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(57) Resumo: PROCESSO DE SINTESE DE
NOVA CITOSPORONA E ANALOGOS E SUAS
APLICACOES COMO ADJUVANTES NA
TERAPIA CONTRA O CANCER,
POTENCIALIZANDO OS EFEITOS DA
CICLOFOSFAMIDA. Uma das principais
dificuldades no desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento do cancer é a
especificidade limitada dos compostos, que
atingem também as células nédo tumorais. Por
isso um grande namero de pesquisas busca em
fontes naturais e na sintese de compostos,
alternativas de produtos que possam
efetivamente atingir as células cancerosas, sem
causar efeitos indesejaveis as células sadias ou
gue sejam capazes de potencializar efeitos de
quimioterapicos e reduzir os efeitos colaterais
dessa terapéutica. Os resultados apresentados
permitem inferir que os compostos planejados e
sintetizados tém potencial terapéutico visto que,
segundo o delineamento desenvolvido, ndo
causa alteracdes genéticas e bioquimicas, e as
teciduais parecem ser transitérias. Além disso,
os lipideos potencializaram o efeito mutagénico
da ciclofosfamida o que pode ter determinado o
aumento da apoptose e, destaca-se ainda as
suas capacidades imunomodulatéria. Logo,
AMS049, AMS35AA e AMS35BB(...)
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PROCESSO DE SINTESE DE NOVA CITOSPORONA E ANALOGOS E SUAS
APLICACOES COMO ADJUVANTES NA TERAPIA CONTRA O CANCER,
POTENCIALIZANDO OS EFEITOS DA CICLOFOSFAMIDA

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invengdo diz respeito a um processo de preparagdo de um novo lipideo
fendlico da classe das citosporonas, bem como de analogos desta substincia. Os
compostos sintetizados foram avaliados quanto as suas aplicagdes como adjuvantes na
terapia contra o cancer por meio de investigagdo da potencializagdo dos efeitos

mutagénicos e apoptdtico da ciclofosfamida.

ANTECEDENTES DA INVENCAO/ ESTADO DA TECNICA

[002] Lipideos fendlicos, especialmente os resorcinélicos, sdo indicados para a
prevengdo e/ou tratamento de céncer. A propriedade anfifilica destes compostos,
atribuida a presenc¢a de cadeias laterais ndo-isoprendides ligadas ao anel hidréxibenzeno,
permite suas interagdes com a bicamada lipoprotéica (Kozubek 1985, Kozubek 1989,
Grigoriev, Schlegel et al. 1998), a formagdo de lipossomos (Przeworska, Gubernator et
al. 2001), protegdo contra estresse oxidativo (Stepanenko, Strakhovskaya et al. 2004) e
inibi¢do de crescimento bacteriano (Himejima and Kubo 1991, Muroi and Kubo 1996,
Jin and Zjawiony 2006) e célula tumoral (Itokawa, Totsuka et al. 1989, Ruffa, Ferraro et
al. 2002). Especialmente interessantes sdo os lipideos fenolicos da classe das
citosporonas, que apresentam atividade alelopética (Zamberlam, Meza et al. 2012) e
podem interagir com o receptor 6rfdo Nur77, disparando apoptose (Liu, Zeng et al.
2010). Os lipidios resorcin6licos, sejam de origem sintética ou natural, demonstram, em
diferentes ensaios e modelos experimentais, que em baixas concentragdes, ndo causam
danos ao DNA e podem possuir atividade anticarcinogénica (Arisawa, Ohmura et al.
1989, Itokawa, Totsuka et al. 1989, Suresh and Ray 1990, Kubo, Ochi et al. 1993,
Gasiorowski, Szyba et al. 1996, George and Kuttan 1997, Gasiorowski, Brokos et al.
2000, Filipa, Anke et al. 2002, Ruffa, Ferraro et al. 2002, Melo Cavalcante, Rubensam et
al. 2003, Rea, Schmidt et al. 2003, Barbini, Lopez et al. 2006, Parikka, Rowland et al.
2006, Buonanno, Quassinti et al. 2008, Melo-Cavalcante, Picada et al. 2008, Zhan, Du et
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al. 2008). Estas observagdes sdo suportadas pelo trabalho realizado recentemente por
pesquisadores de nosso grupo onde se reporta que o lipideo resorcinélico 3-heptil-3,4,6-
trimetoxi-3H-benzofuran-1-ona (AMS35AA) possui atividades anti-genotoxica e
imunoestimulatéria, potencia o efeito mutagénico da droga quimioterdpica
ciclofosfamida e aumenta a taxa de apoptose induzida por esta droga (Navarro, Beatriz
et al. 2014).

SUMARIO DA INVENCAO

[003] A presente invengdo relata a sintese de uma nova citosporona ndo-natural
(Citosporona AMS049) utilizando como etapa-chave a acilagdo de Friedel-Crafts, com
excelentes rendimento global (58%) e também o uso dessa citosporona e de seus
analogos (AMS35AA e AMS35BB) como adjuvantes no tratamento do céancer
juntamente com o quimioterapico ciclofosfamida. Avaliou-se as respectivas toxicidades
dos compostos, bem como os seus efeitos genotdxico, mutagénico, imunomodulador e
apoptotico, além de alteragdes bioquimicas e histopatolégicas em camundongos tratados
ou ndo com ciclofosfamida. Os resultados indicam que os compostos ndo sdo
genotoxicos, nem mutagénicos e ndo alteram os parametros bioquimicos. A histologia de
figado e rins demonstraram altera¢gdes que ndo comprometeram a funcionalidade dos
6rgdos e no bago, ha indicios de imunomodulag@o apesar da fagocitose esplénica e a
contagem diferencial de células do sangue ndo sofrer alteragdes. Os resultados também
indicam que tanto o AMS049 como AMS35AA e AMS35BB tém capacidade de
potencializar o efeito mutagénico do quimioterapico ciclofosfamida e de induzir
apoptose. Esses resultados indicam potencial para aplicagdo terapéutica e os apoiam

como importantes adjuvantes quimioterapicos no tratamento do céancer.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Procedimentos Quimicos

[004] A citosporona AMS049 foi preparada em 3 etapas sintéticas, compreendendo
acilag@o de Friedel-Crafts do dcido 3,5-dimetoxibenzdico com cloreto de octanoila, para
obter como produto a ftalida 3-heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona

[Esquema 1 (1)], com 93% de rendimento, a qual foi submetida a hidrogenagdo
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catalitica para produzir o composto 2 [Esquema 1 (2)], com 97% de rendimento. Apos
desprote¢do das hidroxilas com BBr; em diclorometano, a temperatura de refluxo por 6
horas, obtivemos a cistosporona AMS049 [Esquema 1 (3)], com 74% de rendimento
(rendimento global de 58%).

[005] O tratamento da ftalida [Esquema 1 (1)] com metanol e NaBH, forneceu os
isomeros AMS35AA [Esquema 1 (4)] e AMS35BB [Esquema 1 (5)], com 31 e 40% de
rendimentos, respectivamente.

[006] Os resultados das avaliagdes bioldgicas indicam que os lipideos 3 [Esquema 1
(3)]. 4 [Esquema 1 (4)] e 5 [Esquema 1 (5)] possuem capacidade de potencializar o

efeito mutagénico do quimioterapico ciclofosfamida e de induzir apoptose.

o)

| o)
-0 on © | o]
CIJlMg AICl, o
CH,Cl, \
i .
/ refluxo /0 1)
|
o) HO
BBra o

_NaBH, 5 H,, Pd-C (10%)

Metanol Etanol, 4 atm 0
TA. -

CH,Cly, OH
refiuxo 3

Esquema 1. Citosporona

Exemplo 1

[007] Sintese de 3-heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (1)

[008] A uma solugdo do acido 3,5-dimetéxibenzdico (55 mmol) em diclorometano (75
mL), resfriada a 0 °C, foi adicionado AICl; (110 mmol) e cloreto de octanoila (55
mmol). A mistura reagente submetida a agitagdo por 6 horas a temperatura ambiente.
Ap6s esse periodo, adicionou-se HCl 18%. A mistura resultante foi transferida para um
funil de separag¢do e extraido com diclorometano (4 X 20 mL). A fase orgéanica foi
lavada com solugdo aquosa de NaOH 5% (2 X 15 mL), 4dgua (2 X 15 mL), solugdo
saturada de NaCl (3 X 15 mL), secada sobre MgSQ,, filtrada e o solvente foi evaporado

sob pressdo reduzida. O material resultante foi submetido cromatografia em coluna de
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silica usando n-hexano:acetato (10:1) como eluente para fornecer o composto 1 como
um sélido branco. P. f. = 85 °C. Rendimento = 93%. RMN de 'H(CDCl;, 300 MHz). &
(ppm): 6.90 (d, J = 3 Hz, 1H); 6.67 (d, J = 3 Hz, 1H); 5,77 (t, ] = 9 Hz, 1H): 3,92 (s, 3H);
3,85 (s, 3H); 2,42 (q, J =9 Hz e 6 Hz, 2H); 1,28 a 1,54 (m, 8H) e 0,87 (t, ] = 6 Hz, 3H).
RMN de “C (CDCl;, 75 MHz). 8 (ppm): 14,07 (CH;); 22,59 (CH,); 26,20 (CH,); 29,04
(CH,); 29,48 (CH,); 31,85 (CHy); 55,77 (CH;); 55,95 (CH;); 98,18 (CH); 105,15 (CH);
112,55 (CH); 121,68 (C); 127,17 (C); 143,94 (C); 155,40 (C); 162,07 (C) e 171,53 (C).
ESI (+)-FT-ICR MS. C;;H,,0,. Fragmentos [M+H]" e [M+Na]" com m/z de 291,1592 ¢

313,1410, respectivamente.

Exemplo 2

[009] Sintese de 3-heptil-4,6-dimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (2)

[010] A ftalida 1 (0.4 g, 1.38 mmol) foi solubilizada em etano P.A. (60 mL) e
submetida a hidrogenagdo catalitica na presenga de 0.04 g de Pd-C (10% em massa) a
pressdo de 4 atm psi e agitagdo mecanica (hidrogenador da Parr, modelo 3816-EA), por
4 horas. A seguir, a solugdo foi filtrada sobre celite e o etanol foi concentrado sob
pressdo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia liquida em coluna
contendo silia gel, utilizando-se hexano:acetato de etila (10:1). Produto: cristal branco,
0.39 g (1.34 mmol, 97%). P.f. = 80-81 °C. RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz). § (ppm);
0,90 (t, J = 6,9 Hz, 3H); 1,28 (sl, 10H); 1,63-1,75 (m, 1H); 2,17-2,29 (m, 1H); 3,88 (s,
3H); 3,89 (s, 3H); 5,47 (dd, J,= 8.0 Hz e J,= 2,9 Hz, 1H); 6,69 (d, J= 1,9 Hz, 1H); 6.93
(d, J= 1,9 Hz, 1H). RMN de *C (CDCl;, 75 MHz). 8(ppm); 14,1 (CH;) 22,6 (CH,);
24,7 (CH,): 29.1 (CH,); 29,7(CH,): 31,7 (CH,); 32,9 (CH,); 55,6 (CH3); 55,9 (CHs);
80,8 (CH); 98,4 (CH); 104.,8 (CH); 128,6(C); 131,3 (C); 154,9 (C); 162,3 (C); 170,9 (C).
IV (pastilha de KBr). Numero de onda (cm™): 775, 860, 953, 1038, 1111, 1157, 1335,
1354, 1428, 1466, 1504, 1763, 2361, 2847, 2920, 3005. EM-IE fragmentos: 292 (M"),
281, 253, 207, 193 (pico base), 165, 150, 135, 107, 77, 55.

Exemplo 3
~ [011] Sintese da citosporona AMS049 (3,3- heptil- 4,6- di- hidroxi- 3H isobenzofuran-

1- ona) (3)
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[012] Em um baldo de duas bocas de 25 mL completamente fechado e acoplado a
sistema de refluxo foi solubilizada a substancia 2 (50 mg, 0,171 mmol) em CH,Cl,
(10 mL) anidro e mantida sob agitagdo magnética e fluxo de N,. Para essa solugdo, foi
adicionada em quatro turnos de meia hora 1,71 mL de uma solugdo a 0,5 M de BBr; em
CH,Cl, (equivalente 5:1, BBr;:2). Ap6s seis horas de refluxo, foi gotejada uma solugéo
diluida de HCI (5 mL). A mistura foi colocada em funil de separacdo, de onde se separou
a fase organica (CH,Cl,). O produto ainda foi extraido da fase aquosa com CH,Cl, (2 x
10 mL). As fases organicas foram reunidas e lavadas com solugdo diluida de Na,CO;
(I x 5 mL). A seguir, a fase organica resultante foi secada com MgSO,, filtrada e
concentrada. O produto orgédnico bruto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel (eluente 1:1, hexano:AcOEt, v/v), obtendo-se um sélido branco com 74% de
rendimento. RMN de 'H (acetona-d6, 300 MHz). & (ppm): 0,86 (t, J= 6,3 Hz, 3H); 1,27-
1,32 (m, 10H); 1,72 (m, 1H); 2,25 (m, 1H); 5,45 (dd, J1= 7,8 Hz, J2= 3,0 Hz, 1H); 6,67
(d, J= 1,8 Hz, 1H); 6,71 (d, J= 1,8 Hz, 1H); 8,94 (sl, 1H); 9,27 (sl, 1H). RMN de "*C
(acetona-d6, 75 MHz). d(ppm): 14,3 (CH;): 23,2 (CH,); 25.4 (CH,); 29,8 (CH,); 30,0
(CH,): 32,5 (CH,); 33,8 (CH;); 80,8 (CH): 102,4 (CH); 108,9 (CH); 128,7 (C); 129,8
(C); 153,8 (C); 160,6 (C); 170,7 (C).

Exemplo 4
[013] Sintese de AMS35AA (3,5-dimethoxy-2-octanoyl-benzoato de metila) (4) e

AMS35BB (3-heptil-4,6-diidréxi-3-metoxi-1,3-diidro-2-benzofuran-1-ona) (5)

[014] A enol-lactona (1) (0,125 g, 0,432 mmol) foi solubilizada em metanol (20 mL)
juntamente com NaBH, (0,017 g, 0,449 mmol) e 4gua destilada (0,2 mL). A mistura
reagente foi agitada por 72 horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, adicionou-
se 4cido acético glacial (0,2 mL). O metanol foi evaporado a pressdo reduzida. Em
seguida, foi adicionado agua destilada (10 mL) ao produto, o qual foi extraido com
acetato de etila (2 X 20 mL). A fase orgéanica foi secada com MgSO, e o solvente foi
evaporado. Dois produtos foram detectados por CCD (Seis elui¢des com o eluente:
hexano:AcOEt, 10:1). Os produtos foram separados por processos de cromatografia
liquida em coluna em suporte de silica gel tipo flash, empregando o eluente

hexano:acetato de etila (10:1).
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[015] Composto 4. Oleo amarelo (0,0527 g, 0,164 mmol), 40% de rendimento. RMN de
'H (CDCl;, 300 MHz). & (ppm)- 0,85 (£, J = 6,7 Hz, 3H); 1,29 (m, 8H); 1,72 ppm (m,
2H); 2,74 (¢, J= 7.5 Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 3,82 (s, 3H); 3,82 (s, 3H); 6,60 (d, J= 2,1 Hz,
1H); 7,00 (d, J = 2,1 Hz, 1H). RMN de "C (CDCl;, 75 MHz). & (ppm)- 14,1 (CH3); 22,6
(CH,); 23,5 (CH,); 29,1 (CH,); 29,2 (CH,); 31,8 (CH,); 44,3 (CH,); 52,5 (CH;); 55,7
(CH;): 56,0 (CH;): 103,0 (CH); 105,3 (CH); 127,1 (C); 129.4 (C); 157,1 (C); 160,6 (C);
166.4 (C); 205,8 (C). IV _(6leo de Nujol). Niimero de onda (cm™): 1065, 1149, 1215,
1246, 1331, 1454, 1601, 1724, 2854, 2924, 2951. EM-IE fragmentos: 322 (M"), 313,
291, 263, 238, 223 (pico base), 195, 165, 150, 135, 106, 77, 55.

[016] Composto 5. Oleo amarelo (0,0427 g, 0,133 mmol), 31% de rendimento. RMN de
'H (CDCl;, 300 MHz). & (ppm)- 0,81 (#, J = 6,7 Hz, 3H); 1,18 (m, 10H); 2,06 ppm (m,
1H); 2,25 (m, 1H): 3,04 (s, 3H): 3.85 (s, 3H); 3,86 (s, 3H); 6,66 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 6,88
(d, J = 1,8 Hz, 1H). RMN de "C (CDCl;, 75 MHz). & (ppm)- 14,0 (CH;); 22,6 (CH,) ;
23,1 (CH,) ; 29,0 (CH,); 29,3 (CH,); 31,6 (CH,); 36,8 (CH,); 51,2 (CHj3); 55,9 (CH3);
55,9 (CH;); 98,8 (CH); 104,9 (CH); 111,2 (C); 126,2 (C); 131,0 (C); 155,5 (C); 163,6
(C); 168.4 (C). IV (pastilha de KBr). Numero de onda (cm™): 787, 876, 937, 1034, 1053,
1149, 1234, 1327, 1427, 1458, 1501, 1624, 1771, 2851, 2928, 2955. EM-IE fragmentos:
322 (M), 291, 281, 253, 223 (pico base), 207, 195, 165, 150, 135, 106, 77, 55, 45.

TESTES BIOLOGICOS

Agentes Quimicos

[017] Como controle positivo, foi utilizada a Ciclofosfamida (Fosfaseron®,
Laboratérios ftaca, REG. M.S. No. 1.2603.0056.002-1; Batch 063020, Brasil) diluida em
solugdo fisiolégica e administrada uma Unica vez na dose de 100mg/Kg de peso
corpéreo (p.c), por via intraperitonial (i.p.).

[018] Os compostos foram diluidos em etanol 1% e posteriormente em solugdo
fisiolégica e administrado nas doses de 10mg/Kg (p.c., i.p.) como sugerido por Chen e

colaboradores (Chen, Liu et al. 2012) e outras duas doses (20 e 40mg/Kg p.c., i.p.).
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Animais e Delineamento Experimental
[019] Oitenta e cinco camundongos Mus musculus da linhagem Swiss, machos, com 8

semanas, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saide
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CCBS/UFMS) foram subdivididos em
2 lotes para a realizagdo dos ensaios biologicos. Os animais foram mantidos em caixas
de propileno recobertas por sepilho e alimentados com ragdo comercial (Nuvital®) e
agua filtrada ad libitum. A temperatura e luminosidade foram controladas utilizando-se
fotoperiodo de doze horas (12 horas de luminosidade: 12 horas de escuro), com
temperatura de 22+2°C e umidade de 55%=+10 em estante ventilada (AESLO®). O
experimento foi conduzido segundo as diretrizes da Declaragdo Universal dos Direitos
dos Animais e com aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UFMS
(Protocolo No. 399/2012).

[020] Os grupos experimentais foram:

[022] Grupo 1 - Controle Negativo: os animais receberam duas aplicagdes, uma de
solugdo fisioldgica (veiculo da ciclofosfamida, i.p.) e outra de solugdo fisiologica
acrescida de etanol 1% (veiculo composto 4, i.p.), ambas no volume de 0,1mL/10g p.c..
[023] Grupo 2 - Controle Positivo - Ciclofosfamida: os animais receberam duas
aplicagdes, uma de ciclofosfamida (100mg/Kg p.c., i.p.) e outra do veiculo do lipidio
resorcinoélico no volume de 0,1mL/10g p.c..

[024] Grupo 3, 4 e 5 - AMS35AA: os animais receberam duas aplicagdes, uma de
solugdo fisiologica (0,1mL/10g p.c., i.p.) e outra de 4 nas doses de 10, 20 e 40 mg/Kg,
p.c., i.p., respectivamente.

[025] Grupo 6, 7 e 8 - Associado: os animais receberam simultaneamente uma
aplicagdo do composto 4 nas doses de 10, 20 e 40 mg/Kg, p.c., i.p., respectivamente; e
uma aplicagdo de ciclofosfamida (100mg/Kg p.c., i.p.).

[026] Grupo 9 - Naive: os animais ndo foram tratados.

[027] Vinte e quatro (T1), 48 (T2) e 72 horas (T3) ap6s a administragdo dos compostos
foram coletadas amostras de 20uLl. de sangue periférico para a realiza¢do do ensaio do
microntcleo. Em T1 e T3 também coletou-se mais 20uL. de sangue periférico para o
ensaio do cometa e contagem diferencial de células do sangue, respectivamente. ApoOs

72h de experimentagdo os animais do primeiro lote foram submetidos a eutanésia por
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deslocamento cervical para a coleta de 6rgdos. J4 os animais do segundo lote foram
anestesiados e procedeu-se a coleta de sangue para os ensaios bioquimicos por meio de
exsanguinagdo total pelo plexo-orbital (Bolliger 2010) seguida de eutandsia por

deslocamento cervical para a coleta de 6rgdos.

Ensaio do Cometa

[028] O ensaio do cometa foi realizado segundo as descrigdes de Singh e colaboradores
(Singh, McCoy et al. 1988) com modificagdes de Oliveira e colaboradores (Oliveira,
Salles et al. 2009). Homogenizou-se 20uL. de sangue periférico e 120ul. de agarose de
LPM (0,5%). Em seguida essa solugdo foi depositada em laminas pré-cobertas com
agarose normal (5%). Recobriu-se o material biolégico com laminula de vidro.
Posteriormente as laminas foram resfriadas a 4°C por 20 minutos. Fez-se entdo a
remoc¢do das laminulas, e a imersdo das mesmas em solu¢do de lise recentemente
preparada (89,0ml de estoque de lise — 2,5M NaCl, 100,0mM EDTA, 10,0mM Tris, pH
10,0 corrigido com NaOH s6lido; 1,0mL de Triton X-100 e 10,0mL de DMSO). A lise
ocorreu por 1 hora, a temperatura de 4°C, protegida da luz. Em seguida as laminas
foram levadas a cuba de eletroforese com tampdo de pH >13.0 (300,0mM NaOH e
1,0mM EDTA, preparado a partir de uma solugdo estoque de NaOH 10,0N e EDTA
200,0mM pH10,0) por um periodo de 20 minutos a 4°C para desnaturagdo do DNA.
Ap6s foi procedida a eletroforese a 25,0V e 300,0mA (1,25V/cm) por 20 minutos. Em
seguida as laminas foram neutralizadas com tampéo pH 7.5 (0,4M Tris-HCIl), durante 3
ciclos de cinco minutos cada, secas ao ar livre e fixadas em élcool etilico absoluto por 10
minutos. O material foi corado a posteriori (100,0ul. de brometo de etidio - 20x10°
*mg/mL) e analisado em microscépio de epifluorescéncia (Bioval®) em aumento de 40x,
com filtro de excitagdo 420-490nm e filtro de barreira 520nm como descrito por
Kobayashi e colaboradores (Kobayashi 1995). O escore total foi calculado pela
somatoria dos valores resultantes da multiplicagdo do total de células observadas em

cada classe de lesdo as quais pertenciam pelo valor da classe.
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Ensaio do Microniicleo em Sangue Periférico

[029] O ensaio do microntucleo em sangue periférico foi realizado segundo Hayashi e
colaboradores (Hayashi, Morita et al. 1990) com modificagdes de Oliveira e
colaboradores (Oliveira, Salles et al. 2009). Uma aliquota de 20uLL de sangue periférico
foi colocada sobre uma lamina previamente recoberta por 20uL de Alaranjado de
Acridina (1,0mg/mL). Em seguida depositou-se uma laminula sobre o material
biolégico. A lamina permaneceu em freezer (-20° C) por um periodo minimo de sete
dias. Analisou-se 2.000 células por animal em microscopio de epifluorescéncia
(Bioval®, Modelo L. 2000A), na objetiva de 400x, com filtro de excita¢do 420-490nm e

filtro de barreira 520nm.

Ensaio de apoptose
[030] Cem microlitros de uma solugdo de macerado de figado ou rim foi utilizado para

a confecgdo de um esfregago. Apds este processo, fixou-se a lamina em Carnoy por 5
minutos € em seguida a mesma foi submetida a uma bateria de concentragdes
decrescentes de etanol (95% a 25%), seguida de lavagem com Tampédo Mcllvaine por 5
minutos, coloragdo com acridina orange (0,01%, 5 minutos) e nova lavagem com o
tampdo. A identificagdo das células em apoptose se deu por meio da andlise de padrdes
de fragmentagdo do DNA segundo Rovozzo (Rovozzo and Burke 1973) e Mauro e

colaboradores (Mauro, Sartori et al. 2011).

Ensaio de Fagocitose Esplénica

[031] O bago foi macerado em solugdo fisiolégica. Cem microlitros da suspensdo
celular foram colocadas em uma lamina previamente corada com 20uL. de Alaranjado de
Acridina (1,0mg/mL) e recoberta por uma laminula. As ldminas foram estocadas em um
freezer até o momento da analise. A andlise foi feita em microscépio de fluorescéncia
(Bioval®, Modelo L 2000A) em um aumento de 400 vezes com filtro de 420-490nm e
filtro de barreira de 520nm. Foram analisadas 200 células por animal. A auséncia ou
presenga de fagocitose foi baseada na descricdo de Hayashi e colaboradores (Hayashi,
Morita et al. 1990).
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Contagem diferencial de Células do Sangue

[032] Vinte microlitros sangue periférico foram utilizados para fazer um esfregago em
lamina histologica. Essas foram secas ao ar livre e coradas com Giemsa (10%) por 10
minutos. A leitura das laminas foi feita por microscopia de campo claro em aumento de
1.000 vezes. Foram analisadas um total de 100 células/animal e diferenciadas em

linfécitos, neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e basofilos.

Ensaios Bioquimicos
[033] ApOs a coleta e sedimentagdo do sangue em geladeira (4° C) o soro foi separado e

congelado em freezer (-20°C) até a andlise. Para leitura dos parametros bioquimicos
(Aspartato Aminotransferase - AST, Alanina Aminotransferase- ALT, uréia, creatinina,
e os fons Na', K*, Ca** e Mg*") utilizou-se o aparelho automatizado Cobas 600 segundo

as especificagdes do fabricante.

Analise Histopatolégica

[034] O figado, o bago e os rins foram devidamente seccionados e fixados em solugdo
de formalina neutra tamponada 10% e rotineiramente preparados para andlise
histolégica. Em resumo, uma vez fixados, os fragmentos de tecidos foram desidratados,
limpos e incluidos em parafina. As amostras foram cortadas com 6um de espessura e

coradas com hematoxilina-eosina para analise histopatolégica.

Porcentagem de Incrementos de Danos no DNA

[035] Foi proposto por Manoharan e Beneriee (Manoharan and Banerjee 1985) e
Waters e colaboradores (Waters, Brady et al. 1990) o célculo da porcentagem de redugdo
de danos para se avaliar a capacidade quimiopreventiva de uma substdncia quando essa ¢é
associada a uma substincia sabidamente mutagénica. Na presente pesquisa 0 composto
em teste apresentou atividade antigenotéxica, mas ndo antimutagénica. Nesse ultimo
caso registrou-se aumentou a frequéncia de danos no DNA. Assim, para a presente
pesquisa, tanto a porcentagem de reducdo de danos quanto a de incremento foram

calculadas pela mesma férmula (Esquema 2).
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DR% = [ Meio de controle positivo — Meio de grupo associado | x 100
Meio de controle positivo — Meio de controle negativo

Esquema 2. Férmula

Analise estatistica

[036] Os valores foram expressos em média = SEM e os dados foram analisados por
ANOVA com o teste de Tukey a posteriori usando o software GraphPad Prism (version
3.02; Graph-Pad Software Inc., San Diego, CA, USA) . O nivel de significdncia adotado
foi de p<0,05.

[037] Os lipidios resorcinélicos testados demonstram, em diferentes ensaios e modelos
experimentais, que em baixas concentra¢des, ndo causam danos ao DNA e podem

possuir atividade anticarcinogénica.
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REINVIDICACOES

1. PROCESSO DE SINTESE DE NOVA CITOSPORONA E ANALOGOS E SUAS
APLICACOES COMO ADJUVANTES NA TERAPIA CONTRA O CANCER,
POTENCIALIZANDO OS EFEITOS DA CICLOFOSFAMIDA caracterizado por possuir
o planejamento, o desenho estrutural e sintese de uma citosporona sintética e de seus
derivados;

2. PROCESSO DE SINTESE DE NOVA CITOSPORONA, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado por apresentar potencial aplicagdo da nova citosporona e de
seus derivados na terapia contra o cancer, como potencializadores dos efeitos mutagénico

e apoptotico da ciclofosfamida.
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RESUMO
PROCESSO DE SINTESE DE NOVA CITOSPORONA E ANALOGOS E SUAS
APLICACOES COMO ADJUVANTES NA TERAPIA CONTRA O CANCER,
POTENCIALIZANDO OS EFEITOS DA CICLOFOSFAMIDA. Uma das
principais dificuldades no desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento
do cancer ¢é a especificidade limitada dos compostos, que atingem também as células
ndo tumorais. Por isso um grande numero de pesquisas busca em fontes naturais e na
sintese de compostos, alternativas de produtos que possam efetivamente atingir as
células cancerosas, sem causar efeitos indesejaveis as células sadias ou que sejam
capazes de potencializar efeitos de quimioterapicos e reduzir os efeitos colaterais
dessa terapéutica. Os resultados apresentados permitem inferir que os compostos
planejados e sintetizados tém potencial terapéutico visto que, segundo o delineamento
desenvolvido, ndo causa alteragdes genéticas e bioquimicas, e as teciduais parecem ser
transitorias. Além disso, os lipideos potencializaram o efeito mutagénico da
ciclofosfamida o que pode ter determinado o aumento da apoptose e, destaca-se ainda
as suas capacidades imunomodulatéria. Logo, AMS049, AMS35AA ¢ AMS35BB

podem ser indicados como importantes candidatos a adjuvantes quimioterapicos.



