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RESUMO

Estudos sobre as relagdes de estrutura e atividade
citotoxica tem sido essenciais para o desenvolvimento de novas
drogas farmacoldgicas. Neste trabalho nos investigamos a
citotoxicidade de uma série de novas estruturas relacionadas a
compostos sintéticos, denominados y-aminoalcoois : 2-pentanol-
benzilamina (PBA) e 2-pentanol-fenilamina (PPA), e as

tetrahidro-1,3-oxazinas  correspondentes  :  2-pentanol-

benziloxazina (PBO) e 2-pentanol-femloxazina (PPO). A
relevancia biologica dos y-aminodlcoois e seus derivados €
devida a sua vasta aplicagdo farmacologica. Primeiramente, nos
analisamos a citotoxicidade de alguns compostos padrdes como:
Alcool Alflico, Butanol-1 e Heptanol-1 em culturas de células
V79 (fibroblastos de hamster chinés), por diferentes técnicas in
vitro. O método que apresentou maior sensibilidade para as
analises de citotoxicidade dos alcoois estudados, foi o ensaio da
proliferacdo celular, o qual utilizamos para as avaliagfes de
toxicidade celular dos vy-aminodlcoois PBA, PPA e seus
derivados PBO e PPQ, respectivamente. As poténcias relativas
de toxicidade foram comparadas, através da determinacgdo dos
valores de IDs,, (dose requerida para induzir 50% de inibigdo),
obedecendo a seguinte ordem:

PPO>PBO>Heptanol1>PBA>PPA>Butanoll>A.Alilico

Também analisamos a atividade de cada composto
sintetizado em relagdo a inibigdo da taxa de sintese de DNA. A
sintese de DNA foi determinada pela medida da incorporagdo de

[*H]-timidina nas culturas expostas.



Os resultados nos mostraram que as oxazinas P50 e PPO,
comportaram-s¢ como potentes inibidores sobre a sintese de
DNA para células V79, enquanto que os y-aminoalcoois PB4 ¢
PPA afetaram fracamente a taxa de sintese, na mesma faixa de
concenfracdo (0,5-5,0 mM) e que as oxazinas derivadas dos y-
aminoalcoois, PBO e PPO sdo agentes genotdxicos potentes para
fibroblastos V79, indicando que a atividade antireplicativa destes

compostos estd provavelmente relacionada com a ciclizagdo das

moléculas, apontando assim para o possivel uso destes derivados

de y-aminodalcoois como agentes antineoplasicos.
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ABSTRACT

Studies on structure-activity relationships are essential for
the development of new pharmacological drugs. In this work we
have investigated the cytotoxicity of new structurally related
synthetic compounds, the y-aminoalcohols  2-pentanol-4-
benzylamine (PBA), 2-pentanol-4-phenylamine (PPA) and the
corresponding tetrahydro-1,3-oxazines, 2-pentanol-4-

benzyloxazine (PBO) and 2-pentanol-4-phenyloxazine (PPO).

The biological relevance of y-aminoalcohols and derivatives 18
based on their wide pharmacological application. We have
firstly analysed the cytotoxicity of standard compounds to
cultured hamster cells (V79 line), the alcohols Butanol-1
Heptanol-land  Allyl Alcohol, by measuring of different
endpoints. The Growth Inhibition Assay was the most sensitive
endpoint to evaluate alcohols cytotoxicity. For this reason it was
been used for evaluation of the y-aminoalcohols PB4, PPA and
the oxazines PBO, PPO, respectively. The relative potencies were
compared by determining the midpoint cytotoxicity, or IDse
value (dose required to induce 50% inhibition) for each
compound. Accordind to this, it was obtained the following
order:

PPO>PBO>Heptanol-1>PBA>PPA>But-1>A. Alcohol

We analysed further the activity of ecach synthetic
compound upon DNA synthesis in V79 cells. The DNA
synthesis rate was determined by measuring ‘H-thymidine

uptake in exposed cultures.

i



The results showed that the oxazines PBO and PPO were
potent inhibitors of DNA synthesis in V79 cells, while the v-
aminoalcohols PBA and PPA affected only slightly the rate of
synthesis, in the same concentration range (0.5-5.0 mM). These
results indicate that the antireplicative activity of these oxazines
is probably related to molecular cyclization.

Our data point to the possible use of the oxazines PBO and

PPO as antineoplasic agents.

v



ABREVIATURAS

A+y-absorbancia no comprimento de onda especificado no paréntese
CPM: contagens por minuto

Cr’!: cromo 51

DNA: 4cido desoxirribonucléico

DMEM: meio de Eagle modificado por Dulbecco

DMSO: dimetilsulfoxido

EDTA: sal dissédico de acido etilenodiamino tetraacético

*H-tdr: timidina tritiada

IDso: concentragdo que inibe 50% do crescimento celular

LDH: desidrogenase latica

MTT: brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il}-2,5-difeniltetrazolio
NAD: nicotinamida adenina dinucleotideo

NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida

NR: vermelho neutro (“neutral red”) , 2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-
cloreto de fenazina

NRso: concentragio que inibe 50% da captagdo de vermelho neutro
PBA: pentanolbenzilamina

PBO: pentanolbenziloxazina

PBS-A : solucdo salina tamponada com fosfato

PBS-Ca’" solugio salina tamponada com fosfato, acrescida de calcio
PPA: pentanolfenilamma

PPO: pentanolfeniloxazina

PPO/POPOP : 2,5-difenil oxazol/p-bis[2-(5-fenil oxazoil/-benzeno)]
RNA: acido ribonucléico

SAR: relagdo estrutura-atividade

SFB: soro fetal bovino

TCA: acido tricloroacético

Triton X-100 : octil fenoxi polietoxietanol

Ulso: concentrago que inibe 50% da captagdo de uridina

V79 : fibroblastos de pulmio de hamster chines

3T3: fibroblastos de rato (BALB/c)



I. INTRODUCAQ



Citotoxicidade ¢ a medida do potencial de um agente causar injuria

celular. Todos os agentes tem a capacidade de serem citotéxicos,

dependendo da concentragdo € do tempo de exposigio dos mesmos. Os
efeitos citotdxicos (danos celulares), se suficientemente intensos, poderdo
comprometer a viabilidade da célula perturbando sua mtegridade estrutural
e/ou metabdlica , a sua integridade reprodutiva, causando inibigdo da

divisdo celular ou morte celular (Shaw, 1994).

Substancias tOxicas podem induzir diferentes efeitos deletérios nas

células, tais como : altera¢Ges na morfologia; lesdes na membrana; perdas
de atividades metabdlicas, viabilidade e adesdo; mmibigdo do crescimento
celular; danos no material genético (genotoxicidade) e morte celular. Na
maioria dos casos, ocorrem efeitos sinergisticos entre todos estes processos.
Quando alguma substincia toxica perturba a estrutura das membranas
biolégicas, por exemplo, ocorrem mudangas de permeabilidade, alterando
portanto, os processos de transporte de dgua, fons ¢ metabolitos. Esses
eventos podem finalmente levar a lise celular e a morte da célula (Cornelis

et al, 1991; Groth et al., 1995).

O aumento do uso de substincias quimicas tem melhorado a qualidade
da vida humana na sociedade moderna. Associados aos efeitos benéficos
das substancias quimicas ocorrem frequentemente efeitos adversos, ao nivel
do meio ambiente e da saide humana (Chu, 1995). Assim, a expansdo do

numero de substincias causou um grande aumento da demanda de ensaios

bioldgicos necessarios para a avaliagio das atividades toxicologicas destas

substancias (Committee, 1975; Weatherall, 1982; Ekwall e Ekwafl,i‘; 1988;



Chiu, 1993; Clothier et al., 1995; Groth et al., 1995; Bruner et al., 1 996,
Clemedson et al., 1996).

Nos paises desenvolvidos a aplicabilidade de uma nova substancia
esta, hoje, condicionada a realizagdo de uma série de ensaios biologicos
para assegurar a inexisténcia de efeitos toxicos e genéticos da droga para a

populagdo e para o meto ambiente.

[.1. ENSAIOS in vitro

A identificacdio dos riscos na utilizagdo das substdncias quimicas pelo
homem levou a um consumo massivo de animais cxperimentais. Isso por
sua vez, levou ao desenvolvimento de modelos /n vifro para avaliagdes
toxicoldgicas. A disponibilidade de varias metodologias para a avaliacio da
toxicidade in vifro, como alternativas a utilizagdo do uso de animais, tem
estimulado a4 sua procura para se predizer a toxicidade de novas

substincias.

Diferentes ensaios para  avaliagio da toxicidade celular foram
desenvolvidos, baseados em uma variedade de pardmetros de
susceptibilidade a agdo de diferentes toxinas (Tardiff, 1978 ; Ekwall, 1980;
Nardone, 1980; Ekwall, 1983; Rowan & Goldberg, 1985; Frazier, 1 990,
Loprieno et al., 1993).

Adicionalmente  aos  interesses  cientificos  envolvidos  no
desenvolvimento de métodos alternativos, hd também as razfes éticas, as

quais justificam a necessidade de reduzir o uso de modelos com animais,



nos programas de avaliagdo de toxicidade ( Mull et al, 1976; Stvenson,
1979; Golberg, 1986; Gad, 1990; Del Raso, 1993; Frazier, 1993;
Loprieno, et al, 1994). A utilizagdo dos ensaios in vitro tem sido
recomendada numa fase preliminar, com o objetivo de se predizer o

potencial de risco de uma substdncia para o homemn.

As alternativas in vifro tem muitas vantagens sobre os testes in VIVO,
tais como: simplicidade, rapidez, diminui¢do dos custos efetivos e redugdo
do ntmero e do sofrimento dos animais utilizados. Os métodos in Vitro

fornecem também maiores e melhores controles sobre as condigOes

experimentais, permitindo  assim, uma methor  reprodutibilidade
experimental (Chu, 1995).

A atual disponibilidade de uma variabilidade de linhagens celulares em
bancos internacionais tornou possivel a larga utilizagdo de modelos in vitro,
levando a um avango rapido da padronizagdo de meétodos alternativos para
avaliagdes toxicoldgicas. Numerosas técnicas in vitro foram desenvolvidas
para avaliagOes de citotoxicidade ¢ genotoxicidade de drogas, utilizando-se
células de mamiferos em cultura (Tardiff, 1978; Ekwall, 1980; Clothier et
al., 1995; Chu, 1995; Clemedson et al., 1996). Baterias de ensaios foram
propostas e programas inter-laboratoriais foram estabelecidos para se aferir
a reprodutibilidade ¢ validade dos ensaios (Balls & Horner, 1985; Shopsis
et al, 1985; Knox et al., 1986; Bondenson et al., 1989; Ekwall et al.,
1989; Balls et al., 1990; Balls, 1992; Balls et al., 1995).



Os métodos in vitro mais utilizados na atualidade sdo os seguintes:

 I1-EFEITOLETAL

Curvas de sobrevivéncia

II. 1 - Nivel da integridade da membrana
Liberac¢do de enzimas citoplasmaticas - LDH
Liberagdo de Cr’! (incorporado em proteinas)
Exclusdo de corantes - azul de tripan

IL 2 - Nivel da Sintese de macromoléculas
Incorporagdo de “H - timidina no DNA
Incorporagdo de *H - uridina no RNA
Incorporagiio de *H - aminoacidos em proteinas
1L 3 - Nivel do crescimento celular

Inibigdo da proliferagdo celular

II. 4 - Nivel da atividade funcional de organelas

Captagdo de vermeltho neutro pelos lisossomos

Redugdo do MTT pelas mitocondrias




Dentre as numerosas possibilidades de linbagens celulares disponiveis,
a linhagem V79 de fibroblastos de hamster chinés tem sido largamente
utilizada em ensaios de citotoxicidade e mutagenicidade (Bradley et al.,
1981; Fentem et al., 1992; Slamenova et al., 1 992; Toroason et al., 1992;
Fry et al, 1993; Jansson & Jansson, 1993; Capucci et al., 1995b;
Clothier et al., 1995; Clemedson et al, 1996). Algumas caracteristicas
desta linhagem sdo: a alta velocidade de proliferagéo, a alta eficiéneia de
clonagem, a estabilidade do caritipo ¢ a manutengdo das caracteristicas

ap6s a criopreservagdo. A linhagem V79 tem sido utilizada com sucesso em

nosso laboratério para o desenvolvimento de estudos de citotoxicidade
(Arévalo, 1990; Capucci, 1 990; Gesztesi, 1990; Souza-Pinto, 1993;
Arévalo et al., 1996; Chkless, 1996; Souza-Pinto et al., 1996; Souza-Pinio,
1997).

Além das avaliagSes de potencial de risco, os modelos in vitro com
culturas de células sdo particularmente adequados para o desenvolvimento
de estudo sobre os mecanismos de agdo de drogas, de grande importancia
para as areas farmacolégica e médica. A droga ¢ uma substancia ou mistura
de substincias destinada ao uso nos diagnésticos, tratamento, atenuagdo ou
prevengdo de uma doenga ou estado fisico anormal nos homens ou animais

(Chu, 1995).

Em consequéncia do avango tecnologico ocorrido nas (ltimas décadas
infuneras novas substncias quimicas (drogas) tem sido planejadas e

sintetizadas visando uma aplicagdo farmacologica ou industrial (Maugh,

1978; Weatherall, 1982). Este contingente de novas substancias quimicas



vem aumentando cada vez mais, com o desenvolvimento de programas
computadorizados para a selegdo de novas moléculas baseados em estudos
da relagdo estrutura-atividade, e também com o desenvolvimento de novos

produtos através de técnicas de en genharia genética.

Alguns programas de metodologias in vifro tem a finalidade do
desenvolvimento ¢ posterior validagdo dos ensaios que, provavelmente
poderdio ser utilizados para a obtengdo de mformacdes nas avaliagOes de
substancias quimicas individuais (ingredientes) ou combinagdes de

substancias quimicas (formulagoes) (Gettings, 1992; Gettings et al., 1996).

Esforgos consideraveis vem sendo realizados nos Ultimos anos no
sentido da validagdo dos métodos altemativos in vilro, visando sua
aceitagiio no campo cientifico, e a regulamentagdo dos procedimentos, para
que possam ser aceitos pelos orgdos de controle ¢ saneamento. Isto
possibilitaria uma redugdo consideravel do numero de animais de
laboratério ¢ uma excelente reprodutibilidade, reforgando assim a
relevancia (Balls, 1992; Walum et al., 1 994; Balls et al., 1995; Clothier et
al., 1995).

A utilizagdo dos modelos in vitro para avaliagbes toxicologicas tem
sido recomendada para os estudos da relacéo estrutura-atividade, no sentido
de antecipar as propriedades fisico-quimicas dos  novos compostos

planejados (Halle et al, 1991; Jacobi et al., 1 995).



L.2. RELACAO ESTRUTURA E ATIVIDADE CITOTOXICA

Considerando a agdo bioldgica, os farmacos podem ser divididos em
estruturalmente inespecificos e estruturalmente especificos. Os primeiros
sdo aqueles em que a agdo biologica ndo esta associada diretamente 2
estrutura quimica, mas sim  as suas propriedades fisico-quimicas,
responsaveis pelo efeito farmacoldgico que eles produzem. Ja os farmacos

estruturalmente especificos, os quais procuraremos relatar com maiores

detalhes, sdo aqueles cwa acdo biologica decorre essencialmente de sua
estrutura quimica que deve adaptar-se a estrutura tridimensional dos
receptores existentes nas células, formando um complexo com eles. E
evidente, portanto, que nesses farmacos a forma, o tamanho, a disposigdo
estereoquimica da molécula e a distribuigdo dos grupos funcionais deverdo

desempenhar papel decisivo para a reatividade quimica.

Varios motivos levam a crer que o efeito farmacologico produzido por
estas drogas deva-se a sua complexagdo com uma pequenissima area
quimicamente reativa de certas células do organismo, cuja topografia e
grupos funcionais sdo ou se tornam complementares aos desses farmacos. E
geralmente aceito que o receptor consiste em uma entidade tridimensional
elastica constituida na maioria dos casos, de aminoacidos integrantes das
proteinas. Deve presentar uma estrutura estereoquimica ndo raro

complementar & do farmaco e que, as vezes, apOs sofrer alteragdo
conformacional, é capaz de com ele interagir, via de regra na sua
conformagio preferida, para formar um complexo unido por diferentes tipos

de for¢as de ligagdo. Em resultado, esta complexagdo farmaco-receptor gera



um estimulo ou uma cadeia de estimulos que, por sua vez, causa uma agdo
ou efeito biologico.

E extensa a gama de farmacos que atuam como quimioterapicos, tais
como; antibioticos, fungicidas, antivirais, antimalaricos, tripanomicidas,

esquistossomicidas e antineoplasicos.

Um grande nimero de quimioterapicos atua a nivel de supressdo da
expressdo génica principalmente como :
a) imibidores da biossintese de acidos nucléicos

b) mibidores da sintese protéica.

A lesdo ao material genético tem sido usualmente chamada de
genotoxicidade e é definida como uma indugio de danos no DNA que
podem ser causados pelas drogas, através de ligagdo covalente com a
molécula do DNA, alterando-se a estrutura e¢/ou nimero de genes e
cromossomos (Groth et al, 1995). Diversos agentes quimioterapicos
complexam-se por intercalagdo entre pares de base do DNA (Korolkovas &
Burckhalter, 1982).

A analise das relagdes entre estrutura-atividade (SARs) tem sido
sustentada por Barrart (1995), com base na premissa de que as
propriedades das substincias quimicas estdo implicitas na sua estrutura
molecular. Segue-se entdo que o mecanismo de atividade de um grupo de
substdncias quimicas pode ser elucidado e os pardmetros relevantes

medidos ou calculados, estabelecendo-se assim o principio da relagdo

estrutura-atividade.
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As industrias farmacéuticas usam tecnologias #n viiro principalmente
para a avaliagdo do metabolismo de drogas e para determinar as relagdes
estrutura-atividade, visando a selegdo de farmacos com maior atividade

especifica e menor citotoxicidade (Silber & Ruegg, 1992).

[.3. DERIVADOS DE 3-ENAMINOCETONAS

As B-enaminocetonas ou bases de Mannich, tem despertado um
grande interesse cientifico na atualidade por apresentarem atividades
biolégicas diversas e por servirem como intermediarios para a sintese de y-
aminodlcoois e compostos heterociclicos (Gevorgyan et al., 1984), de
grande aplicabilidade como farmacos. Geralmente, os y-aminoalcoois sio

obtidos pela redugdo de B-enaminocetonas , conforme o esquema abaixo:

HN R, H | HNRg

s
G Tﬁ?ﬁ‘ﬁf ;

-enaminocetona v-aminodlcool

Estruturas de aminocetonas e aminoalcoois tem sido associadas com
atividades farmacologicas diversas, como agdo antiinflamatéria, antitumoral,
analgésica, psicotropica, espasmolitica, musculotrépica, neurotropica
(Grizard et al., 1973; Gevorgyan et al., 1984; Bostwick et al., 1992 ¢
1993) .

1N
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A importancia na obtengdo de v-aminodlcoois com controle
estereosseletivo deve-se principalmente a seu potencial farmacolégico, pois
sabe-se que muitos centros receptores sao estereosseletivos a drogas.
Isbmeros Oticos podem apresentar agio farmacologica diferenciada, como
observado por Lin et al (1993), durante seus estudos sobre agentes

serotonérgicos.

Recentemente, uma série de y-aminoaleoois foi sintetizada a partir das

B-enaminocetonas correspondentes, 08 quais foram quimicamente

caracterizados . Os y-aminodlcoois foram obtidos pela redugdo das P-
enaminocetonas com boroidreto de sodio, utilizando-se como solvente o
scido acético. Este processo, inédito até entdo, resultou em bons
rendimentos (70 a 98%), com excessos diastereoméricos, observando-se a
formagio preferencial do isomero syn (75 a 95%) (Harris & Braga, 1991a

e 1991b; Harris, 1994) (compostos em processo de registro de patente).

Os y-aminoalcoois foram convertidos aos derivados ciclicos
oxazinicos pela condensagdo com formaldeido em éter etilico, obtendo-se
em todos 0s casos conversdo quantitativa do y-aminodlcool a tetra-hidro-

1,3-oxazina correspondente (Harris, 1994).

A Figura 1 apresenta as estruturas dos y-aminoalcoois ¢ derivados

ciclicos oxazinicos aqui estudados.



-(N-fenilamina)-pentan-2-ol
PPA

jSqel¥eqe

4-(N-benzilamina)-pentan-2-ol 3-benzil-4,6-dimetil-1,3-oxazina
PBA

3-fenil-4,6-dimetil-1,3-oxazina

RO

FBO

12

FIGURA 1. ESTRUTURA DOS y-AMINOALCOOIS E SEUS DERIVADOS

A potencial aplicagdo farmacolégica dos y-aminedlcoois

OxXAZINICOS

c Sua

obtengdo seletiva com alto rendimento despertou o nosso interesse pelo

estudo da citotoxicidade de alguns destes compostos. Também motivou o

nosso interesse o fato destes compostos serem recém sintetizados e ainda

ndo explorados na literatura.

17
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IL. OBJETIVOS
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Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho constitit no desenvolvimento e
padronizacdo de ensaios in vifro para a avaliagdo da toxicidade de novos

compostos de interesse bioldgico em culturas de células de mamiferos.

Objetivos Especificos

1. Padroniza¢do de técnicas para a avaliagdo de citotoxicidade em
fibroblastos V79, utilizando-se agentes toxicos conhecidos como o Triton
X-100, Butanol-1, Alcool alilico ¢ Heptanol-1.

Para isso, foram selecionadas técnicas in vitro amplamente usadas ¢

baseadas em diferentes alvos criticos.

2. Andlise da citotoxicidade de novos compostos de interesse
farmacologico, estruturalmente relacionados. Foram selecionados para esses

estudos quatro novos compostos sintéticos obtidos por Harris & Braga

(1991 a ¢ b), a saber:

Os y-aminoalcoeois:

PBA : 4-(N-benzilamina)-pentan-2-ol, ou pentanolbenzilamina
PPA : 4-(N-fenilamina)-pentan-2-ol, ou pentanolfenilamina ¢

Os derivados oxazinicos:

PBQO: 3-benzil-4,6-dimetil-1,3-0xazina, a oxazina derivada do PBA

PPO: 3-fenil-4,6-dimetil-1,3-0xazina, a oxazina derivada do PPA
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Além do mteresse farmacologico dos yv-aminoalcoots e derivados, em
geral, os quatro compostos particularmente selecionados para nossos
estudos apresentaram algumas caracteristicas estruturals interessantes,
COmo:

a) grupos hidrofilicos, o que permite sua solubilizagdo em meio de
cultura;

b) grupos hidrofobicos, o que possibilita sua penetracdo através das

membranas celulares;

¢) correlagdo estrutural, o que os torna interessantes para futuros

estudos de estrutura-atividade.

3. Analise da relagdo estrutura e atividade citotoxica de derivados de

B-enaminocetonas selecionadas.

Interessou-nos ainda analisar a influéncia do radical benzil,
comparativamente ao fenil, como substituintes do grupamento amino dos -
aminoalcoois PBA e PPA, respectivamente. A selegdo dos compostos
acima teve como enfoque principal a possibilidade de analisar o efeito da
ciclizagdo molecular dos y-aminoalcoois (formando  derivados

heterociclicos) em suas atividades citotdxicas.
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IIL. MATERIAIS E METODOS
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111.1. REAGENTES

Os reagentes utilizados possuem grau de pureza analitico (P.A.).

a) Reagentes obtidos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, EUA.
Acido pirtivico

Desidrogenase latica (LDH)

Sal dissodico de acido etilenodiamino tetraacético (EDTA)
Fosfato dibasico de sodio (Na,HPO4)

Triton X-100

Vermelho Neutro , Neutral Red (NR): 2-amino-3-metil-7-dimetil-

amino-cloreto de fenazina

b) Reagentes obtidos da Merck, R.J., Brasil.
Acido cloridrico (HC)

Acido acético glacial

Alcool etilico

Cloreto de calcio (CaCly . 2H,0)

Formaldeido

Cloreto de potassio (KCl)

Toluol

¢) Reagentes da Reagen
Cloreto de sodio (NaCl)
Bicarbonato de sédio (NaHCOs3)
Hidroxido de sédio (NaOH)

d) Reagentes da Synth, Brasil.
Acetona

Acido tricloroacético (TCA)
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e) Reagentes Aldrich, Milwaukee, EUA.
Dimetilsulfoxido (DMSQ), grau espectroscopico

f) Reagentes Carlo Erba, Mildo, Italia.
Fosfato dibasico de potassio (KH,yPO4)

g) Reagentes da Oriental, Yeast Co. Ltd., Japio.

Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH)

Os demais reagentes foram obtidos através das seguintes firmas:

DMEM, "meio de Eagle modificado por Dulbecco”, adquirido da Flow
Laboratories; SEB, soro fetal bovino, da Cultilab ou da Nutricel, Tripsinag,
(1:250), da BBL e Difco; Solucdo de Penicilina e estreptomicina, da
Laborclin; Timidina tritiada CH-Tdr), 82,2 Ci/mmol; os componentes do
liquido de cintilagdo : PPO (2,5-difenil oxazol) e POPOP [p-bis/2-(5-fenil
oxazoil/-benzeno) ], da New England Nuclear, ou da Du Pont ¢ CO;, da

White Martins S.A.

I11.2. SOLUCOES ESPECIAIS

Meio de Cultura, DMEM: Meio de Eagle modificado por Dulbecco,
onde 13,45 g da mistura comercial (p6), foram dissolvidos em volume

adequado de agua desionizada (1 litro), ao qual foram adicionados 1,2g/L de

NaHCOj3; e a solugiio de antibidticos, 20ml/L. [penicilina (100 Ul/ml) e

estreptomicina  (100ug/ml)]. Os meios de cultura preparados foram
esterilizados por filtragio em membrana Millipore com didmetro de poro

0,22 pm e guardados em geladeira até a utilizagdo. A adigdo do SFB foi
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realizada 48 horas antes da utilizagdo ¢ os meios foram incubados a 37°C

durante este periodo, para verificar auséncia de contaminagdes.

Tampde Salina Fosfato, PBS-A: NaCl, 137mM; KCIl, 26,8mM,;
Na,HPO,, 8,ImM; KH,PO, ,1,47mM; pH 7,2-7,4. PBS-CaZ* = PBS-A +
CaCl, . 2ZH,O (1mM).

Tripsina: a solugdo de tripsina foi preparada em PBS-A, numa
concentragdo de 0,1% (m/v), contendo 1mM de EDTA. Estas solugdes,

foram esterilizadas por filtragdo e armazenadas em freezer até o momento da

utthizacdo.

Coquetel de Cintilagio PPO/POPOP: sendo 4,0g PPO ¢ 0,lg
POPOP, dissolvidos em 1L de toluol.

111.3. CULTURA DE CELULAS

A linhagem celular V79, clone M8, originada de fibroblastos de
pulmdo de hamster chinés, foi obtida através do Laboratério de Prof. Dr.
Rogério Meneghini, 1.Q.,USP e cultivada em placas de Petri (didmetro: 10
cm), em DMEM -+ SFB (10%). As células cresceram em monocamadas,

aderidas ao fundo da placa de cultura, mantidas a 37°C em atmosfera dmida
com COy (5%).

A manutencdo da linhagem foi realizada através de repiques

periédicos. Assim sendo, as placas foram lavadas em tampdo PBS ¢ as
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células descoladas do fundo das placas com 2 ml de solugdo de tripsina,
obtendo-se assim uma suspensdo celular de onde aliquotas foram

transferidas para outras placas de cultura contendo meio fresco.

1I1.4. MEDIDA DA LIBERACAO DA ENZIMA DESIDROGENASE
LATICA (LDH) POR CELULAS V79

A liberacdo da LDH foi medida espectrofotometricamente,
acompanhando-se a catdlise da redugdo de piruvato a lactato (reagdo
abaixo), através da medida do desaparecimento de NADH segundo Mitchell
et al.(1980) .O consumo de NADH foi acompanhado pela sua absorgdo

especifica a 340 nm, em intervalos de 30 s durante 3 min.

Piruvato + NADH + H* —> Lactato + NAD*

Foram inoculadas 3,0 x 10° células V79/pocinho (placas com 24
pocinhos) e cultivadas por 44h, a 37°C em estufa de CO,. Ao final deste
periodo as células foram lavadas com PBS-A, adicionando-se logo a seguir
meio fresco (sem SFB) contendo varias concentragdes dos agentes testes (1
ml/pocinho). Ap6s 2h de incubagdo a 37°C, o meio foi coletado em tubos
plasticos com tampa (1,8ml) e mantido em gelo. Estes foram centrifugados a

1.500g, 50C por 5 min,

A reagdo catalisada pela LDH foi realizada em cubetas descartaveis

(2,5 ml), pela adigio de aliquotas de 80 pl do meio de tratamento, com

volume final de 2,5 ml, em tampdo fosfato [KH,PO, (2,18 g/L. ) + Na,HPOq4
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(22,47 g/L)] 0,IM, pH 7,2-7 4, contendo NADH (2,5 mg/ml} e piryvato de
sodio (1 mg/ml). A reaglo foi acompanhada em espectrofotometro DW-

2000, SLM-Aminco, num comprimento de onda de 340nm por 3 minutos, a

37°C, em intervalos de 30 segundos.

Cilculos, de acordo com Henry et al., 1960.

a) O célculo da variagdo média da Ajzqo/min, foi feito subtraindo-se os

valores de:

1) As: A (30s) - A (90s);
2) Az: A (60s) - A (120s);
3) As: A (90s)- A (150s) e
4) Ayz A (120s) - A (180s)

b) Determinando-se a média Ma [(A1+A+As+Ay): 4] entre eles.

¢) A atividade da LDH foi entdo determinada pela formula:

D = fator de diluigdo = 10 000
F = fator de temperatura = 1,16 ; a 30°C
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111.5. MEDIDA DA INIBICAO DE PROLIFERACAO CELULAR

A taxa de proliferagdo dos fibroblastos V79 for medida pelo aumento
da popula¢do celular em um periodo de 24h, durante a fase exponencial de
crescimento, que se seguiu ao tratamento com os agentes teste, de acordo
com a técnica padronizada em nosso laboratorio (Souza-Pinto et al., 1996;

Souza-Pinto, 1997).

Foram semeados fibroblastos V79 (3,0 x 10%)/pocinho, em placas de

24 pocinhos, didmetro (16 mm).O cultivo foi realizado por 44h, a 370C, em

incubadora de COy (5%). Apos este periodo as células foram lavadas com

PBS-A ¢ expostas as solugdes teste (1 ml/pocinho, em DMEM sem SFB,
durante 2h, a 37°C). Findo o tratamento, as células foram lavadas com
tampdo e cultivadas novamente em meio completo, nas mesmas condigdes
anteriores por 24h. Ao final , as células foram lavadas com tampdo PBS-
Ca” gelado, fixadas em TCA 5% e lisadas em 1 ml de NaOH (0.5 N). A
massa celular foi estimada através da leitura da absorbéncia dos lisados a
260 nm. Este parmetro ¢ um indicador da populagdo celular, uma vez que a
relagdo entre os valores de Aze ¢ o numero de células em um lisado

descrevem uma fungdo linear (Gesztesi, 1990).

A proliferagdo relativa da populagdo celular no periodo de 24h, foi
calculada em fun¢do da diferenga entre os valores de absorbancia dos lisados
celulares ao inicio e ao final do periodo de crescimento. A variagdo obtida

para as células controle foi considerada 100% de proliferagéio no periodo. A

proliferagdo relativa das células tratadas foi expressa como o percentual de

proliferacdo em relagdo as células controle,
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111.6. MEDIDA DA CAPTACAO PO CORANTE VERMELHO NEUTRO

Esta metodologia ¢ baseada na habilidade das células viaveis em
incorporarem o corante vermelho neuiro (“Neuiral Red”, NR), nos
lisossomos. O ensaio, segundo Borenfreund & Puerner (1984), consiste na
determinagdo da perda da viabilidade celular pela medida da inibigdo da

captacgdo do vermelho neutro.

Células V79 (3,0 x 10° /pocinho) foram incubadas em estufa de CO,

por 44 hs e entdo expostas aos agentes teste por 2h, a 37°C . Apods o
tratamento o meio foi renovado por meio fresco, contendo o corante
Vermelho Neutro (50 ug/ml). A solugdo estoque do corante (0,4% m/v) foi
preparada em dgua desionizada e incubada por 24 hs, a 37°C, protegida da

luz e posteriormente centrifugada (1.500g), antes da sua utilizagdo.

As culturas foram incubadas por 3h, para que se permitisse a
captagio do vermelho neutro, pelos lisossomos das células vidveis.
Decorrido o tempo de captagdo, o meio foi removido e as células foram
rapidamente lavadas e fixadas com solugdo  aquosa de formol (4%) e
CaCly(1%), gelado. O corante incorporado foi entdo extraido através de
uma solugdo aquosa contendo acido acético (1%) e etanol (50%) gelada. O
corante foi quantificado em espectrofotdmetro, medindo-se os valores da
absorbancia a 540 nm. A seguir as células foram lavadas com etanol e

posteriormente lisadas com 1 ml de NaOH (0,5N), 1h, a 37°C. A populagdo

de células foi entdo determinada através da medida das absorbancias dos
lisados em espectrofotémetro, utilizando o comprimento de onda de 260

.



24

IIL7. MEDIDA DA INIBICAO DA TAXA DE SINTESE DE DNA

A quantidade de timidina tritiada ([*H]-Tdr), incorporada no material
celular acido insolivel foi utilizada como medida da atividade de sintese de

DNA, segundo Painter (1977).

Para isso, células V79 foram plaqueadas (3,0 x 10%pocinho) em
placas com pocinhos e incubadas, por 44hs a 37°C. Em fase exponencial de

crescimento, foram expostas aos agentes testes em PBS-Ca®* , durante

30min a 37°C em estufa de CO,. Apés o tratamento, as células foram

lavadas com PBS-CaZ* e incubadas em meio completo, por um periodo de
recuperacdo de 90 min., quando a inibi¢do da taxa de sintese do DNA atinge
valores maximos, como estabelecidos por Painter (1977) ¢ confirmados em
nosso laboratério por Arévalo et al. (1996), Souza-Pinto et al.(1996) e
Souza-Pinto (1997). Em seguida, as células foram incubadas em meio
contendo 3H-Tdr (5mCi/ml), durante 1h para marcagdo do DNA. As células
foram entdio lavadas com PBS-Ca*” gelado, fixadas em acido tricloroacético
(TCA) 5% gelado por 5 minutos ¢ lavadas em etanol gelado. Apés a
secagem das placas ao ar, foi realizada a lise celular com 1,0 ml de NaOH,

0.5M, durante | hora, a 370C.

A massa celular foi estimada através da leitura da absorbéancia em 260
nm, em espectrofotdmetro DW-2000, SLM-Aminco. Aliquotas de 200ul de
cada lisado celular foram aplicadas em papel Whatman n217 (1.5 x 1,9 cm)
em duplicatas, sendo posteriormente precipitadas em TCA 5%, gelado e
sequencialmente lavadas em etanol e acetona gelados. Os papéis foram

secos em estufa e submetidos & contagem da radioatividade, em 5.0 ml de
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coquetel de cintilagio PPO-POPOP, no contador de cintilagio Beckmann LS
6000.

A razdo entre a radioatividade e absorbancia de cada amostra foi
tomada como expressdo da taxa de sintese do DNA (CPM/Ayq0). Os dados
foram expressos em porcentagem da sintese do DNA nas células controle

(100%), expostas somente ao tampao.




IV. RESULTADOS
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IV.1. PADRONIZACAO DA TECNICA DE LIBERACAO DE LACTATO
DESIDROGENASE (LDH) POR FIBROBLASTOS V 79

A liberagdio de enzimas citoplasmaticas no meio de cultura reflete a
perda da integridade da membrana celular, o primeiro alvo da agdo de
uma substincia citotoxica. Assim, a atividade de LDH no meio
extracelular constitue um indicador largamente utilizado para expressao
da citotoxicidade (Mitchell et al., 1980; Fauirel et al., 1991; Silber &
Ruegg, 1992; Loprieno et al., 1994; Groth et al., 1995; Clemedson et

al,, 1996).

Essa técnica foi padronizada em nosso laboratério de acordo com o
protocolo de Mitchell et al. (1980), ¢ foi realizada em duas etapas.
Primeiramente, buscamos estabelecer as condigdes do ensaio para a
medida da atividade enzimatica, utilizando enzima purificada e obtendo-
se desta forma a curva-padrdo da atividade da LDH. Posteriormente,
procuramos detectar a atividade da enzima no meio de cultivo de células
V79, tratadas com agentes quimicos diferentes. A atividade da enzima
foi determinada acompanhando-se o consumo do cofator da reagéo,
NADH, como descrito em Métodos. A Figura 2 apresenta as cinéticas
de consumo em NADH por diferentes atividades da enzima. A curva
mostra que a velocidade da reagdo aumenta gradativamente com o
aumento da atividade da LDH, de 0,5 a 8,0 Ul/ml. Nas concentragdes
de enzima mais elevadas o NADH ¢é consumido rapidamente, sendo

depletado apds 5 minutos do inicio da reagdo. O intervalo de 3 minutos

foi selecionado para as analises posteriores envolvendo a liberagdo de

LDH, por estar situado na fase linear das curvas.

27



1.4
] e A.0.SULmL.
1 xz ha % R'WW.% . {@x . B 1 O{}’Inll_
. T VL €.2.5Ukmi.
% 10 Y \ \m.\ =3 [).4.0ULml.
=z ] VY S —@—E.2.0ULmL
< _
< 08
N -
£
H 06+
ot
2
& 044
w‘i{: .
0.2-
00

Tempo (min)

FIGURA 2: CURVA PADRAO DE ATIVIDADE DA LDH.

Ensaios de 2,5 ml foram preparados em cubetas, em tampio fosfato

0,1 M; pH 7,2; contendo NADH (2,5 mg/ml) e piruvato (1,0 mg/ml). A

reagdo foi iniciada pela adigdo de microvolumes da enzima para as

atividades finais acima indicadas e foi acompanhada por 15 minutos,
com medidas de absorbancia a 340 nm a cada 30 segundos.

A figura acima representa a média de dois experimentos em

duplicatas.

28

8"




A utilizagdo desta técnica para avaliagdo da citotoxicidade de
compostos para células V79 foi padronizada com um  detergente

conhecido: o Triton X-100,

O Triton X-100 ¢ um agente tensoativo, do tipo nio 16nico ¢
conhecido como potente agente citotoxico (Shopsis et al., 1985). A
Figura 3 ¢ Tabela I apresentam o efeito citotoxico do Triton X-100
para células V79, determinado pela medida da atividade de LDH no

meio de tratamento das células. Verficou-se que este detergente causa

liberagio de LDH no meio de cultura de maneira dependente da dose,

atingindo um efeito maximo na concentragdo de 100 ug/ml.
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FIGURA 3: ATIVIDADE DA LDH EM CELULAS V79
NA PRESENCA DE TRITON X-100

Células V79 em fase exponencial de crescimento foram expostas a
diferentes concentra¢des de Triton X-100, dissolvido em meio de cultura
sem soro fetal bovino, por 2 horas a 37°C, CO, (5%). Apds o tratamento,
o meio de cultura foi removido para medida da atividade de LDH.
Aliquotas de 80ul foram adicionadas ao meio de reagdo. A reagdo foi
acompanhada pela medida da absorbancia a 340 nm, por 3 minutos, em
intervalos de 30 segundos.

Os dados mostram a média de 3 experimentos em triplicatas.
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TABELA I. AVALIACAO DA CITOXICIDADE DE TRITON X-100 EM
CELULAS V 79 ATRAVES DA LIBERACAO DE LACTATO

DESIDROGENASE (LDH)
Triton X-100 |[ug/ml] Unidades LDH/ml
0 13,05 +/- 2,1
16 48,35 +/- 4,2
50 105,90 +/- 12,2
100 142,16 +/- 14,7
500 137,00 +/- 14,0

A seguir, procuramos determinar o efeito de alguns alcoois sobre a
liberagdo de LDH a fim de testar a aplicabilidade desta técnica para 0s
compostos de nosso interesse. Os dlcoois tem sido utithzados como
padrdes importantes em estudos de citoxicidade. O butanol-1 foi
selecionado como um padrio de toxicidade moderada e o dlcool alilico
como padrio de toxicidade severa em ensaios in vitro (Shopsis et al.,

1985).

A Tabela I apresenta os valores de atividade da LDH no meio de

incubacdo das células V 79 com butanol-1 e alcool alilico, utihzando-se

o Triton X-100 como controle positivo, nas mesmas condigdes

experimentais descritas na Figura 3.
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TABELA II: CITOXICIDADE DO BUTANOL-1 E ALCOOL ALILICO
EM CELULAS V79, ATRAVES DA LIBERACAO DE LDH

AGENTE TESTE  CONCENTRACAC  LDH  [Ul/mi]

A Alcool [mM]

400 87 +/- 2.9

2. Alcool
Alilico 0 12,6 +/- 4,1

*Qs dados representam valores médios de 2 experimentos em triplicatas.



Os wvalores obtidos mostram que, em nenhuma das concentragdes
de butanol e de élcool alilico testadas, houve aumento da quantidade de
enzima no meio, em comparagdo aos controles e considerando-se que o
sistema respondeu positivamente ao Triton X-100 (100 pg/ml),
procuramos estudar outras técnicas que nos fornecessem maiores dados

para se aferir os possiveis efeitos citotdxicos dos alcoois.
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IV. 2. DETERMINACAQ DA CITOTOXICIDADE DE ALCOOISE DE
DERIVADOS DE B—ENAMINOCETONAS ATRAVES DA CAPTACAO DE
VERMELHO NEUTRO

Outro critério utilizado para a avaliagdo da citoxicidade foi a
técnica de captagdo do corante vital vermetho neutro pelos lisossomos
das células vidveis, descrito por Borenfreund ¢ Puerner (1984, 1985).
Esta técnica tem sido atualmente muito utilizada para andlise de
citotoxicidade de toxinas diversas, como indicador da integridade da
membrana celular ¢ da atividade funcional de organelas (Triglia et al,
1991; Babich & Borenfreund, 1992; Abdulla e Campbell, 1993;
Babich et al., 1993; Repetto & Sanz, 1993; Loprieno et al, 1994;
Ohno et al., 1995; Clemedson et al., 1996).

A citotoxicidade foi avaliada pela medida da quantidade de
vermelho neutro captado pelas células, detectada pela medida da
absorbancia no comprimento de onda de 540 nm (Asq), em relagdo a
massa celular, expressa pela absorbancia medida em 260 nm (Aze0). Os
valores expressam a captagdo relativa de vermelho neutro pelos
lisossomos das células tratadas com alcoois em relagdo as placas
controle, ndo tratadas (100%). A Figura 4 apresenta um grafico dose -
resposta da citoxicidade dos agentes padrdes (dlcoois), utilizados para
estes ensaios, através da captagdo de vermelho neutro. Os dlcoois

analisados foram : butanol-1, alcool alilico ¢ heptanol-1.
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A analise da captacdo relativa do corante pelas células V79
expostas aos alcoois padrdes mostrou um efeito de imbi¢do de
incorpora¢do do corante em fungdo da concentragdo crescente do
alcool. Assim, podemos observar que a poténcia toxica destes padrdes

segue a seguinte ordem:

| heptanol-1>butanol-1>dlcool alilico
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FIGURA 4: AVALIACAO DA CITOXICIDADE DE ALCOOIS ATRAVES
DA CAPTACAO DO CORANTE VERMELHO NEUTRO

A captago de vermelho neutro pelos lisossomos de células V79,

tratadas com os 4lcoois heptanol-1 ( @ ), butanol-1 ( ® ) ¢ slcool

alilico( 4 ) fot determinada apés 2 horas de tratamento em DMEM sem
soro com posterior periodo (3 horas) de exposi¢io ao corante. A
quantidade relativa de corante captado pelas células foi expressa pela
razdo entre a absorbancia do extrato a 540 nm e a absorbancia do lisado
celular a 260 nm. Os dados representam valores médios de trés

experimentos em triplicatas.
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Ainda por este pardmetro, o y-aminodlcool PBA (4-N-benzilamina-
pentan-2-0l) e seu derivado ciclico PBO (3-benzil-4,6-dimetil-1,3-
oxazina), foram avaliados pela captagdo do vermelho neutro ¢ as curvas

dose-resposta estdo apresentadas na Figura 5.

A fim de comparar a poténcia de agdo toxica dos diferentes dlcoois
analisados, determinou-se a dose que inibe 50% da captagdo de
vermelho neutro, denominada de NRsp, a partir das curvas dose resposta

(Tabela III). Os valores de NRsy mostram que a escala de poténcia

toxica destes compostos segue a seguinte ordem:

© PBO>PBA>heptanol-1>butanol-1>alcool alilico
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FIGURA 5: TOXICIDADE DE DERIVADOS DE B-ENAMINOCETONAS
ATRAVES DA CAPTACAO DE VERMELHO NEUTRO
A captagdo do corante Vermelho Neutro por células V79 em fase

exponencial de crescimento foi determinada apos 2 horas de exposigio

a0s agentes teste PBA (Painel A) e PBO (Painel B), como na Figura 4.

Os dados representam valores médios de dois experimentos em

triplicatas.
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TABELA I11: TOXICIDADE DE ALCOOIS PADROES E DE
DERIVADGS SINTETICOS DE B—~ENAMINOCETONAS EM

FIBROBLASTOS V 79
CoMPOSTO * NRsp (mM)
Alcool Alilico 350
I-Butanol 175
1-Heptanol 100
PBA 22,5
PBO 10

2 NRso = Concentragio do composto que inibe 50% da captagdo de
Vermelho Neutro



IV. 3. INIBICAO DA PROLIFERACAC CELULAR DE FIBROBLASTOS
V79

A medida da taxa de inibigdo da proliferagdo celular tem sido
utilizada como um indicador eficiente de citotoxicidade por outros e por
nos (Shaw, 1994; Groth et al., 1995; Jacobi et al., 1995; Arévalo et al.,
1996; Souza-Pinto et al., 1996; Souza-Pinto, 1997).

Inicialmente, analisamos a taxa da proliferagdo celular de

fibroblastos V79 expostos a diferentes concentragdes dos alcoois
padrées: alcool alilico, butanol-1 e heptanol-1. O efeito inibitorio dos
agentes teste sobre a proliferagdo celular foi medido 24 horas apés a

exposi¢do, como a variagio da populagdo celular neste periodo.

A Tabela IV apresenta os dados ¢ a Figara 6 apresenta as curvas
de inibigdo da proliferagdo celular em fungdo da concentragdo de
butanol-1, dlcool alilico ¢ heptanol-1. Observamos que a intensidade de
inibicdo ¢ dependente da concentragdo dos compostos. Enfretanto a
faixa de concentragdo toxica do heptanol-1 € bem menor que as

apresentadas pelos outros dois alcoois.
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TABELA IV. CITOTOXICIDADE DOS ALCOOIS PADROES PELA

INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR EM CELULAS V79

*PR: Proliferacio Relativa (percentuaes da variagio da Age em
relagdo aos controles. Os dados representam valores médios de 3

100+/-8 100+/-4 100+/-2.5
0.3 94-+/-3 98+/-3,5 99 6+/-0,4
3 45 5+/-2.5 04+/-8 98,5+/-0.9
10 0+/-0.4 02.5+/-4,5 98+/-2,8
50 0-+/-0 90-+/-4 97,5+/-2
160 o S0iis FET
125 0-+/-0 50-+/-8 96-+/-2
150 0+/-0 44,5+-4,5  953+/-33
200 0-+/-0 0+/-4 86-+/-2
400 0+/-0 0-+/-0 43+/-4.5

experimentos em triplicatas com os respectivos desvios da média).
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FIGURA 6: CITOTOXICIDADE DE ALCOOIS PADROES
DETERMINADOS PELA INIBICAG DO CRESCIMENTO DE CELULAS V79

alcool alilico (&) e heptanol-1 (#). Células V79 em fase exponencial de
crescimento foram incubadas por 2 horas a 37°C, com diferentes
concentracSes dos alcoois padrdes dissolvidos em DMEM sem soro. Ao
final do tratamento as células foram reincubadas em DMEM +
SFB(10%) por 24 horas ¢ em seguida fixadas e lisadas em NaOH 0,5M
para medida da Aye dos lisados. A proliferacio relativa foi expressa
como percentuaes da vanacdo da Ajq em relagdo as placas controle. O

grafico representa valores médios de 3 ensaios em triplicatas com os

respectivos desvios da média.
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A avaliagdo da citotoxicidade dos novos compostos sintéticos, 0s v~
aminoalcoois PBA e PPA e seus respectivos derivados oxazinicos, PBO

e PPO estdo apresentados na Tabela V ¢ nas Figuras 7 ¢ 8.

Encontramos na Figura 7 a curva dose-resposta, onde foi analisada
a citotoxicidade do PBA e do seu derivado oxazinico PBO através da
inibi¢do do crescimento celular ¢ na Figura 8 as curvas obtidas para os
outros dois compostos PPA e seu derivado oxazinico PPO. As figuras
mostram que a faixa de concentragio efetiva das oxazinas ¢ menor que a

dos y-aminoélcoois correspondentes.

TABELA V. INIBICAO PO CRESCIMENTO CELULAR INDUZIDA
PELOS DERIVADOS DE B-ENAMINOCETONAS EM CELULAS V79

3
é
0 100+/-3.5 | 100/-3.5 | 100+/-5,5 = 100+/-5,5 |
0.03 089473 1014 | 122439 | 111,54-
0.6
0.1 o712 100,547 | 101,54/-5 | 93,7+/-5
0.3 55515 T 5a50/4 | 100415 | 44,51/-2,5
1 9343 | 00405 | 99+6 | 1,82
3 7445 06401 | 83.6+-3 | 0H-0
10 050340 1261445 0+/0

*PR: Proliferacio Relativa (Percentuaes da variagdo da Age em
relagio aos controles. Os dados representam valores médios de 2
experimentos em triplicatas com os respectivos desvios da média).
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FIGURA 7: INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA
PELO y-AMINOALCOOL PBA ( B ) E SEU DERIVADO OXAZINICO
PBO (@)

As curvas dose-resposta de inbicdo da proliferagdo de células V79
apos 2 horas de exposigdo aos agentes teste, foram determinadas
medindo-se a populagdo celular 24 horas apds o tratamento, como
descrito na Figura 6. Os dados representam valores médios de dois

experimentos em triplicatas.
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FIGURA 8: INIBICAC DA PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA
PELO y-AMINOALCOOL PPA ( & ) E SEU DERIVADO OXAZINICO
PPO ( @)

A citotoxicidade dos compostos acima foram determinadas através

da mibicdo da prolifera¢do celular como descrito na Figura 6. Os dados

representam valores meédios de dois experimentos em triplicatas.
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A Tabela VI apresenta a toxicidade comparativa em fibroblastos
V79, dos dlcoois padrdes e dos novos compostos de interesse, através
dos seus valores de IDsp (dose do composto que mmibe 50% da
proliferagdo celular), determinados a partir das respectivas curvas dose-

resposta.

TABELA VI : TOXICIDADE DE ALCOOIS E DERIVADOS DE
B—ENAMINOCETONAS EM FIBROBLASTOS V 79

COMPOSTO “IDso(m V)
Alcool Alilico 370
Butanol-1 135
PPA 6.4
PBA 5,4
Heptanol-1 2,8
PBO 0,33
PPO 0,28

*IDso(mM)=Dose do composto que inibe 30% da proliferaciio celular

Comparando-se as concentragbes que induzem 50% de inibigdo da

proliferagdo em fibroblastos V 79, podemos estabelecer uma escala de

poténeia para os compostos analisados:




1V.4. INIBICAO DA TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS V 79

Os efeitos inibitérios sobre a proliferagdo celular apresentados
pelos derivados de B-enaminocetonas conduziram-nos a avaliar também
seus efeitos sobre a de sintese do DNA, para verificar se as alteragdes no
crescimento de células V79 estariam relacionadas com a inibigdo da

replicagdo do DNA.

A inibigio da sintese de DNA foi detectada pela incorporagdo de

PPH]-timidina no DNA das células em fase exponencial de crescimento,
apos exposigdo a diferentes concentragdes dos derivados de pB-
enaminocetonas, PBA, PBO, PPA ¢ PPO. As taxas de sintese de DNA

foram medidas 90 minutos ap6s o tratamento, quando se detectam o0s
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maiores niveis de inibi¢do da sintese por agentes que lesam diretamente

o DNA (Painter, 1977).

A Tabela VII apresenta os dados referentes as Figuras 9¢10.

A Figura 9 apresenta as curvas dose-resposta obtidas pela
exposi¢io de células V79 as concentragdes crescentes de PBA ¢ PBO.
A figura mostra que o y-aminodlcool PBA causa uma inibicdo limitada
da taxa de sintese do DNA em células V79 (méximo de 35%) na faixa
de concentragdo entre 0,5 e 5,0 mM, enquanto a oxazina correspondente

induz um forte efeito inibitério sobre a sintese de DNA, na mesma faixa

de concentracio.



Na Figura 10 podemos observar que o y-aminoalcool PPA ndo
apresenta efeito inibitorio significativo sobre a sintese de DNA em
células V79, na faixa de concentragdo entre 0,5 e 5,0mM, enquanto
que o seu derivado oxazinico, PPQO, apresenta uma imbi¢do potente

nesta mesma faixa de concentragdo.

TABELA VII. INIBICAOC DA TAXA DE SINTESE DE DNA PELOS y-
AMINGALCOOIS E SEUS DERIVADOS OXAZINICOS EM

FIBROBLASTOS V79

0 100-+/-2,6 | 100+/-2,6 | 100+/-5.4 | 100+/-54 |

0.625 | 94.9+/-32 | 31,9+/-0,5 | 97,8+/-3,1 = 47,4+/-3

125 87405 | 17.8+/-65 | 96,5+/-2,5 | 26,7+/-03

"""""" 2,5 73,3+/-6,5 | 6,7+/-1,8 | 92,3+-3,1 12,5425
U500 6211 29411 | 913437 63+-1,2

*S.DNA(%): Sintese de DNA (CPM/Agg) (%), onde os dados
representam a média de 3 experimentos em friplicatas, com os
respectivos desvios da média.
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FIGURA 9: INIBICAOQ DA TAXA DE SINTESE DE DNA PELO v-
AMINGALCOOL PBA E SEU DERIVADO OXAZIiNICO PBO

Células V79 foram semeadas (3,0 x 10* cel/pocinho) e incubadas
por 44hs, como descrito em Matenais e Métodos. A seguir as culturas
foram expostas a diferentes concentragdes de PBA ¢ PBO, diluidas em
PBS-Ca?*, por 30 minutos a 37°C. Apés o tratamento as culturas foram
incubadas por 90 minutos em DMEM+10%SFB, seguido da marca¢do
de pulso, por 1h, com meio contendo [*H]-Tdr (5mCi/ml). Ao final as
culturas foram lisadas e a radioatividade incorporada for medida por
cintilagdo liquida.

Os dados mostram a média de 3 experimentos em triplicatas.
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FIGURA 10: INIBICAO DA TAXA DE SINTESE DE DNA EM CELULAS
V79, PELO y-AMINOALCOOL PPA E SEU DERIVADO Oxazinico PPO

O tratamento das células V79 com diferentes concentragdes de
PPA ¢ PPO foi realizado como descrito na legenda da Figura 9.

Os dados mostram a média de 3 experimentos em triplicatas.
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V. DISCUSSAQO
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Neste trabalho realizamos estudos de citotoxicidade e de relagGes
estrutura e atividade citotoxica utilizando metodologias in vitro, €
usando como ferramenta basica de trabalho, células de mamifero em
cultura. Os sistemas in vifro permitem uma rapidez maior na
identificacdo de compostos toxicos e podem ser utilizados para os
estudos dos mecanismos de toxicidade em nivel celular e subcelular

(DelRaso, 1993).

A citotoxicidade expressa por danos celulares produzidos por

agentes quimicos téxicos tem sido avaliada por diferentes critérios como:

sobrevivéncia celular, crescimento celular, sintese de protefnas ou de
DNA e viabilidade celular (Mitchell et al., 1980; Loprieno et al., 1994;
Groth et al., 1995).

A medida da liberagfio de enzimas citoplasmaticas pelas células em
cultura expostas aos agentes toxicos representa um método sensivel para
se acessar a citotoxicidade e danos na membrana plasmatica. Sendo a
LDH wma enzima comum na maioria dos tipos de culturas celulares, a
liberagdo de LDH pode ser usada como um indicador de injuria celular
em todos os tipos de células em cultura (Mitchell et al., 1980; Ohno et
al, 1995; Clemedson et al., 1996).

A LDH é uma enzima citosélica que é normalmente encontrada no
interior das células saudiveis e nunca em seu exterior. Entretanto,
quando ha indugdo de danos celulares por agentes quimicos, pode
ocorrer aumento da permeabilidade da membrana celular, tornando-a
mais porosa, permitindo que grandes moléculas intracelulares, como a

LDH e outros constituintes celulares tornem-se aptos a sair do interior
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das células (Silber & Ruegg, 1992). A LDH, agora extracelular ¢ entéo
quantificada  através do consumo de NADH, medido
espectrofotometricamente, refletindo os danos ocasionados pelos
produtos analisados na membrana plasmatica, Assim, o método utiliza
um marcador bioquimico especifico para avaliar danos em um alvo

especifico.

A avaliagdo da liberacdo de LDH pode ser utilizada como wma
técnica in vitro apropriada para detectar compostos que alteram a

integridade das membranas celulares, como os detergentes ou

surfactantes. Tais compostos sdo largamente empregados em produtos

de consumo didrio, justificando um grande interesse nos estudos de

citotoxicidade causados por estes agentes.

Em nossos estudos utilizamos o detergente Triton X-100 para
padronizar a técnica de liberagdo de LDH (Tabela I e Figura 3).
Constatamos que este agente tensoativo causou alteragdes na membrana
celular, refletida pela liberagdo da LDH, de maneira dose-dependente.
Quando as células foram tratadas com doses de Triton X-100 superiores
a 100 ug/ml, a liberagdio de LDH atingiu um indice méaximo, devido a
lise das células. Esta técnica, entretanto, ndo se mostrou sensivel para

as analises dos dlcoois padrdes estudados, como relatado na Tabela 11
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Isso mostra que este método ndo se constitui em um indicador

suficientemente sensivel para a avaliagdo de toxinas em geral, mas sim

daquelas que causam danos nas membranas celulares.

Embora a técnica de liberagio de LDH seja recomendada para as

analises de citotoxicidade em hepatocitos  (DelRaso, 1993), para




fibroblastos V79 mostrou ser uma técnica de uso limitado. Isso nos
levou a desenvolver outras técnicas que apresentassem uma resposta

mais abrangente para toxinas de natureza quimica diferente.

A captagdo do vermelho neutro tem sido muito empregada como
método de avaliacio de citotoxicidade pela sua simplicidade,
sensibilidade, reprodutibilidade e o baixo custo. Além disso, apresenta
correlagdo positiva com alguns dados in vivo (Borenfreund & Puerner,

1984; Babich et al., 1993).

A captagdo relativa de vermelho neutro ¢ um método conveniente

para a detecgdo de alteragdes especificas dos lisossomos. Este corante ¢
fracamente catiénico, difundindo-se rapidamente, através da membrana
plasmatica ¢ concentrando-se 1nos lisossomos das células vidveis,
ligando-se com os sitios anibnicos da matriz lisossomal (Nemes e col.,
1979). Alteragbes da superficie celular ou da membrana lisossomal
ocasionadas pela agdo de xenobidticos resultam na diminuigdo da
captagdo ¢ ligagdo do corante, tornando possivel distinguir células
vidveis de células lesadas ou mortas (Borenfreund & Puerner, 1984,

1985).

Nos nossos trabathos foram comparados os valores de NRs, de

cada composto analisado, a partir das curvas dose-resposta.

Estudos realizados com séries de dlcoois demonstram a existéncia

de correlagdes positivas entre os dados in vitro e in vivo (Sewell et al.,
1986 ¢ Shopsis et al, 1987). Verificamos que a técnica respondeu
sensivelmente aos alcoois utilizados como padrdes, os quais

apresentaram valores de NRso diferenciados. De acordo com Shopsis &
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Sathe, 1984, o dlcool alilico é considerado uma toxina severa in vitro,
para o teste de captagdo de uridina, quando comparados os valores de

Ulsp ao teste de irritagdo ocular. Entretanto, em nossos ensaios, o dicool

alilico comportou-se como um toxico menos potente que o butanol-1,
considerado um toxina moderada (Shopsis & Sathe, 1984; Triglia ef al.,
1991). Por isso, foi necessario a utilizagdo de um outro alcool como
padrio de toxicidade severa, o heptanol-1 (Shopsis & Sathe, 1984).
Observamos que a intensidade de inibi¢do ¢ dependente da concentragdo
dos compostos. Entretanto a faixa de concentragio téxica do heptanol-1

é bem menor que as apresentadas pelos outros dois alcoois, mostrando

que este composto ¢ uma toxina mais potente que o dlcool alilico e o

butanol-1 para células V79, como demonstrado na Tabela I1I.

Apesar desta técnica ter se mostrado sensivel para a determinagdo
da citotoxicidade dos alcoois padrdes analisados, ela apresenta algumas
limitagBes para os ensaios de citotoxicidade in vitro (Babich &
Borenfreund, 1992) e restri¢Bes em relagdo a sua aplicagdo para as
analises citotéxicas de alguns polidis (Olivier et al, 1995). Por isso,
analisamos através desta técnica somente o y-aminoalcool PBA (4-N-
benzilamina-pentan-2-ol) e seu derivado ciclico PBO (3-benzil-4,6-

dimetil-1,3-oxazina), dos quais, dispanhamos em maior quantidade.

Os nossos resultados mostram que o y-aminoalcool PBA apresenta
uma inibicdo na captagio de vermelho neutro, em fungdo da dose na
faixa de concentragio entre 10 e 100 mM, enquanto o seu derivado
oxazinico, PBO, apresenta uma iibigio na captagio de vermetho
neutro, em concentragdes bem menores, apresentando uma resposta de

saturacdo a partir de 3 mM.
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Observamos ainda que o0s derivados de p-enaminocetonas
analisados PBA ¢ PBO (Tabela III) se comportaram como toxinas
mais severas ainda que o heptanol-1, e que a oxazina foi duplamente

mais toxica que o y-aminoalcool.

Desta forma, no intuito de buscarmos um método, que fosse
realmente sensivel para se aferir a toxicidade dos novos compostos
sintéticos de nosso interesse, padronizamos também a técnica de

inibicdo da proliferagdo celular, paralelamente aos experimentos de

captacio de vermetho neutro.

Os efeitos citotoxicos de compostos quimicos refletem a perda da
viabilidade celular, ndo somente através da perturbagdo da integridade
estrutural ou metabdlica das células, mas também por afetar sua
capacidade reprodutiva (Shaw, 1994; Seibert et al, 1996). A
proliferagdo celular pode ser quantificada por varios métodos, desde a
contagem individual das células em crescimento até a quantificagdo do

conteudo celular.

A técnica por nos padronizada permite quantificar a massa celular
pela medida dos valores da absorbincia dos lisados celulares no
comprimento de onda de 260 nm, que corresponde ao pico maximo de

absorbincia dos acidos nucléicos .

A padronizagdo da técnica de inibicdo da proliferagdo celular

envolve a definigio das condigdes de exposi¢cdo, com o meio de
incubagdo e tempo de exposi¢do aos agentes teste (Balls & Fentem,

1992; Romert et al.,, 1994). Grandes periodos de incubagdo frente aos
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compostos quimicos requerem que estes sejam dissolvidos em meio
contendo soro, o que ndo é muito recomendado, pois pode ocorrer a
formagdo de ligagdes entre os xenobioticos € as proteinas do soro,
subestimando-se assim, 0s efeitos toxicos destes produtos. Isto também
acontece quando sdo utilizados compostos quimicos volateis, pois sua
concentragio no meio de cultura acaba sendo diminuida quando o

tempo de incubagdo € longo.

Exposi¢des aos agentes teste por um periodo curto (1 a 2 hs),

podem ser efetuados em meio de cultura sem soro (Witte et al., 1995).

De acordo com Jacobi et al. (1993) a inibigdo da proliferagdo celular ¢
um dos métodos mais sensiveis para se avaliar a citotoxicidade, pois
permite seguir o efeito da toxina por um periodo subsequente a0

tratamento realizado.

Em nosso laboratorio esta técnica tem sido utilizada
rotineiramente, para a detecgdo da toxicidade de diferentes compostos
quimicos em fibroblastos V79 (Arévalo et al., 1996; Souza-Pinto et al.,
1996; Souza-Pinto, 1997). Neste trabalho, o crescimento celular foi
quantificado como o aumento da populagdo celular, 24 horas apds ao
tratamento que foi realizado em meio de cultura sem soro por 2 horas a

37°C.

Inicialmente procuramos determinar a faixa de concentragdo ativa
para cada um dos alcoois padroes ¢, posteriormente, dos compostos de

nosso interesse.

Os nossos resultados mostram que este método apresentou-se

como 0 parimetro mais sensivel para se avaliar citotoxicidade de
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alcoois, como mostra a comparagdo dos dados obtidos a nivel da
proliferagio celular (Tabela VI) e da captagdo do corante vermelho
neutro (Tabela 111}, no que diz respeito aos alcoois padrdes analisados.
Quando comparamos os valores de NRs € de IDsy dos alcoois
analisados, obervamos que os valores de 1Dso foram menores que os de
NRsp, principalmente no caso do heptancl-1. Este alcool se mostrou
como uma toxina severa, apresentando valores iguais de IDso para
fibroblastos V79 e para Ulse , quando comparados com fibroblastos 3T3
(Shopsis & Sathe, 1984).

Esses resultados indicam que a inibigdo da proliferagdo celular ¢ o
método mais sensivel para as andlises de citotoxicidade, dentre o0s aqui

utilizados.

A comparagio dos valores de IDsp (TabelaVI) mostra ainda que
os derivados de P-enaminocetonas sdo potentes inibidores da
proliferagdo celular e, portanto, toxicos SeVeros para células V79. Os y-
aminodlcoois apresentaram valores bem proximos entre si, em relagdo a
IDs,, caracterizando que o y-aminodlcool que contém o grupo fenil
(PPA) foi menos toxico que aquele contendo o grupo benzil (PBA).
Agora, quando comparamos O0s y-aminoalcoois com 08 derivados
oxazinicos, notamos que em ambas as duplas a poténcia de agdo toxica
dos derivados PBO e PPO ¢ da ordem de 20 vezes maior em relagdo

aos seus precursores PBA e PPA, respectivamente.

Os derivados oxazinicos PPO e PBO foram cerca de 10 vezes

mais toxicos que o heptanol-1, o que 0s caracteriza, também, como

toxinas severas.
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A potente agdo inibitoria das oxazinas sobre a proliferagﬁo celular
levantou a hipétese de que esse efeito seria resultante da interferéncia
desses compostos sobre a replicagio do DNA, com consequente parada

da divisdo celular.

Para averiguar essa hipOtese, analisamos O0S possiveis efeitos
inibitorios dos derivados das B-enaminocetonas sobre a sintese de DNA,

medindo-se inicialmente a incorporagdo de [’H]-timidina no DNA das

odlulas V79, Assim como foi observado nos ensaios de proliferagdo
celular, os derivados oxazinicos PBO ¢ PPQ apresentaram um potente
efeito genotoxico em células V79, observando-se uma mibigdo quase
total da sintese de DNA na concentragio de 5 mM (Tabela VIII).
Entretanto, nas mesmas  concentragdes,  OS y-aminoalcoois
correspondentes PBA ¢ PPA mostraram. um pequeno efeito inibitorio
sobre a taxa de sintese de DNA, sendo que neste ensaio também o
derivado contendo o grupo fenil (PPA) apresentou-se com menor efeito
sobre a sintese de DNA, quando comparado com o que contém o grupo
benzil (PBA). Assim ¢omo ocorreu na inibi¢iio da proliferagdo celular,
pode-se caracterizar desta forma que entre os y-aminoalcoois, 0 PPA fo1

menos toxico que o PBA.
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TABELA VIIL. COMPARACAO DA CITOTOXICIDADE E
GENOTOXICIDADE DOS DERIVADOS DE 3-ENAMINOCETONAS

0,0 1001.4,5 100 *7.2,6
PPA (5,0) 67,2.2,5 91,3 /3,7
PBA (5,0) 52,873,6 62,1 1,1
PBO (5,0) 0,54'1.0,02 2,9%.1,1
PPO (5,0) 00700 | 63712

Nossos resultados mostram ainda que ambos os derivados
oxazinicos PBO e PPO apresentaram um padrdo bifasico das curvas
dose-resposta (Figuras 9 e 10 respectivamente), que caracteriza oS
agentes que bloqueiam a replicagdo por induzirem lesdes no DNA, e ndo
por inibirem enzimas replicativas. Lesdes no DNA tem sido observadas
através de ligacOes covalentes de agentes quimicos com o DNA,
modificando sua estrutura e/ou o numero de genes e ou de
cromossomos. Tais influéncias sdo observadas, por exemplo, com
compostos quimicos eletrofilicos e hidrocarbonetos aromaticos (1 Groth et
al., 1995). Independente da natureza quimica do agente, as lesdes de
DNA, conhecidamente causam uma parada temporéaria da replicagdo
desta macromolécula (Friedberg, 1985). Segundo Painter (1977), o

padrio bifasico de inibigio da sintese do DNA ¢ explicado por uma
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inibicdo da iniciagdo dos replicons, em baixas concentragdes, ¢ da

progressdo da forquilha de replicagfo, em altas concentragdes.

Provavelmente a atividade antireplicativa dos compostos PBO e
PPO esta relacionada com a ciclizagio das moléculas, uma vez que os y-
aminodlcoois correspondentes nio apresentaram forte agdo genotoxica.
Isso nos levou a uma discussdo baseada nas relagdes estrutura-atividade

biologica destes compostos.

Através das relagbes existentes entre as propriedades fisico-

quimicas e as estruturas dos compostos quimicos pode-se permitir

antecipar as propriedades toxicologicas de determinadas substdncias

quimicas (Chu, 1995).

Trabalhos realizados por Bair et al. (1990), mostram que uma nova
classe de aminoglcoois, considerados compostos antitumorigénicos,
agem como intercalantes do DNA. Segundo esses estudos, existe uma
relagdo estrutura-atividade, onde a estrutura do aminodlcool estd
diretamente relacionada com sua capacidade de interagdo com 0 DNA, ¢

com sua atividade antitumorigénica.

Dentre os compostos que podem se intercalar entre as fitas do
DNA incluem-se compostos heterociclicos aromaticos pertencentes a
varias classes de produtos quimicos, com diferentes atividades
biologicas. As moléculas desses ligantes intercalam-se através de suas

estruturas planares entre os pares de base da molécula do DNA

(Faddeeva & Beliaeva, 1991). Nossos resultados sugerem que os

derivados oxazinicos dos y-aminoalcoois aqui estudados, PBO ¢ PPO,
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poderdo se constituir como quimioterapicos antitumorais potencials, uma

vez que inibem a proliferagdo celular e a sintese de DNA.

Para se certificar das possiveis atividades quimioterapicas dos
derivados oxazinicos PBO ¢ PPO e confirmar a possivel intercalagdo
entre essas moléculas e o DNA, tornam-se necessarios estudos
adicionais, como o método de difragio de raios-X. Além disso, outros
critérios fisico-quimicos para se analisar os intercalantes de DNA,
poderdo ser utilizados. A inibigdo dos processos de replicagdo e

transcrigio do DNA, assim como a inibigdo de enzimas envolvidas

nestes processos, represenfam consequéncias importantes da
modificagdo da estrutura do DNA devido a intercalagdo (Faddeeva &
Beliaeva, 1991).

Nossos resultados mostraram que as oxazinas derivadas dos v-
aminoalcoois, PBO ¢ PPO sio agentes genotoxicos potentes para
fibroblastos V79, indicando que a atividade antireplicativa destes
compostos esta provavelmente relacionada com a ciclizagdo das
moléculas, apontando assim para o importante papel destes derivados de
y-aminodlcoois como provaveis intercalantes de DNA e para as suas

possiveis propriedades antineoplasicas.
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