Reacao de Haber-Weiss)

Figura 2. Reagdes de formagado do radical hidroxil ("OH). Adaptada de Halliwell; Gutteridge,
1999.

A formagéo do anion superéxido O™, originado pela adicdo de um elétron ao
oxigénio molecular (O3), € mediado por enzimas como as NAD(P)H oxidases e xantina
oxidase (XO), ndo enzimaticamente por compostos redox-reativos, tais como as semi-

ubiquinonas da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons. A enzima superdxido
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dismutase (SOD) converte enzimaticamente o O," em H,O,. Nos tecidos, O," também
pode ser convertido ndo enzimaticamente em H,O; e 1Ag, (DROGE, 2002). Na presenca
de metais de transicao livres (particularmente ferro ou cobre), 0% e H,0O, podem gerar
o radical *OH, que é extremamente reativo (reacdes de Fenton e Haber-Weiss) (Figura
2). Alternativamente, H,O, pode ser convertido em H,0O, pelas enzimas catalase (CAT)
ou glutationa peroxidase (GPx). Na reacdo da GPx, glutationa (GSH) é oxidada a
glutationa dissulfidio (GSSG), que pode ser novamente convertida a GSH pela
glutationa redutase (GR) em um processo que consome NADPH (Figura 3), (DROGE,

2002; HADDAD, 2002).

CAT
H,O + O,

NAD(P)H

oxidases ot 3+

0, 0, Fe Fe
o) S Q7 wl H'
: xantina — H,0
SOD
oxidases @
i H;,0
hipoxantina  xantina
xantina acido urico
GPx
2H,0
£ >
2GSH GSSG
Ny
GR
Semi-ubiquinona -
NADP NADPH
mitocondria A _—

Figura 3. Vias de geracdo de EROs e mecanismo de defesa enzimatica. Adaptada de Droge,
2002; Haddad, 2002; Becker, 2004.
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O mecanismo de geracdo das EROs em sistemas biolégicos pode ocorrer por
inimeras reagdes bioquimicas, sendo que quatro deles tém recebido maior atencao: o
sistema de B-oxidagdo peroxisomal, as reagdes do citocromo P450, a geragdo de NO° e
HOCI no processo fagocitico e a cadeia transportadora de elétrons da mitocdndria,
onde se acredita ocorrer 0 mecanismo responsavel pela produ¢cao da maior parte dos
RL no organismo (BECKMAN; AMES, 1998; PRESTON et al., 2001).

Para minimizar os efeitos deletérios associados a constante formacgao das
EROs, os organismos aerébicos foram dotados ao longo do tempo evolutivo de distintas
defesas antioxidantes. Os antioxidantes podem ser definidos como substancias
capazes de retardar ou inibir a oxidagcdo de substratos oxidaveis, podendo estes ser
enzimaticos como SOD, CAT e GPx, ou ndo enzimaticos, tais como a-tocoferol
(vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C) e GSH (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

1999).

1.1.2 Defesa antioxidante nao enzimatica

Os antioxidantes ndo enzimaticos podem ser definidos como qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentracbes comparada com o substrato
oxidavel, sdo capazes de retardar ou inibir a oxidagado deste substrato (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

A GSH, um tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina, é o principal
tiol celular ndo protéico, mais abundante em células eucariotas e desempenha um

importante papel em muitos tipos de reagbes de bioredugcdo e conjugagédo, como:
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integridade do citoesqueleto, sintese de proteina e de DNA, transporte de aminoacidos,
capacidade de captar ou sequestrar radicais livres, transdugao de sinais, cofator de
enzimas essenciais e defesa contra moléculas oxidantes e xenobioticos potencialmente
toxicos (PENA et al., 2000; STEHBENS, 2003). Este tripeptideo pode prover protegéo
contra todas as formas de estresse oxidativo através de pelo menos dois mecanismos:
i) nos primeiros momentos do dano oxidativo, GSH pode agir bloqueando o potencial
téxico das EROs; ii) pode também ajudar a ativar muitos genes que tém funcgéo de
extinguir o dano oxidativo (NEBERT, 2000; STEHBENS, 2003).

Além dos antioxidantes classicos presentes em concentragdes consideradas
relativamente baixas, existem compostos que possuem pequena atividade antioxidante,
mas quando presentes em altas concentragdes, podem contribuir para capacidade
antioxidante total, dentre eles podemos citar bilirrubina e os compostos fendlicos
(DROGE, 2002).

O desequilibrio entre a produ¢cao de EROs e/ou ERNs e o sistema de defesa
antioxidante endégeno é o fator predominante que pode causar uma série de mudancgas

fisiolégicas, chamadas de estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

1.1.3 Estresse Oxidativo

Em organismos aerdbios saudaveis a relagdo entre a produgdo de EROs e
ERNs com os sistemas de defesas antioxidantes, estdo aproximadamente em
equilibrio. Entretanto, esse equilibrio nem sempre é perfeito. O estresse oxidativo

ocorre como um desequilibrio entre o balango pré-oxidante / antioxidante, em favor da
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situacdo pré-oxidante, promovendo um dano potencial (SIES, 1993; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1999).

O efeito do estresse oxidativo pode resultar em trés diferentes processos: i)
adaptacdo por regulagem do sistema de defesa antioxidante; ii) injuria tecidual,
podendo causar dano a qualquer molécula alvo (DNA, proteinas e lipidios); iii) morte
celular por necrose ou apoptose (HALLIWELL, 2001).

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas, carboidratos,
lipideos e acidos nucléicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; MEAGHER;
FITZGERALD, 2000). Nas proteinas, as EROs podem reagir diretamente com as
mesmas ou podem reagir com moléculas como lipidios e carboidratos, gerando
produtos que podem reagir com as proteinas. Tanto a ligagdo peptidica quanto as
cadeias laterais podem ser o alvo do ataque de EROs (LEVINE, 2002).

Com respeito ao DNA, estudos associam a fragmentacado deste causada pelo
estresse oxidativo sob condi¢des de deplecdo de GSH com apoptose ou necrose
(HIGUCHI, 2003). A modificagdo oxidativa das bases do DNA pode resultar em
mutagdo, ao passo que a oxidagao das unidades de desoxirribose pode induzir a
liberagao de bases ou quebra nas fitas de DNA (ZWART et al., 1999).

Considera-se que a fragmentacdo do DNA sob condi¢des de deplecao de GSH
ocorrera por dois mecanismos: i) radicais livres lipidicos produzidos a partir dos acidos
graxos poliinsaturados (tanto na membrana plasmatica quanto nuclear) podem
diretamente atacar o DNA presente na cromatina do nucleo. ii) a lipoperoxidagéo (LPO)
em uma célula causa a perda da integridade da membrana celular e pode tornar o

ambiente favoravel ao ataque ao DNA da cromatina por outros tipos de radicais de
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oxigénio. O radical "OH pode inicialmente causar quebra da fita simples do DNA, e
posteriormente levar a quebra da fita dupla do DNA (HIGUCHI, 2003).

A LPO, utilizada como um sinal do estresse oxidativo celular e auxiliar no
reconhecimento de danos oxidativos em organismos com algumas patologias
(SEVANIAN; URSINI, 2000), ocorre em uma sequéncia de reagdes ja conhecida. No
passo inicial, um atomo de hidrogénio € sequestrado do acido graxo contendo ao
menos duas duplas ligagdes separadas por metilenos intercalados (LH), originando um
radical livre centrado no carbono (radical lipidico) (L*) com um rearranjo das duplas
ligagbes (conjugacdo de dienos). Seguido pela interagdo do L* com o oxigénio
molecular (O;), para formar um radical peroxil (LOO®), que pode entao retirar um atomo
de hidrogénio tanto do LH adjacente (induzindo uma reag¢ao de propagagéo), como de
outro doador de hidrogénio, como por exemplo, um antioxidante (figura 4) Em ambas as
circunstancias, um hidroperoxido de acido graxo (LOOH) é formado (ERNSTER;

HOCHSTEIN, 1994; HERMES-LIMA et al., 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

LH+'OH~-> L+ H,0
L'+ 0, = LOO’
LH+LOO - L'+ LOOH

Figura 4. Representagcdo esquematica das reagdes de iniciagcdo e propagagdo da LPO.

Adaptada de Hermes-Lima et al., 1995.

As consequéncias mais comuns da LPO correspondem a perturbacdo das
funcdes essenciais das membranas celulares e organelas. Incluindo o processo de

transporte, a transducdo de sinais mediada por receptores e a preservacido do
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gradiente de ions e metabdlitos. Como ja mencionado anteriormente, a LPO pode
secundariamente causar dano ao DNA e a proteinas (ERNSTER; HOCHSTEIN, 1994).
Os niveis elevados de EROs no organismo parecem ser um dos maiores
contribuintes para o envelhecimento (HARMAN, 1992) e para muitos processos
degenerativos como a aterosclerose, as doengas neurodegenerativas e o cancer entre

outros (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

1.2 Cancer e atividade antitumoral

Entre as doengas crbénico-degenerativas de maior incidéncia na populagao
ocidental destaca-se o cancer. Patologia caracterizada por uma proliferagdo
descontrolada de células, sendo que as alteragdes essenciais que transformam células
normais em cancerosas sao devidas principalmente a mutagdes de células somaticas.
Varias mutacdes somaticas sdo necessarias para produzir cancer e estas mutagdes
devem envolver a produ¢ado de oncogenes celulares, promotores de crescimento e a
inativagdo de genes supressores tumorais (De VITA; HELMAN; ROSENBERG, 1998).

O cancer, apos as doengas cardiovasculares, é a principal causa de morte no
mundo, especialmente nos paises desenvolvidos; a incidéncia mundial dos diferentes
tipos de cancer € em torno de dez milhdes (COZZI, 2003). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude, esta doencga causa seis milhées de mortes por ano e estima-se que
havera quinze milhdes de novos casos no mundo em 2020 (WHO, 2005). Para o Brasil,
em 2005, estima-se 467.444 novos casos entre homens e mulheres (INCA, 2005). Com

poucas excegdes, o cancer tem uma prevaléncia maior nas pessoas mais velhas. Mais
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da metade de todos os canceres sao diagnosticados apds os 65 anos. (OTTO, 2002).
Estes dados estatisticos definem a importancia do cancer e o caracterizam como um

problema de saude publica.

1.2.1 Aspectos Gerais

Cancer é a denominagao genérica para as neoplasias malignas. Neoplasia, por
sua vez, significa “crescimento novo” e define condigdes de proliferagao celular
anormal, encontrada nos tumores benignos e malignos. A terminologia “tumor” tem um
sentido mais genérico, representando aumento regional de volume ou tumefagéo,
podendo ser ou ndo de carater neoplasico (NAKAGAWA; LOPES, 2000).

As causas do cancer ndo estao claramente definidas. A incidéncia, a distribuigcao
geografica e o comportamento de tipos especificos de canceres estdo relacionados
com multiplos fatores, incluindo sexo, idade, raga, predisposi¢do genética e exposicéo a
carcinégenos ambientais (BRASIL, 2002). Existem evidéncias de que as influéncias de
fatores externos ambientais sejam as principais causas da sua ocorréncia. Estas
determinam direta ou indiretamente modificagdes centradas no material genético das
células que resultam no cancer. Por exemplo, muitos canceres de pulmao ocorrem
devido a carcinogénese quimica, provocada pelo tabaco (COHN; ROTH, 1996). Altas
doses de radiagao e benzeno sdo conhecidas por causar leucemia (RUBIN; FARBER,
1994). O consumo de alcool predispbée ao cancer do trato digestivo e do trato
respiratorio, e a cirrose alcodlica pode levar ao cancer hepatico (WARD, 2002). Sao

raros os casos de canceres que se devem exclusivamente a fatores hereditéarios,
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familiares e étnicos, apesar de o fator genético exercer um importante papel na
oncogénese. Um exemplo sdo os individuos portadores de retinoblastoma que, em 10%
dos casos, apresentam histéria familiar deste tumor. Alguns tipos de cancer de mama,
estdmago e intestino parecem ter um forte componente familiar, embora nao se possa
afastar a hipotese de exposicdo dos membros da familia a uma causa comum.
Determinados grupos étnicos parecem estar protegidos de certos tipos de cancer: a
leucemia linfocitica € rara em orientais, e o sarcoma de Ewing € muito raro em negros.
(INCA, 2005).

Dessa forma, pode-se dizer que todo cancer & originado por modificacoes
genéticas, podendo ser herdadas ou adquiridas ao longo da vida. Estes genes podem
ser divididos em oncogenes, genes capazes de induzir caracteristicas especificas de
células cancerigenas para as células normais (AUDIC; HARTLEY, 2004), promotores
de crescimento celular e genes supressores tumorais que produzem o efeito oposto, ou
seja, inibem o crescimento de células tumorais, mas que podem ser inativados (De
VITA; HELMAN; ROSENBERG, 1998; WOLF; RAMIREZ, 2001). Existe ainda um
terceiro grupo representado por genes responsaveis pelos reparos em erros de
replicacdo. E necessario o equilibrio entre estes grupos de genes dentro de cada célula
do organismo para que haja o controle de seu crescimento. Em alguns tecidos como
nos epitélios existe uma alta taxa de proliferacdo, sem que, entretanto, ocorra a
manifestacdo de processos neoplasicos, visto que estes conjuntos de genes operam de

modo integrado (ELLIS et al., 2000; ELLIS; CAPUCO, 2002).
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1.2.2 Fisiopatologia do Cancer

O cancer é uma patologia que depende essencialmente da multiplicagao celular,
causando um crescimento desordenado que foge aos mecanismos de controle normal.
No entanto, as células neoplasicas nao proliferam, necessariamente, mais rapido que
as normais. O crescimento tumoral depende de outros fatores, como o balanco entre
taxa de crescimento (proporcional aos ciclos celulares) e a morte celular. Nos tecidos
normais, esse balanco ocorre, enquanto nos tecidos tumorais o fator determinante para
o crescimento é o fato de que ha mais producdo do que eliminacdo de células.
Observa-se geralmente que o0s genes supressores sao inativados, gerando o
descontrole no crescimento celular (MC CORMICK; DUNCAN; TUFARO, 1999) e que
as alteragdes essenciais que transformam células normais em cancerosas sédo devidas
principalmente a mutagdes de células somaticas. (De VITA; HELMAN; ROSENBERG,
1998).

Didaticamente, o processo de carcinogénese pode evoluir em trés fases:
iniciagcao ou fase celular, promogéao ou tecidual, progressao ou sistémica.

Na fase de iniciagao, tanto os fatores endégenos como exégenos, podem por um
unico evento, induzir um dano irreversivel ao DNA de uma célula. Contudo, um unico
evento nao ¢€ suficiente para induzir uma mudangca maligna, necessitando
posteriormente da agao de promotores tumorais.

Na fase de promogao, segue a expansao clonal da célula transformada, que
sofre inumeras alteragbes genéticas e epigenéticas. Freqlientemente os tumores sao

detectados nesta fase.
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A fase final € de progressao, onde as células transformadas adquirem outras
modificagdes genéticas e epigenéticas, entram em um processo proliferativo ilimitado,
com um aumento do grau de malignidade, o tumor aumenta de tamanho e pode se
espalhar formando focos secundarios de tumor (metastase). As metastases
caracterizam a fase sistémica das neoplasias (HENDERSON, 1996).

A semelhanga estrutural das células do cancer com suas células de origem
permitem diagndsticos especificos sobre a possivel origem e comportamento do tumor.
Além disso, os tumores sdo classificados de acordo com o tecido ou tipo de célula do
qual se originam. Assim, canceres provenientes de células epiteliais sdo chamados de
carcinomas, de células musculares, sarcomas e de células hematopoiéticas, leucemias
(INCA, 2005).

O crescimento tumoral €, na maioria das vezes, autbnomo e persiste apds a
retirada do estimulo que o produziu. Além disso, os tumores sdo originados a partir de
células que normalmente possuem capacidade de proliferacdo. Desta maneira, células
terminalmente diferenciadas, tais como, neurénios maduros e miécitos cardiacos néo
sdo precursores comuns de cancer, havendo uma incidéncia clinica muito baixa
(PATHAK, 2002).

A evolucéo da neoplasia pode ser relacionada a biologia tumoral que determina
a velocidade de crescimento, agressividade, tendéncia a invasao local e a metastase.
Além disso, o crescimento do cancer acarreta em um consumo do organismo pela
competi¢ao por nutrientes e energia, resultando em estados de caquexia em fases mais

avangadas. Este processo pode culminar em morte, quando nao for interrompido por
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um tratamento eficaz e existir o comprometimento de 6rgaos vitais (PATHAK et al.,

2002; NAKAGAWA; LOPES, 2000).

1.2.3 Tumor ascitico de Ehrlich (TAE)

Modelos experimentais, como de cancer espontdneo em animais, oferecem
oportunidades de estudos que auxiliam na compreensdo da resposta imune do
hospedeiro, bem como na avaliacdo da atividade e mecanismo de compostos, com
perspectivas de desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos (HANSEN;
KHANNA, 2004). Neste aspecto, o TAE é uma ferramenta que esta sendo amplamente
utilizada em nossos estudos.

O TAE é um carcinoma que foi desenvolvido para forma ascitica, por Loewenthal
e Jahn em 1932, de uma das varias linhagens do carcinoma de Ehrlich que surge de
tumores epiteliais esponténeos, provavelmente originado de glandulas mamarias
(GUPTA et al., 2000). Ele cresce rapidamente, apresenta um comportamento muito
agressivo, e tem sido amplamente citado na literatura, para investigar propriedades anti-
tumorais de varios novos agentes (AJITH; JANARDHANAN, 2003; KANENO et al.,
2004; MELLO et al., 2004; RAJESHKUMAR et al., 2002). O crescimento progressivo do
tumor de Ehrlich é caracterizado por profundas alteragdes na resposta imune e pelos
altos niveis de consumo de glutamina (LOBO et al., 2000) o qual tem sido associado
com alteragdes metabdlicas e fenotipicas levando a uma diminuicdo da
imunocompeténcia, tornando vulneravel o sistema de defesa do hospedeiro (JUSTO;

DURAN; QUEIROZ, 2003; SEGURA et al., 1997).
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Em estudos realizados por Lobo e colaboradores (2000), para investigar o papel
da glutaminase no crescimento e proliferagdo do tumor, com células do TAE
transfectadas com plasmideo, expressando um segmento de mRNA anti-sense para
glutaminase, uma enzima que apresenta-se elevada em células com alta velocidade de
proliferacdo, e que em seus estudos apresentaram expressao diminuida, resultando na

perda da capacidade tumorigénica in vivo e alteragdes fenotipicas de células tumorais.

1.2.4 Atividade antitumoral de produtos naturais, semi-sintéticos e sintéticos

Os progressos da medicina molecular trouxeram esclarecimentos sobre a
patogenia do cancer em nivel bioquimico, o que permitiu novas abordagens
terapéuticas. Entretanto, como o cancer é uma familia de doencas, cada tipo de cancer
tem sua evolucdo clinica caracteristica e consequentemente, terapia diferenciada
(GORCZYCA; GONG; ARDELT, 1999).

Existem trés abordagens principais para o tratamento de cancer: excisdo
cirargica, radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia é agora considerada como o
mais efetivo método de tratamento de cancer (AJITH; JANARDHANAN, 2002). Porém,
para alguns tipos de tumores, € cada vez mais utilizada como adjuvante da cirurgia ou
da radioterapia (RANG; DALE; RITTER, 1999).

Historicamente, ha evidéncias da utilizagdo de agentes quimioterapicos sob a
forma de sais metalicos como o arsénico, cobre e chumbo em civilizagdes antigas do
Egito e da Grécia. Porém, a partir da década de 50, com a identificacdo dos primeiros

antibidticos antitumorais, houve um rapido desenvolvimento da quimioterapia
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antitumoral nas décadas seguintes, levando ao descobrimento de diversos farmacos
importantes (BONASSA, 1996).

Atualmente as pesquisas continuam no sentido de desenvolver novos agentes,
porém a énfase maior reside na descoberta de substancias analogas as ja conhecidas,
com efeitos téxicos menos agressivos, especialmente ao coragédo, pulmbes, rins e
sistema nervoso (BONASSA, 1996).

O sucesso no tratamento de tumores por meio de farmacos depende da maior
sensibilidade das células neoplasicas ao tratamento do que das células normais, uma
vez que células em proliferagcdo sdo em geral mais susceptiveis a estes agentes do que
as células quiescentes. Entretanto, as diferencas de sensibilidade entre células
neoplasicas e normais sdo as vezes pequenas e a toxicidade € um problema comum
(RUSTIGI; PODOLSKY, 1996).

Os principais alvos moleculares dos varios farmacos usados na quimioterapia do
cancer atualmente incluem: os antimetabdlitos, que inibem a sintese de purinas (ex:
mercaptopurina, tioguanina e metotrexato), agentes que inibem a formacgdo de
desoxirribonucleotideos (ex: hidroxiuréia, fluoruracila), agentes que modificam o DNA
por alquilacdo (ex: cisplatina), agentes que interagem com a topoisomerase Il (ex:
bleomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, etoposideo), agentes inibidores da sintese
do RNA ou de proteinas (ex: actinomicina D, vincristina e vimblastina) e agentes que
modificam o DNA por alquilagcédo (ex: cisplatina) (RANG, DALE; RITTER, 1999;
RICHARDSON et al., 2000). Dentre estes grupos, os antibiéticos antitumorais estao
entre os mais importantes agentes utilizados na quimioterapia do cancer, e incluem os

membros das familias da antraciclina, bleomicina, actinomicina, mitomicina e acido




Introducéo 19

aureodlico (ROCHA; LOPES; SCHWARTSMANN, 2001). Entre aqueles clinicamente
mais utilizados se encontram os derivados da daunomicina, particularmente
doxorubicina/idarrubicina € a mitomicina C (CRAGG; NEWMAN, 1999). A grande
maioria destes antibidticos utilizados exercem sua atividade antitumoral por inibicdo da
topoisomerase Il, grupo de enzimas que catalisam o relaxamento da super-hélice do
DNA no processo de replicagao e sintese de novo (BURDEN; OSHEROFF, 1998).

Entretanto, para todos os grupos de agentes antitumorais apresentados existe
uma alta incidéncia de efeitos adversos associados a elevada toxicidade. Além disto, no
caso particular do cancer, a resisténcia a quimioterapia (MDR = multidrug resistence) é
muito acentuada, obrigando o clinico a optar por terapias de associagcao de dois ou
mais farmacos (JENDIROBA et al., 2002).

Depois da descoberta de sua atividade anti-tumoral, o cis-
diaminedichloroplatinum (lI), (cisplatina), ou cis-DDP tornou-se um farmaco amplamente
utilizado para o tratamento de cancer. Sua importancia esta correlacionada a sua
habilidade de causar a completa remissdo em pacientes com cancer testicular
avancado, apresenta um efeito terapéutico significativo em cancer de ovario, utero,
bexiga, cabecga/pesco¢o (RANG; DALE; RITTER, 1999; BOYLES et al.,, 2001).
Entretanto, seu excelente desempenho como antitumoral, coincide com seu
consideravel efeito toxico, que inclui neurotoxicidade, nefrotoxicidade e emeses
severas. Tem também um importante efeito na redugao dos niveis de antioxidantes no
plasma e geracao de radical livre nas células normais (WEIJL et al., 1998; YOSHIDA et
al., 2003). Existe também outro problema, que é a propensdo dos tumores

desenvolverem resisténcia a platina, sendo este, a maior dificuldade enfrentada no seu
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emprego para uso clinico. A ineficacia deste farmaco frente a um amplo padrao de
tumores humanos, bem como suas limitagdes, tem gerado um grande interesse no
desenvolvimento de novos farmacos, com menor toxicidade, melhor atividade e

espectro (VALADARES; QUEIROZ; 2002).

1.3 Fungos patégenos e atividade antifungica

1.3.1 Fungos patégenos

Nos ultimos 30 anos, houve um aumento na incidéncia de infecgbes fungicas
sistémicas secundarias graves. O uso disseminado de antibiéticos de amplo espectro,
que eliminam ou reduzem as populagdes bacterianas ndo patogénicas que
normalmente competem com os fungos (RANG; DALE; RITTER, 1999), também o
aumento no numero de individuos com redugcao das respostas imunes devido a AIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida) ou a agao de agentes imunossupressores ou
utilizados na quimioterapia do cancer (GEORGOPAPADOKOU; WALSH, 1994), sao
fatores que levaram a um aumento na prevaléncia de infec¢gdes oportunistas, isto é,
infeccbes por fungos que normalmente sdo indcuos ou faciimente dominados em
individuos imunocompetentes (RANG, DALE; RITTER, 1999). As pesquisas
fragmentadas de estudos epidemioldgicos e relato de casos indicam que as micoses
cutaneas estao entre as doengas humanas mais comuns. Os relatos estimam que séo o
terceiro disturbio mais usual em criangas com menos de 12 anos de idade, e o segundo

mais comum em populagdes mais idosas. A ocorréncia destas doengas varia com a
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idade, sexo, grupo étnico e habitos culturais e sociais da populagcdo (KOBAYASHI,
1992).

As infecgbes fungicas superficiais podem ser classificadas em dermatomicoses e
candidiase. As dermatomicoses sdo infeccbes da pele, dos cabelos e das unhas
causadas por dermatofitos. As mais comuns sdo produzidas por microrganismos do
género Tinea, responsaveis por varios tipos de “tinha”. Tinea capitis afeta o couro
cabeludo, Tinea cruris, virilha, Tinea pedis, o pé, Tinea corporis, o corpo e Tinea
unguium, as unhas. Na candidiase superficial, o microrganismo leveduriforme infecta as
mucosas da boca “afta” ou da vagina ou da pele. Os dermatdfitos sdo um grupo de
fungos os quais caracteristicamente infectam partes queratinizadas do corpo e as
dermatomicoses sdo muito dificeis de erradicar (LOPEZ et al., 2001).

A tabela 2 apresenta alguns dos principais fungos que infectam o homem e as

enfermidades que estes produzem.
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Tabela 2. Principais fungos que infectam o homem e suas enfermidades.

Fungos que atacam o homem

Enfermidades

Epidermophyton floccosum

Microsporum canis
Microsporum gypseum

Trichophyton mentagrophites

Céndida albicans
Cryptococcus neoformans
Paracoccidioides brasiliensis
Aspergillus fumigatus
Histoplasma capsulatum

Trichophyton rubrum

Tinea capitis, T. Corporis, T. Cruris, T. Pedis
(pé de atleta)

Tinea capitis, T. Corporis

Tinea capitis, T. Corporis

Tinea pedis, T. Barbae (a barba), T. Capitis,
T. Corporis, T. Cruris

Candidiase (sistémica e superficial)
Criptococosis

Paracoccidioidomicosis

Aspergilosis

Histoplasmosis

Tinea capitis, T. Corporis, T. unguium

Fonte: Adaptada de Zacchino, 2001.

1.3.2 Atividade antifungica

Os trés principais grupos de antifungicos de uso clinico sdo: os antibidticos

polienos, os derivados azdlicos e os alilaminas/tiocarbamatos. Todos interagem ou

inibem o ergosterol, principal esterol da membrana plasmatica da maioria dos fungos

(GEORGOPAPADOKQOU; WALSH, 1994). A figura 5 mostra a via de sintese do

ergosterol e as etapas desta via que sdo afetadas por estes inibidores.
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Figura 5 - Via de sintese do ergosterol e os sitios de acdo de seus principais inibidores.

Adaptada de Georgopapadakou e Walsh, 1996.

Os polienos (ex: Anfotericina B, nistatina) ligam-se ao esterol da membrana
causando um aumento na permeabilidade da membrana, levando a perda de
componentes citoplasmaticos e conseqlentemente a morte celular. Os inibidores desta
classe tém a maior afinidade pelo ergosterol que pelo seu correspondente na espécie

humana, o colesterol, viabilizando assim seu uso clinico.
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Os compostos azolicos (ex. Cetoconazol, itraconazol, fluconazol, clotrimazol) sao
completamente sintéticos e atuam primariamente na biossintese do ergosterol no passo
de demetilagdo C-14, uma reacao dependente do citocromo P-450.

Tanto as alilaminas (ex. Terbinafina, naftifina) quanto os tiocarbamatos (ex.
tolnaftato) inibem a esqualeno epoxidase, que juntamente com o oxidoesqualeno
ciclase transformam o esqualeno em lanosterol (ZACCHINO, 2001; GROLL; WALSH,
2002),

Existe ainda a 5-flucitosina que atua no metabolismo das pirimidinas inibindo a
sintese de RNA/DNA, porém esta classe tem um espectro de atividade limitada, sendo
usado principalmente em combinagdo com Anfotericina B (GEORGOPAPADAKOU,;
WALSH, 1996).

Nos ultimos anos, a parede fungica surgiu como alvo ideal para o descobrimento de
agentes antifungicos seletivos. O fato de que as células fungicas, mas ndo as humanas
possuirem parede, e que esta estrutura € essencial para a célula fungica, faz com que
todos os sistemas enzimaticos que fazem parte da sintese e montagem da parede
celular fungica se transformem em alvos uteis para o descobrimento e desenvolvimento
de novos farmacos antifungicos (ZACCHINO, 2001).

E imprescindivel que sejam incrementadas as pesquisas que visem a obtencdo de
novas substancias com atividade antimicrobiana, principalmente com atividade dirigida
contra patégenos fungicos, uma vez que a disponibilidade de antifungicos é inferior a de
agentes antibacterianos (SMANIA, 2003). Os farmacos antifungicos disponiveis
atualmente tém uma toxicidade importante, produzem recorréncia ou causam

resisténcia, razdo pela qual se estda permanentemente procurando novos agentes
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antifangicos mais potentes e, sobretudo, mais seguros que os ja existentes

(ZACCHINO, 2001).

1. 4 A pesquisa de novos farmacos

Do ponto de vista histérico, os produtos naturais sempre desempenharam um
papel muito importante no processo de desenvolvimento de farmacos. A maior parte
dos farmacos comercializados atualmente é de origem natural ou de produtos sintéticos
inspirados em produtos naturais. Tanto os métodos classicos de isolamento dos
produtos naturais quanto a utilizagcdo de processos de sintese quimica na geragao
destas substidncias sao uma fonte promissora de novos compostos prototipos
(STROBEL, 2002; DE LAS HERAS et al., 2003; MACIAS et al., 2003).

Dentre os grandes grupos de compostos com estrutura quimica relativamente
simples, que podem sofrer uma enorme gama de modificagbes estruturais e que
permitem otimizar ou direcionar diferentes atividades biolégicas, encontram-se os

compostos fendlicos, que serao sujeito de estudo no presente trabalho.

1.4.1 Compostos Fenodlicos

Os compostos fendlicos sdo derivados do metabolismo vegetal secundario,
apresentando como estrutura fundamental um anel aromatico, com um grupamento

hidroxila substituindo ao menos um hidrogénio. Este grupo de compostos esta
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largamente distribuido nos vegetais e microrganismos, sob a forma livre ou ligada a
agucares (glicosidios) e proteinas (CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2003).

Os compostos fendlicos podem atuar nas plantas como antioxidantes,
antimicrobianos, antifungicos, fotoreceptores, atraentes visuais e repelentes de
predadores. Contudo, ha um grande interesse atualmente sobre sua atividade
antioxidante, devido a sua habilidade de sequestrar e de reduzir a formagao de EROs e
eletrofilos; de quelar metais e de inibir o processo de nitrosacdo; potencial de auto-
oxidagao, produzindo peroxido de hidrogénio na presenca de certos metais como ferro
e cobre; e sua capacidade de modular a atividade de enzimas como a proteina quinase
C e a lipooxigenase (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000; PIETTA,
2000; CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2003).

Os compostos fendlicos podem inibir os processos da oxidacdo em certos
sistemas, mas isso nao significa que eles possam proteger as células e os tecidos de
todos os tipos de danos oxidativos. Esses compostos também podem apresentar
atividade pré-oxidante em determinadas condi¢cées (DECKER, 1997).

Dentre os compostos fendlicos encontram-se as acetofenonas, que apresentam
varias atividades biolégicas. Estes compostos podem ocorrer em plantas naturalmente
(FAVIER, et al. 1998), ou podem ser produzidos por via sintética. Eles despertam
grande interesse por apresentarem importantes atividades biolégicas, como:
antiinflamatadria (FAVIER et al., 1998), antiespasmaodica (CECHINEL Filho et al., 1995),
antibacteriana (NIERO, et al. 1996) e antifungica (CECHINEL Filho et al., 1996). Gul e

colaboradores (2002) relatam importante atividade antifungica de derivados da
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acetofenona conhecidos como bases bis Manich, bis (B-aroiletil) metilamina

hidroclorado, conforme ilustra a figura 6.

H3

At —C—C— C—N—C—CG— —Ar -HCI
! || H2 CH2 %2 H2 ﬁ: !
O @)

Figura 6. Bases bis Manich, composto derivado da acetofenona.

Esta classe de compostos ja vem sendo avaliada no LABIOEX, tendo sido tema
de dissertacdo do mestrando Luis Flavio de Souza Oliveira, onde foi observado um
efeito hipocolesterolémico importante tanto para a acetofenona quanto para alguns de
seus analogos sintéticos, em ratos submetidos a uma dieta hipercalérica (OLIVEIRA,
2001).

A seguir sdo apresentadas as estruturas quimicas dos compostos a serem

estudados e do flavondide rutina (Figura 7):

COCHj3
HO OH OH
HO COCH,
HO
OH
2,4,6 — trinidroxiacetofenona 2,3,4 — trihidroxiacetofenona

(Floroacetofenona) (Galacetofenona)
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Figura 7. Estrutura quimica das acetofenonas estudadas e do flavondide rutina.
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1.4.2 Chalconas

As chalconas consideradas como intermediarios essenciais na biossintese dos
flavonoides, sdo abundantemente encontradas na natureza em plantas rasteiras ou
arbéreas (RUBY et. al, 1995; RODRIGUES, 1997; RAO; FANG; TZENG, 2004 ).
Quimicamente possuem a nomenclatura (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona, s&o definidas
como cetonas aromaticas a, B-insaturadas, constituidas por dois anéis benzénicos
conectados por uma ponte de 3 carbonos, tendo conjugados um grupamento
carbonilico e uma porgao olefinica. Diferentemente dos flavondides, as chalconas nao
possuem o anel piranico, que € formado pela adigdo do oxigénio a posicédo 2 das
chalconas e subsequente ciclizagdo com a cadeia de 3 atomos de carbono e o anel A

(Figura 8) (CESARIN; FERREIRA; BRAZ, 2001).

0 O
C
0
Estrutura geral flavonoides Estrutura geral chalconas

Figura 8: Estrutura quimica geral dos flavondides e de seus precursores, as chalconas,

demonstrando a designacao dos anéis aromaticos (A, B e C).

Do ponto de vista quimico sdo varias as modificacbes que podem ser realizadas

nas chalconas. De acordo com a natureza dos substituintes, podemos classificar as
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interacbes quanto aos efeitos estéricos causados por substituintes volumosos, aos
efeitos eletrébnicos decorrentes da diferenga de eletronegatividade entre atomos ou
grupos substituintes, ou a presenga de sitios acido/base de Lewis, possibilitando a
formagao de ligagdes de hidrogénio e/ou complexos intra e intermoleculares (CESARIN;
FERREIRA; BRAZ, 2001). Desta forma, as alteragdes estruturais mais descritas para as
chalconas sao: substituicbes nos anéis A e B em diferentes posicdes (JURCSAK;
ZAMINI, 1999) e adigbes halogénicas na dupla ligagao olefinica (BIEBER, 1999). Os
processos de isomerizagdes cis-trans para as chalconas, também sao relatados

(IWATA et al., 1995).

A atividade antiviral de uma grande variedade de chalconas foi caracterizada,
ap6s modificagdes moleculares na estrutura quimica de uma flavona 4’,5-dihidroxi-
3,3’,7-trimetoxiflavona, isolada da Agastache rugosa KUNTZE, que apresentava potente
atividade contra o picornavirus (ISHITSUKA et al.,, 1982a). A abertura da cadeia
carbbnica do anel C desta flavona, originou inicialmente a chalcona 4’-metoxi-2’-hidroxi-
4,6’-dimetoxichalcona, que proporcionou a perda da atividade contra o picornavirus,
porém inibindo potentemente outro tipo de virus, o rinovirus humano (ISHITSUKA et al.,
1982b). Além do rinovirus humano tipo-2, algumas chalconas apresentaram agao
antiviral para o polivirus tipo-1 (cepa de Mahoney), rinovirus tipo-9, ECHO-6 e
parainfluenza virus (EDENHARDER; RAUSCHER; PLATT, 1997; DIMMOCK et al.,
1999). Hatano e colaboradores (1988), citam outra importante inibigcdo viral relatada
para a Licochalcona, que atua inibindo a formacdo de células OKM-1, as quais sao
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana. Ja Phrutivorapongkul e

colaboradores (2003), relatam atividade moderada contra o virus herpes simples.
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Os estudos dos efeitos das chalconas sobre a atividade protozoaria tem sido
intensamente relatados tanto para a forma epimastigota (forma flagelada encontrada na
corrente sanguinea do hospedeiro, responsavel pelo processo de reproducdo) quanto
para a forma promastigota (forma flagelada infectante, responsavel pela reprodugao
parasitaria) (LUNARDI; GUZELA, 1998). Dentre os parasitas estudados encontram-se:
Leishmania major, Leishmania donovani, Plasmodium falciparum, Tripanossoma cruzi

(RAM et al., 2000; SAIRAFIANPOUR et al., 2002; LUNARDI et al., 2003).

Ja foram citadas para diferentes chalconas diversas propriedades anti-
inflamatdrias, e as possiveis acdes destes farmacos sdo comumente relatadas através
da: (i) inibicdo da liberagdo de beta-glucuronidase e lisosima e de neutrdfilos
estimulados com formil-Met-Leu-Phe/citochalasina B (HSIEH et al., 2000); (ii) inibigao
dos efeitos da formacdo de Oxido nitrico, em microglias estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS), agindo como sequestradores de 6xido nitrico (HERENCIA et
al., 2002; ROJAS et al., 2002); (iii) supressao da expressao da enzima ciclooxigenase-2
(COX-2) (KO et al., 2003); (iv) supressao da biossintese da Interleucina-1 (IL-1)

(DIMMOCK et al., 1999).

Algumas chalconas polihidroxiladas apresentaram atividade estrogénica,
interagindo diretamente com o receptor estrogénico, estimulando a resposta
transcripcional estrogénio-dependente e promovendo o crescimento de células como as

MCF 7, estrogénio-dependentes (DIMMOCK et al., 1999).

Em relacdo a atividade antibacteriana, a efetividade das chalconas e seus

derivados contra microrganismos Gram positivos € freqientemente maior do que contra
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bactérias Gram negativas, no entanto, alguns analogos também podem inibir o
crescimento de microrganismos Gram negativos (OPLETALOVA, 2000). Ja foram
relatadas inibicdes para as bactérias: Micrococcus Iluteus (INAMORI et al., 1991),
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (ALCARAZ et al., 2000), Escherichia coli
(ALCARAZ et al., 2000; ALVAREZ et al, 2004), Staphylococcus epidermidis

(DIMMOCK et al., 1999), dentre outras.

Dentre as inumeras atividades ja descritas para as chalconas, podemos citar,
ainda, a atividade anti-plaquetaria, pela possivel inibicdo da mobilizacdo do calcio
intracelular ou como antagonista do calcio ou com efeito inibitério na formagao de
tromboxano (KO et al., 2004), potencial de inibigdo enzimatica para: (i) glutationa S-
transferase (GST), contribuindo na sensibilizagdo celular tumoral aos farmacos
quimioterapicos (SCHECTER et al., 1992); (ii) epdxido hidroxilase citosélica, diminuindo
a citotoxicidade celular (MORISSEAU, 1998); (iii) enzimas mitocondriais como
succinoxidase, desidrogenase, fumarato redutase, monoamino oxidase, auxiliando na
atividade anti-parasitaria (CHEN; ZHAI; CHRISTENSEN, 2001); (iv) 15-hidroxi
prostaglandina deidrogenase, prevenindo a formagao de ulcera gastrica (DIMMOCK et
al.,, 1999); (v) iodotironina monodeiodinase de ratos, inibindo a catadlise da
triodothironina (FUJITA et al., 1992; NERYA et al., 2004).

Diversos experimentos utilizando culturas celulares in vitro, demonstraram a
acgao de algumas chalconas na inibigao da proliferagao celular de tumores malignos em
diferentes linhagens celulares humanas como: HGC-27 (cancer gastrico) (SHIBATA,
1994); Hela (carcinoma cervical) (IWATA et al., 1995); PANC-1 (cancer pancreatico);

GOTO (neuroblastoma); MCF-7 (cancer de mama) (CALLISTE et al., 2001); K562 e HL-
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60 (leucemia) (SAYDAM et al, 2003); NCI-H460 (cancer de pulmao)
(PHRUTIVORAPONGKUL et al., 2003).

No presente trabalho serdo analisadas algumas chalconas sintetizadas pela
doutoranda Lorena dos Santos, que ja foram avaliadas no LABIOEX com respeito a
atividade hipolipemiante e que foi tema da dissertacdo de mestrado da doutoranda
anteriormente citada.

A seguir sdo apresentadas as estruturas das chalconas a serem avaliadas neste

estudo. Figuras 9, 10 e 11)

% A
CH;, H
NaOH
+ @@,
EtOH
X Y
Compostos X Y
c1 4-H 4-H
c2 3,4-Cl 4-N(CHs)
c4 4- CH, 4-Cl
C5 4-Br 4-Cl
C6 4-Br 4-H
C7 4-Cl 4-H
C8 4-H 4-Cl
c9 3,4-Cl 4-H
c13 4-H 4- CHs
c14 4-H 4-OH
c15 4-H 4-NO,
C16 4-H 4- OCH,
Cc17 4-H 2- OCHj4
c18 4- CHj 4- N(CH3)
Cc19 4-H 3- OCHj;
C24* 4-H 3- OCHj3, C¢HgNSO,
C25 2,4- OCHj3; 6-OH 4-NO,

Figura 9: Rota sintética e substituintes dos anéis aromaticos A e B das chalconas.
Fonte: Adaptado Santos, 2000.

*Composto fornecido pelo professor Ricardo Nunes do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina.
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(0]
1]
@C —CH=CH-CH=CH @
X
Compostos | X
C1 4- OCH;
C12 2-OH
C20 H

Figura 10: Estrutura geral e substituintes do anel aromatico A.

Fonte: Santos, 2000.

I'

Compostos | X Y

B1 4- Cl 4-Cl

B2 4-H 4-CHs
B3 4-H 4-NO,
B4 4-H 4- OCH,

Figura 11: Rota sintética e substituintes dos anéis A e B dos derivados di-bromados
sintetizados.

Fonte: Adaptado Santos, 2000.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar o potencial antioxidante e
antifungico de analogos da acetofenona e pré-oxidante e antitumoral de chalconas

sintéticas, utilizando modelos in vitro e in vivo.

2.2 Objetivos especificos

v Avaliar o potencial pré ou antioxidante in vitro de alguns analogos sintéticos
da acetofenona e de chalconas utilizando o ensaio de captacado do radical
1,1-difenil-2-picril hidrazina (DPPH), além da peroxidagao lipidica em

homogenato de figado de ratos.

v' Avaliar a atividade antitumoral de algumas chalconas sintéticas em
camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich através da
avaliagao da viabilidade celular, volume ascitico, variagdo de peso e média

de sobrevida dos animais.

v’ Avaliar a atividade antifungica de alguns analogos sintéticos da
acetofenona através da determinacdo da concentragao inibitéria minima

pelo método de microdiluigéo.
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v Avaliar o potencial pré-oxidante in vivo de chalconas sintéticas através da
determinagao da fragmentacdo do DNA, lipoperoxidagdo de membranas,
GSH e carbonilacdo de proteinas e correlacionar com a atividade

antitumoral.

v' Correlacionar os dados obtidos relativos a atividade antioxidante,

antifungica, antitumoral e as estruturas quimicas dos compostos testados.
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3 METODOLOGIA

3.1 Materiais e reagentes

Os derivados da acetofenona utilizados para a avaliagdo da atividade
antioxidante e antifungica, foram sintetizadas pelo Laboratério de Sintese Estrutura e
Atividade, LABSEAT, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina, coordenado pelo Professor Dr. Rosendo Augusto Yunes.

As chalconas sintéticas avaliadas neste trabalho foram cedidas pelo Nucleo de
Investigagdes Quimico-Farmacéuticas/NIQFAR, da Universidade do Vale de Itajai —
UNIVALL.

Os reagentes, etanol p.a., metanol p.a., DMSO p.a., acido nitrilo acético (NTA),
acido tiobarbitarico (TBA), 1,1-difenil-2-picril hidrazina (DPPH), 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH), hidroperdoxido de cumeno, o 5,5-ditiobis-2-acido nitrobenzoico (DTNB),
hidroxitolueno butilado (BHT), nitrilo blue tetrazolium (NBT), peroxido t-butila (t-
BUOOH), rutina, foram adquiridos junto a Sigma-Aldrich (St Louis, USA). Utilizou-se
também a Cisplatina Incel® 50 mg/50 ml da linha genérica cedida pelo Centro de
Pesquisas Oncolégicas (CEPON).

Os kits para a dosagem das enzimas aspartato aminotransferase (AST) foi
adquirido junto a Labtest Diagnéstica S.A. (MG, Brasil). O corante azul de trypan foi
adquirido da empresa Vetec Quimica Final Ltda.

Os meios de cultura empregados para os testes antifungicos foram o agar batata

e o caldo nutritivo adquiridos dos laboratérios Difco.
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3.2 Animais

Nos ensaios biolégicos foram utilizados camundongos machos Mus muscullus,
com 8-10 semanas de idade, peso variando entre 29 + 35g e ratos Wistar (Rattus
norvegicus), machos (200 + 50 g de peso), com aproximadamente 70 dias. Estes
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina, ao Departamento de Bioquimica/CCB. Os animais foram pesados e
distribuidos em grupos de 12 individuos, de acordo com o peso obtido. Os mesmos
permaneceram no laboratério por um periodo minimo de adaptagéo de 7 dias antes da
realizacéo dos experimentos, mantidos em gaiolas plasticas, sob temperatura ambiente
controlada (£ 25°C), com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo dieta comercial e
agua ad libitum. Antes do inicio de cada experimento, 0s animais permaneceram em
jejum de 12 horas.

O presente projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA)/UFSC sob o numero n ° 23080.009607/2002 - 88, para a utilizacdo dos

animais, com o oficio de aprovagao n° 149/CEUA/DAP/PRPG.

3.3 Fungos

Visando a analise da atividade antifungica dos compostos foram utilizados os

seguintes fungos filamentosos, Microsporum canis, Trichophytom mentagrophytis,

Epidermophytom floccosum, Trichophyton rubrum (Blanchard) e nao filamentoso
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Candida albicans. O Epidermophytom floccosum e o Trichophyton rubrum foram obtidos
do Laboratério Médico Santa Luzia e os demais fungos do Laboratério de Antibiéticos
do Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal de Santa
Catarina, onde as analises também foram realizadas, sob a orientagdo da Profa. Dra.

Elza de Fatima Albino Smaénia.

3.4 Estratégia experimental

O presente trabalho teve como proposta avaliar algumas atividades bioldgicas de
chalconas sintéticas e de analogos da acetofenona. Para dar inicio a esta investigacgéao,
foi feito um screnning in vitro da atividade antioxidante, utilizando os ensaios de
capacidade de captacao do radical DPPH e protecéo da lipoperoxidacdo de membranas
bioldgicas. A partir dos dados obtidos, aqueles compostos que apresentaram atividade
antioxidante (acetofenonas) foram avaliados com respeito a atividade antifungica e
aqueles que apresentaram atividade pré-oxidante (chalconas) foram avaliados com

respeito a atividade antitumoral.

3.5 Avaliagao da atividade antioxidante in vitro

3.5.1 Determinacgao da capacidade de captagao do radical DPPH

A capacidade de captagao do radical DPPH foi avaliado pela medida da extingao

de sua absor¢gao maxima em 517 nm. A técnica, descrita por Mensor (2001), constitui
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na incubacgao durante 30 minutos a temperatura ambiente, de uma solugéo etandlica de
DPPH 3,0 mM com concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50, 125 e 250 pg/mL) de
analogos da acetofenona e chalconas sintéticas. Apds esse periodo € feita a leitura
espectrofotométrica em 517 nm e o percentual de captacdo do radical DPPH foi
calculado em termos de porcentagem de atividade antioxidante (AA%) conforme
formula abaixo:

AA% = 100 - {[(Abs.amostra - AbS.branco) X 100] / Abs.contro|e}

A concentracdo da amostra que é necessaria para captar 50% dos radicais
livres DPPH (CEsp) foi calculada por analise de regressao exponencial e expressos

como média + E.P.M.

3.5.2 Protecao da peroxidagao lipidica

A protecdo da peroxidagcao lipidica foi avaliada de acordo com o método
descrito por Chen e Tappel (1996), usando homogenato de figado de ratos. Os animais
foram sacrificados e o figado retirado, lavado com salina 0,9%, pesado e
homogeneizado em tampéao fosfato de potassio 10 mM e pH 7,0 em KCI 140 mM. O
homogenato foi centrifugado 2000 g e o sobrenadante obtido foi diluido (3:9) em
tampao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,4).

Posteriormente foi feita a incubacdo de: 100 uL H,O destilada, 125 pL de
tampéao fosfato de potassio 80 mM (pH 7,4), 100 uL de perdxido t-butila, 100 pL de

diferentes concentragdes dos analogos da acetofenona e chalconas sintéticas (31,25;
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62,5; 125; 250 e 500 pg/mL), e 150 pL do homogenato diluido. Ao controle foi
adicionado 100 uL de BHT. A mistura foi incubada a 37 °C, sob condi¢des aerdbicas e
sob agitacao constante (180 ciclos/min), por 2 horas. Apods este procedimento foi
adicionado a esta mistura 1,0 mL de TCA 2,8% seguida de 1,0 mL de TBA 1% em
NaOH 0,05 N. Apds, o sistema foi agitado em vortex e incubado a 100 °C por 15 min e
posteriormente colocado em banho de gelo por 5 min, seguido de centrifugagdo a 2000
g por 5 min e apos foi medida a absorbancia do sobrenadante em 532 nm.

O potencial de protecao a lipoperoxidagao foi calculado em termos de atividade
antioxidante conforme a formula abaixo:

AA% = 100 - {[(Abs.amostra - AbS.branco) X 100] / Abs.contro|e}

Os valores de CEsg representam as concentragdes das amostras que sao
necessarias para prevenir em 50% a peroxidacdo lipidica, e foram calculadas por

analise de regressao exponencial, expressos como média + E.P.M.

3.6 Avaliagao da atividade antitumoral de chalconas sintéticas

3.6.1 Tumor ascitico de Ehrlich (TAE)

O tumor ascitico de Ehrlich (TAE) foi obtido na Universidade do Vale de lItajai,
UNIVALI, no Centro de Ciéncias da Saude, com a Profa. Dra. Maria Regina Orofino
Kreuger, e mantido no Laboratério de Bioquimica Experimental-LABIOEX através de

passagens sucessivas pela via intraperitoneal entre animais doadores, a cada 7 dias,
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crescendo como ceélulas asciticas na cavidade peritoneal de camundongos. As
suspensodes celulares tumorais foram preparadas em solug¢ao salina balanceada em pH

7.4 na concentracdo final de 5 x 10° células tumorais viaveis por camundongo.

3.6.2 Protocolo experimental

Foram utilizados camundongos Swiss albino (n= 12 por grupo experimental
pesando 29 + 6 g) que foram distribuidos em diferentes grupos experimentais.

Todos os camundongos receberam um volume de 0,2 ml da solugédo de células
tumorais em condi¢cbes assépticas, com excegao do grupo controle ndo-tratado. Sendo
que o dia da inoculagdo do tumor foi considerado dia zero (0). Os animais foram
divididos em quatro grupos: I) controle nao-tratado (salina + 1% DMSO + 10% etanol);
II) controle tumor ascitico de Ehrlich (TAE + veiculo); Ill) TAE + chalconas; IV) TAE +
Cisplatina. Todos os tratamentos foram realizados por via intraperitoneal (i.p.).

O tratamento dos animais iniciou 24 h apds a inoculagado das células tumorais,
administrando-se uma dose de chalconas (C1, C4, C6, C12, C13) ou cisplatina na
concentragcao de 5 mg/kg e 2 mg/kg, respectivamente, durante 9 dias consecutivos. Os
animais controle receberam apenas o veiculo na mesma razado dose-volume
administrada aos animais tratados com chalconas. Depois da ultima dose, 18 horas
apos, 6 camundongos de cada grupo foram sacrificados para a avaliacdo da atividade
antitumoral. Os animais restantes em cada grupo foram mantidos para avaliar a

sobrevida em comparagao ao grupo controle do tumor.
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3.6.3 Avaliagao da viabilidade celular através do método de exclusdo do corante

azul de trypan

A viabilidade celular foi avaliada pela incorporagao do azul de trypan, um corante
que sO penetra nas células mortas cujas membranas ndo podem mais exclui-lo. Este
fendmeno permite estimar indiretamente o grau de integridade da mesma. O percentual
de células nado coradas representa o indice de viabilidade celular (FRESHNEY, 1999).
Apos a retirada do liquido ascitico dos animais, utilizou-se um volume de 10 uL deste
liquido o qual foi adicionado 890uL de solugéo salina e 100uL do corante azul de trypan

(0,4%) para a determinagao da viabilidade celular em camara de Neubauer.

3.6.4 Avaliagao da medida do volume ascitico

O volume ascitico total foi mensurado utilizando tubos graduados de centrifuga e

os volumes de células compactados foram determinados apds a centrifugagéo a 1000 g

por 5 min.

3.6.5 Avaliagao da Média de Sobrevida

Para determinagao da sobrevida, os animais inoculados com o TAE (6 animais

por grupo) e tratados ou n&do com chalconas por via i.p., foram observados diariamente,

durante um periodo de 30 dias (QURESHI, 2001).
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3.6.6 Avaliacao da Variagao de Peso

Para avaliar a variagdo de peso dos camundongos dos diferentes grupos foi
calculada a diferenca do peso final dos animais, apds 9 dias de tratamento, menos o

peso do primeiro dia de tratamento. Os resultados obtidos foram expressos em gramas.

3.7 Atividade Pro-oxidante in vivo

3.7.1 Protocolo experimental

Grupos de 6 camundongos foram inoculados via i.p. com 0,2 mL de uma
suspensao de células do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) provenientes da cavidade
peritoneal de camundongos doadores a uma concentracdo de 5 x 10° células/animal. O
tratamento dos animais iniciou 24 h apds a inoculacdo das células tumorais,
administrando-se uma dose de 5 mg/kg das chalconas C1, C4, C6, C12, C13 em
solugédo salina, 1% DMSO e 10% de etanol por 9 dias consecutivos. Os animais
controle receberam apenas o veiculo na mesma razao dose-volume administrada aos
animais tratados com chalconas.

Apds 9 dias de tratamento os animais foram anestesiados com éter etilico e o
sangue foi coletado por puncéo ocular para a avaliagao enzimatica da fungédo hepatica
e medida da fragmentacdo do DNA. Imediatamente apds a coleta sanglinea, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os figados foram retirados para

as dosagens dos indicadores de estresse oxidativo e GSH.
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3.7.2 Avaliagao do dano a membrana celular

3.7.2.1 Medida da lipoperoxidagao pelo TBARS

A avaliacdo da peroxidacao lipidica enddgena foi realizada em triplicata, pela
deteccdo dos seus derivados lipoperoxidos, através de substancias que reagem com o
acido tiobarbiturico (TBARS), destacando-se o malondialdeido, produzindo uma base
de Shiff de coloragdo rosa (OHKAWA, 1979; BIRD; DRAPER, 1984).

Apo6s o sacrificio dos camundongos, os figados dos animais foram retirados e
colocados imediatamente no gelo. Uma pequena porgéo, 100 mg, foi separada para a
preparagdo do homogenato, obtido em acido fosforico 1,1% (1:20 pl/v). A
homogeneizagéo foi realizada a 4°C, com cerca de 20 impactos em homogenizador
Potter-Elvehjem.

Apds a homogeneizagdo, 400 uL do homogenato foi misturado a 400 uL da
solucdo (1% TBA / 50 mM NaOH / 0,1 mM BHT) e 0,2 mL de acido fosférico 7%.
Posteriormente, a amostra foi incubada a 100 °C por 15 min, apds incubacgao foi
adicionado 1,5 mL de butanol. Finalmente, os tubos foram agitados vigorosamente em
aparelho vértex e centrifugados a 2000 g por 5 min. A fase organica foi removida e
medida espectrofotometricamente em 532 e 600 nm. Para o branco foi substituida a
solugéo de TBA por HCI 3,0 mM (HERMES-LIMA; WILLMORE; STOREY, 1995).

A concentracdo de TBARS (nmol/g) foi calculada utilizando o coeficiente de
extincdo molar de 156 mM conforme a féormula:

[TBARS] = [Amostra (As32 — Asoo) — Branco (Ass2 — Asoo)] X 1000 x diluigdes / 156.
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3.7.2.2 Medida da lipoperoxidacao pelo FOX (oxidacao do ferro pelo xilenol

laranja)

Os ensaios para avaliar a concentragcdo de hidroperdxido lipidico foram
realizados conforme descrito por Hermes-Lima et al. (1995). As amostras de figado
(200 mg) foram pesadas e homogeneizadas em 1,0 mL de metanol gelado (4 °C) grau
HPLC (1:5 g/v). Os homogenatos foram centrifugados a 1000 g por 10 minutos e os
sobrenadantes utilizados para o experimento. Foram colocados em tubos os seguintes
reagentes: 250 uL de FeSO4 1 mM, 100 uL de H,SO4 0,25 M, 100 pL de xilenol laranja
1 mM e 450 mL da agua e 60 uL do sobrenadante (extrato do tecido), ajustando o
volume final para 1 mL com agua destilada. O branco foi preparado substituindo o
extrato do tecido por agua destilada. Apds agitagdo, as amostras foram incubadas em
temperatura ambiente por 24 horas até que a reacdo estivesse completa. A
absorbancia foi medida em 580 nm. Em seguida nas amostras do tecido foram
adicionados 5 puL de cumeno hidroperoxido 1 mM, agitado e aguardado por 60 min e
feito nova leitura da absorbéancia a 580 nm.

A concentragdo de hidroperdxidos lipidicos (substancias reativas do FOX) foi
expressa em termos de equivalentes de cumeno hidroperdxido por grama de tecido
(CHPE/qQ) através da férmula:

CHPE/g peso do tecido = (AbS.amostra / AbS.5 nmol cHp) X 5 nmol CHP x 1000/ V x 6
V = volume do extrato de amostra usado

6 = fator de diluigdo 1:5 g/v.
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3.7.2.3 Avaliacao do dano ao DNA

A fragmentacdo do DNA foi avaliada através de eletroforese horizontal e
microscopia de fluorescéncia utilizando o teste COMETA (SINGH et al., 1988), onde 20
uL de sangue foi diluido em 100 uL de PBS (1:10) gelado. A partir desta diluigao,
coletaram-se 10 uL e homogeneizou-se em 75 uL de agarose de baixo ponto de fusédo
(LMPA 0,75%) a 37°C. Esta mistura (células/LPMA) foi adicionada a uma lamina de
microscopio coberta com uma camada de agarose de ponto de fusdo normal (NMPA
1%). Entdo, uma laminula de vidro foi colocada sobre a ldamina e acondicionada a 5 °C
por 5 min. A seguir retiraram-se as laminulas e as laminas foram mergulhadas em cuba
contendo solugéo de lise a 4 °C, composta por 2,5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton
X-100, 10% DMSO e 10 mM Tris pH 10, por no minimo 24 horas até 1 semana. Apos
este periodo, as laminas foram incubadas por 30 minutos em tampao alcalino a 4 °C
(300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH 13) e o DNA liberado foi submetido a uma
eletroforese horizontal sobre voltagem de 25V e uma corrente elétrica de 280 mA por
30 min. Depois disto, as laminas foram neutralizadas com tampao Tris 0,4 M, pH 7,5 e
coradas com brometo de etideo (2 ug/mL). A visualizagao foi feita em um microscopio
de fluorescéncia (400x) com filtro de excitagao de 515 nM e de extingdo de 560 nM.

Para controle negativo foi usada uma aliquota de sangue de um camundongo
controle. Para controle positivo foi usada uma aliquota de sangue de um camundongo
controle misturada com 100 ul de H,O, 1000 uM e incubada por 10 minutos a 25°C.
Para cada animal foi analisada aleatoriamente a imagem de 100 células (50 células de

cada lamina, em duplicata) e o tamanho dos cometas (regido nuclear + cauda) foi
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medido em unidades arbitrarias. Os cometas de cada animal foram divididos em
classes, de acordo com o tamanho da cauda, variando de cometas sem cauda (com
auséncia de dano, classe 1) até cometas que apresentaram cauda longa (dano
maximo, classe 5). A fim de expressar o dano visualizado nas laminas em valores

numeéricos, cada classe recebeu uma pontuacéo, conforme demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3. Pontuagcao e exemplos de cada classe de cometa visualizada.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5

Pontuacgao 0 1 2 3 4
Imagem do
cometa

Para cada animal foi calculada uma pontuacdo de acordo com o numero de

cometas visualizados em cada classe, segundo a equacéao abaixo:

indice de dano ao DNA = (N° de cometas classe 0 x 0) + (N° de cometas classe
1 x 1) + (N° de cometas classe 2 x 2) + (N° de cometas classe 3 x 3) + (N° de cometas
classe 4 x 4).

Consequentemente, obteve-se uma Uunica pontuagdo para cada grupo
estudado. Entao, o indice de dano de cada grupo podia variar de 0 (auséncia de dano)

a 400 (presenga de dano maximo).
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3.7.2.4 Avaliagcao do dano oxidativo a proteinas

O dano oxidativo as proteinas por carbonilacido foi determinado de acordo com
o0 método proposto por Levine e Stadtman (1990). Os figados foram homogeneizados
(na diluicdo de 1:20) em 5% de acido sulfossalicilico gelado e entdo centrifugados a
15000 g por 5 min. Removeram-se os sobrenadantes e foi adicionado aos precipitados
0,5 mL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM em 2 M de HCI). As amostras foram
mantidas a temperatura ambiente por 1 hora, sendo vigorosamente agitadas em vortex
a cada 15 min. Entéo, foram adicionados 500 uL de TCA 20% e os eppendorfs foram
agitados e centrifugados por 6 min a 15000 g. Os sobrenadantes foram descartados e o
excesso de DNPH foi removido lavando-se os precipitados por trés vezes com uma
solugédo de etanol: acetato de etila (1:1), e em seguida agitando-se os eppendorfs e
centrifugando por 3 min a 15000 g. Os precipitados resultantes foram dissolvidos em
1,0 mL de cloreto de guanidina 6 M, transferidos para tubos de vidro, submetidos a
agitacdo e incubados por 15 min a 37°C, para dissolugédo. As absorbancias maximas no
intervalo de 360 — 370 nm foram determinadas e os valores finais das proteinas
carboniladas foram determinados utilizando o coeficiente de extingdo molar de 22 mM.

Os brancos foram preparados substituindo-se a DNPH por HCI 2 M.
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3.7.3 Determinacao da Glutationa reduzida (GSH)

Amostras de figado foram precipitadas com TCA 12% nas diluicées 1:10 (p/v)
homogeneizadas com cerca de 20 impactos em homogeneizador Potter-Elvehjem,
seguidos de centrifugacado a 5.000 g durante 5 min. A concentragdo de pequenos tidis
foi avaliada imediatamente apds a obtencédo dos extratos acidos hepaticos (BEUTLER,;
DURAN; KELLY, 1963). A adi¢ao de 0,2 mL de DTNB (2,5 mM) nas cubetas contendo
1,9 mL de tampao fosfato de potassio 80 mM, pH 8,0 e 0,1 mL do extrato acido
permitiu, apds cerca de 2 min, a obtengdo maxima de formag¢ao do anion tiolato (TNB)
de cor amarela, mensuravel em 412 nm. As analises foram feitas em duplicatas e os

valores expressos em mmol g ™.

3.7.4 Marcadores de fungao hepatica

3.7.4.1 Determinagao da atividade da enzima aspartato aminotransferase (AST)

Para determinacdo da atividade desta enzima foi utilizado o método cinético de
tempo fixo e medigdo de tempo final através de um kit comercial para diagndstico
clinico (Labtest Diagnostica S.A.). Pré-incubaram-se 0,25 mL de tamp&do 67 mmol/L pH
7,4 contendo acido a-cetoglutarico 2 mmol/L, acido L-aspartico 99 mmol/L e azida
sédica 15,4 mmol/l. em banho a 37 °C durante 2 min. Apos este periodo foram
adicionados 0,05 mL de soro e a mistura foi incubada novamente a 37 °C durante

exatamente 60 min. Posteriormente adicionou-se 0,25 mL do reagente de cor (2,4
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dinitrofenilhidrazina 1 mmol/L e acido cloridrico 1 mol/L), incubou-se a temperatura
ambiente durante 20 min e adicionou-se 2,5 mL de NaOH. As absorbéancias foram
determinadas em 505 nm e os valores foram expressos em Ul (Unidades

Internacionais).

3.8 Avaliagao da atividade antifungica dos analogos da acetofenona

A atividade antifungica das acetofenonas foi avaliada através da determinagao
das concentragdes inibitérias minimas (CIM), conforme procedimentos descritos a

sequir.

3.8.1 Preparo do in6culo fangico

O ind6culo fungico foi preparado a partir de culturas incubadas por sete dias a 30
°C em tubos contendo agar batata inclinado. As culturas foram adicionadas 5 mL de
solugéo fisiologica e deslocadas com auxilio de uma alga de Henle, formando uma
suspensdo de esporos e hifas. As suspensdes foram transferidas para tubo estéril
contendo 4 pérolas de vidro, agitadas em aparelho vértex por aproximadamente 50
segundos e ajustadas com solugao fisioldgica estéril para turvagéo correspondente a
10° UFC/mL utilizando um espectrofotdmetro 6100 Jenway e a densidade ética (DO) foi

medida a 530 nm.
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3.8.2 Determinagao da concentracgao inibitéria minima

A atividade antifungica foi avaliada através da determinagéo da CIM pelo método
de microdiluicido em placa. As substancias-teste foram dissolvidas em 200 uyL de
dimetilsulféxido (DMSO), previamente esterilizado por autoclavagdao, e as solugdes
foram adicionadas 1800 uL de caldo nutritivo. Posteriormente foram preparadas
solugdes seriadas com concentragdes variando de 2000 a 15,6 yg/mL, as quais foram
distribuidas, em volumes de 200 pL em placa de microdiluicdo (contendo 96 pocos).
Como controle de crescimento e de esterilidade foram usadas apenas as misturas de
meio de cultura e DMSO, sem a adigdo de agentes antifungicos. Em cada poco teste e
de controle de crescimento foram adicionados 5 pL de indculo fungico. Os experimentos
foram desenvolvidos em duplicata e as placas foram incubadas por 72 horas a 30-35 °C
para os fungos. A leitura dos experimentos foi realizada através da medida da DO em
leitor Elisa. Como controle positivo foi utilizado o antifungico fluconazol frente ao M.
canis e T. mentagrophytes.

A CIM foi considerada a menor concentragdo da substancia que inibiu o
crescimento fungico apds a incubagdo. Os resultados foram expressos em ug/mL

(INGROFF-ESPINEL et al., 1995).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas através de analise
de variancia (ANOVA), complementada pelo teste de Tukey-Kramer. Para tal utilizou-se
o software INSTAT (GrahPad, San Diego, CA, USA) admitindo niveis de significancia de

p<0,05; p<0,01 e p<0,001.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao in vitro da atividade antioxidante das acetofenonas e chalconas

sintéticas em estudo

4.1.1 Avaliagcao da capacidade de captacao do radical DPPH

Os dados apresentados na Tabela 4 mostram que dos nove analogos da
acetofenona estudados, somente a THA, a Gala e o 2,6-DHA apresentam importante
efeito “scavenger” (de captacédo) de radicais livres, ou seja, apresentaram uma CEsg
inferior a 500 ug/mL. Tendo sido observada uma ordem decrescente de potencial
antioxidante na seguinte escala: Gala > THA >> 2,6-DHA. No entanto, é importante
observar que nenhum dos compostos testados teve atividade antioxidante equivalente
ao do flavondide rutina, utilizada como controle positivo, que apresentou importante
efeito “scavenger” sendo cerca de 2,5 a 39,5 vezes mais potente que os analogos das

acetofenona testados.
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Tabela 4. Avaliagdo da atividade antioxidante dos analogos sintéticos da acetofenona e da
rutina através da medida da capacidade de captacdo do radical 1,1 difenil-2-picril hidrazina,

testadas em concentragdes crescentes dos compostos (5, 10, 25, 50, 125, 250 ug/mL).

Percentual da Atividade Antioxidante (AA%)

Compostos CEso (ng/mL)’
5 10 25 50 125 250
THA 76+0,9 16,1+1,2 281+13 402%+10 602+1,0 70,6 £0,9 76,4 0,7
Gala sa 27,1+0,3 638+£09 80,7+08 85509 86,2+0,9 17,7*0,4
2,6-DHA 99+0,7 178+08 281+0,8 344104 43,3+x0,8 52,4+0,8 276,6 £ 0,5
2- HA 0,1+0,1 0,9+0,2 1,3+0,1 25+0,1 34+0,3 6,5+0,8 > 500
4-MA sa sa sa sa sa sa sa
3,4-DCA 0,2+0,1 0,5+0,1 1,56+£0,1 27+1,0 5701 7,7+0,3 > 500
4-AA sa 0,601 1,1+0,2 1,5+0,3 3,4+0,6 55+£0,7 > 500
3-NA sa 0,1+0,1 2,3+0,2 2,8+0,1 3,2+x0,1 3,7+04 > 500
4-NA sa sa sa sa sa sa sa
Rutina 322+0,7 653+24 89207 100 100 100 7,0%+0,6

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
' Os valores da concentracgo efetiva (CEsq) foram determinados por regressao exponencial.

sa - sem atividade antioxidante nas concentragdes testadas.

THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA = 2-
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-

Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona
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A tabela 5 apresenta os resultados dos ensaios de atividade antioxidante in vitro das 24
chalconas sintéticas avaliadas no ensaio com o radical livre DPPH. Como pode ser
observado, com exce¢ao dos compostos C8, C24, B1, B2 e B4 que apresentaram fraca
atividade antioxidante (CEsp superior a 500 ug/mL), todas as outras chalconas
apresentaram uma atividade pro-oxidante, uma vez que nas diferentes concentracdes

testadas o percentual da atividade antioxidante obteve valores negativos.

Tabela 5. Avaliagao da atividade antioxidante de chalconas sintéticas e da rutina através da
medida da capacidade de captagcdo do radical 1,1 difenil-2-picril hidrazina, testadas em

concentragdes crescentes dos compostos (5, 10, 25, 50, 125, 250 pg/mL).

(continua)

Compostos Percentual da Atividade Antioxidante (AA%) CEso 1

5 10 25 50 125 250 (hg/mL)
C1 -0,2+0,7 sa -0,1+1,1 -0,5+0,6 -1,1+0,7 -7,9+15 pox
C2 -3,0+£0,3 -2,1+04 -2,0+0,2 -1,7+0,2 -2,1+0,5 -1,4+1,0 pox
C4 -2,3+0,1 -2,7+0,3 -5,2+0,8 -0,2+1,0 -9,6+0,3 -0,6 £ 0,1 pox
C5 -0,4+0,1 -1,0+£0,2 -0,9+0,1 -0,7+0,4 -0,6 £ 0,1 -46+0,9 pox
C6 -0,7+£0,1 -0,7£0,2 0,5+0,3 24126 -0,1+0,1 -0,8£0,9 pox
Cc7 -0,2+1,2 -1,6 £0,1 -1,7+0,1 -1,2+0,4 -1,3+0,3 -28+1,8 pox
Cc8 149+1,3 228+0,1 13,7+11 12,9+0,5 13,9+19 3,3+1,6 >500
c9 2,0+05 -27+01 -13%03 -03+0,0 2612 2957 Pox
C11 -25+0,3 -3,3+0,6 -25+04 -1,7+0,8 -1,7+0,3 -0,9+0,4 Pox

C12 2400 -2,7%0,1 -29+0,2 -3,4+£0,1 -4,7+0,7 -40+0,2 Pox
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Tabela 5. Avaliagao da atividade antioxidante de chalconas sintéticas e da rutina através da
medida da capacidade de captacao do radical 1,1 difenil-2-picril hidrazina, testadas em

concentragdes crescentes dos compostos (5, 10, 25, 50, 125, 250 pg/mL).

(conclusao)

Compostos Percentual da Atividade Antioxidante (AA%) CEso 1
5 10 25 50 125 250 (Hg/mL)
c13 -3,9+4,1 -3,6+0,8 -28+44 -26+0,9 -1,9+0,6 -72+04 Pox
C14 -11,5+02 -128%+10 -140+02 -316+0,1 -393+0,1 -59,3+04 Pox
C15 -0,3+0,6 -0,1+0,1 -0,5+0,5 -05+04 -2,6+0,2 -3,1+0,7 Pox
C16 -2,0+0,1 -2,3+0,2 -24+0,1 -23+04 -26+1,0 -3,6+0,1 Pox
c17 -2,1+0,7 -2,1+0,9 -1,4+0,6 -22+0,3 -05+1,6 -0,5+0,9 Pox
Cc18 -2,6 +0,3 -0,1+0,1 -2,4+0,7 -1,2+0,1 -0,6 £0,2 -0,6 £0,2 Pox
C19 -14,1£0,5 -13,3+ 0,6 -14,1£ 0,6 -13,7¢ 0,4  -13,5¢0,2 -14,4+1,1 Pox
C20 -1,7+0,1 -2,8+0,8 -1,7+0,1 -1,4+0,5 -1,9+0,8 -1,8+1,1 Pox
C24 0,2+0,8 34+23 1,5+0,1 2,0+0,2 26+05 33+0,7 >500
C25 -4,4+0,1 -43+0,1 -41+0,5 -1,1+0,8 -0,3+0,1 -2,4+0,3 Pox
B1 30,9+0,7 30,9+0,3 31,6+0,5 294+25 320+0,2 34,9+0,6 >500
B2 129+0,7 14,1+ 0,1 16,2+0,2 17,4 £ 0,1 25,7+0,1 347+1,0 > 500
B3 -17,1+49 -254+18 -465%02 -143+05 -56+0,8 -4,4+0,9 Pox
B4 6,3+0,6 6,9+0,6 7,5%0,1 76+0,3 8,7+£0,2 7,0+£0,2 >500
Rutina 32,2+0,7 653+24 89,2+0,7 100 100 100 7,0+ 0,6

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em ftriplicata.
' Os valores da concentracgo efetiva (CEsq) foram determinados por regressao exponencial.
sa - sem atividade antioxidante nas concentracdes testadas.

pox — atividade pré-oxidante.
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4.1.2 Avaliagao da protecao a peroxidagao lipidica em homogenato de figado

A medida da protecao a peroxidacao lipidica € uma forma indireta de avaliar o
potencial antioxidante de um determinado composto, uma vez que indica o grau de
protecdo que este pode oferecer ao bloquear o efeito deletério dos radicais livres sobre
a membrana plasmatica. A Tabela 6 mostra que dos dez analogos da acetofenona
estudados, somente o THA apresentou importante protecdo a peroxidacio lipidica
(CEso inferior a 500 pug/ml), enquanto Gala, 2,6-DHA, 2-HA, 3-NA e 4-NA apresentaram
atividade antioxidante em concentragdes superiores 500 pug/ml. Entretanto, € importante
observar que o THA foi cerca de 1,34 vezes mais potente em proteger a membrana

plasmatica da lipoperoxidagao que a rutina (controle positivo).
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Tabela 6. Avaliagdo da atividade antioxidante dos analogos da acetofenona e da rutina
através da medida da protecao a lipoperoxidacdo em homogenato de figado de rato avaliada
em termos de substancias que reagem ao acido tiobarbiturico, testadas em concentragdes
crescentes dos compostos (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL).

Percentual da Atividade Antioxidante (AA%)

Compostos CEso (pglmL)1
31,25 62,5 125 250 500

THA 29,7+1,8 36,9+1,2 47,6 £0,3 54,3+0,9 55,7+ 1,4 151,7 £ 0,7
Gala 0,0 88+1,8 21,7+45 329+17 378+24 > 500
2,6-DHA 18,1,2+27 255+1,3 30,9+1,2 35,+£1,8 43,7+3,8 > 500
2-HA 17,7+1,4 20,1+0,6 276+1,3 29514 32,3+24 > 500
4-MA sa sa sa sa sa sa
3,4-DCA sa sa sa sa sa sa
4-AA sa sa sa sa sa sa
3-NA sa sa sa 75+1,7 13,5+2,3 > 500
4-NA 0,0 0,0 8,2+0,9 13,3+1,8 255+21 > 500
Rutina 251+24 35,8 £ 3,1 455+0,9 46,9+1,7 54,0+ 1,1 203,8+1,4

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Os valores da concentragao efetiva (CEsp) foram determinados por regressao exponencial

sa - sem atividade antioxidante nas concentracdes testadas

THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 2- HA = 2-
Hidroxiacetofenona; 4-MA = 4-Metoxiacetofenona; 3,4-DCA = 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-

Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-Nitroacetofenona
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A tabela 7 apresenta os resultados obtidos com as 24 chalconas estudadas no

ensaio de avaliagdo da protecgao a lipoperoxidagdo em homogenato de figado de ratos.

Como pode ser observadas, somente as chalconas C14, C15, C18, C25, B2 e B3

apresentaram atividade antioxidante importante (CEsp inferior a 500 ug/ml), enquanto a

outras chalconas nao apresentaram ou tiveram uma fraca atividade antioxidante (CEsg

superior a 500ug/ml).

Tabela 7. Avaliacdo da atividade antioxidante de chalconas sintéticas e da rutina através da

medida da protecao a lipoperoxidagado em homogenato de figado de rato avaliada em termos de

substancias que reagem ao acido tiobarbiturico, testadas em concentracbes crescentes dos
compostos (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL).

(continua)
AA%
Compostos CEso (ngmL)1
31,25 62,5 125 250 500
C1 -0,9+0,5 0,4+0/4 0,6 0,1 0,6+0,2 75+0,3 >500
C2 15,0+ 0,8 21,7+ 1,5 281+21 31,6+ 3,2 31,0+ 2,3 >500
Cc4 48427 48+15 7124 4342 34+ 07 >500
C5 13,4+1,3 11,9+24 85+1,8 78+14 14,3+0,3 >500
C6 -0,5+1,9 1,2+29 24+1,2 41+3,6 54+0,8 >500
c7 0,7+0/4 1,0+ 0,1 53+1,5 29+17 7,1+0,1 >500
cs8 58+ 3,5 6,87+0,3 14,3+0,1 22,6 £ 3,1 30,4 +1,7 >500
C9 sa sa sa sa sa sa
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Tabela 7. Avaliacdo da atividade antioxidante de chalconas sintéticas e da rutina através da
medida da protecgao a lipoperoxidagao em homogenato de figado de rato avaliada em termos de
substancias que reagem ao acido tiobarbiturico, testadas em concentragdes crescentes dos
compostos (31,25; 62,5; 125; 250 e 500 pg/mL).

(conclusao)

AA%

Compostos CEso pg/mL)1
31,25  CEso(ug/mL)’ 125 250 500

C11 1,1+1,6 7,3+0,1 8,21+0,2 11,5+3,2 13,6 £ 3,7 >500
C12 33+14 4,8+0,1 59%0,2 8,3+2,0 19,7+ 04 >500
C13 11,9+ 0,6 12,0+ 0,1 11,0+1,3 15,5+1,3 16,7+ 24 >500
C14 14,2+0,2 20,6 £ 0,1 229+1,9 39,4+15 79,5+ 3,1 314,5+1,9
C15 722+2,0 755+ 1,0 74621 73,5 0,9 76,1+0,2 <31,3
C16 10,7+0,9 94+ 0,6 8,316 10,1 £ 5,1 10,2+ 2,0 >500
c17 11,9143 8,0+ 1,9 10,6 £2,0 11,1+£3,2 12,8 £0,3 >500
Cc18 41,7+1,3 48,6 £1,6 51,2 +2,0 42,1+0,3 66,4 + 2,1 376,3+£2,0
C19 sa sa 54+0,7 36145 15,4+25 >500
C20 sa sa sa sa sa sa
C24 21,6 £0,3 326+0,8 22,0+2,8 26,6 +2,2 27,4 +57 >500
C25 56,6 + 3,0 56,5+ 0,3 53,422 522+4,0 60,8 £ 6,7 <31,25
B1 10,1+ 0,5 8,9+0,6 12,0+23 225+x04 20,1+2,0 >500
B2 sa sa sa 63,7+ 21 69,7+ 0,4 <31,25
B3 96,8 + 0,1 92,8 + 0,1 89,8 +0,1 87,7+0,1 88,0+0,1 <31,25
B4 1,3+2,3 -48+1,6 15,7 £ 0,1 11,543 13,8+ 2,0 >500
Rutina 251+24 35,8+ 3,1 455+1,0 46,9+ 1,7 54,0+ 1,1 203,8%+1,4

Todos os valores foram expressos como média + EPM e os ensaios foram realizados em triplicata
'Os valores da concentragao efetiva (CEs,) foram determinados por regressao exponencial

sa - sem atividade antioxidante nas concentracdes testadas.
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4.2 Avaliacao da atividade antitumoral e pré-oxidante das chalconas sintéticas

As chalconas sintéticas que apresentaram atividade pro-oxidante in vitro
importante e que dispunhamos em quantidades suficientes foram avaliadas com
respeito a uma possivel atividade antitumoral e pro-oxidante in vivo. Outro fator
importante para escolha deste ensaio foram referéncias na literatura de atividade
antitumoral associada a efeitos pro-oxidantes de outras chalconas naturais ou

sintéticas.

4.2.1 Avaliagcao da atividade antitumoral in vivo

4.2.1.1 Numero total de células tumorais e porcentagem de células viaveis
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A figura 12a demonstra que as chalconas sintéticas analisadas ndo apresentaram efeito
na redugcado no numero de células totais em relagdo ao TAE (controle positivo). Contudo,
0 grupo de animais tratados com CPN (cisplatina, 2,0 mg/kg) ndo apresentou numero

de células tumorais.

*kk

200
[ T
= Jekde Fokk
©
: - ek Skk
S E L T
TS 100+
22
F x
o —
{
o
€
S
Z 0 oLoL0L :: oo

CN CPN C1 C4 C6 C12 C13
Tratamento

Figura 12a. Numero total de células tumorais presentes no liquido ascitico de camundongos
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com
cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e tratados com as chalconas C1, C4, C6, C12 e C13, (5,0
mg/kg, i.p.). Os valores sao expressos como a média + EPM, n=6. (***) representa diferenca
estatistica (p<0,001) em relagcdo aos camundongos normais (controle negativo, CN). (aaa)

representa diferencga estatistica significativa (p<0,001), em relacéo ao TAE.




Resultados 64

A figura 12b demonstra que as chalconas sintéticas analisadas nao apresentaram efeito
na reducdo da porcentagem de células viaveis em relagdo ao TAE (controle positivo).
Contudo, o grupo de animais tratados com CPN (cisplatina, 2,0 mg/kg), ndo apresentou
células tumorais viaveis, correlacionando com a figura 12a onde CPN nao apresentou

células tumorais.
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Figura 12b. Porcentagem de células tumorais viaveis presentes no liquido ascitico de
camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente
tratados com cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e tratados com as chalconas C1, C4, C6, C12 e
C13, (5,0 mg/kg, i.p.). Os valores sao expressos como a média + EPM, n=6. (***) representa
diferenca estatistica (p<0,001) em relagao aos camundongos normais (controle negativo, CN).

(aaa) representa diferencga estatistica significativa (p<0,001), em relagao ao TAE.
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4.2.1.2 Volume ascitico Total e de células compactadas

Os dados apresentados na figura 13a mostram que as chalconas ndo causaram
efeito significativo na redugdo ou inibicdo do volume ascitico, quando comparado ao

grupo TAE (controle positivo). Os grupos CN (controle normal) e CPN (cisplatina) ndo

apresentaram volume ascitico.
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Figura 13a. Volume total de liquido ascitico de camundongos inoculados com tumor ascitico de
Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e
com as chalconas C1, C4, C6, C12 e C13, (5,0 mg/kg, i.p.). Os valores sdo expressos como a
média + EPM, n= 6. (***) e (*) representam, diferenca estatistica significativa (p<0,001) e
(p<0,05), respectivamente em relagdo aos camundongos normais (controle negativo, CN). (aaa)

representa diferencga estatistica significativa (p<0,001) em relacédo ao TAE.
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A figura 13b demonstra que ha uma redugao significativa (p<0,01) do volume de células
compactadas do composto C1 em relagdo ao grupo TAE (controle positivo).
Confirmando os dados obtidos para o volume ascitico, o numero de células totais e
porcentagem de células viaveis, ndo ha diferenga estatistica significativa no tratamento

com as outras chalconas.
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Figura 13b. Volume células compactadas (mL), presentes no liquido ascitico, apods
centrifugacdo, em camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo,
TAE, posteriormente tratados com cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e com as chalconas C1, C4,
C6, C12 e C13, (5,0 mg/kg, i.p.). Os valores sdo expressos como a média + EPM, n= 6 animais.
(*™*) e (**) representam diferengcas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01)
respectivamente em relagdo aos camundongos normais (controle negativo, CN). (aaa) e (aa)
representam diferengas estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01) respectivamente em

relacdo ao TAE.
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4.2.1.3 Variagao de peso

Os dados apresentados na figura 14 indicam que o grupo TAE apresentou um
ganho de peso cerca de 2,5 vezes maior quando comparado ao grupo controle negativo
(CN) e que o grupo CPN teve uma significativa perda de peso (p<0,001) quando
comparado a este mesmo controle. Também é importante observar que os animais
tratados com C4 e C12 apresentaram uma perda de peso significativa em comparagao

ao grupo TAE (p<0,05).
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Figura 14. Variacdo de peso (g) de camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich,
controle positivo, TAE, posteriormente tratados com cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e com as
chalconas C1, C4, C6, C12 e C13, (5,0 mg/kg, i.p.). Todos os valores foram expressos como
média + EPM, n = 6. (***), (**) e (*) representam diferengas estatisticas (p<0,001), (p<0,01) e
(p<0,05), respectivamente em relagdo aos camundongos normais (controle negativo, CN).
(aca), (aa) e (a) representam diferencas estatisticas significativas (p<0,001), (p<0,01) e

(p<0, 05) em relagao ao TAE.
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4.2.1.4 Média de sobrevida

A figura 15 demonstra que os camundongos tratados com chalconas nao tiveram
diferenga significativa na média de sobrevida em relagcdo ao grupo TAE. Porém os
grupos controle negativo, CN e tratado com cisplatina, CPN foram observados pelo

periodo de 30 dias e ndo houve nenhuma morte neste periodo.
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Figura 15. Média de sobrevida de camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich,
controle positivo, TAE, posteriormente tratados com cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e com as
chalconas C1, C4, C6, C12 e C13, (5,0 mg/kg, i.p.). (***) representa diferenca estatistica
(p<0,001) em relagcdo aos camundongos normais (controle negativo, CN). (aaa) representa

diferenca estatistica significativa (p<0,001) em relagdo ao TAE.

4.2.2 Avaliagao da atividade pré-oxidante in vivo associada ao TAE

4.2.2.1 Avaliagao do dano a membrana celular
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4.2.2.1.1 Avaliagao da lipoperoxidagao tecidual pelo TBARS

O grupo de camundongos inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich (grupo
TAE) aumentou cerca de 10 vezes a peroxidacgéao lipidica quando comparado ao CN
(figura 16). Entretanto, somente os animais tratados com a chalcona C6 apresentaram
diferencga significativa na lipoperoxidagao (45% de redugédo) quando comparado com o
grupo TAE (P<0,05). Os demais tratamentos confirmam os resultados obtidos da

atividade antioxidante in vitro, demonstrando nao protecao a lipoperoxidagao.
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Figura 16. indice de peroxidacdo lipidica (TBARS; nmol/g) em figados de camundongos
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com
cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e com as chalconas C1, C4, C6, C12 e C13, (5,0 mg/kg, i.p.).
Todos os valores foram expressos como média =+ EPM, n = 6. (***), (**) e (*) representam
diferencas estatisticas (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05) respectivamente em aos camundongos
normais (controle negativo, CN). (aaa) e (a) representam diferengas estatisticas significativas

(p<0,001) e (p<0,05), respectivamente, em relagdo ao TAE.
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4.2.2.1.2 Avaliagao de hidroperoéxido lipidico pelo FOX (oxidagao do ferro pelo
xilenol laranja)

O tumor ascitico de Ehlich levou a um aumento de aproximadamente 43% na
geragdo de hidroperoxido nas membranas dos hepatdcitos (figura 18) quando
comparado com o controle negativo, CN. Entretanto, diferentemente do que foi
observado com o TBARS que avalia o total de lipoperéxidos gerados, os dados
apresentados na figura 17 indicam que a chalcona C1 e C4 foram capazes de reduzir
1,62 e 1,26 vezes de forma significativa (p<0,001 e p<0,01) respectivamente, o indice
de hidroperoxido lipidico nos camundongos inoculados com o tumor ascitico de Ehlich

em relagao ao grupo TAE.

750+

600+

i

450 aa

oaoa

300+

FOX (CHPE/qg)

150

CN TAE c1 c4 C12
Tratamento

Figura 17. indice de hidroperéxido lipidico (FOX; CHPE/g) em figados de camundongos
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com
as chalconas C1, C4, e C12, (5,0 mg/kg, i.p.). Todos os valores foram expressos como média +
EPM, n = 6. (***) representa diferenga estatistica significativa (p<0,001) em relagcdo aos
camundongos normais (controle negativo, CN). (aco) e (ao) representam diferengas

estatisticas significativas (p<0,001) e (p<0,01) respectivamente em relagdo ao TAE.
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4.2.2.2 Medida de dano ao DNA

Os cometas de cada grupo foram classificados em classes, de acordo com o
tamanho da cauda, variando de cometas sem cauda (com auséncia de dano, classe 1)
até cometas que apresentaram cauda longa (dano maximo, classe 5). Para validagao
do experimento, foram analisadas laminas do sangue de camundongos controle
negativo e laminas de sangue tratadas com peréxido de hidrogénio 1000 uM. A tabela 8
apresenta a porcentagem de cometas em cada classe para cada grupo analisado. O
CN demonstrou uma baixa porcentagem de dano ao DNA, com cometas principalmente
nas classes 1 (73%) e 2 (23%). A chalcona C4 mostrou-se um causador de dano ao
DNA, ja que os cometas deste grupo classificaram-se principalmente nas classes 3
(48,3%) e 4 (34,2%). Contudo, chalconas C1 e C12 concentraram-se principalmente
nas classes 2 (66,2%) e (78,1%) e classe 3 (22,1%) e (14%), respectivamente,
assemelhando-se ao grupo TAE classe 2 (72,3%) e classe 3 (14,8%). Nao

apresentando tdo bons resultados quanto o CN.

Tabela 8. Frequiéncia das diferentes classes de dano de cometas observados no sangue total
de camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE,

posteriormente tratados com as chalconas C1, C4 e C12 (5,0 mg/kg, i.p.).

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
CN 73% 23% 0% 0% 0%
TAE 10% 72,3% 14,8% 2,9% 0%
C1 11,6% 66,2% 22.1% 0,1% 0%
C4 0,8% 7.1% 48,3% 34,2% 9,6%
C12 7.1% 78,1% 14% 0,8% 0%
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A partir da freqléncia das diferentes classes de danos nos cometas, foi possivel
calcular o indice de dano ao DNA atribuindo valores arbitrarios as diferentes classes.
Desse modo, o indice de dano pode variar entre 0 (auséncia de dano) a 400 (dano
maximo). Conforme apresentado na figura 18, o indice de dano ao DNA esteve
aumentado, com relagéo ao grupo controle, em torno de 105% nos animais inoculados
com tumor ascitico de Ehrlich, TAE. Os animais tratados com as chalconas C1, C4 e
C12 tiveram um aumento de 104%, 351% e 100% respectivamente em relagdo ao
grupo controle negativo, CN. O grupo tratado com a chalcona C4 aumentou cerca de
120% em relagdo ao TAE. Demonstrando que os grupos tratados nao foram capaz de
reduzir o indice de dano e que o composto C4 foi capaz de promover um dano ao DNA

ainda maior que o grupo TAE.
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Figura 18. indice de dano ao DNA em sangue total de camundongos inoculados com tumor
ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com as chalconas C1, C4 e
C12 (5,0 mg/kg, i.p.). Todos os valores foram expressos como média = EPM, n = 6. (***), (**) e
(*) representam diferencas estatisticas (p<0,001), (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente em
relagdo aos camundongos normais (controle negativo, CN). (aaa) e (ao) representam

diferengas estatisticas significativas (p<0,001), (p<0,01) respectivamente, em relagdo ao TAE.
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4.2.2.3 Avaliagao do dano oxidativo a proteinas por carbonilagao

A figura 19 demonstra que somente a chalcona C1 foi capaz de elevar
significativamente a carbonilacdo de proteinas (p<0,05), diferentemente do TAE que
aparentemente ndo leva a um dano oxidativo de proteinas. Curiosamente, os dados
obtidos também sugerem que C4 foi capaz de proteger os hepatécitos do dano

oxidativo avaliado através da carbonilagao de proteinas.
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Figura 19. indice de carbonilagdo de proteinas (nmol/g) em figados de camundongos
inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com
as chalconas C1, C4 e C12 (5,0 mg/kg, i.p.). Todos os valores foram expressos como média +
EPM, n = 6. (*) representa diferenga estatistica significativa (p<0,05), em relagcdo aos
camundongos normais (controle negativo, CN). (a) representa diferenca estatistica significativa
(p<0,05) em relagado ao TAE.
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4.2.2.4 Defesas antioxidantes nao enzimaticas (tidis nao protéicos) GSH hepatica

Quando analisados os valores de GSH hepatico (figura 20) em que todos os
grupos de animais que foram inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich apresentaram
uma significativa reducédo (p<0,001) nos niveis deste tiol ndo protéico. Entretanto,
observa-se que o0s grupos tratados com cisplatina (CPN) e a chalcona C12
apresentaram um aumento significativo (p<0,001 e p<0,01) na concentracédo de GSH,
em comparagao ao grupo positivo (TAE), causando um certo efeito hepatoprotetor,

porém nao chega a restabelecer o padrao normal.

30

CN TAECPN C1 C4 C6 C12 C13
Tratamento

Figura 20. Concentragdo de glutationa reduzina (GSH) hepatica (mM) em figados de
camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich, controle positivo, TAE, posteriormente
tratados com cisplatina, CPN (2,0 mg/kg, i.p.) e com as chalconas C1, C4, C6, C12 e C13, (5,0
mg/kg, i.p.). Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6. (***) representa
diferenga estatistica significativa (p<0,001) em relagdo aos camundongos normais (controle
negativo, CN). (aaa), (aa) representam diferengas estatisticas significativas (p<0,001), (p<0,01),

respectivamente, em relagdo ao TAE.
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4.3 Marcadores da funcao hepatica

4.3.1 Determinagao da atividade da aspartato amino transferase

A figura 21 demonstra que nao houve diferengas estatisticamente significativas
em camundongos tratados com chalconas quando comparados ao grupo TAE e CN.

Portanto ndo houve toxicidade hepatica nos diferentes tratamentos.
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Figura 21. Atividade da aspartato aminotransferase (Ul)) em figados de camundongos
inoculados com TAE, controle positivo, TAE, posteriormente tratados com as chalconas C1, C4,
C6, C12 e C13 (5,0 mg/kg, i.p.). Todos os valores foram expressos como média + EPM, n = 6.
Nao houve diferenca estatistica significativa nos grupos tratados em relagéo ao controle normal
(controle negativo, CN) e controle positivo TAE.
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4.4 Avaliacao da atividade antifungica dos analogos da acetofenona

As acetofenonas apresentaram atividade antioxidante importante, foram
avaliados com respeito a uma possivel atividade antifungica. Um dos fatores para
escolha deste ensaio foram referéncias na literatura de atividade antifungica para outros

analogos naturais ou sintéticos da acetofenona.

Os dados apresentados na tabela 9 mostram que os analogos da acetofenona
apresentam importante atividade antifungica. A Gala foi o composto mais ativo contra
os fungos filamentosos M. canis, T. mentagrophytes, T. rubrum e E. flocossum,
contudo, em relagdo & C. albicans, a Gala foi menos ativo que o THA. E importante
ressaltar que o efeito antifungico da Gala contra o M. canis foi 2 vezes mais potente do
que o antifungico fluconazol utilizado como composto padrado para avaliagdo da CIM
das acetofenonas avaliadas. A THA, 3,4-DCA, 4-AA, 3-NA também apresentaram
atividade antifungica importante contra M. canis e T. mentagrophytes, entretanto as

CIM obtidas sempre foram maiores ou iguais ao do fluconazol.
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Tabela 9. Determinacao da atividade antifungica de analogos da acetofenona e do fluconazol

pelo método de microdiluicdo em placas com a obtengdo da concentragao inibitéra minima

(CIM) em pg/mL

CIM (pg/mL)

Compostos M. canis T. mentagrophytes T. rubrum E. flocossum C. albicans
THA 187 125 > 2000 1000 125
Gala 62,5 62,5 31,2 250 250
2,6-DHA 1000 125 nt nt 1000
3,4-DCA 187 125 nt nt 375
4-AA 125 125 nt nt 625
3-NA 187 125 nt nt 250
4-NA 500 125 nt nt 375
Fluconazol 125 0,6 nt nt nt

THA = floroacetofenona; Gala = Galacetofenona; 2,6-DHA = 2,6-Dihidroxiacetofenona; 3,4-DCA
= 3,4-Dicloroacetofenona; 4-AA = 4-Aminoacetofenona; 3-NA = 3-Nitroacetofenona; 4-NA = 4-

Nitroacetofenona; nt = ndo testado.
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5 DISCUSSAO

Varios métodos tém sido desenvolvidos para mensurar a capacidade
sequestradora de radicais livres, como uma medida da atividade antioxidante in vitro.
Estes métodos sdo geralmente baseados na inibicdo da acumulagdo de produtos
oxidados porque a geragao de radicais livres € bloqueada pela adigdo de antioxidantes,
0 que leva a uma redugéo do radical livre (CHOI et al., 2002).

Para verificar a capacidade de captagcdo de radicais livres dos compostos
descritos no presente trabalho, foi mensurado espectrofotometricamente o
desaparecimento do DPPH, um radical livre estavel, que possui um elétron
desemparelhado e apresenta uma coloragao violeta em solugao etandlica na sua forma
radicalar. Na presenga de moléculas antioxidantes este radical recebe um elétron ou
um hidrogénio para tornar-se um composto mais estavel e no momento que os elétrons
comegam a emparelhar-se sua absor¢do diminui, o que leva a redugdo ou
desaparecimento da coloragdo. O ensaio do DPPH tem sido largamente utilizado para
avaliar a atividade antioxidante de extratos de plantas e microbianos (MENSOR et al.,
2001; KO et al., 1998). Segundo Mathiesen e colaboradores (1997), a captacéo do
radical DPPH parece dar resultados razoavelmente bem correlacionados com outros
métodos de avaliagédo da atividade antioxidante in vitro que utilizam sistemas bioldgicos
€ nao biolégicos.

No presente trabalho, a capacidade de captagao do radical livre dos analogos
sintéticos da acetofenona e chalconas foi avaliada através de suas habilidades de

sequestrar o radical sintético DPPH e comparada com um flavondide conhecido pela
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sua atividade antioxidante, a rutina. Dos 33 compostos investigados somente os
analogos sintéticos da acetofenona apresentaram atividade antioxidante devido a
capacidade sequestradora do radical DPPH e os valores de CEsp obtidos para estes
analogos mostraram-se dose-dependente. Entretanto, os valores de CEs obtidos ainda
foram maiores que o flavondide rutina (tabelas 4 e 5). Segundo Cotelle e colaboradores
(1996) e Fauconneu e colaboradores (1997) a correlagdo do potencial antioxidante de
compostos fenodlicos em captar o radical DPPH, pode estar envolvido na capacidade de
formacao de radicais estaveis, e esta capacidade depende da conformacgao estrutural
associada com a presenga do grupamento hidroxila.

De forma semelhante, os resultados corroboram o que varios autores citam com
relacdo aos compostos fendlicos, pois se observa que a capacidade sequestradora dos
analogos da acetofenona foi maior nos compostos com maior numero de hidroxilas na
sua estrutura (tabela 4), seguindo a seguinte ordem decrescente de numero de
hidroxilas GALA = THA >2,6-DHA >> 2-HA, sendo que a atividade antioxidante também
obedeceu esta mesma ordem de grandeza.

Com relagao as chalconas, Nakamura et al. (2003) acreditam que a capacidade
de captacao de radicais livres por estes compostos esta associada a perda do atomo de
hidrogénio fendlico e que a presenga do grupamento 2-OH no anel A da molécula,
esteja envolvido na capacidade das chalconas em sequestrar radicais livres. Porém
com relagdo as chalconas analisadas no presente estudo, o Unico composto que tem
grupamento 2-OH no anel A, o C12, (figura 10) apresenta uma unica hidroxila e
também apresenta duplas conjugadas, razdo pela qual ndo apresentou atividade

antioxidante. Por outro lado, chalconas que possuem duplas conjugadas apresentam
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menor deslocamento quimico devido a menor influéncia da ressonancia dos anéis e dos
efeitos indutivos exercidos pelos substituintes (SANTOS, 2003), podendo ser esta,
portanto uma possivel justificativa para a auséncia de atividade antioxidante das
chalconas avaliadas neste trabalho em relacdo ao radical DPPH.

Nakamura e colaboradores (2003) também postularam que dihidroxichalconas
sem a presenca do grupamento 4-OH no anel B também apresentaram atividade
antioxidante e que dihidrochalconas com grupamento 4-OH no anel B apresentaram
muito pouca atividade, ou seja, ndao encontraram correlagdo entre a capacidade de
captacdo do radical DPPH dos compostos dihidroxilados com a presengca de
grupamento 4-OH no anel B. Nerya e colaboradores (2004) também n&o encontraram
atividade em seus estudos com chalconas com grupamento 4-OH no anel B. Isso vem
corroborar nossos resultados com relagdo ao composto C14 (figura 9) que possui um
unico grupamento OH na posi¢cdo quatro do anel B e ndo demonstrou atividade
“scavenger”. O composto C25 (figura 9) possui grupamento hidroxila na posigao seis do
anel benzénico A, e é possivel que o grupamento nesta posicdo ndo participe da
atividade sequestradora do radical DPPH, uma vez que, sua conformagao pode formar
uma forte ponte de hidrogénio com o grupo carbonil, sendo portanto incapaz de doar o
préton do grupo hidroxil. Nakamura e colaboradores (2003) relataram a atividade
antioxidante da 2,4,6-hidroxiacetofenona associada a estrutura parcial da
dihidroxichalcona.

Rezk e colaboradores (2002) propuseram que a estabilizacdo do radical livre que
ocorre depois da abstragdo de hidrogénio, pode fazer parte da atividade antioxidante da

chalcona floretin, podendo envolver a transformacgéo ceto-enol tautomérica, entre o
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grupo carbonil e o alfa-metileno. Esta capacidade sequestradora do radical DPPH ja
relatada na literatura para a 2,6-hidroxiacetofenona foi também observada no presente
trabalho para este composto.

Em relatos da literatura observou-se que a capacidade sequestadora de radicais
livres, tanto das acetofenonas quanto das chalconas sintéticas, apresentam uma
correlagao estrutura-atividade influenciada pelo grupamento ceto presentes em ambas
as classes e pelos farmacoforos substituintes no anel A (grupamento OH), que
dependem do numero e da posicao desses substituintes.

As EROs podem causar dano celular por peroxidagdo da membrana lipidica,
inativagdo da enzima sulfidrila, “cross-linking” de proteinas e quebra de DNA. Este dano
pode estar envolvido na etiologia de diversas patologias humanas, como doencgas
cardiacas, inflamagao, doengas neurodegenerativas (Parkinson e Alzheimer), cancer e
intoxicagao alcodlica (MAXWELL, 1995).

Sabe-se que muitas substdncias que se encontram em varias plantas tém
atividade antioxidante e essas substancias, especialmente os flavondides, amplamente
distribuidos no reino vegetal tem a habilidade de captar ou sequestrar radicais livres
pela simples transferéncia de elétrons (CHOI et al., 2002).

O método de avaliagao da protecao a lipoperoxidagao pelo ensaio com o TBARS
in vitro é utilizado para avaliar a inibigdo da peroxidagao lipidica provocada por um pro-
oxidante, perdxido de terc-butila, que causa dano oxidativo em homogenato de figado
(CHEN; TAPPEL, 1996).

A avaliagdo da inibicdo a peroxidagao lipidica pelo ensaio TBARS in vitro

mostrou uma relagdo dose-dependente para o controle rutina e também para alguns
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analogos sintéticos da acetofenona. Porém, somente a THA apresentou protecdo a
lipoperoxidagdo em baixas concentragdes (500ug/ml) sendo inclusive mais efetiva até
que a propria rutina (tabela 6). Estudos prévios realizados por Cao; Sofic e Prior (1997)
e Cos e colaboradores (1998), sugerem que o potencial antioxidante de alguns
flavonoides estaria associado tanto a presenca de hidroxilas fendlicas quanto a
conjugagao destas hidroxilas com grupamento ceto, o que permitiria a quelagédo de
metais de transicdo responsaveis pela catalisacdo da reacdo de Fenton e
consequentemente evitaria a geragdo do radical livre hidroxil. Entdo, poderiamos
especular que a THA teve melhor efeito na inibicdo da peroxidacao lipidica do que a
rutina, por apresentar trés hidroxilas ceto conjugadas em sua estrutura fendlica o que
ndo acontece com a rutina. As outras acetofenonas hidroxiladas (2,3,4-
trinidroxiacetofenona, 2,6-dihidroxicetofenona, 2-hidroxiacetofenona e as com
grupamento nitro (grupamento hidrofobico), 3-nitroacetofenona e 4-nitroacetofenona
tiveram um fraco efeito, possivelmente relacionado a sua conformagéo, menor numero
de hidroxilas ou auséncia de hidroxila. Da mesma forma acetofenonas com substituinte
somente com grupos metoxi, cloro e amino n&o tiveram atividade, demonstrando a
importéncia do grupamento hidroxila.

Das 24 chalconas avaliadas nenhuma apresentou protecdo da peroxidagao
lipidica mais efetiva que o flavondide rutina (tabela 7). A que apresentou resultado mais
significativo foi a C14, chalcona com hidroxila no anel B, que curiosamente n&o havia
apresentado atividade antioxidante na capacidade de captacdo do radical DPPH, mas

pode atuar como antioxidante no sistema de oxidagdo de membrana.
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As principais caracteristicas estruturais associadas a protecdo da peroxidagao
lipidica observadas nos compostos C14 e C25, (figura 9) foram grupamentos OH no
anel A, para o composto C15 (figura 9) a presenca do grupo NO, (eletronegativo) no
anel B, C18 amina no anel B, (figura 9) e para o B2, composto bromado na cadeia
olefinica e CH3 no anel B (figura11). Relatos existentes na literatura indicam que
dihidroxichalconas e chalconas com substituintes 2-OH no anel A e 4-OCH3; no anel B
inibbem a peroxidacdo lipidica e compostos com substituintes clorados nao
apresentaram esta inibicao (RUBY et al., 1995).

Entretanto, é importante notar que de maneira geral no presente trabalho foi
demonstrado que os analogos sintéticos da acetofenona teriam atividade antioxidante,
ao contrario das chalconas que claramente apresentaram um perfil pro-oxidante.

Existem alguns trabalhos na literatura que relatam uma atividade antitumoral
para chalconas. Sabzevari e colaboradores (2004) tentando determinar um possivel
mecanismo de acao que justifique esta atividade antitumoral realizaram estudos com
chalconas hidroxiladas em hepatdcitos de ratos e sugeriram que a citotoxicidade de
chalconas para hepatdcitos e possivelmente para células tumorais estava relacionado a
sua habilidade de formar radicais fenoxil pré-oxidantes e causar um desacoplamento da
mitocdndria. Portanto estes autores postularam que a atividade antitumoral de
chalconas hidroxiladas estaria associada ao seu potencial pré-oxidante.

Além disto, a atividade citotdéxica de algumas chalconas ja foi relacionada a
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glutationa S-transferase (GST) (DIMMOCK et al.,, 1999); (iii) desestabilizacdo dos
microtubulos, através da competicdo com a colchicina pelo sitio ativo da tubulina,
provocando um decréscimo no crescimento tumoral, alquilagcdo do processo mitotico
(LAWRENCE; McGOWN; DUCKI, 2000; LAWRENCE; RENNINSON; McGOWN, 2001);
(iv) inibicao da interacéo entre a oncoproteina MDM2 e a proteina de supressao tumoral
p53, levando a um aumento da atividade transcripcional da p53, reativando a
integridade genémica (STOLL; RENNER; HANSEN, 2001); (v) inibicao da liberagao de
histamina, possivelmente através da inibicao da proteina C quinase (PKC), ja que esta
enzima constitui um importante receptor para certos tipos de tumores, exercendo uma
atividade antitumoral (MIDDLETON et al., 1987).

A aplicacédo das chalconas no tratamento quimioterapico do cancer ganhou
destaque, devido a seu potencial de restaurar a sensibilidade celular, através da
inibicdo da glicoproteina-P (uma proteina de membrana responsavel pela exportagao
de farmacos para o meio extracelular), a qual apdés longa exposi¢do ao tratamento
quimioterapico encontra-se ativa em um mecanismo de super expressao que acaba
inibindo a agao quimioterapica (BOIS et al., 1998).

O agente quimioterapico cisplatina, usado como padrao em nossos estudos para
a avaliacdo da atividade antitumoral in vivo, gera espécies reativas de oxigénio que
facilmente reagem com varias moléculas, incluindo enzimas e DNA; e também causa a
reducao de niveis de antioxidantes no plasma (NISHIKAWA et al., 2001; YOSHIDA et
al., 2003; ANTUNES; BIANCHI, 2004). O mecanismo pelo qual os compostos de platina
induzem danos nas células renais ainda nao esta completamente esclarecido.

Entretanto, a produgao de radicais livres de oxigénio nas células tubulares dos rins, tem
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sido considerada um processo patoldgico importante na nefrotoxicidade provocada pela
cisplatina (ANTUNES; BIANCHI, 2004). Este quimioterapico também tem a capacidade
de causar depressao da medula Ossea, perda de peso (NISHIKAWA et al.,, 2001;
MAZUMDER et al., 2004), disfungcado de células gastrointestinal, indu¢cao de apoptose
de células da mucosa intestinal e diminuicdo de varias funcbes do intestino pelo
mecanismo de inibicdo da L-carnitina a qual protege a mitocondria, nausea, perda de
apetite, diarréia (NISHIKAWA et al., 2001).

Por outro lado, segundo Elseendorn e colaboradores (2001), a administragao de
antioxidantes nao parece interferir no efeito antitumoral dos antineoplasicos, pois estes
farmacos eliminam as células cancerosas por meio de outros mecanismos celulares
que nao envolvem a ag¢ao das EROs. Portanto, os antioxidantes poderiam atuar como
quimioprotetores, prevenindo contra os efeitos colaterais das EROs e o
desenvolvimento de canceres secundarios, relacionados com as mutacdes induzidas
pelo estresse oxidativo no DNA, mas nao teriam uma acéo direta sobre o processo
tumoral .

Além disso, trabalhos realizados com extratos de polissacarideos de cogumelos
que demonstraram ter atividade antitumoral, mas ndo inibiram a peroxidagao lipidica,
portanto, mais uma vez foi constatado que a atividade antitumoral e antioxidante nao
pode ser diretamente correlacionada (LIU; OOI; CHENG, 1997).

As evidéncias epidemiolégicas que suportariam um efeito protetivo dos
flavondides, com conhecidas propriedades antioxidantes, contra o cancer sdo ainda
limitadas e inconsistentes, estando o0 mesmo mais associados a um efeito citoprotetor

preventivo que um agente antitumoral direto (LE MARCHAND, 2002). Na verdade,
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artigos recentes apontam para um efeito antitumoral associado a atividade pro-oxidante
(SABZEVARI et al., 2004).

Dentro deste contexto, o presente trabalho avaliou chalconas com atividade proé-
oxidante, que haviam quantidades disponiveis para serem testadas in vivo e que
apresentaram um claro perfil pré-oxidante avaliado pelo ensaio com DPPH e TBARS in
vitro. Também teria sido interessante testar as chalconas hidroxiladas que foram
avaliadas in vitro, para atividade antitumoral, mas somente a chalcona C12 tinha
quantidade suficiente para ser testada in vivo.

Um primeiro critério basico para um “screening” do potencial de qualquer agente
tumoral é o aumento da sobrevida dos animais (CLARKSON; BURCHENAL, 1965).
Além deste parametro, para avaliar a atividade antitumoral de alguns compostos da
classe chalconas, foram analisados também o numero total de células tumorais,
porcentagem de células viaveis, volume ascitico total, volume de células compactadas e
variagao de peso.

Confirmando dados ja existentes na literatura, os ensaios realizados
apresentaram um aumento rapido e regular do volume ascitico nos camundongos
inoculados com TAE. O fluido ascitico € uma fonte nutricional direta para células
tumorais, um aumento no fluido ascitico com o crescimento do tumor significa obter
nutrientes para as células tumorais (GUPTA et al., 2004). Em nosso estudo foi
demonstrado que somente a chalcona C1, sem substituicdo, teve uma diminuigdo
significativa do volume de células compactadas, p<0,05, em relagdo ao grupo controle

positivo.
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A cisplatina, utilizada como farmaco referéncia no trabalho, causa depressao de
medula éssea juntamente com nefrotoxicidade aguda, podendo causar um balango
negativo de nitrogénio em animais tratados, o qual resulta na perda de peso.
(MAZUNDER et al., 2004). Este efeito foi confirmado nos experimentos, havendo uma
perda de peso significativa em relagdo ao controle positivo. E importante notar que o
ganho de peso no grupo positivo tem uma correlagdo com o numero de células
tumorais e medida do volume ascitico, pois o tumor cresceu de forma exponencial, isto
porque o comportamento agressivo do TAE causa mudangas dramaticas na energia e
metabolismo do nitrogénio de hospedeiros. Até o décimo dia de inoculagédo o tumor
cresce de forma exponencial e inicia uma redugdo no numero de células no décimo
terceiro dia (SEGURA et al., 1997). Por isso foi preconizado no presente experimento,
sacrificar os animais os no décimo dia apés da inoculagéo.

Com relagéo as chalconas, somente o composto C4 (figura 9), substituinte
clorado no anel B e C12 (figura 10) com dupla cadeia conjugada e hidroxila no anel A,
apresentaram uma perda de peso significativa em relagdo ao controle positivo (figura
14).

Entretanto, os parametros numero de células tumorais, porcentagem de células
viaveis e média de sobrevida observados no trabalho realizado, sugerem que as
chalconas avaliadas ndo apresentaram uma atividade antitumoral, uma vez que nao
houve diferenga significativa entre os animais tratados com TAE e com esta classe de
compostos. Ruby e colaboradores (1995), estudaram os efeitos de algumas chalconas
na redugdo do tumor em camundongos, através da porcentagem de sobrevida dos

grupos tratados e constatou que chalconas com substituinte hidroxila nas posi¢des orto
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ou para e chalconas que obtiveram a combinacao hidroxila e metoxi (sempre havia uma
hidroxila na posi¢gdo 2-OH do anel A) poderiam reduzir o tumor ascitico induzido pelas
células asciticas de Ehrlich e chalconas somente com grupamento metila nao
apresentaram atividade antitumoral, sugerindo como causa a natureza hidrofébica do
grupamento metila. Neste trabalho, o composto C13, apresenta como substituinte o
grupamento metila e € a unico composto, dentre as 24 chalconas, que também foi
testado pelo autor, e também n&o demonstrou atividade antitumoral.

A peroxidagao lipidica, uma reagdo de propagacdo em cadeia catalitica de
radicais livres €& associada com condigdes patologicas de uma célula. O
malondealdeido, produto final da peroxidacgao lipidica (TBARS), ja foi relatado estar em
concentragao elevada em tecidos cancerigenos quando comparado a tecidos normais
(YAGI, 1987).

Gupta e colaboradores (2004), demonstraram a indugdo da peroxidagao lipidica
pelo tumor ascitico de Ehrlich. Confirmando estes dados, o presente estudo também
demonstrou uma elevagdo no indice de peroxidagcédo lipidica em camundongos
inoculados com o TAE (figura 16). E importante ressaltar que a cisplatina também
apresentou elevagao no indice, tanto neste experimento como ja descrito por Yoshida e
colaboradores (2003).

De forma semelhante, todas as chalconas testadas elevaram o indice de
peroxidagao no figado, com excegao do grupo testado com chalcona C6 (figura 9) que
apresentou uma reducéo significativa (p<0,05) neste indice comparado com o grupo

TAE, mas nao foi capaz de restabelecer aos valores normais. Esta protegdo pode
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indicar um possivel efeito antioxidante in vivo deste composto que apresenta somente
substituicdo do halogénio bromo, no anel A.

Métodos como o TBARS, comumente usado para detectar a peroxidagao lipidica
em extrato de tecidos de animais, serve para mensurar substancias reativas de acido
tiobarbiturico e conjugacdo de dienos, embora tenha sido criticado como forma de
avaliagdo ao dano oxidativo, pela sua baixa especificidade (MEAGHER; FITZGERALD,
2000). O FOX, formagao do complexo Fe(lll) xilenol-laranja ( da reacédo de Fe(ll) com
peréxidos na presenga de xilenol-laranja), tem sido proposto como um método seguro
para deteccédo de lipoperoxidagdo em tecidos de invertebrados (MONSERRAT et al.,
2003) pois é sensivel para a determinagcédo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e tem
uma correlagao positiva com o ensaio de TBARS (HERMES-LIMA; WILMORE; SOREY,
1995).

Das chalconas avaliadas pelo FOX (figura 17), a chalcona C1 (auséncia de
substituintes) e C4 com substituigdo metila no anel A e substituinte halogenado clorado
no anel B (figura 9), apresentaram uma redugao significativa na concentragdo de
hidroperdxidos em relagao ao grupo TAE.

O figado dos grupos CPN, C6 e C13 foram armazenados para posterior
determinacao deste ensaio, porém houve deterioracao deste material.

Curiosamente, o composto C12, em relagdo aos compostos, teve um
desempenho inesperado, pois apresentou um aumento nao significativo em relagao ao
TAE no numero de células, teve um discreto aumento no volume ascitico e volume de
células compactadas, mas o ganho de peso nao foi significativo em relagdo ao grupo

controle negativo, também foi o Unico grupo que ndo apresentou diferenca significativa
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em relacdo ao TAE no indice de hidroperoéxido lipidico. Qureshi e colaboradores (2001)
observaram comportamento semelhante quando investigaram os efeitos do acido bérico
em camundongos com tumor de Ehrlich e observaram que houve um aumento na
proliferacdo de células no peritbnio de camundongos e sua viabilidade, também
observaram reducdo na sobrevida, aumento de niveis de malondealdeido e um
aumento de peso.

O ensaio do cometa € um ensaio sensivel, confiavel e rapido para a detecgao de
quebras de simples e duplas fitas de DNA em células eucariéticas individuais (ROJAS;
LOPEZ; VALVERDE, 1999). Nos utilizamos este método para avaliar se as chalconas
testadas seriam capazes de induzir um dano significativo ao DNA, assim como é
relatado para o antitumoral cisplatina (ANTUNES; BIANCHI, 2004). Os resultados
demonstram que somente o gupo C4 (figura 9) foi capaz de induzir um dano
consideravel ao DNA, ja os demais compostos se mantiveram nas classes do grupo
TAE, classes dois e trés (figurs 18). E importante notar que este composto também
causou uma redugao significativa no peso dos animais tratados e manteve elevados os
niveis de TBARS. Segundo Higuchi (2003) e Jagetia e Baliga (2003), a lipoperoxidagao
causa a perda da integridade da membrana celular e pode tornar o ambiente favoravel
ao ataque ao DNA.

Com relagdo a proteina carbonilada (figura 19) o composto C1, dentre os
testados, foi capaz de elevar o dano oxidativo nas proteinas, através da sua
carbonilagdo. O composto C4 foi capaz de proteger o dano oxidativo aos hepatdcitos.

Sugere-se que este composto tenha um potencial pré-oxidante, conforme dados
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apresentados nas analises anteriores, mas seu efeito oxidativo ndo é através da
carbonilagao de proteinas.

Situacao semelhante descrita anteriormente no ensaio do FOX, ocorreu para os
grupos CPN, C6 e C13 inviabilizando a determinagao da proteina carbonilada.

Em adicido a avaliacdo de danos causados aos lipidios, DNA e proteinas, a
enzima AST é comumente usada como indicador de integridade hepatica. Elevagdes de
transaminases no soro ocorrem apds uma injuria ao tecido hepatico devido a
toxicidade. Nenhuma das chalconas avaliadas causaram elevagao significativa na
atividade desta enzima, sugerindo que estes compostos ndo sao hepatotoxicos nas
concentracdes testadas.

A glutationa € um potente inibidor de processos neoplasicos, tendo um papel
importante no sistema antioxidante enddgeno, estando fortemente depletada quando da
instalagdo do tumor. Este tiol encontra-se particularmente aumentado no figado e tem
um papel chave nos processos hepatoprotetores (GUPTA et al., 2004).

Confirmando dados ja existentes na literatura (GUPTA et al., 2004), foi
observado que nos grupos inoculados com tumor ascitico houve uma deplegdo bem
significativa de GSH em relagdo ao controle negativo e que nenhum tratamento foi
capaz de restabelecer a condigdo normal, inclusive os animais tratados com cisplatina.
Porém o composto C12 apresentou uma elevagao significativa (p<0,01) na
concentragao deste tiol em relacdo ao TAE (figura 20).

Jagetia e Baliga (2003) relatam que a deplecdo de GSH, na célula tumoral, leva
a perda do grupamento sulfidril alterando a homeostasia do calcio e consequentemente

a perda da viabilidade celular.
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Estudos realizados por Sabzevari e colaboradores (2004), com chalconas que
apresentam um grupamento hidroxila na posi¢cao orto, demonstraram que podem ser
potencialmente metabolizadas a quinonas, espécie intermediaria reativa, a qual reage
com células nucleofilicas e depleta GSH. Os autores também sugerem que grupos
hidroxilas no anel A ou B tem um papel crucial na determinacdo do mecanismo de
citotoxicicade de chalconas em hepatdcitos de ratos e constataram que uma hidroxila
no anel A é mais citotéxica do que uma hidroxila no anel B e que o mecanismo de
citotoxicidade das chalconas esta diretamente associado a oxidacdo de GSH com
conseqiiente formacdo de radical fenoxil. E importante notar que a maioria das
chalconas avaliadas no presente estudo ndo possuem substituicbes nestas posigdes o
que poderia eventualmente justificar a auséncia de atividade antitumoral nos compostos
testados.

Os resultados obtidos com acetofenonas e relatos existentes na literatura nos
encorajaram a testar a atividade antifungica desses compostos, os quais poderiam levar
a ter alguma aplicagao bioldgica sem causar um dano oxidativo.

Os dermatofitos sdo um grupo de fungos que caracteristicamente infectam as
areas queratinizadas do corpo e causam as dermatomicoses as quais sao
freqientemente muito dificeis de serem erradicadas (ZACCHINO et al., 1999).
Derivados da acetofenona, bases bis Mannich (figura 6), mostraram atividade
antifungica contra dermatdfitos (GUL; OJANEN; HANNINEN, 2002).

Em nosso estudo foi empregado o ensaio de microdiluigdo em caldo nutritivo
para determinar a concentragao inibitéria minima (CIM) dos compostos acetofenonas

frente a um painel de fungos patogénicos humanos, dermatéfitos, bem como a levedura
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C. albicans. Foram usadas diferentes concentracdes de compostos para avaliar a
atividade fungica até um limite de 2000 pg/mL. Compostos que ndo possuiam nenhuma
atividade nessas concentracdes foram considerados inativos.

Das acetofenonas testadas contra os dermatéfitos e a C. albicans, algumas
apresentaram resultados interessantes, algumas vezes com forte atividade antifungica
(tabela 9). Dos dois compostos testados contra o T. rubrum, somente THA néo
demonstrou atividade contra o dermatdfito, entretanto, o composto 2,3,4-
trinidroxiacetofenona (Gala) foi o que inibiu todos os fungos e apresentou um melhor
score de atividade variando de 31,2 ug/mL a 250 pg/mL, além disso, a gala demonstrou
forte atividade antifungica contra o M. canis quando comparado ao farmaco padrao,
fluconazol, agente antifungico sintético e de primeira escolha na maioria dos tipos de
meningite fungica e também muito utilizado como fungicida em tecido vaginal, saliva,
pele e unhas (RANG; DALE; RITTER, 1999).

Como pode ser observado nos resultados obtidos, o composto Gala (tabela 9)
obteve o melhor desempenho. A introdugcdo de grupos doadores de elétrons (OH)
aparentemente provocou um aumento da bioatividade, sendo esta intensidade
dependente da posicdo do substituinte —OH, assim como dos grupamentos nitro e
amino, além de que, com o grupamento ceto parecem favorecer a atividade antifungica.

A maioria dos trabalhos de pesquisa da atividade antifungica existentes na
literatura utilizam métodos celulares sem alvo especifico. Eles sao uteis para detectar
compostos que inibem o crescimento fungico, mas nado dao informacdes sobre seu
modo de acgado (ZACCHINO, 1999). Este é o caso do método utilizado no presente

trabalho, sem alvo especifico, portanto ndo podemos inferir sobre o mecanismo de agao
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das acetofenonas na atividade antifungica, mas este poderia estar envolvido na inibigao
da via de sintese do ergosterol, uma vez que existem relatos na literatura que a
acetofenona THA tem atividade hipocolesterolémica associada a sintese deste esterol
(OLIVEIRA, 2001; PIYACHATURAWAT et al., 2002).

As chalconas que foram testadas no presente trabalho e que apresentaram um
potencial pro-oxidante in vitro (tabelas 5 e 7), algumas também foram testadas in vivo,
com o objetivo de associar a sua atividade pro-oxidante com a atividade antitumoral. Foi
observado através dos parametros de lipoperoxidagao tecidual (TBARS), com excegao
de C6, e defesa antioxidante (GSH), que estas chalconas ndo apresentam um perfil
antioxidante, porém néo houve associagao da atividade pré-oxidante com antitumoral,
pois os compostos testados nao apresentaram atividade antitumoral.

Com relagdo as acetofenonas, constatou-se que o0s compostos que
apresentaram atividade antioxidante importante, compostos trihidroxilados, também

exibiram atividade antifungica, com exce¢ao do THA, para o dermatoéfito T. rubrum.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos com o presente trabalho nos permite concluir que:

e Das acetofenonas testadas, as di e trihidroxiladas apresentaram atividade
antioxidante in vitro caracterizada pela captacado do radical livre DPPH. A 2,4,6
trinidroxiacetofenona (THA) apresentou importante atividade antioxidante através
da medida da protecdo a lipoperoxidagdo em homogenato de figado de rato
(TBARS).

e A 23,4 trihidroxiacetofenona (Gala) foi o composto com melhor inibicdo dos
fungos filamentosos, sendo mais ativa que o fluconazol para o M. canis. A THA
foi o composto que apresentou melhor atividade contra a levedura C. albicans.

e As chalconas testadas apresentaram uma atividade pro-oxidante in vitro quando
avaliados pelo método de captacao do radical livre DPPH.

e Das chalconas, somente C14 e C25, com um grupamento hidroxila, nos anéis B
e A, respectivamente, composto C15, com grupamento nitro, composto C18, com
grupamento amina, e compostos bromados B2 e B3, com substituintes metila e
nitro, respectivamente, apresentaram atividade antioxidante em relacédo a medida
da protegcédo da peroxidacéo lipidica (TBARS) in vitro.

e Finalizando, as chalconas avaliadas apresentaram atividade pro-oxidante no
modelo in vivo e ndo apresentaram atividade antitumoral no modelo in vivo de

tumor ascitico de Erhlich.
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7 PERSPECTIVAS

Apds a realizagdo deste trabalho, ficaram algumas propostas a serem

desenvolvidas posteriormente:

e Testar os analogos sintéticos da acetofenona contra os fungos T. rubrum e E.
floccosum.

e Detectar o mecanismo de agdo da atividade antifungica dos analogos sintéticos
da acetofenona, através de ensaios enzimaticos.

e Estudar o composto galacetofenona, (2,3,4-trihidroxiacetofenona), para indicagao
como uma molécula prototipo para o tratamento de dermatomicoses.

e Avaliar a atividade antifungica de chalconas sintéticas.

e Avaliar as enzimas antioxidantes (CAT, SOD, GPx, GSSG) para caracterizar
melhor o potencial pré-oxidante das chalconas.

e Utilizar o modelo de tumor sdlido de Ehrlich para avaliar novos agentes
antitumorais.

e Utilizar modelo in vitro (cultura de células), para testar novos compostos como

agentes antitumorais.
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