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RESUMO

Os produtos naturais sédo fontes importantes de compostos com grande diversidade
estrutural, capacidade de acéo bioldgica e farmacoldgica, além de apresentarem modelos
que podem ser utilizados na sintese e semissintese de novos farmacos, formulados a
partir das necessidades que surgem na industria médica e farmacéutica ao passar dos
anos. Um exemplo desses compostos sdo os cardenolideos, os quais sao
tradicionalmente utilizados no tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva e arritmias
atriais, devido sua acéo inibitéria sob a Na*/K*-ATPase, aumentando a forca de contracéo
do musculo cardiaco. Entretanto, nos ultimos anos, diversos estudos vém demonstrando
a potencial atividade citotoxica, antitumoral e antiviral de algumas moléculas desta
classe. O Herpes Simplex Virus tipos 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) sdo responsaveis por um
namero expressivo das infec¢gdes humanas virais. Outro problema de saude mundial € o
cancer, o qual apresenta uma elevada taxa de mortalidade, o que faz com que seja
necessaria a busca por novas alternativas ou refor¢cos ao tratamento de combate a esta
doenca, pois 0s ja existentes carecem de especificidade, além de causar sérios efeitos
adversos. Neste sentido, com o intuito de contribuir com dados a respeito dessas
atividades, foram testados oito novos analogos semissintéticos de cardenolideos,
utilizando ensaios como a sulforrodamina B, para avaliar sua citotoxicidade (CCso) frente
células de linhagens tumorais humanas de pulméo e préstata e, triagem anti-herpética
frente ao HSV-1, cepa KOS, por meio do ensaio de reducéo de formacédo de placas de
lise (Clso). A partir dos resultados obtidos, seréo calculados os indices de seletividade
(IS=CCs0/Cls0), para entdo selecionar os compostos mais promissores. Dois compostos
se destacaram, APSO-26 e APSO-28, pois foram o0s que apresentaram 0S menores
valores de CCso. O composto APSO-26 apresentou um valor de CCsode 1,078, 1,185 e
2,229 uM para as linhagens A549, H460 e PC3, respectivamente. JA o composto APSO-
28 apresentou valores de CCso de 1,851, 1,585 e 2,555 uM para as células A549, H460
e PC3, respectivamente. Ja em relacao as células VERO, os compostos mais citotéxicos
foram APSO-26 e APSO0-28, com valores de CCso de 16,38 pM e 21,90 uM,
respectivamente, demonstrando ainda seletividade destes compostos pelas células
tumorais. Além disso, estes mesmos compostos, APSO-26 e APSO-28, demonstraram
atividade anti-herpética uma vez que, apresentaram as maiores porcentagens de inibicéo
da replicacdo viral dentre os compostos testados, sendo 93,5% e 56,4%,
respectivamente, em uma concentracdo de 2 uM, além de apresentarem reducdo no
tamanho dos focos virais. Portanto, dentro dessa série inédita de cardenolideos
semissintéticos, dois compostos merecem destaque, podendo ser considerados
moléculas bioativas com potencial para seguir as préximas etapas no processo de P&D
de um novo farmaco, a fim de continuar contribuindo para o aumento do conhecimento
nesta area e, surgindo como novas alternativas terapéuticas.

Palavras-chave: Glicosideos cardioativos; antitumoral; anti-herpes; produtos naturais.



ABSTRACT

Natural products are important sources of compounds with great structural diversity,
capacity for biological and pharmacological action, in addition to presenting models that
can be used in the synthesis and semi-synthesis of new drugs, formulated based on the
needs that arise in the medical and pharmaceutical industry when passing through of
years. An example of these compounds are cardenolides, which are traditionally used in
the treatment of congestive heart failure and atrial arrhythmias, due to their inhibitory
action on Na+/K+-ATPase, increasing the force of contraction of the heart muscle.
However, in recent years, several studies have demonstrated the potential cytotoxic,
antitumor and antiviral activity of some molecules of this class. Herpes Simplex Virus
types 1 and 2 (HSV-1 and HSV-2) are responsible for a significant number of human viral
infections. Another global health problem is cancer, which has a high mortality rate, which
makes it necessary to search for new alternatives or reinforcements to the treatment to
combat this disease, as the existing ones lack specificity, in addition to cause serious
adverse effects. In this sense, in order to provide data on these activities, eight new semi-
synthetic cardenolide analogues were tested, using assays such as sulforhodamine B, to
assess their cytotoxicity (CCso) against human lung and prostate tumor cells and, anti-
herpetic screening against HSV-1, KOS strain, using the lysis plaque reduction assay
(ICs0). From the results obtained, the selectivity indices (IS=CCso/Clso) will be calculated,
in order to select the most promising compounds. Two compounds stood out, APSO-26
and APSO-28, as they presented the lowest CCso values. The APSO-26 compound
presented a CC50 value of 1.078, 1.185 and 2.229 uM for the A549, H460 and PC3
strains, respectively. The APSO-28 compound presented CCsovalues of 1.851, 1.585 and
2.555 uM for cells A549, H460 and PC3, respectively. In relation to VERO cells, the most
cytotoxic compounds were APSO-26 and APSO-28, with CCsp values of 16.38 uM and
21.90 uM, respectively, demonstrating the selectivity of these compounds by tumor cells.
Furthermore, these same compounds, APSO-26 and APSO-28, demonstrated anti-
herpetic activity since they showed the highest percentages of inhibition of viral replication
among the tested compounds, being 93.5% and 56.4%, respectively, at a concentration
of 2 yM, in addition, showing a reduction in the size of viral foci. Therefore, within this
unprecedented series of semi-synthetic cardenolides, two compounds deserve to be
highlighted, which can be considered bioactive molecules with the potential to follow the
next steps in the Research & Development process of a new drug, in order to continue
contributing to the increase of knowledge in this area and, emerging as new therapeutic
alternatives.

Keywords: Cardiac glycosides; antitumor; anti-herpes; natural products.
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1 INTRODUCAO

Os cardenolideos ou heterosideos cardioativos sdo compostos naturais
encontrados em familias vegetais como Scrophulariaceae (Digitalis), Asclepiadaceae
(Asclepias), Apocynaceae e Plantaginaceae. Também podem ser encontrados em
algumas espécies do reino animal, como anfibios (RATES et al., 2017). Sua estrutura
quimica consiste em moléculas de aclcar ligadas a uma aglicona esteroidal, e essa
ligacdo deve ocorrer através da hidroxila, na posicédo C-3[3. Apresentam também um anel
lactdnico, na posicédo C-1783, onde o nimero de carbonos desse anel ira definir se trata
de um cardenolideo, que possuem um anel com quatro carbonos, ou um bufadienolideo,
que apresenta um anel com cinco carbonos. Os cardenolideos sao os mais abundantes
na natureza (RATES, et al., 2017; EL-SEEDI et al., 2019).

Figura 1. Estrutura quimica de um cardenolideo

Anel lactbnico

-dal
40 es\em\d
nuc

Ly porgéo glicosidica (oses)

Fonte: adaptado de (RATES, et al., 2017; EL-SEEDI et al., 2019).



14

Figura 2. Bufalina (aglicona de um bufadienolideo).

HO

Fonte: adaptado de (RATES, et al., 2017; EL-SEEDI et al., 2019).

Os cardenolideos possuem acéo inotrépica positiva sobre o musculo cardiaco,
aumentando a sua forca de contracdo devido a inibicdo que estes compostos causam, a
partir de sua ligacdo a enzima Na*/K*-ATP-ase, aumentando a concentracao intracelular
de célcio e, portanto, aumentando a intensidade da interagdo entre actina e miosina.
Sendo assim, devido a essa especifica acao cardiotbnica, os cardenolideos sao de
grande importancia para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva, sendo a
digoxina o cardenolideo terapeuticamente empregado (PATEL, 2016).

Entretanto, diversos estudos vem demonstrando a possivel utilizacdo de
cardenolideos em outras doencas, abrindo a possibilidade de novas alternativas
terapéuticas (PRASSAS; DIAMANDIS, 2008), como, por exemplo, na terapia anticancer,
devido a atividade citotoxica desses compostos (NGUYEN et al., 2020; PECIO et al.,
2019; REDDY et al., 2020; REN et al., 2020). O reposicionamento de farmacos € uma
estratégia que consiste em atribuir novas indicacdes terapéuticas a farmacos ja
consolidados no mercado (SONAYE; SHEIKH; DOIFODE, 2021). Cerca de 30% dos
medicamentos e vacinas aprovados nos ultimos anos pela FDA (Food and Drug
Administration) sdo devido a essa abordagem, os quais incluem tratamentos para
doencas de pele, inflamatdrias, infecciosas, neurodegenerativas e cancer (PILLAIYAR et
al., 2020). A quimioterapia utilizada como tratamento para o cancer apresenta efeitos
adversos notorios e significativos, os quais reduzem a qualidade de vida dos pacientes

BN

submetidos a terapia, portanto, o reposicionamento de alguns farmacos, que se
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encontram originalmente para tratamento de outras doencas, pode ser utilizado como
uma alternativa com menos efeitos adversos (TURANLI et al., 2021).

Sabe-se que os compostos de origem natural sao frequentemente utilizados como
modelo para sintese e/ou semissintese de novos farmacos, os quais podem ser
modelados de acordo com a especificidade, seguranca e poténcia que cada doenca
exige. Atrelado a isso, o reposicionamento de farmacos ganha cada vez mais relevancia
no cenario farmacéutico mundial, sendo que os cardenolideos se apresentam como
importante material de estudo merecendo atencdo em relagdo as suas atividades
farmacoldgicas e novos potenciais terapéuticos (CAO et al., 2015; KIRTONIA et al.,
2021). Além disso, os produtos naturais apresentam um numero expressivo de
substancias, com imensa diversidade e complexidade estrutural, os quais séo de grande
relevancia a pesquisa e ao desenvolvimento (P&D) de novos farmacos, devido sua
potencial atividade biolégica (AZAB; NASSAR; AZAB, 2016; BERTELLI et al., 2020a;
CRAGG et al., 1999; NEWMAN; CRAGG, 2016, 2020).

A estratégia de reposicionamento apresenta alguns desafios, como a dificuldade
na regulamentagéo para utilizagdo destes medicamentos. Em contrapartida, apresenta
inUumeras vantagens (PUSHPAKOM et al., 2018), tais como: menor risco de falha, ja que
o farmaco ja passou por ensaios de seguranca e eficacia; menor prazo de
desenvolvimento, j& que diversos ensaios pré-clinicos necessarios ja foram realizados
e,reducdo do custo de desenvolvimento de um novo medicamento. Portanto, o
reposicionamento de farmacos pode ser uma estratégia para tornar mais rapido, barato
e seguro o desenvolvimento de farmacos, além de possibilitar a descoberta de novos
alvos e mecanismos, podendo ser explorados posteriormente (JOURDAN et al., 2020;
XUE et al., 2018).

Os cardenolideos sdo compostos naturais tradicionalmente utilizados no
tratamento de cardiopatias, como a insuficiéncia cardiaca congestiva e arritmias, devido
a sua acao inotropica positiva, a partir da inibicdo da Na*/K*-ATP-ase, demonstrada por
moléculas como a digoxina e a digitoxina (FUERSTENWERTH, 2014). Aléem desta
atividade, acredita-se que este grupo de metabdlitos apresente também potenciais para
o tratamento de outras doencas, abrindo oportunidades para a pesquisa a respeito da

descoberta de novas possibilidades terapéuticas, como por exemplo, o desenvolvimento
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de novos antineoplasicos, ja que diversos estudos apontam a atividade citotoxica e
antiproliferativa dos cardenolideos e seus derivados (CHANG et al., 2013; DIEDERICH,;
MULLER; CERELLA, 2017; FELIPPE GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017),
incluindo estudos realizados por nosso grupo de pesquisa (BOFF et al., 2020c;
SCHNEIDER et al., 2021; SILVA et al., 2018).

Alguns estudos citam a potencial atividade citotdxica exercida pelos cardenolideos
sob a inibicdo da ativacdo de HIF-1a (fator 1-alfa induzivel por hipéxia) e NF-kB (fator
nuclear kappa B), mostrando alternativas para o desenvolvimento de novas terapias
antineoplasicas (ELBAZ et al., 2012; GAYED et al., 2012; MENGER et al., 2013). A acéo
dos cardenolideos possui efeito sob a atividade enzimatica da Na*/K*-ATP-ase, 0 que
pode estar relacionado também a inducdo de processos autofagicos e/ou apoptoéticos
(FARAH et al., 2016; GENG et al., 2020; WANG et al., 2012).

O cancer é um problema global, que cada vez mais instiga a pesquisa e busca por
novos tratamentos, na tentativa de deter este mal que atinge um namero expressivo de
pessoas todos os anos. Segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), no ano de
2019, o cancer de pulméo, juntamente com o de traqueia e bronquios, foi a sexta maior
causa de mortalidade mundial, ficando atras apenas de doencas cardiovasculares,
respiratorias e condicdes neonatais. Além disso, estima-se que, no ano de 2018,
aproximadamente 9,6 milhdes de pessoas tiveram como causa de morte o cancer, sendo
o cancer de pulmdo a causa mais comum (1,76 milhdes de mortes), e também,
juntamente com o cancer de mama, o responsavel pelo maior nimero de casos (cerca
de 2,09 milhdes). O cancer de prostata aparece em quarto lugar nessa lista, causando
cerca de 1,28 milhdes de casos (DE MARTEL et al., 2020; WHO, 2021; FERLAY et al.,
2020). J4 em 2020 este numero foi superado, sendo o cancer de pulmao responsavel
pela morte de quase 1,8 milhdes de pessoas, 18% do total de mortes por cancer no
mundo.

No Brasil, segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer), o numero de 06bitos
masculinos por cancer, cuja localizacao primaria era traqueia, bronquios e pulmdes, no
ano de 2019, chegou a 16.733 registros, totalizando cerca de 13% dos numeros de 0Obitos
por cancer no pais, seguido por cancer cuja localizagédo primaria era a préstata, o qual foi

responsavel por 15.983 6bitos masculinos. Ja o cancer de maior mortalidade entre as
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mulheres foi o cancer de mama, responsavel por mais de 18.000 6bitos em 2019, seguido
também pelo cancer de traqueia, brénquios e pulméao, o qual apresentou 12.621 Obitos
no mesmo ano (BRASIL/INCA, 2021).

Também, segundo o INCA, no Brasil, no ano de 2020, ocorreriam mais de 620.00
novos casos de cancer, incluindo homens e mulheres. Cerca de 387.980 dessas novas
neoplasias malignas atingiriam homens, e destas, cerca de 65.840 (aproximadamente
29,2%) teriam como érgao primario a prostata. O pulmao, como érgao de localizagédo
primaria da neoplasia, é o terceiro mais comum em homens, e o quarto em mulheres.
Entretanto, apesar de ndo apresentar a maior incidéncia, € uma neoplasia com elevadas
taxas de Obito, sendo assim uma grande preocupacdo para Orgados publicos e
profissionais da area, ja que se trata de um problema de saude publica e requer atencéo
tanto na prevencgao quanto no tratamento (BRASIL/INCA 2019).

Por outro lado, estimativas apontam que, no ano de 2040, sdo esperados 28,4
milhdes de novos casos de cancer, isso representa um aumento de aproximadamente
47% em relagdo ao numero de casos estimados no ano de 2020. Esse aumento sera
ainda mais expressivo em paises com IDH considerado baixo ou médio, com estimativas
de um crescimento de incidéncia em até 96% em relacdo a 2020. Essa projecéo reflete
e esta associada com mudancas demograficas, associadas ainda a um aumento dos
fatores de risco, que estéo ligados ao processo de globalizacdo (SUNG et al., 2021).Além
do potencial antitumoral, outra alternativa € a utilizacdo destes compostos no tratamento
de doencas virais, a qual também ja é bastante descrita na literatura (BERTOL et al.,
2011; RIJSBERGEN et al., 2019; SU et al.,, 2008; YANG et al., 2018), devido a sua
potencial acdo contra a replicacéo viral. Ha relatos na literatura jA demonstraram a acéo
antiviral dos cardenolideos contra o Chikungunya virus (ASHBROOK et al., 2016),
adenovirus (GROSSO et al., 2017), citomegalovirus (CAl et al., 2014), HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) (WONG et al., 2013), HPV (papilomavirus humano) (KOLK et
al., 2017), Influenza A (BOFF et al., 2020a) e HSV (Herpes Simplex Virus) (BOFF et al.,
2020b), esses dois ultimos realizados por nosso proprio grupo de pesquisa. Ainda sobre
a potencial acdo antiviral dos cardenolideos, ha estudos recentes demonstrando sua

acdo in vitro contra o coronavirus humano OC43 (HCoV-OC43), coronavirus da
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gastroenterite transmissivel (TGEV) e ao SARS-CoV-2 (PLANTE et al., 2021; YANG et
al., 2020).

Perante a recente pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2, responséavel pela
COVID-19, a busca e necessidade urgente por medicamentos para enfrentar a doenca,
apontou a potencial atividade de diversas substancias ja conhecidas, como o0s
cardenolideos, podendo ser alternativas para o tratamento e profilaxia da COVID-19
(PLANTE et al., 2020; SKUBNIK et al., 2021). A partir da hipdtese de que os glicosideos
cardiotonicos poderiam bloquear a ligacdo da proteina Spike do SARS-CoV, responsavel
por iniciar o processo de infeccdo, a enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2),
receptor celular do hospedeiro, bloqueando a penetracdo viral nas células-alvo, foi
desenvolvido um ensaio bioquimico de ligacdo ECA2:Spike e foram testados
cardenolideos como inibidores desta ligacdo (CAOHUY et al., 2021). Foi relatado que a
oubaina, digitoxina, digoxina, digitoxigenina e digoxigenina séo inibidores competitivos
de alta afinidade da ligacdo ECA2 ao dominio de ligacao do receptor da proteina Spike,
portanto, podem bloquear a penetracao viral na célula alvo.

Segundo um estudo, onde foi apontado o provavel mecanismo de agdo anti-
Covid-19 dos glicosideos cardiacos, chegou-se a conclusao de que, a atividade antiviral
destes compostos parece estar relacionada com a inibicdo do fator nuclear kappa B (NF-
KB) através da sinalizacao tirosina quinase (Src) ligada a Na+ /K+ -ATPase. Além disso,
diferentes efeitos podem ser induzidos, dependendo da concentracdo, podendo causar a
inibicdo da replicacdo viral, ou apenas, modulando a resposta inflamatéria exacerbada
de pacientes com COVID-19, apresentando entdo efeitos anti-inflamatoérios (SOUZA E
SOUZA et al., 2021).

Os virus herpéticos fazem parte da familia Herpesviridae, a qual inclui mais de 200
espécies, sendo que, dessas, nove sdo infecciosas para 0 homem (FORSGREN;
KLAPPER, 2009). As doencas humanas de origem viral também constituem um grave
problema a saude publica. O Herpes Simplex Virus (HSV-1 e HSV-2), por exemplo, é
responsavel por diversas lesdes orais e genitais, e ainda ha estimativas que apontam que
cerca de 60-95% da populacao adulta mundial seja portadora de HSV-1, HSV-2 ou ambos
(KUKHANOVA; KOROVINA; KOCHETKOV, 2014). Esse virus apresenta um impacto que

ultrapassa barreiras geograficas e sociais, atingindo amplamente todas as esferas,



19

entretanto, acredita-se que paises subdesenvolvidos apresentam maiores taxas de
transmissao de HSV. O grande problema do HSV é a sua ligacdo com infec¢cbes agudas
recorrentes e com o aumento da transmissao de HIV, j& que a ruptura da mucosa
causada por Ulceras genitais, as quais podem surgir em individuos infectados por HSV-
2, favorece a infeccdo das células pelo HIV, o que aumenta significativamente a
prevaléncia dessa coinfeccdo (GUPTA; WARREN; WALD, 2007).

A transmissdo dos virus herpéticos ocorre através do contato direto entre um
hospedeiro ativo e uma pessoa suscetivel ao virus, podendo ocorrer pela mucosa ou por
lesBes na pele, ou ainda, por via sexual. Na maioria das vezes, trata-se de uma infeccao
primaria assintoméatica, porém, podem ocorrer casos que apresentem sintomas locais ou
até sistémicos. Anteriormente, dividia-se a forma de transmissdo, sendo HSV-1
predominantemente por via oral e HSV-2 por via sexual. Porém, estudos recentes vém
demonstrando que suas formas de transmissdo e manifestacdo se tornaram
intercambiaveis, portanto, ndo se pode fazer uma distincdo anatdémica téo rigida quanto
a predominancia dos dois tipos de virus herpéticos. Sendo assim, o HSV-1 apresenta, de
forma majoritaria, lesées mucocutaneas orofaciais, por outro lado, a manifestacdo de
lesBes na regido genital é associada normalmente ao HSV-2, sendo este transmitido,
geralmente, por meio de relacdo sexual, ou ainda, de forma vertical (congénita)
(BRADSHAW; VENKATESAN, 2016; DAMOUR et al., 2019).

De acordo com a OMS, estima-se que cerca de 3,7 bilhdes de pessoas com
menos de 50 anos estejam infectadas pelo HSV-1, isso compreende cerca de 67% da
populacdo mundial nesta faixa etaria. J4 os portadores de HSV-2 sdo cerca de 491
milhdes, ou 13% da populacdo mundial, entre 15 e 49 anos (WHO, 2020).

O aciclovir (ACV), que é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da
infec¢do causada por HSV-1 e HSV-2, e também para casos de co-infec¢ao destes virus,
€ monofosforilado pela enzima timidina quinase (TQ), a qual € expressa pelo préprio HSV.
Apés essa monofosforilagdo, o ACV é convertido entdo a sua forma ativa, o ACV
trifosforilado, o qual, por meio da inibicdo competitiva pela DNA polimerase viral, inibe a
sintese viral e, consequentemente, a replicacéo herpética (STRASFELD; CHOU, 2010).
A grande sensibilidade apresentada pela DNA polimerase viral ao ACV trifosfato, e a

ativacao, preferencialmente, da TQ viral, séo responséaveis pela elevada seletividade do
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ACV, e a resisténcia a esse farmaco surge, predominantemente, a partir de alteracdes
nas TQs virais e, minoritariamente, como resultado de mutacdes da DNA polimerase viral
(WANG et al., 2021).

Atualmente, h& infec¢gbes virais que ndo possuem tratamentos farmacoldgicos
especificos como é o caso das infec¢bes causadas pelo Zika e Chikungunya virus por
exemplo, ou ainda, ha doencas humanas virais que, devido as elevadas taxas de
mutacdes virais, tornam-se resistentes aos tratamentos disponiveis (BALTINA et al.,
2021), como é o caso do HSV, que pode adquirir genes de resisténcia ao tratamento de
primeira escolha dessa infec¢éo (aciclovir) (BURREL et al., 2013; GUEUDRY et al., 2013;
VAN VELZEN et al., 2013). Sendo assim, refor¢a-se a necessidade pela busca de novas
terapias a essas infeccdes, sejam elas individuais ou em combinacdo as ja existentes,
com o objetivo de otimizar a eficacia do tratamento e também de evitar o surgimento de

novas cepas virais resistentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acao citotoxica e anti-herpética de uma nova série de cardenolideos

semissintéticos derivados triazdlicos O-glicosidicos da digitoxigenina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

l. Realizar a triagem citotoxica dos compostos em linhagens de células tumorais

humanas, como células tumorais de préstata (PC3) e células tumorais de pulméao
(A549 e H460);

Il. Avaliar a citotoxicidade dos compostos em linhagem de células Vero (estabelecida
a partir de células renais de macaco verde africano);

Il. Avaliar atividade antiviral in vitro dos compostos frente ao Herpes Simplex Virus
(HSV-1), cepa KOS (sensivel ao aciclovir);

V. Selecionar os compostos mais promissores, calculando seus valores de indices
de seletividade, para avaliar, em outros projetos e estudos, seu mecanismo de

acao.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS DE ESTUDO

Foram testados oito cardenolideos de origem semissintética, os quais foram
sintetizados e fornecidos gentilmente pelos Profs. Drs. Rodrigo Maia de Padua e Ricardo
José Alves (ambos do Departamento de Produtos Farmacéuticos da Faculdade de
Farmécia da UFMG).

O preparo da solucdo estoque de cada composto sera realizada em
dimetilsulféoxido (DMSO, Sigma®), utilizando concentragfes maximas de 1% deste

solvente nos testes celulares, na concentracao final de 10 mM.

Tabela 1. Estruturas quimicas dos derivados triazolicos O-glicosidicos da

digitoxigenina.

o Peso molecular .
Caodigo Estrutura Quimica
(g/mol)

APSO-21 872,96

APSO-22 727,84




APSO-23 727,84
APSO-24 727,84 | . /
APSO-25 746,85 /
APSO-26 601,73

APSO-27 601,73

23



24

APSO-28 601,73

3.2 CULTURAS CELULARES

3.2.1 Células

Foram utilizadas linhagens celulares humanas de cancer de prostata insensiveis
a terapia antiandrogénica, PC-3, adquiridas do DSMZ® (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures), e linhagens celulares humanas de cancer de pulmao,
A549 e H460, adquiridas do ATCC+(American Type Culture Collection), para realizar os
ensaios de citotoxicidade.

Para os ensaios antivirais, foram utilizadas células VERO (ATCC®), as quais
também passaram pela etapa de triagem da citotoxicidade dos compostos. Essas células
consistem em uma cultura de fibroblastos de rim de macaco verde da Africa
(Cercopithecuns aethiops), e é escolhida devido a sua alta permissividade a replicacéo

in vitro do HSV-1, sendo possivel a visualizacédo e analise do seu efeito citopatico.

3.2.2 Meios de cultura

A linhagem celular PC-3 foi cultivada em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) sem vermelho de fenol (Gibco®), as linhagens A549 e VERO foram cultivadas
em meio MEM (Minimal Essential Medium, Gibco®) e a linhagem H460 em meio RPMI
1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640, Gibco®). Todos os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco®), e as células mantidas em
frascos de cultivo, na estufa, a 37 °C, em atmosfera imida e 5% de CO.2. Para expandir

e obter subcultivos celulares para a realizagéo de experimentos, foi utilizada uma enzima
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proteolitica dissociante, a tripsina (Sigma®), que é responsavel por catalisar reagées de

guebra de cadeias polipeptidicas, facilitando o manejo das células nos frascos de cultivo.

3.2.3 Origem da cepa viral

Os virus utilizados foram o Herpes Simplex Virus tipo 1 (HSV-1), cepa KOS
(sensivel ao aciclovir), proveniente da Faculdade de Farmacia, Universidade de Rennes,
Franga.

3.2.4 Preparo da suspenséao-estoque viral

Para o preparo da suspensao-estoque viral, foi utilizado um frasco de cultura
celular, ja contendo células VERO, as quais foram semeadas 24 horas antes da
realizacdo desta etapa. Portanto, apds essas 24 horas, o meio de cultura foi totalmente
aspirado do frasco, utilizando a solucao tampéao fosfato (PBS) para lavar a monocamada
celular, para que desta forma, todos os resquicios de células ndo aderidas e de soro fetal
bovino pudessem ser removidos. Em seguida, foi realizada a infec¢do destas células, a
qual foi feita a partir da adicdo de 1 mL de suspensao viral estoque de HSV-1 (cepa KOS).
Apos a infecgdo, o frasco foi incubado por 1 hora a 37 °C, e 5% de CO2, ambiente propicio
para que ocorra a adsorcao e penetracdo viral. Apds esse periodo de incubacéo, o frasco
foi retirado da estufa e a suspensao viral aspirada. Foram adicionados entdo 10mL
apenas do meio de cultivo MEM, sem a suplementacdo com soro fetal bovino, no frasco
de cultura contendo a monocamada celular infectada. O frasco foi, novamente, incubado
em estufa a 37 °C, com atmosfera umedecida e, apresentando 5% de COa.

Foi realizado o monitoramento do efeito citopatico, por meio da observacédo, em
microscopio invertido, do frasco contendo a monocamada celular infectada, a cada ciclo
de replicacao viral, o qual tem duragdo de 18 horas no caso de HSV-1. Quando a
monocamada celular apresentou 100% de efeito citopatico, ou seja, quando o tapete
celular foi totalmente destruido, este frasco foi congelado a
-80 °C e, depois, descongelado a 37 °C e, assim, sucessivamente por trés vezes, para

gue desta forma ocorra a destruicdo e rompimento celular total e, portanto, a liberagéao



26

das particulas virais. Essa suspensao viral obtida foi centrifugada por cinco minutos a
5000 RPM, em centrifuga refrigerada a 4 °C, para que pudesse ocorrer a separacao dos
restos celulares e das particulas virais. O sobrenadante, ou seja, a suspensao viral final,
foi aliquotada em tubos estéreis, titulada e congelada a -80°C (SIMOES; AMOROS;
GIRRE, 1999).

3.2.5 Determinacdo do titulo infeccioso viral

Apos a producéao dos inoculos virais, antes de realizar qualquer ensaio e avaliagao
da atividade antiviral, é necessario e importante se ter conhecimento sobre a
infecciosidade destes in6culos. A infecciosidade foi determinada a partir da observacgéo
de Unidades Formadoras de Placas (UFP), e a partir desta observacao, obteve-se a
concentracédo viral por mL, o chamado titulo viral. O titulo viral dos estoques de HSV-1
foi determinado pelo método de contagem de placas de lise (BURLESON; CHAMBERS,;
WIEDBRAUK, 1992).

Para determinar o titulo viral, realizou-se um ensaio utilizando placas de 24
cavidades, sendo que estas foram previamente preparadas a partir de suspensées de
células VERO, em meio MEM, com 10% de SFB, em uma densidade de 3,33 x 10°
células/mL. Foram adicionados 750 uL destas suspensdes em cada cavidade da placa,
e entao, esta foi incubada a 37 °C, 5% de CO2, durante 24 horas, para se obter completa
aderéncia e confluéncia das células em cada cavidade da placa. Apés este periodo, 0
meio de cultura de cada cavidade foi completamente aspirado, e entédo adicionados 400
ML da suspenséo-viral, diluida em série na razéo 1:10, em cada cavidade, em meio MEM
sem SFB (trés réplicas para cada diluicdo). A placa foi incubada por uma hora e, para
gue se tivesse uma melhor distribuicdo da suspenséo viral pelas cavidades, a cada 15
minutos a placa foi agitada cuidadosamente. Apds esta hora, a suspensédo viral foi
completamente aspirada, e entdo foram adicionados 500 pL de uma solugdo, na
propor¢cdo 1:1, de CMC (carboximetilcelulose) e MEM 2x. A placa foi novamente
incubada, a 37°C e 5% CO2, agora por um periodo de 48 horas. Apos estas 48 horas, a
placa foi retirada da estufa e todo o meio aspirado. As células foram fixadas e coradas

apo6s adicao de 200 uL, por cavidade, da solugao do corante preto de naftaleno, o qual
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permaneceu em contato com as células por 20 minutos, a temperatura ambiente, em
agitador mecanico horizontal. ApGs este periodo, o corante foi totalmente aspirado e
entdo esperou-se a secagem total das placas, a temperatura ambiente. Utilizando
microscépio estereoscopico, pode-se realizar a visualizagdo das placas de lise, as quais
foram possiveis quantificar. As areas claras visualizadas séo as areas de lise celular, que
sdo os chamados focos, e para calcular os titulos virais, foram contados os focos de
infeccdo da ultima diluig&o.

O titulo viral foi calculado por meio da equacgdo abaixo, 0 qual é expresso em

Unidades Formadora de Placas por mililitro (UFP/mL):

Numero médio de placas de lise da ultima diluicdo que apresentou placa X Reciproca da tltima dilui¢do

Volume do in6culo em mL

3.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada pelo ensaio colorimétrico de
sulforrodamina B (SRB). O ensaio consiste em um método in vitro, o qual avalia a ligacao
do corante a componentes proteicos das células que permanecem viaveis apds o
tratamento com as amostras, desta forma, possibilita-se a quantificacéo proteica, devido
a cor produzida pela ligacdo do corante a essas proteinas celulares, que sao fixadas com
acido tricloroaceético.

A distribuicdo de suspensdes celulares, obtidas a partir do processo de
tripsinizacao dos cultivos, foi realizada em placas de 96 cavidades, onde foram semeados
100 pL/cavidade de suspenséo, totalizando 1x10° células/mL para células de linhagens
tumorais, e para células VERO, 2,5 x 10° células/mL. Ap6s a montagem da placa, estas
foram incubadas em estufa, por 24 horas para aderéncia total das células no fundo da
placa, a uma temperatura de 37 °C e 5% de CO:a.

ApoOs 24 horas, foram adicionados 100 uL dos compostos a serem testados, ja
previamente diluidos em meio de cultura adequado para cada linhagem, em diferentes

concentracdes, a partir de uma diluicdo seriada na razdo de 1:2. Na mesma placa,
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obteve-se um controle celular, ou seja, células sem tratamento, as quais sao
consideradas 100% viaveis, além do controle positivo com paclitaxel, para células de
linhagens tumoral, ja que este é indicado para o tratamento de cancer de pulmé&o. A placa
foi novamente incubada, nas mesmas condicbes de CO:2 e temperatura, por mais 48
horas.

Apoés este periodo, as placas foram retiradas da estufa e, sem remover o
sobrenadante, as células foram fixadas por meio da adigdo de 100 pyL de uma solucéo
aquosa de acido tricloroacético a 10% em cada cavidade, incubando-se a placa por mais
uma hora a 4 °C. Apés esse periodo, a placa foi cuidadosamente lavada com agua
destilada. Finalizado esse processo de fixacado e, depois da secagem completa da placa,
as células puderam ser coradas com 100 uL de uma solugéo 4cida de sulforrodamina B
(0,057% p/v), a qual permaneceu em contato com as células por 30 minutos. O corante
gue néo se ligou as proteinas celulares foi entdo removido por lavagens sucessivas com
uma solucédo aquosa de acido acético a 1% (v/v) e, ap0Os a realizacdo dessas etapas,
esperou-se a secagem da placa.

A partir disso, foram adicionados 100 pL de uma solucédo de Tris Base a 10 mM
(pH 10,5) em cada cavidade, para realizar a extracdo do corante ligado as proteinas.
Posteriormente a dissolucéo do corante na solucéo Tris Base, foi realizada a leitura das
absorbancias em um espectrofotémetro (Spectra MD2, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA) em um comprimento de onda de 510 nm.

Os valores de absorbancia encontrados para cada amostra, nas diferentes
concentracdes, foram entdo transformados em porcentagem de viabilidade celular (X%),
em relacdo ao controle celular, o qual é considerado 100% viavel de acordo com a

seguinte férmula:

densidade Optica do material teste x 100

x% = - P
densidade Optica do controle celular

Em seguida, os percentuais de viabilidade foram transferidos para o software de
estatistica GraphPad Prism 8 e, por meio da analise de regressao nao linear, foi possivel

calcular os valores de CCso, ou seja, a concentracdo de cada amostra que reduz em 50%
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a viabilidade celular. Os valores de CCso calculados representam a média de trés
experimentos independentes e S80 expressos com seus respectivos intervalos de

confianca de 95%.

3.4 AVALIACAO DA ACAO ANTIVIRAL

A avaliagéo da atividade antiviral das amostras foi realizada por meio do ensaio
de reducdo da formacéo das placas de lise (BURLESON; CAMBERS; WIEDBRAUK,
1992).

As células VERO foram semeadas em placas de 24 cavidades, em uma
concentragdo de 3,33x10° células/mL, e entdo foram incubadas em estufa a 37 °C e com
5% de CO2 por 24 horas, para atingir a confluéncia da monocamada celular. Apos as 24
horas, o meio foi aspirado e entéo foi realizada a infeccdo com aproximadamente 100
UFP (unidades formadoras de placa) do HSV-1 (cepa KOS), por meio da adicdo de 400
ML de uma suspensdo viral previamente titulada. A placa ja infectada foi incubada por
mais uma hora para permitir adsor¢cdo e penetracdo viral e, ap0s esse periodo, a
suspensao viral foi retirada e, foram adicionados 500 yL de uma solu¢cdo de CMC e meio
MEM 2X contendo diferentes concentracdes do material teste diluido, além do Aciclovir,
0 qual é utilizado como controle positivo do experimento. Além disso, para cada placa
obteve-se controles virais, onde as células foram somente infectadas e ndo tratadas, e
controles celulares, onde as células ndo foram tratadas nem infectadas.

Apos receber o tratamento, as placas foram incubadas por 48 horas, a 37 °C e 5%
CO2. Passado este periodo, o meio foi aspirado e as células coradas com 300 pyL de uma
solucéo de preto de naftaleno, permanecendo com o corante em agitacdo, a temperatura
ambiente, por 20 minutos. O corante foi aspirado e as placas formadas pela acéo do virus
foram contadas por meio da visualizagdo em microscopio estereoscopio. Apos a
contagem das placas, a porcentagem de inibicdo da replicagao viral de cada amostra,

com relacdo aos controles virais, pode ser calculada pela seguinte formula:

o numero de placas das amostras
% da inibicao = (1 - — - ) 00
numero de placas do controle viral
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Em seguida, os percentuais calculados foram inseridos em um grafico e, por meio
da analise de regressdo nao linear, foi possivel calcular os valores de Clso, ou seja, a
concentracdo de cada amostra que inibe 50% a infeccdo viral. Os valores de Clso
representam a média de trés experimentos independentes e Sdo expressos com seus
respectivos intervalos de confianca de 95%.

Com posse dos valores de CCso, obtidos nos ensaios de citotoxicidade com células
VERO, e Clso é possivel calcular os valores de indice de seletividade (IS) de cada amostra

através da seguinte formula:

IS = CC50/CI50
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A avaliacdo da citotoxicidade, que € considerada como a capacidade de uma
substancia de induzir injuria ou morte celular, das amostras em relacdo as ceélulas
saudaveis e permissivas ao virus, € indispensavel pois € esta avaliacdo que permite a
determinacao dos valores de CC50 de cada amostra testada. Este parametro garante
uma segurancga nas analises seguintes, no caso de uma analise antiviral, garantindo que
a atividade seja determinada sem interferéncia da citotoxicidade, ou ainda, no caso das
analises com células tumorais, que esta citotoxicidade seja mais especifica para as

células doentes e néo afete as células saudaveis.

4.1.2 Avaliacéo da citotoxicidade em células de linhagens tumorais

Os resultados obtidos apds a avaliagdo da citotoxicidade em células tumorais,
podem ser visualizados na Tabela 2, os quais demonstram o potencial citotéxico de cada
composto, ou seja, sua a capacidade de induzir a morte de cada uma das linhagens
tumorais (A549, H460 e PC3).

Tabela 2 - Resultados da avaliacdo citotoxica dos derivados triazélicos O-glicosidicos
da digitoxigenina em diferentes linhagens tumorais.

Compostos A549 H460 PC3
CCso (UM) CI95% (uM) CCso(uM)  CI95% (UM)  CCso(uM)  CI95% (uM)
APSO - 21 8,278 5,156 — 13,290 17,140 | 13,07-22,460 | 13,270 | 8,522 20,650
APSO - 22 1,677 1,148 — 2,450 3,640 3,253 — 4,073 5,008 4,134 — 6,066
APSO - 23 3,273 2,538 — 4,221 7,295 6,718 — 7,922 8,636 6,799 — 10,970
APSO - 24 2,524 1,880 — 3,389 4,169 3,824 — 4,545 6,883 5,540 — 8,552
APSO - 25 3,461 2,564 — 4,670 4,921 4,484 — 5,401 8,177 6,404 — 10,440
APSO - 26 1,078 0,718 — 1,617 1,185 1,072 - 1,310 2,229 1,767 — 2,813
APSO - 27 2,954 2,076 — 4,203 2,563 2,319 - 2,832 4,262 3,251 - 5,588
APSO - 28 1,851 1,283 — 2,670 1,585 1,442 — 1,742 2,555 1,972 - 3,311
Paclitaxel <0,009 - <0,009 - 0,008840 -

CCso: Concentracao que reduz em 50 % a viabilidade celular. CI95%: Intervalo de confianga de 95%.
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Além dos derivados de cardenolideos, foi utilizado o paclitaxel como controle
positivo, o qual demonstrou um valor de CCsofrente as células PC3 de 8,84nM. As células
de cancer de pulméo (A549 e H460) demonstraram uma sensibilidade ainda maior ao
paclitaxel uma vez que os valores de CCso ficaram abaixo da menor concentracdo testada
experimentalmente (<8nM).

As amostras que se mostraram mais ativas, para todas as linhagens testadas,
foram APSO-26 e APSO-28, pois foram aquelas que apresentaram os menores valores
de CCso. A amostra APSO-26 apresentou um valor de CCso de 1,078 uM, 1,185 uyM e
2,229 uM para as linhagens A549, H460 e PC3, respectivamente. J4 a amostra APSO-
28 apresentou valores de CCso de 1,851 uM, 1,585 uM, e 2,555 uM para as células A549,
H460 e PC3, respectivamente. Com o intuito de avaliar a seletividade dos compostos
mais citotoxicos, foram calculados o0s valores os indices de seletividade
(IS=CCsovero/CCsotum), levando em consideracdo a toxicidade em uma linhagem né&o
tumoral (VERO). Os valores de IS obtidos para o composto APSO-26 foram de 15, 14 e
6 para as células A549, H460 e PC3, respetivamente. J4 em relacdo ao composto APSO-
28, foram encontrados os valores de IS de 19, 22 e 14 para as células A549, H460 e PC3,
respectivamente, indicando uma seletividade dos compostos em relacdo as células

tumorais.

4.1.2 Avaliacdo da citotoxicidade em células VERO

Os resultados obtidos na avaliacdo da citotoxicidade de cada amostra, por meio

do ensaio de sulforrodamina B, em células VERO, estdo demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Resultados da avaliacéo citotoxica dos derivados triazélicos O-glicosidicos
da digitoxigenina em células VERO.

Composto CCso (HM) Cl195% (pM)
APSO - 21 141,5 108,8 - 184,0
APSO - 22 40,68 30,48 - 54,29
APSO - 23 62,74 50,33 - 78,22
APSO - 24 66,58 52,04 - 85,18
APSO - 25 58,64 44,97 - 76,46
APSO - 26 16,38 11,57 - 23,19
APSO - 27 21,90 16,86 - 28,43
APSO - 28 35,61 24,00 - 52,83

CCso: Concentragdo que reduz em 50 % a viabilidade celular. CI95%: Intervalo de confianga de 95%.

De acordo com os valores de CCso, 0 composto APSO-21 foi a que demonstrou
menores efeitos citotoxicos frente as células VERO (108,8 - 184,0 uM), enquanto 0s
outros cardenolideos apresentaram valores inferiores a 66,58 uM, sendo APSO-26 e
APSO-27 as mais citotoxicas, apresentando valores de CCso de 16,38 e 21,90 uM,

respectivamente.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-HERPETICA

Neste trabalho, foi realizada a triagem da acao anti-herpética dos oito derivados
semissintéticos de cardenolideos frente ao HSV-1, cepa KOS. Na triagem anti-herpética
realizada, as amostras foram, inicialmente, testadas em duas concentracdes
sabidamente néo citotoxicas de 2,0 e 1,0 uM, apontados pelo ensaio prévio de SRB,
utilizando células VERO. Os resultados sdo expressos como porcentagem de inibicdo da

infeccéo viral e, podem ser visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados da triagem anti-herpética (anti-HSV-1, cepa KOS) dos derivados
triazolicos O-glicosidicos da digitoxigenina.

% de inibicdo de replicacao viral

Composto
[]12pM [11uM

APSO - 21 18,5 19,3
APSO - 22 13,5 12,7
APSO - 23 9,8 9,1
APSO - 24 9,1 10,5
APSO - 25 9,8 13,5
APSO - 26 93,5 49,1
APSO - 27 37,5 17,1
APSO - 28 56,4 36

Portanto, foi observado a partir desta triagem que as amostras APSO-26 e APSO-
28 demonstraram uma maior atividade anti-herpética, pois foram as amostras que
apresentaram uma maior porcentagem de inibicdo da replicacao viral, em concentracdes
nao citotoxicas. Além de uma reducdo do numero de UFP, esses dois compostos
exerceram uma reducado expressiva no tamanho dos focos virais, se comparados aos
focos dos controles virais e das cavidades onde foram aplicadas as outras amostras,
inferindo uma possivel acéo inibitéria na propagacao viral célula-célula.

Posterior a realizacao da citotoxicidade e da triagem antiviral inicial, as amostras
APSO-26 e APSO-28 serdo submetidas a uma nova avaliacdo da atividade anti-
herpética, passando por diluigdes seriadas (1:2) com o intuito de determinar seus valores
de Clso, ou seja, a concentracdo do composto que inibird 50% da replicagéo viral. De
posse dos valores de CCso e Clso, sera possivel calcular o indice de seletividade (IS =
CCso/Clso) destas amostras, indicando assim o quéo seletivas elas sdo para o virus

testado.
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5 DISCUSSAO

Os compostos de origem natural foram e ainda continuam sendo amplamente
utilizados como fonte de diversas e complexas estruturas, as quais deram e dao origem
a inumeros farmacos que apresentam atividade biologica e/ou farmacolégica (BERTELLI
et al., 2020b; KLUSKA; WOZNIAK, 2021; NGUYEN et al., 2021; SEMWAL et al., 2021).
Dentre eles estdo os cardenolideos, os quais fazem parte do grupo dos heterosideos
cardioativos, utilizados para o tratamento de doencas cardiacas devido sua especifica e
potente acao inotropica positiva.

Recentemente, novas possibilidades foram apresentadas para utilizacao
terapéutica dos cardenolideos, os quais eram, tradicionalmente e quase que com
exclusividade, utilizados para o tratamento de doencas cardiacas. Portanto, nos Ultimos
anos, intensificou-se a investigacdo dos efeitos dessas substancias em outras situacées
patolégicas, como mostram estudos brasileiros que relatam a potencial atividade
antiparasitaria destas moléculas (FREITAS et al.,, 2021a, 2021b), além de efeitos
antivirais, citotoxicos e antitumorais descritos na literatura (LI et al., 2021; MENESES-
SAGRERO et al., 2021; MUNKERT et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2021).

O Laboratoério de Virologia Aplicada (LVA) da UFSC, onde este trabalho foi
realizado, tradicionalmente vem apresentando diversos estudos e publicacdes em
relagdo a avaliacdo da atividade antiviral, frente diferentes virus, e citotoxica, frente a
diversas células humanas, tanto tumorais quanto saudaveis. Afim de contribuir para
descoberta de moléculas bioativas, as quais podem ser potenciais candidatas a novos
farmacos e diferentes utilizacdes, produtos naturais e seus derivados semissintéticos
vem sendo analisados por meio de diferentes estratégias experimentais (BERTOL et al.,
2011; BOFF et al., 2019, 2020a, 2020b; SCHNEIDER et al., 2017, 2018).

Um derivado semissintético da digitoxigenina, AMANTADIG, ganhou destaque
na avaliagdo citotdxica realizada pelo grupo de pesquisa (SILVA et al., 2018), o qual
suprimiu de forma expressiva o crescimento de linhagens de células tumorais de rim e
prostata, aléem de ter seu mecanismo de acdo de morte celular proposto. Essa molécula
apresenta em sua estrutura um atomo de nitrogénio especificamente posicionado na
cadeia lateral do nucleo esteroidal do cardenolideo (R-*NH-CH2-C=0-33-NH-DG; R=
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amantadina). Estudos de relacdo estrutura/atividade apontaram a relevancia da presenca
de um atomo de nitrogénio ligado estereosseletivamente na posicdo C-3 do nucleo
esteroidal, apto a efetuar uma interacéo do tipo ligagdo de hidrogénio com o sitio ativo,
assim como a relevancia do anel lactonico na posicdo C-173 e da hidroxila C-14f3
presentes na por¢ao farmacoférica do cardenolideo, indispenséavel para a atividade desse
derivado.

Portanto, a partir de uma parceria j4 estabelecida e consolidada, o principal
objetivo de estudo deste trabalho foi a analise das amostras cedidas pelos Profs. Drs.
Rodrigo Maia de Padua e Ricardo José Alves (ambos do Departamento de Produtos
Farmacéuticos da Faculdade de Farmacia da UFMG). Entdo, dentro de uma série de oito
novos derivados semissintéticos, dois se destacaram em relacdo a sua atividade
citotbxica e antiviral (APSO-26 e APSO-28), podendo ser selecionados para,
futuramente, elucidacdo do mecanismo de acdo de morte celular e atividade anti-

herpética.

Figura 3 — Estruturas quimicas dos compostos APSO-26 e APSO-28.

HO

APSO-26 APSO-28

As diferengas estruturais dos cardenolideos estdo nos diferentes ligantes que se
encontram, neste caso, no anel triazélico, ligado a porgéo aglicona da molécula. Esses
diferentes ligantes podem modificar, aumentando ou diminuindo, a atividade de uma
substancia, ndo de maneira crucial, porém, modulando a farmacodinamica e a

farmacocinética.
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Essas duas amostras apresentam um mesmo peso molecular, mudando apenas
a sua conformacao. Em relac&o as outras substancias, também testadas, estas sdo as
gue a apresentam um menor peso molecular. Essa conformacgao pode facilitar a ligacao
estereoquimica destas moléculas com o alvo e, devido aos resultados semelhantes,
primariamente, seja 0 mesmo para as duas amostras, a NA*/K*-ATPase.

A NA*/K*-ATPase, principal alvo dos cardenolideos por meio da ligacdo destes a
subunidade alfa enzimética, desempenha um importante papel na homeostase i6nica
celular (CORNELIUS; MAHMMOUD, 2009), pois € responsavel pelo estabelecimento e
manutencdo do gradiente eletroquimico, essencial para a replicacdo celular e outros
processos fisioldgicos.

Além disso, os cardenolideos também estédo associados a criacdo de um ambiente
desfavoravel para a replicagcdo viral, devido a essa ligacdo e inibicdo a NA*/K*-ATPase
(YANG et al., 2018). Novamente, as amostras mais ativas foram APSO-26 e APS0O-28, o

gue corrobora essas colocacdes e, aponta certa afinidade de alvo molecular.
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6 CONCLUSOES

Os compostos APSO-26 e APSO-28 foram os que demonstraram a maior
atividade citotoxica, j& que apresentaram os menores valores de CCsp para as células de
linhagens tumorais, sendo que as células de cancer de pulméo, A549 e H460, foram as
gue apresentaram maior sensibilidade. Para avaliar a seletividade dos compostos, em
relacdo as células tumorais, os indices de seletividade foram calculados, levando em
consideracéo os valores de CCsp obtidos no ensaio de citotoxicidade utilizando células
nao tumorais, VERO. Entdo, confirmou-se a seletividade destes compostos em relacao
as células tumorais.

Outra atividade observada, por meio do ensaio de inibicdo da formacéo de placas
de lise, foi a atividade anti-herpética. Os compostos APSO-26 e APSO-28 demonstraram
uma maior atividade anti-herpética, pois foram estes que apresentaram uma maior
porcentagem de inibicdo da replicacdo viral nos testes de triagem. Os indices de
seletividade serdo calculados oportunamente apos a determinacéo dos valores de Clso.

Essa série inédita de cardenolideos semissintéticos apresenta resultados
promissores, destacando dois compostos que podem ser considerados moléculas
bioativas com potencial para seguir a proximas etapas no processo de P&D de um novo
farmaco, a fim de continuar contribuindo para o aumento do conhecimento nesta area e,

surgindo como novas alternativas terapéuticas.
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