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1. INTRODUCAO

As dihidropirimidinonas (DHPMs) e seus analogos sao compostos
heterociclicos que podem ser obtidos por meio de reacbes multicomponentes
classicas, como a reacdo de Biginelli, além de suas variacdes de sintese. Essa
classe de substancias ganhou destaque na quimica medicinal, especialmente
devido as pesquisas sobre as atividades biolégicas do monastrol, um produto da
reagao de Biginelli. Desde entéo, outras DHPMs foram sintetizadas, revelando uma
variedade de propriedades farmacologicas que ampliam seu potencial terapéutico
(PRASAD et al., 2016; MATTOS et al., 2018).

Esses compostos se destacam por suas diversas atividades, incluindo
propriedades anticancer, anti-inflamatoérias, anti-hipertensivas, antibacterianas,
antifangicas, antivirais, antiparasitarias, antitireoidianas, antimuscarinicas,
antidiabéticas e hipolipidémicas. Além disso, estudos recentes indicam que a
introducdo de grupos especificos em regides heterociclicas pode modificar suas
atividades bioldgicas, resultando em progressos na quimica medicinal e na sintese
de compostos mais direcionados e com menor citotoxicidade (NIEMIROWICZ-
LASKOWSKA et al., 2018).

Entretanto, para garantir a seguranca e eficacia dos DHPMs para fins
terapéuticos, € essencial realizar analises que avaliem sua citotoxicidade. A anélise
da citotoxicidade em fibroblastos € um modelo relevante para testar a toxicidade de
novos compostos. Um perfil de baixa citotoxicidade em fibroblastos sugere que os
compostos podem ser menos prejudiciais as células saudaveis, o que é um
indicativo positivo para seu uso terapéutico (RAZZAGHI-ASL et al., 2016). Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho é avaliar a citotoxicidade em linhagens celulares
de fibroblastos de trés analogos de DHPMs, visando sua posterior utilizagdo em
formulagBes farmacéuticas de uso tépico. Essa abordagem permitird ndo apenas
entender melhor a seguranca dos compostos, mas também potencializar suas
aplicac6es clinicas.

2. METODOLOGIA

Para a sintese dos trés analogos de dihidropirimidinonas (J1, J2 e J3), foram
utilizados acetoacetato de etila, diferentes aldeidos substituidos, como, 4-CHs (J1),
4-Cl (J2), 4-OCHs (J3), ureia e &cido citrico, estes foram misturados em etanol
absoluto e agitados sob refluxo por 4 horas, conforme descrito por VASCONCELOS
et al. (2012). O progresso da reacao foi monitorado por cromatografia em camada
delgada (CCD). Apés a reacao, a fase organica foi extraida, lavada, seca com
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sulfato de magnésio e o solvente removido. Por fim, o produto foi purificado pelo
processo de recristalizagao.

A andlise citotoxica foi realizada pelo Laboratorio de Neuroquimica,
Inflamacdo e Cancer (NeuroBio). O protocolo experimental in vitro descreve o
cultivo de linhagens celulares fibroblasticas de humano (MRC5), as células foram
semeadas em placas de 96 para analises de citotoxicidade e mantidas em
incubadora a 37 °C em atmosfera controlada.

Os compostos J1, J2 e J3 foram inicialmente dissolvidos em DMSO e, em
seguida, diluidos em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, obtendo
solugcdes em concentracdes finais de 5, 20, 80, 100 e 150 uM. As culturas foram
expostas a esses compostos por 24 e 48 h para avaliagédo da citotoxicidade, com
células de controle mantidas em 0,05% de DMSO.

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT, que mede a capacidade
das células de reduzir o MTT a cristais de formazana, com a densidade 6ptica
medida a 492 nm. A proliferacao celular foi quantificada usando o ensaio SRB, que
mede o conteudo proteico celular, com a densidade 6ptica medida a 530 nm.
Ambos os resultados foram expressos como média + erro padréo e analisados por
ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Tukey, utilizando o software
GraphPad PRISM 9.5. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para confirmar os trés compostos sintetizados, foi utilizado um cromatégrafo
a gas acoplado a um espectrébmetro de massas da Shimadzu (modelo GCMS-
QP2020). A massa molecular encontrada foi de 274 (m/z), que corresponde a
massa molecular (274,13) do composto Ethyl 6-methyl-2-oxo-4-(p-tolyl)-1,2,3,4-
tetrahydropyrimidine-5-carboxylate (J1). Da mesma forma, a massa molecular de
293 (m/z) coincide com a massa (294) do composto Ethyl 4-(4-chlorophenyl)-6-
methyl-2-oxo-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine-5-carboxylate (J2). Por dltimo, a massa
(m/z) 290 corresponde a massa molecular (290) do Ethyl 4-(4-methoxyphenyl)-6-
methyl-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine-5-carboxylate (J3).

Os resultados da analise de citotoxicidade dos compostos J1, J2 e J3 em
células MRC5 mostraram perfis distintos de viabilidade e proliferacédo celular apés
24 e 48 horas de tratamento. No ensaio de MTT, 0os compostos aumentaram a
viabilidade celular em concentracdes baixas e moderadas, especialmente J1, exibiu
aumento significativo da atividade mitocondrial até 100 uM, em 24 h de tratamento
(Figura 1A). Ap6s 48 h de exposicdo, todos os compostos induziram aumento
significativo da viabilidade celular até a concentragdo de 100 puM (Figura 1B). No
ensaio de SRB, os compostos estimularam a proliferacéo celular. Embora J1 tenha
promovido um aumento significativo da biomassa proteica apos 24 h de tratamento
(Figura 1C), ndo foram observadas diferengas significativas apos 48 h de
exposicao.

Reconhecidas como a populacdo de células mais abundante dos tecidos
conectivos de varios tecidos, os fibroblastos compreendem uma populacéo
heterogénea de células amplamente utilizada em estudos in vitro (KIRK, AHMED,
ROGNONI, 2021). Além de serem responsaveis pela producdo de componentes da
matriz extracelular, como colageno, e pela promocdo da migracdo de
queratinécitos, células epiteliais cruciais para a reepitelizacdo durante a
cicatrizacdo, os fibroblastos ajudam na remodelacdo do tecido danificado,
facilitando a substituicdo de células lesadas por células novas e saudaveis.
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Figura 1. Analise citotéxica os analogos de DHPMs, Ethyl 6-methyl-2-oxo-4-(p-
tolyl)-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine-5-carboxylate (J1); Ethyl 4-(4-chlorophenyl)-6-
methyl-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine-5-carboxylate J2); Ethyl  4-(4-
methoxyphenyl)-6-methyl-2-oxo0-1,2,3,4-tetrahydropyrimidine-5-carboxylate ~ (J3)
sobre linhagem celular de fibroblasto humano (MRC5). A viabilidade (A-B) e a
proliferacéo celular (C-D) foram analisadas apds 24 (A, C) e 48 h (B e D) de
tratamento. (?) J1, (°) J2 e (°) significativamente diferente do controle (P<0,05).

Apesar de ter sido observado aumento no crescimento celular, J1, J2 e J3 ndo
reduziram a viabilidade ou proliferacéo celular em nenhuma das concentracdes ou
tempos de tratamento avaliados. Evidéncias prévias reforcam que as DHPMs néo
induzem efeitos citotoxicos em células saudaveis (CASTO JARA et al., 2022).

Contudo, o aumento da biomassa proteica e da atividade mitocondrial,
refletidas pelos ensaios de MTT e SRB, respectivamente, sugere que as células
estdo em um estado mais ativo de sintese de proteinas e outros componentes
essenciais para a regeneracgao e reparo tecidual podendo estar relacionado com os
substituintes agregados nas moléculas, visto que, a introducdo nas
posicoes meta e para melhora citotoxicidade bem como, a utilizacdo de
substituintes como (-Me) e (-OCHz) aumentam a densidade eletrénica no anel,
diminuindo a zona de inibicdo (DOWARAH et al., 2021; CANTO et al., 2011).

A partir dos resultados de citotoxicidade é possivel observar que os analogos
sdo favoraveis para as atividades mencionadas na literatura, 0 que sugere um
potencial para o desenvolvimento de futuros farmacos. No entanto, um aspecto
negativo desses compostos é a baixa solubilidade, o que torna necesséaria a
utilizacdo de sistemas de liberacdo, especialmente carreadores. Esses sistemas
podem modular as caracteristicas biofarmacéuticas, melhorar a farmacocinética e
a distribuicdo, além de reduzir os efeitos adversos (GIULIANO et al., 2018;
PITORRE et al., 2017).
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4. CONCLUSOES

Os analogos de DHPMs demonstraram um potencial significativo como
agentes terapéuticos, evidenciado por suas diversas atividades farmacoldgicas,
minimizando efeitos adversos em células saudaveis e auxiliando no processo de
regeneracao e cicatrizagéo de tecidos.
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