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STINGLIN, Mariana Rosa Ribas. Avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade dos
compostos LQFM20 e LQFM23 em células HuH7 IN VITRO. 2019. 75f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

O cilostazol e a milrinona sdo drogas inibidoras da fosfodiesterase 3, agentes
vasodilatadores potentes usados para controlar doencas cardiovasculares. No entanto, a
administracdo destes medicamentos pode levar a efeitos colaterais como cefaleia,
taquicardia, palpitagbes, entre outras patologias relacionadas. Diante disto, ha a
necessidade de se investigar novos compostos que minimizem estes efeitos com mais
efetividade terapéutica. Avaliando esta necessidade, a partir da hibridizacdo molecular do
cilostazol e da milrinona, foram desenvolvidos os prototipos LQFM20 e LQFM23, no
Laboratério de Quimica Farmacéutica Médica (LQFM) da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Goias, Brasil. Estes compostos tém como principal caracteristica
diferirem molecularmente pela presenca de diferentes radicais na unidade fenilpirazol, o que
faz com que apresentem diferengas fisicas e quimicas como formulagdo empirica, peso
molecular, ponto de fusé@o e rendimento de reacdo. Sabendo da importancia de se avaliar o
perigo de novos compostos o presente trabalho investigou a citotoxicidade, genotoxicidade,
interferéncia na producéo de espécies reativas e o processo de migracao celular destes dois
compostos em células HuH7 in vitro. Para avaliagdo da citotoxicidade foram realizados os
ensaios de MTT, Vermelho Neutro (VN) e LDH com as concentragfes seriadas entre 5 e
45uM. A partir dos resultados destes ensaios foram selecionadas concentracdes citotoxicas
para a quantificacdo de espécies reativas intracelulares (sonda CM-H,DFCDA), morte celular
(apoptose e necrose) e genotoxicidade (ensaio cometa). Os resultados obtidos foram
avaliados estatisticamente pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente
analisados por andlise de variancia (ANOVA), seguido de poés teste de Tukey. Os dados néo
paramétricos foram avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis seguido de pos teste de Dunn.
Nenhum dos compostos avaliados levou a diminuicdo de 50% da viabilidade celular nos
ensaios de MTT e VN. O composto LQFM20, apenas na concentracdo de 30uM, induziu a
citotoxicidade pelo ensaio do MTT; no ensaio do VN, a citotoxicidade ocorreu a partir de
15pM. O composto LQFM23 para HuH7 no ensaio MTT apresentou citotoxicidade a partir de
30 UM e no ensaio de VN a partir de 5 uM. No ensaio LDH, apenas LQFM23 demonstrou
citotoxicidade significativa na concentracao de 40uM. As avaliacdes de espécies reativas
intracelulares, morte celular e genotoxicidade indicaram que os compostos avaliados nédo
induziram danos.Contudo a atividade migratéria da célula HuH7 foi inibida ap6s 12 e 24
horas de tratamento com LQFM20 nas concentragfes de 15uM e 40pM e com LQFM23 na
concentracdo de 40 pM, o que sugere que ambos compostos possuem perfil a
quimioterapicos para serem usados como co-adjuvantes no tratamento de hepatocarcinoma.
Os resultados demonstraram que em nenhuma das concentracdes estudadas os compostos
LQFM20 e LQFM23, reduziram 50% da viabilidade celular, caracteristica importante para
possiveis farmacos de uso clinico. Diante dos dados obtidos e da auséncia de relatos na
literatura, sugere-se a realizacdo de novas investigagbes para compreensdo dos
mecanismos de acdo de ambos 0s compostos, que serdo fundamentais para avaliar suas
possiveis acdes terapéuticas.

Palavras-Chave: Fosfodiesterase 3 (PDE3). MTT. Vermelho neutro. Lactato Desidrogenase.
Apoptose. Cometa.



STINGLIN, Mariana Rosa Ribas. Evaluation of the cytotoxicity and genotoxicity of
LQFM20 and LQFM23 compounds IN HuH7 cells in vitro. 2019. 75pp. Dissertation
(Master in Health Sciences) - State University of Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Cilostazol and milrinone are phosphodiesterase 3 inhibitors, potent vasodilator agents used
to control cardiovascular disease. However, the administration of these medications can lead
to side effects such as headache, tachycardia, palpitations, among other related pathologies.
In view of this, it is necessary to investigate new compounds that minimize these effects with
more effectiveness that is therapeutic. Evaluating this need, from the molecular hybridization
of cilostazol and milrinone, the prototypes LQFM20 and LQFM23 were developed at the
Laboratory of Medical Pharmaceutical Chemistry (LQFM) of the Faculty of Pharmacy of the
Federal University of Goias, Brazil. These compounds have the main characteristic to differ
molecularly by the presence of different radicals in the phenylpyrazole unit, which causes
them to present physical and chemical differences as empirical formulation, molecular
weight, melting point and reaction yield. Knowing the importance of evaluating the danger of
new compounds, the present work investigated the cytotoxicity, genotoxicity, interference in
the production of reactive species and the process of cell migration of these two compounds
in HuH7 cells in vitro. To evaluate the cytotoxicity, the MTT, Neutral Red (VN) and LDH
assays were performed with serial concentrations between 5 and 45uM. From the results of
these tests, cytotoxic concentrations were quantified for intracellular reactive species (CM-
H2DFCDA probe), cell death (apoptosis and necrosis) and genotoxicity (comet assay). The
results were statistically evaluated by the Shapiro-Wilk normality test and later analyzed by
analysis of variance (ANOVA), followed by Tukey's post-test. Non-parametric data were
evaluated by the Kruskall-Wallis test followed by Dunn's post-test. None of the compounds
evaluated led to a 50% decrease in cell viability in the MTT and VN assays. LQFM20
compound, only at the concentration of 30uM, induced cytotoxicity by the MTT assay; in the
VN assay, cytotoxicity occurred from 15uM. The compound LQFM23 to HuH7 in the MTT
assay showed cytotoxicity from 30 uM and in the assay of VN from 5uM. In the LDH assay,
only LQFM23 demonstrated significant cytotoxicity at the concentration of 40uM. Evaluations
of intracellular reactive species, cell death and genotoxicity indicated that the compounds
evaluated did not induce damage. However, the migratory activity of the HuH7 cell was
inhibited after 12 and 24 hours of LQFM20 treatment at concentrations of 15uM and 40uM
and with LQFM23 at the concentration of 40uM, suggesting that both compounds have a
chemotherapeutic profile to be used as coadjuvants in the treatment of hepatocarcinoma.
The results demonstrated that in none of the studied concentrations the compounds LQFM20
and LQFM23, reduced 50% of cellular viability an important characteristic for possible drugs
of clinical use. Given the data obtained and the absence of reports in the literature, it is
suggested to carry out new investigations to understand the mechanisms of action of both
compounds, which will be fundamental to evaluate their possible therapeutic actions.

Keywords: Phosphodiesterase 3 (PDE3). MTT. Neutral Red. Lactate Dehydrogenase.
Apoptosis. Comet
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS) e Organizacao Mundial
da Saude (OMS) (BRASIL, 2017), as doencas cardiovasculares sdo as principais causas de
morte no mundo, representando 31% dos Obitos registrados em 2015, referentes a doencas
cronicas nao transmissiveis. Destes 6bitos, estima-se que 7,4 milhdes ocorram devido as
doencas cardiacas e 6,7 milhdes devido a acidentes vasculares cerebrais; a maioria
acometeu pessoas com idade inferior a 70 anos e de paises subdesenvolvidos, com renda
baixa a média (BRASIL, 2017). No Brasil este quadro néo difere dos dados observados no
mundo; durante o ano de 2013, 40,9% dos 6&bitos foram causados por doencas
cardiovasculares (BRASIL, 2015).

Pesquisas tém mostrado a forte associacdo das principais doengas cronicas néo
transmissiveis com fatores de risco altamente prevalentes, destacando-se o tabagismo,
consumo abusivo de alcool, excesso de peso, niveis elevados de colesterol, baixo consumo
de frutas e verduras e sedentarismo (BRASIL, 2014). Devido a existéncia e a relacdo direta
entre estes fatores e casos de doengas cardiovasculares, a OMS em 2013 através do
“Global action plan for the prevention and control of NCDs 2013-2020”, estabeleceu metas
gue visam reduzir o nimero de mortes prematuras em 25% até 2025 (BRASIL, 2017).Na
tentativa de atingir estas metas os 6rgaos competentes nacionais e internacionais sugerem
gque se efetive a prevencdo e o tratamento de doencas as cardiovasculares, bem como as
enfermidades a elas relacionadas como a obesidade; e ainda evitando 0 uso nocivo do
tabaco e alcool (BRASIL, 2017).

Tendo em vista esta preocupacdo dos o6rgdos competentes e 0 aumento na
prescricdo de medicamentos para o tratamento das doencas cardiovasculares, uma das
formas de atuacdo dos farmacos utilizados neste controle é através da regulacao do
potencial de contratilidade do muasculo cardiaco e da musculatura lisa do endotélio vascular.
A acdo desses medicamentos se faz através da indugéo ou inibi¢cdo de estimulos hormonais
e elétricos, regulacdo das atividades de segundos mensageiros das vias de sinalizacdo da
contratilidade muscular, controle intracelular de fluxo de ions, bem como a inibicao de
enzimas de controle das vias como as fosfodiesterases (IMAI et al., 2017; TANG et al.,
2015).



1.1 ENZIMA FOSFODIESTERASE 3 (PDE3)

A enzima fosfodiesterase 3 (do inglés - 3',5'-cyclic-nucleotide phosphodiesterase -
PDE3) € uma enzima citoplasmatica que se apresenta em duas isoformas codificadas por
dois genes, PDE3A e PDE3B, com expressofes diferentes nos tecidos. A enzima PDE3A é
expressa no musculo liso do endotélio vascular, plaquetas e cardiomiécitos e a PDE3B em
adipdcitos, hepatocitos, cérebro e ducto coletor renal (RYBALKIN et al., 2003; OMORI,
KOTERA, 2007). PDE3A regula processos como a contratilidade cardiaca, agregacéo
plaguetaria e relaxamento da musculatura lisa (FRANCIS; TURKO; CORBIN, 2001).

PDE3 é responsavel pela regulagdo das concentragdes intracelulares de
adenosina monofosfato ciclico (cCAMP) e guanosina monofosfato ciclico (cGMP) (BHOGAL;
HASANE; GRORELIK, 2018). As proteinas cAMP e o cGMP sado segundos mensageiros
intracelulares envolvidos na mediagcdo do efeito vaso relaxante, regulando o controle da
contratilidade e frequéncia cardiaca. cCAMP tem como alvos intracelulares a proteina
quinase A (PKA), em miécitos cardiacos. Esta proteina é um regulador primario associado a
fosforilagdo de canais de calcio que aumentam e aceleram sua saida do reticulo
sarcoplasmatico estimulando a contratilidade da musculatura cardiaca (Figura 1)
(ZACCOLO, 2009; GHIASI; ABDOLLAHI, 2012).

Figura 1: Diagrama esquemaético da via de sinalizacdo cAMP/ PDE3 em midcitos.
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Calstabin/ RyR2: PKA fosforila o receptor de rianodina 2 (RyR2), elevando a concentragdo de Ca2+
citosdlico em cerca de dez vezes, estimulando a contragcdo do musculo cardiaco.
PLN/ Serca2a: com o aumento do cAMP citosélico e ativacdo de PKA, os canais Serca2a séo
fosforilados e o Ca2+ é entdo bombeado de volta para reticulo sarcoplasmatico, o que diminui sua

concentragdo, levando ao relaxamento do musculo cardiaco.

cardiaco



A fosforilagdo de PDE3 causada por agentes inibidores como milrinona e cilostazol,
leva ao acumulo de cAMP citoplasmatico e, em consequéncia, ao aumento da contratilidade
miocérdica, relaxamento do musculo liso vascular e inibicdo da agregacdo plaguetaria
(SHAKUR et al., 2001). Além destes, a interacdo PDE3- cAMP esté envolvida em mdltiplos
aspectos da funcdo cardiaca, como respostas inflamatoérias, variagdes hormonais e
neurotransmissores (FRANCIS; TURKO; CORBIN, 2001).

PDE3 ainda esta envolvida em respostas a mecanismos intracelulares como
diferenciacdo, sobrevivéncia e controle dos fatores de crescimento (MURATA et al., 2009;
BEDIOUNE et al., 2016). Azevedo et al. (2014) destacaram que a baixa expressao de PDE3
pode controlar mecanismos moleculares, tais como a proliferagdo de células, migragdo ou
apoptose e até mesmo ter potencial na predisposicdo para tumores, especialmente em
tecidos sensiveis ao CAMP, como préstata, endométrio, colon, figado, entre outros.

Estudos com células tumorais demonstraram que cAMP pode atuar no controle da
proliferacdo celular. A acdo de inibidores especificos de PDE3 resulta em um aumento no
cAMP e bloqueio da proliferagdo de varios tipos de células (MURATA et al., 2009). Células
de hepatocarcinoma humanos Hep3B e HuH7 apresentaram diminuicdo do crescimento
celular quando na presenga de inibidores de PDE3, como a cilostamida, demonstrando a
importancia de estudos com farmacos com esse potencial de acdo como possiveis
guimioterapicos (MURATA; TAIRA; MANGANIELLO, 1996). Dong et al. (2015)
demonstraram que a regulacédo da via de sinalizagdo cAMP através de inibidores de PDE3
como a milrinona, levou a inibicdo da migracdo de células de adenocarcinoma metastatico
de mama (MDA-MB-231)in vitro, sugerindo que os inibidores de PDE3 e de outras
fosfodiesterases possam ser utilizados no tratamento dessa doenca.

Drogas que inibem a agregacdo plaquetaria como o cilostazol e a milrinona
contribuem para o controle de um possivel processo de metastase, pois a interagdo de
células tumorais com plaquetas dentro da corrente sanguinea contribui para sua
sobrevivéncia dentro da circulacdo, facilitando a migracdo e aderéncia em outros tecidos
(MURATA et al., 2009; GIL-BERNABE; LUCOTTI; MUSCHEL, 2013; YU et al.,, 2014). A
formacéo de trombos ao redor das células tumorais dentro da corrente sanguinea protege-as
das células do sistema imune, evita sua morte e aumenta suas capacidades de adesao a
parede do vaso, promovendo a transicdo epitelial-mesenquimal (LABELLE; BEGUM;
HYNES; 2011; COUPLAND; CHONG; PARISH, 2012).

Efeitos prometastéaticos das plaquetas foram até agora atribuidos a sua capacidade
de adesdo ou a sua capacidade de prevenir a morte de células tumorais na circulacao.
Tratamento neo-adjuvante com farmacos inibidores de PDE3, como o cilostazol, ja
apresentaram efeitos significativos no controle de carcinoma hepatocelular em ensaios in



vivo com o quimioterdpico doxorrubicina, mostrando-se eficaz no bloqueio de
metastase porinibicdo da agregacao plaqguetaria (IKEDA et al., 1998; CHOI et al., 2018).

1.2 FARMACOS VASODILATADORES

1.2.1CILOSTAZOL

Cilostazol, (6- [4- (1-ciclohexil-1H-tetrazol-5-il) butoxi] -3,4-di- hidro-2 (1H) -
quinolinona) (Figura 2), é um farmaco desenvolvido na década de 80 no continente asiatico
para o tratamento de doencgas cardiovasculares como aterosclerose, suspeitas de infarto
agudo do miocardio e em doencgas vasculares como hemorragias intracranianas e tromboses
(KIMURA et al.,1985; IMAI et al., 2017). Takagi et al. (2016) demonstraram que o tratamento
com cilostazol em casos de acidentes vasculares cerebrais e em recorréncias em modelo in
vivo auxilia na protecao de proteinas de juncéo e de metaloproteinases presentes na matriz
celular, contribuindo para a prevencdo da formacdo de placas de aterosclerose e de
reincidéncia de coagulos cerebrais (IMAI et al., 2017).

O cilostazol tem como principais caracteristicas acdo vasodilatadora,
anticoagulante e de inibicdo da agregacédo plaquetaria (ROSA; BARONI;PORTAL, 2006).
Com formulagdo empirica, CxH27NsO2, € peso molecular 369,46 g/mol, apresenta-se na
forma de cristal branco ou pé cristalino, facilmente solivel em etanol emetanol e
praticamente insolivel em agua (ANDRADE, 2018). O cilostazol é metabolizadopelas
enzimas hepéticas do citocromo P450, principalmente a CYP3A4, com producdo de dois
metabdlitos ativos, sendo que 3,4-deidro-cilostazol € responsavel por representar pelo
menos 50% da atividade farmacolégica (ROSA; BARONI; PORTAL, 2006). A administracéo
e uso do cilostazol pode apresentar efeitos colaterais, como cefaleia, taquicardia,
palpitagcdes e diarreia (DAWSON, 2001). Os estudos de Money et al. (1998) e Beebe et al.
(1999) demonstraram que 1,7% dos pacientes tratados com o farmaco apresentaram

cefaleia, sintoma adverso mais comum relatado na literatura.



Figura 2: Formula estrutural do 6- [4- (1-ciclohexil-1H-tetrazol-5-il) butoxi] -3,4-di- hidro-2

(1H) —quinolinona- cilostazol.

Fonte: PubChem a, 2019.

O cilostazol atua como inibidor da enzima fosfodiesterase 3 (PDE3), aumentando a
cAMP presente nos trombdcitos e células musculares lisas e diminuindo, assim, o calcio
intracelular que, por sua vez, provoca relaxamento celular e vasodilatagdo (SHROR, 2002).
Ito et al. (2002) descreveram cAMP como segundo mensageiro responsavel pela regulacdo
positiva da proliferacéo celular, efeito antiproliferativo por levar ao processo apoptotico em
musculos cardiacos de ratos.O acumulo de cAMP, causado por cilostazol por meio da
diminuicdo da atividade de PDES3, inicia uma série de eventos que incluem a regulacao de
genes supressores tumorais como TP53 e p21, supressao de fatores de crescimento e
diminuic@o da sintese de DNA. O aumento da proteina p53 bloqueia a progresséo do ciclo
celular e induz apoptose nas células musculares lisas vasculares cardiacas (HAYASHI et al.,
2000; MORISHITA, 2005).

Os processos apoptéticos das células musculares lisas desempenham um papel
importante na génese de aterosclerose e restenose, portanto, a prevencao da lesdo celular
mediada pelo estresse oxidativo é uma area de investigacdo ativa (KOCKX,1998). O
potencial antioxidante do cilostazol foi demonstrado por Kim et al. (2002) e Lee et al. (2005),
pois a presenca do farmaco em ensaioin vitro com células de corddo umbilical humano
(HUVEC)minimizou a producédo de radicais hidroxila e peroxil, inibindo a morte por apoptose
mesmo na presenca de lipases lipoproteicas (indutoras de apoptose). OTA et al. (2009) e
KABIL (2018) ao avaliar células HUVEC in vitro edemonstraram que o tratamento com
cilostazol reduziu a producao de EROs (espécies reativas de oxigénio) produzidas durante a
peroxidagdo lipidica e, consequentemente, houve diminuicdo de citocinas inflamatérias,
como o fator de necrose tumoral (TNF—a), interleucinas e o fator nuclear-k (NF-k@), além do
aumento na expressao da proteina BCL-2 e supressdo da expressdo da proteina BAX,
levando a um efeito antiapoptético.

Ota et al.(2008) descreveram ainda atividade antioxidante do cilostazol através da

regulacdo positiva proteica de SIRT1, responsavel pela desacetilacdo de histonas,
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impedindo a expresséo de genes relacionados ao envelhecimento endotelial na presenca de
estresse oxidativo. Esta regulacdo gera o retardo da senescéncia celular endotelial, o que
pode trazer beneficio para a prevencdo de doencas vasculares como a aterosclerose, visto
que a presenca do desequilibrio redox esta relacionada com a piora do quadro da doenca.

1.2.2 MILRINONA

A milrinona, 1,6-Di-hidro-2-metil-6-oxo (3-4’-bipiridino) -5-carbonitrilo, assim como o
cilostazol, € um farmaco vasodilatador, inibidor de PDES3, utilizado no tratamento de
insuficiéncia cardiaca do tipo cronica congestiva no pos-operatorio de cirurgia cardiaca ou
em casos de insuficiéncia cardiaca avancada, como ponte para transplante (TANG et al.,
2015). Com formulacdo empirica C12HsN3O e peso molecular 211,224 g/mol (Figura 3), é
derivado do dimetil xantinico sintético e estruturalmente relacionado a teofilina e a cafeina.
Apresenta-se na forma de cristal branco ou pé cristalino faciimente solivel em
metanol,cloroférmio e agua, adquirindo uma coloracéo amarelada (PubChem b, 2019).

Os farmacos adrenérgicos como a milrinona tém sua agéo cardiotbnica aumentada
e com maior tempo de relaxamento cardiaco frente a farmacos bipiridina (FLOREANI et al.,
2003). Sua acéo faz com que haja aumento da forca de contragdo cardiaca, pois ha menor
degradagdo do cAMP, levando assim a um aumento da concentracdo de ions calcio
ionizados durante a sistole, com réapida captacédo de calcio durante a diastole no musculo
liso, provocando um decréscimo do calcio disponivel e melhorando a contratilidade do
miocéardio (ALOUSI, JOHNSON, 1986).

Figura 3: Formula estrutural do 1,6-Di-hidro-2-metil-6-oxo (3-4’-bipiridino) -5-carbonitrilo —

milrinona.
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Fonte: PubChem b, 2019.
Apesar do uso frequente de milrinona na terapia de doencas cardiacas, algumas

ressalvas sdo observadas em estudos relatados na literatura; um deles € a inducdo de

arritmia cardiaca em pacientes que possuem insuficiéncia cardiaca aguda (DIBIANCO et
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al.,1989). Portanto, pessoas com arritmias requerem atencdo especial no uso de
cardiotbnicos, pois os elevados niveis de calcio intracelular aumentam o consumo de
oxigénio do miocardio, levando a predisposi¢cdo a isquemia miocardica (MAJURE, 2013). O
aumento do risco de taquiarritmias e fibrilagdo atrial estd associado com um maior periodo
de permanéncia em unidades de terapias intensivas e casos de mortalidade, principalmente
pela presenca de arritmia atrial e hipotensdo apO6s o0s procedimentos cirargicos
cardiacos(INDOLFI et al., 1996; MATHEW et al., 2004).

Apesar dos efeitos colaterais relatados, ainda se recomenda o uso da milrinona no
pbés-operatério para prevengdo de novas patologias como a bradicardia (movimento
cardiaco lento). Outra situagdo importante de uso € nos casos de cirurgia corretiva para a
doenca cardiaca congénita em criangas (MAJURE, 2013).

1.2.3 FARMACOS DERIVADOS DE CILOSTAZOL E MILRINONA

Os relatos acima citados de efeitos colaterais dos farmacos vasodilatadores
cilostazol e milrinona, indicam a necessidade de se investigar novos compostos que levem a
menores efeitos adversos com maior efetividade farmacolégica. Avaliando esta
necessidade, a partir da hibridizagdo molecular (Figura 4) dos farmacos cilostazol (Figura 2)
e milrinona (Figura 3) foram desenvolvidos no Laboratério de Quimica Farmacéutica Médica
(LQFM) da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Goias, Brasil, alguns
protétipos a farmacos, entre eles, LQFM20 — 5-[1-(4-fluorfenil)-1H-pirazola-4-il]-2H-tetrazola
e LQFM23 - 5-[1-(3-clorofenil)-1H-pirazola-4-il]-2H-tetrazola. A hibridizacdo manteve relacéo
isostérica entre a subunidade N-fenilpirazola do composto 3a-3oe a subunidade fenil
piridona da milrinona, o planejamento estrutural de LQFMs, e ainda foi complementado com
a subunidade tetrazola presente no cilostazol (PAZINI, 2012).

As modificagdes do cilostazol e milrinona foram idealizadas para sintetizar farmacos
com aspectos farmacoldgicos desejaveis e toxicidade minima (OLIVEIRA et al.,2016). A
adicdo de radicais como flior no composto LQFM20 (Figura 5A) e a adi¢do de um cloro em
LQFM23 (Figura 5B) em diferentes carbonos da subunidade fenil peridona, tiveram como
objetivo a mudanca do perfil quimico-fisico dos compostos, obtendo-se as caracteristicas
listadas na Tabelal (PAZINI, 2012).



Figura 4: Sintese das moléculas LQFMs, a partir de hibridizacdo dos farmacos cilostazol e
2 milrinona.
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Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimica dos compostos LQFM20 e LQFM23.

Caracteristicas LQFM20 LQFM23
Formula empirica Ci0H7FNe C10H7CINe
Peso molecular (g/mL) 230,2 246,65
Ponto de fuséo (°C) 115 222-225
Rendimento de reacao 99% 94%
Coloracéo bege bege

Os compostos pirazolicos, como as moléculas LQFM20 e LQFM23, tém sido
relatados como potenciais farmacos vasodilatadores com possiveis atividades
antimicrobiana, antidepressiva, anticonvulsivante, antipirética, analgésica e anti-
inflamatoria (OLIVEIRA et al., 2016). Pazini (2012), por meio de ensaios de avaliacéo da
atividade farmacolégica de compostos sintéticos, entre eles o LQFM20 e LQFM23,
destacou o prot6tipo LQFM20. Este apresentou perfil vasodilatador in vivo no endotélio de
aortas isoladas de ratos, ndo apresentou inibicdo seletiva através de canais de potassio e
aumento de captacdo de calcio pelo reticulo endoplasmatico, levando assim, a
vasodilatacdo esperada, conforme os farmacos que deram origem a esta molécula. Neste
mesmo estudo foram realizados testes de toxicidade in vitro (ensaio de vermelho neutro —
VN) e in vivo, onde o prot6tipo LQFM20 apresentou sinais brandos de toxicidade quando
administrado nas doses de 2000 mg/Kg, sendo classificado na classe 4 da OECD (2001)
(do inglés, Organization for Economic Cooperation and Development). Esta classificacdo
€ baseada no guideline 423 OECD (2001), que determina faixas de exposicdo a um

composto quimico que levem a letalidade de 50% da populacdo estudada em ensaios in



vivo. As classes variam entre 1 a 5, sendo 2 que a primeira se refere a risco agudo

maximo (5mg/kg), e 5 a risco agudo minimo (2000 — 3 5000mg/kg).

Figura 5: Estruturas moleculares dos compostos hibridizados LQFM20 (A) e LFM23(B).
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Fonte: Pazini, 2012.
1.3. ESTUDOS TOXICOLOGICOS

Durante o ciclo de vida dos organismos vivos ocorre exposicdo a substancias
guimicas como compostos industriais, corantes, farmacos e cosméticos, agrotéxicos ou
radiacdes ionizantes e ndo ionizantes. Estes agentes quimicos e fisicos podem interagir
como material genético levando a modificagbes deste e, se ndo houver reparo celular,
ocasionar mutagfes. Estas podem envolver perda ou ganho de material genético (delecdes
e duplicacdes, que alteram os cromossomos) e mudangas em um Unico par de bases ou em
diversas bases. Os agentes quimicos e fisicos que ocasionam estas mutagfes sao
classificados como mutagénicos (PARRY; PARRY, 2012; ABILEV; GLASER, 2013).

Os compostos mutagénicos podem interagir diretamente com a estrutura do DNA
ou indiretamente, apds serem metabolizados. Devido ao potencial risco a saude
representado pela exposicdo a substancias mutagénicas, € importante que todos os
compostos quimicos para o0s quais haja possivel exposicdo humana sejam rastreados
guanto a atividade mutagénica. Se for detectado potencial mutagénico, os perigos de
exposi¢cdo podem ser avaliados, o uso do produto quimico controlado e, quando apropriado,
eliminado do mercado e do meio ambiente (KLAASSEN, 2012). Avaliagdo do potencial
mutagénico é um passo critico na avaliacdo da seguranca de novos compostos quimicos.
Portanto, a avaliacdo da mutagenicidade e do perigo toxicol6gico requer atencdo durante o
processo de registro de produtos quimicos industriais (JI; BALL; LeBARON, 2017).

A ICH (2008) (do inglés, International Conference on Harmonisation) destaca ainda a
importancia da avaliagdo do potencial genotéxico para compostos candidatos a

BN

medicamentos, anterior & exposicdo humana. Ensaios in vivo levam a diminuicdo de
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possiveis resultados falsos negativos para os danos avaliados, assegurando assim, que
pacientes ndo serdo expostos a um perigo genotoxico (GALLOWAY, 2017).

Agéncias regulatérias internacionais exigem gque 0s compostos sejam inicialmente
avaliados usando ensaios in vitro. Nestes sdo mensuradas a capacidade citotéxica, inducéo
de danos no DNA e a capacidade de reparo da célula (GILBERT, FRIEDRICH, 2017). As
avaliacbes padrdes recomendadas pela OECD (2015), baseiam-se nhos ensaios de
mutagenicidade em bactérias (teste de AMES), citogenéticos in vitro (ensaios de aberragdes
cromossdmicas e do micronucleo) e de genotoxicidade in vivo (ensaios do micronucleo e
cometa) (DHAWAN; BAJPAYEE, 2013; GALLOWAY, 2017).

1.3.1. ENSAIOS DE VIABILIDADE CELULAR

A citotoxicidade dos compostos deve ser avaliada para sua adequacdo em
aplicacdes farmacéuticas e o0s ensaios de viabilidade celular fornecem ferramentas Uteis
para essa finalidade (PEREZ et al., 2017). Devido a existéncia de uma grande variedade de
ensaios de viabilidade celular nos quais sao utilizados métodos colorimétricos, a escolha de
protocolos que averiguem diferentes parametros celulares, como metabolismo mitocondrial
(ensaio de MTT), avaliagdo da integridade de membrana (ensaio LDH) e atividade
lisossomal (vermelho neutro), propicia uma ampla avaliagdo dos possiveis potenciais de
toxicidade de compostos testes (SPECIAN et al., 2016).

1.3.1.1. ENSAIO DO MTT

O ensaio de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide),
descrito por Mosmann (1983) avalia a viabilidade celular por meio da reducdo do sal de
tetrazolium (coloracdo amarelo) pelas células viaveis, a sal de formazan, originando cristais
de cor violeta (insoluveis em agua) (Figura 6). O MTT é capaz de atravessar a membrana de
células viaveis, onde por meio da acado das enzimas redutases e desidrogenases presentes,
respectivamente, na membrana interna mitocondrial e no reticulo endoplasmaético, é reduzido
a cristal de formazan. Devido as membranas plasmaticas serem impermeaveis ao produto
desta reacdo, os cristais de formazan se acumulam no citoplasma das células viaveis (van
TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 2015). Esta reacdo ir4 ocorrer somente em ceélulas
metabolicamente ativas, e a absorbancia da solugéo resultante da dissolucdo desses cristais
€ diretamente proporcional & quantidade de MTT reduzido que, por sua vez, reflete a
capacidade redutora das organelas envolvidas e, consequentemente, a viabilidade das
células (FOTAKIS, TIMBRELL, 2006). Assim, devido a sua facilidade e funcionalidade, este
ensaio € essencial para a determinacdo das concentracbes e tempos de tratamento a
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seremadotados em experimentos posteriores, como por exemplo 0s ensaios de
genotoxicidade, avaliacdo de morte entre outros (GILBERT E FRIEDRICH, 2017).

Figura 6:Reducdo enzimatica de MTT para formazan pela acdo das enzimas redutases e
desidrogenases.
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Fonte: adaptado de GILBERT E FRIEDRICH, 2017.

1.3.1.2 ENSAIO DE CAPTACAO DO VERMELHO NEUTRO (VN)

O ensaio de captacdo do vermelho neutro (CisH17CIN4) € baseado na capacidade
19 de células viaveis incorporarem por difusdo passiva o corante vermelho neutro, que se 20
deposita nos lisossomos (Figura 7). Basicamente, a absor¢céo de vermelho neutro depende
da capacidade da célula de manter o gradiente de pH lisossomal, que tem atividade acida
em relacdo ao citoplasmético; este processo ocorre através do consumo de ATP
(REPETTO; Del PESO; ZURITA, 2008) O vermelho neutro, sendo solivel em agua,
concentra-se nos lisossomos, fixando-se por ligagdes hidrofébicas na matriz lisossomal. O
corante é extraido das células utilizando-se solucédo de etanol acidificada e sua absorbancia
€ medida por espectrofotbmetro. O ensaio VN permite avaliar a permeabilidade da
membrana e a atividade lisossomal, sendo possivel entdo, expressar a viabilidade por meio
da concentracdo da captacdo de VN por células e lisossomos viaveis apds a exposicao ao
composto teste. Portanto, o teste de captacdo do vermelho neutro fornece uma estimativa
quantitativa do numero de células viaveis in vitro (GILBERT; FRIEDRICH, 2017).
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Figura 7: Morfologia da linhagem humanas de células de neuroblastoma e a presenca de
vesiculas lisossomais com a presencga do vermelho neutro (aumento de 1.600X).
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Fonte: adaptado de REPETTO et al., 2008.

1.3.1.3 ENSAIO DE LIBERAGCAO DE LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é responsavel por catalisar a oxidacao
reversivel do lactato para piruvato, tendo o NAD+ como cofator durante a glicolise. A perda
de LDH intracelular e sua liberacdo no meio extracelular € um indicador de morte celular
irreversivel devido a danos na membrana celular (STODDAR, 2011).

A LDH extracelular pode ser quantificada por uma reagdo enzimatica na qual a LDH
catalisa a conversdo de lactato em piruvato via redugdo de NAD+ para NADH (Figura 8). A
diaforase utiliza entdo o NADH para reduzir o sal de tetrazolio a formazan (violeta) que pode
ser medido a 490nm por espectrofotometria. O nivel de formacdo de formazan é diretamente
proporcional a quantidade de LDH liberada no meio, sendo assim, quanto maior a atividade
enzimética, maior o grau de citotoxicidade (KORZENIEWSKI; CALLEWAERT,1983;
FOTAKIS; TIMBRELL, 2006).

Figura 8: Representacéo da liberagdo do LDH intracelular e da conversdo que permite sua
quantificacdo por espectrofotometria.
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Fonte: modificado de THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2019.
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14 ENSAIO DE QUANTIFICACAO DE ESPECIES REATIVAS
INTRACELULARES (ERS)

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas continuamente durante o
metabolismo aerdbico. Como exemplos das EROs produzidas temos radicais hidroxila,
hidroperoxila, nitrito peroxido, oxido nitrico (ON), anions superoxido; sendo a hidroxila
altamente toxica e gerada a partir do peroxido de hidrogénio (WU; YOTNDA, 2011).
Dependendo do tipo de célula, as EROs podem ser altamente reativas e se acumularem no
meio intracelular, levando a danos como oxidacdo de proteinas, lipidios e bases
nitrogenadas, inativagédo de proteinas e lesées no DNA (HALLIWELL, 2014). Segundo Sies
(2015), o estresse oxidativo intracelular corresponde ao desequilibrio entre os niveis de
EROs em uma célula e sua defesa antioxidante. Dependendo deste desequilibrio e o tempo
em que ocorre, o aumento da producdo de EROs pode causar aumento ou interrupgéo da
proliferacdo, senescéncia e morte celular.

Modelos de cultura celular fornecem uma ferramenta valiosa para a compreensao
dos mecanismos de estresse oxidativo intracelular produzidos por compostos em teste.
Estudar os danos que podem ser causados por espécies reativas (ERs) no meio intracelular,
bem como sua detoxificacdo, auxiliam na compreensdo dos mecanismos que contribuem
para os processos patologicos (SIES, 2015).

Para a avaliacdo da producdo de espécies reativas (ERs) intracelulares bem como
da atividade pré- oxidante ou antioxidante de compostos testes pode-se usar a sonda
CMH;DCFDA (5- (e-6) clorometil- 2 ', 7' diclorodidrofluoresceina diacetato acetil éster)
oxidavel. A sonda CM-H;DCFDA nao-fluorescente entra nas células por difusdo passiva,
onde seu grupo acetato é clivado por esterases intracelulares (Figura 9), enquanto o grupo
tiol clorometil reage com a glutationa. O H.DCF (2'-7'-diclorofluoresceina) e seus derivados
séo oxidados por uma ampla gama de ERs, como o peréxido de hidrogénio (principalmente),
radicais hidroxila e hidroperoxi, 0 que poderé ser observado pela emissédo de fluorescéncia
verde por meio de leitura fluorimétrica (UY; MCGLASHAN; SHAIKH, 2011). Sendo assim,
por meio da intensidade de fluorescéncia pode-se sugerir a acdo pro-oxidante do composto
teste; que pode levar a possiveis danos a molécula de DNA pela produgdo de ERs
intracelulares (WOJTALA et al., 2014).

O cilostazol vem demonstrando sua eficiéncia em patologias, eficiéncia esta
diretamente correlacionada com a producdo de ERs. Dentre elas pode-se citar a disfuncéo
do endotélio vascular, que ocorre nas doencas cardiovasculares, onde 0s vasos
envelhecidos apresentam um desbalanco de ERs gerando um quadro de estresse oxidativo,
levando déficit de relaxamento deste tecido, aumento da vasoconstricdo e inflamacéo. Estes
fatores estdo diretamente relacionados com o desenvolvimento de aterosclerose e com
casos de trombose (LAKATTA; LEVY, 2003).
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Moreira et al. (2018) demonstraram em modelo in vivo que o tratamento com
cilostazol diminuiu consideravelmente as EROs em relacdo aos animais-controles ndo
tratados. Descreveram ainda inibidores de PDE3 exerceram efeitos positivos sobre a fungao
endotelial de ratos idosos, levando ao aumento de vasodilatacdo, da acetilcolina e a
diminuicdo da vasoconstricdo mediada por noradrenalina. Como o estresse oxidativo tem um
papel fundamental no desenvolvimento da lesdo vascular induzida pelo envelhecimento,
Moreira et al. (2018) sugeriram que o farmaco cilostazol possui efeito protetor, pois levou a

reducdo de O’, , um dos principais agentes causadores do desbalanco de ERs. Diante dos

relatos da literatura sobre as ac¢des antioxidantes do cilostazol, ressalta-se a importancia de
estudos de quantificacdo de ERs intracelulares apods tratamento com 0s compostos
derivados deste farmaco.

Figura 9: Etapas da formacdo do composto fluorescente DCF a partir da hidrolise e
oxidagédo da sonda CM-H,DCFDA.
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Fonte: modificado de CHIN et al., 2011.

1.5 AVALIACAO DE MORTE CELULAR - APOPTOSE E NECROSE

Modos distintos de morte celular sdo estudados ha muito tempo. Os dois principais,
apoptose e necrose, sdo essenciais para o desenvolvimento normal dos seres vivos e para a
homeostase, mas também estdo envolvidos na patogénese de certas doencas
(NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

Danos celulares graves como a privacdo prolongada de energia levam a morte

celular regulada. A apoptose representa um dos principais mecanismos de morte regulada;


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phosphodiesterase-iii-inhibitor
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phosphodiesterase-iii-inhibitor
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phosphodiesterase-iii-inhibitor
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ocorre ndo apenas apos dano ou estresse celular, mas também durante o desenvolvimento
normal e a morfogénese (YING; PADANILAM, 2016).

A morte celular por apoptose ocorre por uma série de caracteristicas morfologicas e
bioquimicas, tais como formacdo de vesiculas formadas a partir da invaginacdo da
membrana plasmética, condensacdo da cromatina, encolhimento de células e organelas,
clivagem do DNA, formacdo de corpos apoptéticos e fagocitose (MOR; ALVERO, 2015).
Pode ser desencadeada por estimulos extrinsecos através de receptores fisiologicos
altamente especificos de sinalizacdo de morte na superficie celular, como TNFa (do inglés,
tumor necrosis factor a), FAS (do inglés, tumor necrosis factor receptor superfamily member
6) e TRAIL (do inglés, TNF-related apoptosisinducing ligand) ou por estimulos intrinsecos
viasinalizagdomitocondrial(NIKOLETOPOULOU et al., 2013).

A apoptose extrinseca € uma via de morte celular normalmente induzida por sinais
de estresse extracelular que sdo detectados e propagados por receptores transmembrana
especificos. Esta via € dependente de caspases e caracteriza-se pela presenca de trés
formas de execucdo: sinalizacdo do receptor de morte e ativagdo da caspase-8 (ou
10)/caspase-3; sinalizacdo do receptor de morte e ativacdo da caspase-8/ tBID/MOMP/
caspase-9/caspase-3; sinalizacdo de receptor de dependéncia induzida por privacdo de
ligante seguida por ativacdo da cascata de caspase-9/ caspase-3 (GALLUZZI et al., 2012).

A forma mais descrita na literatura é a via intrinseca, na qual a mitocondria induz a
apoptose pela liberacdo do citocromo-c no citoplasma, iniciando um complexo multiproteico
que tem como proteina efetora APAF1, ativando a caspase-9 e a formacdo dos
"apoptossomas" (GREEN;KROEMER,2004). Esta via é ativada por inimeros estimulos,
incluindo privacdo de fatores de crescimento, oxidantes, sobrecarga de ions célcio, ativacédo
de proto-oncogenes, agentes e drogas direcionadas aos microtibulos (HASSAN et al.,
2014).

A necrose também pode funcionar como um modo alternativo programado de morte
celular, normalmente ndo regulada, causada por indutores de estresse ndo especificos ou
nao fisiolégicos, levando ao inchaco citoplasmatico, ruptura e extravasamento do contetdo
celular (CHEN; KANG; FU, 2018). Este tipo de morte € independente de ATP e tem suas
caracteristicas morfolégicas Unicas, como volume aumentado da célula ou organela
(oncose), inchaco mitocondrial (principalmente), ruptura da membrana plasmatica
(vazamento celular) e consequente inflamacéo (YING, PADANILAM, 2016). A morte celular
néo regulada (“necrose primaria”) é a resposta ao estresse exdgeno extremo, que provoca
uma ruptura imediata da membrana celular e liberacdo de moléculas intracelulares.

Apés recentes pesquisas sobre morte celular, outras formas de necrose
programadas foram relatadas, como necroptose, ferroptose e piroptose, sendo que a
necrose nao seria entdo representada como um tipo de morte celular meramente acidental
(CHEN; KANG; FU, 2018). O termo 'necroptose’ foi recentemente usado como sinénimo de


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tumor-necrosis-factor-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tumor-necrosis-factor-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/tumor-necrosis-factor-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kroemer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15286356
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necrose regulada que pode ser induzida por dano ao DNA e envolve a ligagdo dos
receptores de morte (GALLUZZI et al., 2012).

A identificacdo do tipo de morte que um composto pode estar induzindo € um
indicativo valioso dos mecanismos que podem estar sendo estimulados ou inibidos durante
este processo. Por exemplo, a avaliagdo da citotoxicidade; o nimero de células viaveis,
necréticas e apoptoticas que resultam da avaliagdo de morte, pode validar os resultados
obtidos nos testes colorimétricos. Diante dos relatos descritos na literatura sobre a agéo do
cilostazol nas vias de sinalizacdo de morte e seu efeito antiapoptético e protetor como
citamXie et al. (2018), ressalta-se a importancia de estudos com os compostos derivados
deste farmaco.

A diferenciacdo dos tipos de morte por técnicas de coloracdo fluorescente séo
ferramentas que auxiliam nas distingbes morfologicas causadas por apoptose e necrose
(Figura 10A). A técnica de McGahon (1995) baseia-se na coloracdo diferencial promovida
pelos corantes laranja de acridina (LA) e brometo de etidio (BE) (FiguralOB). As células com
membrana intacta sdo coradas em verde apenas com o corante LA e podem ser
diferenciadas em viaveis e apoptéticas pela presenca dos corpos apoptoticos. Ja as células
gue sofreram o processo de morte por necrose, devido a desintegracdo das membranas,
séo coradas em vermelho pelo BE.

Figura 10: Caracteristicas morfoldgicas e coloracao diferencial de células apoptéticas e

necroticas apo6s uso de laranja de acridina e brometo de etidio.
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1.6 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE

1.6.1 ENSAIO DE EXCLUSAO COM AZUL DE TRIPAN

Ensaios como o azul de tripan sdo indicados pelas agéncias reguladoras para
serem aplicados previamente aos ensaios de genotoxicidade para avaliagdo da viabilidade
celular da amostra. Seu resultado evita a avaliagdo de amostras que apresentem um grande
namero de células com danos consideraveis e, consequentemente, evita dados falso
positivos e a super estimagdo da genotoxicidade de compostos testes (TICE, et al., 2000,
KIRKLAND, 2011).

A integridade da membrana celular € um critério basico para distinguir células
mortas de células vivas. O azul de tripan (CssH2sNsNas O14S4), um corante vital, tem sido
utilizado para corar tecidos vivos, pois possui capacidade de penetrar nas células nao
vidveis corando-as de azul, enquanto as células viaveis aparecem sem coloracdo ao
microscopio (AVELARFREITAS et al.,, 2014). As células viadveis possuem membrana
citoplasméatica semipermeavel intacta, sendo assim, seletivas, ndo absorvendo corante do
meio circundante. Por outro lado, as células ndo viaveis normalmente possuem membrana
desestruturada e nao funcional e, portanto, absorvem o corante e sdo coradas (STROBER,
2015). O ensaio requer que as células avaliadas estejam em uma Unica suspensao e estas
sdo entdo visualizadas e contadas ao microscopio usando um volume definido ou utilizando
dispositivos de contagem automaticos. A partir dessa contagem relativamente simples,
calcula-se o nimero total de células e a porcentagem de células viaveis (MALTA et al., 2006;
STODDAR, 2011). Pdérem, este método nao diferencia entre células apoptéticas e
necroticas.

1.6.2 ENSAIO COMETA

A genotoxicidade é a propriedade que agentes quimicos ou fisicos possuem de
interagir com o DNA, causar danos e afetar a integridade de uma célula. O ensaio cometa,
também conhecido como ensaio de eletroforese em gel de célula Unica, € uma técnica
sensivel para a deteccdo de quebras de fitas de DNA (simples e duplas) e sitios alcali- Iabeis
em células eucaridticas, causados por agentes potencialmente genotéxicos por meio da
separacao de fragmentos de DNA através de eletroforese em lamina (MARONPOT; HOBBS;
HAYASHI, 2018).Este ensaio € um método rapido, sensivel, barato e confidvel, que permite
determinar a extensdo do dano causado ao DNA. Junto com o ensaio de micronucleo que
detecta mutagenicidade, é utilizado para avaliagdo de danos genotoxicos in vitro e in vivo e é
recomendado pela OECD para validacdo de dados in vivo (COLLINS et al., 2008; PARRY;
PARRY, 2012).
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Nas células viaveis, quando o DNA nado esta danificado, apresenta-se na sua
formal original, altamente condensado. Para que se possa avaliar os possiveis danos
causados ao DNA é necessério que ocorra a lise das membranas celulares. Esta é feita com
detergente bioldgico. Apdés a lise, o DNA permanece como uma estrutura nuclear,
denominadas nucledide. As histonas sé@o dissociadas do DNA com uma alta concentracéo
de NaCl. Com a exposicdo dos nucledides e o relaxamento das ligacdes, a exposicdo do
dano no DNA pode ocorrer sob condi¢des “neutras” ou alcalinas durante a imersdo em
solugdo tampéao de corrida eletroforética (COLLINS, 2015).

O protocolo proposto por Singh et al. (1988) propde solugbes neutras para lise e
eletroforese alcalina, permitindo principalmente a deteccdo de quebras de DNA de cadeia
dupla, mas também quebras de DNA de fita simples, sitio alcali- labeis, ligacdes entre DNA-
proteina e quebras de fita simples de DNA associadas a locais de reparo por excisao
incompleta (LU; LIU; YANG, 2017). Nesse protocolo ha a incorporagéo de células embebidas
em agarose de baixo ponto de fusdo em uma lamina de vidro pré-revestida com agarose de
ponto de fusdo normal; sendo assim, as células encontram-se em um meio que servird como
substrato para migragéo durante a eletroforese. Durante o processo de corrida eletroforética
a corrente elétrica aplicada na solucao alcalina faz com que as quebras na molécula do DNA
mais leves migrem na malha de agarose, sendo o DNA danificado atraido para o anodo,
formando uma "cauda de cometa". Ja os nucledides que ndo apresentam danos e
apresentam uma maior forca de ligacdo entre as moléculas de cromatina continuam
compactados e a sua migracdo torna-se mais dificil na malha do substrato (COLLINS, 2004).

Os tempos de tratamento das células durante o ensaio do cometa in vitro sugeridos
por KOPPEN et al. (2017) sdo de 3 a 6 horas, 0o que permite a observacdo de danos
anteriores a um possivel reparo de DNA celular.

Apoés a eletroforese os nucledides sdo corados com corante fluorescente e sdo
analisados para se determinar a extensdo do dano causado pelo agente avaliado. A analise
microscopica pode ser manual ou automatica; esta Ultima por meio softwares especificos de
imagem (Figura 11 A). Os softwares produzem dados a partir da mensuracdo dos cometas
como a intensidade total de cada cometa, comprimento de cauda, a porcentagem de DNA na
cabeca e na cauda e o0 momento da cauda. O comprimento da cauda do cometa é o
tamanho do rastro produzido durante a eletroforese, j& 0 momento da cauda (tail moment) é
o produto do tamanho da cauda calculada (tail lenght) pela porcentagem do DNA espalhado
(tail DNA%) (Figura 11B) (COLLINS, 2004, COLLINS et al., 2008).
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Figura 11: Ensaio Cometa (A): tipos observados de acordo com a extensdo do dano no
DNA. (B): parametros utilizados na andlise das imagens por software.

NUCLEOIDE

COMPRIMENTO DE CAUDA

A. Classe 0, sem a presenca de
cauda, dano 0;

B. Classe 1, presenca de rastro de
cauda, pequenos danos;

C. Classe 2, presenca de cauda,
dano médio;

D. Classe 3, presenca de cauda
expressiva em relacédo a cabeca,
ano dano_ MOMENTO DE CAUDA

Fonte: adaptado de CELL BIOLABS Inc. All Rights Reserved. Website by Best Rank, 2018.

1.7 ENSAIO DE CICATRIZACAO E MIGRACAO - “WOUND-HEALING”

O ensaio de cicatrizagdo e migragao, “wound-healing”, caracteriza-se por ser um
teste in vitro para avaliar a taxa migratoria celular em uma éarea isenta de células, criada
numa monocamada confluente por excluséo fisica ou por remocao das células da area, por
meio de danos mecanicos, térmicos ou quimicos (JONKMAN et al., 2014). A migracao
interna que fecha a cicatriz produzida in vitro imita o fechamento de uma ferida, podendo
inferir dados como taxa de fechamento, que é medida pela velocidade do movimento coletivo
das células (Figura 12) (FRIEDL; GILMOUR, 2009; VEDULA, et al., 2013).

Embora ndo seja uma duplicacdo exata da migracdo celular in vivo, imitando a
migracdo de células na cicatrizacdo de feridas, estudos de migracdo celular direcional
podem prever o comportamento e a interacdo celular (RODRIGUEZ; WU; GUAN, 2005).
Algumas células funcionais como os fibroblastos, células epiteliais e células endoteliais
podem migrar em uma direcdo especifica apresentando uma simetria (ou seja, igual
probabilidade de migrar em todas as dire¢cdes, apresentando uma distribuicdo igualitaria
dentro da monocamada de células) (FLEMING; FRAME; HOUSLAY, 2004; NETHERTON;
MAURICE, 2005; LYLE et al., 2008).

Alguns tipos celulares migram apenas em um substrato definido, como as células
epiteliais, que se movem ao longo de uma membrana basal, mas néo através de tecidos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jonkman%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25482647
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maurice%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15475573
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maurice%20DH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15475573
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intersticiais, enquanto outros tipos de células, incluindo leucécitos, sdo versateis, pois
interagem e migram dentro de praticamente qualquer substrato presente no corpo. A
migragao celular coletiva & essencial na construgdo, modelagem e remodelag&o de tecidos
complexos e compartimentos de tecidos, como epitélios, ductos, glandulas e vasos, mas 4
também contribui para a progressdo do cancer (FRIEDL; WOLF, 2010; VEDULA, et al.,
2013).

O estudo da cicatrizacao da &rea livre de células por meio da analise morfolégica
em tempos regulares do movimento celular coletivo €, portanto, relevante para muitos
processos de morfogénese, reparo tecidual, invasdo e metastase em céncer (ILINA;
FRIEDL, 2009). Sabendo-se que (i) células tumorais como HuH7 (Figura 12) tém capacidade
migratoria (QIN, et al. 2017); (ii) o cilostazol pode agir como um inibidor plaguetéario, com
efeito eficaz neo-adjuvante no bloqueio da atividade metastética; (iii) o cCAMP esta envolvido
na inibicdo da motilidade de varios tipos celulares; torna-se relevante o estudo da agéo dos
compostos derivados do cilostazol no processo de migracao in vitro, pois isto possibilitara
que sejam avaliados posteriormente como farmacos quimioterapicos (DONG et al., 2015;
CHOI, et al., 2018).

Figura 12: Ensaio de cicatrizacdo e migracdo — “Wound — healing”, com células de
hepatocarcinoma humano — HUH7, com tratamento PBS (pH 7,0), periodo de 0 (A), 12(B) e
24(C) horas. Aumento de

Fonte: A autora, 2019.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a citotoxicidade, a atividade anti-
metastatica, anti- migratoria e genotdxica dos compostos sintetizados LQFM20 e LQFM23
em linhagem celular de hepatocarcinoma humano (HuH7) in vitro, contribuindo para suas
indicagBes como possiveis quimioterapicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar as células de hepatocarcinoma humano (HuH7) in vitro apds tratamentos
com diferentes concentracdes dos compostos LQFM20 e LQFM23 quanto a (ao):
 viabilidade celular,
+ guantificac@o das espécies reativas intracelulares,
« perfil de migragéo celular,
* indug&o de morte celular,

* genotoxicidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGEM TUMORAL DE FIGADO - HUH7 E CONDIGCOES DE CULTIVO

HuH7 é uma linhagem epitelial de carcinoma derivada de hepatdcitos (Figura 13),
proveniente de homem japonés de 57 anos de idade, em 1982. Esta linhagem foi
estabelecida por Nakabayshi, H. e Sato, J, da Japanese Collection of Research
Bioresources Cell Bank — JCRB Cell Bank (JCRB0403HuH-7) e foi gentilmente cedida ao
Laboratério de Mutagénese e Oncogenética (UEL-PR) pelo Dr. Juliano Bordignon do
Instituto Carlos Chagas, FioCruz- PR.

A linhagem, HUH7 é composta por células imortalizadas, do tipo aderentes a
superficie de frascos ou placas e crescem tipicamente como monocamadas 2D. Embora
contenham muitas sendo digno de nota que as células HuUH7 tém uma mutacao de ponto no
gene TP53, que leva a producdo de proteinas de reparo do DNA mutantes ndo funcionais
(KASAI, 2018).

A linhagem HuH?7 foi cultivada em frascos de cultura com capacidade de 60 mL earea
de crescimento de 25 cm?, em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco,
Grand Island, NY, USA), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF, CAS: 12657-
029, Gibco), penicilina 0,06 g/L (CAS: 113-98-4, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
estreptomicina 0,10 g/L (CAS: 3810-74-0, Sigma-Aldrich). Os cultivos foram mantidos em

estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO; e 95% de umidade relativa.

Figura 13: Células da linhagem HuH7 — aumento de 20x.

Fonte: OZAWA, 2014.
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3.2 PREPARO DAS SOLUGCOES DE TRATAMENTO LQFM20 E LQFM23

Os compostos LQFM20 e LQFM23 foram gentilmente cedidos pelo Laboratério de
Quimica Farmacéutica (UFG-BR) e Prof. Dr2 Cassia Regina Primila Cardoso (UFMT- BR).
Os compostos foram diluidos em solugcédo de PBS (tampéao fosfato salino, pH 7,4) com 10%
de dimetilsulfoxido (DMSO P.A., A.C.S. — Labsynth Ltda, S&o Paulo, BR), produzindo
solugbes estoque de 10mM para ambos os compostos, armazenados a -20°C. A partir das
solugdes estoque foram realizadas diluicbes para serem utilizadas nos ensaios de
citotoxicidade, quantificagdo de espécies reativas, morte celular, migragédo e genotoxicidade.

As concentracfes escolhidas foram baseadas nos relatos de Shor (2002) apos
ensaios de citotoxicidade com cilostazol e Pazini (2012) que realizou ensaios de
citotoxicidade com LQFM20 in vitro e in vivo.

3.3 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE

3.3.1 PREPARO DE PLACAS

Para todos ensaios de citotoxicidade, MTT, VN, LDH e quantificagdo de ERs (em
placas escuras) foram semeadas 1x10* células por poco em placas de cultura de 96 pocos
as quais foram estabilizadas durante 24 horas com meio de cultura completo. Para os
tratamentos, o meio de cultura foi removido, os pocos foram lavados duas vezes com PBS e
em seguida as ceélulas foram tratadas com o0s compostos-testes, nas concentragées
seriadas, em meio de cultura sem soro bovino fetal, por 24h.

3.32MTT

Para a avaliacdo da citotoxicidade por meio do ensaio do MTT (MOSMANN,1983;
SPECIAN et al., 2016), foram efetuados os passos descritos no item 3.3.1 utilizando-se as
concentracdes seriadas de 5 a 45uM para o composto LQFM20 e 10 a 40puM para LQFM23,
diluidos em meio de cultura sem soro bovino fetal. O mesmo foi realizado com os
respectivos controles de solvente (DMSO - 0,1%) e controle negativo (PBS pH7,4).

ApOs os tratamentos serem removidos foram adicionados a cada poco 100uL de
solugdo de 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, CAS:
5736069-7, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,5mg/mL) dissolvido em meio de cultura
completo e entdo realizada uma incubacéo por 4 h em estufa de CO,, a 37°C. Finalmente o
meio contendo a solugdo de MTT foi removido e foram adicionados 200puL de DMSO em
cada poco. A absorbancia foi mensurada usando espectrofotdmetro (Biotek EIX800 —

Winooski, EUA) com comprimento de onda de 570nm. A porcentagem (%) de viabilidade
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celular foi obtida pela relagdo entre as absorbancias dos pocgos de cada tratamento e as
absorbancias dos pocos do controle negativo, que foi considerado como 100% de viabilidade
celular.

3.3.3 ENSAIO DE CAPTACAO DE VERMELHO NEUTRO - VN

Para avaliacdo da citotoxicidade por meio do ensaio de captacéo de VN, foi usado o
protocolo descrito por Repetto, Del Peso e Zurita (2008), seguindo 0s passos descritos no
item 3.3.1, com as concentragdes seriadas de 5 a 45uM para ambos 0s compostos; o
mesmo foi realizado com os respectivos controles de solvente (DMSO - 0,1%) e controle
negativo (PBS pH7,4) ApOs os tratamentos, o meio de cultura foi removido e foram
adicionados 100pL da solugéo de VN (CAS: 553-24-2, Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA))
(40pg/mL)a cada poco e a placa incubada durante 3 h. Posteriormente, 0 meio contendo a
solucdo de VN foi retirado, as células lavadas com PBS e 150uL da solucao alcodlica de
extracdo [50mL:49mL:1mL v/iviv (etanol 96%: agua destilada: acido acético glacial)]
adicionado a cada pogo. Por fim, a placa foi rapidamente homogeneizada até o VN ser
extraido e formar uma solucao homogénea, que foi analisada por espectrofotdmetro (Biotek
EIx800 — Winooski, EUA) em comprimento de onda de 540nm para obtencdo da
absorbéancia. Todos os experimentos foram realizados em replicatas de 8 pogos para cada
tratamento. A porcentagem (%) de viabilidade celular foi obtida pela relagdo entre as
absorbancias dos pocos de cada tratamento e as absorbancias dos pocos do controle

negativo, que foi considerado como 100% de viabilidade celular.

3.3.4 ENSAIO DE LIBERACAO DA ENZIMA LACTATO DESIDROGENASE - LDH

Para medir quantitativamente a lactato desidrogenase (LDH) liberada no meio a
partir de células danificadas como um biomarcador para citotoxicidade celular e citélise, foi
utilizado o kit colorimétrico, Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Scientific™, EUA).
As placas foram tratadas por 24 h com concentragdes de cada um dos compostos estudados
(10 - 45uM) e os respectivos controles de solvente (DMSO - 0,1%), controle negativo (PBS
pH7,4) e controle positivo (tampao de lise - Thermo Scientific - Pierce®). Ap6s 23h e 15min
de tratamento foram adicionados 10uL de tamp&o de lise nos pocos reservados como
controle positivo. Em seguida a placa foi incubada por 45 minutos a 37°C em estufa a 5% de
CO.. Em seguida a incubacéo, foram retirados 50uL do meio sobrenadante de cada poco e
transferidos para outra placa; foram adicionados 50uL do mix de reacdo e feita a
homogeneizagdo de cada pogo, incubando-se por 30 minutos na auséncia de luz.
Posteriormente adicionados 50uL da solucdo de parada e homogeneizado novamente,
evitando-se a formacdo de bolhas. As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a
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490nm (cristal de formazan) e 680nm (residuo de fundo) (Biotek EIX800 — Winooski, EUA).
Portanto, dos resultados obtidos para determinacdo da atividade de LDH, subtraiu-se do
valor de absorbancia de 680nm, aquele obtido com 490nm. O valor final representa a
guantidade da enzima LDH liberada, ou seja, a absorbancia real de LDH.

3.4 ENSAIO DE QUANTIFICAGCAO DE ESPECIES REATIVAS (ERs)

Para a determinacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas utilizou-se a
sonda CM-H,;DCFDA (General Oxidative Stress Indicator - Invitrogen®, EUA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Para verificar o potencial de oxi-redu¢do dos dois compostos, as
células foram tratadas nos tempos de 1, 3, 12 e 24 h com as concentragfes de 15, 30 e
45uM do composto LQFM20 e 10, 20 e 40uM do composto LQFM23, escolhidas a partir dos
resultados dos ensaios prévios de viabilidade celular. Em seguida aos tratamentos foram
adicionados 5uM (100pL por poco) de CM-H,DCFDA, deixando-se as placas por 30 minutos
em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO: e 95% de umidade relativa. Para o
controle positivo foi adicionado peréxido de hidrogénio (H202, 2uM) por 20 minutos em cada
poco. Apos este intervalo foram realizadas duas lavagens com PBS, adicionados 100uL de
PBS por pogo para leitura, que foi realizada em leitor de placas com fluorescéncia Victor
(PerkinElmer®, Waltham, USA), na faixa de excitacdo de 492 — 495 e de emisséo de 517 —
527nm. Os resultados obtidos foram apresentados em unidades arbitrarias referentes a
intensidade de fluorescéncia emitida pela reagéo entre a sonda e as ERs.

3.5 AVALIACAO DE MORTE CELULAR

A capacidade de inducdo de morte celular pelos compostos estudados na linhagem
HuH7, bem como um possivel potencial de protecédo contra os eventos analisados, deu-se
através da técnica descrita por McGahon et al. (1995). Esta técnica baseia-se em uma
coloragdo diferencial das células com os corantes fluorescentes laranja de acridina (LA -
(CAS: 494-38-2, Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA) e brometo de etideo (BE — CAS:
123945-8, Sigma-Aldrich), que possuem a capacidade de distinguir células normais, células
em apoptose e células necréticas. Foram semeadas 0,110 células por poco em placas de
24 pocos e posteriormente tratadas por 24 h com o0s compostos sintetizados na
concentracdo 45uM para LQFM20 e 40uM para LQFM23. Todos os experimentos foram
realizados em triplicatas e com controles negativo (PBS) e positivo (Doxorrubicina - 3 pg/mL,
Adriamycin—CAS: 23214-92-8, Sigma-Aldrich), conforme Specian et al. (2016). Ap6s os
tratamentos, as células foram tripsinisadas (trypsin 0.05 % - CAS: 25300-054 - Gibco) e
25pL da suspenséo celular foram misturados a 10pL da solugéo de coloragéo (100pug/mL de
LA e 100ug/mL de BE). Ap6s homogeneizagdo, a mistura de suspensdo celular com a



26

adicdo de corante, foram colocadas sobre laminas limpas, cobertas com laminulas e
analisadas 600 células por tratamento (200 por replicata), em microscoépio de fluorescéncia
Nikon (Melville, EUA- com filtro de excitacdo de 515-560nm e filtro de barreira de 590nm), foi
realizada a diferenciagdo dos 3 tipos de morte celular. Os resultados obtidos foram
apresentados pela média de cada tipo de morte das 3 replicatas técnicas e seu respectivo
desvio padrao.

3.7 ENSAIO COMETA - SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS

O ensaio utilizado seguiu protocolo descrito por Tice et al. (2000). Foram semeadas
1x10° células em placa de 24 pocos, que permaneceram em estufa a 37°C com 5% de CO:
durante 24 h em meio de cultura completo para que estabilizassem. Em seguida as culturas
foram tratadas por 4 h em meio de cultura livre de SBF, com diferentes concentracdes de
cada composto (LQFM20 — 18,8uM, 37,5uM, 75uM e 112,5uM e LQFM23 - 10uM, 20uM e
40uM) que foram selecionadas a partir dos ensaios de citotoxicidade anteriores e das ICso
estimadas. As células foram tripsinizadas e centrifugadas por 5 minutos a 174 xg. Apés a
centrifugacdo, uma aliquota de 20uL da suspenséo celular foi homogeneizada com 120uL de
agarose LMP “low melting point” 0,5% e aplicada em laminas pré-preparadas com uma
camada de agarose NMP (do inglés, normal melting point) 1,5% de ponto de fusdo normal.

Em seguida, foi determinada a viabilidade celular das culturas pela técnica de
exclusao por azul de tripan, utilizando-se o equipamento de contagem de células Countess®
Automated Cell Counter (Life Technologies - Carlsbad, EUA).

As laminas foram submetidas a solucdo de lise (2,5M NaCl; 100mM acido etileno
diamino tetra acético (EDTA); 10nM Tris; 10% DMSO; 1% Triton X-100, pH 10) por 1 hora e
meia a 4°C. Em seguida, foram incubadas por 20 minutos em tampao de eletroforese (0,3M
NaCl; 1mM EDTA, pH13) a 4°C para a desnaturacdo e entdo submetidas a eletroforese
alcalina (0,25V; 300mA; por 20 minutos).

Apés a corrida, as laminas foram submetidas & solucdo de neutralizacao (Tris 0,4M;
pH7,5; 15min) e fixadas em &lcool etilico absoluto 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por
5minutos. As laminas foram mantidas a 4°C, e antes da andlise, coradas individualmente
com 40uL de GelRed™ (Biotium - Fremont, EUA),[1:10.000 v/v (Gel Red: PBS)] e analisadas
em microscopio de fluorescéncia (Nikon, Melville, EUA), com filtro de excitacdo de 450-
490nm e filtro de emissdo (barreira) de 515nm, em objetiva de 40x.

A andlise das laminas foi realizada por meio do software Comet Imager verséo 2.2 ©
(MetaSystems, Newton, EUA. Para cada imagem captada foram considerados a analise dos
parametros Tail Intensity (referente a porcentagem de DNA na cauda) e Tail Moment (que
considera a migracdo do material genético, bem como a quantidade relativa de DNA na
cauda). Foram analisadas o total de 100 células por replicata técnica.
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3.8 ENSAIO DE CICATRIZAGAO E MIGRAGAO - “WOUND-HEALING”

A técnica utilizada foi baseada em Rodriguez; Wu; Guan (2005). Foram semeadas
5x10° células/pogo em placas de 24 pocos e mantidas para estabilizacdo durante 24 h em
estufa até maxima confluéncia. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e
posteriormente criada uma lesdo na monocamada de células por meio de raspagem manual
com uma ponteira de 200uL. Em seguida as placas foram lavadas 2 vezes com PBS de
forma delicada para retirada das células nédo aderentes produzidas pela lesao.
Posteriormente foi adicionado 1mL de meio com soro contendo as trés concentracdes de
cada um dos compostos 15, 30 e 45uM para o composto LQFM20 e 10, 20 e 40uM para o
composto LQFM23, o controle negativo (PBS pH7,4) e controle positivo (doxorrubicina -
3pg/mL).

O processo de migracgdo celular foi avaliado em dois campos distintos e as imagens
fotografadas nos tempos de 0, 12 e 24 horas no total de 3 replicatas técnica por tratamento,
e em seguida analisadas pelo software TScratch (Instituto Tecnol6gico de Massachussets,
California, EUA), que quantifica a area em que houve a migragéo nos diferentes tempos e o
percentual de reducéo da leséo.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais obtidos foram analisados com o software GraphPad
Prism® Verséao 6, (La Jolla — EUA). Considerou-se o valor de p<0,05 e intervalo de confianca
(IC) de 95% para todos os parametros avaliados.

Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e os dados com distribuicdo
homogénea foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguido de pds teste de
Tukey. Os dados ndo paramétricos foram avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis seguido de
poés teste de comparagdo multipla de Dunn.
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4. RESULTADOS

4.1 MTT

O composto LQFM20 apresentou citotoxicidade, diminuindo 14,5% da viabilidade
celular na concentracdo de 30uM, conforme demonstrado na Figura 14A e Tabela 1.1 do
Apéndice 1. Ja o composto LQFM23 apresentou citotoxicidade em concentracfes iguais ou
superiores a 30uM, sendo que 35uM diminuiu 35,85% da atividade metabdlica celular,
conforme Figura 14B e Tabela 1.2 do Apéndice 1. Nenhum dos compostos foi capaz de
diminuir o crescimento em 50% da populagéo celular; seus valores de I1Cso foram estimados
para os dois compostos foi de 112,7uM para LQFM20 e 93,4 uM para LQFM23.

Figura 14: Viabilidade de células de hepatocarcinoma humano (HuH7) ap@s tratamento por
24 horas com os compostos LQFM20 (A) e LQFM23 (B) por meio do ensaio de MTT.
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CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura.

* Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05);

Teste de Kruskal-Wallis, pos- teste de comparacao multipla de Dunn (aplicado A);

ANOVA, pos- teste comparacao multipla de Tukey (aplicado B).

Fonte: A autora, 2018.
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4.2 ENSAIO DE CAPTAGCAO DE VERMELHO NEUTRO

Ambos o0s composto ndo foram capazes de diminuir 50% do metabolismo
lisossomal. Porém, LQFM20 reduziu a viabilidade celular a partir de 15uMsendo que a
concentracdo 40uMreducao foi de 29,48% do crescimento celular. LQFM23 apresentou
citotoxicidade a partir de 5uM sendo que a concentracdo de 35uMinibiu 30,62% do
metabolismo celular lisossomal. Os dados obtidos neste ensaio estdo demonstrados na
Figura 15Ae B e Tabelas 1.3 e 1.4 do Apéndice 1.

Figura 15: Viabilidade de células de hepatocarcinoma humano (HuH7) apés tratamento por
24 horas com os compostos LQFM20 (A) e LQFM23 (B) por meio do ensaio de vermelho
neutro.
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CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p=<0,05);

ANOVA, pés- teste comparacao multipla de Tukey.

Fonte: A autora, 2018.
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4.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA- LDH

Na andlise da liberacdo da enzima lactato desidrogenase apenas o0 composto
LQFM23 na concentracdo de 40uM apresentou aumento significativo quando comparado ao
controle negativo conforme demonstrado na Figura 16A e B e Tabelas 1.5 e 1.6 do Apéndice
1.

Figura 16:Avaliacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase em células de
hepatocarcinoma humano (HuH7) apds tratamento por 24 horas com 0Ss compostos
LQFM20(A) e LQFM23 (B).
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CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, tampéo de lise Thermo Scientific — Pierce.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparacao mltipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.

4.4 AVALIACAO DE MORTE CELULAR

Os dados obtidos no ensaio por meio da coloracao diferencial das células HuH7 tratadas por
24h com os compostos LQFM20 (45uM) e LQFM23(40puM), ndo foram estatisticamente
diferentes dos controles utilizados para os dois tipos de morte analisados, conforme

demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Numero de células HUH7 viaveis, apoptoticas e necroticas, observadas no ensaio
de Apoptose/Necrose, apds tratamento por 24 horas com os compostos LQFM20 e LQFM23

Células HuHT
TRATAMENTO YIAVEIS SPOPTOTICAS NECROTICAS
CM 174,665 124 7.3 0+4.6
CrP 138, 3+ 15,97 381500 236 *6.6°
LOFMz0
45,M 17122700 20612 8+1.73
LOFMZ23
40,M 166 £2.6 24 6+4.0 33323

CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino).

CP: controle positivo (Doxorrubicina, 3pug/mL).

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparacdo multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.

4.5 ENSAIO DE QUANTIFICAGAO DE ESPECIES REATIVAS (ERs) INTRACELULARES

Os resultados do ensaio de quantificacdo de ERs indicaram que apds o0s
tratamentos de 1, 3, 12 e 24 h com os compostos LQFM20 e LQFM23 ndo houve alteracdo
do estado redox das células HUH7 em nenhuma das concentracdes avaliadas com exce¢ao
das células tratadas por 1h com o composto LQFM20 (30uM), conforme demonstrado nas
Figuras 17 e 18.



Figura 17: Quantificacdo de ERs intracelular em células de hepatocarcinoma humano
(HuH7) apods tratamento de 1, 3, 12 e 24 horas com o composto LQFM20.
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CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
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0,1% em cultura; CP: controle positivo (peréxido de hidrogénio 30% concentracdo de 2uM).
*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparac¢do mdultipla de Tukey.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 18: Quantificacdo de ERs intracelular em células de hepatocarcinoma humano
(HuH7) apos tratamento de 1, 3, 12 e 24 horas com o composto LQFM23.
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CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo(perdxido de hidrogénio 30% concentracéo de 2uM).

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, po6s- teste comparac¢do multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.

4.6 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE — COMETA

Todas as culturas que apresentaram viabilidade celular superior a 80% quando
submetidas ao ensaio cometa. A andalise do ensaio do cometa nos sugere que nenhum dos
compostos apresentou atividade genotoxica significativa em nenhuma das concentracées
avaliadas, conforme a Figura 18. Doxorrubicina (3ug/mL) aumentou significativamente a
porcentagem de dano no DNA das células HuH7 apds tratamento por 4 horas (Figuras 19 e
20).
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Figura 19: Avaliacdo da genotoxicidade (pardmetros Tail moment (A), Tail intensity (B)) em
células humanas de hepatocarcinoma (HuH7) apés tratamento por 4 h com os compostos
LQFM20.
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U.A.: unidades arbitraria.

CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, Doxorrubicina 3ug/ mL.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pds- teste comparac¢do multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.

Figura 20: Avaliacdo da genotoxicidade (parametros Tail moment (A), Tail intensity (B)) em
células humanas de hepatocarcinoma (HuH7) apés tratamento por 4 h com 0s compostos
LQFM23.
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U.A.: unidades arbitraria.

CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, Doxorrubicina 3ug/ mL.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, poés- teste comparacdo multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.
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4.7 ENSAIO DE CICATRIZACAO E MIGRACAO - “WOUND-HEALING”

A andlise do ensaio de cicatrizacdo e migracdo pelo software TScratch (Instituto
Tecnoldgico de Massachussets, Califérnia, EUA), demonstrou a inibicdo do perfil migratério
das células HUH7 quando tratadas com a droga controle positivo doxorrubicina (3ug/mL), e
com os compostos LQFM20 e LQFM23.

O composto LQFM20 na concentragdo de 15uM (Figura 21, 22) inibiu a taxa
migratoria apés 12 e 24h de tratamento das células HuH7. Para o composto LQFM23
(Figuras 23, 24) as concentragbes que alteraram significativamente o processo migratorio
foram de 10uM para o tempo de 24 horas e 40uM para ambos os intervalos observados.

Figura 21. Avaliagdo do potencial de cicatrizagdo e migragdo nas células de
hepatocarcinoma (HuH7) apés tratamento de 24 horas com o composto LQFM20.
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*Valor estatisticamente diferente de PBS (p<0,05); ANOVA, p0s- teste comparacé@o multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2019.

Figura 22: Avaliacdo do potencial de cicatrizacdo e migracdo nas células de
hepatocarcinoma (HuH7) apos tratamento de 24 horas com o composto LQFM20. Aumento
20x.

CN - PBS

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 23: Avaliagdo do potencial de cicatrizagdo e migracdo nas células de
hepatocarcinoma (HuH7) apés tratamento de 24 horas com o composto LQFM23.
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*Valor estatisticamente diferente de PBS (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparacédo multipla de
Tukey.
Fonte: A autora, 2019.

Figura 24: Avaliacdo do potencial de cicatrizagdo e migracdo nas células de
hepatocarcinoma (HuH7) apdés tratamento de 24 horas com o composto LQFM20. Aumento
20x.

Fonte: A autora, 2019.
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5. DISCUSSAO

O mercado farmacéutico mundial cresce consideravelmente devido ao aumento da
demanda por novos medicamentos. Isto ocorre na tentativa da criacdo de novos farmacos
gque possam atuar eliminando os efeitos colaterais causados pelos medicamentos anteriores
e potencializando seus efeitos terapéuticos. Para isso ha a necessidade de numerosos
estudos que gerem informacdes quanto ao perfil cinético, toxicoldgico e carcinogénico
destes medicamentos, capazes de predizer o seu comportamento in vivo antes de iniciar os
estudos clinicos em seres humanos (BRASIL, 2013).

A experimentacdo de novos farmacos segue uma sequéncia para a definicado dos
perfis descritos acima. Dentre os ensaios recomendados pelas agéncias reguladoras
mundiais estd a avaliacdo toxicoldgica in vitro; com destague para 0s ensaios de
citotoxicidade, que tém como objetivo identificar concentracdes que levem a possiveis danos
celulares e também a concentracao citotoxica maxima, a partir da ICso, conforme descrito no
guideline 423 da OECD (2001). Recomenda-se ainda estudos genotdxicos que levem a
identificacdo de possiveis danos no DNA. Os resultados obtidos por meio desses ensaios in
vitro fornecem dados que levam a continuidade dos testes de validacdo de novos farmacos,
como os in vivo, de forma mais segura e com menores chances de erro (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2013; FDA, 2017).

A avaliacdo in vitro proporciona a andlise de pardmetros associados a eventos
bioquimicos que sustentam a viabilidade celular, evidenciando mudancas na integridade da
membrana ou no metabolismo. Os resultados obtidos a partir do uso combinado de dois ou
mais ensaios levam a reducado de fatores de confusdo, maior confiabilidade e a previsdo de
acao dos compostos testes (RISS, MORAVEC, 2004; SPECIAN et al., 2016). Os resultados
apresentados neste trabalho utilizando trés ensaios diferentes para a avaliacdo da
citotoxicidade estdo de acordo com os testes sugeridos pelas agéncias normalizadoras
nacional, ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 2013) e
internacionais, como a FDA (do inglés, Food and Drug Administration) (2006) e de
instituicdbes de interesse na &rea, como ICH (do inglés - International Conference on
Harmonisation) (2012), OECD (do inglés Organization for Economic Cooperation and
Development) (2001), entre outros.

Os compostos LQFM20 e LQFM23 apresentaram diferentes perfis de citotoxicidade
entre si e entre os ensaios realizados, porém, a principal caracteristica em comum foi fato de
ndo demonstrarem ICsp, visto que nenhum deles diminuiu 50% da viabilidade celular, dentro
das concentracdes avaliadas. Para o ensaio de quantificacdo de espécies reativas

intracelulares, o composto LQFM20 (30uM), apesar de aumentar a producdo de ERs no
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tratamento de 1lhora, ndo promoveu o mesmo resultado nos periodos de 3, 12 e 24 horas,
sugerindo recuperacdo do estado redox celular. As avaliacbes de morte celular e
genotoxicidade ndo apresentaram resultados significativos. Assim, a andlise conjunta dos
resultados obtidos nos ensaios citados nos permite sugerir que estes compostos possuem
perfis para farmacos, assim como seus medicamentos de origem.

O ensaio do MTT é usado em muitas areas, especialmente na identificacdo de
novos medicamentos. Kim et al. (2002) avaliaram a citotoxicidade do cilostazol através deste
ensaio na presenca de indutor de apoptose (lipopolissacarideo, 1mg/mL) em células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) in vitro, demonstrando aumento da
viabilidade celular na presenca do farmaco. Quando avaliado na auséncia do indutor, a
viabilidade chegou a 93,7% na concentragdo de 10uM com tratamento de 5 horas,
demonstrando, assim, sua baixa citotoxicidade.

Xie et al. (2018) demonstraram que o farmaco cilostazol, nas concentragfes de 5,
10 e 25uM apresentou efeito protetor para hepatdcitos primarios de ratos tratados com
etanol, no ensaio de MTT. Ainda ndo ha relatos na literatura para os compostos LQFM20 e
LQFM23, sobre a avaliagdo de citotoxicidade pelo ensaio de MTT, demonstrando assim, a
relevancia do presente estudo.

Os compostos LQFM20 e LQFM23 apresentaram diferentes perfis na avaliagcdo da
viabilidade celular através do ensaio MTT. LQFM20 apresentou apenas uma concentracao
citotoxica, a de 30uM, que inibiu 14,5% da viabilidade celular. O composto LQFM23 mostrou
citotoxicidade a partir de 30uM. As concentracbfes dos dois compostos que néo se
mostraram citotéxicas (Apéndice 1) e apresentam a mesma faixa avaliada por Kim et al.
(2002) e Xie et al.(2018) para o farmaco cilostazol. Considerando que a menor concentragéo
avaliada no presente estudo foi de 5 e 10uM para, respectivamente, LQFM20 e LQFM23,
podemos sugerir que tais compostos ndo apresentam perigo para uso nas concentracoes
até 25uM.

Agéncias mundiais como EMEA (European Medicines Agency) (2008), ICH (2012),
e estudos como o0 de Specian et al. (2016) entre outros, afirmaram a necessidade de se
utilizar diferentes ensaios para se determinar com seguranca a citotoxicidade de um novo
composto. Dentro deste contexto, no presente estudo, além do ensaio do MTT foram
utilizados os ensaios de captacdo de vermelho neutro e de liberacdo da enzima LDH.

O ensaio do vermelho neutro permite avaliar a capacidade da atividade lisossomal,
uma vez que o corante VN penetra rapidamente nas células através das membranas, sendo
aprisionado nos lisossomos, apenas nas células que ndo apresentam danos nesta organela.
Este ensaio, em nosso estudo, apresentou maior sensibilidade para a definicdo das
concentracdes citotdxicas dos compostos LQFM20 e LQFM23 na linhagem HuH7. Nao ha
relatos na literatura com referéncia a este ensaio usando os medicamentos cilostazol,

milrinona e o composto LQFM23.
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Oliveira et al. (2016) avaliaram a citotoxicidade do composto LQFM20 em
fibroblastos de ratos (BALB/3T3), na concentracdo de 300uM, pelo ensaio vermelho neutro e
classificaram este composto como categoria 5, segundo a OECD (2001), ou seja, uma
substancia com um baixo risco de toxicidade aguda in vivo. Os dados por nés obtidos in vitro
nos permitem sugerir que o composto LQFM20 n&o apresenta perigo de uso na faixa inferior
a 15uM. Oliveira et al. (2016) também detectaram diferentes atividades farmacoldgicas, tais
como efeitos antinociceptivo, anti -inflamatério e vaso dilatador do LQFM20 (685mg/Kg) in
Vivo.

A agéncia EMEA (2008) preconiza o uso de ensaios convencionais de
citotoxicidade que incluem a avaliagdo da perda de integridade da membrana ou citélise,
como o LDH, na avaliacdo ndo clinica in vitro. Este ensaio de atividade enzimatica LDH
detecta danos ao nivel da membrana celular; quanto maior a perda de integridade das
membranas plasmatica e mitocondrial, maior a quantidade de enzima liberada no meio
extracelular. Se ndo ocorrerem danos na membrana, a LDH permanece intracelularmente. O
ensaio permite, portanto, correlacionar o nivel da atividade da enzima com o nivel de morte
celular/ danos a membrana (STODDAR, 2011).

Os dados obtidos pelo ensaio LDH demonstraram que o composto LQFM20 né&o
induziu danos severos nas membranas plasmatica e mitocondrial e, possivelmente, em seu
metabolismo, os quais pudessem levar a morte celular. Este resultado foi comprovado pela
auséncia de inducdo de morte (apoptose e necrose) por este composto, observada no
presente estudo. Ja Xie et al. (2018) demonstraram que o cilostazol diminuiu a liberacdo de
LDH em hepatécitos primarios de ratos tratados com etanol, ou seja, apresentou um efeito
protetor para estas células.

Apesar do composto LQFM23 ndo ter induzido o rompimento de membrana
plasmética e mitocondrial e, consequentemente, liberagdo da enzima LDH na maioria das
concentracdes avaliadas, foi observado este fendbmeno quando as células foram tratadas
com a concentracdo de 40uM. No entanto esse resultado ndo foi corroborado pelo ensaio
com a coloracao diferencial usando o brometo de etidio e laranja de acridina, pois essa
concentracdo ndo promoveu a morte por apoptose ou necrose das células HuH7.

O ensaio para quantificacdo de ERs intracelulares possibilita a identificagdo da
variacao da producéo de ERs. O desequilibrio redox pode levar ao aumento ou diminuigao
de ERs que levam a modificagbes nos processos celulares, como proliferacdo celular,
senescéncia, danos no DNA e morte celular (SIES, 2015). Kim et al. (2002) e Xie et al.
(2018) demonstraram o efeito antioxidante do cilostazol in vitro, a partir da captura de
radicais hidroxila e EROs intracelulares e por meio da inibicdo de TNF-a e diminuicdo da
expressao de BAX, levando a um efeito anti-inflamatério e antiapoptotico.

No ensaio de quantificacdo de ERs intracelulares o composto LQFM23 néo alterou
o estado redox das células HuH7 nas concentracfes e tempos avaliados. A concentracao de
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30uM do composto LQFM20 induziu um aumento significativo das ERs apdés tratamento de 1
hora nas células HuH7. No entanto, os niveis de ERs voltaram ao patamar normal nos
tempos subsequentes de tratamento (3,12 e 24 horas), indicando uma recuperacdo e
provavel aumento do potencial anti-oxidante celular para protegé-las contra danos causados
pelas ERs. Estes dados encorajam a realizacdo de novos estudos para a avaliacdo de vias
de sinalizacao de reparo da alteracdo redox nas células HuH7, bem como o possivel efeito
protetor dos compostos LQFM20 e LQFM23, assim como ja realizado com o medicamento
cilostazol.

Os resultados obtidos no ensaio do Cometa mostraram, pela primeira vez, que 0s
compostos testes ndo causam danos no DNA, ou seja, prejuizos que ndo possam ser
reparados pelas células HuH7. Sabendo-se que esta linhagem possui uma mutacdo pontual
no gene TP53 e que, portanto, ndo é proficiente nas vias de reparo dependentes deste gene,
sugere-se que ambos o0s compostos avaliados neste estudo ndo possuem atividade
genotdxica. Este fato ainda sugere que 0os compostos ndo possuem potencial para serem
usados como farmacos quimioterapicos para hepatocarcinoma, nas concentracdes
avaliadas.

Apesar de ndo genotoxicos, LQFM20 (15uM) e LQFM23 (40uM) inibiram,
respectivamente, a migracao das células HuH7 nos tempos de 12 horas e 12 e 24 horas de
tratamento. Estes resultados corroboram os de Dong et al. (2015), na mesma faixa de
concentracdo por nés estudadas, que observaram inibicdo da migracdo de células de
adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231) submetidas a tratamento por 24 horas com
milrinona (10uM), uma das drogas da qual se originaram 0s compostos avaliados no
presente estudo. Esses resultados analisados em conjunto com os dados obtidos em relagéo
ao medicamento cilostazol por Choi et al. (2018), permitem-nos sugerir que LQFM20 e
LQFM23 tém potencial para serem utilizados como farmacos coadjuvantes no tratamento de
hepatocarcinoma.

Os compostos LQFM20 e LQFM23 quando aplicados nas células HuH7
apresentaram baixa citotoxicidade, inibicdo da capacidade migratdria celular, auséncia de
genotoxicidade e de efeitos pro-oxidativos e apoptdticos. Os dados demonstram a
importancia da realizacdo de testes para avaliacdo de perigo de novos compostos, pois
estes podem auxiliar na definicdo do perfil toxicolégico e na elucidacédo de seus possiveis
mecanismos de agdo para sua utilizagdo segura. Diante de relatos da literatura quanto as
atividades antioxidantes do cilostazol, sugerimos que os compostos LQFM20 e LQFM23
sejam avaliados também quanto aos seus possiveis efeitos antioxidantes e antiapoptoticos
in vitro, bem como suas possiveis atividades co-adjuvantes como farmacos quimioterapicos
para hepatocarcinoma humano.

Do ponto de vista do desenvolvimento de novos farmacos, devem ser realizados
novos testes para que se esclarecam suas possiveis acdes farmacoldgicas e principais vias
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envolvidas na alteragdo do metabolismo celular. Os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que 0s ensaios realizados sejam também aplicados em linhagens celulares
normais e outras linhagens tumorais humanas para melhor definicdo das atividades
biol6gicas desses promissores compostos para tratamento de doencgas cardiovasculares.
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RESUMO

As doencas cardiovasculares ainda sao as principais causas de morte em todo o
mundo. Diante disto, ha a necessidade de se investigar novos compostos que sejam
mais efetivos no tratamento destas enfermidades. A partir da hibridizacdo molecular
dos farmacos cilostazol e milrinona, foram desenvolvidos os protétipos LQFM20 e
LQFM23. Estes diferem molecularmente pela presenca de diferentes radicais na
unidade fenilpirazol. Sabendo-se da importancia de se avaliar o perigo de novos
compostos, 0 presente trabalho investigou a citotoxicidade, interferéncia na
producdo de espécies reativas intracelulares, capacidade de induzir de
apoptose/necrose e a genotoxicidade dos mesmos em células HuH7 in vitro. Para
avaliacdo da citotoxicidade foram realizados os ensaios de MTT, Vermelho Neutro
(VN) e LDH com as concentracdes seriadas entre 5 e 45uM. A partir dos resultados
destes foram selecionadas concentragfes citotoxicas para a quantificagcdo de
espécies reativas intracelulares (sonda CM-H2DFCDA), avaliagdo de apoptose e
necrose e genotoxicidade (ensaio cometa). Os resultados obtidos foram analisados
pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk e posteriormente por andlise de variancia
(ANOVA), seguido de pos teste de Tukey. Os dados ndo paramétricos foram
avaliados pelo teste de Kruskall-Wallis seguido do pés teste de Dunn. Nenhum dos
compostos avaliados levou a diminuicdo de 50% da viabilidade celular nos ensaios
de MTT e VN. O composto LQFM20, apenas na concentracdo de 35uM, induziu a
citotoxicidade pelo ensaio do MTT; no ensaio do VN a citotoxicidade ocorreu a partir
de 15uM. O composto LQFM23 demonstrou maior seletividade citotoxica para HUH7
em ambos os ensaios, MTT e VN, sendo as faixas significativas encontradas a partir
de 5uM. No ensaio LDH apenas LQFM23 induziu citotoxicidade significativa na
concentracdo de 40uM. As avaliacbes de espécies reativas intracelulares, morte
celular e genotoxicidade néo indicaram danos significativos nas células tratadas com
os dois compostos avaliados. Diante dos dados obtidos e dos poucos relatos na
literatura, € possivel sugerir a realizacdo de novas investigacdes para melhor
compreensao dos mecanismos de acdo de ambos 0os compostos, 0S quais serao
fundamentais para avaliar suas possiveis acdes terapéuticas.

PALAVRAS- CHAVE: Fosfodiesterase 3 (PDE3). MTT. Vermelho neutro. Lactato
desidrogenase. Morte celular. Cometa.
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INTRODUCAO

Segundo a OPAS (Organizacdo Pan-americana de Saude) e a OMS
(Organizacdo Mundial da Saude), as doencas cardiovasculares (DCV) sédo as
principais causas de morte no mundo. Na tentativa de diminuir o numero de Gbitos
referentes a essas enfermidades, os 6érgdos competentes nacionais e internacionais
sugerem que se efetive a prevencao e o tratamento dessas doencas [1]. Uma das
formas de atuacdo dos farmacos utilizados para este controle € através da
regulacdo do potencial de contratilidade do musculo cardiaco e da musculatura lisa
do endotélio vascular. A acdo desses medicamentos se faz através da inducdo ou
inibicdo de estimulos hormonais e elétricos, regulacdo das atividades de segundos
mensageiros das vias de sinalizacdo de contratilidade muscular, controle intracelular
de fluxo de ions, bem como da inibicdo de enzimas de controle das vias como as
fosfodiesterases [2].

Dentre as enzimas fosfodiesterases, a PDE3 (fosfosdiesterase3) se destaca
na producdo de farmacos para o controle das DCV, pois é responsavel pela
regulacdo das concentracfes intracelulares de adenosina monofosfato ciclico
(cAMP) e guanosina monofosfato ciclico, regulando processos como a contratilidade
cardiaca, agregacao plaquetaria e relaxamento da musculatura lisa [2,3]. Sabendo
da importancia deste mecanismo, o desenvolvimento de farmacos que regulem esta
via € de grande interesse clinico.

O cilostazol e a milrinona sdo drogas inibidoras de PDE3, sendo agentes
vasodilatadores potentes usados para controlar as DCV. No entanto, a
administracdo destes medicamentos pode levar a efeitos colaterais como cefaleia,
taquicardia, palpitacbes entre outras patologias relacionadas [4,5]. Diante dos
efeitos colaterais desses vasodilatadores, existe a necessidade de se investigar
novos compostos que levem a menores efeitos adversos com maior efetividade
farmacolégica. A partir da hibridizacdo molecular destes farmacos, foram
desenvolvidos dois protétipos LQFM20 - 5-[1-(4-fluorfenil)-1H-pirazola-4-il]-
2Htetrazola e LQFM23 - 5-[1-(3-clorofenil)-1H-pirazola-4-il]-2H-tetrazola. Os
compostos pirazolicos como LQFM20 e LQFM23 tém sido relatados como potenciais
drogas vasodilatadoras e ainda com possiveis atividades antimicrobiana,
antidepressiva, anticonvulsivante, anti-pirética, analgésica e anti-inflamatoria [6].

Para liberacdo para uso humano, as agéncias reguladoras internacionais

exigem que 0s compostos sejam inicialmente avaliados usando ensaios in vitro.
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Nestes sdo mensuradas a capacidade citotoxica, indugdo de danos no DNA e a
capacidade de reparo da célula [7]. Sabendo da importancia destes ensaios para a
producdo de novos farmacos, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a
citotoxicidade, atividade anti-migratéria e de cicatrizacdo e a genotoxicidade dos
compostos sintetizados LQFM20 e LQFM23 em linhagem celular de
hepatocarcinoma humano (HuH7) in vitro, contribuindo para sua indicagdo como

possiveis quimioterapicos.

MATERIAIS E METODOS

LINHAGEM TUMORAL DE FIGADO - HUH7 E CONDIQ@ES DE CULTIVO

A linhagem HuH7 foi estabelecida por Nakabayshi, H. e Sato, J, da Japanese
Collection of Research Bioresources Cell Bank — JCRB Cell Bank (JCRB0403 HuH7)
e foi gentiimente cedida ao laboratorio de Mutagénese e Oncogenética (LAMON-
Universidade Estadual de Londrina, BR) pelo Dr. Juliano Bordignon do Instituto
Carlos Chagas, FioCruz- PR. Foi cultivada em frascos de cultura com capacidade de
60mL e area de crescimento de 25cm2, em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Gibco, Grand Island, NY, USA), suplementado com 10% de soro bovino
fetal (SBF, CAS: 12657-029, Gibco) e penicilina 0,06 g/L (CAS: 113-98-4,
SigmaAldrich, St. Louis, MO, USA), estreptomicina 0,10 g/L (CAS: 3810-74-0,
SigmaAldrich). Os cultivos foram mantidos em estufa a 37°C em atmosfera contendo
5% de CO:2 e 95% de umidade relativa.

PREPARO DAS SOLUCC)ES DE TRATAMENTO PARA LQFM20 E LQFM23

Os compostos LQFM20 e LQFM23 foram gentilmente cedidos pelo Laboratorio de
Quimica Farmacéutica (UFG-BR) e pela Prof2 Dr2 Cassia Regina Primila Cardoso
(UFMT- BR). Estes foram diluidos em solucdo de PBS com 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO P.A., A.C.S.—LabsynthLtda, Sao Paulo, BR), produzindo solu¢bes estoque
de 10mM para ambos 0s compostos, armazenadas a -20°C. A partir destas foram
realizadas diluicdbes para serem utilizadas nos ensaios de citotoxicidade,
qguantificacdo de espécies reativas, apoptose/necrose, migracdo e genotoxicidade.
As concentracdes escolhidas foram baseadas nos estudos de Shor[8] ap0s ensaios
de citotoxicidade com cilostazol e de Pazini[9] que realizou ensaios de citotoxicidade
com LQFM20 in vitro e in vivo.

ENSAIOS DE CITOTOXICIDADEPREPARO DE PLACAS
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Para todos os ensaios de citotoxicidade (MTT, VN, LDH e quantificacdo de espécies
reativas (placas escuras) (ERs) foram semeadas 1x10% células por poco em placas
de cultura de 96 pocos, as quais foram estabilizadas durante 24 horas com meio de
cultura completo. Para os tratamentos, o0 meio de cultura foi removido e 0s pocos
foram lavados duas vezes com PBS (tampéao fosfato salino, pH 7,4 — para todos os
experimentos) e em seguida as células foram tratadas com os compostos-testes nas
concentracdes seriadas, em meio de cultura sem soro bovino fetal, por 24h.

MTT

O ensaio de MTT seguiu o protocolo descrito por Mosmann [10]. Foram utilizados
como controle de solvente (DMSO - 0,1%) e como controle negativo (PBS pH7,4).
Apoés os tratamentos serem removidos, foram adicionados a cada po¢co 100uL de
solugdo de 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,
CAS: 57360-69-7, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (0,5mg/mL) dissolvido em
meio de cultura completo e, entdo em cada poco, realizada uma incubacéo por 4 h.
O meio contendo a solucdo de MTT foi removido e foram adicionados 200uL de
DMSO em cada pogo. A absorbéncia foi mensurada usando espectrofotdmetro
(Biotek EIx800 — Winooski, EUA) com comprimento de onda de 570nm. A
porcentagem (%) de viabilidade celular foi obtida pela relacédo entre as absorbancias
dos pocos de cada tratamento e as absorbancias dos pocos do controle negativo, o
gual é considerado como 100% de viabilidade celular.

ENSAIO DE CAPTACAO DE VERMELHO NEUTRO - VN

O ensaio de captacdo de VN seguiu o protocolo descrito por Repetto, Del Peso e
Zurita [11]. Foram utilizados como controle de solvente (DMSO - 0,1%) e controle
negativo (PBS pH7,4). ApGs os tratamentos, o meio de cultura foi removido e foram
adicionados 100puL da solucdo de VN (CAS: 553-24-2, Sigma-Aldrich, St. Loius, MO,
USA)) (40pg/mL) a cada pocgo e a placa foi incubada durante 3 h. Posteriormente, o
meio contendo a solucdo de VN foi retirado, as células lavadas com PBS e 150pL
da solucdo alcodlica de extracdo [50mL:49mL:1mL v/viv (etanol 96%/agua
destilada/acido acético glacial)] foram adicionados a cada poc¢o. Por fim, a placa foi
rapidamente homogeneizada até o VN ser extraido e formar uma solucao
homogénea, que foi analisada por espectrofotometro (Biotek EIx800 — Winooski,
EUA) em comprimento de onda de 540nm para obtencdo da absorbancia. A

porcentagem (%) de viabilidade celular foi obtida pela relacéo entre as absorbancias
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dos pocos de cada tratamento e as absorbancias dos pocos do controle negativo, o
qual é considerado como 100% de viabilidade celular.

ENSAIO DE LIBERAQAO DA ENZIMA LACTATO DESIDROGENASE - LDH

Foi utilizado o kit colorimétrico Pierce™ LDH CytotoxicityAssay Kit
(ThermoScientific™, EUA). Foram utilizados como controles de solvente (DMSO -
0,1%), controle negativo (PBS pH7,4) e controle positivo (tampéo de lise -
ThermoScientific - Pierce®). Foram realizados todos os procedimentos orientados
pelo protocolo do kit utilizado. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a
490nm (cristal de formazan) e 680nm (residuo de fundo) (Biotek EIX800 — Winooski,
EUA). Portanto, dos resultados obtidos para determinagcdo da atividade de LDH,
subtraiu-se do valor de absorbancia de 680nm, aquele obtido com 490nm. O valor
final representa a quantidade da enzima LDH liberada.

ENSAIO DE QUANTIFICACAO DE ESPECIES REATIVAS (ERS)

Para a determinacdo dos niveis intracelulares de espécies reativas, utilizou-se a
sonda CM-H2DCFDA (General Oxidative Stress Indicator - Invitrogen®, EUA),
seguindo as instrucdes do fabricante. Para verificar o potencial de oxireducédo dos
dois compostos, as células foram tratadas nos tempos de 1, 3, 12 e 24 h. Foram
utilizadas as concentracdes de 15, 30 e 45uM do composto LQFM20 e 10, 20 e
40uM do composto LQFM23, escolhidas a partir dos resultados dos ensaios prévios
de viabilidade celular. Em seguida aos tratamentos foram adicionados 5M (100puL
por poco) de CM- H2DCFDA, deixando-se as placas por 30 minutos em estufa. Para
o controle positivo foram adicionados peroxido de hidrogénio (H202, 2uM) por 20
minutos. ApoOs este intervalo foram realizadas duas lavagens com PBS, e
adicionados 100pL de PBS por pocgo para leitura, que foi realizada em leitor de
placas com fluorescéncia Victor (PerkinElmer®, Waltham, USA), na faixa de
excitacao de 492 — 495 e de emissédo de 517 — 527nm. Os resultados obtidos foram
apresentados em unidades arbitrarias referentes a intensidade de fluorescéncia
emitida pela reacdo entre a sonda e as ERs.

ENSAIO DE AVALIAQAO DE APOPTOSE E NECROSE

Utilizou-se do protocolo descrito por McGahon et al. [12]. Esta técnica baseia-se em
uma coloracdo diferencial das células com os corantes fluorescentes laranja de
acridina (LA - (CAS: 494-38-2, Sigma-Aldrich, St. Loius, MO, USA) e brometo de
etideo (BE — CAS: 1239-45-8, Sigma-Aldrich). Foram semeadas 0,1x10° células por
poco em placas de 24 pocgos e posteriormente tratadas por 24 horas com 0s
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compostos sintetizados na concentracdo 45uM para LQFM20 e 40uM para
LQFM23. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas técnicas e com
controles negativo (PBS, pH7,4) e positivo (Doxorrubicina - 3 pg/mL, Adriamycin—
CAS: 23214-92-8, Sigma-Aldrich), conforme Specian et.al. [13]. Ap0s o0s
tratamentos, as células foram tripsinisadas (trypsin 0.05 %—CAS: 25300-054—
Gibco) e 25uL da suspensado celular foram misturados a 10uL da solucdo de
coloragdo (100pg/mL de LA e 100ug/mL de BE). Apdés homogeneizacdo o contetudo
foi colocado sobre laminas limpas, cobertas com laminulas e analisadas 600 células
por tratamento (200 por replicata) em microscopio de fluorescéncia Nikon (Melville,
EUA), com filtro de excitacdo de 515-560nm e filtro de barreira de 590nm.

ENSAIO COMETA - SINGLE CELL GEL ELECTROPHORESIS

O ensaio utilizado seguiu o protocolo descrito por Tice et al. [14]. Foram semeadas
1x10° células em placa de 24 pocos, estabilizadas por 24 h em meio de cultura
completo, e em seguida tratadas por 4 h em meio de cultura livre de SBF, com
diferentes concentracdes de cada composto (LQFM20 — 18,8uM, 37,5uM,75uM e
112,5uM e LQFM23 - 10uM, 20uM e 40uM) que foram selecionadas a partir dos
ensaios de citotoxicidade anteriores e das estimadas ICso. Em seguida, foi
determinada a viabilidade celular pela técnica de exclusdo por azul de tripan,
utiizando-se 0 equipamento de contagem de células Countess®
AutomatedCellCounter (Life Technologies - Carlsbad, EUA). As culturas que
apresentaram viabilidade celular superior a 80% foram submetidas ao ensaio
cometa. Uma aliquota de 20uL da suspenséo celular foi homogeneizada com 120uL
de agarose LMP “lowmelting point” 0,5% e aplicada em laminas pré-preparadas com
uma camada de agarose NMP “normal melting point” 1,5% de ponto de fusao
normal. As laminas foram submetidas a solucéo de lise (4°C) (2,5M NaCl; 100mM
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA); 10nM Tris; 10% DMSO; 1% Triton X-100,
pH 10) por 1 h e 30 minutos. Em seguida, foram incubadas por 20 minutos em
tampao de eletroforese (0,3MNaCl; 1ImM EDTA, pH 13) (4°C) para a desnaturagao e
entdo submetidas a eletroforese alcalina (0,25V; 300mA; por 20 minutos).

Apos a corrida, as laminas foram submetidas a solugéo de neutralizagao (Tris 0,4M;
pH 7,5; 15min) e fixadas em alcool etilico absoluto 99,9% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA) por 5minutos. As laminas foram mantidas a 4°C, e antes da analise, coradas
individualmente com 40uL de GelRed™ (Biotium - Fremont, EUA), [1:10.000 v/v (Gel
Red: PBS)] e analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon, Melville, EUA),
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com filtro de excitacdo de 450-490nm e filtro de emisséao (barreira) de 515nm, em
objetiva de 40x. A andlise das laminas foi realizada por meio do software Comet
Imager versao 2.2 © (MetaSystems, Newton, EUA. Para cada imagem captada
foram considerados os parametros Taillntensity (referente a porcentagem de DNA
na cauda) e TailMoment (que considera a migracdo do material genético, bem como
a quantidade relativa de DNA na cauda).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram analisados com o software GraphPadPrism® Versao
6, (La Jolla — EUA). Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e os dados
com distribuicdo homogénea foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
seguido de poés teste de Tukey. Os dados ndo parameétricos foram avaliados pelo
teste de Kruskall-Wallis seguido de pos teste de comparacdo multipla de Dunn.
Considerou-se o valor de p<0,05 e o intervalo de confianca (IC) de 95% para todas

as metodologias avaliadas.

RESULTADOS

MTT

O composto LQFM20 apresentou citotoxicidade, diminuindo 14,5% da viabilidade
celular na concentracdo de 30uM, conforme demonstrado na Figura 1A e Tabela 1.1
do Apéndice 1. Ja o composto LQFM23 apresentou citotoxicidade em concentracdes
iguais ou superiores a30uM, sendo que 35uM diminuiu 35,85% da atividade
metabdlica celular, conforme Figura 1B e Tabela 1.2 do Apéndice 1. Nenhum dos
compostos foi capaz de diminuir o crescimento em 50% da populacéo celular; seus
valoresde ICso foram estimados para os dois compostos foi de 112,7uM para
LQFM20 e 93,4 uM para LQFM23.



50

Figura 25: Viabilidade de células de hepatocarcinoma humano (HuH7) apés
tratamento por 24 horas com os compostos LQFM20 (A) e LQFM23 (B) por meio do
ensaio de MTT.
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CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO,
dimetilsulféxido)0,1% em cultura.

* Valor estatisticamente diferente de CN (p=<0,05);

Teste de Kruskal-Wallis, pos- teste de comparagdo multipla de Dunn (aplicado A);
ANOVA, pés- teste comparacao multipla de Tukey (aplicado B).

Fonte: A autora, 2018.

ENSAIO DE CAPTACAO DE VERMELHO NEUTRO

Ambos os composto ndo foram capazes de diminuir 50% do metabolismo lisossomal.
Porém, LQFM20 reduziu a viabilidade celular a partir de 15uM sendo que a
concentracdo 40uM reducédo foi de 29,48% do metabolismo celular lisossomal.
LQFM23 apresentou citotoxicidade a partir de 50uM sendo que a concentracédo de
35uM inibiu 30,62% do metabolismo celular lisossomal. Os dados obtidos neste

ensaio estdo demonstrados na Figura 2Ae B e Tabelas 1.3 e 1.4 do Apéndice 1.
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Figura 2: Viabilidade de células de hepatocarcinoma humano (HuH7) apos
tratamento por 24 horas com os compostos LQFM20 (A) e LQFM23 (B) por meio do
ensaio de vermelho neutro.
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CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p=<0,05);

ANOVA, pés- teste comparacao multipla de Tukey.

Fonte: A autora, 2018.

ENSAIO DE ATIVIDADE ENZIMATICA- LDH

Na andlise da liberacdo da enzima lactato desidrogenase apenas 0 composto
LQFM23 na concentracdo de 40uM apresentou aumento significativo quando
comparado ao controle negativo conforme demonstrado na Figura 3A e B e Tabelas
1.5 e 1.6 do Apéndice 1.

AVALIAC}AO DE MORTE CELULAR

Os dados obtidos no ensaio por meio da coloracdo diferencial das células HuH7
tratadas por 24 h com os compostos LQFM20 (45uM) e LQFM23(40uM), nao foram
estatisticamente diferentes dos controles utilizados para os dois tipos de morte

analisados, conforme demonstrado na Tabela 1.
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Figura 3: Avaliacdo da atividade da enzima lactato desidrogenase em células de

hepatocarcinoma humano (HuH7) apds tratamento por 24 horas com 0os compostos

LQFM20 (A) e LQFM23 (B).
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CN:

controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido) 0,1%
em cultura; CP: controle positivo, tampdao de lise Thermo Scientific — Pierce.
*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pods- teste comparacdo mdultipla de Tukey.

Fonte: A autora, 2018.

Tabelal : Numero de células HuH7 viaveis, apoptéticas e necroéticas, observadas no
ensaio de Apoptose/Necrose, apOs tratamento por 24 horas com 0S compostos

LQFM20 e LQFM23.

Células HuHT
TRATAMENTO YIAVEIS APOPTOTICAS MECROTICAS
CN TidE+E.5 154 +7.3 N+46
CFP 138.3+15.9° 38+15.0 23.6 *6.6°
LOFM20
45uM 1TF.3£10,0 206+11.2 8+173
LOFM23
40uM 1EBE +2 6 246+4.0 93323

CN: controle negativo (PBS, tampéao fosfato salino).
CP: controle positivo (Doxorrubicina, 3pug/mL).

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, po6s- teste comparac¢do multipla de Tukey.

Fonte: A autora, 2018.
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ENSAIO DE QUANTIFICA(;AO DE ESPECIES REATIVAS (ERs)
INTRACELULARES

Os resultados do ensaio de quantificacdo de ERs indicaram que apés os tratamentos
de 1, 3, 12 e 24 h com os compostos LQFM20 e LQFM23 nao houve alteracdo do
estado redox das células HuH7 em nenhuma das concentracdes avaliadas com
excecao das células tratadas por 1h com o composto LQFM20 (30uM), conforme
demonstrado nas Figuras 4 e 5.

Figura 4. Quantificacdo de ERs intracelular em células de hepatocarcinoma
humano (HuH7) apds tratamento de 1, 3, 12 e 24 horas com o composto LQFM20.
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CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo (peréxido de hidrogénio 30% concentracao de 2uM).

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparagdo multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.
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Figura 5: Quantificacdo de ERs intracelular em células dehepatocarcinoma humano
(HuH7) apos tratamento de 1, 3, 12 e 24 horas com o0 composto LQFM23.
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CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo (perdxido de hidrogénio 30% concentracédo de 2uM).

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste compara¢do mdultipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.
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ENSAIO DE GENOTOXICIDADE — COMETA

Todas as culturas que apresentaram viabilidade celular superior a 80% quando
submetidas ao ensaio cometa. A analise do ensaio do cometa nos sugere que
nenhum dos compostos apresentou atividade genotoxica significativa em nenhuma
das concentracdes avaliadas, conforme a Figura 6. Doxorrubicina (3pg/mL)
aumentou significativamente a porcentagem de dano no DNA das células HUH7 apés

tratamento por 4 horas (Figuras 6 e 7).

Figura 6: Avaliacdo da genotoxicidade (parametros Tail moment (A), Tail intensity
(B)) em células humanas de hepatocarcinoma (HuH7) apds tratamento por 4 h com
0s compostos LQFM20.
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U.A.: unidades arbitraria.

CN: controle negativo (PBS, tampdao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, Doxorrubicina 3ug/ mL.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, po6s- teste comparacdo mdultipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.



56

Figura 7: Avaliacdo da genotoxicidade (parametros Tail moment (A), Tail intensity
(B)) em células humanas de hepatocarcinoma (HuH7) apos tratamento por 4 h com
0s compostos LQFM23.
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CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, Doxorrubicina 3ug/ mL.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparacao multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2018.

ENSAIO DE CICATRIZACAO E MIGRACAO - “WOUND-HEALING”

A analise do ensaio de cicatrizacdo e migracdo pelo software TScratch (Instituto
Tecnologico de Massachussets, Califérnia, EUA), demonstrou a inibicdo do perfil
migratério das células HuH7 quando tratadas com a droga controle positivo
doxorrubicina (3pug/mL), ecom os compostos LQFM20 e LQFM23.

O composto LQFM20 na concentracao de 15uM (Figura 8, 9) inibiu a taxa migratdria
apos 12 e 24h de tratamento das células HuH7. Para o composto LQFM23 (Figuras
10, 11) as concentracdes que alteraram significativamente o processo migratorio
foram de 10uM para o tempo de 24 horas e 40uM para ambos os intervalos

observados.
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Figura 8: Avaliagdo do potencial de cicatrizagdo e migracdo nas ceélulas de
hepatocarcinoma (HuH7) apds tratamento de 24 horas com o composto LQFM20.
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*Valor estatisticamente diferente de PBS (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparag¢éo multipla de Tukey.
Fonte: A autora, 2019.

Figura 9: Avaliagédo do potencial de cicatrizacdo e migracdo nas células de hepatocarcinoma
(HuH7) apds tratamento de 24 horascom o composto LQFM20. Aumento 20x.
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Fonte: A autora, 2019.
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Figura 10: Avaliacdo do potencial de cicatrizacdo e migragdo nas células de
hepatocarcinoma (HuH7) apdés tratamento de 24 horas com o composto LQFM23.
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*Valor estatisticamente diferente de PBS (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparacédo multipla de
Tukey.
Fonte: A autora, 2019.

Figura 11: Avaliacdo do potencial de cicatrizacdo e migracdo nas células de
hepatocarcinoma (HuH7) apos tratamento de 24 horascom o composto LQFM23.
Aumento 20x.

Fonte: A autora, 2019.

DISCUSSAO

O mercado farmacéutico mundial cresce consideravelmente devido ao
aumento da demanda por novos medicamentos. Isto ocorre na tentativa da criacdo
de novos farmacos que possam atuar eliminando os efeitos colaterais causados
pelos medicamentos anteriores e potencializando seus efeitos terapéuticos [15].
Dentre os ensaios recomendados pelas agéncias reguladoras mundiais estdo os
ensaios de avaliacao toxicolégica em modelos in vitro [15,16].
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A avaliacdo in vitro proporciona a analise de parametros associados a
eventos bioquimicos que sustentam a viabilidade celular, evidenciando mudancas
na integridade da membrana ou no metabolismo. Os resultados obtidos a partir do
uso combinado de dois ou mais ensaios levam a reducéo de fatores de confuséo,
maior confiabilidade e a previsdo de acdo dos compostos testes [13,17].

Os compostos LQFM20 e LQFM23 apresentaram diferentes perfis de
citotoxicidade entre si e entre 0s ensaios realizados, porém, a principal caracteristica
em comum foi o fato de ndo terem demonstrado ICso nos ensaios de citotoxicidade,
visto que nenhum deles diminuiu 50% do crescimento celular, dentro das
concentracfes avaliadas. Para o ensaio de quantificacdo de espécies reativas
intracelulares, o composto LQFM20 (30uM) apesar de ter alterado a producgédo de
ERs no tratamento de 1 hora, ndo promoveu o0 mesmo resultado nos periodos de 3,
12 e 24 horas. As avaliacbes de morte celular e genotoxicidade ndo apresentaram
resultados significativos, 0 que nos permite sugerir que estes compostos possuem
perfis para farmacos, assim como seus medicamentos de origem.

O ensaio MTT € usado em muitas areas, especialmente na identificacdo de
novos medicamentos. Kim et al. [18] avaliaram a citotoxicidade do cilostazol através
deste ensaio na presenca de indutor de apoptose (lipopolissacarideo, 1mg/mL) em
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) in vitro, demonstrando
aumento da viabilidade celular na presenca do farmaco. Quando avaliado na
auséncia do indutor, a viabilidade chegou a 93,7% na concentracdo de 10uM com
tratamento de 5 horas, demonstrando assim sua baixa citotoxicidade.

Xie et al. [19] demonstraram que o farmaco cilostazol, nas concentracdes de
5, 10 e 25uM, apresentou efeito protetor para hepatocitos primarios de rato tratados
com etanol, no ensaio de MTT. Ainda ndo ha relatos na literatura para 0s compostos
LQFM20 e LQFM23 sobre a avaliagcdo de citotoxicidade pelo ensaio de MTT,
demonstrando assim, a relevancia do presente estudo. Assim, 0s compostos
LQFM20 e LQFM23 apresentaram diferentes perfis na avaliacdo da viabilidade
celular por MTT. As concentracfes dos dois compostos que ndo se mostraram
citotoxicas, e sao superiores as avaliadas por Kim et al. [18] e Xie et al. [19] para o
farmaco cilostazol. Considerando que a menor concentracdo avaliada no presente
estudo foi de 5 e 10uM para, respectivamente, LQFM20 e LQFM23, podemos
sugerir que tais compostos ndo apresentam perigo para uso nas concentracoes até
25uM.
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O ensaio do vermelho neutro, no presente estudo, apresentou maior
sensibilidade para a definicho das concentracfes citotoxicas dos compostos
LQFM20 e LQFM23, na linhagem HuH7. Nao hé relatos na literatura quanto a este
ensaio usando os medicamentos cilostazol, milrinona e o composto LQFM23.

Oliveira et al. [6] avaliaram a citotoxicidade do composto LQFM20 em
fibroblastos de ratos (BALB/3T3) na concentracdo de 300uM pelo ensaio vermelho
neutro e o classificaram como categoria 5, segundo a OECD [20], ou seja, uma
substancia com um baixo risco de toxicidade aguda in vivo. Os dados por nés
obtidos in vitro, nos permitem sugerir que o composto LQFM20 ndo apresenta
perigo de uso na faixa inferior a 25uM.

Os dados obtidos pelo ensaio LDH demonstraram que o composto LQFM20
nao induziu danos severos nas membranas plasmatica e mitocondrial e,
possivelmente, em seu metabolismo, que pudessem levar a morte celular. Este
resultado foi comprovado pela auséncia de morte (apoptose e necrose) observada
neste estudo em relacdo a este composto. Xie et al. [19] demonstraram que uma
das drogas que deu origem aos dois compostos avaliados no presente estudo, o
cilostazol, levou a diminuicdo da producdo de LDH em hepatdcitos priméarios de
ratos tratados com etanol, ou seja, apresentou efeito protetor para estas células.

Apesar do composto LQFM23 néo induzir o rompimento de membrana
plasmatica ou mitocondrial e, consequentemente, a liberacdo da enzima LDH na
maioria das concentracdes avaliadas, este fendmeno foi observado quando utilizada
a concentracdo de 40uM. No entanto, esse resultado ndo foi corroborado pelo
ensaio com a coloracgdo diferencial usando brometo de etidio e laranja de acridina,
pois essa concentragcdo Nndo promoveu a morte por apoptose ou necrose das células
HuH?7.

A agéncia EMEA [21] preconiza 0 uso de ensaios convencionais de
citotoxicidade que incluem a avaliagdo da perda de integridade da membrana ou
citélise, como o LDH na avaliacdo néo clinica in vitro. Specian et al. [13] afirmaram
gue o ensaio LDH entre os ensaios de citotoxicidade por eles utilizados, foi o mais
confiavel, apresentando menor niumero de resultados falso positivos ou negativos.

O desequilibrio redox pode levar ao aumento ou diminuicdo de ERs que
levem a modificacdbes nos processos celulares como a proliferacdo celular,
senescéncia, danos ao DNA e morte celular [22]. Kim et al. [19] e Xie et al. [20]

demonstraram o efeito antioxidante do cilostazol in vitro, a partir da captura de
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radicais hidroxila e EROs intracelulares e por meio da inibichio de TNF-a e
diminuicdo da expressdo de BAX, levando a um efeito anti-inflamatorio e
antiapoptotico.

No ensaio de quantificacdo do ERs intracelulares do presente estudo, o
composto LQFM23 ndo alterou o estado redox das células HuH7, nas
concentracdes e tempos avaliados. A concentracao de 30uM do composto LQFM20
induziu um aumento significativo das ERs apds tratamento com 1 hora. No entanto,
0s niveis de ERs voltaram ao patamar normal nos tempos subsequentes de
tratamento (3,12 e 24 horas), indicando uma recuperagéo do potencial anti-oxidante
celular para protegé-las contra os danos causados. Estes dados encorajam a
realizacdo de novos estudos para a avaliacdo de vias de sinalizacdo de
restabelecimento do estado redox nas células HuH7, bem como o possivel efeito
protetor dos compostos LQFM20 e LQFM23, como j& realizado no medicamento
cilostazol.

Os resultados obtidos no ensaio cometa mostraram, pela primeira vez, que
0S compostos testes ndo levam a danos no DNA, em células HuH7. Sabendo-se
gue esta linhagem possui uma mutacéo pontual no gene TP53 e que, portanto, ndo
é proficiente nas vias de reparo dependentes deste gene, sugere-se que ambos 0S
compostos avaliados ndo possuem atividade genotéxica. Este fato ainda sugere que
0S mesmos ndo possuem potenciais para serem usados como farmacos
quimioterapicos para hepatocarcinoma, nas concentracdes avaliadas no presente

estudo.

CONCLUSOES

LQFM20 e LQFM23 quando aplicados em células de hepatocarcinoma humano
(HuH7) ndo apresentaram citotoxicidade nas menores concentracées, mostraram
auséncia de efeitos genotoxicos e de efeitos pro-oxidativos e pro-apoptoticos. Esses
dados sugerem auséncia de perigo quando da utilizacdo desses compostos para
fins terapéuticos. Os achados deste trabalho também demonstram a importancia da
realizacdo de ensaios para avaliacdo de perigo que auxiliem na definicdo do perfil

toxicolégico dos mesmos.
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6. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos nos diferentes ensaios desenvolvidos neste trabalho,
podemos concluir que os compostos LQFM20 e LQFM23 néo apresentaram genotoxicidade
e a citotoxicidade detectada néo foi suficiente para matar 50% das células HuH7 quando
avaliadas pelos ensaios MTT e vermelho neutro.

No ensaio de liberacdo da enzima LDH somente o composto LQFM23 induziu
danos na membrana plasmatica das células. O composto LQFM20 (30uM) por outro lado,
alterou o estado redox das células HuH7 submetidas a tratamento de 1 hora. Esses poucos
resultados significativos observados nos ensaios LDH e de quantificagdo de ERs n&o foram
associados com nenhum dos tipos de morte celular analisados, pois nenhum dos compostos
induziu apoptose ou necrose nas condigdes avaliadas.

Os compostos LQFM20 (15uM) e LQFM23 (40uM) inibiram a capacidade migratéria
das células HUH7 no ensaio de cicatrizagao, indicando um potencial para uso como co-
adjvante na quimioterapia para hepatocarcinomas.
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APENDICE 1

Tabela 1.1: Viabilidade células de hepatocarcinoma humano (HuH7) apos tratamento por 24 horas
com o composto LQFM20 por meio do ensaio de MTT.

HuH7 CN CS 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Viabilidade % 100,00 102,85 109,14 110,41 103,93 91,45 91,16 85,46 89,98 91,85 100,59
Desvio Padréo 7,31 571 5,22 7,25 5,91 5,58 8,18 4,54 4,81 0,41 7,80
Significancia ns ns ns ns ns ns * ns ns ns

CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); NS: valores néo significativos

Teste de Kruskal-Wallis, pos- teste de comparacdo mdultipla de Dunn;

Fonte: A autora, 2018.

Tabela 1.2: Viabilidade células de hepatocarcinoma humano (HuH7) apos tratamento por 24 horas
com o composto LQFM23 por meio do ensaio de MTT.

HuH7 CN SC 10 15 20 25 30 35 40 45
Viabilidade % 100,00 130,86 91,15 99,45 92,71 91,59 87,51 64,15 83,80 79,06
Desvio padrédo 1,65 4,41 2,44 7,87 4,82 4,13 5,15 4,62 3,06 7,16
Significancia ns ns ns ns * * * *

CN: controle negativo (PBS, tampao fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); NS: valores néo significativos

ANOVA, pés- teste comparacao multipla de Tukey

Fonte: A autora, 2018.

Tabela 1.3: Viabilidade célulasdde hepatocarcinoma humano (HuH7) apds tratamento por 24 horas
com o composto LQFM20 por meio do teste de vermelho neutro.

HuH7 CN CS 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Viabilidade % 100,00 95,94 96,25 93,75 82,81 82,19 91,88 82,81 82,81 69,38 84,69
Desvio Padrdo 6,22 8,72 4,68 5,66 2,58 5,47 3,27 6,42 5,43 9,65 9,85
Significancia ns ns ns * * ns * * * *

CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); NS: valores néo significativos

ANOVA, pos- teste comparacao miltipla de Tukey

Fonte: A autora, 2018.

Tabela 1.4: Viabilidade células de hepatocarcinoma humano (HuH7) apos tratamento por 24 horas
com o composto LQFM23 por meio do teste de vermelho neutro.

HuH7 CN CS 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Viabilidade % 100,00 92,35 89,89 85,88 78,71 84,20 74,78 77,31 70,52 77,59 73,43
Desvio padréo 5,51 3,51 6,00 6,44 4,05 5,01 5,04 4,27 4,94 3,44 11,38
Significancia ns * * * * * * * * *

CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulféxido)
0,1% em cultura.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); NS: valores néo significativos

ANOVA, pés- teste comparacao multipla de Tukey

Fonte: A autora, 2018.
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Tabela 1.5: Avaliacdo da liberacdo da enzima lactato desidrogenase em células de
hepatocarcinoma humano (HuH7) apés tratamento 24 horas com o composto LQFM20.

HuH7 CN CS CP 10 15 20 25 30 35 40 45
Atv LDH 0,379 0,403 2,134 0,380 0,232 0,360 0,343 0,375 0,380 0,291 0,322
Desvio Padrdo 0,070 0,038 0,955 0,038 0,042 0,101 0,084 0,056 0,048 0,054 0,117
Significancia ns el ns ns ns ns ns ns ns ns

CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, tampao de lise Thermo Scientific — Pierce.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pos- teste comparacdo multipla de Tukey
Fonte: A autora, 2018.

Tabela 1.6: Avaliacdo da liberacdo da enzima lactato desidrogenase em células de
hepatocarcinoma humano (HuH7) apés tratamento 24 horas com o composto LQFM23.

HuH7 CN CS CP 10 15 20 25 30 35 40 45
Atv LDH 0,10 0,12 141 0,13 0,11 0,12 0,11 0,13 0,14 0,17 0,16
Desvio Padréo 0,01 0,02 0,19 0,02 0,01 0,02 0,01 0,01 0,00 0,02 0,02
Significancia ns el ns ns ns ns ns ns * ns

CN: controle negativo (PBS, tampéo fosfato salino); CS: controle solvente (DMSO, dimetilsulfoxido)
0,1% em cultura; CP: controle positivo, tampéao de lise Thermo Scientific — Pierce.

*Valor estatisticamente diferente de CN (p<0,05); ANOVA, pds- teste comparacao multipla de Tukey
Fonte: A autora, 2018.



