Avaliacao da citotoxicidade de compostos sintéticos
como potenciais farmacos contra Dengue virus
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RESUMO

A Dengue é uma das mais importantes arboviroses causada pelo Dengue
virus, e causa problemas de satide publica mundial. E transmitida aos seres
humanos por picadas de fémeas infectadas do mosquito Aedes aegypti e
Aedes albopictus. Atualmente, cerca de 50 milhbes de pessoas sGo infectadas
anualmente. Diante disso, a busca de agentes antivirais contra o Dengue
virus é de extrema importancia, uma vez que nao existem agentes antivirais
ou vacinas tetravalentes para o tratamento da doenga. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho é avaliar a citotoxicidade de compostos tetrazdlicos
como potenciais farmacos antiviras. Uma serie de dez compostos foram
submetidos aos testes de citotoxicidade pelo método do MTT. Os compostos
foram diluidos em série partindo da concentra¢éo de 0,130 umol/mL. Os
compostos CAMCN e CAPOM foram ndo toxicos, se mostrando promissores
agentes antivirais.
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INTRODUCAO

A dengue é causada por um arbovirus, membro da familia Flaviviridae,
cujo genoma é constituido de RNA fita simples com polaridade positiva. O
Dengue virus (DENV) é classificado em quatro sorotipos (DENV-1, 2, 3 e 4)
gue sao genética e antigenicamente distintos, porém epidemiologicamente
similares. Sao transmitidos aos seres humanos por picadas de fémeas
infectadas do mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus. A infeccao com
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DENV produz um amplo espectro de doencas clinicas desde infec¢des
silenciosas, como uma sindrome febril ligeiramente aguda, auto-limitada,
conhecida como febre do dengue (DF), ou a doenca hemorragica grave e
muitas vezes fatal (FHD)2.

Segundo dados da OMS nos ultimos 50 anos, a incidéncia aumentou
30 vezes com o aumento da expansao geografica para novos paises. Estima-
se que 50 milhdes de infeccdes por dengue ocorram anualmente e cerca
de 2,5 bilhdes de pessoas vivem em paises endémicos. O Brasil ja notificou
cerca de 60% dos 900 mil casos de dengue nas Américas, destacando o
impacto dessa doenca em territdrio nacional e a importancia do Brasil no
cenario mundial da doencga®*.

Atualmente, nao existem agentes antivirais ou vacinas tetravalentes
para o tratamento e prevenc¢ao da doenga, que consiste em hidratag¢ao oral
e alivio dos sintomas. Por isto, varios tipos de agentes antivirais contra o
DENV tem sido pesquisados, incluindo inibidores da replicagao viral, da
traducdo de proteinas virais e liberacao viral. Dentre ensaios preliminares
para pesquisar uma potencial atividade antiviral, destaca-se os testes de
citotoxicidade, pois um agente antiviral eficaz deve ser mais toxico ao virus
do que para as células. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é avaliar a
citotoxicidade de compostos tetrazélicos, que poderao ser utilizados como
potenciais farmacos antivirais frente ao DENV °.

MATERIAL E METODOS

Dez compostos tretrazdlicos, CAMCN, CAPOM, CAFEN, CAMNF,
CMMC, CAPNF, CAMME, CAMOM, CAOCL, CAOME, oriundos da Quimioteca
da Faculdade de Farmacia da UFMG, foram submetidos a avaliacao da
citotoxicidade pelo método do MTT (3 (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo
difenil tetrazdlio, Sigma-Aldrich). Os compostos foram diluidos em
Dimetilsulféxido (DMSO) 20%, partindo da concentracao inicial de 0,130
umol/mL. A linhagem de células Vero foram crescidas em Meio Minimo
Essencial Dulbecco (DMEM) (Cultilab, Brasil), com 2% de Soro Fetal Bovino

ISSN: 2316-5200


mailto:michellisantos.ufsj@gmail.com

AVALIAGAO DA CITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS SINTETICOS COMO POTENCIAIS FARMACOS CONTRA DENGUE VIRUS

. SANTOS, M. DOS. ET AL

(SFB) e antibidticos (Cultilab, Brasil), e glutamina (Cultilab,Brasil), a 37 °C,
com 5% de atmosfera de CO,. Culturas com monocamadas confluentes em
placas de 96 pocos foram expostas a diferentes concentracdes, diluidas
em série, dos compostos, em triplicata. Apds 72 horas de incubacao, 20
uL (2mg/ml) de MTT diluido em solucdo salina fosfatada (PBS), foram
adicionados a cada poc¢o e a placa foi incubada a 37 2C durante 3 horas.
Posteriormente, o meio foi removido e 130uL de DMSO foram adicionados
e, apos incubacao a 37 2C durante 10 minutos, a absorbancia foi medida a
540 nm em espectrofotdmetro (P6 onda XS2, Biotec, EUA) para determinar
a concentragdo que matou 50% das células (CC50). A citotoxicidade foi
calculada por comparagao com o controle (tratados com DMSO a 0,1%). Os
dados foram analisados pelo GrapPad Prism 5.0, utilizando o teste de Tukey
para a avaliacao da citotoxicidade. Para as analises, foi estabelecido o nivel
de significancia de 5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As porcentagens de células vidveis para cada concentracao dos
compostos testados foram analisadas através de CC50. Analisando a tabela
1, os compostos CAMCN e CAPOM foram considerados nao téxicos, sendo
que a concentragao inicial de analise nao causou a morte celular de 50%
das células. Ao realizar a comparacao da porcentagem de sobrevivéncia
das células controle com as células tratadas com os compostos através
do teste de Tukey (Figura 1), foi possivel verificar que o composto CAMCN
ndao apresentou diferencas significativas na taxa de sobrevivéncia das
células , em relagdao ao controle de células, enquanto o composto CAPOM
apresentou diferencas nas concentracées de 0,130 pmol/mL e 0,008 umol/
mL. Estes dados revelam que ambos os compostos sdo promissores para a

realizacao dos ensaios antivirais.

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS. EDICAO ESPECIAL, V. 2, N. 2, JUN., P. 57-59, 2013.
IV JORNADA ACADEMICA INTERNACIONAL DE BIOQUIMICA E | SEMANA CIENTIFICA DE BIOTECNOLOGIA

ADO EM EVENTO CIENTIFICO

Tabela 1: Avaliagao da citotoxicidade de dez compostos tetrazélicos e andlise de CC50.

Composto CC50 (umol/ml)
CAMCN 0,1305%+1,1
CAPOM 0,1168+1,1
CAFEN 0,0795+1,3
CAMNEF 0,0726 £ 1,2
CMMC 0,0655+1,2
CAPNF 0,0654+2,4
CAMME 0,0317+1,4

CAMOM 0,0374 £ 0,6
CAOCL 0,0249 + 3,8
CAOME 0,0231+3,5

Figura 1:Comparacdo da porcentagem de sobrevivéncia das células quando submetidas a
diferentes concentra¢des dos compostos CAMCN e CAPOM.
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CONCLUSOES

A avaliacdo da seguranca de novos compostos é um dos parametros
de grande importancia no desenvolvimento de novos farmacos. Os testes
de toxicidade celular fornecem as primeiras informagdes sobre resposta
bioldgica dos compostos em células de mamiferos, sendo que a grande
maioria de moléculas sao descartadas logo de inicio, devido a sua
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citotoxicidade. Os resultados encontrados neste trabalho revelam que os
compostos CAMCN e CAPOM sdo nao toéxicos e devem ser considerados
para futuros testes de ensaios anti-dengue.
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