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Resumo

O cancer € a principal causa de 6bito, com mais de 19,3 milhdes de novos casos,
se tornando um impedimento para o aumento da expectativa de vida em todo o
mundo. Esses numeros demonstram que, apesar dos esforcos clinicos, os
tratamentos ndo tém o sucesso desejado. Considerando o aumento de novos
casos e os altos custos de tratamento dessa doenca, € importante destacar a
necessidade de estudo de novas moléculas e de conhecimento de terapias
associadas para determinar possiveis efeitos sinérgicos, aditivos ou
antagobnicos. Esses conhecimentos podem determinar o desenvolvimento de
novas terapias complementares ou adjuvantes e/ou contra indicar a associacao
de compostos/medicamentos. Por esse motivo, buscou-se avaliar os efeitos de
um lipidio resorcindlico e de uma norcantarimida sobre o DNA e suas
interferéncias na acdo de quimioterapicos comerciais. O ZIM causa danos
genbmicos e cromossbmicos e ativa a fagocitose esplénica e aumenta a
frequéncia de morte celular no figado e nos rins. J4 a Phthalide é genotoxica, por
aumentar a frequéncia de micronucleos. Além disso, causa ativacdo da
fagocitose esplénica e aumento da frequéncia de morte celular no figado e nos
rins. Quando associado, o ZIM tem efeito quimiopreventivo e interfere no
mecanismo da cisplatina, doxorrubicina e ciclofosfamida. J& o Phthalide pode ser
considerado um adjuvante quimioterapico, pois potencializa os efeitos da
cisplatina e ciclofosfamida. Diante dos resultados, pode-se inferir que o ZIM e o
Phthalide tém aplicabilidade clinica e podem ser candidatos ao desenvolvimento

de uma nova geracgao de agentes quimioterapicos

Palavras-chave: quimioterapicos; ZIM, camundongos Swiss; cancer.



Abstract

Cancer stands as the main cause of mortality, with over 19.3 million new cases,
posing a hindrance to the global increase in life expectancy. These numbers
demonstrate that, despite clinical efforts, treatments do not achieve the desired
success. Considering the increasing incidence of new cases and the high costs
associated of treating this disease, it is important to emphasize the need for the
exploration of novel molecules and to understand the effects of associated
therapies to determine potential synergistic, additive, or antagonistic effects. This
knowledge may determine the development of new complementary or adjunctive
therapies and/or contraindicate the combination of compounds/medications.
Hence, this study aimed to assess the effects of a resorcinolic lipid and a
norcantharimide on DNA and their interference with the action of commercial
chemotherapy drugs. ZIM induces genomic and chromosomal damage, activates
splenic phagocytosis, and increases the frequency of cell death in the liver and
kidneys. Conversely, Phthalide exhibits genotoxicity by increasing micronucleus
frequencies. Additionally, it activates splenic phagocytosis and elevates the
frequency of cell death in the liver and kidneys. When combined, ZIM
demonstrates chemopreventive effects and interferes with the mechanisms of
cisplatin, doxorubicin, and cyclophosphamide. Phthalide, on the other hand, can
be considered a chemotherapeutic adjuvant as it potentiates the effects of
cisplatin and cyclophosphamide. Based on these results, it can be inferred that
ZIM and Phthalide hold clinical applicability and may serve as candidates for the

development of a new generation of chemotherapeutic agents.

Keywords: chemotherapy drugs; ZIM, Swiss mice; cancer.
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1 INTRODUCAO

O céancer é a principal causa de 6bito e, portanto, um impedimento para o
aumento da expectativa de vida em todo o mundo (Bray et al., 2021). Segundo
a Organizacao Mundial da Saude (OMS) em 2019, o cancer foi responsavel por
ser a principal causa morte de pessoas antes dos 70 anos em 112 paises.
Segundo dados do relatério da GLOBOCAN, Agéncia Internacional para
Pesquisa em Céancer, houve, no ano de 2020, mais de 19,3 milhées de novos
casos de céncer no mundo, excluindo o carcinoma basocelular. Por isso
registrou-se 10 milhdes de 6bitos em todo mundo (Sung et al., 2021). No Brasil,
a estimativa de novos casos de cancer é de 450 mil, excluindo o cancer de pele
nao melanoma (INCA, 2020).

Entre os canceres mais incidentes, excetuando os canceres de pele ndo
melanoma, estdo os canceres de mama feminino (2,3 milhdes), pulméo (2,2
milhdes), prostata (1,4 milhdes), colorretal (1,1 milhdes), estbmago (1,1 milhdes)
e figado (905 mil). Entre os canceres que mais levaram a obitos estdo o cancer
de pulmao (1,8 milhdes), colorretal (576 mil), figado (830 mil), estdbmago (768
mil) e cancer de mama feminino (684 mil). Nos homens o cancer de pulméo é o
mais frequente e 0 que causa mais morte. Na sequéncia 0s canceres mais
incidentes em homens sdo o cancer de prostata e colorretal e 0s que causam
maior mortalidade sdo os de figado e colorretal. Nas mulheres, o cancer de
mama é o mais frequente e com a maior letalidade por cancer. Na sequéncia os
mais incidentes sdo os canceres colorretal e pulmdo e em mortalidade os

canceres de pulmao e colorretal (Sung et al., 2021).

Ja no Brasil, entre os canceres mais incidentes estdo o cancer de mama
(66 mil) e prostata (66 mil), colorretal (41 mil), pulméo (30 mil) e estbmago (21
mil). Em homens as maiores incidéncias sdo de cancer de prostata (29,2%),
colorretal (9,1%), pulméo (7,9%), estdbmago (5,9%) e cavidade oral (5,0%). Nas
mulheres destacam-se os canceres de mama (29,7%), colorretal (9,2%), colo do
atero (7,4%), pulméo (5,6%) e tireoide (5,4%) (INCA, 2022).

Esses numeros demonstram que apesar dos esfor¢os clinicos os

tratamentos ndo tem o sucesso desejado e considerando os altos niumeros de
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novos casos de cancer e os altos custos de tratamento dessa doenca €
importante destacar a necessidade de estudo de novas moléculas. Além disso,
€ importante conhecer o efeito de terapias associados para determinar possiveis
efeitos sinérgicos, aditivos ou antagdnicos. Esses conhecimentos podem
determinar o desenvolvimento de novas terapias complementares ou adjuvantes

e/ou contra indicar a associacdo de compostos/medicamentos (Chou, 2006).

1.1 Cancer

O céancer € um importante problema de saude publica, a sua incidéncia
aumenta regularmente no mundo todo, principalmente em paises em
desenvolvimento, isso se deve ao envelhecimento e ao crescimento
populacional. Os tipos de cancer e as taxas de mortalidade se alteram de acordo
com a regido em razdo das caracteristicas populacionais, das diferencas
socioeconémicas e do Indice de desenvolvimento humano (IDH) do pais
(Teixeira; Araudjo Neto, 2020; Sung et al., 2021). Soma-se a isso o estilo de vida

e, em especial, o tipo de alimentacao (Yusefi et al., 2018).

O cancer é um termo abrangente que inclui mais de cem tipos diferentes
de doencas malignas, que tem como caracteristica comum o crescimento
anormal de células que podem invadir tecidos adjacentes ou outros 6rgaos por

meio do processo de metastase (INCA, 2022).

O cancer inicia-se por meio de uma mutacao genética, por exemplo, que
transmite informacdes erradas para a célula, causando alteracbes em especial
a liberacao da regulacao do ciclo celular (Jamasbi et al., 2022). Essas alteracdes
podem afetar o funcionamento de genes-chave para a estabilidade genética e
dentre esses destacam-se 0s proto-oncogenes. Os proto-oncogenes quando
mutado tornam-se oncogenes, podem ser responsaveis pela carcinogénese.
Esse processo leva uma célula normal a se transformar em célula tumoral
(Cooper, 2020; Mukerjee, 2012). O processo de oncogénese pode acontecer de
forma lenta, levando varios anos para uma célula tumoral proliferar e dar origem
a um tumor detectavel (INCA, 2022).

As células tumorais evidenciam uma série de carateristicas que as
divergem das células ndo-tumorais como: autonomia nos sinais de crescimento;

resisténcia a sinais inibitérios de crescimento; resisténcia a morte celular;
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possibilitando a imortalidade replicativa e a inducdo da angiogénese (Yokota,
2000). Além disso, destaca-se 0 processo de selecao clonal que aumenta a
instabilidade cromossdmica e cada vez mais, a capacidade proliferativa livre de
sinais de inducdo de morte celular mesmo quando acontece o acumulo de
mutacdes (Hansford; Huntsman, 2014). Assim, terapias capazes de atuar nessas
condicdes sdo necessarias e precisam ser desenvolvidas. Além disso, o0s
diagnosticos precisam ser melhorados para os tratamentos serem iniciados mais
cedo (Kumar et al., 2020), para o0 aumento da chance de cura e melhor sobrevida

dos pacientes (Moskowitz et al., 2015)

Os avanc¢os no tratamento do cancer nos ultimos anos levam a melhores
prognosticos, quando a doenca € diagnosticada e tratada adequadamente.
Dependendo do tipo do cancer e seu estadiamento existem varios métodos de
tratamento tais como a quimioterapia, a cirurgia, a radioterapia, a terapia
hormonal, a terapia direcionada incluindo imunoterapia, entre outras (Wang; Lei;
Han, 2018). Em muitos casos, existe a necessidade de combinar mais de um
tipo de modalidade (INCA, 2022).

A quimioterapia destaca-se pois o0s farmacos sao eficientes em eliminar
células proliferativas, isto porque agem induzindo danos ao DNA que
determinam paradas no ciclo celular e morte celular programada (Goldstein;
Kastan, 2015). Porém, o tratamento quimioterapico convencional usa drogas
para danificar o DNA (Garnock-Jones et al., 2010; Yoshida; Zhang; Haura, 2010;
Collins, 2008) e essas atingem também células ndo tumorais, mas que estao em
proliferacdo. Essas abordagens de drogas anticancerigenas tém como alvo o
DNA/proteina envolvida na etapa de proliferacéo celular (Porter et al., 2012). No
entanto, os agentes indutores de dano ao DNA tém efeitos colaterais, como
nauseas, vomitos, diarreia e febre, afetando a qualidade de vida do paciente
(Chabner; Roberts, 2005; Vichaya et al., 2015). Portanto, a busca por novos
medicamentos com maior eficacia e menos efeitos colaterais € considerada uma

prioridade dessa area de pesquisa.
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1.2 Grupos farmacoforicos 1,4-dioxo-2-butenil e 4-aminoantipirina

O grupo 1,4-dioxo-2-butenil € bastante estudado como parte constituinte
de compostos com potencial aplicacdo farmacéutica e, em especial, na busca
por novos medicamentos anticancer. Este fragmento apresenta atividade
citotéxica e capacidade de reducdo da proliferacdo celular. Essas acgfes
biolégicas podem ser moduladas pelas diferentes configuracdes e possibilidades
de diferentes substituintes R1 e R2 na molécula (Figura 1) (Jha et al., 2010).

o
RZ Rl
ou
R, N 0 o
R, — 0o —> OH —>
NH

O trans
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maleico X= aminas, anilinas

i\

Figura 1. Grupo farmacoforico 1,4-dioxo-2-butenil e derivados

O composto organico anidrido maleico (Figura 1) pode ser utilizado como
fonte de obtencdo do grupo 1,4-dioxo-2-butenil, pois sua cadeia apresenta
carbonilas de anidrido, a e B-insaturadas. Essas caracteristicas permitem
transformacdes quimicas por meio de reacdes de substituicdo a carbonila (Jha
et al., 2010; Oliveira et al., 2018a; Oliveira et al., 2018b) e também por meio de
adicoes de Michael (Belbekhouche et al., 2016), utilizando essa estrutura como
bloco de construcdo para compostos de interesse.

ReacbBes de substituicdo a carbonila do anidrido maleico com anilinas
aromaticas sdo relatadas na literatura para formacdo de acidos N-aril
maleamicos e N-aril maleimidas, proporcionando a producdo de compostos
derivados com diferentes substituintes, em diferentes posi¢cdes no anel
aromatico dessas anilinas (Jha et al., 2010).

Estudos contendo o grupo 1,4-dioxo-2-butenil complexados com cobre
avaliaram a atividade antitumoral em células de adenocarcinoma mamario
murinho 4T1, e sua seguranca toxicogenética em camundongos Swiss. Esse
estudo demonstrou potencial terapéutico, pois apresentou citotoxicidade em
células de adenocarcinoma mamario murinho 4T1 e baixa frequéncia de danos

cromossOmicos em sistema teste in vivo (Oliveira et al., 2018a).
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Em outro estudo foi testado o acido IR-04 sintetizado a partir de
maleimidas e 1,4-dioxo-2-butenil e comprovaram que esse derivado ndo é
genotdxico e nem mutagénico, 0 que torna seu uso seguro na prospeccao de
novos medicamentos contra o cancer. Além disso, 0 composto apresentou ser
mais seletivo, pois causou apoptose sem utilizar a via de danos no DNA (Oliveira
et al., 2018b).

As porg¢oes 1,4-dioxo-2-butenil e 4-aminoantipirina tém uma variedade de
atividades farmacologicas. Sdo candidatos viaveis para a sintese de novos
agentes quimioterapicos (Chabner; Roberts, 2005; Vichaya et al., 2015;
Bouwman; Jonkers, 2012). Mais especificamente, o grupo 1,4-dioxo-butenil tem
apresentado atividades bioldgicas promissoras no tratamento do cancer
(Béthune; Wieland, 2018; Machado et al., 2013).

Outros grupos farmacoféricos de interesse sdo 4-aminoantipirina e
maleimida. Estudos anteriores mostraram que a sintese de compostos que
incluem fragmentos de 4-aminoantipirina e maleimida tem propriedades
antibacterianas e analgésicas, bem como um perfil de citotoxicidade promissor
em modelos pré-clinicos (Oliveira et al., 2018a; Oliveira et al., 2018b; Berno et
al., 2016; Cunha et al., 2005; Mahle et al., 2010).

Dip MAA nc=tilagio

AR AnA

Figura 2. Metabolizagdo da 4-aminoantipirina. Estrutura quimica da dipirona e conversdo em
seus metabdlitos ativos e inativos (Buitrago-Gonzalez; Calder6n-Ospina; Vallejos-Narvéez,
2014).

De acordo com o estudo de Berno et al., (2016) o 4-AA néo induz danos
no DNA, na fagocitose esplénica ou altera o nimero de leucécitos. Embora, esse

composto aumenta a apoptose tanto nos rins como no figado. Nesse mesmo
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estudo quando o 4-AA foi associado aos quimioterapicos doxorrubicina,
cisplatina ou ciclofosfamida, o 4-AA interferiu no dano ao DNA, na inducao de
apoptose e na fagocitose. O que sugere que o 4-AA deve ser evitado durante o
tratamento com doxorrubicina, cisplatina ou ciclofosfamida devido a sua
capacidade de antagonizar os efeitos anticancerigenos destes medicamentos

quimioterapicos.

1.3 Lipidios Resorcindlicos

Os lipidios resorcindlicos octacétidos denominados citosporonas
possuem atividades bioldgicas tais como fungicidas, alelopaticas, bactericidas e
citotdxicas (Meza et al. 2015). Esses compostos sao facilmente encontrados no
reino vegetal, principalmente nas familias Anacardiaceae, Poaceae (gramineas)
e Fabaceae (leguminosas). Eles também podem ser isolados de fungos e
bactérias. J& em animais, sdo observados apenas nas esponjas Haliclona sp.
(Kozubek; Tyman, 1999).

A primeira citosporona isolada, em 1985, foi a partir do fungo
fitopatogénico Phoma sp., denominada citosporona A (Voblikova et al., 1985).
Em 2000, foram isolados mais cinco compostos, nomeados como citosporonas
A-E dos fungos endofiticos Cytospora sp. e Diaporthe sp. Duas dessas
citosporonas mostraram-se ativas contra bactérias e fungos (Brady et al., 2000).
Outras citosporonas naturais e sintéticas foram sintetizadas, bem como foram
identificadas moléculas estruturalmente afins (Meza et al., 2015). Essas novas
moléculas denominadas AMS35AA, AMS35BB e AMS049 demonstraram
capacidade de aumentar o efeito mutagénico da ciclofosfamida e de aumentar a
apoptose em camundongos, 0 que sugere o0 seu potencial quimioterapico e
neoadjuvante.

Os lipideos fenolicos, dentre eles os resorcindlicos, tem caracteristica
anfipatica o que permite atividades biologicas, possibilitando interacées com a
bicamada lipidica e acarretam processos celulares, como a genotoxicidade e
citotoxicidade, por meio de intera¢cdes com proteinas, enzimas, acidos nucléicos
e outras biomoléculas importantes (Kozubek; Tyman, 1999; Stasiuk; Kozubek,

2010). Além disso, os lipidios resorcinélicos tém capacidade de interligar-se com
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a membrana plasmatica dos eritrocitos e levar ao espacamento e ruptura da
bicamada lipidica (Heerklotz; Seelig, 2000; Heerklotz; Seelig, 2001),
aumentando a permeabilidade de pequenos néo-eletrélitos, com o diametro
molecular de até 1,4 nm, e agua (Kozubek, 1985), o que pode causar na
hemdlise dos eritrocitos (Kozubek; Demel, 1980; Stasiuk; Jaromin; Kozubek,
2004).

Um estudo de pesquisadores chineses evidenciou que a citosporona B
age como um ligante fisiol6gico natural para o receptor nuclear 6rfao Nur77 em
células eucariontes (Zhan et al., 2008). Entre os resultados desse estudo, as
respostas biolégicas foram comprovadas por teste in vivo, em camundongos.
Essa ligacdo agonista com o receptor ativa alguns genes especificos
relacionados ao receptor que controla o processo de apoptose (Zhan et al.,
2008). Uma vez ativado, nota-se a migracdo do proprio receptor nuclear em
direcéo ao citoplasma, seguida de interacbes com as mitocondrias, resultando
na inducdo de vias moleculares para apoptose. O efeito citotoxico da citosporona
B foi testado em modelos in vitro. Os resultados indicaram que quando testado
em células tumorais como tumor gastrico humano (BCG-823) e de cancer de
colon (SW620) causou inibicdo da proliferacdo celular em até 70%. Em células
tumorais pulmonares (H1299) e de tumor hepatdcito (HepG2) a inibicdo da
proliferacdo foi cerca de 40%. Ja em células de fibroblastos de camundongos
(NIH/3T3), hepatociotos (HL-7702) e hepatoblastos humanos (ME-Hep4) o efeito
foi muito menor. Esses resultados sugerem que atividade da citosporona B, na
ligacdo com Nur77, o que demonstra um potencial seletivo em diferentes células.
O potencial citotoxico em células tumorais abre novas possibilidades de
pesquisa ja que esse composto tem potencial de causar apoptose em células
tumorais, sem causar efeito ou com menos efeito em células de linhagens néo
tumorais (Zhan et al., 2008).

Em outros estudos com lipidios resorcindlicos sintéticos foram feitas
analises genotdxicas, e apoptdticas, e demostrou-se importante atividade
apoptotica, possivelmente ndo mediada somente por danos no DNA. Mas,
possivelmente, influenciada com a capacidade de modulagcdo do Nur77.
Observou-se ainda que esses compostos podem potencializar os efeitos da

ciclofosfamida. Por conseguinte, 0s autores sugeriram que estes compostos séo



21

capazes de atuar como adjuvantes de quimioterapia eficazes (Navarro et al.,
2014; Oliveira et al., 2015).

Esses resultados sugerem novos estudos com lipideos resorcinolicos sao
promissores candidatos ao desenvolvimento de drogas quimioterapicas e/ou
coadjuvantes quimioterapicos. Sugere-se ainda testes com outros

guimioterapicos que ndao somente a ciclofosfamida.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos de um lipidio resorcindlico e de uma norcantarimida

sobre o DNA e suas interferéncias na acao de quimioterapicos comerciais.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos genotoxicos do ZIM e 4-AA na integridade do DNA,
inducdo de morte celular, ativacdo da fagocitose esplénica e contagem

diferencial de células sanguineas em camundongos Swiss.

Avaliar os efeitos do ZIM e 4-AA em associagcdo com quimioterapicos

comerciais cisplatina, doxorrubicina e ciclofosfamida.

Avaliar os efeitos genotdoxicos da Phthalide na integridade do DNA,
inducdo de morte celular, ativacdo da fagocitose esplénica em camundongos

Swiss.

Avaliar os efeitos da Phthalide em associacdo com quimioterapicos

comerciais cisplatina e ciclofosfamida.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Sintese do ZIM

Sintese ZIM.

Salvo indicacdo em contrario, as reacdes foram realizadas em vidrarias
secas a chama sob uma pressdo positiva de nitrogénio usando solventes
anidros. CHCl, foi purificado através de um Sistema de Purificacdo de Solvente
PPT/Glass Contour sob argénio. Hexano e Et,O foram recentemente destilados
a partir de CaHz antes do uso. Outros reagentes e solventes de grau comercial
foram usados sem purificacdo adicional, salvo indicacdo em contrario. A
cromatografia em camada fina (TLC) foi realizada usando placas pré-revestidas
Merck silica gel 60 F254 (0,25 mm) e a visualizagao foi feita por coloragdo UV
ou I, KMnOg4, CAM ou PMA. A cromatografia flash foi realizada usando Silicycle
SilicaFlash F60 (tamanho de particula de 40-63 um). Os espectros de RMN
foram registrados em um espectrdbmetro Bruker Avance de 300 MHz na
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os desvios quimicos de *H e 3C
NMR sao relatados como & usando solvente residual como padréo interno e
expressos como simples (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m).
Andlises espectrais de massa de alta resolu¢do foram realizadas usando um
espectrometro Bruker microTOFII ESI. Os pontos de fusdo (mp) nao foram
corrigidos e foram registrados em um aparelho de ponto de fusdo Fisher-Johns.
2.1.1.

Sintese de 2 - (1,5-Dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-
3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7- metanoisoindole-1,3(2H)-diona (ZIM). A uma
solucéo rapidamente agitada de anidrido maleico 1a (3,00 g, 30,57 mmol) em
acetona (15,00 mL) a temperatura ambiente foi adicionada lentamente uma
solugao de 4-aminoantipirina 4-AA (6,21 g, 30,57 mmol) em acetona (15 mL). A
mistura de reacao resultante foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente
até a conclusdo da reacado conforme avaliado por TLC. A mistura de reacéao foi
filtrada sob vacuo e o sélido foi lavado com hexano (3 x 10 mL). O sdlido foi seco
em vacuo e recristalizado a partir de etanol/H20 (1:1) para gerar o &cido

maleamico 1 (8,75 g, 95% de rendimento) como um solido amarelo palido. A uma
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solucéo rapidamente agitada de acetato de sédio (0,33 g, 3,96 mmol) e anidrido
acético (3,36 mL, 35,73 mmol) adicionou-se lentamente o &cido maleamico 1
(3,00 g, 9,93 mmol) a temperatura ambiente. O a mistura de reacao resultante
foi agitada vigorosamente a 80°C até a conclusdo da reacdo conforme avaliado
por TLC. O composto orgénico foi extraido com CHCIsz (15 mL), tratado com
solucéo saturada de NaHCOz3 (15 mL), lavado com salmoura (20 mL), seco sobre
Na>SO;, filtrado e concentrado in vacuo. O sdlido resultante foi purificado por
recristalizacéo de hexano para fornecer a maleimida 3 desejada (2,54 g, 95% de
rendimento) como um solido amarelo. Finalmente, a uma solucao rapidamente
agitada de maleimida 3 (1,00 g, 3,59 mmol) em CH2Cl, (10 mL) foi adicionado
lentamente o ciclopentadieno (6,11 mL, 7,27 mmol) a temperatura ambiente. A
mistura de reacao resultante foi agitada vigorosamente a temperatura ambiente
até a concluséo da reacdo conforme avaliado por TLC. A mistura reaccional foi
arrefecida até a temperatura ambiente. O sdlido foi filtrado, seco sob vacuo e
purificado por recristalizacdo de hexano para fornecer o composto policiclico
desejado ZIM. (1,00 g, 80% de rendimento) como um sdélido branco.

2.1.1.1. '*H RMN (CDCls, 300 MHz) & (ppm). 1,60 (d, 1H, Jcis = 9,0); 1,76
(d, 1H, Jcis = 9,0); 2,02 (s, 3H); 3,12 (s, 3H); 3,43 (m, 2H); 3,46 (m, 2H); 6,26 (s,
2H); 7,30 (m, 5H). 3C NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 11,1; 35,3; 45.1; 46,4;
52,5;102,3; 125,0; 127,5; 129,3; 134,1; 135.1; 151,7; 160,3; 176.3. HRMS (ESI):
[M + NaJ+, C20H19N303, calcd. 349.1426; encontrado: 349.1429. Mp = 247°C.

3.2 Sintese da Phthalide

Sintese de 3,5-dimetoxibenzoato de metila. Acido sulfurico concentrado
(2,5 mL) foi lentamente adicionado a uma solugéo de 3,5-dimetoxibenzdico &cido
(59, 27,46 mmol) em metanol. A reacédo a mistura foi entdo aquecida ao refluxo.
Depois das 6h, a mistura de reacédo foi resfriada até a temperatura ambiente
temperatura. O solvente foi evaporado sob pressédo reduzida. O residuo foi
solubilizado em acetato de etila (50 mL), e a fase organica neutralizado com
solucédo de bicarbonato de sddio a 8% (2 x 20 mL) e lavado com agua destilada
(2 x 20 mL) e salmoura (2 x 5 mL). A fase organica foi seco sobre MgSOy, filtrado

e o0 solvente evaporado por presséao reduzida, resultando em éster 12 e usado
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sem purificacdo adicional passos. RMN de 'H (300 MHz, acetona-d6) &: 3,67
(6H,s), 3,71 (*H, s), 6,54 (t, 'H, J 2,1), 6,95 (d, H, J 2,1 Hz).

RMN de 3C (75 MHz, acetona-d6) d: 52,5, 55,9, 105,8, 107,8, 133,1, 161,9,
167,0.

3.3 Agentes Quimicos

Os quimioterapicos foram obtidos comercialmente e administrados em
dose Unica segundo Berno et al. (2016). A Doxorrubicina foi diluida em agua
destilada e administrada na dose de 16 mg/Kg peso corporeo (p.c.) pela via
intraperitoneal (i.p.). A Cisplatina foi administrada na dose de 6mg/Kg (p.c., i.p.).
Ja a Ciclofosfamida foi diluida em agua destilada e administrada na dose de
100mg/Kg (p.c., i.p.).

3.4 Prot6tipos quimioterapicos

3.4.1 4-AA

4-AA foi obtido de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (CAS-83-07-8). 4-AA e
ZIM foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e depois diluidos em solucéo
salina com 5% de glicose (a concentracdo final de DMSO foi de 5%). As
concentracfes de 4-AA e ZIM (para comparacao de eficacia) foram 12, 24 , e 48
mg/kg para cada experiéncia. O veiculo de diluicdo (solucdo salina com glicose
a 5% contendo DMSO na concentragao final de 5%) foi utilizado como controle
negativo. Todas as administracfes foram realizadas simultaneamente pela via
intraperitoneal (i.p.), mantendo-se a propor¢ao do veiculo de diluicdo de 0,1

mL/10 g de peso corporal (p.p.).

3.4.2 Phthalide

A Phthalide 1 foi prontamente preparada tratando o &acido 3,5-
dimetoxibenzdéico com cloreto de octanoila na presenca de AICl3. Este composto
foi caracterizado por espectroscopia de RMN de *H e 13C, e os dados coincidem
com os relatados na literatura (Vitor et al., 2021).
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A Phthalide 1 foi primeiro dissolvida em DMSO (1%) e posteriormente
diluida em agua Mili-Q (concentracéo final de 1% de DMSQO) e administrada em
doses de 5, 10 e 20 mg/kg (p.b.; i.p.) (Araujo et al., 2017).

3.5 Delineamento experimental

3.5.1 ZIM e 4-AA

Cento e quarenta camundongos (Swiss) machos, adultos (8-10 semanas
de idade) e com peso médio de 35g, provenientes da Agéncia Estadual de
Defesa Sanitaria Animal e Vegetal (IAGRO), foram mantidos em caixas de
polipropileno recobertas por sepilho, em rack ventilado ALESCO®, sob
condi¢cbes controladas de climatizacao e luminosidade (12 horas de claro e 12
horas de escuro; temperatura em torno de 22+2°C; umidade relativa de 55+10%),
e alimentados com racao comercial (Nuvital, Nuvilab®) e agua filtrada ad libitum.
O experimento foi conduzido segundo as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal, observando as diretrizes da Declaragédo Universal dos
Direitos dos Animais e com aprovacdo da Comisséo de Etica no Uso de Animais
da UFMS (Protocolo n® 399/2012).

Os animais foram distribuidos em 28 grupos experimentais (5

animais/grupo) (Figura 3).

Grupo controle: Os animais receberam veiculo 1 (DMSO 1%) e (solucao

fisiologica — NaCl 0,9%) na dose de 0,1 mL/10 g b.w; i.p) simultaneamente.

Grupo CYP: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g b.w.) e

ciclofosfamida (100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g p.c.) e cisplatina

(6 mg/kg p.c., i.p.) simultaneamente.

Grupo DOX: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g p.c.) e

doxorrubicina (16 mg/kg p.c., i.p.) simultaneamente.

Grupo 4-AA: Os animais receberam 4-AA, em trés diferentes doses (12
mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg p.w., i.p.) e o veiculo (0,2mL/10 g b.w., i.p.)

simultaneamente.
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Grupo ZIM: Os animais receberam ZIM, em trés diferentes doses (12 mg/kg;
24 mg/kg e 48 mg/kg p.w., i.p.) e o veiculo (0,1mL/10 g b.w., i.p.)

simultaneamente.

Grupo CYP + 4-AA (4-AA + ciclofosfamida): Os animais receberam 1 (em
trés doses diferentes - 12 mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg p.w., i.p.) e ciclofosfamida

(100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS + 4-AA (4-AA + cisplatina): Os animais receberam 1 (em trés
doses diferentes 12 mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg b.w., i.p.) e cisplatina (6 mg/kg

b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo DOX + 4-AA (4-AA + doxorrubicina): Os animais receberam 1 (em
trés doses diferentes 12 mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg b.w., i.p.) e doxorubicina

(16 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CYP + ZIM (ZIM + ciclofosfamida): Os animais receberam 1 (em trés
doses diferentes - 12 mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg p.w., i.p.) e ciclofosfamida
(100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS + ZIM (ZIM + cisplatina): Os animais receberam 1 (em trés doses
diferentes 12 mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg b.w., i.p.) e cisplatina (6 mg/kg b.w.,

I.p.) simultaneamente.

Grupo DOX + ZIM (ZIM + doxorrubicina): Os animais receberam 1 (em trés
doses diferentes 12 mg/kg; 24 mg/kg e 48 mg/kg b.w., i.p.) e doxorubicina (16
mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.
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Figura 3. Delineamento experimental apresentando a distribui¢cdo dos animais de acordo com os
diferentes tratamentos.

3.5.2 Phthalide

Neste experimento, 120 camundongos Swiss (Mus musculus) machos
sexualmente maduros (aproximadamente 8—10 semanas) do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) foram divididos em 12

grupos experimentais cada (n = 10 animais).

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno cobertas com
cama e alimentados com ragao comercial (Nuvital®, Campo Grande, Brasil) e
agua filtrada ad libitum. A temperatura e a luminosidade foram controladas por
fotoperiodo de doze horas (12 h de luz: 12 h de escuriddo), com temperatura de

22 + 2 °C e umidade de 55% * 10 em estante ventilada (ALESCO®, Campo

Grande, Brasil).

O experimento foi conduzido seguindo as diretrizes da Declaracao
Universal dos Direitos dos Animais com aprovagdo do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA/UFMS) sob protocolo n° 399/2012.

Os 12 grupos experimentais foram divididos conforme listado abaixo:

Grupo controle: Os animais receberam veiculo 1 (DMSO 1%) e
ciclofosfamida (solucéo fisiolégica — NaCl 0,9%) na dose de 0,1 mL/10 g b.w; i.p)

simultaneamente.
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Grupo CYP: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g b.w.) e

ciclofosfamida (100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g p.c.) e cisplatina
(6 mg/kg p.c., i.p.) simultaneamente.

Grupo Phthalide 1: Os animais receberam 1, em trés diferentes doses
(5mg/kg; 10mg/kg e 20mg/kg p.w., i.p.) e o veiculo ciclofosfamida (0,1mL/10 g

b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CYP + Phthalide (Phthalide 1 + ciclofosfamida): Os animais
receberam 1 (em trés doses diferentes—5 mg/kg; 10 mg/kg e 20 mg/kg p.w., i.p.)
e ciclofosfamida (100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS + Phthalide (Phthalide 1 + cisplatina): Os animais receberam 1
(em trés doses diferentes—5 mg/kg; 10 mg/kg e 20 mg/kg b.w., i.p.) e cisplatina

(6 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

120 camundongos Swiss

52 = r

Genotoxicidade Anitgenotoxicidade

—= Controle Negativo * - = o

’ Ciclofesfamida- CYP ‘ Cisplatina- CIS

| Phthalide 5 mg/kg | | |
L. | Phthalide 10 mg/kg | 1] A
| Phthalide 20 mg/Kg —* Ciclofosfamida 100 mg/kg * Cisplatina6 mg/kg
CYP + Phthalide 5 mg/kg CIS + Phthalide 5 mg/kg
» | CYP + Phthalide 10 mg/kg — | CIS+ Phthalide 10 mg/kg
CYP + Phthalide 20 mg/Kg CIS + Phthalide 20 mg/Kg

Figura 4. Delineamento experimental apresentando a distribuicdo dos animais de acordo com os
diferentes tratamentos

3.6 Ensaios Biologicos

3.6.1 Ensaio do Cometa
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Uma amostra de sangue periférico, coletado 24 horas apos o0s
tratamentos, foi usada para a realizagéo do ensaio do cometa segundo Singh et
al. (1988) com modificacbes de Carvalho et al. (2015). Foram analisadas
visualmente (Kobayashi et al., 1995) 100 células/animal, em microscopio de
fluorescéncia (BIOVAL®, Modelo L2000A) em objetiva de 40x com filtro de
excitacao 420-490nm e filtro de barreira 520nm.

3.6.2 Ensaio de micronutcleo

Amostras de sangue periférico foram coletadas 24, 48 e 72 horas ap6s 0s
tratamentos para a realizacdo do ensaio de micronucleo de acordo com o
protocolo previamente descrito por Hayashi et al., (1990) com modificacdes de
Carvalho et al. (2015). Cerca de 20uL de sangue periférico foi coletado e
depositado em uma lamina previamente coberta com 20uL de Alaranjado de
Acridina (Img/mL). As laminas foram mantidas em freezer (-20°C),
posteriormente, foram analisadas 2.000 células/animal em microscépio de
fluorescéncia (BIOVAL® Modelo L 2000A), em objetiva de 40x, com filtro de
excitacao 420-490nm e filtro de barreira 520nm, para contabilizar a presenca de

micronucleos.

3.6.3. Morte Celular

Fragmentos do figado e rim foram coletados, macerados em solugéo
fisiologica e 100 pL dessa suspenséo foram usados para a confec¢do de uma
extensdo em lamina de vidro. Apoés secas, as laminas foram fixadas em Carnoy
durante 5 minutos, posteriormente, mergulhadas em diferentes concentracdes
de etanol (95%, 75%, 50% e 25%), lavadas em tampao Mcllvane durante 5
minutos, coradas com Alaranjado de Acridina (Img/ml) (5 minutos) e novamente
lavadas com tampéo de Mcllvane. A andlise foi realizada em microscépio de
fluorescéncia (BIOVAL® Modelo L 200A) com filtro de excitacdo 420-490nm e
filtro de barreira 520nm em objetiva de 40x. As células foram classificadas por
meio de padroes de fragmentagcdo de DNA e contabilizaram-se 200

células/animais (Navarro et al., 2014; Carvalho et al., 2015; Oliveira et al., 2015).

3.6.4. Ensaio de fagocitose
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Cerca de 1/3 do baco foi macerado em solucéo fisiologica. Em seguida,
100uL da suspenséo celular foram depositados em uma lamina previamente
corada com 20uL de Alaranjado de Acridina (1mg/ml) e recoberta com laminula
(Hayashi et al., 1990). A analise foi feita em microscépio de fluorescéncia em
objetiva de 40x com filtro de 420-490nm e filtro de barreira de 520nm. Para este
ensaio foram analisadas 200 células/animal, segundo Carvalho et al. (2015), de

acordo com a presenca e auséncia de evidéncia de fagocitose.

3.6.5 Calculo da porcentagem de reducdo ou incremento de danos

A porcentagem de reducdo dos danos € utilizada para avaliar a
capacidade quimiopreventiva de uma substancia quando essa é associada a
uma substancia sabiamente indutora de danos. Para tanto foi utilizada a férmula

proposta por Manoharan e Banerjee (1985) e Waters et al. (1990):

RD ou ID (%) ( Média controle positivo — média grupo associado )
ou =
’ Media controle positivo — media controle negativo

A porcentagem de incremento de danos trata-se da porcentagem de
reducdo de danos com sinal negativo. No entanto, ao invés de apresentar o sinal

negativo entende-se como incremento de danos.

A porcentagem de reducdo de danos foi adaptada também para os
ensaios de fagocitose e morte celular. As porcentagens de reducao de danos
negativas sdo interpretadas como incremento de danos como descrito por
Navarro et al. (2014). Nesse estudo optou-se por apresentar as porcentagens de
reducdo de danos somente para parametros com diferencas estatisticamente

significativas.

3.6.6 Contagem Diferencial de Células do Sanque

Cerca de 20uL de sangue periférico, coletados 72 horas apds os
tratamentos foi utilizado para a confeccdo de uma extensdo sanguinea.
Analisou-se 100 células/animal, as quais foram diferenciadas em linfocitos,
neutréfilos, mondcitos, eosindfilos e basofilos (Ishii et al., 2011; Navarro et al.,
2014).

3.7. Docking de DNA
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3.7.1. Detalhes Computacionais

O protocolo virtual, incluindo docking molecular, foi realizado no
computador DELL Workstation, com processador Intel Xeon E5-1660, 3,3 GHz,
4 CPUs, placa de video NVIDIA GeForce RTX 2060, RAM 8 GB, sob o sistema

operacional Windows.

3.7.2. Preparacao de Proteina

A estrutura cristalina baseada em difracdo de raios X de um B-DNA
Dodecamer foi recuperada do Protein Data Bank30 (PDB ID: 1BNA) com 1,9 A
de resolucdo para a estrutura cristalina do DNA sintético dodecamer d
(CpGpCpGpApApTpTpCpGpCpG). As moléculas de agua foram removidas
operando o BIOVIA Discovery Studio v4.5 (Accelrys) (Figura 4).

Figura 5. Visualizagdo da Estrutura do B-DNA Dodecamer (1BNA) depois de remover as
moléculas de agua usando o Discovery Studio BIOVIA. Cores diferentes representam as cadeias
de DNA: azul (cadeia A), laranja (bases da cadeia A), vermelho (cadeia B) e ciano (bases da
cadeia B).

3.7.3. Docagem Molecular

4-AA, 1, 2 e ZIM foram construidos no ChemDraw. Todas as geometrias
foram virtualmente construidas e otimizadas em mecéanica molecular (MM+) e

métodos semiempiricos Austin Model 1 (AM1) usando o programa HyperChem
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7. Os arquivos de saida foram convertidos em arquivos de entrada (.mol2) do
programa Discovery Studio BIOVIA usando Open Babel (OPEN BABEL
SOFTWARE, 2021), e depois convertidos em arquivos (.pdb) como arquivos de
entrada em HDOCK (YAN et al., 2017). O programa de servidor web HDOCK foi
usado para prever in silico a melhor orientacdo e conformacdo dos compostos
para o BDNA.

3.7.4. Selecao de Alvos e Simulacdes de Docking Molecular

A estrutura cristalizada de Dodecamero de B-DNA sintético foi obtida do
Protein Data Bank30 (PDB ID: 1BNA). Em seguida, simulagdes de docking foram
realizadas para cada candidato a inibidor no alvo correspondente. Este
procedimento foi realizado usando o servidor web HDOCK33 e a pontuacgao de
docking resultante foi avaliada. Antes do encaixe usando HDOCK, o B-DNA e os
compostos foram carregados como arquivos (.pdb) no servidor web. Os
complexos gerados pelo HDOCK foram selecionados usando o melhor modelo
entre os resultados, que apresentou o melhor escore de docking. As estruturas
complexas do sitio da proteina (.pdb) e dos ligantes (.pdb) foram inseridas no
programa visualizador BIOVIA Discovery Studio para detalhar as interacdes
entre os ligantes e as bases de DNA participantes.

3.8 Andlise estatistica

Os valores apresentados foram expressos em média + erro padrdo ou
porcentagem. Os dados paramétricos foram analisados por Student t-test,
segundo a natureza e distribuicdo (GraphPad Prism (Version 3.02; Graph-Pad
Software Inc., San Diego, CA, USA). O nivel de significancia adotado foi de p <
0,05.
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4 Resultados

Os resultados serdo apresentados na forma de artigo. As versoes
apresentadas estdo em lingua portuguesa. No entanto, os artigos ja foram
publicados em lingua inglesa.

4.1 Artigo 1
Chemical
Researchin
Toxicology
pubs.acs.org/crt

ZIM, a Norbornene Derived from 4-Aminoantipyrine, Induces DNA
Damage and Cell Death but in Association Reduces the Effect of
Commercial Chemotherapeutics

Rodrigo Juliano Oliveir-:z,:"’(II Ingridhy Ostaciana Maia Freitas da Silveira,(ﬂ Silvia C. das Neves,
Barbara Mitsuyasu, Allana C. Martins, Claudia Berno, Jiyan Mohammad, Halie Raj,

Flavio H. S. de Araujo, Cristiane Regina Hortelan, Luana Machado, Eufranio N. da Silva Junior,
Marcelo L. B. Vilela, Valter Aragao Nascimento, Adilson Beatriz, and Roberto da Silva Gomes™
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ZIM, um norborneno derivado de 4-Aminoantipirina, induz
danos ao DNA e morte celular, mas em associacao reduz o
efeito de quimioterapicos comerciais

Rodrigo Juliano Oliveira, Ingridhy Ostaciana Maia Freitas da Silveira, Silvia
Cordeiro das Neves, Barbara Mitsuyasu, Allana C. Martins, Claudia Berno, Jiyan
Mohammad, Halie Raj, Flavio H. S. de Araujo, Cristiane Regina Hortelan, Luana
Machado, Eufranio N. da Silva Juanior, Marcelo L. B. Vilela, Valter Aragao
Nascimento, Adilson Beatriz, and Roberto da Silva Gomes.

Resumo: A incidéncia de cancer esta aumentando e os medicamentos ndo séo
muito seletivos. Essas drogas causam efeitos adversos e as células tornam-se
resistentes. Portanto, novas drogas sdo necessarias. Aqui, avaliamos os efeitos
do ZIM, candidato a quimioterapia, e do 4-AA isoladamente e em associacéo
com quimioterapicos comerciais. Posteriormente, os resultados do ZIM e 4-AA
foram comparados. Camundongos Swiss machos foram tratados com doses de
12, 24 ou 48 mg/kg de ZIM ou 4-AA isoladamente ou em associagdo com
cisplatina (6 mg/kg), doxorrubicina (16 mg/kg) e ciclofosfamida (100 mg/kg).
Parametros biométricos, dano ao DNA (cometa e micronucleos), morte celular e
fagocitose esplénica foram avaliados. O DNA docking também foi realizado para
confirmar as possiveis interacbes de ZIM e 4-AA com o DNA. O 4-AA
demonstrou ter baixo potencial genotoxico, aumentou a frequéncia de morte
celular e ativou a fagocitose. O ZIM causa danos gendmicos e cromossOmicos,
além de causar morte celular e ativar a fagocitose. Em associacdo com agentes
quimioterapicos, tanto o 4-AA quanto o ZIM tém efeito quimiopreventivo e,
portanto, reduzem a frequéncia de danos ao DNA, morte celular e fagocitose
esplénica. A associacdo de 4-AA e ZIM com quimioterapicos comerciais
aumentou a frequéncia de linfécitos em comparacdo com apenas agentes
quimioterapicos. O docking molecular demonstrou que o ZIM tem mais afinidade
com o DNA do que o 4-AA e seus precursores (1 e 2). Isso foi confirmado pela
menor energia de interacdo do complexo (-119,83 kcal/mol). O ZIM pode quebrar
a molécula de DNA e, portanto, seu efeito quimioterapico pode estar relacionado
a danos no DNA. Considera-se que ZIM tem potencial quimioterapéutico. No
entanto, ndo deve ser usado em combinagdo com cisplatina, doxorrubicina e
ciclofosfamida, pois reduz os efeitos dessas drogas.
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1. INTRODUCAO

A alta taxa de mortalidade do cancer esta relacionada as limitacées que a
doenca e seus tratamentos impdem devido a alta heterogeneidade molecular e
ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia das células cancerigenas
durante o tratamento com antineoplasicos!. O acumulo de mutacdes no DNA
pode gerar caracteristicas diferenciadas das células normais, resultando em
proliferacdo descontrolada®. O tratamento quimioterapico convencional usa
drogas para danificar o DNA3®. Essas abordagens de drogas anticancerigenas
tém como alvo o DNA/proteina envolvida na etapa de proliferacéo celular®. No
entanto, os agentes indutores de dano ao DNA tém efeitos colaterais, como
nauseas, vomitos, diarreia e febre, afetando a qualidade de vida do paciente’?2,
Portanto, a busca por novos medicamentos com maior eficacia e menos efeitos
colaterais € considerada uma prioridade de pesquisa. As porcbes 1,4-
dioxobutenil e 4-aminoantipirina tém uma variedade de atividades
farmacolégicas. Sao candidatos viaveis para a sintese de novos agentes
quimioterapicos’®. Mais especificamente, o grupo 1,4-dioxo-butenil tem
apresentado atividades biolégicas promissoras no tratamento do cancer!®1l, De
fato, estudos anteriores mostraram que o a sintese de compostos que incluem
fragmentos de 4-aminoantipirina e maleimida tem propriedades antibacterianas
e analgésicas, bem como um perfil de citotoxicidade promissor em modelos pré-
clinicos!?6, Além disso, estudos anteriores mostraram o uso de cantaridina, um
terpenoide secretado por muitas espécies de besouros da bolhal’, e seus
derivados para tratar leucemia, melanoma, figado, pulmao e cancer de mama
(Figura 1)*19,

_ 0 0 o} 0
8] @ [} @ NH N—=Ar
* 0 ) 0 0
Norbonene
Cantharidin Norcantharidin Cantharimide

dicarboximide

Figura 1. Cantaridina e derivados.

Com base em nosso trabalho anteriort32%.21 primeiro sintetizamos o ZIM,

uma dicarboximida de norborneno baseada no andaime 1,4-dioxo-butenil/4-
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aminoantipirina. Em seguida, avaliamos o ZIM sintetizado em um modelo de
camundongo quanto ao seu potencial genotoxico e apoptético sozinho e em
combinacgéo com trés agentes quimioterapicos atualmente usados em ambientes
clinicos (cisplatina-CIS, doxorrubicina-DOX e ciclofosfamida-CYP). Também
estudamos e comparamos virtualmente a capacidade de 4-AA, 2, 3 e ZIM (Figura
2) de induzir danos ao DNA. Em seguida, avaliamos o ZIM sintetizado em um
modelo de camundongo swiss. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos de ZIM e 4-AA na integridade do DNA, inducao de morte celular, ativagéo
da fagocitose esplénica e contagem diferencial de células sanguineas. Também
foram avaliados o0s efeitos desses compostos em associagdo com
guimioterapicos comerciais (cisplatina-ClS, doxorrubicina-DOX e ciclofosfamida-
CYP). Finalmente, a possivel interagdo de 4-AA, ZIM e seus precursores (1 e 2)
com o DNA foi avaliada por docking molecular para descrever o possivel

mecanismo de acao.

N 3 PSSR 'O
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Figura 2. Comparacéo do efeito quimiopreventivo de compostos contendo porcdes 4-AA e 1,4-
dioxo-butenil. Cinza: por¢cédo 4 aminoantipirina; vermelho: fragdes 1,4-dioxobutenil. O composto
1 refere-se a ref 13 e o composto 2 refere-se a ref 20.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Sintese do ZIM

Salvo indicacdo em contrario, as reacdes foram realizadas em vidrarias
secas a chama sob uma pressdo positiva de nitrogénio usando solventes
anidros. CHCl, foi purificado através de um Sistema de Purificagdo de Solvente
PPT/Glass Contour sob argénio. Hexano e Et>O foram recentemente destilados
a partir de CaHz antes do uso. Outros reagentes e solventes de grau comercial

foram usados sem purificacdo adicional, salvo indicacdo em contrario. A
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cromatografia em camada fina (TLC) foi realizada usando placas pré-revestidas
Merck silica gel 60 F254 (0,25 mm) e a visualizagao foi feita por coloracdo UV
ou I, KMnO4, CAM ou PMA. A cromatografia flash foi realizada usando Silicycle
SilicaFlash F60 (tamanho de particula de 40-63 pm). Os espectros de RMN
foram registrados em um espectrometro Bruker Avance de 300 MHz na
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Os desvios quimicos de *H e 3C
NMR séo relatados como 6 usando solvente residual como padrdo interno e
expressos como simples (s), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q) e multipleto (m).
Analises espectrais de massa de alta resolucéo foram realizadas usando um
espectrometro Bruker micro TOFII ESI. Os pontos de fusdo (mp) ndo foram

corrigidos e foram registrados em um aparelho de ponto de fuséo Fisher-Johns.

2.1.1. Sintese de 2-(1,5-Dimetil-3-oxo-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-il)-
3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7- metanoisoindole-1,3(2H)-diona (ZIM).

A uma solucao rapidamente agitada de anidrido maleico 1a (3,00 g, 30,57
mmol) em acetona (15,00 mL) & temperatura ambiente foi adicionada lentamente
uma solucédo de 4-aminoantipirina 4-AA (6,21 g, 30,57 mmol) em acetona (15
mL). A mistura de reacdo resultante foi agitada vigorosamente a temperatura
ambiente até a conclusdo da reacdo conforme avaliado por TLC. A mistura de
reacao foi filtrada sob vacuo e o sdlido foi lavado com hexano (3 x 10 mL). O
soélido foi seco em vacuo e recristalizado a partir de etanol/H.O (1:1) para gerar
o acido maleamico 1 (8,75 g, 95% de rendimento) como um soélido amarelo
palido. A uma solugdo rapidamente agitada de acetato de sodio (0,33 g, 3,96
mmol) e anidrido acético (3,36 mL, 35,73 mmol) adicionou-se lentamente o &cido
maleamico 1 (3,00 g, 9,93 mmol) a temperatura ambiente. O a mistura de reacao
resultante foi agitada vigorosamente a 80°C até a concluséo da reacdo conforme
avaliado por TLC. O composto orgéanico foi extraido com CHCIz (15 mL), tratado
com solucao saturada de NaHCO3 (15 mL), lavado com salmoura (20 mL), seco
sobre Na>SOyq, filtrado e concentrado in vacuo. O solido resultante foi purificado
por recristalizagéo de hexano para fornecer a maleimida 3 desejada (2,54 g, 95%
de rendimento) como um sdlido amarelo.

Finalmente, a uma solugéo rapidamente agitada de maleimida 3 (1,00 g,

3,59 mmol) em CH2Cl> (10 mL) foi adicionado lentamente o ciclopentadieno (6,11
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mL, 7,27 mmol) a temperatura ambiente. A mistura de reacdo resultante foi
agitada vigorosamente a temperatura ambiente até a conclusdo da reacao
conforme avaliado por TLC. A mistura reaccional foi arrefecida até a temperatura
ambiente. O solido foi filtrado, seco sob vacuo e purificado por recristalizacao de
hexano para fornecer o composto policiclico desejado ZIM. (1,00 g, 80% de
rendimento) como um solido branco.

2.1.1.1. *H RMN (CDClIs, 300 MHz) & (ppm). 1,60 (d, 1H, Jcis = 9,0); 1,76
(d, 1H, Jcis =9,0); 2,02 (s, 3H); 3,12 (s, 3H); 3,43 (m, 2H); 3,46 (m, 2H); 6,26 (s,
2H); 7,30 (m, 5H). 13C NMR (CDCls, 75 MHz) & (ppm): 11,1; 35,3; 45.1; 46,4;
52,5;102,3; 125,0; 127,5; 129,3; 134,1; 135.1; 151,7; 160,3; 176.3. HRMS (ESI):
[M + NaJ*, C20H19N303, calcd. 349.1426; encontrado: 349.1429. Pf = 247°C.
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2.2. Medicamentos quimioterapicos
2.2.1. Quimioterapicos

Os quimioterapicos foram obtidos comercialmente e administrados em
dose Unica, segundo Berno et al. A doxorrubicina (DOX) (Glenmark
Farmacéutica Ltda,N° REG MS 1.1013.0232.002-4, Brasil) foi diluida em agua
destilada e administrada na dose de 16 mg/kg de peso corporal (p.c.) por via
intraperitoneal (i.p.). A cisplatina (CIS) (ACCORD Farmacéutica, N° REG MS
1.5537.0002.003-7, Brasil) foi administrada na dose de 6 mg/kg (p.c., i.p.). Este
composto foi obtido na forma liquida e ndo exigiu diluicdo. A ciclofosfamida
(CYP) (Genuxal, Baxter Hospitalar Ltda, N° REG MS 1.00683.0168.003-1, Brasil)

foi diluida em agua destilada e administrada na dose de 100 mg/kg (p.c., i.p.).
2.2.2. Prot6tipos quimioterapicos

O 4-AA foi obtido da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (CAS-83-07-8). 4-AA e
ZIM foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e depois diluidos em solucéo
salina com glicose a 5% (a concentracdo final de DMSO foi de 5%).14 As
concentracdes de 4-AA e ZIM (para comparacao de eficacia) foram 12, 24 e 48
mg/kg para cada experimento. O veiculo de diluicdo (solug&o salina com glicose
a 5% contendo DMSO na concentracao final de 5%) foi utilizado como controle
negativo. Todas as administracfes foram realizadas simultaneamente pela via
intraperitoneal (i.p.), e a proporc¢édo do veiculo de diluicdo de 0,1 mL/10 g de peso
corporal (p.c.) foi mantida.

2.3. Design experimental

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil (protocolo n° 966/2018) e
conduzido de acordo com as diretrizes da Declaracao Universal sobre Bem-Estar

Animal.

Cento e quarenta camundongos Swiss machos adultos (8 a 10 semanas
de idade; peso médio de 35 g) foram obtidos da Agéncia Estadual de Vigilancia
Sanitaria (conhecida no Brasil pela sigla IAGRO) e mantidos em caixas de
polipropileno com cama de maravalha. Os animais foram mantidos sob

temperatura controlada (22 £ 2 °C), umidade relativa de 55 + 10% e ciclos claro-
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escuro de 12:12h. Os animais foram alimentados com racédo comercial (Nuvital,

Nuvilab, Brasil) e agua filtrada ad libitum.

Os camundongos foram aclimatados durante 7 dias antes de serem
divididos aleatoriamente em 28 grupos experimentais (n = 5). Cada grupo foi
designado para um tratamento quimioterapico diferente (CHEMO); prototipos
quimioterapicos (CHEM-P); associacdo de quimioterapicos e protoétipos
quimioterapicos (ASSOC) ou veiculo de diluicgdo (CONTROL) (Figura S1A).

Os tratamentos foram administrados em dose Unica por meio de injecao
intraperitoneal (i.p.). Os grupos *CHEMO receberam DOX, CIS ou CYP a 16, 6
ou 100 mg/kg de peso corporal (p.c.), respectivamente. CHEM-P recebeu 4-AA
ou ZIM em trés dosagens diferentes: 12, 24 ou 48 mg/kg (p.c.). O veiculo de
diluicho de CHEM-P foi administrado a 0,1 mL/10 g (peso corporal, ip) como

substituto do tratamento no grupo de controle negativo (Figura S1A).

Sangue periférico foi coletado a cada 24 horas durante o periodo
experimental até a eutanasia 72 horas apos o tratamento. Amostras de figado,

rim e bago foram colhidas (Figura S1B).
2.4. Ensaios de Biologia
2.4.1. Ensaio do Cometa

A eletroforese em gel unicelular (SCGE) foi realizada utilizando uma
amostra de sangue periférico coletada 24 horas apés o tratamento de acordo
com o protocolo?® com  modificacdes?®®>.  Resumidamente, 100
células/camundongo foram analisadas visualmente sob um microscopio de
fluorescéncia BIOVAL L2000A (BIOVAL, China) com 40x lente objetiva e uma
combinacao de filtro de excitagédo azul (420-490 nm) e filtro de barreira de 520

nm24,
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Figura S1: Representacdo esquematica do projeto experimental in vivo. A. Distribuicdo dos 28
grupos experimentais (n=5) e sua categoria de tratamento: quimioterapicos (CHEMO); prot6tipos
quimioterapéuticos (CHEM-P); associacdo de quimioterapicos e prot6tipos quimioterapicos
(ASSOC) ou o veiculo de diluicio (CONTROL). B. Linha do tempo do experimento do dia 0 ao
10 (eutanasia) e coleta de amostras.
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2.4.2. Ensaio de Micronucleo (MNT)

Amostras de sangue periférico coletadas 24, 48 e 72 horas apos os
tratamentos foram utilizadas para verificar a presenca de micronucleos no
sangue periférico de camundongos de acordo com o0 protocolo previamente
descrito com modificacdes?>. Em resumo, 20 uL da amostra foram depositados
em uma lamina previamente coberto por 20 uL de alaranjado de acridina [1
mg/mL] e mantido em freezer (-20 °C) até o dia da analise. Um total de 2.000
células / camundongo foram analisadas sob um microscépio de fluorescéncia
BIOVAL L2000A (BIOVAL, China) com lente objetiva de 40x e uma combinacao

de filtro de excitacdo azul (420-490 nm) e filtro de barreira de 520 nm.
2.4.3. Ensaio de Morte Celular

Amostras de figado e rim foram colhidas ap6s eutanasia dos ratos e
maceradas em solugao salina; 100 yL desta suspensdo de amostra foram
espalhados em uma lamina. Apds a secagem, as laminas foram fixadas em
solucéo de Carnoy por 5 min e imersas em gradiente decrescente de etanol (95%
> 75% > 50% > 25%) antes de serem lavadas com tamp&o Mcllvaine por 5 min.
As laminas foram coradas com alaranjado de acridina [1 mg/mL] por 5 min e
lavadas com tampao Mcllvaine. Padrbes de fragmentacdo de DNA de 200
células/camundongos foram usados para identificar células apoptéticas sob um
microscopio de fluorescéncia BIOVAL L2000A (BIOVAL, China) com lente
objetiva de 40x e uma combinagéo de filtro de excitagdo azul (420-490 nm) e

filtro de barreira de 520 nm?26:27,
2.4.4. Ensaio de Fagocitose

Um fragmento de aproximadamente um terco do tamanho total do baco
foi colhido apds eutanasia e macerado em solugdo salina; 100 yL dessa
suspensao foram aplicados em lamina previamente coberta com 20 pL de

alaranjado de acridina [1 mg/mL]?®.

Um total de 200 células/camundongos foram analisados sob um
microscépio de fluorescéncia BIOVAL L2000A (BIOVAL, China) com lente

objetiva de 40x e uma combinacdo de filtro de excitacdo azul (420-490 nm) e
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filtro de barreira de 520 nm para determinar a presenca e/ou auséncia de

fagocitose?s.
2.4.5. Porcentagem de reducao de danos (RD)

A RD é utilizada para avaliar a capacidade quimiopreventiva de um
composto associado a um agente genotdxico conhecido?®2°. No presente
estudo, a RD, além do estudo de eficacia quimiopreventiva, foi calculada para
parametros estatisticamente significativos de ensaio de fagocitose e apoptose

de acordo com a equacao abaixo:

Média controle positivo — média grupo associado
RD oulD (%) = (7, — , —) x 100
Media controle positivo — media controle negativo

A RD negativa foi interpretada como um aumento do dano, conforme

descrito anteriormente?’.
2.4.6. Andlise Estatistica

O teste t de Student determinou a significancia estatistica dos dados
paramétricos e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. O
nivel de significancia foi p < 0,05 e o teste estatistico foi realizado no software
GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software, Inc.).

2.5. Acoplamento de DNA

2.5.1. Detalhes Computacionais

O protocolo virtual, incluindo docking molecular, foi realizado no
computador DELL Workstation, com processador Intel Xeon E5-1660, 3,3 GHz,
4 CPUs, placa de video NVIDIA GeForce RTX 2060, RAM 8 GB, sob o sistema
operacional Windows.

2.5.2. Preparacéao de Proteina.
A estrutura cristalina baseada em difracdo de raios X de um B-DNA

Dodecamer foi recuperada do Protein Data Bank30 (PDB ID: 1BNA) com 1,9 A

de resolucdo para a estrutura cristalina do DNA sintético dodecamer d
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(CpGpCpGpApApTpTpCpGpCpG). As moléculas de agua foram removidas
operando o BIOVIA Discovery Studio v4.5 (Accelrys) (Figura 3).

Figura 3. Visualizagdo da Estrutura do B-DNA Dodecamer (1BNA) depois de remover as
moléculas de agua usando o Discovery Studio BIOVIA. Cores diferentes representam as cadeias
de DNA: azul (cadeia A), laranja (bases da cadeia A), vermelho (cadeia B) e ciano (bases da
cadeia B).

2.5.3. Docagem Molecular.

4-AA, 1, 2 e ZIM foram construidos no ChemDraw. Todas as geometrias
foram virtualmente construidas e otimizadas em mecéanica molecular (MM+) e
métodos semiempiricos Austin Model 1 (AM1) usando o programa HyperChem
7.31 Os arquivos de saida foram convertidos em arquivos de entrada.mol2 do
programa Discovery Studio BIOVIA usando Open Babel®?, e depois convertidos
em arquivos .pdb como arquivos de entrada em HDOCK?33, O programa de
servidor web HDOCK foi usado para prever in silico a melhor orientacdo e
conformacao dos compostos para o0 BDNA.

2.5.4. Selecao de Alvos e Simulagbes de Docking Molecular.
A estrutura cristalizada do B-DNA sintético Dodecamer foi obtida do

Protein Data Bank30 (PDB ID: 1BNA). Entdo, simulacdes de encaixe foram

realizadas para cada candidato a inibidor no alvo. Este procedimento foi
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realizado usando o servidor web HDOCK33 e a pontuacéo de docking resultante
foi avaliada. Antes do encaixe usando HDOCK, o B-DNA e os compostos foram
carregados como arquivos .pdb no servidor web. Os complexos gerados pelo
HDOCK foram selecionados usando o melhor modelo entre os resultados, que
apresentou o melhor escore de docking. As estruturas complexas do sitio da
proteina (.pdb) e dos ligantes (.pdb) foram inseridas no programa visualizador
BIOVIA Discovery Studio para detalhar as interacdes entre os ligantes e as bases

de DNA participantes.

3. Resultados

3.1 Sintese de 2-(1,5-Dimetil-3-0xo0-2-fenil-2,3-dihidro-1H-pirazol-4-yl)-
3a,4,7,7a-tetrahidro-1H-4,7-metanoisoindole-1,3(2H)-diona (ZIM).

Esquema 1 mostra a rota sintética do ZIM.

O &cido maleico 1 foi obtido pela reacao de abertura do anel do anidrido
maleico la e 4-AA. A reacdo de 1 com acetato de sodio e anidrido acético
forneceu a maleimida 3. Finalmente, a reacdo de cicloadicdo 4 + 2 de 3 e
ciclopentadieno forneceu o ZIM policiclico.

Esquema 1. Estratégia Sintética para Obtengao dos Compostos Selecionados

(a) acetona, rt, 1 h, 95% de rendimento; (b) anidrido acético, acetato de sédio, rt, 1 h, 95% de
rendimento; (c, d) ciclopentadieno, rt, 30 min, 80% de rendimento.

3.2. Ensaios de Biologia
3.2.1. Avaliacéo de genotoxicidade: danos ao DNA

O CIS nao aumentou significativamente (p > 0,05) a frequéncia de células
danificadas (aumento de apenas 1,5x) ou no escore de dano ao DNA (aumento
de apenas 1,61x). DOX e CYP aumentaram (p < 0,05) a frequéncia das células

danificadas e o escore de danos ao DNA. O aumento na frequéncia de células



47

danificadas foi de 2,58x% e 4,53x%, e 0 escore de dano ao DNA foi de 3,11x e 5,32x
para DOX e CYP, respectivamente (Figura 4A). O 4-AA ndo aumentou (p > 0,05)
a frequéncia de células danificadas. No entanto, houve um aumento significativo
(p < 0,05) na pontuagcao de danos no DNA na dose mais elevada (48 mg/kg).
ZIM aumentou (p < 0,05) a frequéncia de dano gendmico para as trés doses
testadas. O aumento observado foi de 4,03x, 4,67x e 3,55% para 12, 24 e 48
mg/kg, respectivamente. Para o escore de dano, o aumento foi de 4,41x, 5,16x

e 3,78x para as mesmas doses, respectivamente (Figura 4A).

Em associacdo com CIS, o 4-AA néo alterou significativamente (p > 0,05)
a frequéncia de células danificadas. Porém, foi observado aumento (p < 0,05) no
escore para a dose mais elevada (48 mg/kg) (Figura 4B). Para esta dose, o
incremento de dano foi de 67,74% (Figura 4C). O ZIM, em associa¢gdo com 0
CIS, nao alterou (p > 0,05) a frequéncia de células danificadas ou o escore de
dano ao DNA para nenhuma das doses testadas (Figura 4B). A associa¢do néo
apresentou percentual significativo de redugdo/aumento do dano, uma vez que

0 numero de células danificadas néo variou significativamente.

Em associagdo com DOX, o0 4-AA reduziu (p < 0,05) a frequéncia de danos
as células para a dose mais elevada (48 mg/kg). O 4-AA também reduziu (p
<0,05) a pontuacédo de danos ao DNA para as duas doses mais altas (24 e 48
mg/kg) (Figura 4D). Os percentuais de reducdo de danos foram de 34,69 e
55,10% para 24 e 48 mg/kg, respectivamente (Figura 4E). Na associagéo de ZIM
com DOX, foi observada reducao (p < 0,05) na frequéncia de células danificadas
para doses de 24 e 48 mg/kg, e reducéo no escore de dano ao DNA apenas para
48 mg/kg (Figura 4D). Os percentuais de reducao de danos foram de 26,94 e
47,35% para 24 e 48 mg/kg, respectivamente (Figura 4E).

Em associacdo com o CYP, o 4-AA reduziu (p <0,05) a frequéncia de
danos as células e o escore de danos ao DNA para todas as doses (Figura 4F).
O percentual de reducgéo de danos foi de 52,97, 58,90 e 46,12% para 12, 24 e
48 mg/kg, respectivamente (Figura 4G). O ZIM nao alterou (p > 0,05) a
frequéncia de células danificadas ou 0 escore de dano ao DNA em nenhuma das

doses (Figura 4F).
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Figura 4. Avaliacdo de genotoxicidade: dano ao DNA (ensaio cometa e porcentagem de DR). A.
NUmero de células danificadas e pontuacao de danos ao DNA para tratamentos quimioterapicos
(CIS, DOX ou CYP) e protétipos quimioterapéuticos (4-AA ou ZIM) com o tratamento de diluicao
do veiculo como controle. B. Nimero de células danificadas e a pontuagcdo de danos no DNA
para CIS combinado com tratamentos de prototipos quimioterapéuticos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM)
com grupo CIS como controle. C. Porcentagem de redugdo de danos dos grupos CIS
combinados com protétipos quimioterapicos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM). D. Niumero de células
danificadas e pontuacdo de danos no DNA para DOX combinado com tratamentos de protétipos
quimioterapéuticos (DOX+4-AA ou DOX+ZIM) com o grupo DOX como controle. E. Porcentagem
de reducéo de dano de grupos DOX combinados com protétipos quimioterapicos (DOX+4-AA ou
DOX+ZIM). F. Numero de células danificadas e pontuacdo de danos no DNA para CYP
combinado com tratamentos de protétipos quimioterapéuticos (CYP+4-AA ou CYP+ZIM) com
grupo CYP como controle. G. Porcentagem de Reduc¢&o de Danos dos grupos CYP combinados
com prototipos quimioterapicos (CYP+4-AA ou CYP+ZIM). Legenda: CIS = cisplatina; DOX =
doxorrubicina; CYP = ciclofosfamida; * = p < 0,05 (T-Student).

3.2.2. Avaliacao de genotoxicidade: danos cromossémicos

CIS, DOX e CYP aumentaram a frequéncia de micronucleos em 8,05x,
4,16% e 8,37% por 24 h; 5,50x%, 3,26x e 4,81x por 48 h; e 2,18x, 9,76x e 13,23x
por 72 h, respectivamente (Figura 5A). O 4-AA aumentou (p < 0,05) a frequéncia
de micronucleos para a dose mais alta (48 mg/kg) em 24 horas (1,79x) e as duas
doses mais baixas (12 e 24 mg/kg) em 72 horas (1,82x e 1,94x,
respectivamente). Apos 48 h, foi observada reducédo (2,07x%; p < 0,05) na
frequéncia de microndcleos para 12 mg/kg. O ZIM aumentou (p < 0,05) a
frequéncia de micronucleos para as trés doses em todos os tempos de avaliacéo,
exceto para a dose de 48 mg/kg na avaliacdo de 48h. No periodo de 24 horas,
os aumentos foram de 1,60x, 2,78x e 2,61x; para 48 horas, os aumentos foram
de 1,45x, 2,15x% e 1,41x; e por 72 h, os aumentos foram de 4,71x, 4,05x e 4,47x
para doses de 12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente (Figura 5A).

Em associacdo com o CIS, o 4-AA reduziu (p < 0,05) a frequéncia de
micronucleos para todas as doses em todos os momentos avaliados (Figura 5B),
e 0s percentuais de reducéo de danos variaram de 46,09 a 58,21% (Figura 5C).
Estes resultados demonstram os efeitos quimiopreventivos do 4-AA sobre o CIS
em todas as doses. Por outro lado, o ZIM apresentou efeito quimiopreventivo
através da reducéo (p < 0,05) da frequéncia de micronucleos para todas as doses
em 24 e 72 h (Figura 5B), e os percentuais de reducédo de danos variaram de
38,36 a 83,26% (Figura 5B). 5C). As 48h, foi observada atividade
quimiopreventiva (p < 0,05) apenas para a dose intermediaria (Figura 5B), e o

percentual de reducao de danos foi de 42,39% (Figura 5C). Em associa¢do com
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DOX, o 4-AA reduziu (p < 0,05) a frequéncia de micronucleos apenas para as
doses mais baixas e mais altas as 24h (Figura 5D), e os percentuais de reducéo
de danos foram de 40,00 e 24,17% para 12 e 48 mg/kg , respectivamente (Figura
5E). O ZIM reduziu (p < 0,05) a frequéncia de micronucleos apenas na dose mais
alta em 24 e 48 h (Figura 5D), e os percentuais de reducéo de danos foram 52,33
e 45,90, respectivamente (Figura 5E). Em associacdo com o CYP, o 4-AA
apresentou efeito quimiopreventivo (p < 0,05) para todas as doses em todos 0s
momentos avaliados (Figura 5F), e os percentuais de reducao de danos variaram
de 38,35 a 87,98% (Figura 5G).

O ZIM teve o mesmo efeito (Figura 5F), e os percentuais de reducéo de
danos variaram de 51,21 a 109,90% (Figura 5G). A porcentagem de reducao de
danos acima de 100% indica que ZIM para 12 mg/kg as 48 h também reduziu o
dano basal, o que significa que reduziu a frequéncia basal dos microndcleos em

comparacao com a frequéncia do grupo controle negativo (Figura 5G).

3.2.3. Ensaio de Morte Celular

CIS, DOX e CYP aumentaram (p < 0,05) a frequéncia de morte celular no
figado e nos rins. O aumento da morte celular no figado foi de 2,16x, 2,35% e
1,53%x, e no rim foi de 2,06x, 2,03x e 2,17x para CIS, DOX e CYP,
respectivamente (Figura 6A).

O 4-AA aumentou (p < 0,05) a frequéncia de morte celular no figado e nos
rins para todas as doses. O aumento do figado foi de 1,67x, 1,57x e 1,61x%, e 0
aumento do rim foi de 1,69%, 1,73x e 1,50x para doses de 12, 24 e 48 mg/kg,
respectivamente. O ZIM também aumentou (p < 0,05) a frequéncia de morte
celular no figado e nos rins para todas as concentracdes, exceto para a dose de
24 mg/kg no rim. O aumento do figado foi de 1,75x%, 1,24x e 1,54x, e do rim foi
de 1,26x%, 1,23x e 1,24x para 12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente (Figura 6A).

O 4-AA reduziu (p <0,05) a frequéncia de morte celular no figado induzida
por CIS, DOX e no rim induzida por CIS, DOX e CYP (Figura 6B, D, F). A
porcentagem de reducdo de danos para CIS no figado foi de 40,65, 66,06 e
41,67% (Figura 6C) e para DOX foi de 62,06, 59,44 e 77,80% (Figura 6E) para
12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente. A porcentagem de reducéo de danos para

CYP foi 0, -24,23 e -19,82%. Esses valores ndo possuem significancia estatistica
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Figura 5. Avaliagdo de genotoxicidade: Danos cromossdémicos (ensaio MNT e porcentagem de
DR). A. Frequéncia de micronucleos para quimioterapicos (CIS, DOX ou CYP) e protétipos
quimioterapéuticos (4-AA ou ZIM) com o tratamento de diluicdo do veiculo como controle. B,
Frequéncia de micronucleos para tratamentos CIS combinados com protétipos quimioterapicos
(CIS+4-AA ou CIS+ZIM) com grupo CIS como controle. C. Danos Porcentagem de reducdo dos
grupos CIS combinados com protétipos quimioterapicos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM). D. Frequéncia
de micronucleos para DOX combinados com tratamentos prot6tipos quimioterapicos (DOX+4-AA
ou DOX+ZIM) com grupo DOX como controle. E. Porcentagem de Reducéo de Dano grupos de
DOX combinados com prototipos quimioterapicos (DOX+4-AA ou DOX+ZIM). F. Frequéncia de
micronlcleos para CYP combinada com protétipos quimioterapicos (CYP+4-AA ou CYP+ZIM)
tratamentos com grupo CYP como controle.G. Porcentagem de reducdo de dano de CYP
combinada com grupos de prototipos quimiotergpicos (CYP+4-AA ou CYP+ZIM). Legenda: CIS
= cisplatina;DOX= doxorrubicina;CYP = ciclofosfamida; * = p < 0,05 (T-Student).

(p > 0,05) (Figura 6G). A porcentagem de reducao de danos para CIS no rim foi
49,42, 50,57 e 45,98% (Figura 6C); a do DOX foi de 29,41, 23,53 e 22,35%
(Figura 6E); e para CYP foi de 20,83, 27,08 e 31,25% (Figura 6G) para 12, 24 e
48 mg/kg, respectivamente.

ZIM reduziu (p < 0,05) a frequéncia de morte celular no figado induzida
por CIS e DOX, e no rim induzida por CIS, DOX e CYP (Figura 6 B, D, F). A
porcentagem de reducdo de danos para CIS no figado foi de 79,27, 75,20 e
52,84% (Figura 6C), e para DOX foi de 62,06, 59,44 e 77,80% (Figura 6E) para
12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente. A porcentagem de reducédo de danos para
CYP foi —33,04, 0 e 35,24%. Porém, nao houve reducéo significativa (p > 0,05)
(Figura 6G). A porcentagem de redugéo de danos para CIS no rim foi 45,29,
36,09 e 41,61% (Figura 6C); para DOX foi 28,00, 21,41 e 30,82% (Figura 6E); e
para CYP foi 72,08, 77,08 e 70,42% (Figura 6G) para 12, 24 e 48 mg/Kkg,

respectivamente.

3.2.4. Fagocitose Esplénica

CIS, DOX e CYP aumentaram (p < 0,05) a frequéncia de fagocitose
esplénica em 2,4x, 2,11x e 1,94x para 12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente
(Figura 7A). O 4-AA aumentou (p < 0,05) a fagocitose esplénica em 2,18x, 2,20x
e 2,10x para 12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente. O ZIM também aumentou (p
< 0,05) em 2,12x, 2,11x e 2,16x para as mesmas doses, respectivamente
(Figura 7A). O 4-AA néo interferiu (p > 0,05) na frequéncia de fagocitose
esplénica induzida por CIS (Figura 7 B, C). A dose de 48 mg/kg de 4-AA

aumentou (p < 0,05) a fagocitose esplénica quando associada a DOX (Figura
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Figura 6. Ensaio de morte celular e porcentagem de DR. A. Frequéncia de morte celular para
quimioterapicos (CIS, DOX ou CYP) e quimioterapicos tratamentos protétipos (4-AA ou ZIM) com
o tratamento de diluicdo do veiculo como controle. B. Frequéncia de morte celular para CIS
combinada com protétipos quimioterapicos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM) com grupo CIS como
controle. C. Porcentagem de Reducdo de Danos do CIS combinado com grupos de protétipos
quimioterapicos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM). D. Frequéncia de morte celular para DOX combinada
com quimioterapicos tratamentos prototipos (DOX+4-AA ou DOX+ZIM) com grupo DOX como
controle. E. Porcentagem de reducdo de dano de DOX combinada com protétipos
quimioterapicos (DOX+4-AA ou DOX+ZIM). F. Frequéncia de morte celular para CYP combinada
com prototipos quimioterapicos (CYP+4-AA ou CYP+ZIM) com grupo CYP como controle. G.
Porcentagem de reducao de danos do CYP combinado com quimioterapicos grupos prototipos
(CYP+4-AA ou CYP+ZIM). Legenda: CIS = cisplatina; DOX = doxorrubicina; CYP =
ciclofosfamida; * = p < 0,05 (T-Student).

7D). O incremento de dano foi de 23,33% (Figura 7E). Todas as concentracdes
de 4-AA associadas ao CYP reduziram (p < 0,05) a frequéncia de fagocitose
esplénica (Figura 7F), e os percentuais de reducao de danos foram 37,01, 54,33
e 62,99% para 12, 24 e 48 mg/kg, respectivamente (Figura 7G).

Apenas a maior dose de ZIM reduziu (p < 0,05) a frequéncia de fagocitose
esplénica quando associada ao CIS (Figura 7B,C) e aumentou (p < 0,05) quando
associada a DOX (Figura 7D). A reducéo de danos e o aumento percentual foram
em torno de 29,21 e 23,33% para CIS e DOX, respectivamente (Figura 7C, E).
Em associacdo com CYP, foi observada reducao (p < 0,05) da fagocitose
esplénica (Figura 7F) em 31,49, 50,71 e 59,53% para 12, 24 e 48mg/kg,

respectivamente (Figura 7G).

3.2.5. Contagem diferencial de células sanguineas

Uma andlise preliminar mostrou que o0 grupo controle negativo
apresentava basdfilos e eosinéfilos acima dos valores de referéncia. O mesmo
resultado foi observado para 4-AA quando os animais foram tratados com CIS e
48 mg/kg de 4-AA quando os animais foram tratados com DOX e 48 mg/kg de 4-
AA. Os animais tratados com CYP e a associacdo de CYP com as duas doses
mais baixas de 4-AA (12 e 24 mg/kg) também apresentaram frequéncia de
basoéfilos acima do valor de referéncia. Contudo, ndo foram encontradas
diferencas significativas (p > 0,05) entre os grupos quando aplicada a analise
estatistica. Observou-se também que todos os animais dos diferentes grupos
experimentais apresentaram frequéncia de basdfilos acima dos valores de

referéncia, inclusive o controle negativo. Nao foram encontradas diferencas
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Figura 7. Frequéncia da porcentagem de fagocitose esplénica de DR. A. Frequéncia de
fagocitose para quimioterapicos (CIS, DOX ou CYP) e protétipos quimioterapéuticos (4-AA ou
ZIM) com o tratamento de diluicdo do veiculo como controle. B. Frequéncia de morte celular para
CIS combinada com prototipos quimioterapicos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM) tratamentos com grupo
CIS como controle. C. Porcentagem de reducdo de dano do CIS combinados com grupos de
protétipos quimioterdpicos (CIS+4-AA ou CIS+ZIM). D. Frequéncia de fagocitose para DOX
combinada com protétipos quimioterapicos (DOX+4-AA ou DOX+ZIM) com grupo DOX como
controle. E. Porcentagem de reducdo de dano de DOX combinados com grupos protétipos
quimioterapicos (DOX+4-AA ou DOX+ZIM). F. Frequéncia de fagocitose para CYP combinada
com prototipos quimioterapicos (CYP+4-AA ou CYP+ZIM) com grupo CYP como controle. G.
Porcentagem de reducéo de dano do CYP combinado com grupos de prot6tipos quimioterapicos
(CYP+4-AA ou CYP+ZIM). Legenda: CIS = cisplatina;DOX= doxorrubicina; CYP = ciclofosfamida;
* = p < 0,05 (T-Student).

significativas (p > 0,05) na aplicacdo da analise estatistica. Esses fatos sugerem
gue essas alteracfes ndo estao relacionadas aos tratamentos (Tabela 1).

Além do aumento de basofilos e eosindfilos no grupo controle negativo, o
tratamento dos animais com ZIM em associacdo com CIS, DOX e CYP,
independente da dose de ZIM, também apresentou frequéncia de baséfilos
acima dos valores de referéncia. Nao foi observada diferenca significativa (p >
0,05) ap0s andlise estatistica, 0 que sugere que este resultado ndo se deve aos
tratamentos. Para eosindfilos, todos os grupos apresentaram frequéncia acima
dos valores de referéncia, exceto DOX associada a menor dose de ZIM (12
mg/kg) e CYP associada a ZIM (48 mg/kg). ApGs andlise estatistica, ndo foi
observada diferenga significativa (p > 0,05). Para ZIM sozinho (12 mg/kg), CIS
associado a ZIM (48 mg/kg) e DOX associado a ZIM (24 mg/kg), os resultados
mostraram que as frequéncias de mondcitos foram superiores aos valores de
referéncia (Tabela 2).

Para os linfécitos, observou-se que CIS, DOX e CYP reduzem (p < 0,05)
suas frequéncias. Porém, quando o CIS é administrado em associacdo com 4-
AA, foi observado aumento (p < 0,05) na frequéncia de linfocitos nas duas
concentragfes mais baixas (12 e 24 mg/kg). Também foi observado aumento (p
< 0,05) quando a DOX foi associada a 12 e 48 mg/kg de 4-AA e na associacéo
de CYP com 24 e 48 mg/kg de 4-AA. Houve reducéo significativa (p < 0,05) na
frequéncia de neutréfilos na associacdo de CIS com 12 mg/kg de 4-AA e na
associacdo de CYP com 24 e 48 mg/kg de 4-AA. Para os demais parametros
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p > 0,05)
(Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados de contagem diferencial de células sanguineas para
tratamentos com 4-AA

. Cell types
EX%ﬁngi”ta' 55-95% 10-40% 0.0-03%  0.0-04%  0.1-35%
Lymphocytes Neutrophils Basophils  Eosinophils  Monocytes
CHEM-P

Control 78,50+3,23 23,755,12 0,50+0,29 1,50+0,65 2,25+0,85
4-AA/12 76,25+2,142 15,75+2,462 0,00+0,00? 1,75+0,752 1,000,718
4-AA24 81,500,872 13,50+1,44* 0,000,000  1,00+0,71*  2,00+0,712
4-AA/48 70,50+1,66% 24,251,652 0,00+0,00? 2,50+0,29° 1,75+0,48?

CIS COMB
CIS 64,50+1,94%* 28,50+1,94%  0,00£0,00°  2,25+0,25%  0,25+0,25°
CIS+4-AA/12 76,00+2,04°* 19,50+1,44%*  0,25+0,25° 2,50+0,65° 1,25+0,95°
CIS+4-AA/24 74,50+3,12°* 22,00+2,35° 0,25+0,25° 2,00+0,41° 1,25+0,75°
CIS+4-AA/4A8 67,75+3,86° 22,50+2,53" 1,00+0,71° 1,75+0,48° 1,50+0,65°

DOX COMB
DOX 57,25+6,36%* 26,25+4,802 0,25+0,25? 3,50+1,942 2,00+0,58?
DOX+4-AA/12  75,25+2,17°* 21,752 32° 0,00+0,00¢ 1,00+0,41° 1,25+0,25°¢
DOX+4-AA/24  64,5045,17° 31,75+#4,33¢  0,00£0,00°  2,00+1,08°  2,00+0,58°
DOX+4-AA/48  78,25+2,81°* 17,7541 55¢ 0,75+0,48° 1,50+0,29¢ 1,50+0,96°

CYP COMB
CYP 60,50+2,87%* 34,00+2,80% 0,75+0,48? 2,25+0,85? 2,50+0,87¢
CYP+4-AA/12  67,50+3,97¢ 28,25+3,04°  0,50+0,29°  1,25+0,48¢  1,25+0,481
CYP+4-AA/24  75,25+2,17% 21,75+1,38%*  0,67+0,29¢ 1,00+0,00¢ 1,00+0,00¢
CYP+4-AA/48  80,00+2,52%* 18,00+2,12%  (,25+0,25¢ 1,25+0,25¢ 1,00+0,41¢

aDados apresentados em média + DP. Legendas: 4-AA = 4-aminoantipirina; CHEM-P = protétipo
quimioterapico; CIS = cisplatina; DOX = doxorrubicina; CYP = ciclofosfamida; COMB =
combinacao de prot6tipo quimioterapico e quimioterapico; estatisticamente em comparagéo com
o grupo de controle negativo. PEstatisticamente comparado ao grupo DOX. °Estatisticamente
comparado ao grupo CIS. YEstatisticamente comparado ao grupo FC; *diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05; t-Student).; * = p < 0,05 (T-Student).

3.3. Ancoragem molecular

Os acidos nucleicos desempenham papéis cruciais em varios processos
celulares essenciais, incluindo a reproducdo celular e a biossintese de
proteinas®*. A ligacdo de ligantes a macromoléculas desempenha um papel
fundamental na biologia e na medicina como mecanismo de direcdo em
processos biolégicos. Moléculas que se ligam ao DNA podem perturbar o
processo de replicacdo, o que afeta a proliferacado celular ou o processo de
transcricdo, inibindo a expressao génica. Mais especificamente, a ligacdo de

medicamentos a proteinas e DNA tem sido de grande interesse nos ultimos anos,
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replicacdo e transcrigcdo, o DNA tem sido um alvo importante para antibiéticos,

anticancerigenos e medicamentos antivirais®®.

Tabela 2. Resultados de contagem diferencial de células sanguineas para
tratamentos com ZIM

Experimental Cell types
groups 55-95% 10-40% 0.0-0.3% 0.0-0.4% 0.1-3.5%
Lymphocytes Neutrophils Basophils  Eosinophils  Monocytes
CHEM-P

Control 78,50+3,23 23,7545,12 0,50+0,29 1,50+0,65 2,25+0,85
ZIM/12 67,60+1,68%* 26,20+0,55*  0,20+0,22*  2,00+0,61*  4,00+1,462
ZIM/24 76,804,442 17,2043,42*  0,40+0,27*  3,00+1,17*  2,60+1,48?
ZIM/48 69,20+5,52% 24,20+4,46*  0,40+0,27°  2,80+0,65*°  3,20+0,82°

CIS COMB
CIS 64,50+1,94%* 28,50+1,94*  0,00+0,00*  2,25+0,25* 0,250,252
CIS+ZIM/12 82,80+2,77°*  11,60+3,75°*  0,80+0,65°  1,80+0,82°  3,00+1,27°
CIS+ZIM/24 77,40+£3,01°*  16,60+3,01°*  0,80+0,42°  4,20+1,52®  1,00+1,12°
CIS+ZIM/48 64,60+4,86° 27,6045,29°  1,80+0,82°  2,00+0,71°  4,00+1,46°

DOX COMB
DOX 57,25+6,36%* 26,25+4,80*  0,25+0,25*°  3,50+1,94*  2,00+0,58°
DOX+ZIM/12  80,60+1,86°* 15,80+1,56¢ 1,80+0,65°  0,40+0,45°  1,40+0,67¢
DOX+ZIM/24  77,004+2,55* 15,80+1,43¢ 2,00+1,00°  1,00+0,50°  4,20+1,60°
DOX+ZIM/48  76,80+2,51¢* 17,20+3,07¢ 1,60+0,67¢  1,40+1,04°  3,00+1,62°

CYP COMB
CYP 60,50+2,87%* 34,00+2,80*  0,75+0,48*  2,25+0,85*  2,50+0,87%
CYP+ZIM/12 66,20+2,86¢ 27,20+1,64¢ 1,80+0,89¢  1,40+0,24%  3,40+0,84¢
CYP+ZIM/24 ~ 79,00+2,32%*  17,80+1,92%*  0,80+0,65¢  1,00+0,509  1,40+0,45¢
CYP+ZIM/48  72,40+12,36°  26,40+12,56°  0,00+0,00°  0,00+0,00¢  1,20+1,08¢

aDados apresentados em média + DP. Legendas: CHEM-P = prot6tipo quimioterapico; CIS =
cisplatina; DOX = doxorrubicina; CYP = ciclofosfamida; COMB = combinacdo de protétipo
quimioterapico e quimioterapico; estatisticamente em comparacdo com o grupo de controle
negativo. "Estatisticamente comparado ao grupo DOX. °Estatisticamente comparado ao grupo
CIS. YEstatisticamente comparado ao grupo FC; *diferenca estatisticamente significativa (p <

0,05; t-Student).

Os efeitos da ligacdo do &cido nucleico aos medicamentos sao

conhecidos para varias doencas, como o cancer3¢, A maioria dos medicamentos

gue se ligam ao DNA sado compostos aromaticos de baixo peso molecular, muitas

vezes transportando cargas positivas®’. Os diferentes modos de ligagdo do

medicamento ao DNA incluem a intercalacéo entre células adjacentes. pares de

bases e intrusdo no sulco menor e no sulco maior.
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A intercalacdo e a ligacdo ao sulco menor sdo a maioria dos modos de
ligacdo ao DNA de ligantes pequenos®4°, A especificidade da sequéncia de
ligacdo do farmaco ao DNA é limitada devido ao tamanho restrito dos farmacos,
mas € geralmente maior para ligantes de sulco menor e maior do que para

intercaladores38:39,

A intercalacdo requer uma deformacao significativa devido a formacéo de
uma cavidade de ligacdo®°4°, em contraste com a ligacéo ao sulco menor e maior
que ndo requer alteragGes conformacionais significativas no DNA%C. A maioria
dos medicamentos de ligacdo ao DNA liga-se ao B-DNA e apresenta uma maior

afinidade por sequéncias ricas em AT#0:4L,

A estrutura com sequéncias com bases alternadas A (DA) e T (DT) séo
geralmente estreitas, permitindo contatos de van der Waals favoraveis entre a
droga e o DNA, em contraste com sequéncias ricas em GC, onde grupos amino
volumosos de bases guanina afetam a geometria do sulco®®4°. Estudos sobre a
ligacdo droga-DNA foram realizados para elucidar as origens energéticas da
ligacdo em termos de forcas intermoleculares e mudancas conformacionais

induzidas e para desenvolver novas estratégias de design de drogas*344.

O sulco principal do DNA oferece contatos mais especificos para
estabelecer ligacdes de hidrogénio com a droga, mas 0s contatos de van der
Waals sdo menos favoraveis devido as dimensdes do sulco3®. Além disso, o
sulco maior é frequentemente ocupado por proteinas cuja atividade bioldgica
pode ser afetada por sulco menor ligacdo de drogas®. A ligacdo droga-DNA é&,
na maioria dos casos, ndo covalente, embora ligacfes covalentes possam ser

formadas com ligantes reativos3°40,

A energia de ligacdo mais negativa mostra uma afinidade de ligacdo ao
DNA mais potente. Assim, as afinidades de ligagdo ao DNA mostram uma
interacdo mais significativa com os compostos na regido do sulco principal da

estrutura.

Decidimos realizar acoplamento molecular com DNA e 4-AA, 1, 2 e ZIM
para fornecer informacdes para os resultados de danos ao DNA e comparar sua

afinidade de ligagéo*>4e.
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Estudos de acoplamento de modo de interacdo e afinidade de ligacéao
foram realizados nos compostos 4-AA, 1, 2 e ZIM (Figura 8) com B-DNA (PDB
ID: 1BNA) para explorar o local de ligagcdo mais viavel. Conforme mostrado na
Figura 7, os compostos interagem com o DNA no sulco principal, mostrando uma
alta afinidade pela regido A-Trich. As energias de ligagao relativas resultantes de
4-AA, 1, 2 e ZIM acoplados sdo mostradas na Tabela 3.

Figura 8. Intera¢8es entre os compostos (carbonos verdes) e B-DNA: A. 4-aminoantipirina 4-AA,;
B. composto 1; C. composto 2; e D. composto ZIM.

Tabela 3. Energias de interacdo do complexo ligante-receptor com B-DNA
(cristalizado)

docking score

Composto (kcal/mol)
4-AA -85,91
1 -111,93
2 -117,35
ZIM -119,83

As interacdes entre o B-DNA e os quatro compostos sdo mostradas na
Figura 9. Além disso, os resultados indicam que existe certa interacdo de

ligacbes de hidrogénio entre os complexos e o DNA.
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A o« (8) () (0)

Figura 9. Interacbes de A. 4-aminoantipirina (4 AA); B. composto 1; C. composto 2; e D. ZIM.

4. DISCUSSAO

Quando os animais foram tratados apenas com 4-AA, constatou-se que
nenhuma das doses aumentou a frequéncia de células com danos no DNA
avaliada pelo ensaio cometa. Porém, a avaliacdo do escore de dano ao DNA
mostrou que a dose mais elevada aumentou esse parametro. O dano
cromossdmico pelo ensaio de micronucleos mostrou que a maior dose aumentou
a frequéncia desse biomarcador em 24 horas. O mesmo ocorreu para a menor
dose em 48 horas e as duas menores doses em 72 horas. Estes resultados

sugerem atencao ao efeito genotoxico do 4-AA.

No entanto, de acordo com estes dados experimentais, este composto
parece ter uma baixa capacidade de causar danos no DNA tanto a nivel
gendmico como cromossémico até uma dose de 48 mg/kg. Relatamos que o 4-
AA nao €& genotoxico, ndo aumenta a frequéncia de lesbes genbmicas ou
cromossOmicas até 24 mg/kg e pode aumentar a frequéncia de morte celular no
figado e nos rins sem ativar a fagocitose esplénica*. Além disso, demonstramos
que o 4-AA também aumenta a frequéncia de morte celular no figado e nos rins4.
No entanto, causou um aumento na fagocitose esplénica em todas as doses
testadas, onde duas delas foram iguais aos nossos dados anteriores (12 e 24

mg/kg)** e uma terceira dose maior (48 mg/kg).

Além disso, 0 4-AA néao interferiu na contagem diferencial de células
sanguineas. Entretanto, relatamos que a dose de 24 mg/kg de 4-AA aumentou
a frequéncia de linfocitos e reduziu a de neutréfilos!4. Portanto, os resultados

deste estudo nado corroboram nossos achados anteriores. Possivelmente
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ocorreu porque a fagocitose esplénica ativada e a remocdo de células
danificadas (células micronucleadas, por exemplo) pelo bago podem ter
favorecido a homeostase dos animais e, portanto, ndo induzido qualquer
alteracdo na contagem celular do sangue. Esse fato estd documentado em
diversos tipos de estudos'®34774° e até mesmo em produtos derivados do 4-
AA13,14,20_

O 4-AA tem efeito quimiopreventivo e reduz os efeitos dos quimioterapicos
CIS, DOX e CYP, pois reduz a frequéncia de danos ao DNA (cometa e/ou
micronucleos)!4. Observamos que em associacdo com CIS, o0 4-AA n&o preveniu
dano gendmico (ensaio cometa). No entanto, evitou danos cromossdémicos
(ensaio de microndcleo). Este relatério demonstra um alto efeito
quimiopreventivo do 4-AA contra o CIS. Comparado a associagdo com DOX, o
4-AA apresentou menor quimioprevengcao, mas isso ocorreu tanto em danos
genbmicos quanto cromossdémicos. Quando associado ao CYP, o 4-AA
apresentou as melhores taxas de quimioprevencéao tanto para danos genémicos
guanto cromossémicos. Assim, também endossamos que o0 4-AA reduz os danos
ao DNA, especialmente se associado ao CYP. Portanto, este composto pode
reduzir o efeito de agentes quimiotergpicos que tém como mecanismo de acao

a inducdo de danos ao DNA. Assim, sua associa¢ao nao é recomendada.

A associacdo do 4-AA com CIS e DOX reduz a frequéncia de morte celular
no figado e a associacdo com CIS e CYP reduz a frequéncia de morte celular
nos rins'4. Nossos dados demonstram que o 4-AA tem efeito quimiopreventivo e
interfere no mecanismo de acao dos quimioterapicos (inducao de danos ao DNA)
e, consequentemente, reduz a frequéncia de morte celular no figado e nos rins
guando associados a CIS e DOX. Para o figado, nossos dados corroboram o
que foi descrito por nés anteriormente!4. Mas para o rim, nossos dados séo
contraditorios quanto ao efeito do 4-AA em associacdo com a DOX. Observamos
reducdo na taxa de morte celular e ndo observamos reducdo algumal.
Observamos também que o 4-AA interfere na fagocitose esplénica associada ao
CIS. Apenas a dose mais elevada de 4-AA aumentou a fagocitose associada a
DOX e reduziu a fagocitose quando associada ao CYP. Esses dados
contradizem o relatério anterior'#, que afirmava que o 4-AA reduz a fagocitose

em associagdo com CIS e DOX e néo interfere no CYP. Além disso, ndo
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Esquema 2. Comparacao da Abordagem da Literatura (2A) e Nossa Abordagem (2B) para a
Estratégia Sintética para Obtencéo de ZIM

(2A) Previous ZIM Synthesis (Ref. 50)
(o)
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encontramos influéncia do 4-AA na contagem diferencial de células
sanguineas'4. Observamos que o 4-AA, em particular, aumenta a frequéncia de

linfocitos em associacdo com CIS, DOX e CYP.

Houve apenas um relato na literatura para a sintese de um derivado de 4-
aminoantipirina com estrutura semelhante as carboximidas de norborneno que
utilizou uma substituicdo acila nucleofilica de 4-AA com nucleo de norborneno
com varios dias de tempo de reacédo (Esquema 2A)*°. Em nossa abordagem, o
acido maleico 1 foi obtido pela reacdo de abertura do anel do anidrido maleico
la e 4-AA. A reacdo de 1 com acetato de sédio e anidrido acético forneceu a
maleimida 3. Finalmente, a reacdo de cicloadicdo 4+2 de 3 e ciclopentadieno
forneceu ao composto policiclico 4 um tempo de reacdo geral de 3 horas
(Esquema 1B)%L.

Mostramos que o ZIM pode estar envolvido na inibicdo da resposta

inflamatoria, no envolvimento das prostaglandinas na formacéo do edema e na
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reducdo do recrutamento de células polimorfonucleares e da fase neurogénica
da dor, tornando o ZIM um bom protétipo antiinflamatério?*. No entanto, é a
primeira vez que o ZIM é relatado como um agente genotoxico eficiente, uma
vez que 0 ZIM induziu um aumento na frequéncia de danos gendmicos e
cromossOmicos. Vale ressaltar que a dose de 24 mg/kg apresentou maior dano
genotoxico do que a dose de 48 mg/kg. Portanto, para ZIM nao foi observada

correlacédo dose-resposta, o que nédo é incomum de ser observado?”.

Em associagdo com o CIS, o ZIM néo alterou a frequéncia do dano
genbmico (ensaio cometa). Porém, mostrou prevencdo de danos
cromossOmicos (ensaio de microndcleos), 0 que sugere um importante efeito
quimiopreventivo, uma vez que ha altos percentuais de reducdo de danos ao
DNA. Este resultado indica que o ZIM interfere no mecanismo de acéo
quimioterapica do CIS, que é mediado pela indugdo de dano ao DNA®SL®2,
Somente na associagcdo do CIS com a maior dose de 4-AA (48 mg/kg) houve
reducao da fagocitose esplénica. A auséncia de reducéo da fagocitose nas doses
mais baixas pode ser justificada, uma vez que 0 organismo necessita agregar
diferentes modos de acdo para retomar a homeostase e reduzir os efeitos
genotoéxicos induzidos pelo quimioterapico. Assumimos que em baixas doses de
4-AA ocorreu desmutagénese e bioantimutagénese, e essas acdes foram
insuficientes para reduzir a frequéncia de células com danos ao DNA5354, Assim,
0 organismo ainda precisava da ativacao da fagocitose esplénica para remover
células que néo sofrer reparo de DNA. Provavelmente, a fagocitose esplénica
nao foi necesséaria na maior dose de associagdo porgue 0s niveis séricos de 4-
AA foram suficientes para causar a reducao do dano as células utilizando apenas
0os modos de acdo desmutagénese e bioantimutagénese e, portanto, ndo

ativando a fagocitose esplénica.

Além disso, células que permaneceram com danos no DNA e nao foram
fagocitadas podem ter sido alvo de morte celular por apoptose, por exemplo.
Este fato pode ser corroborado pelo aumento significativo da morte celular
induzida no figado e nos rins utilizando apenas o ZIM. No entanto, também é
observada uma reducéao na morte celular no figado e nos rins em associacéo

com CIS. Esse fato pode estar relacionado a diminuicdo dos danos genotéxicos
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gue podem ter ocorrido por diferentes modos de acdo, como a desmutagénese

e/ou a bioantimutagénese.

Substancias com modo desmutagénico podem interagir diretamente com
um agente genotoxico, seus precursores e/ou seus metabdlitos e inativa-los
guimica ou enzimaticamente®*>’. Sugere-se também que essas substancias
possam agir como se preparassem o DNA para que seja menos suscetivel a
danos e erros e/ou para formar uma barreira protetora que impede que agentes
genotéxicos causem danos®®. Substancias que atuam por bioantimutagénese
podem modular enzimas responsaveis pelo reparo e replicacdo do DNA. Para
esse fim, eles aumentam a fidelidade da replicagcdo, promovem reparos sem
erros e/ou inibem sistemas de reparo propensos a erros. O protocolo de
tratamento simultdneo permite que ambos os modos de acdo ocorram
simultaneamente quando o0 agente quimioterapico e o0 possivel agente
quimioprotetor sdo aplicados simultaneamente®®. Efeitos como esses sdo
descritos para B-glucano®®, glutamina®®%°, fibras alimentares como trigo®, e
amido resistente®?, entre outros. No entanto, também foi descrito para compostos
sintéticos como isocumarina®®, um acido (composto 1, Figura 2)!3 e um éster

(composto 2, Figura 2)?° derivado de 4-AA.

Vale ressaltar também que o CIS por si s6 causou reducéo na frequéncia
de linfocitos. Em associacdo com o ZIM, as frequéncias foram normalizadas e
muito proximas ou até superiores as observadas no controle negativo. Esse fato
sugere que o ZIM pode aumentar a frequéncia de linfocitos mesmo na presenca
de CIS, o que pode causar reducao de linfocitos em pacientes submetidos a
quimioterapia®?. Esse baixo nimero de linfécitos pode impedir que o paciente
seja submetido a um novo ciclo de quimioterapia, pois pode estar
imunossuprimido®3. Nestes casos, antes de um novo ciclo de quimioterapia, é
importante que o hemograma do paciente esteja dentro dos padrdes esperados.
Assim, embora o ZIM reduza a frequéncia de danos ao DNA e morte celular
induzida por CIS, pode ser um adjuvante capaz de melhorar a resposta imune,

como relatado anteriormente para lipidios resorcindlicos®*.

Ao comparar os efeitos do ZIM associado ao CIS, DOX e CYP, os
resultados sugerem que o ZIM interage de maneira diferente com cada um

desses quimioterapicos e precisa ser discutido de forma diferente.
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Associado a DOX, o ZIM demonstrou efeito quimiopreventivo tanto para
danos gendmicos (24 e 48 mg/kg) quanto para danos cromossomicos (48
mg/kg). No entanto, o efeito quimiopreventivo é melhor observado para danos
primarios (gendmicos). Esses efeitos sdo menos expressivos que os observados
para a associacdo com CIS e CYP. Diferentemente do observado para a
associagdo com CIS, o ZIM potencializou a atividade fagocitica quando
associado a maior dose de DOX. Esse resultado pode estar relacionado ao
menor efeito quimiopreventivo observado nesses tratamentos. Assim, a ZIM,
mesmo atuando por desmutagénese e bioantimutagénese, ndo conseguiu conter
o dano induzido pela DOX, o que pode ter favorecido o aumento expressivo da
fagocitose esplénica para eliminar mais células circulantes que apresentavam
danos ao DNA. Vale ressaltar também que o tratamento apenas com ZIM pode
ativar a fagocitose esplénica. Porém, nas duas doses mais baixas da associacao,
nao foi observada ativacao de fagocitose. A frequéncia de morte celular induzida
por DOX no figado e nos rins foi reduzido na presenca de ZIM, semelhantemente
ao efeito observado na associacdo com CIS. Assim, esse fato também pode ser
decorrente do processo quimiopreventivo da ZIM que reduz a frequéncia de
danos ao DNA e, portanto, reduz a inducdo de morte celular mediada por esses

mesmos danos.

Além disso, o ZIM aumentou a frequéncia de linfécitos associados a DOX.
Este fato também ja havia sido descrito para a associacdo com CIS. Portanto, o
ZIM poderia modular a contagem diferencial de células sanguineas. Apesar do
certificado sanitario da colonia animal utilizado neste estudo (Conselho de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil (cédigo do
protocolo 966/2018, data de aprovacao: 07/08/2018) para estudos envolvendo
animais), animais de diferentes grupos experimentais, incluindo o grupo controle,
apresentaram frequéncia aumentada de basofilos e eosindfilos, o que pode
sugerir infeccdo parasitaria. Porém, ndo impacta direta ou negativamente nos

resultados de genotoxicidade, que € o objetivo principal deste estudo.

A associacao do CYP com o ZIM indicou auséncia de quimioprevencéo
para danos gendémicos. No entanto, foi observada quimioprevencéo eficaz em
danos cromossdmicos. Este resultado demonstra semelhanca com o observado

para a associagdo com CIS. Portanto, o efeito quimiopreventivo do ZIM contra
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os danos causados pelo CYP também deve envolver agdes por desmutagénese
e bioantimutagénese. Notavelmente, os efeitos antigenotéxicos ao nivel
cromossbmico do ZIM em associacdo com o CYP sdo comparados aos
observados nas associacdes com CIS e DOX. Nessas associagOes foram
observados os maiores percentuais de reducdo de danos e até percentuais
acima de 100%, o que também indica a prevencédo de danos basais (aqueles
observados no controle negativo). Essa melhor reducdo do dano ao DNA pode
ter ocorrido justamente nesta associagdo porque o CYP é um agente genotoxico
de acdo indireta, o que significa que o CYP precisa ser metabolizado no figado

causando danos ao DNA.

Por outro lado, CIS e DOX tém acao direta, uma vez que nao necessitam
ser metabolizados para causar danos ao DNA. A necessidade de metabolizar o
CYP d& mais tempo para a desmutagénese do ZIM, protegendo o DNA ou
inativando o proprio CYP ou seus metabdlitos genotoxicos que se formam
gradativamente. Também pode fornecer mais tempo para o ZIM modular as
enzimas envolvidas no processo de bioantimutagénese. Curiosamente, houve
reducao na ativacéo esplénica em todas as associacdes de ZIM com CYP. Essa
reducéo, baseada na necessidade de fagocitose, pode ser explicada pela menor
frequéncia de células danificadas circulantes, uma vez que 0 processo
quimiopreventivo foi o mais eficiente. Vale ressaltar também que foi observada
reducdo na morte celular apenas no rim. No figado, a frequéncia ndo diminuiu.
Acreditamos que isso ocorreu porque 0s metabdlitos do CYP gerados no figado
causam danos imediatos aos hepatocitos. Portanto, os niveis de ZIM no figado
sao insuficientes para causar o efeito quimiopreventivo observado no sangue e
nos rins. Além disso, observou-se que o ZIM também aumentou a frequéncia de
linfécitos em associacdo com o CYP. Esse fato sugere que o ZIM pode modular
a frequéncia das células sanguineas para reduzir um dos efeitos colaterais da

gquimioterapia, que é a imunossupressao também causada pelo CYP.

O Composto 1 (Figura 2), um derivado de 4-AA e ZIM, apresentou
atividade genotoxica induzindo danos genémicos e cromossémicos. Além disso,
1 foi capaz de induzir ativacdo esplénica com aumento da fagocitose, aumento
da morte celular no figado e nos rins e aumento da frequéncia de linfécitos®3.

Esses resultados sdo muito semelhantes ao ZIM. Uma comparagao entre suas
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estruturas permite inferir que a semelhanca em causar danos ao DNA esta
relacionada a trés interacdes atrativas (N4-AA-Drimina7 [forte] e HCCH3-
DAadenina17 [moderada]) e uma interagéo repulsiva (N4-AA- Daadenina s [fOrte]) de 1
e trés interacdes atrativas (HNCH3-DAadenosina 17 [moderada], HCCH3-DAadenosina
17 [moderada] e HCCH3-DAadenosina 18 [moderada]) com DNA que fornece uma
diferenca de energia de apenas -8,48 kcal/ mol (1 = -111,93 kcal/ mol e ZIM =
-119,83 kcal/mol).

O composto 1, quando associado ao CIS e ao CYP, teve efeito
quimiopreventivo e interferiu no mecanismo anticancerigeno dos agentes
guimioterapicos, pois reduziu a frequéncia de danos ao DNA e a frequéncia de
morte celular. Porém, em associacdo com a DOX, o composto 1, apesar de sua
atividade quimiopreventiva, aumentou a frequéncia de morte celular®®. Esse fato
é diferente do que encontramos para a ZIM, que, como descrito anteriormente,

poderia estar relacionada a desmutagénese e a bioantimutagénese.

Também relatamos um éster (composto 2, Figura 2), outro derivado de 4-
AA e ZIM. Ao contrario de 1 e ZIM, 2 ndo é genotoxico. Reduz a frequéncia de
danos gendmicos basais e ndo induz danos cromossémicos. Além disso, causa
baixa ativacdo fagocitica. Embora a frequéncia de morte celular tenha
aumentado?’. Este fato sugere que a inducédo da morte de 2 ndo é mediada por
danos no DNA. Pode estar relacionado a capacidade de interagir com o DNA
através de 6 interacdes atrativas, mas néo entre as bases de nitrogénio no DNA
como 1 e ZIM (ver Figura 9C).

O composto 2, quando associado ao CIS, DOX e CYP, reduz os efeitos
quimioterapicos dessas drogas, pois evita a indugdo de danos ao DNA e,
indiretamente, reduz a taxa de morte celular?®, o que também é observado para
0 ZIM.

5. CONCLUSOES

Concluindo, o 4-AA, apesar de aumentar a frequéncia de morte celular
qguando utilizado isoladamente, mesmo sem aumentar significativamente os
danos ao DNA, ndo é um bom candidato para ser utilizado como agente

anticancerigeno. Além disso, a associacdo do 4-AA com quimioterapicos
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comerciais (CIS, DOX e CYP), que causam efeitos anticancerigenos por
induzirem danos ao DNA, ndo é recomendada, uma vez que seu efeito
quimiopreventivo reduz a inducéo de danos no DNA. Esses fatos reduzem o
efeitos quimioterapicos e, portanto, sua combinagéo é desencorajada. Também
€ desencorajado o uso de analgésicos e antitérmicos/antitérmicos, como a

dipirona4.

Quanto ao ZIM, é genotoxico e causa danos gendmicos e cromossémicos.
Além disso, causa ativacdo da fagocitose esplénica e aumenta a morte celular
no figado e nos rins. A frequéncia de danos ao DNA induzidos por ZIM é menor
gue aquela induzida por CIS, DOX e CYP. No entanto, mantém um nivel de
morte celular comparavel aos induzidos por quimioterapicos comerciais.
Portanto, o ZIM é um candidato quimioterapico que pode causar menos efeitos
colaterais em células saudaveis, como danos ao DNA. Entretanto, sua
associacdo com CIS, DOX e CYP nédo € recomendada, uma vez que mantém as
caracteristicas do 4-AA e possui consideravel efeito quimiopreventivo. Este
efeito quimiopreventivo reduz a frequéncia de danos no DNA e reduz a
frequéncia de morte celular. Portanto, o ZIM interfere negativamente no efeito
anticancerigeno testado pelos quimioterapicos comerciais. O ZIM, assim como
0 4-AA, aumenta a frequéncia de leucdcitos, o que é uma condicdo desejavel
para organismos expostos a drogas quimioterapicas que podem causar
imunossupressdo. Contudo, a relacédo custo-beneficio néo é favoravel. Portanto,

nao favorecemos a associacdo do ZIM com CIS, DOX e CYP.
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Resumo: 3-heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (Phthalide 1) € o
precursor de trés lipidios resorcinol que tém sido descritos como potenciais agentes
quimioterapicos e capazes de potencializando os efeitos da ciclofosfamida. Neste estudo,
avaliamos o potencial genotoxico, o potencial de morte celular e as interacdes com
ciclofosfamida e cisplatina da Phtalide 1. Doze grupos foram criados a partir de 120
camundongos: Controle Negativo, ciclofosfamida (100 mg/kg), cisplatina (6 mg/kg ),
Phthalide 1 (5, 10 e 20 mg/kg) e associag¢des de 1 com ciclofosfamida e 1 com cisplatina.
Os resultados demonstram que 1 aumenta (p < 0,05) a frequéncia de dano cromossémico,
morte celular hepatica e renal e fagocitose esplénica. A associacdo de 1 com
ciclofosfamida e cisplatina demonstrou efeito quimiopreventivo e, portanto, reducéo (p <
0,05) na frequéncia de danos cromossdmicos. No entanto, a morte celular e a fagocitose
esplénica ndo sofreram variacGes significativas. Como resultado do exposto, 1 tem
aplicacdo quimioterapica potencial e pode ser um candidato para o desenvolvimento de
uma nova geracao de quimioterapicos. Além disso, tem caracteristicas para ser utilizado
como adjuvante quimioterapico em associagdo com ciclofosfamida e cisplatina, pois
aumenta a frequéncia de morte celular induzida pela quimioterapia. Também relatamos
que o efeito quimiopreventivo de 1, em associacdo com ciclofosfamida e cisplatina, pode
prevenir efeitos adversos (inducdo de dano ao DNA em células ndo tumorais) sem
interferir no modo de acdo das drogas quimioterapicas e, portanto, sem reduzir a inducao
de morte celular.

Palavras-chave: Phthalide 1; in vivo; toxicologia; dano cromossémico
1. Introducéao

Os lipidios resorcindlicos, como 0s citosporonas e seus precursores, podem
interagir com as bicamadas fosfolipidicas [1], ajudar na formacédo de lipossomas [2],
promover protecdo contra o estresse oxidativo [3] e inibir o crescimento bacteriano [1,2]
e tumor células [4]. Além disso, o lipidio resorcinol citosporona B induziu a apoptose em
células tumorais por meio da interacdo com o receptor nuclear 6rfao Nur77 [2,4]. Este
fato levou diferentes grupos de pesquisa a se dedicarem a descrever 0s possiveis efeitos
quimioterapicos de precursores e citosporonas.

Identificamos um precursor da citosporona sintética chamado 3-heptil-3,4,6-
trimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona (AMS35AA, Figura 1) como potencial agente
quimioterapico. AMS35AA mostrou a capacidade de aumentar a frequéncia de morte
celular em nddulos hepaticos e renais enquanto promove a ativagéo da fagocitose no baco,
mesmo na auséncia da inducdo de dano genotdxico. Este fato também nos permitiu
sugerir que o0 AMS35AA pode ser o prot6tipo da quimioterapia mais seletiva, uma vez
que ndo induz danos ao DNA [5]. Navarro et al. [2] relataram o efeito anticancerigeno
deste composto em um modelo de melanoma induzido por B16F10 em camundongos

BC57BL/6. Este estudo demonstrou uma reducéo de até 4,59x no peso do tumor [2].
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Figura 1. Estruturas quimicas dos analogos do citosporona.

A literatura também descreveu os efeitos da citosporona 3-Heptil-4,6-dihidroxi-
3H-isobenzofuran-1-ona (AMS049, Figura 1) [6]. Os autores sugeriram que 0 AMS049
também é um candidato para o desenvolvimento de quimioterapia. No entanto, ao
contrario do AMS35AA, esse composto induziu danos genémicos e aumentou a
frequéncia de cometas. No entanto, manteve uma boa capacidade de induzir a morte
celular no figado e nos rins [6].

Também demonstramos que o éster metilico do acido 3,5-dimetoxi-2-octanoil-
benzdico (AMS35BB, Figura 1) é um candidato eficiente para o desenvolvimento de um
medicamento quimioterapico. O AMS35BB também aumentou a frequéncia de morte
celular e causou danos genémicos, ao contrario do AMS35AA, que é semelhante ao
descrito para 0 AMS049.

Para identificar novos agentes quimioterapicos potenciais para o cancer e explicar
os efeitos das citosporonas e seus precursores no DNA, dedicamos nossos esforcos de
pesquisa ao estudo do efeito dessa classe de compostos. Assim, sugerimos que
AMS35AA, AMS35BB e AMS049 sdo bons candidatos para o desenvolvimento de novos
agentes quimioterapicos. No entanto, apesar das semelhancas estruturais desses
compostos, ndo observamos um padrdo nas respostas bioldgicas. Também nao
identificamos diferencas estruturais que pudessem explicar variagdes nas respostas
bioldgicas.

Para produzir esses trés compostos, comecamos com o0 4&cido 3,5-
dimetoxibenzoico disponivel comercialmente e, por acetilagio em uma etapa, 1 foi
alcancado (Figura 1). Um processo de metoxilagdo criou AMS35AA e AMS35BB, e
através de hidrogenacdo subsequente seguida de desmetilagdo, AMS049 foi obtido.

Assim, para elucidar as respostas biologicas ja descritas para esses trés compostos,
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optamos por avaliar 1 (3-heptilideno-4,6-dimetoxi-3-H-isobenzofuran-1-ona), que é o
precursor comum. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos genotdxicos e a
capacidade de causar morte celular de 1 isoladamente ou em associagdo com
ciclofosfamida e cisplatina.

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos genotdxicos e a
capacidade de induzir morte celular do composto 1 e seus efeitos em associagdo com
ciclofosfamida e cisplatina.

2. Resultados

Os animais experimentais iniciaram o experimento com pesos semelhantes (p >
0,05), mantidos no peso final. O peso inicial médio variou de 31,00 + 0,75 a 32,90 £ 0,63
e o peso final de 29,70 + 0,57 a 32,70 £ 0,36 (Figura 2 A, tabela 1).

A avaliacdo dos pesos dos 6rgdos ndo mostrou diferencas significativas (p > 0,05)
entre 0s grupos experimentais para cora¢do, pulmao, figado e rins. No entanto, houve um
aumento (p < 0,05) no peso do bago em todos 0s grupos que receberam 1

independentemente da dose (Figura 2B, tabela 2).

Tabela 1 — Média + erro padrdo do peso inicial e peso final de camundongos Swiss,
tratados com diferentes doses de 1.

Grupos experimentais Peso inicial Peso final
Controle 31,00 £ 0,752 30,90 £ 0,972
15 mg/kg 32,90 £ 0,632 32,40 £ 0,752
1 10 mg/kg 31,60 + 1,102 31,30 £ 0,952
1 20 mg/kg 32,70 £ 0,362 32,70 £ 0,362
Ciclofosfamida (CYP) 31,80 + 0,822 30,90 £ 0,472
CYP + 15 mg/kg 32,90 + 0,682 32,20 £ 0,832
CYP + 110 mg/kg 32,90 + 0,892 32,20 £ 0,772
CYP + 120 mg/kg 32,40 £ 0,952 32,00 £ 1,072
Cisplatin (CIS) 31,50 £ 0,742 30,20 £ 0,842
CIS + 1 5 mg/kg 31,70 + 1,122 30,20 + 1,122
CIS + 1 10 mg/kg 31,40 £ 0,692 29,70 £ 0,572
CIS + 1 20 mg/kg 31,80 + 0,822 30,60 + 0,762

Controle negativo—DMSO01%; ciclofosfamida — 100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatina—6mg/kg, b.w., i.p. 1—
Phthalide 1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-ciclofosfamida - 100 mg/kg (p.b.; i.p.) + 1 nas
doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w., i.p.); CIS + 1-cisplatina—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg
(p.c., i.p.). Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. Teste estatistico:
ANOVA/Tukey.

Tabela 2 — Média * erro padrdo dos pesos absolutos dos 6rgaos de camundongos Swiss,
coletados ap6s o periodo experimental.
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Grupos Experimentais Coracéo Pulméo Figado Rins Baco
ControlE 0,184 +0,009*° 0,187 + 0,009? 1.749 +0,039* 0,472 £0,0172 0,142 + 0,010?
15 mg/kg 0,179+0,010*° 0,190 + 0,007% 1.772 £ 0,042 0,480 £ 0,0172 0,234 +0,018°
110 mg/kg 0,188 +0,010* 0,189 + 0,008? 1.773+£0,038% 0,479 £ 0,019 0,230 + 0,015°
120 mg/kg 0,187 +0,010* 0,192 + 0,009? 1.772 +0,038% 0,475+ 0,0172 0,231 +0,018°
Ciclofosfamida (CYP) 0,186 £ 0,007 0,192 +0,0122 1.754 +£0,042¢ 0,478 £0,0178 0,191 + 0,008*°
CYP + 15 mg/kg 0,187 +0,006* 0,193 + 0,009? 1.757 £ 0,052 0,476 £0,0172 0,208 + 0,012°
CYP + 110 mg/kg 0,184 +0,008* 0,195+ 0,0122 1.751 £ 0,049 0,478 £ 0,0152 0,204 + 0,000°
CYP +1 20 mg/kg 0,186 + 0,011 0,192 £+ 0,010? 1.752 £ 0,050* 0,481 + 0,020? 0,209 + 0,010°
Cisplatina (CIS) 0,184 +0,006* 0,196 * 0,009? 1.752+£0,044* 0,479 £0,016° 0,196 + 0,008*°
CIS + 15 mg/kg 0,186 +0,010* 0,197 +0,012° 1.756 £0,051* 0,477 +£0,0142 0,202 +0,012°
CIS + 1 10mg/kg 0,187 +0,007¢ 0,199 + 0,010? 1.754 £ 0,047 0,479 £0,0172 0,203 + 0,010°
CIS + 1 20mg/kg 0,188 + 0,006* 0,195+ 0,011° 1.753 £ 0,055* 0,476 + 0,022° 0,200 + 0,005°

Controle negativo—DMSO 1%); ciclofosfamida — 100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatina—6 mg/kg, b.w., ip. 1-
1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-ciclofosfamida — 100 mg/kg (p.b.; i.p.) + 1 nas doses 5,
10, 20 mg/kg (p.b., i.p.); CIS + 1-cisplatina—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg (p.c., i.p.).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. Teste estatistico: ANOVA/Tukey.
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Figura 2. Pardmetros biométricos de camundongos tratados com Phthalide 1. (A) Peso inicial e final; (B)
Peso absoluto dos 6rgéos: coragdo, pulméo, rins, figado e baco. Legenda: g: Grama; CYP: Ciclofosfamida;
CIS: Cisplatina; Phthalide 1: 3-Heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona; Phthalide 1/5-5 mg/kg;
Phthalide 1/10-10 mg/kg; Phthalide 1/20-20 mg/kg. Os resultados sao apresentados como média + EPM.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste estatistico: ANOVA/Tukey, p <

0,05).
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O ensaio do microndcleo demonstrou que a ciclofosfamida e a cisplatina foram
eficientes em causar danos ao DNA, e a frequéncia de células lesadas aumentou em 12,26
—16,44x e 11,11 — 15,06x para a ciclofosfamida e a cisplatina, respectivamente (Figura
3A,B, tabela 3).

A Phthalide 1 foi genotdxica em todas as doses testadas (p < 0,05). A dose de 5
mg/kg causou um aumento na frequéncia do micronudcleo em 4,36x%, 4,72x e 5,04x por
24, 48 e 72 h, respectivamente. A dose de 10 mg/kg aumentou a frequéncia de
micronucleos em 4,46x, 4,79% e 5,09% por 24, 48 e 72 horas, respectivamente. A dose de
20 mg/kg causou aumento de 4,47x, 4,88x e 521x para 0S mesmos tempos,
respectivamente (Figura 3A).

A associagédo de 1 com ciclofosfamida demonstrou efeito quimiopreventivo, pois
reduziu (p < 0,05) a frequéncia de dano ao DNA (Figura 3A). As porcentagens de reducao
de dano variaram de 41,22 a 43,27%. N&o houve diferencas significativas entre as doses
testadas. (Figura 3C).

A associacdo de 1 e cisplatina também demonstrou efeito quimiopreventivo e,
portanto, reducéo significativa (p < 0,05) na frequéncia de dano ao DNA (Figura 3B). As
porcentagens de reducgéo de dano variaram de 21,08 a 29,50% (Figura 3D).

Tabela 3. Frequéncia média + erro padrdo da média e percentual de reducdo de dano
referente a ensaios de microndcleos em sangue periférico de camundongos Swiss

(machos).
Grupos Experimentais Frequéncia de micronticleos Porcentagem de redugdo de dano
pos EXp 24h 48 h 72h 24h 48 h 72h
Experimento 1
Controle 8,40 + 0,30° 7,50 £ 0,27° 6,80 + 0,20° - - -
Ciclofosfamida (CYP) 103,00 +1,00¢  110,80+0,97¢ 111,80 + 1,08 - - -
15 mg/kg 36,60 + 0,54° 35,40 £+ 0,67° 34,30 +0,67° - - -
110 mg/kg 37,50 +0,63° 35,90 + 0,69° 34,60 + 0,50° - - -
120 mg/kg 37,60 +0,45° 36,60 + 0,45° 35,40 +0,67° - - -
CYP +15 mg/kg 64,80 + 0,59° 66,70 + 1,29¢ 66,90 + 1,28° 41,43 42,69 42,76
CYP +1 10 mg/kg 63,80 +0,78¢ 66,10 + 0,50° 66,40 + 0,47° 41,22 43,27 43,23
CYP +1 20 mg/kg 64,00 + 1,23¢ 67,80 £ 0,61° 67,00 + 0,80° 41,22 41,62 42,66
Experimento 2
Controle 8,40 + 0,30° 7,50+0,27° 6,80 + 0,20° - - -
Cisplatina (CIS) 93,30 + 0,84 103,10 +1,24¢ 102,40 + 1,08¢ - - -
15 mg/kg 36,60 + 0,54° 35,40 + 0,67° 34,30+ 0,67° - - -
110 mg/kg 37,50 + 0,63° 35,90 + 0,69° 34,60 + 0,50° - - -
120 mg/kg 37,60 + 0,45° 36,60 + 0,45° 35,40 +0,67° - - -
CIS +15 mg/kg 75,10 +0,70° 74,90 + 0,65¢ 74,10 + 0,38° 21,44 29,50 29,60
CIS +1 10 mg/kg 74,10 £ 0,31¢ 75,00 £ 0,74¢ 74,20 £ 0,61° 22,61 29,39 29,50
CIS +1 20 mg/kg 75,40 + 0,45¢ 75,20 + 0,94¢ 75,10 + 0,38¢ 21,08 29,18 28,56
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Controle negativo—DMSO 1%; ciclofosfamida — 100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatina—6 mg/kg, b.w., ip. 1-
1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-ciclofosfamida — 100 mg/kg (p.p.; i.p.) + 1 nas doses 5,
10, 20 mg/kg (p.p., i.p.); CIS + 1-cisplatina—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg (p.c., i.p.).
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. Teste estatistico: ANOVA/Tukey.



83

A 3 Control
1204 3 =3 Phtalide’s
< @l Phtalide/10
o by N Phialide/20
‘s 1004 e s & XX CYP
S R R & XX CYP+Phtalide/5
g y X he: =W CYP+Phtalide/10
© 80+ s K: % ;M CYP+Phtalide/20
L by e ¢ e
= A& LS K52 %% s
604 Yol K 63 K3 5
E oof oofs oufe
v: »: D: : ': :
5 e bl
§ 404 :::: E:E: :::
g oofes X o oo
- g X ol 4 X
- 204 ool oafe vof
a :o K] a :0 : 2 :: 5
I K o . »® & . 24 25
0 K X K 5« Ke 5¢
24h 48h 72h
B = Control
1204 0 Pntalide/S
mm Phtalide/10
== Phialide/20
3 100+ = = Cis
9 = 3 CiS+Phtalide/S
Z E &= CIS+Phtalide/10
S 80 . © Eoce o == CiS+Phtalide/20
5  60- - =
g 40{ oo bEE bbb E;
z = 5
2 g El=
w 204 § g =
a8 E- 8 ; § 2
oL = ] =B :
24h 48h 72h
G D
£ 24h 30 E 3;:
s s . 48h
= 01 m 2hn & . 72n
B B =[]
§ §
g g
3
'g 204 ‘g
=
E % 104
1] o
a o
c Ll Ll T c
$55 855 £38 $55 855 §55
$338 33838 388 838 3§88 3388
££2 £22 ££¢ ££2 £§22 §2¢
15% it% it} $3: £3% 34%
oo >oo »>oao TN JSoOon SN0
656 658 556 °55 °85 °85

Figura 3. Frequéncia de micronlcleos e porcentagem de redugdo de dano em diferentes grupos
experimentais. (A) Avaliacdo da genotoxicidade: LesBes cromossdmicas nos compostos testados com 1 e
1 com ciclofosfamida; (B) Avaliacdo da genotoxicidade: Lesdes cromossdmicas nos compostos testados
com 1 e 1 associado a cisplatina; (C) Porcentagem de reducéo de dano de 1 associado a ciclofosfamida; (D)
Porcentagem de 1 redugdo de dano associada a cisplatina. Legenda: g: Grama; CYP: Ciclofosfamida; CIS:
Cisplatina; Phthalide 1: 3-heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-isobenzofuran-1-ona; 1/5-5 mg/kg; 1/10-10
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mg/kg; 1/20-20 mg/kg. Os resultados sdo apresentados como MédiatEPM. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (Teste estatistico: ANOVA/Tukey, p < 0,05).

O ensaio de fagocitose esplénica indicou que a ciclofosfamida e a cisplatina
aumentaram (p < 0,05) a fagocitose do esplendor em 1,26x e 1,15%, respectivamente
(Figura4 A, B).

A Phthalide 1 também aumentou a frequéncia de fagocitose em 1,69%, 1,68x e
1,68x nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg (Figura 4 A, tabela 4).

A associacdo de 1 com ciclofosfamida e cisplatina ndo reduziu a frequéncia de

fagocitose, comumente induzida por esses quimioterapicos (Figura 4 A, B).

Tabela 04. Valor absoluto, erro padrdo médio e percentual referente ao ensaio de
fagocitose esplénica em camundongos Swiss.

Grupos Experimentais Total de Total de células sem evidencia de Total de células com
células fagocitose evidencia de fagocitose
analisadas V.A MédiatEP Porcentagem V.A MédiatEP Porcentagem
Experimento 1 (CYP)
Controle 1000 502 50,20+0,64°¢ 50,2 498 49,80+0,64* 49,8
Ciclofosfamida (CYP) 1000 370 37,00+0,71° 37,0 630 63,00+0,71° 63,0
15 mg/kg 1000 158 15,80+1,40° 15,8 842 84,20+1,40° 84,2
110 mg/kg 1000 165 16,50+0,80° 16,5 835 83,50+0,80°¢ 83,5
120 mg/kg 1000 164 16,40+0,62° 16,4 836 83,60+0,62°¢ 83,6
CYP +15 mg/kg 1000 374 37,4040,72° 37,4 626 62,60+0,72° 62,6
CYP +1 10 mg/kg 1000 363 36,30+0,70° 36,3 637 63,70+0,70° 63,7
CYP +1 20 mg/kg 1000 367 36,70+0,96° 36,7 633 63,30+0,96° 63,3
Experimento 2 (CIS)
Controle 1000 502 50,20+0,64¢ 50,2 498 49,80+0,64° 49,8
Cisplatin (CIS) 1000 428 42,80+01,00° 42,8 572  57,20+#1,00° 57,2
15 mg/kg 1000 158 15,80+1,40° 15,8 842 84,20+1,40° 84,2
110 mg/kg 1000 165 16,50+0,80° 16,5 835 83,50+0,80° 83,5
120 mg/kg 1000 164 16,40+0,62° 16,4 836 83,60+0,62° 83,6
CIS+15mg/kg 1000 424 42,40+1,01° 42,4 576 57,60+1,01° 57,6
CIS +1 10 mg/kg 1000 420 42,00+0,40° 42,0 580  58,00+0,40° 58,0
CIS+1 20 mg/kg 1000 419 41,90+0,38° 41,9 581 58,10+0,38° 58,1

Controle negativo—DMSO 1%; ciclofosfamida — 100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatina—6 mg/kg, b.w., i.p. 1-
1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-ciclofosfamida — 100 mg/kg (p.p.; i.p.) + 1 nas doses 5,
10, 20 mg/kg (p.p., i.p.); CIS + 1-cisplatina—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg (p.c., i.p.).
Legenda: V.A.—Valor absoluto. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. Teste
estatistico: ANOVA/Tukey.
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Figura 4. Frequéncia da fagocitose esplénica. (A) Fagocitose esplénica nos grupos tratados com 1 e 1
associado a ciclofosfamida; (B) fagocitose esplénica nos grupos tratados com 1 e 1 associado a cisplatina.
Legenda: g: Grama; CYP: Ciclofosfamida; CIS: Cisplatina; 1: 3-Heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-
isobenzofuran-1-ona; 1/5-5 mg/kg; 1/10-10 mg/kg; 1/20-20 mg/kg. Os resultados sdo apresentados como
média = EPM. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (Teste estatistico:
ANOVA/Tukey, p <0,05).

O ensaio de morte celular indicou que a ciclofosfamida e a cisplatina aumentaram
(p < 0,05) a frequéncia de morte celular no figado e nos rins. A ciclofosfamida aumentou
a frequéncia no figado e no rim em 2,99x e 1,97x, respectivamente (Figura 5A). A
cisplatina aumentou 2,54x e 1,91x para 0s mesmos 0rgdos, respectivamente (Figura 5B).

A Phthalide 1 aumentou (p < 0,05) a frequéncia de morte celular no figado e nos
rins. O aumento no figado foi de 1,99x, 2,02x e 2,05x para as doses de 5, 10 e 20 mg/kg,
respectivamente (Figura 3A). Nos rins, 0os aumentos foram de 13,2%, 1,34% e 1,35x para

as mesmas doses, respectivamente (Figura 5 A, tabela 5).
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A associacdo de 1 com ciclofosfamida e cisplatina ndo reduziu (p > 0,05) a
frequéncia de morte celular no figado e rins induzida por esses quimioterapicos (Figura 5
A, B).

Tabela 05 - Valor absoluto, erro padrdo médio de células hepaticas e renais em apoptose,
camundongos Swiss (machos), tratados com diferentes doses de 1, associado a
ciclofosfamida e cisplatina.

Grupos Total de Total de células em Apoptose no figado  Total de células em Apoptose nos rins
Experimentais células
analisadas V.A MédiatEP Porcentagem V.A. MédiatEP Porcentagem
Experimento 1 (CYP)
Controle 1000 118 11,80+0,88° 11,8 15,50+0,69° 15,5
Ciclofosfamida (CYP) 1000 353 35,30+0,93°¢ 35,3 30,50+0,56°¢ 30,5
15 mg/kg 1000 235 23,50+0,99° 23,5 20,4040,43° 20,4
110 mg/kg 1000 238 23,80+0,75° 23,8 20,80+0,66" 20,8
120 mg/kg 1000 242 24,20+1,33° 24,2 20,90+0,61° 20,9
CYP +15 mg/kg 1000 351 35,10+0,91°¢ 35,1 31,10+0,86°¢ 31,1
CYP +1 10 mg/kg 1000 356 35,60+0,99°¢ 35,6 31,50+0,49¢ 31,5
CYP +1 20 mg/kg 1000 342 34,20+0,94°¢ 34,2 32,30+1,28°¢ 32,3
Experimento 2 (CIS)

Controle 1000 118 11,80+0,88? 11,8 155 15,5040,69° 15,5
Cisplatina (CIS) 1000 300 30,00+0,57°¢ 30,0 296 29,60+0,65°¢ 29,6
15mg/kg 1000 235 23,50+0,99° 23,5 204 20,40+0,43° 20,4
1 10mg/kg 1000 238 23,80+0,75° 23,8 209 20,90+0,61° 20,9
120mg/kg 1000 242 24,20+1,33° 24,2 208 20,80+0,66" 20,8
CIS +1 5mg/kg 1000 301 30,10+0,61°¢ 30,1 299 29,90+0,39°¢ 29,9
CIS+1 10mg/kg 1000 311 31,10+0,55°¢ 311 296 29,60+0,47°¢ 29,6
CIS + 1 20mg/kg 1000 305 30,50+0,56°¢ 30,5 291 29,10+0,66°¢ 29,1

Controle negativo—DMSO 1%; ciclofosfamida - 100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatina - 6 mg/kg, b.w., ip. 1-1
em doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1 ciclofosfamida -100 mg/kg (p.b.; i.p.) + 1 nas doses 5, 10, 20
ma/kg (p.b.,i.p.); CIS + 1-cisplatina - 6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 nas doses 5, 10, 20 mg/kg (p.c., i.p.). Legenda:
V.A. - Valor absoluto. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. Teste estatistico:
ANOVA/Tukey.
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Figura 5. Frequéncia de morte celular. (A) Avaliacdo da morte celular nos grupos tratados com 1 e 1
associado a ciclofosfamida; (B) avaliacdo da morte celular nos grupos tratados com 1 e 1 associado a
cisplatina. Legenda: g: Grama; CYP: Ciclofosfamida; CIS: Cisplatina; 1: 3-Heptilideno-4,6-dimetoxi-3H-
isobenzofuran-1-ona; 1/5-5 mg/kg; 1/10-10 mg/kg; 1/20-20 mg/kg. Os resultados sdo apresentados como

média + EPM. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticamente significativas (Teste estatistico:
ANOVA/Tukey, p < 0,05).
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Modelagem Molecular

Para explorar o sitio de ligacdo mais vidvel, 0 modo de interacéo e os estudos de
ancoragem de afinidade de ligacdo foram realizados nos compostos 1, cisplatina e
ciclofosfamida (Figura 7) com B-DNA (PDB ID: 1BNA). Conforme mostrado na Figura
6, 0s compostos interagem com 0 DNA por meio de interagdes no sulco maior, mostrando
uma alta afinidade pela regido rica em A-T. As energias de ligacao relativas resultantes

da interacdo 1, ciclofosfamida e cisplatina sdo mostradas na Tabela 1.

HN. __O
NH 0"}
|2 N
CI—PIt—NH2 j I
Cl Ci Cl
Cisplatin Cyclophosphamide

OMe |

o]

MeO
(o)

Phtalide

Figura 6. Estrutura dos compostos.

Tabela 6. Energias de interacdo do complexo ligante-receptor com B-DNA (cristalizado).

Composto Docking Score (kcal/mol)
1 -88.75
ciclofosfamida -90.39
cisplatina -69.81

As interacGes entre 0 B-DNA e 0s compostos sdo mostradas na Figura 6. Além
disso, os resultados indicam uma certa interacdo de ligacdo de hidrogénio entre os
complexos de Phthalide, ciclofosfamida e cisplatina e 0 DNA.
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Figura 7. Interacfes entre os compostos (pontos vermelhos) e B-DNA: 1 (A), ciclofosfamida (B) e
cisplatina (C).

3. Discussao

Descrevemos a sintese de trés lipidios resorcinolicos (AMS35AA, AMS35BB e
AMS049) e seus efeitos em biomarcadores de curto prazo para carcinogénese. Também
avaliamos os efeitos desses trés compostos em associacdo com a ciclofosfamida.
Observamos que os trés lipideos possuem caracteristicas importantes para o0
desenvolvimento de novos quimioterdpicos e/ou adjuvantes quimioterdpicos. No geral,

também demonstramos que esses compostos podem aumentar os efeitos quimioterapicos
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da ciclofosfamida, aumentando a frequéncia de danos ao DNA e morte celular ou
reduzindo os efeitos adversos aumentando a contagem de linfocitos, por exemplo [2,5,6].
No entanto, ao analisar as respostas bioldgicas desses trés compostos, ndo observamos
um padrdo, nem conseguimos correlacionar as diferentes respostas a mudangas nas
moléculas. Assim, optamos por avaliar 1, um precursor comum dos lipideos resorcinol,
em busca de mais informagdes sobre seus mecanismos de agao.

A Phthalide 1 ndo induziu alteragdes no peso final e no peso dos érgdos, exceto
no peso do bago. Além disso, ndo foram observadas manifestacdes clinicas de toxicidade,
como ressecamento da mucosa, opacidade e ericamento dos cabelos, anormalidades
comportamentais, lesdes cuténeas, letargia, alteracbes na marcha (hipoatividade
locomotora), tremores, diminuicdo de alimentos e 4gua ingestao e, eventualmente, morte
[7]. Assim, sugere-se que 1 ndo induziu toxicidade. O aumento do bago observado apenas
nos grupos tratados com 1, isoladamente ou em associacdo com 0 quimioterapico
ciclofosfamida, pode ser explicado pelo aumento da fagocitose esplénica, que foi
observado principalmente no grupo tratado apenas com Phthalide 1. Os trés lipidios de
resorcinol que foram produzidos a partir de 1 também ndo mostraram sinais de toxicidade
[2,5,6].

Em relacdo a genotoxicidade, observou-se que 1 induziu um aumento na
frequéncia de dano cromossdmico em até 5,21x. No entanto, essa mesma capacidade ndo
foi observada para os lipidios reabsortivos dele derivados, AMS35AA, AMS35BB e
AMS049. Esses compostos ndo causaram dano cromossémico ao usar o0 mesmo modelo
experimental que foi o camundongo Swiss [5,6]. AMS35AA também n&o induziu danos
cromossdmicos em C57BL/6 [2]. No entanto, AMS35BB e AMS049 causaram danos
genémicos [6]. Tanto o dano genémico (avaliado pelo ensaio do cometa) quanto o dano
cromossdmico (avaliado pelo ensaio do microndcleo, por exemplo) podem ser
classificados como danos genotdxicos [8,9]. Danos gendmicos podem ser reparados, € 0
cromossomo ja esta fixado no genoma celular [10]. Notavelmente, o dano genémico pode
evoluir para dano cromossémico [11]. Considera-se que 1 causa danos genéticos mais
graves do que os observados para AMS35BB e AMS049.

Além de induzir dano cromossémico, 1 também induziu aumento da fagocitose
esplénica. Este achado j& era esperado uma vez que o baco pode remover células
micronucleadas da circulacdo ativando a fagocitose esplénica. Assim, a fagocitose pode
ocorrer em resposta a danos no DNA como um mecanismo de defesa celular contra

agentes genotoxicos [5,12-15]. AMS35AA também aumentou a fagocitose esplénica. No
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entanto, este composto ndo aumentou a frequéncia de danos genotoxicos [5]. N&o é
incomum que esse tipo de resposta bioldgica ocorra. Segundo Oliveira et al. [14], um
aumento da fagocitose também foi registrado para IR-01, mesmo na auséncia de dano
genotoxico.

A Phthalide 1 aumentou a frequéncia de morte celular tanto no figado quanto nos
rins. Este fato também foi observado para os lipidios resorcinol, AMS35AA, AMS35BB
e AMSO049, derivados de 1. Este fato permitiu aos autores sugerir um bom efeito
antitumoral para tais compostos [5,6]. Alem disso, o efeito antitumoral ja foi confirmado,
por exemplo, para AMS35AA em modelo de tumor sélido induzido por B16F10 [2].

Um fato que chamou a atencéo foi que 1 aumentou a morte celular na presencga de
dano cromossémico. AMS35AA, por outro lado, aumentou a morte celular na auséncia
de dano genotdxico, enquanto AMS35BB e AMS049 aumentaram a frequéncia de morte
celular na presenca de dano gendmico e ndo cromossdmico. Esses fatos sugerem que o
AMS35AA poderia ser um protétipo quimioterdpico mais seletivo, pois induz a morte
celular sem causar danos ao DNA. Esse efeito € uma caracteristica importante para uma
acao antitumoral seletiva, pois, dessa forma, a quimioterapia ndo teria mais o efeito
colateral de induzir dano ao DNA de células saudaveis. A inducao de dano ao DNA é um
mecanismo de acdo de muitas drogas quimioterapicas, como ciclofosfamida [16],
doxorrubicina [17] e cisplatina [18]. No entanto, um dos efeitos colaterais dessas drogas
quimioterapicas é que elas causam danos ao DNA [11] em todas as células, sejam elas
tumorais ou néo.

Apesar do dano cromossémico induzido por 1 e do dano gendmico causado por
AMS35BB e AMS049, esses compostos mantém caracteristicas desejaveis para o
desenvolvimento de quimioterdpicos. Nesse caso, € preciso desenvolver uma relacao
custo-beneficio, pois um dos efeitos colaterais da acdo quimioterapica esta nessa indugdo
de dano ao DNA. No entanto, como mencionado anteriormente, varios quimioterapicos
existentes no mercado ja apresentam esse mecanismo de acao/efeito colateral [16-18].

A literatura indica que a morte celular induzida por lipidios de resorcinol pode ser
mediada pelo receptor 6rfdo nuclear Nur77 [19,20] ou dano ao DNA [2,4].

AMS35AA apresentou efeitos citotoxicos em células MCF-7 e induziu a morte
celular por apoptose, mediada por danos no DNA, o que foi confirmado pelo aumento da
frequéncia de células lesadas no teste do cometa, bem como pelo aumento da expressédo
génica de ATR, p21, p53 e GADD45 [4]. Segundo Navarro et al. [2], AMS35AA ¢
citotdxico e genotdxico para células B16F10. A morte celular ocorreu por apoptose e foi
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mediada por danos no DNA, pois aumentou a frequéncia de cometas e a expressao de
ATR, p21, p53 e GAD45AA.

O receptor Nur77 (TR3 ou NGFI-B), que também é uma opcdo para induzir a
morte celular, € um fator de transcricdo Unico que pertence a superfamilia de receptores
orfaos nucleares [21] e é capaz de regular a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose [22,
23]. Nas células tumorais, o Nur77 é um fator de sobrevivéncia oncogénico que induz a
apoptose por ativacdo no nucleo e migracdo para a mitocéndria. Na mitocondria, ele
interage com produtos do gene Bcl-2 e induz sua mudanca conformacional,
desencadeando a liberacao do citocromo C e, finalmente, a apoptose [24-26].

A técnica de docking molecular pode contribuir para o desenho racional de
farmacos e estudos mecanisticos ao colocar uma pequena molécula no sitio de ligacao da
regido alvo-especifica do DNA, principalmente de modo nao covalente [27]. O docking
molecular pode avaliar rapidamente as afinidades e modos de liga¢do entre um substrato
alvo, como DNA e diversos ligantes [28].

A intercalacdo requer uma deformacao significativa devido a formagdo de uma
cavidade de ligacao [29,30] em contraste com a ligacdo do sulco menor e maior que nao
requer grandes mudangas conformacionais do DNA [29]. A maioria das drogas de ligacdo
ao DNA liga-se ao B-DNA e mostra uma maior afinidade por sequéncias ricas em AT
[30,31]. A estrutura com sequéncias com bases A e T alternadas é geralmente estreita,
permitindo contatos van der Waals favoraveis entre a droga e o DNA [30,32] em contraste
com sequéncias ricas em GC, onde volumosos grupos amino de bases guanina afetam a
geometria do sulco [30,33]. Estudos sobre a ligacdo droga - DNA foram realizados para
elucidar as origens energéticas da ligacdo em termos de forcas intermoleculares e
mudancas conformacionais induzidas e para desenvolver novas estratégias de design de
drogas [34,35].

O sulco principal do DNA oferece contatos mais especificos para estabelecer
pontes de hidrogénio com a droga, mas 0s contatos de van der Waals sdo menos
favoraveis devido as dimensdes do sulco [33]. Além disso, o sulco maior ¢é
frequentemente ocupado por proteinas cuja atividade biol6gica pode ser afetada por
drogas de ligacdo ao sulco menor [33]. Na maioria dos casos, a ligacdo droga - DNA é
ndo covalente, embora ligacdes covalentes possam ser formadas com ligantes reativos
[29,30].
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A energia de ligagdo mais negativa mostra uma afinidade de ligagdo ao DNA mais
potente. Assim, as afinidades de ligagdo ao DNA mostram uma interacdo mais
significativa com 0s compostos na regido do sulco principal da estrutura.

A ciclofosfamida € um conhecido agente alquilante do tipo mostarda nitrogenada.
A mostarda de fosforamida, uma forma ativada de ciclofosfamida, alquila e/ou liga-se ao
DNA. Seu efeito citotoxico é principalmente devido a ligacdo cruzada de cadeias de DNA
e RNA e a inibicdo da sintese de proteinas [36,37]. Esse mecanismo também corrobora
os resultados do docking, onde a ciclofosfamida interage entre as fitas de DNA e
desestabiliza a estrutura.

Curiosamente, o mecanismo de acdo da cisplatina é que a droga induz suas
propriedades citotoxicas atravées da ligacdo ao DNA nuclear e subsequente interferéncia
com a transcri¢do normal e/ou mecanismos de replicacdo do DNA [38]. Essa afirmacéo
corrobora os resultados do docking, onde a cisplatina interage com dois pontos diferentes
da estrutura do DNA.

Os resultados do docking da Phthalide mostraram maior valor de interagdo com a
estrutura do DNA no sulco maior, semelhante a interacdo da ciclofosfamida. Este
comportamento do composto pode deslocar os quimioterapicos do sulco maior,
diminuindo a estabilidade da intera¢éo e diminuindo o tempo de interagéo entre 0 DNA
e 0S quimioterapicos.

Phthalide 1, em combinacdo com ciclofosfamida e cisplatina, ndo aumentou a
frequéncia de fagocitose. Este fato ja era esperado uma vez que a associa¢do de 1 com
agentes quimioterapicos teve efeito quimiopreventivo, reduzindo a inducdo de dano ao
DNA. Com relacdo a esse fato, apenas reduz a frequéncia de células micronucleadas
circulantes e reduz a atividade esplénica. Como relatado anteriormente, o0 baco sequestra
células com danos no DNA, por exemplo [5,12-15].

Uma situagdo semelhante foi relatada para AMS35BB e AMS049, onde esses dois
compostos preveniram danos ao DNA (danos genémicos) e acdo quimiopreventiva sem
alterar a frequéncia de fagocitose induzida pela ciclofosfamida [6]. Além disso, apesar de
prevenir o dano gendémico, 0 AMS35AA aumentou 0 dano cromossomico induzido pela
ciclofosfamida (embora ndo tenha sido estatisticamente significativo) e aumentou a
fagocitose esplénica [5].

A Phthalide 1 aumentou a frequéncia de morte celular em associacdo com
ciclofosfamida e cisplatina, e sugere-se que isso pode ter ocorrido mesmo em agdo

quimiopreventiva. Apesar de 1 reduzir os danos ao DNA, ainda houve um aumento na
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morte celular. Sugere-se que esse fato pode ter ocorrido porque os lipidios de resorcinol
podem causar morte celular mediada pela ativagdo do receptor nuclear 6rfao Nur77
conforme relatado anteriormente [19,20]. A acdo por esta rota também foi sugerida para
AMS35AA, AMS35BB e AMS049 [5,6].

Diante do exposto, consideramos que o0 1, assim como seus lipidios derivados,
possui caracteristicas de interesse para o desenvolvimento de novos quimioterapicos, uma
vez que aumenta a frequéncia de morte celular. Além disso, supbe-se que seu mecanismo
de acdo envolvera danos ao DNA, uma vez que aumenta a frequéncia de micronucleos,
um importante biomarcador para outros quimioterapicos ja comercializados.

Notavelmente, semelhante a seus derivados, 1 pode potencializar os efeitos da
ciclofosfamida e, assim, aumentar a inducdo de morte celular. Portanto, pode ser um
importante adjuvante quimioterapéutico. Além disso, sua acdo quimiopreventiva pode
proteger células saudaveis sem interferir negativamente nos efeitos indutores de morte
celular da ciclofosfamida. Por outro lado, mesmo protegendo o DNA (acgdo
quimiopreventiva) continua potencializando a morte celular induzida pela
ciclofosfamida.

O presente estudo e a comparacao das atividades biologicas da Phthalide 1 com
seus derivados ndo permitiram elucidar as diferentes respostas bioldgicas apresentadas
neste estudo e as ja descritas [5,6]. Assim, sugerimos mais estudos com moléculas
metiladas e ndo metiladas para permitir um estudo estrutura-atividade.

Além disso, este trabalho contribui de forma inédita para a literatura da area ao
elucidar que também se pode potencializar os efeitos quimioterapicos da cisplatina, visto

que nenhum de seus derivados foi testado em associacdo com esse quimioterapico.

4. Material e Métodos

4.1 Agentes quimicos, animais e desenho experimental

Foram utilizados dois controles positivos: Ciclofosfamida (Fosfaseron®, itaca
Laboratories, REG. M.S. No. 1.2603.0056.002-1; Lote 063020, Campo Grande, Brasil)
na dose de 100 mg/kg de peso corporal (p.p.) administrado por via intraperitoneal (i.p. )
[5,39] e cisplatina (Intas Pharmaceuticals Laboratory LTD, REG. M.S.1.5537.0002.003-
7; Matoda 382210, india) na dose de 6 mg/kg (p.b.; i.p.) [14,40]. A ciclofosfamida foi
diluida em agua Mili-Q.
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A Phthalide 1 foi prontamente preparada tratando o acido 3,5-dimetoxibenzéico
com cloreto de octanoila na presenca de AICI3. Este composto foi caracterizado por

espectroscopia de RMN de 'H e 13C, e os dados coincidem com os relatados na literatura
[1].

A Phthalide 1 foi primeiro dissolvida em DMSO (1%) e posteriormente diluida
em agua Mili-Q (concentragéo final de 1% de DMSO) e administrada em doses de 5, 10
e 20 mg/kg (p.b.; i.p.) [41].

Neste experimento, 120 camundongos Swiss (Mus musculus) machos
sexualmente maduros (aproximadamente 8-10 semanas) do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) foram divididos em 12 grupos

experimentais cada (n = 10 animais).

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno cobertas com cama e
alimentados com ragdo comercial (Nuvital®, Campo Grande, Brasil) e agua filtrada ad
libitum. A temperatura e a luminosidade foram controladas por fotoperiodo de doze horas
(12 h de luz: 12 h de escuriddo), com temperatura de 22 + 2 °C e umidade de 55% = 10
em estante ventilada (ALESCO®, Campo Grande, Brasil).

O experimento foi conduzido seguindo as diretrizes da Declaragdo Universal dos
Direitos dos Animais com aprovacio do Comité de Etica em Experimentacio Animal
(CEUA/UFMS) sob protocolo n° 399/2012.

Os 12 grupos experimentais foram divididos conforme listado abaixo:

Grupo controle: Os animais receberam veiculo 1 (DMSO 1%) e ciclofosfamida

(solucao fisioldgica — NaCl 0,9%) na dose de 0,1 mL/10 g b.w; i.p) simultaneamente.

Grupo CYP: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g b.w.) e ciclofosfamida

(100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS: Os animais receberam veiculo 1 (0,1 mL/10 g p.c.) e cisplatina (6 mg/kg

p.c., i.p.) simultaneamente.

Grupo Phthalide 1: Os animais receberam 1, em trés diferentes doses (5mg/kg;
10mg/kg e 20mg/kg p.w., i.p.) e o veiculo ciclofosfamida (0,1mL/10 g b.w., i.p.)

simultaneamente.
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Grupo CYP + Phthalide (Phthalide 1 + ciclofosfamida): Os animais receberam 1
(em trés doses diferentes—5 mg/kg; 10 mg/kg e 20 mg/kg p.w., i.p.) e ciclofosfamida

(100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneamente.

Grupo CIS + Phthalide (Phthalide 1 + cisplatina): Os animais receberam 1 (em trés
doses diferentes—5 mg/kg; 10 mg/kg e 20 mg/kg b.w., i.p.) e cisplatina (6 mg/kg b.w.,

I.p.) simultaneamente.

4.2. Ensaios Bioldgicos

4.2.1. Ensaio de Micronucleo em Sangue Periférico

O ensaio de micronucleos em sangue periférico foi realizado segundo Hayashi et
al. [42] com modificagdes de Oliveira et al. [43]. Uma aliquota de 20 pL de sangue
periférico foi adicionada a ldmina previamente revestida com 20 uL de Alaranjado de
acridina (1,0 mg/mL). Em seguida, uma laminula foi depositada sobre o material
bioldgico. A lamina permaneceu em freezer (20 °C) por duas semanas. A anélise foi
realizada em microscopio de epifluorescéncia (Bioval®, Modelo L 2000 A), com objetiva
de 400x, filtro de excitacdo de 420-490 nm e filtro de barreira de 520 nm. Duas mil

células/animal foram analisadas.
4.2.2. Ensaio de fagocitose esplénica

Vinte microlitros de Alaranjado de acridina (1,0 mg/mL) foram utilizados para
cobrir a superficie de uma lamina previamente aquecida. Ap6s 1/3 do bago macerado em
solucdo salina, 100 pL de suspensdo celular foram colocados na lamina corada. Em
seguida, foi colocada uma laminula. As laminas foram armazenadas em um freezer para
posterior analise. A andlise foi realizada usando um microscépio de fluorescéncia
(Bioval®, Modelo L 2000 A) com uma ampliacdo de 400 com um filtro de 420-490 nm
e um filtro de barreira de 520 nm. Cem células por animal foram analisadas. A analise
das células com evidéncia ou auséncia de fagocitose baseou-se na descrigdo de Hayashi

et al. [42] com modificacdes de Carvalho et al. [6].
4.2.3. Ensaio de Morte Celular

Cem microlitros de solu¢do macerada de figado e/ou rim foram usados para fazer uma
extensdo em um lado de vidro. Apos esse processo, a lamina foi fixada em Carnoy por 10

min e, logo apos, submetida a diferentes concentragdes decrescentes de etanol (95-25%).
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Em seguida, foi submetido a banhos de tampdo Mcllvane por 10 min, corado em
Alaranjado de acridina (0,01%, 5 min) e lavado em tampao Mcllvane por 10 min. A
identificacdo de células em apoptose foi realizada por meio da analise dos padrdes de
fragmentacdo do DNA [6].

4.2.4. Célculo da Porcentagem de Reducéo de Danos (DR%)

O percentual de reducdo de danos € utilizado para avaliar a capacidade
quimiopreventiva de uma substancia quando associada a uma substancia que esteja

induzindo danos amplos. Para esta avaliacdo, foi utilizada a férmula proposta por [44,45]:

Média controle positivo — média grupo associado
RDouID(%)=( - — - - )xlOO
Media controle positivo — media controle negativo

A porcentagem de reducdo de danos também foi adaptada para ensaios de
fagocitose e morte celular.

4.3. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando ANOVA com pos teste de Tukey usando o
GraphPad Prism Software (versdo 3.02; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
Os valores foram expressos como médiaxEPM e o nivel de significancia foi p < 0,05.

4.4. Ancoragem Molecular
4.4.1. Detalhes computacionais

O protocolo virtual, incluindo docking molecular, foi realizado no computador
DELL® Workstation, com processador Intel® Xeon E5-1660, 3,3 GHz, 4 CPUs, placa
grafica NVIDIA® GeForce RTX 2060, RAM 8 GB, sob o sistema operacional
Windows® .

4.4.2. Preparacao de Proteina

A estrutura cristalina baseada em difracdo de raios-X de um B-DNA Dodecamer
(PDB ID: 1BNA) https://doi.org/10.1073/pnas.78.4.2179 (acessado em 10 de maio de
2022) foi recuperada do banco de dados de proteinas https://www.rcsb.org/ (acessado em
10 de maio de 2022) com resolucdo de 1,9 A para a estrutura cristalina do DNA sintético
dodecamero d (CpGpCpGpApApTpTpCpGpCpG). As moléculas de agua foram
removidas operando o Discovery Studio BIOVIA [46].

4.4.3. Modelagem Molecular

O conjunto de 3 compostos foi construido no programa ChemDraw
https://www.perkinelmer.com/product/chemdraw-professional chemdrawpro (acessado
em 10 de maio de 2022) a partir de estruturas 2D da série. Todas as geometrias foram
virtualmente construidas e otimizadas usando mecéanica molecular (MM+) e métodos
semiempiricos AustinModel 1 (AM1) wusando o programa HyperChem 7
http://www.hyper.com (acessado em 10 de agosto de 2022). Os arquivos de saida foram
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convertidos em arquivos de entrada .mol2 no programa Discovery Studio BIOVIA
usando Open Babel (http://openbabel.org/wiki/Main_Page) e depois convertidos em
arquivos .pdb como arquivos de entrada em HDOCK http://hdock. phys.hust.edu.cn/
(acessado em 10 de agosto de 2022).

Para prever a melhor orientacdo e conformacao dos compostos para 0 BDNA in
silico, foi utilizado o programa de servidor web HDOCK.

4.4.4. Selecdo de Alvo e Simulagdes de Docking Molecular

A estrutura cristalizada do B-DNA sintético Dodecamer foi obtida através do
RSCB PDB sob o codigo 1BNA. https://www.rcsb.org/structure/IBNA (acessado em 10
de maio de 2022). Em seguida, simulacBes de docking foram realizadas para cada
candidato a inibidor no alvo correspondente. Este procedimento foi realizado utilizando
o servidor web HDOCK [47]. Assim, foi avaliado o escore Docking.

Antes do encaixe usando HDOCK, o B-DNA e os compostos foram carregados
como arquivos.pdb no servidor web. Os complexos gerados pelo HDOCK foram
selecionados usando o melhor modelo entre os resultados, que apresentou o melhor escore
de docking. As estruturas complexas do sitio da proteina (.pdb) e dos ligantes (.pdb) foram
inseridas no programa visualizador BIOVIA Discovery Studio para detalhar as interacoes
entre os ligantes e as bases de DNA participantes.

5. Conclusoes

Em conclusdo, 1 tem aplicabilidade clinica e pode ser candidato a desenvolver
uma nova geracao do agente quimioterapico. Além disso, 0 1 possui caracteristicas que
podem ser utilizadas como adjuvante quimioterapico em associagcdo com a ciclofosfamida
e a cisplatina, uma vez que o 1 aumenta a frequéncia de morte celular induzida pela
quimioterapia. Em relacdo a associacdo desses compostos, também foi relatado que o
efeito quimiopreventivo de 1, quando associado a ciclofosfamida e cisplatina, pode
prevenir efeitos adversos (indugdo de dano ao DNA em células ndo tumorais) sem
interferir no mecanismo de acdo da quimioterapia drogas e, portanto, sem reduzir a
indugéo de morte celular.
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5. Concluséao

Diante dos resultados pode-se inferior que o ZIM e Phthalide tem
aplicabilidade clinica e podem ser candidatos ao desenvolvimento de uma nova
geracdo de agentes quimioterapicos. O ZIM é genotdxico e causa danos
gendmicos e cromossomicos. Além disso, ele causa ativacdo da fagocitose
esplénica e aumenta a frequéncia de morte celular no figado e nos rins. Ja a
Phthalide é genotdxica, por aumentar a frequéncia de micronucleos. Além disso,
causa ativacao da fagocitose esplénica e aumento a frequéncia de morte celular
no figado e nos rins.

Em associacao, o ZIM tem efeito quimiopreventivo e, portanto, interefiu no
mecanismo de ac¢do dos quimioterapicos comerciais cisplatina, doxorrubicina e
ciclofosfamida ao reduzir a frequéncia de danos no DNA e, portanto, a frequéncia
de morte celular. Esse fato desaconselha o uso associado desses compostos
visto que esses pederiam ou teriam reduzidos os seus efeitos anticancerigenos.
Ja Phthalide potencializou os efeitos da cisplatina e da ciclofosfamida por
aumentar a inducéo de danos no DNA e, por consequéncia, a inducédo de morte
celular. Esses resultados indicam que a Phthalide pode ser considerada um
adjuvante quimioterapico e, portanto, o seu uso combinado favorece o

tratamento anticancer.
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the possible interactions of ZIM and 4-AA with DNA. 4-AA has been
shown to have low genotoxic potential, increase the frequency of cell death,
and activate phagocytosis. ZIM causes genomic and chromosomal damage
in addition to causing cell death and activating phagocytosis. In association with chemotherapeutical agents, both 4-AA and ZIM
have a chemopreventive effect and, therefore, reduce the frequency of DNA damage, cell death, and splenic phagocytosis. The
association of 4-AA and ZIM with commercial chemotherapeutic agents increased the frequency of lymphocytes compared to
chemotherapeutic agents alone. Molecular docking demonstrated that ZIM has more affinity for DNA than 4-AA and its precursors
(1 and 2). This was confirmed by the lower interaction energy of the complex (—119.83 kcal/mol). ZIM can break the DNA
molecule and, therefore, its chemotherapeutic effect can be related to DNA damage. It is considered that ZIM has chemotherapeutic
potential. However, it should not be used in combination with cisplatin, doxorubicin, and cyclophosphamide as it reduces the effects
of these drugs.

§ chemotherapy efficacy

1. INTRODUCTION specifically, the 1,4-dioxo-butenyl group has presented promis-
ing biological activities in the treatment of cancer.'”"! In fact,
previous studies have shown that the synthesis of compounds
that include fragments of 4-aminoantipyrine and maleimide has
antibacterial and analgesic properties, as well as a promising
cytotoxicity profile in preclinical models.">'® Furthermore,
previous studies have shown the use of cantharidin, a terpenoid
secreted by many species of blister beetles,'” and its derivatives
to treat leukemia, melanoma, liver, lung, and breast cancer

Cancer’s high mortality rate is related to the limitations that the
disease and its treatments impose due to high molecular
heterogeneity and the development of resistance mechanisms of
cancer cells during treatment with antineoplastics." The
accumulation of mutations in DNA can generate differentiated
characteristics of normal cells, resulting in uncontrolled
proliferation.” Conventional chemotherapy treatment uses
drugs to damage DNA.’~> These anticancer drug approaches

. 18,19
target DNA/protein involved in the cell proliferation step.’ (Figure 1).
However, DNA-damage-inducing agents have side effects such
as nausea, vomiting, diarrhea, and fever, affecting the patient’s Received: September 6, 2022
quality of life.”® Therefore, the search for new drugs with greater Published: December 22, 2022

efficacy and fewer side effects is considered a research priority.

1,4-Dioxobutenyl and 4-aminoantipyrine moieties have a
variety of pharmacological activities. They are viable candidates
for the synthesis of new chemotherapeutic agents.”” More

© 2022 American Chemical Society https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.2c00275
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Figure 1. Cantharidin and derivatives.

Building on our earlier work,'>*”*" we first synthesized ZIM,
a norbornene dicarboximide based on the 1,4-dioxo-butenyl/4-
aminoantipyrine scaffold. We then evaluated the synthesized
ZIM in a mouse model for its genotoxic and apoptotic potential
alone and in combination with three chemotherapeutic agents
currently used in clinical settings (cisplatin-CIS, doxorubicin-
DOX, and cyclophosphamide-CYP). We also virtually studied
and compared the ability of 4-AA, 2, 3, and ZIM (Figure 2) to
induce DNA damage. Next, we evaluated ZIM synthesized in a
Swiss mouse model. Thus, the objective of this study was to
evaluate the effects of ZIM and 4-AA on DNA integrity, cell
death induction, activation of splenic phagocytosis, and
differential blood cell counts. The effects of these compounds
in association with commercial chemotherapeutics (cisplatin-
CIS, doxorubicin-DOX, and cyclophosphamide-CYP) were also
evaluated. Finally, the possible interaction of 4-AA, ZIM, and
their precursors (1 and 2) with DNA was evaluated by molecular
docking to describe the possible mechanism of action.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. ZIM Synthesis. Unless stated otherwise, reactions were
performed in flame-dried glassware under a positive pressure of
nitrogen using anhydrous solvents. CH,Cl, was purified through a
PPT/Glass Contour Solvent Purification System under argon. Hexane
and Et,0 were freshly distilled from CaH, before use. Other
commercial-grade reagents and solvents were used without further
purification unless otherwise stated. Thin-layer chromatography
(TLC) was performed using Merck silica gel 60 F254 precoated plates
(0.25 mm), and visualization was done by UV or I,, KMnO,, CAM, or
PMA staining. Flash chromatography was performed using Silicycle
SilicaFlash F60 (40—63 um particle size). NMR spectra were recorded
on a 300 MHz Bruker Avance Spectrometer at the Federal University of
Mato Grosso do Sul. 'H and "*C NMR chemical shifts are reported as &
using residual solvent as an internal standard and expressed as simplet
(s), duplet (d), triplet (t), quartet (q), and multiplet (m). High-
resolution mass spectral analyses were performed using a Bruker
microTOFII ESI spectrometer. Melting points (mp) are uncorrected
and were recorded on a Fisher—Johns melting point apparatus.

2.1.1. Synthesis of 2-(1,5-Dimethyl-3-oxo-2-phenyl-2,3-dihydro-
1H-pyrazol-4-yl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-methanoisoindole-
1,3(2H)-dione (ZIM). To a rapidly stirred solution of maleic anhydride
1a (3.00 g, 30.57 mmol) in acetone (15.00 mL) at room temperature
was slowly added a solution of 4-aminoantipyrine 4-AA (6.21 g, 30.57
mmol) in acetone (15 mL). The resulting reaction mixture was
vigorously stirred at room temperature until the completion of the
reaction as judged by TLC. The reaction mixture was filtered under
vacuum, and the solid was washed with hexane (3 X 10 mL). The solid
was dried over vacuum and recrystallized from ethanol/H,0 (1:1) to
afford the maleamic acid 1 (8.75 g, 95% yield) as a pale-yellow solid.

To a rapidly stirred solution of sodium acetate (0.33 g, 3.96 mmol)
and acetic anhydride (3.36 mL, 35.73 mmol) was slowly added the
maleamic acid 1 (3.00 g 9.93 mmol) at room temperature. The
resulting reaction mixture was vigorously stirred at 80 °C until the
completion of the reaction as judged by TLC. The organic compound
was extracted with CHCI; (15 mL), treated with saturated NaHCO,
solution (15 mL), washed with brine (20 mL), dried over Na,SO,,
filtered, and concentrated in vacuo. The resulting solid was purified by
recrystallization from hexane to afford the desired maleimide 3 (2.54 g,
95% yield) as a yellow solid.

Finally, to a rapidly stirred solution of maleimide 3 (1.00 g, 3.59
mmol) in CH,Cl, (10 mL) was slowly added the cyclopentadiene (6.11
mL, 7.27 mmol) at room temperature. The resulting reaction mixture
was vigorously stirred at room temperature until the completion of the
reaction as judged by TLC. The reaction mixture was cooled down to
room temperature. The solid was filtered, dried under vacuum, and
purified by recrystallization from hexane to afford the desired polycyclic
compound ZIM. (1.00 g, 80% yield) as a white solid.

2.1.1.1. "TH NMR (CDCls, 300 MHz) & (ppm). 1.60 (d, 1H, Jcis = 9.0);
1.76 (d, 1H, Jcis = 9.0); 2.02 (s, 3H); 3.12 (s, 3H); 3.43 (m, 2H); 3.46
(m, 2H); 6.26 (s, 2H); 7.30 (m, SH). '*C NMR (CDCl,, 75 MHz) §
(ppm): 11.1; 35.3; 45.1; 46.4; 52.5; 102.3; 125.0; 127.5; 129.3; 134.1;
135.1; 151.7; 160.3; 176.3. HRMS (ESI): [M + Nal*, CooH,oN;05,
calcd. 349.1426; found: 349.1429. Mp = 247 °C.

2.2. Chemotherapy Drugs. 2.2.1. Chemotherapeutics. Chemo-
therapeutics were obtained commercially and administered in a single
dose, according to Berno et al."* Doxorubicin (DOX) (Glenmark
Farmacéutica Ltda, N° REG MS 1.1013.0232.002-4, Brazil) was diluted
in distilled water and administered at a dose of 16 mg/kg body weight
(p.c.) intraperitoneally (ip.). Cisplatin (CIS) (ACCORD Farm-
acéutica, N° REG MS 1.5537.0002.003-7, Brazil) was administered at
a dose of 6 mg/kg (p.c., ip.). This compound was obtained in liquid
form and did not require dilution. Cyclophosphamide (CYP)
(Genuxal, Baxter Hospitalar Ltda, N°® REG MS 1.00683.0168.003-1,
Brazil) was diluted in distilled water and administered at a dose of 100
mg/kg (p.c., i.p.).

2.2.2. Chemotherapeutic Prototypes. 4-AA was obtained from
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO (CAS-83-07-8). 4-AA and ZIM were

............
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Figure 2. Chemopreventive effect comparison of compounds containing 4-AA and 1,4-dioxo-butenyl moieties. Gray: 4-aminoantipyrine moiety; red:
1,4-dioxobutenyl moieties. Compound 1 refers to ref 13, and compound 2 refers to ref 20.
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dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and then diluted in saline with
5% glucose (the final DMSO concentration was 5%).'* The
concentrations of 4-AA and ZIM (for effectiveness comparison) were
12, 24, and 48 mg/kg for each experiment. The dilution vehicle (saline
solution with 5% glucose containing DMSO at a final concentration of
5%) was used as a negative control. All administrations were performed
simultaneously by the intraperitoneal (ip.) route, and the dilution
vehicle proportion of 0.1 mL/10 g of body weight (b.w.) was
maintained.

2.3. Experimental Design. The present study was approved by
The Animal Ethics Committee of the Federal University of Mato
Grosso do Sul, Brazil (protocol no. 966/2018) and conducted
according to the guidelines of the Universal Declaration on Animal
Welfare.

One hundred and forty adult male Swiss mice (8—10 weeks old;
average weight of 35 g) were obtained from the State Agency of Sanitary
Monitoring (known in Brazil by the Portuguese acronym IAGRO) and
kept in polypropylene boxes with wood-shaving bedding. The animals
were maintained under controlled temperature (22 + 2 °C), relative
humidity of 55 & 10%, and 12:12 h light-dark cycles. Mice were fed with
commercial chow (Nuvital, Nuvilab, Brazil) and filtered water ad
libitum.

Mice were acclimated for 7 days before they were divided randomly
into 28 experimental groups (n = S). Each group was assigned to a
different treatment of chemotherapeutics (CHEMO); chemother-
apeutic prototypes (CHEM-P); association of chemotherapeutics &
chemotherapeutic prototypes (ASSOC) or the dilution vehicle
(CONTROL) (Figure S1A).

Treatments were administered in a single dose via intraperitoneal
injection (i.p.).'*CHEMO groups received either DOX, CIS, or CYP at
16, 6, or 100 mg/kg body weight (b.w.), respectively. CHEM-P
received either 4-AA or ZIM at three different dosages: 12, 24, or 48
mg/kg (b.w). The dilution vehicle of CHEM-P was administered at 0.1
mL/10 g (b.w., ip.) as a replacement for treatment in the negative
control group (Figure S1A).

Peripheral blood was collected every 24 h during the experimental
period until they were euthanized at 72 h after treatment. Liver, kidney,
and spleen samples were harvested (Figure S1B).

2.4. Biology Assays. 2.4.1. Comet Assay. Single-cell gel electro-
phoresis (SCGE) was performed using a peripheral blood sample
collected 24 h after treatment according to protocol’® with
modifications.”® Briefly, 100 cells/mouse were visually analyzed
under a BIOVAL L2000A fluorescence microscope (BIOVAL,
China) with 40X objective lens and a combination of blue excitation
filter (420—490 nm) and 520 nm barrier filter.”*

2.4.2. Micronucleus Assay (MNT). Peripheral blood samples
collected 24, 48, and 72 h after treatments were used to verify the
presence of micronuclei in peripheral blood in mice according to the
protocol previously described with modifications.” In brief, 20 L of
the sample was deposited on a slide previously covered by 20 uL of
acridine orange [1 mg/mL] and kept in a freezer (—20 °C) until the
analysis day. A total of 2000 cells/mouse were analyzed under a
BIOVAL L2000A fluorescence microscope (BIOVAL, China) with
40X objective lens and a combination of blue excitation filter (420—490
nm) and 520 nm barrier filter.

2.4.3. Cell Death Assay. Liver and kidney samples were harvested
after mice euthanasia and macerated in saline solution; 100 uL of this
sample suspension was smeared on a slide. After drying, the slides were
fixed in Carnoy’s Solution for S min and immersed in a decreasing
gradient of ethanol (95% > 75% > 50% > 25%) before being washed
with Mcllvaine buffer for S min. The slides were stained with acridine
orange [1 mg/mL] for S min and washed with Mcllvaine buffer. DNA
fragmentation patterns of 200 cells/mice were used to identify
apoptotic cells under a BIOVAL L2000A fluorescence microscope
(BIOVAL, China) with 40X objective lens and a combination of blue
excitation filter (420—490 nm) and 520 nm barrier filter.**’

2.4.4. Phagocytosis Assay. A fragment of approximately one-third of
the total spleen size was harvested after euthanasia and macerated in
saline solution; 100 uL of this suspension was smeared on a slide
previously covered by 20 yL of acridine orange [1 mg/mL].**

68

A total of 200 cells/mice were analyzed under a BIOVAL L2000A
fluorescence microscope (BIOVAL, China) with 40X objective lens
and a combination of blue excitation filter (420—490 nm) and 520 nm
barrier filter to determine the presence and/or absence of
phagocytosis.”

2.4.5. Damage Reduction Percentage (DR). DR is used to evaluate
the chemopreventive capacity of a compound associated with a known
genotoxic agent.”*” In the present study, the DR, in addition to the
chemopreventive effectiveness study, was calculated for statistically
significant parameters of phagocytosis and apoptosis assay according to
the equation below

DR (%)

positive control mean — compounds association mean

positive control mean — negative control mean

X 100

Negative DR was interpreted as an increase of damage, as described
previously.””

2.4.6. Statistical Analysis. The Student t-test determined the
statistical significance of the parametric data, and results were expressed
as mean = standard deviation. The significance level was p < 0.05, and
the statistical test was performed using the GraphPad Prism 3.02
software (GraphPad Software, Inc.).

2.5. DNA Docking. 2.5.1. Computational Details. The virtual
protocol, including molecular docking, was performed on the DELL
Workstation computer, with Intel Xeon ES—1660 processor, 3.3 GHz,
4 CPUs, NVIDIA GeForce RTX 2060 graphics card, RAM 8 GB, under
the Windows operating system.

2.5.2. Protein Preparation. The X-ray diffraction-based crystal
structure of a B-DNA Dodecamer was retrieved from Protein Data
Bank® (PDB ID: 1BNA) with 1.9 A of resolution for the crystal
structure of the synthetic DNA dodecamer d (CpGpCpGpA-
pApTpTpCpGpCpG). The water molecules were removed by
operating BIOVIA Discovery Studio v4.5 (Accelrys) (Figure 3).

2.5.3. Molecular Docking. 4-AA, 1, 2, and ZIM were built in
ChemDraw. All geometries were virtually constructed and optimized in
molecular mechanics (MM+) and semiempirical Austin Model 1 (AM1)
methods using HyperChem 7 program.’’ The output files were
converted to input files.mol2 of the Discovery Studio BIOVIA program
using Open Babel,>* and then converted to .pdb files as input files to
HDOCK.** The HDOCK web server program was used to predict in
silico the best orientation and conformation of the compounds to the
BDNA.

2.5.4. Target Selection and Molecular Docking Simulations. The
synthetic f-DNA Dodecamer crystallized structure was obtained from
Protein Data Bank®® (PDB ID: 1BNA). Then, docking simulations
were performed for each inhibitor candidate into the corresponding
target. This procedure was performed using HDOCK web server”” and
the resulting docking score was evaluated.

Prior to docking using HDOCK, the B-DNA and the compounds
were uploaded as .pdb files into the web server. The complexes
generated by HDOCK were selected using the best model between the
results, which presented the best docking score. The complex structures
of the protein site (.pdb) and the ligands (.pdb) were inserted in the
BIOVIA Discovery Studio visualizer program to detail the interactions
between the ligands and the participating DNA bases.

3. RESULTS

3.1. Synthesis of 2-(1,5-Dimethyl-3-oxo-2-phenyl-2,3-
dihydro-1H-pyrazol-4-yl)-3a,4,7,7a-tetrahydro-1H-4,7-
methanoisoindole-1,3(2H)-dione (ZIM). Scheme 1 shows
the synthetic route of ZIM.

Maleic acid 1 was obtained by the ring-opening reaction of
maleic anhydride 1a and 4-AA. The reaction of 1 with sodium
acetate and acetic anhydride provided the maleimide 3. Finally,
the 4 + 2 cycloaddition reaction of 3 and cyclopentadiene
provided the polycyclic ZIM.
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Figure 3. Visualization of Structure of B-DNA Dodecamer (1BNA)
after removing water molecules using Discovery Studio BIOVIA.
Different colors represent DNA chains: blue (Chain A), orange (bases
of Chain A), red (Chain B), and cyan (bases of Chain B).

3.2. Biology Assays. 3.2.1. Genotoxicity Assessment: DNA
Damage. CIS did not increase significantly (p > 0.05) the
frequency of damage cells (only 1.5X increase) or in the DNA
damage score (only 1.61X increase). DOX and CYP increased
(p < 0.05) both damage cell frequency and the DNA damage
score. The increase in the frequency of damage cells was 2.58%
and 4.53X, and the DNA damage score was 3.11X and 5.32X for
DOX and CYP, respectively (Figure 4A). 4-AA did not increase
(p > 0.05) the frequency of damage cells. However, there was a
significant increase (p < 0.05) in DNA damage score at the
highest dose (48 mg/kg). ZIM increased (p < 0.05) the

frequency of genomic damage for the three tested doses. The
observed increase was 4.03%, 4.67X, and 3.55X for 12, 24, and
48 mg/kg, respectively. For the damage score, the increase was
4.41X, 5.16%, and 3.78X for the same doses, respectively (Figure
4A).

In association with CIS, 4-AA did not change significantly (p
> 0.05) the frequency of damaged cells. However, an increase (p
< 0.05) in the score was observed for the highest dose (48 mg/
kg) (Figure 4B). For this dose, the damage increment was
67.74% (Figure 4C). ZIM, in association with CIS, did not
change (p > 0.05) the frequency of damage cells or the DNA
damage score for any of the doses tested (Figure 4B). The
association did not show a significant percentage of reduction/
increase in damage since the number of damage cells did not
vary significantly.

In association with DOX, 4-AA reduced (p < 0.05) the
frequency of damage cells for the highest dose (48 mg/kg). 4-
AA also reduced (p < 0.05) the DNA damage score for the two
highest doses (24 and 48 mg/kg) (Figure 4D). The damage
reduction percentages were 34.69 and 55.10% for 24 and 48 mg/
kg, respectively (Figure 4E). In the association of ZIM with
DOX, a reduction (p < 0.05) in the frequency of damage cells
was observed for doses of 24 and 48 mg/kg, and a reduction in
the DNA damage score only for 48 mg/kg (Figure 4D). The
damage reduction percentages were 26.94 and 47.35% for 24
and 48 mg/kg, respectively (Figure 4E).

In association with CYP, 4-AA reduced (p < 0.05) the
frequency of damage cells and the DNA damage score for all
doses (Figure 4F). The damage reduction percentage was $2.97,
58.90, and 46.12% for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively (Figure
4G). ZIM did not change (p > 0.05) the frequency of damage
cells or the DNA damage score at any of the doses (Figure 4F).

3.2.2. Genotoxicity Assessment: Chromosome Damage.
CIS, DOX, and CYP increased the frequency of micronuclei in
8.05X%, 4.16X%, and 8.37X for 24 h; 5.50%, 3.26X, and 4.81X for
48 h; and 2.18%, 9.76X and 13.23X for 72 h, respectively (Figure
SA). 4-AA increased (p < 0.0S) the frequency of micronuclei for
the highest dose (48 mg/kg) in 24 h (1.79x) and the two lowest
doses (12 and 24 mg/kg) in 72 h (1. 82X and 1.94X,
respectively). After 48 h, a reduction (2.07%; p < 0.05) was
observed in the frequency of micronuclei for 12 mg/kg. ZIM
increased (p < 0.05) the micronucleus frequency for the three
doses in all evaluation times, except for the 48 mg/kg dose in 48
h evaluation. In a 24 h period, the increases were 1.60X, 2.78X,
and 2.61X; for 48 h, the increases were 1.45X,2.15X, and 1.41X;
and for 72 h, the increases were 4.71X, 4.05X, and 4.47X for 12,

Scheme 1. Synthetic Strategy for Obtaining the Selected Compounds®
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“(a) acetone, rt, 1 h, 95% yield; (b) acetic anhydride, sodium acetate, rt, 1 h, 95% yield; (c, d) cyclopentadiene, rt, 30 min, 80% yield.
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Figure 4. Genotoxicity assessment: DNA damage (Comet Assay and percentage of DR). A. Number of damage cells and the DNA damage score for
chemotherapeutics (CIS, DOX, or CYP) and chemotherapeutic prototypes (4-AA or ZIM) treatments with the vehicle dilution treatment as control.
B. Number of damage cells and the DNA damage score for CIS combined with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) treatments
with CIS group as control. C. Damage Reduction percentage of CIS combined with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) groups.
D. Number of damage cells and the DNA damage score for DOX combined with chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM)
treatments with the DOX group as control. E. Damage reduction percentage of DOX combined with chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or
DOX+ZIM) groups. F. Number of damage cells and the DNA damage score for CYP combined with chemotherapeutic prototypes (CYP+4-AA or
CYP+ZIM) treatments with CYP group as control. G. Damage Reduction percentage of CYP combined with chemotherapeutic prototypes (CYP+4-
AA or CYP+ZIM) groups. Legend: CIS = cisplatin; DOX = doxorubicin; CYP = cyclophosphamide; * = p < 0.05 (T-Student).

In association with CIS, 4-AA reduced (p < 0.05) the
frequency of micronuclei for all doses at all evaluated times
(Figure SB), and the damage reduction percentages ranged from
46.09 to 58.21% (Figure SC). These results demonstrate the
chemopreventive effects of 4-AA over CIS at all doses. On the
other hand, ZIM showed a chemopreventive effect through the
reduction (p < 0.05) of the frequency of micronuclei for all doses
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at 24 and 72 h (Figure SB), and the percentages of damage
reduction ranged from 38.36 to 83.26% (Figure SC). At 48 h,
chemopreventive activity (p < 0.05) was observed only for the
intermediate dose (Figure SB), and the percentage of damage
reduction was 42.39% (Figure SC). In association with DOX, 4-
AA reduced (p < 0.05) the frequency of micronuclei only for the
lowest and highest doses at 24 h (Figure SD), and the damage
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Figure S. Genotoxicity assessment: Chromosome damage (MNT assay and percentage of DR). A. Frequency of micronuclei for chemotherapeutics
(CIS, DOX, or CYP) and chemotherapeutic prototypes (4-AA or ZIM) treatments with the vehicle dilution treatment as control. B, Frequency of
micronuclei for CIS combined with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) treatments with CIS group as control. C. Damage
Reduction percentage of CIS combined with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) groups. D. Frequency of micronuclei for DOX
combined with chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM) treatments with DOX group as control. E. Damage Reduction percentage
of DOX combined with chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM) groups. F. Frequency of micronuclei for CYP combined with
chemotherapeutic prototypes (CYP+4-AA or CYP+ZIM) treatments with CYP group as control. G. Damage Reduction percentage of CYP combined
with chemotherapeutic prototypes (CYP+4-AA or CYP+ZIM) groups. Legend: CIS = cisplatin; DOX = doxorubicin; CYP = cyclophosphamide; * = p

< 0.05 (T-Student).

reduction percentages were 40.00 and 24.17% for 12 and 48 mg/
kg, respectively (Figure SE). ZIM reduced (p < 0.05) the
frequency of micronuclei only at the highest dose at 24 and 48 h
(Figure SD), and the percentages of damage reduction were
52.33 and 45.90, respectively (Figure SE). In association with
CYP, 4-AA showed a chemopreventive effect (p < 0.05) for all
doses at all evaluated times (Figure SF), and the percentages of
damage reduction ranged from 38.35 to 87.98% (Figure SG).
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ZIM had the same effect (Figure SF), and the damage reduction
percentages ranged from S1.21 to 109.90% (Figure SG). The
percentage of damage reduction above 100% indicates that ZIM
for 12 mg/kg at 48 h also reduced basal damage, which means it
reduced the basal frequency of micronuclei compared to the
frequency of the negative control group (Figure 5G).

3.2.3. Cell Death Assay. CIS, DOX, and CYP increased (p <
0.05) the frequency of cell death in liver and kidney. The
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Figure 6. Cell death assay and percentage of DR. A. Frequency of cell death for chemotherapeutics (CIS, DOX, or CYP) and chemotherapeutic
prototypes (4-AA or ZIM) treatments with the vehicle dilution treatment as control. B. Frequency of cell death for CIS combined with
chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) treatments with CIS group as control. C. Damage Reduction percentage of CIS combined
with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) groups. D. Frequency of cell death for DOX combined with chemotherapeutic
prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM) treatments with DOX group as control. E. Damage Reduction percentage of DOX combined with
chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM) groups. F. Frequency of cell death for CYP combined with chemotherapeutic prototypes
(CYP+4-AA or CYP+ZIM) treatments with CYP group as control. G. Damage Reduction percentage of CYP combined with chemotherapeutic
prototypes (CYP+4-AA or CYP+ZIM) groups. Legend: CIS = cisplatin; DOX = doxorubicin; CYP = cyclophosphamide; * = p < 0.05 (T-Student).

increase of cell death in liver was 2.16X,2.35X, and 1.53X, and in
kidney was 2.06X, 2.03X%, and 2.17X for CIS, DOX, and CYP,

respectively (Figure 6A)

4-AA increased (p < 0.05) the frequency of cell death in liver
and kidney for all doses. The liver increase was 1.67X, 1.57X,
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and 1.61X, and the kidney increase was 1.69X%, 1.73%, and 1.50X
for 12, 24, and 48 mg/kg doses, respectively. ZIM also increased
(p < 0.05) the frequency of cell death in the liver and kidneys for
all concentrations, except for the 24 mg/kg dose in kidney. The
liver increase was 1.75X, 1.24X, and 1.54X, and kidney was
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Figure 7. Frequency of splenic phagocytosis percentage of DR. A. Frequency of phagocytosis for chemotherapeutics (CIS, DOX, or CYP) and
chemotherapeutic prototypes (4-AA or ZIM) treatments with the vehicle dilution treatment as control. B. Frequency of cell death for CIS combined
with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) treatments with CIS group as control. C. Damage reduction percentage of CIS
combined with chemotherapeutic prototypes (CIS+4-AA or CIS+ZIM) groups. D. Frequency of phagocytosis for DOX combined with
chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM) treatments with DOX group as control. E. Damage reduction percentage of DOX
combined with chemotherapeutic prototypes (DOX+4-AA or DOX+ZIM) groups. F. Frequency of phagocytosis for CYP combined with
chemotherapeutic prototypes (CYP+4-AA or CYP+ZIM) treatments with CYP group as control. G. Damage reduction percentage of CYP combined
with chemotherapeutic prototypes (CYP+4-AA or CYP+ZIM) groups. Legend: CIS = cisplatin; DOX = doxorubicin; CYP = cyclophosphamide; * = p
< 0.05 (T-Student).

1.26X%, 1.23X%, and 1.24X for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively 4-AA reduced (p < 0.05) the frequency of cell death in liver
(Figure 6A). induced by CIS, DOX, and in kidney induced by CIS, DOX, and
73 https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.2c00275
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Table 1. Differential Blood Cell Count Results for Treatments with 4-AA

cell types

CHEM-P negative control

4-AA[12 mg/kg]

4-AA[24 mg/kg]

4-AA[48 mg/kg]
CIS[6 mg/kg]

CIS[6 mg/kg]+ 4-AA[12 mg/kg]

CIS[6 mg/kg]+ 4-AA[24 mg/kg]

CIS[6 mg/kg]+ 4-AA[48 mg/kg]
DOX[16 mg/kg]

DOX[16 mg/kg]+ 4-AA[12 mg/kg]

DOX[16 mg/kg]+ 4-AA[24 mg/kg]

DOX[16 mg/kg]+ 4-AA[48 mg/kg]
CYP[100 mg/kg]

CYP[100 mg/kg]+ 4-AA[12 mg/kg]

CYP[100 mg/kg]+ 4-AA[24 mg/kg]

CYP[100 mg/kg]+ 4-AA[48 mg/kg]

CIS COMB

DOX COMB

CYP COMB

lymphocytes neutrophils basophils eosinophils monocytes
(Ref: 55—95%) (Ref: 10-40%)  (Ref: 0—0.3%)  (Ref: 0—0.4%)  (Ref: 0.1—3.5%)
78.50 + 3.23 23.75 + 5.12 0.50 + 0.29 1.50 + 0.65 2.25 + 0.85
76.25 + 2.14° 15.75 + 2.46" 0.00 + 0.00" 1.75 + 0.75° 1.00 + 0.7%
81.50 + 0.87° 13.50 + 1.44% 0.00 + 0.00” 1.00 + 0.71° 2.00 + 0.71°
70.50 + 1.66° 2425 + 1.65° 0.00 + 0.00” 2.50 + 0.29¢ 1.75 + 0.48°
64.50 + 1.947% 28.50 + 1.94° 0.00 + 0.00° 2.25 + 0257 0.25 + 0.25%
76.00 + 2.047% 19.50 + 1.447% 0.25 + 025" 2.50 + 0.65" 1.25 + 0.95"
74.50 + 3.12% 22.00 + 2.35° 0.25 + 0.25° 2.00 + 0.41° 125 + 0.75°
67.75 + 3.86" 22.50 + 2.53" 1.00 + 0.71° 1.75 + 0.48” 1.50 + 0.65"
57.25 + 6.36°% 26.25 + 4.80° 0.25 + 0.25° 3.50 + 1.94% 2.00 + 0.58%
7525 + 2.17% 21.75 + 2.32¢ 0.00 + 0.00° 1.00 + 0.41€ 125 + 0.25¢
64.50 + 5.17° 31.75 + 4.337 0.00 =+ 0.00° 2.00 + 1.08° 2.00 + 0.58°
78.25 + 2.81°% 17.75 + 1.55° 0.75 + 0.48° 1.50 + 0.29° 1.50 + 0.96°
60.50 + 2.877% 34.00 + 2.80° 0.75 + 0.48% 2.25 + 0.857 2.50 + 0.87°
67.50 + 3.977 28.25 + 3.047 0.50 + 0.29¢ 1.25 + 0.487 1.25 + 0.48¢
7525 + 2.17%% 21.75 + 1.38%* 0.67 + 0.29° 1.00 + 0.00¢ 1.00 + 0.007
80.00 + 2.52% 18.00 + 2.12%* 0.25 + 0257 1.25 + 0.257 1.00 + 0.41¢

“Data presented in mean + SD. Legends: Ref = reference value; 4-AA = 4-aminoantipyrine; CHEM-P = chemotherapeutic prototype; CIS =
cisplatin; DOX = doxorubicin; CYP = cycloghosphamide; COMB = combination of chemotherapeutic & chemotherapeutic prototype; statistically

compared to the negative control group.

Statistically compared to the DOX group. “Statistically compared to the CIS group. IStatistically

compared to the CF group; *statistically significant difference (p < 0.0S; t-Student).; * = p < 0.05 (T-Student).

CYP (Figure 6B,D,F). The percentage of damage reduction for
CIS in liver was 40.65, 66.06, and 41.67% (Figure 6C) and for
DOX was 62.06, 59.44, and 77.80% (Figure 6E) for 12, 24, and
48 mg/kg, respectively. The damage reduction percentage for
CYP was 0, —24.23, and —19.82%. These values do not have
statistical significance (p > 0.05) (Figure 6G). The damage
reduction percentage for CIS in kidney was 49.42, 50.57, and
45.98% (Figure 6C); that for DOX was 29.41, 23.53, and
22.35% (Figure 6E); and that for CYP was 20.83, 27.08, and
31.25% (Figure 6G) for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively.

ZIM reduced (p < 0.05) the frequency of cell death in the liver
induced by CIS and DOX, and in kidney induced by CIS, DOX,
and CYP (Figure 6B,D,F). The damage reduction percentage
for CIS in liver was 79.27, 75.20, and 52.84% (Figure 6C), and
for DOX was 62.06, 59.44, and 77.80% (Figure 6E) for 12, 24,
and 48 mg/kg, respectively. The damage reduction percentage
for CYP was —33.04, 0, and 35.24%. However, there was no
significant reduction (p > 0.05) (Figure 6G). The damage
reduction percentage for CIS in kidney was 45.29, 36.09, and
41.61% (Figure 6C); for DOX was 28.00, 21.41, and 30.82%
(Figure 6E); and for CYP was 72.08, 77.08, and 70.42% (Figure
6G) for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively.

3.2.4. Splenic Phagocytosis. CIS, DOX, and CYP increased
(p < 0.05) the frequency of splenic phagocytosis by 2.4X, 2.11X,
and 1.94X for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively (Figure 7A). 4-
AA increased (p < 0.05) splenic phagocytosis by 2.18%, 2.20X,
and 2.10X for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively. ZIM also
increased (p < 0.05) by 2.12X, 2.11X, and 2.16X for the same
doses, respectively (Figure 7A). 4-AA did not interfere (p >
0.05) the frequency of CIS-induced splenic phagocytosis
(Figure 7B,C). The 48 mg/kg dose of 4-AA increased (p <
0.05) splenic phagocytosis when associated with DOX (Figure
7D). The damage increment was 23.33% (Figure 7E). All
concentrations of 4-AA associated with CYP reduced (p < 0.05)
the frequency of splenic phagocytosis (Figure 7F), and the
percentages of damage reduction were 37.01, 54.33, and 62.99%
for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively (Figure 7G).
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Only the highest dose of ZIM reduced (p < 0.05) the
frequency of splenic phagocytosis when associated with CIS
(Figure 7B,C) and increased (p < 0.05) when associated with
DOX (Figure 7D). The damage reduction and percentage
increase were around 29.21 and 23.33% for CIS and DOX,
respectively (Figure 7C,E). In association with CYP, a reduction
(p < 0.05) of splenic phagocytosis was observed (Figure 7F) in
31.49, 50.71, and 59.53% for 12, 24, and 48 mg/kg, respectively
(Figure 7G).

3.2.5. Differential Blood Cell Count. A preliminary analysis
showed that the negative control group had basophils and
eosinophils above the reference values. The same result was
observed for 4-AA when the animals were treated with CIS and
48 mg/kg 4-AA when the animals were treated with DOX and
48 mg/kg 4-AA. The animals treated with CYP and the
association of CYP with the two lowest doses of 4-AA (12 and
24 mg/kg) also showed a frequency of basophils above the
reference value. However, no significant differences were found
(p > 0.05) between the groups when applying the statistical
analysis. It was also observed that all animals from the different
experimental groups presented a frequency of basophils above
the reference values, including the negative control. No
significant differences (p > 0.05) were found when applying
the statistical analysis. These facts suggest that these alterations
are unrelated to the treatments (Table 1).

In addition to the increase in basophils and eosinophils in the
negative control group, the treatment of the animals with ZIM in
association with CIS, DOX, and CYP, regardless of the dose of
ZIM, also showed a frequency of basophils above the reference
values. No significant difference (p > 0.0S) was observed after
statistical analysis, which suggests that this result is not due to
the treatments. For eosinophils, all groups had a frequency
above the reference values, except for the DOX associated with
the lowest dose of ZIM (12 mg/kg) and CYP associated with
ZIM (48 mg/kg). After statistical analysis, no significant
difference (p > 0.05) was observed. For ZIM alone (12 mg/
kg), CIS associated with ZIM (48 mg/kg), and DOX associated
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Table 2. Differential Blood Cell Count Results for Treatments with ZIM

cell types

CHEM-P negative control

ZIM[12 mg/kg]

ZIM[24 mg/kg]

ZIM[48 mg/kg]
CIS[6 mg/kg]

CIS[6 mg/kg] + ZIM[12 mg/kg]

CIS[6 mg/kg] + ZIM[24 mg/kg]

CIS[6 mg/kg] + ZIM[48 mg/kg]
DOX[16 mg/kg]

DOX[16 mg/kg] + ZIM[12 mg/kg]

DOX[16 mg/kg] + ZIM[24 mg/kg]

DOX[16 mg/kg] + ZIM[48 mg/kg]

CIS COMB

DOX COMB

CYP COMB

CYP[100 mg/kg]
CYP[100 mg/kg] + ZIM[12 mg/kg]
CYP[100 mg/kg] + ZIM [24 mg/kg]
CYP[100 mg/kg] + ZIM[48 mg/kg]

lymphocytes neutrophils basophils eosinophils monocytes
(Ref: 55—95%) (Ref: 10-40%)  (Ref: 0-0.3%)  (Ref: 0—0.4%)  (Ref: 0.1—3.5%)
78.50 + 3.23 23.75 + 5.12 0.50 + 0.29 1.50 + 0.65 225+ 0.85
67.60 + 1.68°% 2620 + 0.55° 020 +£022% 200+ 0.61° 400 + 1.46*
76.80 + 4.44° 17.20 + 3.42° 040 £ 0277  3.00+ 1.17°  2.60 + 1.487
69.20 + 5.52¢ 2420 + 4.46° 0.40 + 027%  2.80 +0.65°  3.20 = 0.82°
64.50 + 1.94°%  28.50 + 1.94° 0.00 £ 0.00° 225+ 025 025+ + 025"
82.80 + 2.77"* 11.60 + 3.75%%* 0.80 + 0.65° 1.80 + 0.82° 3.00 + 1.27°
77.40 + 3.017% 16.60 + 3.01%* 0.80 + 0.427 420 + 1.52° 1.00 + 1.12°
64.60 + 4.86" 27.60 + 5.297 1.80 + 0.82" 200 +0.71°  4.00 + 1.46°
57.25 + 6.36°% 2625 + 4.80° 025 +025% 350+ 1.94*  2.00 + 0.58“
80.60 + 1.86* 15.80 + 1.56° 1.80 + 0.65° 0.40 + 0.45° 1.40 + 0.67°
77.00 + 2.55°% 15.80 + 1.43° 2.00 + 1.00° 1.00 + 0.50° 420 + 1.60°
76.80 + 2.51°%* 17.20 + 3.07° 1.60 + 0.67° 1.40 + 1.04° 3.00 + 1.62°
60.50 + 2.87°%  34.00 + 2.80" 0.75 + 0.48% 225+ 085  2.50 + 0.87°
66.20 + 2.867 27.20 + 1.647 1.80 +0.897 140 +0247 340 +0.847
79.00 + 2.329% 17.80 + 1.92%*  0.80 + 0.657 1.00 + 0.50¢ 1.40 + 0.45¢
7240 + 12367 2640 +12.567  0.00 + 0.00°  0.00 + 0.007 1.20 + 1.08¢

“Data presented in mean + SD. Legends: Ref = reference value; CHEM-P = chemotherapeutic prototype; CIS = cisplatin; DOX = doxorubicin;
CYP = cyclophosphamide; COMB = combination of chemotherapeutic & chemotherapeutic prototype; statistically compared to the negative
control group. bStatistically compared to the DOX group. “Statistically compared to the CIS group. Statistically compared to the CF group;

*statistically significant difference (p < 0.05; t-Student).

(A)

Figure 8. Interactions between the compounds (green carbons) and B-DNA: A. 4-aminoantipyrine 4-AA; B. compound 1; C. compound 2; and D.

compound ZIM.

with ZIM (24 mg/kg), the results showed that the monocyte
frequencies were higher than the reference values (Table 2).

For lymphocytes, it was observed that CIS, DOX, and CYP
reduce (p < 0.05) their frequencies. However, when CIS is
administered in association with 4-AA, an increase (p < 0.05) in
the frequency of lymphocytes was observed in the two lowest
concentrations (12 and 24 mg/kg). An increase (p < 0.05) was
also observed when DOX was associated with 12 and 48 mg/kg
4-AA and in the association of CYP with 24 and 48 mg/kg 4-AA.
There was a significant reduction (p < 0.05) in the frequency of
neutrophils in the association of CIS with 12 mg/kg 4-AA and in
the association of CYP with 24 and 48 mg/kg 4-AA. For the
other parameters, no statistically significant differences were
observed (p > 0.05) (Table 1).

3.3. Molecular Docking. Nucleic acids have crucial roles in
several essential cellular processes, including cellular reproduc-
tion and protein biosynthesis.”* Ligand binding to macro-
molecules plays a key role in biology and medicine as a steering
mechanism in biological processes. Molecules that bind to DNA
could disturb the replication process, which affects cell
proliferation or the transcription process, inhibiting gene
expression. More specifically, the binding of drugs to proteins
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and DNA has been of great interest in recent years using both
experimental and theoretical methods. Owing to the central role
of DNA in replication and transcription, DNA has been a major
target for antibiotic, anticancer, and antiviral drugs.*

The effects of nucleic acid binding into drugs are known for
various diseases, such as cancer.’* Most DNA binding drugs are
low-molecular-weight aromatic compounds, often carrying
positive charges.”” The different modes of drug binding to
DNA include intercalation between adjacent base pairs and
intrusion into the minor groove and the major groove.
Intercalation and minor-groove binding are the majority of
DNA-binding modes of small ligands.** "’ Sequence specificity
of drug—DNA binding is limited owing to the restricted size of
drugs but is generally higher for minor and major groove binders
than for intercalators.”>*

Intercalation requires a significant deformation owing to
forming a binding cavity,3g’40 in contrast to minor and major
groove binding that does not require significant conformational
DNA changes.*’ The majority of DNA-binding drugs bind at the
B-DNA and show a higher affinity for AT-rich sequences.*”*!
The structure with sequences with alternating A (DA) and T
(DT) bases are generally narrow, allowing favorable van der
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Waals contacts between the drug and the DNA*”** in contrast
to GC-rich sequences where bulky amino groups of guanine
bases affect the groove geometry.”**" Studies on drug—DNA
binding were performed to elucidate the energetic origins of the
binding in terms of intermolecular forces and induced
conformational changes and to develop new drug design
strategies.“’44

The DNA major groove offers more specific contacts for
establishing hydrogen bonds with the drug, but van der Waals
contacts are less favorable owing to groove dimensions.*® Also,
the major groove is often occupied by proteins whose biological
activity can be affected by minor-groove binding drugs.”® Drug—
DNA binding is, in most cases, noncovalent, although covalent
bonds may be formed with reactive ligands.*”*’

The most negative binding energy shows a more potent DNA-
binding affinity. Thus, the DNA-binding affinities show a more
significant interaction with the compounds at the structure’s
major groove region.

We decided to perform molecular docking with DNA and 4-
AA, 1,2, and ZIM to provide input for the DNA damage results
and compare their binding affinity.***°

Interaction mode and binding affinity docking studies have
been performed on compounds 4-AA, 1, 2, and ZIM (Figure 8)
with B-DNA (PDB ID: 1BNA) to explore the most feasible
binding site. As shown in Figure 7, the compounds interact with
DNA at the major groove, showing a high affinity for the A-T-
rich region. The resulting relative binding energies of docked 4-
AA, 1, 2, and ZIM are shown in Table 3.

Table 3. Ligand—Receptor Complex Interaction Energies
with B-DNA (Crystallized)

compound docking score (kcal/mol)
4-AA —85.91
1 —111.93
2 —-117.35
ZIM —119.83

The interactions between the B-DNA and the four
compounds are shown in Figure 9. In addition, the results
indicate that there is certain hydrogen-bonding interaction
between the complexes and DNA.

4. DISCUSSION

When animals were treated with 4-AA alone, it was found that
none of the doses increased the frequency of cells with DNA
damage evaluated by the comet assay. However, the evaluation

of the DNA damage score showed that the highest dose
increased this parameter. The chromosome damage by the
micronuclei assay showed that the highest dose increased the
frequency of this biomarker in 24 h. The same occurred for the
lowest dose in 48 h and the two lowest doses in 72 h. These
results suggest attention to the genotoxic effect of 4-AA.
However, according to this experimental data, this compound
seems to have a low capacity to cause DNA damage at both
genomic and chromosomal levels up to a dose of 48 mg/kg. We
reported that 4-AA is not genotoxic, does not increase the
frequency of genomic or chromosomal lesions up to 24 mg/kg,
and can increase the frequency of cell death in the liver and
kidneys without activating splenic phagocytosis.'* Additionally,
we demonstrated that 4-AA also increases the frequency of cell
death in liver and kidneys.'* However, it caused an increase in
splenic phagocytosis at all tested doses, where two of them were
the same as our previous data (12 and 24 mg/kg) '* and a third
higher dose (48 mg/kg).

Also, 4-AA did not interfere with the differential blood cell
count. However, we reported that the 24 mg/kg dose of 4-AA
increased the frequency of lymphocytes and reduced that of
neutrophils.'* Therefore, the results of this study do not
corroborate our previous findings. It possibly occurred because
activated splenic phagocytosis and the removal of damaged cells
(micronucleated cells, for instance) by the spleen may have
favored the homeostasis of the animals and, therefore, did not
induce any change in the cell count of the blood. This fact is
documented in different types of studies'”*’~* and even in
products derived from 4-AA."*'**°

4-AA has a chemopreventive effect and reduces the effects of
CIS, DOX, and CYP chemotherapeutics as it reduces the
frequency of DNA damage (comet and/or micronuclei).'* We
observed that in association with CIS, 4-AA did not prevent
genomic damage (comet assay). However, it prevented
chromosome damage (micronucleus assay). This report
demonstrates a high chemopreventive effect of 4-AA against
CIS. Compared to the association with DOX, 4-AA showed
lower chemoprevention, but this was in both genomic and
chromosomal damage. When associated with CYP, 4-AA
showed the best chemoprevention rates for both genomic and
chromosomal damage. Thus, we also endorse that 4-AA reduces
DNA damage, especially if associated with CYP. Therefore, this
compound can reduce the effect of chemotherapeutic agents
that have DNA damage induction as a mechanism of action.
Thus, its association is not recommended.

The association of 4-AA with CIS and DOX reduces the
frequency of cell death in the liver, and the association with CIS
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Figure 9. Interactions of A. 4-aminoantipyrine (4-AA); B. compound 1; C. compound 2; and D. ZIM.
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Scheme 2. Comparison of Literature Approach (2A) and Our Approach (2B) for the Synthetic Strategy for Obtaining ZIM

(2A) Previous ZIM Synthesis (Ref. 50)
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and CYP reduces the frequency of cell death in the kidneys."*
Our data demonstrate that 4-AA has a chemopreventive effect
and interferes with the mechanism of action of chemo-
therapeutics (induction of DNA damage) and, consequently,
reduces the frequency of cell death in the liver and kidney when
associated with CIS and DOX. For the liver, our data
corroborate what was described by us previously.'* But for
kidney, our data are contradictory regarding the effect of 4-AA in
association with DOX. We observed a reduction in the rate of
cell death, and we did not observe any reduction.'* We also
observed that 4-AA interferes with splenic phagocytosis
associated with CIS. Only the highest dose of 4-AA increased
phagocytosis associated with DOX and reduced phagocytosis
when associated with CYP. These data contradict the previous
report,"* which stated that 4-AA reduces phagocytosis in
association with CIS and DOX and does not interfere with CYP.
Furthermore, we found no influence of 4-AA on differential
blood cell counts.'* We observed that 4-AA, in particular,
increases the frequency of lymphocytes in association with CIS,
DOX, and CYP.

There was only one report in the literature for the synthesis of
a 4-aminoantipyrine derivative with a structure similar to
norbornene carboximides that used a nucleophilic acyl
substitution of 4-AA with a norbornene core with several days
of reaction time (Scheme 2A).>° In our approach, maleic acid 1
was obtained by the ring-opening reaction of maleic anhydride
1a and 4-AA. The reaction of 1 with sodium acetate and acetic
anhydride provided the maleimide 3. Finally, the 4+2 cyclo-
addition reaction of 3 and cyclopentadiene provided the
polyczz;rclic compound 4 with a 3 h overall reaction time (Scheme
1B).
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We showed that ZIM could be involved in inhibiting the
inflammatory response, the involvement of Prostaglandins in the
formation of edema, and reducing the recruitment of
polymorphonuclear cells and the neurogenic phase of pain,
making ZIM a good anti-inflammatory prototype.”' However, it
is the first time ZIM has been reported as an efficient genotoxic
agent since ZIM induced an increase in the frequency of both
genomic and chromosomal damage. It is noteworthy that the 24
mg/kg dose presented more genotoxic damage rather the 48
mg/kg. Therefore, for ZIM, a dose—response correlation was
not observed, which is not uncommon to be observed.>’

In association with CIS, ZIM did not change the frequency of
genomic damage (comet assay). However, it showed prevention
of chromosomal damage (micronucleus assay), which suggests
an important chemopreventive effect since there are high
percentages of DNA damage reduction. This result indicates
that ZIM interferes with CIS’s chemotherapeutic action
mechanism, which is mediated by the induction of DNA
damage.”"** Only in the association of CIS with the highest
dose of 4-AA (48 mg/kg) was a reduction in splenic
phagocytosis. The absence of phagocytosis reduction at the
lowest doses can be justified since the organism needs to add
different modes of action to resume homeostasis to reduce the
genotoxic effects induced by the chemotherapeutic agent. We
assumed that at low doses of 4-AA, desmutagenesis and bio-
antimutagenesis occurred, and these actions were insufficient to
reduce the frequency of cells with DNA damage.”** Thus, the
organism still needed activation of splenic phagocytosis to
remove cells that did not undergo DNA repair. Probably, splenic
phagocytosis was not required at the highest association dose
because the serum levels of 4-AA were sufficient to cause the
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reduction of damage cells using only the desmutagenesis and
bio-antimutagenesis modes of action and, therefore, not
activating splenic phagocytosis.

Furthermore, cells that remained with DNA damage and were
not phagocytosed may have been targeted for cell death by
apoptosis, for example. This fact can be corroborated by the
significant increase in cell death induced in liver and kidney
using ZIM alone. However, a reduction in cell death in liver and
kidney is also observed in association with CIS. This fact may be
related to the decrease in genotoxic damage that may have
occurred by different modes of action, such as desmutagenesis
and/or bio-antimutagenesis.

Substances with a desmutagenic mode can interact directly
with a genotoxic agent, its precursors, and/or its metabolites and
inactivate them chemically or enzymatically.”*™” It is also
suggested that these substances may act as if preparing the DNA
so that it is less susceptible to damage and errors and/or to form
a protective barrier that prevents genotoxic agents from causing
damage.”® Substances that act by bio-antimutagenesis can
modulate enzymes responsible for DNA repair and replication.
To this end, they increase replication fidelity, promote error-free
repair, and/or inhibit error-prone repair systems. The
simultaneous treatment protocol allows both modes of action
to occur simultaneously when the chemotherapeutic agent and
the possible chemoprotective agent are applied simultane-
ously.”® Effects such as these are described for fS-glucan,™
glutalmine,sg’60 dietary fibers such as wheat,*® and resistant
starch,®’! among others. However, it has also been described for
synthetic compounds such as isocoumarin,” an acid (com-
pound 1, Figure 2),"* and an ester (compound 2, Figure 2)20
derived from 4-AA.

It is also noteworthy that CIS alone caused a reduction in the
frequency of lymphocytes. In association with ZIM, the
frequencies were normalized, and very close to or even higher
than those observed in the negative control. This fact suggests
that ZIM can increase the frequency of lymphocytes even in the
presence of CIS, which can cause a reduction in lymphocytes in
patients undergoing chemotherapy.”> This low number of
lymphocytes can impede the patient from undergoing a new
cycle of chemotherapy as he may be immunosuppressed.”® In
these cases, before a new cycle of chemotherapy, it is important
the patient’s blood count is within the expected standards. Thus,
although ZIM reduces the frequency of DNA damage and cell
death induced by CIS, it may be an adjuvant capable of
improving the immune response, as reported previously for
resorcinolic lipids.**

When comparing the effects of ZIM associated with CIS,
DOX, and CYP, the results suggest that ZIM interacts
differently with each of these chemotherapeutics and needs to
be discussed differently.

Associated with DOX, ZIM demonstrated chemopreventive
effect for both genomic (24 and 48 mg/kg) and chromosome
damage (48 mg/kg). However, the chemopreventive effect is
best observed for primary damage (genomic). These effects are
less expressive than those observed for the association with CIS
and CYP. Differently from what was observed for the association
with CIS, ZIM potentiated phagocytic activity when associated
with the highest dose of DOX. This result may be related to the
lower chemopreventive effect observed in these treatments.
Thus, ZIM, even acting by desmutagenesis and bio-antimuta-
genesis, could not contain the damage induced by DOX, which
may have favored the expressive increase of splenic phagocytosis
to eliminate more circulating cells that had DNA damage. It is
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also noteworthy that treatment with ZIM alone can activate
splenic phagocytosis. However, in the two lowest doses of the
association, no phagocytose activation was observed. The
frequency of DOX-induced cell death in the liver and kidney
was reduced in the presence of ZIM, similarly to the effect
observed in the association with CIS. Thus, this fact may also be
due to the chemopreventive process of ZIM that reduces the
frequency of DNA damage and, therefore, reduces the induction
of cell death mediated by these same damages.

Moreover, ZIM increased the frequency of lymphocytes
associated with DOX. This fact had also been described for the
association with CIS. Therefore, ZIM could modulate the
differential blood cell count. Despite the health certificate for the
animal colony used in this study (Institutional Review Board of
the Federal University of Mato Grosso do Sul, Brazil (protocol
code 966/2018, date of approval: 08/07/2018) for studies
involving animals), animals from different experimental groups,
including the control group, showed an increased frequency of
basophils and eosinophils which can suggest parasitic infection.
However, it does not directly or negatively impact the
genotoxicity results, which is the main objective of this study.

The association of CYP with ZIM indicated the absence of
chemoprevention for genomic damage. However, effective
chemoprevention in chromosomal damage was observed. This
result demonstrates similarity with what was observed for the
association with CIS. Therefore, the chemopreventive effect of
ZIM against the damage caused by CYP must also involve
actions by desmutagenesis and bio-antimutagenesis. Notably,
the antigenotoxic effects at the chromosomal level of ZIM in
association with CYP are compared to those observed in the
associations with CIS and DOX. In these associations, the
highest percentages of damage reduction and even percentages
above 100% were observed, which also indicates the prevention
of basal damage (those observed in the negative control). This
better DNA damage reduction may have occurred precisely in
this association because CYP is an indirect-acting genotoxic
agent, which means CYP needs to be metabolized in the liver
causing DNA damage.

On the other hand, CIS and DOX have direct action once
they do not need to be metabolized to cause DNA damage. The
need to metabolize CYP gives more time for desmutagenesis of
ZIM, protecting the DNA or inactivating CYP itself or its
genotoxic metabolites that are formed gradually. It may also still
provide more time for ZIM to modulate the enzymes involved in
the bio-antimutagenesis process. Interestingly, there was a
reduction in splenic activation in all associations of ZIM with
CYP. This reduction, based on the need for phagocytosis, can be
explained by the lower frequency of circulating damage cells
since the chemopreventive process was the most efficient. It is
also noteworthy that a reduction in cell death was observed only
in the kidney. In the liver, the frequency did not decrease. We
believe it occurred because the CYP metabolites generated in
the liver cause immediate damage to the hepatocytes. Therefore,
the levels of ZIM in the liver are insufficient to cause the
chemopreventive effect observed in the blood and kidney.
Furthermore, it was observed that ZIM also increased the
frequency of lymphocytes in association with CYP. This fact
suggests that ZIM can modulate the frequency of blood cells to
reduce one of the side effects of chemotherapy, which is the
immunosuppression also caused by CYP.

Compound 1 (Figure 2), a derivative of 4-AA and ZIM,
showed genotoxic activity inducing both genomic and
chromosomal damage. Additionally, 1 was able to induce
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splenic activation with increased phagocytosis, increased cell
death in the liver and kidney, and increased frequency of
lymphocytes.'> These results are very similar to ZIM. A
comparison between their structures allows us to infer that the
similarity in causing DNA damage is related to three attractive
interactions (N sa-DT yymine 7 [strong] and Hecpz-DA genine 17
[moderate]) and one repulsive interaction (N, xa-DA 4enine 6
[strong]) of 1 and three attractive interactions (Hycys-
DAadenosine 17 [moderate], HCCHS_DAadenosine 17 [mOderate] and
Hecns DA denosine 15 [ moderate]) with DNA which provides an
energy difference of only —8.48 kcal/mol (1 = —111.93 kcal/
mol and ZIM = —119.83 kcal/mol).

Compound 1, when associated with CIS and CYP, had a
chemopreventive effect and interfered with the anticancer
mechanism of the chemotherapeutic agents since it reduced the
frequency of DNA damage and the frequency of cell death.
However, in association with DOX, compound 1, despite its
chemopreventive activity, increased the frequency of cell
death.”® This fact is different from what we found for ZIM,
which, as described before, could be related to desmutagenesis
and bio-antimutagenesis.

We also reported an ester (compound 2, Figure 2), another
derivative of 4-AA and ZIM. Unlike 1 and ZIM, 2 is not
genotoxic. It reduces the frequency of basal genomic damage
and does not induce chromosomal damage. In addition, it causes
low phagocytic activation. Even though the frequency of cell
death increased.” This fact suggests that the induction of death
for 2 is not mediated by DNA damage. It can be related to the
ability to interact with DNA through 6 attractive interactions,
but not between the nitrogen bases on the DNA as 1 and ZIM
(see Figure 9C).

Compound 2, when associated with the CIS, DOX, and CYP,
reduces the chemotherapeutic effects of these drugs because it
prevents the induction of DNA damage and, indirectly, reduces
the rate of cell death,*® which is also observed for ZIM.

5. CONCLUSIONS

In conclusion, 4-AA, despite increasing the frequency of cell
death when used alone, even without significantly increasing
DNA damage, is not a good candidate to be used as an
anticancer agent. Furthermore, the association of 4-AA with
commercial chemotherapeutics (CIS, DOX, and CYP), which
cause anticancer effects by inducing DNA damage, is not
recommended since their chemopreventive effect reduces the
induction of damage in the DNA.'* These facts reduce the
chemotherapeutic effects, and therefore, their combination is
discouraged. The use of analgesic and antipyretic/antipyretic
drugs is also discouraged, such as dipyrone.

Regarding ZIM, it is genotoxic and causes both genomic and
chromosomal damage. In addition, it causes activation of splenic
phagocytosis and increases cell death in the liver and kidney.
The frequency of DNA damage induced by ZIM is lower than
that induced by CIS, DOX, and CYP. However, it maintains a
level of cell death comparable to those induced by commercial
chemotherapeutics. Therefore, ZIM is a chemotherapeutic
candidate that can cause fewer side effects in healthy cells, such
as DNA damage. However, its association with CIS, DOX, and
CYP is not recommended once it maintains the characteristics
of 4-AA and has a considerable chemopreventive effect. This
chemopreventive effect reduces the frequency of DNA damage
and reduces the frequency of cell death. Therefore, ZIM
negatively interferes with the commercial chemotherapeutics
tested anticancer effect. ZIM, like 4-AA, increases the frequency
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of leukocytes which is a desirable condition for organisms
exposed to chemotherapeutic drugs that can cause immuno-
suppression. However, the cost—benefit ratio is not favorable.
Therefore, we do not favor the association of ZIM with CIS,
DOX, and CYP.
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Abstract: 3-heptylidene-4,6-dimethoxy-3H-isobenzofuran-1-one (Phthalide 1) is the precursor of
three resorcinol lipids that have been described as potential chemotherapeutic agents and capable of
potentiating the effects of cyclophosphamide. In this study, we evaluated the genotoxic potential,
cell-killing potential, and interactions with cyclophosphamide and cisplatin of phthalide 1. Twelve
groups were created from 120 mice: Negative Control, cyclophosphamide (100 mg/kg), cisplatin
(6 mg/kg), Phthalide 1 (5, 10 and 20 mg/kg), and associations of 1 with cyclophosphamide and 1 with
cisplatin. The results demonstrate that 1 increases (p < 0.05) the frequency of chromosomal damage,
liver and kidney cell death, and splenic phagocytosis. The association of 1 with cyclophosphamide
and cisplatin demonstrated a chemopreventive effect and, therefore, a reduction (p < 0.05) in the
frequency of chromosomal damage. However, cell death and splenic phagocytosis did not suffer
significant variations. As a result of the above, 1 has potential chemotherapeutic application and
may be a candidate for developing a new generation of chemotherapeutics. In addition, it has
characteristics to be used as a chemotherapy adjuvant in association with cyclophosphamide and
cisplatin since it increases the frequency of cell death induced by chemotherapy. We also reported
that the chemopreventive effect of 1, in association with cyclophosphamide and cisplatin, can prevent
adverse effects (induction of DNA damage in non-tumor cells) without interfering with the mode of
action of chemotherapy drugs and, therefore, without reducing the induction of cell death.

Keywords: Phthalide 1; in vivo; toxicology; chromosomal damage

1. Introduction

Resorcinolic lipids, such as cytosporones and their precursors, can interact with the
phospholipid bilayers [1], help in the formation of liposomes [2], promote protection
against oxidative stress [3], and inhibit bacterial growth [1,2] and tumor cells [4]. In
addition, the resorcinol lipid cytosporone B induced apoptosis in tumor cells by interacting
with the nuclear orphan receptor Nur77 [2,4]. This fact led different research groups to
dedicate themselves to describing the possible chemotherapeutic effects of precursors
and cytosporones.

We identified a precursor to synthetic cytosporone called 3-heptyl-3,4,6-trimethoxy-
3H-isobenzofuran-1-one (AMS35AA, Figure 1) as a potential chemotherapeutic agent.
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AMS35AA showed the ability to increase the frequency of cell death in liver and kidney
nodes while promoting the activation of phagocytosis in the spleen, even in the absence of
the induction of genotoxic damage. This fact also allowed us to suggest that AMS35A A may
be the prototype of more selective chemotherapy since it does not induce DNA damage [5].
Navarro et al. [2] reported the anticancer effect of this compound in a B16F10-induced
melanoma model in BC57BL /6 mice. This study demonstrated a reduction of up to 4.59 x
in tumor weight [2].

MeO | OMe
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o o)
MeO
MeO
e o) o)
Phtalide (1) AMS35AA
OMe O HO
6]
oM
MeO € HO (6]
0
AMS049
AMS35BB

Figure 1. Chemical structures of cytosporone analogs.

The literature has also described the effects of cytosporone 3-heptyl-4,6-dihydroxy-3H-
isobenzofuran-1-one (AMS049, Figure 1) [6]. The authors suggested that AMS049 is also a
candidate for chemotherapy development. However, unlike AMS35AA, this compound
induced genomic damage and increased comet frequency. Nevertheless, it maintained a
good ability to induce cell death in the liver and kidneys [6].

We also demonstrated that 3,5-dimethoxy-2-octanoyl-benzoic acid methyl ester (AMS35BB,
Figure 1) is an efficient candidate for developing a chemotherapy drug. AMS35BB also
increased the frequency of cell death and caused genomic damage, unlike AMS35AA, which is
similar to that described for AMS049.

To identify potential new cancer chemotherapeutic agents and explain the effects of
cytosporones and their precursors on DNA, we devoted our research efforts to studying
the effect of this class of compounds. Thus, we suggest that AMS35AA, AMS35BB, and
AMS049 are good candidates for developing new chemotherapeutic agents. However,
despite the structural similarities of these compounds, we did not observe a pattern in
the biological responses. We also did not identify structural differences that could explain
variations in biological responses.

To produce these three compounds, we started with the commercially available 3,5-
dimethoxybenzoic acid, and by one-step acetylation, 1 was achieved (Figure 1). A methoxy-
lation process created AMS35AA and AMS35BB, and via subsequent hydrogenation fol-
lowed by demethylation, AMS049 was obtained. Thus, to elucidate the biological responses
already described for these three compounds, we chose to evaluate 1 (3-heptylidene-4,6-
dimethoxy-3H-isobenzofuran-1-one), which is the common precursor. This study aimed to
assess the genotoxic effects and the capacity to cause cell death of 1 alone or in association
with cyclophosphamide and cisplatin.

The present research aimed to assess the genotoxic effects and ability to induce cell
death of compound 1 and its effects in association with cyclophosphamide and cisplatin.
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2. Results

The experimental animals started the experiment with similar weights (p > 0.05),
maintained in the final weight. The mean initial weight ranged from 31.00 & 0.75 to
32.90 & 0.63 and the final weight from 29.70 £ 0.57 to 32.70 =+ 0.36 (Figure 2A, Table 1).

The organ weights’ evaluation showed no significant differences (p > 0.05) between
the experimental groups for heart, lung, liver, and kidneys. However, there was an increase
(p < 0.05) in spleen weight in all groups receiving 1 regardless of the dose (Figure 2B,
Table 2).

The micronucleus assay demonstrated that cyclophosphamide and cisplatin were effi-
cient in causing DNA damage, and the frequency of injured cells increased by 12.26-16.44 x
and 11.11-15.06 x for cyclophosphamide and cisplatin, respectively (Figure 3A,B, Table 3).

Phthalide 1 was genotoxic at all doses tested (p < 0.05). The 5 mg/kg dose caused an
increase in the micronucleus frequency by 4.36x, 4.72x, and 5.04x for 24, 48, and 72 h,
respectively. The dose of 10 mg/kg increased the micronuclei frequency by 4.46x, 4.79x,
and 5.09x for 24, 48, and 72 h, respectively. The dose of 20 mg/kg caused an increase of
4.47x,4.88x, and 5.21x for the same times, respectively (Figure 3A, Table 3).

The association of 1 with cyclophosphamide demonstrated a chemopreventive effect
since it reduced (p < 0.05) the frequency of DNA damage (Figure 3A). Damage reduction
percentages ranged from 41.22 to 43.27%. There were no significant differences between
the tested doses. (Figure 3C).

The association of 1 and cisplatin also demonstrated a chemopreventive effect and,
therefore, a significant reduction (p < 0.05) in the frequency of DNA damage (Figure 3B).
Damage reduction percentages ranged from 21.08 to 29.50% (Figure 3D).

The splenic phagocytosis assay indicated that cyclophosphamide and cisplatin in-
creased (p < 0.05) splendor phagocytosis by 1.26 x and 1.15x, respectively (Figure 4A,B).

Phthalide 1 also increased the frequency of phagocytosis by 1.69x, 1.68x, and 1.68 x
at doses of 5, 10, and 20 mg/kg (Figure 4A, Table 4).

The association of 1 with cyclophosphamide and cisplatin did not reduce the frequency
of phagocytosis, which is commonly induced by these chemotherapy agents (Figure 4A,B).

The cell death assay indicated that cyclophosphamide and cisplatin increased (p < 0.05)
the frequency of cell death in the liver and kidney. Cyclophosphamide increased the
frequency in the liver and kidney by 2.99 x and 1.97 x, respectively (Figure 5A). Cisplatin
increased by 2.54 x and 1.91x for the same organs, respectively (Figure 5B).

Phthalide 1 increased (p < 0.05) the cell death frequency in the liver and kidney. The
increase in the liver was 1.99x, 2.02x, and 2.05x for 5, 10, and 20 mg/kg doses, respectively
(Figure 3A). In the kidneys, the increases were 13.2x, 1.34x, and 1.35x for the same doses,
respectively (Figure 5A, Table 5).

Table 1. Mean + Standard error of initial and final weight of Swiss mice treated with different doses
of 1.

Experimental Groups Initial Weight Final Weight
Control 31.00 £ 0.752 30.90 £ 0.97 2
15mg/kg 3290+ 0.632 32404+0.752

110 mg/kg 31.60 +1.10° 31.30 £ 0.952

120 mg/kg 3270+ 0362 3270 £ 0.362
cyclophosphamide (CYP) 31.80 +0.82°2 30.90 +0.47 @
CYP +15mg/kg 32,90 +0.68 @ 32.204+0.832
CYP +110 mg/kg 3290+ 0.89°2 32.204+0.77%
CYP +120 mg/kg 3240 +£0.952 32.00 +1.072
cisplatin (CIS) 31.50 +0.742 30.20 £ 0.842
CIS+15mg/kg 31.70 +1.122 30.20 +1.122
CIS +110 mg/kg 31.40 £ 0.692 29.70 £ 0.57 2
CIS +120 mg/kg 31.80 +0.82° 30.60 +0.76 @

Negative control—DMSO 1%; cyclophosphamide—100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatin—6 mg/kg, b.w., i.p. 1—Phthalide 1
at doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-cyclophosphamide—100 mg/kg (b.w.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg
(b.w., i.p.); CIS + 1-cisplatin—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w., i.p.). Different letters indicate
statistically significant differences. Statistical test: ANOVA /Tukey.
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Table 2. Mean + Standard error of the absolute weights of Swiss mice organs collected after the
experimental period.

Experimental Groups Heart Lung Liver Kidneys Spleen

Control 0.184 +0.009 @ 0.187 £ 0.009 @ 1.749 +£0.039 2 0472 £0.017 2 0.142 £0.010°
15mg/kg 0.179 £0.0102 0.190 £ 0.007 @ 1.772 £ 0.042 2 0.480 £0.017 2 0.234 +0.018 P

110 mg/kg 0.188 +£0.010% 0.189 £ 0.008 @ 1.773 £0.038 2 0.479 £0.0192 0.230 + 0.015?

120 mg/kg 0.187 £0.010% 0.192 £ 0.009 2 1.772 £ 0.038 ® 0.475 £ 0.017 2 0.231 + 0.018?
cyclophosphamide (CYP) 0.186 £ 0.007 2 0.192 £ 0.0122 1.754 £ 0.042° 0.478 £0.017 2 0.191 + 0.008 &P
CYP +15mg/kg 0.187 £ 0.006 # 0.193 £ 0.009 1.757 +£0.052 2 0476 £0.017 2 0.208 + 0.012°

CYP +110 mg/kg 0.184 £ 0.008 2 0.195 £0.012°2 1.751 +0.049 2 0478 £0.015% 0.204 £ 0.008
CYP + 120 mg/kg 0.186 £0.0112 0.192 £0.0102 1.752 +0.050 2 0.481 £0.020 2 0.209 +0.010°
cisplatin (CIS) 0.184 £ 0.006 2 0.196 £ 0.009 @ 1.752 +0.044 2 0.479 £0.016 % 0.196 + 0.008 &P
CIS+15mg/kg 0.186 £ 0.010 2 0.197 £ 0.0122 1.756 + 0.051 @ 0.477 £0.014 2 0.202 + 0.012°
CIS +1 10mg/kg 0.187 £ 0.007 @ 0.199 £0.010° 1.754 4 0.047 2 0479 £0.017 2 0.203 +0.010?
CIS +120mg/kg 0.188 + 0.006 @ 0.195 £ 0.011° 1.753 £ 0.055 2 0.476 £ 0.0222 0.200 + 0.005 P

Negative control—DMSO 1%; cyclophosphamide—100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatin—6 mg/kg, b.w., ip. 1-1 at doses
5,10,20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-cyclophosphamide—100 mg/kg (b.w.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w.,
ip.); CIS + 1-cisplatin—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w., i.p.). Different letters indicate

statistically significant differences. Statistical test: ANOVA /Tukey.

Table 3. Mean frequency =+ Standard error of mean and percentage of damage reduction referring to
micronucleus assays in peripheral blood of Swiss mice (males).

Experimental Groups

Average Frequency of Micronuclei

Damage Reduction Percentage

24h 48 h 72h 24h 48 h 72h
Experiment 1
Control 8.40 +0.302 7.50 4 0.27 @ 6.80 +0.20 2 - - -
cyclophosphamide (CYP) ~ 103.00 + 1.009  110.80 + 0979  111.80 + 1.08 ¢ - - -
15mg/kg 36.60 +0.54 ° 35.40 + 0.67 ° 34.30 + 0.67 ° - - -
110 mg/kg 3750 £ 0.63° 35904 0.69P 34.60 + 050 ° - - -
120 mg/kg 37.60 £0.45° 36,60 +0.45P 35.40 + 0.67 ° - - -
CYP +15mg/kg 64.80 + 0.59 66.70 +1.29 € 66.90 + 1.28 4143 42.69 42.76
CYP + 110 mg/kg 63.80 4+ 0.78 66.10 + 0.50 © 66.40 4 0.47 41.22 43.27 43.23
CYP + 120 mg/kg 64.00 £1.23°¢ 67.80 + 0.61° 67.00 4+ 0.80 41.22 41.62 42.66
Experiment 2
Control 8.40 +0.302 7.50 4 0.27 6.80 +0.202 - - -
cisplatin (CIS) 9330 +0.849 10310+ 1249 10240 4+ 1.08¢ - - -
15mg/kg 36.60 +£0.54° 35404 0.67P 34.30 + 0.67 ° - - -
110 mg/kg 3750 £0.63°  3590+0.69P  34.60+050" - - -
120 mg/kg 37.60 £0.45° 3660+ 045P 3540 +0.67° - - -
CIS +15mg/kg 75.10 + 0.70 € 74.90 4 0.65 74.10 +£ 038 21.44 29.50 29.60
CIS +110 mg/kg 7410 + 031 °¢ 75.00 4 0.74 74.20 4 0.61 22.61 29.39 29.50
CIS +120 mg/kg 75.40 4 045 © 75.20 4+ 0.94 ¢ 75.10 + 0.38 21.08 29.18 28.56

Negative control—DMSO 1%; cyclophosphamide—100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatin—6 mg/kg, b.w., ip. 1-1 at doses
5,10,20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-cyclophosphamide—100 mg/kg (b.w.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w.,
i.p.); CIS + 1-cisplatin—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w., i.p.). Different letters indicate
statistically significant differences. Statistical test: ANOVA /Tukey.
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Table 4. Absolute value, mean + Standard error, and percentage referring to the splenic phagocytosis
assay in Swiss mice.

Total Cells Total Cells without Evidence of Total Cells with Evidence of
Experimental Group Analvzed Phagocytosis Phagocytosis
y A.V Mean =+ SE Percentage A.V Mean =+ SE Percentage
Experiment 1 (CYP)
Control 1000 502 50.20 £ 0.64 50.2 498 49.80 £ 0.642 49.8
cyclophosphamide (CYP) 1000 370 37.00 +0.71° 37.0 630 63.00 +0.71° 63.0
15mg/kg 1000 158 15.80 = 1.40 2 15.8 842 84.20 +1.40°¢ 84.2
110 mg/kg 1000 165 16.50 £0.80 16.5 835 83.50 & 0.80 83.5
120 mg/kg 1000 164 16.40 £+ 0.62 16.4 836 83.60 £ 0.62 ¢ 83.6
CYP +15mg/kg 1000 374 37.40 +0.72° 37.4 626 62.60 &+ 0.72° 62.6
CYP + 110 mg/kg 1000 363 36.30 + 0.70 36.3 637 63.70 = 0.70 63.7
CYP + 120 mg/kg 1000 367 36.70 & 0.96 36.7 633 63.30 + 0.96 63.3
Experiment 2 (CIS)
Control 1000 502 50.20 + 0.64 50.2 498 49.80 £ 0.642 49.8
cisplatin (CIS) 1000 428 42.80 +£1.00° 428 572 57.20 +£1.00® 57.2
15 mg/kg 1000 158 15.80 = 1.40 2 15.8 842 84.20 £ 1.40°¢ 84.2
110 mg/kg 1000 165 16.50 & 0.80 @ 16.5 835 83.50 & 0.80 83.5
120 mg/kg 1000 164 16.40 £ 0.62 2 16.4 836 83.60 £ 0.62 ¢ 83.6
CIS +15mg/kg 1000 424 4240 +£1.01° 424 576 57.60 = 1.01° 57.6
CIS +110 mg/kg 1000 420 42.00 +0.40° 42,0 580 58.00 + 0.40 P 58.0
CIS + 120 mg/kg 1000 419 41.90 +0.38° 419 581 58.10 + 0.38 58.1

Negative control—DMSO 1%; cyclophosphamide—100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatin—6 mg/kg, b.w., i.p. 1-1 at
doses 5, 10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1-cyclophosphamide—100 mg/kg (b.w.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg
(b.w., i.p.); CIS + 1-cisplatin—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w., i.p.). Legend: A.V.—Absolute
value. Different letters indicate statistically significant differences. Statistical test: ANOVA /Tukey.

Table 5. Absolute value, mean + Standard error of liver and kidney cells in apoptosis, Swiss mice
(males), treated with different doses of 1, associated with cyclophosphamide and cisplatin.

Experimental Groups Total Cells Total Cells in Apoptosis in the Liver Total Cells in Apoptosis in the Kidneys
P P Analyzed A.V Mean =+ SE Percentage A.V Mean =+ SE Percentage
Experiment 1 (CYP)

Control 1000 118 11.80 4 0.88 11.8 15.50 4 0.69 155
cyclophosphamide (CYP) 1000 353 35.30 +0.93 ¢ 35.3 30.50 + 0.56 30.5
15mg/kg 1000 235 23.50 +0.99 235 20.40 + 043" 20.4

110 mg/kg 1000 238 23.80 +0.75° 23.8 20.80 4 0.66 P 20.8

120 mg/kg 1000 242 2420 +1.33° 24.2 20.90 £ 0.61° 20.9
CYP + 15 mg/kg 1000 351 35.10 + 0.91°¢ 35.1 31.10 £ 0.86 ¢ 311
CYP + 110 mg/kg 1000 356 35.60 + 0.9 35.6 31.50 + 049 31.5
CYP + 120 mg/kg 1000 342 34.20 4+ 0.94 ¢ 34.2 32.30 + 1.28°¢ 323

Experiment 2 (CIS)

Control 1000 118 11.80 & 0.88 2 11.8 155 15.50 4 0.69 155
cisplatin (CIS) 1000 300 30.00 + 0.57 ¢ 30.0 296 29.60 + 0.65 29.6
15mg/kg 1000 235 23.50 + 0.99° 23.5 204 20.40 +0.43° 20.4

110 mg/kg 1000 238 23.80 + 0.75° 23.8 209 20.90 +0.61° 20.9

120 mg/kg 1000 242 2420 +1.33P 24.2 208 20.80 4 0.66 P 20.8

CIS +15mg/kg 1000 301 30.10 + 0.61 ¢ 30.1 299 29.90 +0.39 29.9
CIS +110 mg/kg 1000 311 31.10 £ 0.55°¢ 31.1 296 29.60 + 047 ¢ 29.6
CIS + 120 mg/kg 1000 305 30.50 + 0.56 30.5 291 29.10 4+ 0.66 29.1

Negative control—DMSO 1%; cyclophosphamide—100 mg/kg b.w., i.p.; cisplatin—6 mg/kg, b.w., ip. 1-1 at doses
5,10, 20 mg/kg b.w., i.p. CYP + 1 cyclophosphamide—100 mg/kg (b.w.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w.,
i.p.); CIS + 1-cisplatin—6 mg/kg (p.c.; i.p.) + 1 at doses 5, 10, 20 mg/kg (b.w., i.p.). Legend: A.V.—Absolute value.
Different letters indicate statistically significant differences. Statistical test: ANOVA /Tukey.
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Figure 2. Biometric parameters of mice treated with Phthalide 1. (A) Initial and final weight; (B) Abso-
lute organ weight: Heart, lung, kidneys, liver, and spleen. Legend: g: Gram; CYP: Cyclophosphamide;
CIS: Cisplatin; Phthalide 1: 3-heptylidene-4,6-dimethoxy-3H-isobenzofuran-1-one; Phthalide 1/
5-5 mg/kg; Phthalide 1/10-10 mg/kg; Phthalide 1/20-20 mg/kg. Results are presented
as mean = SEM. Different letters indicate statistically significant differences (Statistical test:
ANOVA /Tukey, p < 0.05).
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Figure 3. Frequency of micronuclei and percentage of damage reduction in different experimental
groups. (A) Genotoxicity assessment: Chromosomal lesions in the compounds tested with 1 and
1 associated with cyclophosphamide; (B) Genotoxicity assessment: Chromosomal lesions in the
compounds tested with 1 and 1 associated with cisplatin; (C) Percentage of damage reduction
of 1 associated with cyclophosphamide; (D) Percentage of 1 damage reduction associated with
cisplatin. Legend: g: Gram; CYP: Cyclophosphamide; CIS: Cisplatin; Phthalide 1: 3-heptylidene-4,6-
dimethoxy-3H-isobenzofuran-1-one; 1/5-5 mg/Kg; 1/10-10 mg/Kg; 1/20-20 mg/Kg. Results are
presented as mean + SEM. Different letters indicate statistically significant differences (Statistical test:
ANOVA /Tukey, p < 0.05).
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Figure 4. Frequency of splenic phagocytosis. (A) Splenic phagocytosis in groups treated with 1
and 1 associated with cyclophosphamide; (B) splenic phagocytosis in groups treated with 1 and 1
associated with cisplatin. Legend: g: Gram; CYP: Cyclophosphamide; CIS: Cisplatin; 1: 3-heptylidene-
4,6-dimethoxy-3H-isobenzofuran-1-one; 1/5-5 mg/kg; 1/10-10 mg/kg; 1/20-20 mg/kg. Results are
presented as mean + SEM. Different letters indicate statistically significant differences (Statistical test:
ANOVA /Tukey, p < 0.05).
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Figure 5. Frequency of cell death. (A) Evaluation of cell death in the groups treated with 1 and
1 associated with cyclophosphamide; (B) evaluation of cell death in groups treated with 1 and 1
associated with cisplatin. Legend: g: Gram; CYP: Cyclophosphamide; CIS: Cisplatin; 1: 3-heptylidene-
4,6-dimethoxy-3H-sobenzofuran-1-one; 1/5-5 mg/kg; 1/10-10 mg/kg; 1/20-20 mg/kg. Results are
presented as mean + SEM. Different letters indicate statistically significant differences (Statistical test:
ANOVA /Tukey, p < 0.05).
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The association of 1 with cyclophosphamide and cisplatin did not reduce (p > 0.05)
the frequency of cell death in the liver and kidneys induced by these chemotherapy agents
(Figure 5A,B, Table 5).

Molecular Modeling

To explore the most feasible binding site, interaction mode and binding affinity docking
studies were performed on compounds 1, cisplatin, and cyclophosphamide (Figure 6) with
B-DNA (PDB ID: 1BNA). As shown in Figure 7, the compounds interact with DNA through
interactions at the major groove, showing a high affinity for the A-T-rich region. The
resulting relative binding energies of docked 1, cyclophosphamide, and cisplatin are shown

in Table 6.
HN.__,O
NH o*¥
|2 N
CI—PIt-NH2 j 1
Cl Cl (o]
Cisplatin Cyclophosphamide
OMe
I
0
MeO
(o)
Phtalide

Figure 6. Structure of compounds.

Figure 7. Cont.
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Figure 7. Interactions between the compounds (red dots) and B-DNA: 1 (A), cyclophosphamide (B),
and cisplatin (C).

Table 6. Ligand—-receptor complex interaction energies with B-DNA (crystallized).

Compound Docking Score (kcal/mol)
1 —88.75
cyclophosphamide —90.39
cisplatin —69.81

The interactions between the B-DNA and the compounds are shown in Figure 7. In
addition, the results indicate a certain hydrogen-bonding interaction between the Phthalide,
cyclophosphamide, and cisplatin complexes and DNA.

3. Discussion

We described the synthesis of three resorcinol lipids (AMS35AA, AMS35BB, and
AMS049) and their effects on short-term biomarkers for carcinogenesis. We also evaluated
the effects of these three compounds in association with cyclophosphamide. We observed
that all three lipids have important characteristics for developing new chemotherapeutics
and/or chemotherapeutic adjuvants. Overall, we also demonstrated that these compounds
could enhance the chemotherapeutic effects of cyclophosphamide either by increasing the
frequency of DNA damage and cell death or by reducing adverse effects by increasing
lymphocyte counts, for example [2,5,6]. However, when analyzing the biological responses
of these three compounds, we did not observe a pattern, nor were we able to correlate the
different responses to changes in the molecules. Thus, we chose to evaluate 1, a common
precursor of resorcinol lipids, in search of more information about its mechanisms of action.

Phthalide 1 did not induce changes in final weight and organ weight, except for spleen
weight. Additionally, no clinical manifestations of toxicity were seen, such as dryness of the
mucosa, opacity and bristling of the hair, behavioral abnormalities, skin lesions, lethargy,
alterations in walking (locomotor hypoactivity), tremors, decreased food and water intake,
and eventually death [7]. Thus, it is suggested that 1 did not induce toxicity. The observed
enlargement of the spleen only in the groups treated with 1, alone or in association with
the chemotherapy drug cyclophosphamide, can be explained by the increase in splenic
phagocytosis, which was mainly observed in the group treated with Phthalide 1 alone. The
three resorcinol lipids that were produced from 1 also showed no signs of toxicity [2,5,6].

Regarding genotoxicity, it was observed that 1 induced an increase in the frequency of
chromosomal damage by up to 5.21x. However, this same ability was not observed for the
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resorptive lipids derived from it, AMS35AA, AMS35BB, and AMS049. These compounds
did not cause chromosomal damage when using the same experimental model that was the
Swiss mouse [5,6]. AMS35AA also did not induce chromosomal damage in C57BL/6 [2].
However, AMS35BB and AMS049 caused genomic damage [6]. Both genomic damage
(assessed by the comet assay) and chromosomal damage (assessed by the micronucleus
assay, for example) can be classified as genotoxic damage [8,9]. Genomic damage can be
repaired, and chromosomal is already fixed in the cellular genome [10]. Notably, genomic
damage can evolve into chromosomal damage [11]. It is considered that 1 causes genetic
damage that is more severe than those observed for AMS35BB and AMS049.

In addition to inducing chromosomal damage, 1 also induced increased splenic phago-
cytosis. This finding was already expected since the spleen can remove micronucleated
cells from circulation by activating splenic phagocytosis. Thus, phagocytosis can occur in
response to DNA damage as a cellular defense mechanism against genotoxic agents [5,12-15].
AMS35AA also increased splenic phagocytosis. However, this compound did not increase
the frequency of genotoxic damage [5]. It is not uncommon for this type of biological
response to occur. According to Oliveira et al. [14], a phagocytosis increase was also
registered for IR-01, even in the absence of genotoxic damage.

Phthalide 1 increased the frequency of cell death in both the liver and kidneys. This fact
was also observed for the resorcinol lipids, AMS35AA, AMS35BB, and AMS049, derived
from 1. This fact allowed the authors to suggest a good antitumor effect for such com-
pounds [5,6]. Furthermore, the antitumor effect has already been confirmed, for example,
for AMS35AA in a solid tumor model induced by B16F10 [2].

A fact that drew attention was that 1 increased cell death in the presence of chromoso-
mal damage. AMS35AA, on the other hand, increased cell death in the absence of genotoxic
damage, while AMS35BB and AMS049 increased the frequency of cell death in the presence
of genomic and non-chromosomal damage. These facts suggest that AMS35AA could be
a more selective chemotherapy prototype because it induces cell death without causing
DNA damage. This effect is an important feature for a selective antitumor action because,
in this way, chemotherapy would no longer have the side effect of inducing damage to the
DNA of healthy cells. The induction of DNA damage is a mechanism of action of many
chemotherapy drugs, such as cyclophosphamide [16], doxorubicin [17], and cisplatin [18].
However, one of the side effects of these chemotherapy drugs is that they cause DNA
damage [11] in all cells, whether they are tumors or not.

Despite the chromosomal damage induced by 1 and the genomic damage caused by
AMS35BB and AMS049, these compounds maintain desirable characteristics for developing
chemotherapeutic drugs. In this case, it is necessary to develop a cost—benefit ratio since
one of the side effects of chemotherapeutic action is in this induction of DNA damage.
However, as previously mentioned, several chemotherapeutic drugs on the market already
have this mechanism of action/side effect [16-18].

The literature indicates that cell death induced by resorcinol lipids may be mediated
by the Nur77 nuclear orphan receptor [19,20] or DNA damage [2,4].

AMS35AA showed cytotoxic effects in MCF-7 cells and induced cell death by apoptosis,
mediated by DNA damage, which was confirmed by an increase in the frequency of injured
cells in the comet test, as well as by an increase in the gene expression of ATR, p21, p53
and GADD45 [4]. According to Navarro et al. [2], AMS35AA is cytotoxic and genotoxic to
B16F10 cells. Cell death occurred via apoptosis and was mediated by DNA damage as it
increased the frequency of comets and the expression of ATR, p21, p53, and GAD45AA.

The Nur77 receptor (TR3 or NGFI-B), which is also an option for inducing cell death,
is a unique transcription factor that belongs to the nuclear orphan receptor superfamily [21]
and is capable of regulating proliferation, differentiation, and apoptosis [22,23]. In tumor
cells, Nur77 is an oncogenic survival factor that induces apoptosis by activation in the
nucleus and migration to the mitochondria. In mitochondria, it interacts with products of
the Bcl-2 gene and induces its conformational change, triggering the release of Cytochrome
C and, finally, apoptosis [24-26].
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The molecular docking technique can contribute to rational drug design and mechanis-
tic studies by placing a small molecule in the binding site of the DNA target-specific region,
mainly in a non-covalent mode [27]. Molecular docking can rapidly assess the binding
affinities and modes between a target substrate, such as DNA and diverse ligands [28].

Intercalation requires a significant deformation owing to the formation of a binding
cavity [29,30] in contrast to minor and major groove binding that does not require major
conformational changes of the DNA [29]. Most DNA-binding drugs bind at the B-DNA
and show a higher affinity for AT-rich sequences [30,31]. The structure with sequences
with alternating A and T bases is generally narrow, allowing favorable van der Waals
contacts between the drug and the DNA [30,32] in contrast to GC-rich sequences where
bulky amino groups of guanine bases affect the groove geometry [30,33]. Studies on drug-
DNA binding were performed to elucidate the energetic origins of the binding in terms
of intermolecular forces and induced conformational changes and to develop new drug
design strategies [34,35].

The DNA major groove offers more specific contacts for establishing hydrogen bonds
with the drug, but van der Waals contacts are less favorable owing to groove dimen-
sions [33]. Furthermore, the major groove is often occupied by proteins whose biological
activity can be affected by minor groove-binding drugs [33]. In most cases, drug-DNA bind-
ing is non-covalent, although covalent bonds may be formed with reactive ligands [29,30].

The most negative binding energy shows a more potent DNA-binding affinity. Thus,
the DNA-binding affinities show a more significant interaction with the compounds at the
structure’s major groove region.

Cyclophosphamide is a well-known alkylating agent of the nitrogen mustard type.
The phosphoramide mustard, an activated form of cyclophosphamide, alkylates and/or
binds to DNA. Its cytotoxic effect is primarily due to cross-linking of strands of DNA and
RNA and the inhibition of protein synthesis [36,37]. This mechanism also corroborates
the docking results, where the cyclophosphamide interacts between the DNA strands and
destabilizes the structure.

Interestingly, the cisplatin mechanism of action is that the drug induces its cytotoxic
properties through binding to nuclear DNA and subsequent interference with normal
transcription, and/or DNA replication mechanisms [38]. This statement corroborates the
docking results, where the cisplatin interacts with two different points of the DNA structure.

Phthalide docking results showed greater interaction value with the DNA structure in
the major groove, similar to the cyclophosphamide interaction. This compound behavior
can move the chemotherapeutics from the major groove, decreasing the interaction stability
and reducing the time of interaction between DNA and the chemotherapeutics.

Phthalide 1, in combination with cyclophosphamide and cisplatin, did not increase
the frequency of phagocytosis. This fact was already expected since the association of 1
with chemotherapy agents had a chemopreventive effect, reducing the induction of DNA
damage. Regarding this fact, it only reduces the frequency of circulating micronucleated
cells and reduces splenic activity. As previously reported, the spleen sequesters cells with
DNA damage, for example [5,12-15].

A similar situation was reported for AMS35BB and AMS049, where these two com-
pounds prevented DNA damage (genomic damage) and chemopreventive action without
changing the frequency of phagocytosis induced by cyclophosphamide [6]. Furthermore,
despite preventing genomic damage, AMS35AA increased chromosomal damage induced
by cyclophosphamide (even though it was not statistically significant) and increased splenic
phagocytosis [5].

Phthalide 1 increased the frequency of cell death in association with cyclophosphamide
and cisplatin, and it is suggested that this may have happened even in chemopreventive
action. Despite 1 reducing DNA damage, there was still an increase in cell death. It is
suggested that this fact may have occurred because resorcinol lipids can cause cell death
mediated by activation of the orphan nuclear receptor Nur77 as previously reported [19,20].
Action via this route was also suggested for AMS35AA, AMS35BB, and AMS049 [5,6].



Molecules 2023, 28, 1044

14 of 19

Given the above, we consider that 1, as well as its derived lipids, has characteristics of
interest for developing new chemotherapeutics since it increases the frequency of cell death.
In addition, it is assumed that its mechanism of action will involve DNA damage since it
increases the frequency of micronuclei, an important biomarker for other chemotherapeutic
agents already commercialized.

Notably, similar to its derivatives, 1 can potentiate the effects of cyclophosphamide
and thus increase the induction of cell death. Therefore, it could be an important chemother-
apeutic adjunct. Additionally, its chemopreventive action can protect healthy cells without
negatively interfering with the cell-death-inducing effects of cyclophosphamide. On the
other hand, even protecting the DNA (chemopreventive action) continues to potentiate cell
death induced by cyclophosphamide.

The present study and the comparison of the biological activities of Phthalide 1 with its
derivatives did not allow for the elucidation of the different biological responses presented
in this study and those already described [5,6]. Thus, we suggest more studies with
methylated and non-methylated molecules to allow a structure-activity study.

Moreover, this work contributes unprecedentedly to the literature in the area by
elucidating that 1 can also potentiate the chemotherapeutic effects of cisplatin since none of
its derivatives have been tested in association with this chemotherapeutic.

4. Material and Methods
4.1. Chemical Agents, Animals, and Experimental Design

Two positive controls were used: Cyclophosphamide (Fosfaseron®, Itaca Laborato-
ries, REG. M.S. No. 1.2603.0056.002-1; Batch 063020, Campo Grande, Brazil) at a dose of
100 mg/kg body weight (b.w.) administered intraperitoneally (i.p.) [5,39] and cisplatin
(Intas Pharmaceuticals Laboratory LTD, REG. M.5.1.5537.0002.003-7; Matoda 382210, fndia)
at a dose of 6 mg/kg (b.w.; i.p.) [14,40]. The cyclophosphamide was diluted in Mili-Q water.

Phthalide 1 was readily prepared by treating 3,5-dimethoxybenzoic acid with octanoyl
chloride in the presence of AICl;. This compound has been characterized by 'H and *C
NMR spectroscopy, and the data match those reported in the literature [1].

Phthalide 1 was first dissolved in DMSO (1%) and subsequently diluted in Mili-Q
water (final concentration of 1% DMSO) and administered at doses of 5, 10, and 20 mg/kg
(b.w.; i.p.) [41].

In this experiment, 120 sexually mature male (approximately 8-10 weeks) Swiss mice
(Mus musculus) from the Central Animal Facility of the Federal University of Mato Grosso
do Sul (UEMS) were divided into 12 experimental groups each (n = 10 animals).

The animals were kept in polypropylene boxes covered with litter and fed commercial
feed (Nuvital®, Campo Grande, Brazil) and filtered water ad libitum. Temperature and
luminosity were controlled using a twelve-hour photoperiod (12 h of light: 12 h of darkness),
with a temperature of 22 & 2 °C and humidity of 55% =+ 10 in a ventilated shelf (ALESCO®,
Campo Grande, Brazil).

The experiment was carried out following the Universal Declaration of Animal
Rights guidelines with approval from the Ethics committee on Animal Experimentation
(CEUA /UEFMS) under protocol #399/2012.

The 12 experimental groups were divided as listed below:

Control group: The animals received 1 vehicle (DMSO 1%) and cyclophosphamide
(physiological solution—NaCl 0.9%) at a dose of 0.1 mL/10 g b.w; i.p) simultaneously.

CYP group: The animals received 1 vehicle (0.1 mL/10 g b.w.) and cyclophosphamide
(100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneously.

CIS group: The animals received 1 vehicle (0.1 mL/10 g p.c.) and cisplatin (6 mg/kg
p-c., i.p.) simultaneously.

Phthalide 1 group: The animals received 1, in three different doses (5 mg/kg; 10 mg/kg, and
20 mg/kg b.w., i.p.) and the cyclophosphamide vehicle (0.1 mL/10 g b.w., i.p.) simultaneously.
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CYP + Phtalide group (Phthalide 1 + cyclophosphamide): The animals received 1 (in
three different doses—5 mg/kg; 10 mg/kg, and 20 mg/kg b.w., i.p.) and cyclophosphamide
(100 mg/kg b.w., i.p.) simultaneously.

CIS + Phtalide group (Phthalide 1 + cisplatin): The animals received 1 (in three
different doses—5 mg/kg; 10 mg/kg, and 20 mg/kg b.w., i.p.) and cisplatin (6 mg/kg b.w.,
i.p.) simultaneously.

4.2. Biological Assays
4.2.1. Micronucleus Assay in Peripheral Blood

The micronucleus assay in peripheral blood was performed according to Hayashi et al. [42]
with modifications by Oliveira et al. [43]. A 20 uL aliquot of peripheral blood was added to the
slide previously coated with 20 pL of Acridine Orange (1.0 mg/mL). Then a cover slip was
deposited on the biological material. The slide remained in a freezer (20 °C) for two weeks. The
analysis was performed in an epifluorescence microscope (Bioval®, Model L 2000 A), using a
400 % objective, with a 420-490 nm excitation filter and a 520 nm barrier filter. Two thousand
cells/animal were analyzed.

4.2.2. Splenic Phagocytosis Assay

Twenty microliters of Acridine Orange (1.0 mg/mL) were used to cover the surface
of a previously heated slide. After 1/3 of the spleen was macerated in saline solution,
100 pL of cell suspension was placed on the stained slide. Then, a coverslip was placed.
The slides were stored in a freezer for further analysis. The analysis was performed using
a fluorescence microscope (Bioval®, Model L 2000 A) at a magnification of 400 x with a
420490 nm filter and a 520 nm barrier filter. One hundred cells per animal were analyzed.
The analysis of cells with evidence or absence of phagocytosis was based on the description
by Hayashi et al. [42] with modifications by Carvalho et al. [6].

4.2.3. Cell Death Assay

One hundred microliters of liver and / or kidney macerated solution were used to make
an extension on a glass side. After this process, the slide was fixed in Carnoy for 10 min,
and soon after, it was subjected to different decreasing concentrations of ethanol (95-25%).
Then, it was submitted to baths of the Mcllvane buffer for 10 min, stained in Acridine
Orange (0.01%, 5 min), and washed in Mcllvane buffer for 10 min. The identification of
cells undergoing apoptosis was performed by analyzing DNA fragmentation patterns [6].

4.2.4. Calculation of Damage Reduction Percentage (DR%)

The damage reduction percentage is used to assess the chemopreventive capacity of a
substance when it is associated with a substance that is inducing wide damage. For this
evaluation, the formula proposed by [44,45] was used:

Mean of positive control — Mean of associate group
Mean of positive control — Mean of negative control

RD or ID(%) :( ) x 100 (1)

The damage reduction percentage was also adapted for phagocytosis and cell death assays.

4.3. Statistical Analysis

ANOVA analyzed data with Tukey’s posteriori test using GraphPad Prism Software
(version 3.02; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Values were expressed as
mean + SEM and the significance level was p < 0.05.

4.4. Molecular Docking
4.4.1. Computational Details
The virtual protocol, including molecular docking, was performed on the DELL®

Workstation computer, with Intel® Xeon E5-1660 processor, 3.3 GHz, 4 CPUs, NVIDIA®
GeForce RTX 2060 graphics card, RAM 8 GB, under the Windows® operating system.
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4.4.2. Protein Preparation

The X-Ray diffraction-based crystal structure of a B-DNA Dodecamer (PDB ID: 1BNA)
https://doi.org/10.1073 /pnas.78.4.2179 (accessed on 10 May 2022) was retrieved from
the Protein Data Bank https://www.rcsb.org/ (accessed on 10 May 2022) with a 1.9 A
resolution for the crystal structure of the synthetic DNA dodecamer d (CpGpCpGpA-
pApTpTpCpGpCpG). The water molecules were removed by operating Discovery Studio
BIOVIA [46].

4.4.3. Molecular Modeling

The set of 3 compounds was built in the ChemDraw program https://www.perkinelmer.
com/product/chemdraw-professional-chemdrawpro (accessed on 10 May 2022) from 2D
structures of the series. All geometries were virtually constructed and optimized using molec-
ular mechanics (MM+) and semiempirical Austin Model 1 (AM1) methods using HyperChem
7 program http://www.hyper.com (accessed on 10 August 2022). The output files were
converted to input files .mol2 in the Discovery Studio BIOVIA program using Open Babel
(http:/ /openbabel.org /wiki/Main_Page) and then converted to .pdb files as input files to
HDOCK http:/ /hdock.phys.hust.edu.cn/ (accessed on 10 August 2022).

To predict the best orientation and conformation of the compounds to the BDNA in
silico, the HDOCK web server program was used.

4.4.4. Target Selection and Molecular Docking Simulations

The synthetic B-DNA Dodecamer crystallized structure was obtained through the
RSCB PDB under code 1BNA. https://www.rcsb.org/structure/1BNA (accessed on 10
May 2022). Then, docking simulations were performed for each inhibitor candidate on the
corresponding target. This procedure was performed using the HDOCK webserver [47].
Thus, the Docking score was evaluated.

Before docking using HDOCK, the B-DNA and the compounds were uploaded as
.pdb files into the web server. The complexes generated by HDOCK were selected using
the best model between the results, which presented the best docking score. The complex
structures of the protein site (.pdb) and the ligands (.pdb) were inserted into the BIOVIA
Discovery Studio visualizer program to detail the interactions between the ligands and the
participating DNA bases.

5. Conclusions

In conclusion, 1 has clinical applicability and could be a candidate for developing a
new generation of the chemotherapeutic agent. In addition, 1 has characteristics that can
be used as a chemotherapy adjuvant in association with cyclophosphamide and cisplatin
since 1 increases the frequency of cell death induced by chemotherapy. Regarding the
association of these compounds, it was also reported that the chemopreventive effect of 1,
when associated with cyclophosphamide and cisplatin, can prevent adverse effects (the
induction of DNA damage in non-tumor cells) without interfering with the mechanism of
action of chemotherapy drugs and, therefore, without reducing the induction of cell death.
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