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RESUMO

O cancer de pulmao (CP) é a principal causa de mortalidade mundial dentre os
canceres, extremamente prevalente na maioria dos paises. Aproximadamente 70%
dos individuos acometidos com CP recebem um diagnéstico tardio, no estadiamento
Il e IV. O tratamento dessa patologia ocorre por meio de cirurgias, imunoterapia,
radioterapia e quimioterapia. A quimioterapia € comumente realizada com derivados
de platina, como a cisplatina, que apresenta efeitos adversos severos ao paciente.
Diante disso, novas moléculas com atividade antineoplasica estdo sendo
desenvolvidas como alternativa para o tratamento do CP, dentre elas destacam-se
os derivados de tiossemicarbazonas (TSCs). Dessa forma, o objetivo do estudo foi
avaliar o efeito antineoplasico do derivado de TSCs na linhagem de cancer de
pulm&o de células ndo pequenas A549 e H1299. Por meio da analise in silico, pelos
softwares Swiss Target Prediction e Super-pred foram avaliados os principais alvos
do derivado PR-11, além do programa Swiss ADME, que realizou a analise
farmacocinética. Além disso, foram empregados ensaios de MTT para avaliar a
citotoxicidade dos compostos nas linhagens H1299 e A549, assim como em células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Adicionalmente, foi avaliada a
capacidade do composto interferir na proliferagdo e morte celular da linhagem A549.
Na anadlise in silico, os parametros farmacocinéticos foram favoraveis para a
biodisponibilidade do composto, assim como obedeceu as regras estabelecidas por
Lipinski. A predicdo de alvos demonstrou que o composto se liga em maior
quantidade as quinases dependentes de ciclinas (CDKs), as quais estdo
relacionadas com o ciclo celular. A concentragéo inibitéria (ICs,) do PR-11 em
PBMCs foi de 15,65 uM, enquanto na linhagem A549 foi 1,05 uM e na linhagem
H1299, 15,48 uM. A linhagem A549 mostrou um bom indice de seletividade (14,9).
As analises de ciclo e morte celular na linhagem A549 apresentaram resultados
estatisticamente inesperados, de modo a entender que o composto ndo possui
mecanismos relacionados as vias de morte celular por apoptose e necrose e do ciclo
celular. O derivado apresenta efeito antineoplasico relevante nas linhagens tumorais
de pulmao, porém ainda é necessaria a busca para verificar por quais mecanismos

de agao o composto exerce sua atividade anticancerigena.



Palavras-chave: Cancer de pulm&o. Tiossemicarbazonas. Cisplatina. Resisténcia.

Mecanismo de acéo.



ABSTRACT

Lung cancer (LC) is the leading cause of mortality among cancers worldwide,
extremely prevalent in most countries. Approximately 70% of individuals affected by
CP receive a late diagnosis, in stages Il and IV. Treatment of this pathology occurs
through surgery, immunotherapy, radiotherapy and chemotherapy. Chemotherapy is
commonly performed with platinum derivatives, such as cisplatin, which has severe
adverse effects on the patient. Given this, new molecules with antineoplastic activity
are being developed as an alternative for the treatment of PC, among which
thiosemicarbazone derivatives (TSCs) stand out. Therefore, the objective of the
study was to evaluate the antineoplastic effect of the TSCs derivative on the
non-small cell lung cancer line A549 and H1299. Through in silico analysis, using the
Swiss Target Prediction and Super-pred software, the main targets of the PR-11
derivative were evaluated, in addition to the Swiss ADME program, which performed
the pharmacokinetic analysis. Furthermore, MTT assays were used to evaluate the
cytotoxicity of the compounds on H1299 and A549 cell lines, as well as on peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs). Additionally, the compound's ability to interfere
with cell proliferation and death of the A549 lineage was evaluated. In the in silico
analysis, the pharmacokinetic parameters were favorable for the bioavailability of the
compound, as well as obeying the rules established by Lipinski. Target prediction
demonstrated that the compound binds in greater quantities to cyclin-dependent
kinases (CDKs), which are related to the cell cycle. The inhibitory concentration
(IC50) of PR-11 in PBMCs was 15.65 pM, while in the A549 lineage it was 1.05 yM
and in the H1299 lineage, 15.48 uM. The A549 strain showed a good selectivity
index (14.9). Cell cycle and death analyzes in the A549 lineage presented statistically
unexpected results, in order to understand that the compound does not have
mechanisms related to cell death pathways through apoptosis and necrosis and the
cell cycle. The derivative has a relevant antineoplastic effect on lung tumor lines, but
research is still needed to verify through which mechanisms of action the compound

exerts its anticancer activity.

Keywords: Lung cancer. Thiosemicarbazones. cisplatin. Resistance. Mechanism of

action.
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1. INTRODUGAO

O cancer de pulmédo (CP) é um dos tipos de cancer mais incidentes
mundialmente, sendo o mais comum nos homens e o terceiro nas mulheres. Além
disso, é a principal causa mundial de mortalidade por cancer. No Brasil, o CP é o
terceiro mais frequente em homens e o quarto em mulheres, retirando das
estatisticas o cancer de pele ndo melanoma. O principal fator de risco do CP ainda é
a exposicdo ao tabaco, mas fatores ambientais e ocupacionais também estao
relacionados (Inca, 2022). O Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) estima que a
incidéncia para daqui 20 anos, nos casos de cancer de pulmao em ambos 0s sexos,
tenha um aumento em cerca de 1,4 milhdes de casos, nas idades de 0 a 85 anos.

O tratamento do CP é realizado por meio de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e imunoterapia, sendo que atualmente, a quimioterapia é uma das
mais empregadas, a qual utiliza esquemas terapéuticos contendo quimioterapicos
como os derivados da platina (Silva, 2023). O tratamento atual do CPNPC baseia-se
no estagio em que a doenca se encontra, e um dos principais medicamentos
utilizados € a cisplatina. pertencente a classe dos agentes alquilantes, esse
medicamento age interferindo no ciclo celular das células através do dano ao acido
desoxirribonucleico (DNA). Porém, o tratamento com este farmaco ainda gera muita
toxicidade, efeitos colaterais e resisténcia medicamentosa (American Cancer
Society, 2023). Tais efeitos incluem nefrotoxicidade, cardiotoxicidade,
hepatotoxicidade e neurotoxicidade, sendo que esses danos causam baixa adeséao
ao tratamento e consequentemente menor possibilidade de cura, além de
comprometer a qualidade de vida do paciente (Aldossary, 2019).

Nesse contexto, faz-se necessario a pesquisa para a descoberta de novos
antineoplasicos potenciais. Dessa forma, estudos demonstram que as
tiossemicarbazonas (TSCs) apresentam potencial antineoplasico, uma vez que
aumentam a geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), diminuem a
viabilidade de células neoplasicas e induzem a apoptose (Medina-Reyes, 2020). A
alternativa do uso dos derivados de TSCs pode ser justificada devido a essa classe
apresentar em sua estrutura um grupo funcional denominado bases de Schiff, sendo
que uma de suas propriedades é a de formar complexos organometalicos, onde

demonstram atividades antitumorais ja relatadas, além de possuir a capacidade de
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inibir enzimas importantes para a sintese do DNA e divisdo celular, como a
ribonucleotideo redutase (Perondi, 2018).

Diante disso, considerando o potencial terapéutico dos derivados de TSCs
descrito na literatura, o presente trabalho busca verificar o0 mecanismo de acao do
composto PR-11 frente a linhagem de cancer de pulmao de ndo pequenas células
A549. Dessa forma, este estudo visa contribuir para a comunidade académica e
cientifica quanto as descobertas sobre os novos compostos que possam ser
utilizados para a terapia do CP, como os derivados de TSCs, de maneira a diminuir
os maleficios causados pelos tratamentos atuais, assim como o estudo se mostra

urgente diante das estimativas de incidéncia para proximos anos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de pulmao

O CP é uma doenga maligna neoplasica que acomete as vias aéreas ou o
parénquima pulmonar. De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), o
CP é dividido em dois subtipos histoldgicos: cancer de pulmao de pequenas células
(CPPC) e cancer de pulmao de ndo pequenas células (CPNPC), sendo este ultimo o
tipo mais comum de CP, representando 80% dos casos e € subdividido em
adenocarcinomas (40%), carcinomas de células escamosas (epidermoide) (25%) e

carcinomas de grandes células (15%) (Garcia, 2023).

Figura 1: Adenocarcinoma pulmonar com padréo acinar, HE, 100x.

Fonte: Milanez, 2008.
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Os canceres sao definidos de acordo com o tecido de origem, dessa forma,
neoplasias derivadas do epitélio sdo designados como carcinomas, sendo o tipo
mais comum em seres humanos. Assim como os linfomas sao oriundos do sistema
linfatico, os sarcomas do tecido mesenquimal, o mieloma da medula dssea, o
melanoma dos melandcitos e assim por diante (Vieira, 2017).

Atualmente, o sistema TNM é o responsavel por classificar o estadiamento do
tumor segundo a extensdo anatdbmica da doenga, onde T- representa a
extensao/caracteristicas do tumor primario; N- avalia a existéncia ou falta de
metastase bem como sua extensdo em linfonodos regionais; e M - analisa a falta ou
existéncia de metastase a distancia. Dividindo-se em categorias de TO a T4; de NO a
N3; e de MO a M1 (Conitec, 2022).

O CPCNP inicia no revestimento epitelial do pulmdo e considera-se um
cancer de dificil tratamento devido ao seu potencial de metastase, aumento na taxa
de recidiva e diagndstico tardio, com sobrevida estimada em 5 anos em comparagao
a outras doencgas malignas (Mittelmann, 2019). Dentre os acometidos com o CPCNP,
aproximadamente 70% recebem um diagnéstico tardio e em estagios avangados da
doenca, comumente nos niveis Il e IV, o que impacta fortemente no processo de
tratamento do paciente, onde ira afetar diretamente a sobrevida do individuo, além

de aumentar os custos da terapia (Franceschini, 2020).

2.2 Fatores de risco

A evolugdo do CP comega a partir de injurias teciduais que podem ser
geradas por fatores bioldgicos, quimicos ou fisicos, que levam ao processo
inflamatoério do tecido, trazendo danos ao DNA. Além do principal fator, que é o
tabagismo, ha outros fatores que podem contribuir para a incidéncia do CP, como o
sedentarismo, a ma alimentagdo e o envelhecimento populacional (Mittelmann,
2019; Vgiana, 2021).

O principal fator de risco do CP € o tabagismo, frente ao qual as organizagdes
governamentais realizam campanhas e constantes propagandas a fim de
desestimular o uso do cigarro. De acordo com o Ministério da Saude, em 2013 a
porcentagem de fumantes foi de 14,9% e em 2019 foi de 12,8%, indicando uma

reducéao significativa no consumo do tabaco (Brasil, 2021).
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Apesar do tabagismo ainda ser considerado o principal fator de risco para o
desenvolvimento do CP, ha outras causas relacionadas a essa doenca, dentre elas
estdo a poluicdo ambiental, mudangas epigenéticas, exposicao ocupacional,
comumente relacionada a minerais com amianto, niquel, arsénico e cromo
(Christopher, 2021). Dentre a exposi¢ao ocupacional, alguns profissionais tém mais
possibilidades de adquirir o cancer de pulmao dependendo do local do trabalho,
como € o exemplo de trabalhadores de fabricas de ceramicas, industria do carvao,
construcao civil, pedreiros, fabricas de vidro, pintores, industria de borracha,
motoristas de caminh&o, mineragéo de uranio e dentre outros (Shankar A, 2019).

Os genes estao intrinsecamente relacionados com as vias de inflamagao que
possam vir a combater o cancer, ou seja, a mutagdo em algum deles pode resultar
na desregulacdo dessas vias e consequentemente o aparecimento de células
cancerigenas. A exemplo disso, destacam-se as mutagdes no receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), ja relatado na literatura como um dos principais
eventos ontogenéticos que desencadeiam o cancer de pulmao de néo pequenas
células (Harrison PT, 2020).

2.3 Tratamento

O tratamento do CP dependera, principalmente, do estagio da doenga e do
perfil histolégico que o tumor ira apresentar. A partir deste ponto sera eleito o melhor
tipo de tratamento de acordo com as caracteristicas analisadas. Sendo assim, a
terapéutica podera ser cirurgia, quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e/ou
modalidades combinadas. No entanto, muitos pacientes ndo respondem a terapia
existente, apresentando resisténcia, como ocorre com os derivados de platina, por
exemplo (Inca, 2020).

Para os pacientes que se encontram em estagios iniciais ou que possuem
tumores que ndo podem receber a intervengao cirurgica, fica adotado a radioterapia,
sendo a radioterapia estereotaxica do corpo pulmonar, a técnica de referéncia para o
tratamento (Rodrigues, 2022). A terapéutica varia de 1-5 sessdes por uma ou duas
semanas, a depender da avaliagdo médica, com uma dose por fragdo de 10-34 Gy
(Viani, 2022).

Além disso, a intervencdo cirurgica € o padrdo ouro de tratamento para
pacientes que se encontram no estagio | do CP, porém, apenas aproximadamente
16% dos pacientes com CPCNP sdo diagnosticados nos estagios iniciais. Além
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disso, cerca de 20% do tumores encontrados nas fases iniciais sdo inoperaveis, pois
0 paciente € comumente idoso e apresenta comorbidades que comprometem o
sucesso cirurgico (Alcantud, 2019; Wang, 2021)

A imunoterapia se tornou uma alternativa indispensavel no tratamento do
CPCNP avancado, incluindo inibidores de ponto de controle imunologicos (ICls)
combinados com medicamentos derivados da platina ou ndo. Dentre os
medicamentos mais comuns estdo o anti-PD1/PD-L1, aprovados para o tratamento
em primeira e segunda linha para melanomas, cancer renal, cancer de cabeca e
pescoco, cancer esofagico e cancer de pulmdo. Porém, esse tipo de terapéutica
ainda necessita de estudos que busquem biomarcadores mais eficazes, a fim de
diminuir a toxicidade nos pacientes que n&o sao compativeis com essa alternativa
(Sesma, 2020).

No Brasil, o tratamento para o CPCNP inclui as terapéuticas baseadas na
quimioterapia, imunoterapia e antiangiogénicos. Por sua vez, caso o paciente
apresente progressao da doenga apds tratamento com a primeira linha a base de
platina, os farmacos de segunda linha sdo escolhidos para proceder com o
tratamento do CPCNP, sobretudo para a tipologia de células n&do escamosas, a
saber: docetaxel, pemetrexed, erlotinibe, nivolumabe, pembrolizumabe e
associagcbes de docetaxel nintedanibe ou ramucirumabe (Tabela 1). O
monitoramento do tratamento do CPCNP também traz informagdes quanto aos
medicamentos excluidos do programa por estarem em processo de estudo. A lista
contempla cerca de 53 antineoplasicos, 0 que coopera para a escassez terapéutica
atual, firmando a necessidade de novas descobertas (Conitec, 2022).

Além desses, outro informe traz alguns outros medicamentos que séao
comumente utilizados no CPCNP, muitas vezes a terapéutica se estabelece com
dois medicamentos, sendo um deles um dos derivados da platina cisplatina ou

carboplatina, e outro de alguma outra classe (Oncoguia, 2023).

Tabela 1. Representagdo dos medicamentos utilizados como segunda linha do tratamento do
CPCNP, principalmente para a tipologia de células ndo escamosas.

Medicamento Tipo Classe Mecanismo de Toxicidade
agao
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Docetaxel Liga a
beta-tubulina,
inibindo a
montagem .
adequada dos Pigfeurrsrlic:;?;tle
microtubulos no .
fuso mitotico b||§teral_aguda,
Taxano . ’ dispneia aos
interrompendo o f
ciclo celular esforgos, tosse
durante G2/M. | S9%% febre e
Também reduz a ’
expresséao do
] gene BCL2 (anti
Paclitaxel apoptotico)
Quimioterapico
Inibe fortemente Mucosite
enzimas chave roblemas ’de
Antifolato dependentes de P ;
Pemetrexed . v . pele, fadiga,
citostatico folato envolvidas -
o toxicidade renal e
na biossintese de neutrobenia
acidos nucléicos P
Erupcgéao cutanea,
diarréia,
anorexia, nausea,
vbmito, fadiga,
Inibe fortemente c?)sr1tsotrin2tI§6
- Inibidor da a fosforilagéo pagao,
Erlotinibe . . : paroniquia,
tirosina quinase intracelular do !
EGFR prurido, pele seca
alopecia, DPI,
leucopenia,
neutropenia,
anemia, elevagéao
do AST e do ALT
Nivolumabe Pneumonite,

Pembrolizumabe

Imunoterapico

Ramucirumabe

Antiangiogénico

Anticorpo
monoclonal

Inibidor da PD-L1
e PD-L2

colite, nefrite,
inflamacao de
glandulas,
diabetes, reacbes
cutaneas, reacao
grave a infusdo

Antagonista
direto do
VEGFR2

Eventos
tromboembdlicos,
arteriais,
hipertenséo,
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reagdes a
infusao,
perfuracao
gastrointestinal,
neutropenia,
diarreia e
epistaxe

Inibidor triplo da
angioquinase,
que tem como

Hepatotoxicidade

Nintedanibe i Inibidor da alvo a tirosina e efeito
irosina quinase . ; .
quinase de gastrointestinal
multiplos
receptores
Cisplatina Ligacéo de

Derivados da

grupos alquil as

bases do DNA,

formatagéo das
ligacbes

Hepatotoxicidade
,nefrotoxicidade e

Carboplatina platina cruz_adas~do neutropenia
DNA, indugéao de '
emparelhamento

incorreto dos
nucleotideos
Incorpora o
trifosfato de
gencitabina na
cadeia de DNA,
inibe a
ribonucleotideo . ~
o ] redutase, uma Mlelossuprgssao,
Gemcitabina Anélogo do enzima parestesia e
- - nucleosideo . erupgao cutanea
Quimioterapico responsavel por
) grave.
catalisar as
reagcdes que
geram o trifosfato
de desoxicitidina
para a sintese de
DNA.
Inibicdo da
mitose na Granulocitopenia,
metafase através | trombocitopenia,
da sua interagao neuropatia,
com a tubulina, | eritema, dor local,
Vinorelbina Alcaldide da interfere na descoloragao das
vinca segregacao veias, falta de ar,
cromossoOmica nauseas,
durante a mitose, constipacao,
pausando as mialgia, astenia,
células nas fases | hepatotoxicidade.
G2/M
, . Inibe a DNA Alopecia, priséo
Etoposido Derivado da de ventre,

podofilotoxina

topoisomerase |l,
inibindo assim a

diarreia, nauseas
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religagéo do e vomitos e

DNA, causando doengas

erros criticos na malignas

sintese de DNA secundarias
na fase (leucemia)

pré-mitética da
divisao celular e
pode levar a
apoptose da
célula cancerosa

Fonte: Drugbank (https://go.drugbank.com/) , 2023.

A cisplatina, denominada quimicamente como cis-diamina-dicloroplatina (ll), &
amplamente usada em tratamentos para cancer, incluindo o CP. O mecanismo de
acao desse medicamento ocorre através de uma ligagdo covalente que se
estabelece entre as moléculas de cisplatina e a célula cancerigena, e essa promove
algumas alteragdes no DNA, como parada no ciclo celular e apoptose, que irao inibir
o crescimento e proliferagao das células neoplasicas (Ashrafizadeh, 2021).

Pertencente a classe dos alquilantes, a cisplatina tem o poder de adicionar
grupos alquila a grupos funcionais eletronegativos. Desse modo, a cisplatina é capaz
de parar o crescimento do tumor devido a formacdo de ligagdes cruzadas entre
bases nitrogenadas, como a guanina, em fitas dupla hélice do DNA, atingindo o DNA
de maneira mais direta e parando a replicacdo celular (Figura 2). Tais agentes
alquilantes causam uma codificacdo incorreta do DNA, e, por serem inespecificos,
atingem qualquer ciclo celular ativo por mecanismos que resultam na interrupgéo do
DNA e apoptose (PubChem, 2021).
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Figura 2. Representacdo esquematica da entrada da cisplatina na célula e sua posterior

ligagdo com o DNA no nucleo.
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Fonte: Neves, 2011.

A cisplatina ainda participa das terapias adjuvantes e neoadjuvantes para o
CPCNP, por possuir atividade antineoplasica e eficacia toleravel. Porém, observa-se
um aumento em seus efeitos toxicos a saude do paciente, e sua resisténcia em
combater os tumores, o que consequentemente altera o esquema terapéutico,
levando ao aumento da dosagem do quimioterapico (Kryczka, 2021). Ademais, a
resisténcia aos tratamentos convencionais aumentou em meédia 85% das mortes de
individuos com esse tipo de cancer (Khalaji, 2022).

Apesar da eficacia comprovada da cisplatina contra o CP, seus efeitos toxicos
ainda sao muito preocupantes para os pacientes que utilizam esse medicamento,
assim como para a equipe multidisciplinar de cuidados oncolégicos. Alguns dos
principais efeitos adversos envolvem a nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
cardiotoxicidade e ototoxicidade. Além disso, os efeitos colaterais mais comuns,
como nauseas e vOmitos, também implicam na busca por novas moléculas

terapéuticas (Tchounwou, 2021).

2.4 Tiossemicarbazonas

As TSCs sao obtidas a partir da condensacgao da tiossemicarbazida com um
aldeido ou cetona. S&do denominadas bases de Schiff em fungdo da presenca de

ligacbes de carbono com nitrogénio, ligadas por dupla ligagdo. Os atomos de N e S
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possuem elétrons livres, os quais ficam disponiveis para realizar interacdes
moleculares, induzindo a formagao de complexos metalicos que possuem atividade
conhecida contra o cancer de pulméao, cancer de figado, cancer de cdélon, cancer de
mama, neuroma e outros tumores. Além disso, o grupo tiouréia flexivel possibilita a
introdugéo de diferentes grupos funcionais na molécula, enriquecendo mais ainda a
capacidade de coordenacao da molécula e ampliando a possibilidade de sintese
para diversas finalidades (Bai XG, 2022).

Figura 3. Férmula geral dos derivados de TSCs.
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Fonte: Silva, 2013.

As moléculas de TSCs tém baixo custo e alto rendimento, além de estudos
demonstrarem que os derivados apresentam multiplas atividades biolégicas como,
antiparasitaria, antibacteriana, antitumoral, antiviral, anticonvulsivantes, antifungico e
propriedades antioxidantes. O modo como esse composto age ainda é controverso,
no entanto, ha informacdes de que seus derivados heterociclicos, como a atropina
que ja estd em fase de estudo clinico, tém agao direta em enzimas como a
ribonucleotideo redutase inibindo-a o que impacta a sintese de DNA (Ozbek, 2023).

Ha trés mecanismos em que os agentes alquilantes podem estabelecer sua
atividade, sao eles: a interagdo de grupos funcionais alquila com bases nitrogenadas
do DNA, comprometendo a integridade do mesmo e induzindo a fragmentacao por
enzimas de reparo, o que consequentemente impede a sintese de DNA e a
transcricdo de RNA; também pode causar danos no DNA através de ligacdes
cruzadas entre atomos do DNA, impossibilitando a sintese e a transcricdo; e a
indugdo de mutacgdes por emparelhamento defeituoso dos nucleotideos (PubChem,
2021).

25



Ademais, as moléculas de TSCs servem como ligantes para diversos metais
como zinco, niquel e cobre. Porém, € comumente relatado que o cobre tem
atividades mais significativas devido a sua menor toxicidade e capacidade de
interagdo facilitada com sistemas biologicos. O cobre é encontrado em enzimas,
dentre elas as oxidases e oxigenases, como também funciona como um agente de
sinalizagdo em resposta a estimulos que levam a cuprolasia e cuproptose. Estudos
também demonstram que a complexacdo com cobre gera EROs a partir da
interferéncia com o ciclo redox, levando a morte celular, demonstradas em linhagens
de CP A549 e NCI-H460 (Bajaj, 2023; Bai XG, 2022).

Além da producdo de EROs, as TSCs impactam na supressdo da
ribonucleotideo redutase, a qual € uma enzima dependente de ferro, sendo
vantajoso para a fungao quelante da tiossemicarbazona; inibicdo da topoisomerase
II, enzima importante na replicacdo do DNA; ruptura de estrutura, desencadeada
também pela geracdo de EROs; e inibicao de proteinas relacionadas a resisténcia a

multiplas drogas, no qual é regulado pela glicoproteina P (Khan T, 2022).

2.5 Processos alterados no cancer: ciclo e morte celular

O ciclo celular € um processo que ocorre de maneira constante no corpo
humano, resultando na duplicagéo e transmissdo do codigo genético de geragdo em
geracado de células. O ciclo celular é altamente regulado e dividido em algumas
fases, onde, basicamente, na fase G1 a célula se encontra em preparagao e
crescimento para a proxima fase, na fase S ocorre a duplicagdo do DNA, na fase G2
ocorre o segundo intervalo, onde a célula cresce ainda mais e produz elementos
para o proximo evento, e na fase M ocorre a divisédo celular propriamente dita. Além
disso, o ciclo celular conta com mecanismos de regulagdo a fim de promover a
duplicacdo de maneira controlada, porém, quando os pontos de checagem passam
por mutagdes, essa producéo de células se torna irregular e pode levar a origem de
células indesejadas, possibilitando a formagao de um tumor (Matthews, 2022).

As CDKs sao uma familia de proteinas quinase que estao intrinsecamente
ligadas a regulac&o do ciclo celular e consequentemente a proliferagdo celular. Logo,
em organismos saudaveis, o funcionamento dessas proteinas impede a geracao de
células anormais. Um dos mecanismos conhecidos do cancer € a desregulagéo

dessas macromoléculas, fazendo com que ocorra um crescimento desordenado das
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células, procedendo para a formag¢ao de um tumor. Dito isto, a inibicdo das quinases
como terapia contra o cancer € uma das formas relatadas para se alcangar a cura
(Yuan K, 2021).

Além disso, a morte celular € um mecanismo de extrema importancia para o
corpo humano, pois mantém o equilibrio, eliminando células indesejaveis para o
organismo. Os mecanismos de morte sédo, basicamente, a apoptose, a autofagia e a
necrose. A apoptose refere-se a uma série de eventos regulados designada pelo
encolhimento celular, formagao de bolhas na membrana, perda de organelas,
condensacao e fragmentacdo do DNA. Ja a necrose € um evento ndo programado e
regulado por fatores externos, como lesdes fisicas, infecgdes e toxinas, que podem

desencadear processos inflamatorios e alteragdes morfoldgicas (Yan, 2020).

Figura 4: Representacao esquematica da apoptose, necrose e autofagia.
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Legenda: Normal cell: célula normal; Apoptosis: apoptose; Necrosis: necrose; Autophagy: autofagia.

Fonte: IStock (https://www.istockphoto.com), 2023.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro o efeito antineoplasico do derivado de tiossemicarbazona

PR-11 em células neoplasicas de pulméo.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar in silico as propriedades farmacocinéticas e os possiveis alvos do
derivado de TSCs;

e Avaliar os efeitos citotoxicos da molécula derivada de TSCs em linhagens
celulares de pulmao, H1299 e A549, e em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC);

e \Verificar a capacidade da molécula derivada de TSCs induzir apoptose e
necrose nas linhagens de pulmao H1299 e A549, assim como alterar o ciclo

celular.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho

O estudo foi realizado em cerca de 1 ano, onde iniciou com o estudo in silico,
seguido pelo ensaio de citotoxicidade em PBMCs e cultura celular para avaliar a
viabilidade pelo ensaio do MTT, além da capacidade de interferir no ciclo celular e
induzir apoptose e necrose.

Figura 5: Fluxograma representativo da metodologia utilizada para o estudo.
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Fonte: Autora, 2023.

4.2 Local do estudo

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Imunomodulagao e
Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT) do Nucleo de Pesquisa em Inovagao
Terapéutica - Suely Galdino (NUPIT-SG) da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE).

4.3 Derivado de TSCs

O estudo investigou o composto PR-11, um derivado de TSCs, de férmula
molecular, C13H12N403S, o qual foi cedido cordialmente pela Professora Dra.
Maria do Carmo Alves de Lima que pertence ao Laboratério de Quimica e Inovacgao
Terapéutica (LQIT)/UFPE.
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Figura 6: Formula estrutural do composto
N-(4-metoxifenil)-2-((5-nitrotiofen-2il)metileno)hidrazinacarbotioamida ou PR-11.
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Fonte: Autora, 2023.

4.4 Comité de ética

O projeto foi previamente aprovado pelo comité de ética em pesquisa em
seres humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE), sob o registro 38505920.3.3001.5192, em nome da
Prof. Dra. Michelly Cristiny Pereira do Departamento de Farmacologia, parecer
(5.312.069). Houve consentimento dos participantes, comprovado pelo termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE).

4.4 Analise in silico

O programa Swiss Target Prediction e o Super Pred foram utilizados para a
predicdo dos principais alvos terapéuticos do derivado de TSCs PR-11 (SWISS
TARGET PREDICTION, 2022; Super Pred, 2022). Além disso, foram analisadas
suas propriedades farmacocinéticas (ADME - absorgao, distribuicdo, metabolizagao
e excregao) e fisico-quimicas utilizando o software SwissADME (SWISS ADME,
2022). Juntamente, foi avaliado se os compostos seguem a regra dos cinco de
Lipinski, que estabelece parametros sobre as caracteristicas e desenvolvimento de
farmacos. Desse modo, a regra determina que os compostos devem obedecer cinco
critérios para serem considerados com boa biodisponibilidade oral, esses séo: a)

peso molecular < 500 Da; b) LogP < 5 (ou MLogP < 4,15); ¢) numero de aceitadores
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de ligagbes de hidrogénio < 10; d) numero de doadores de ligagdo de hidrogénio <5
(Lipinski et al., 1997).

4.5 Cultura de células

As linhagens celulares A549 e H1299, ambas de adenocarcinoma de néao
pequenas células, foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). O
cultivo da A549 foi realizado em meio F12K, contendo 2 mM de L-glutamina, 10 mM
de HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-piperazineethanesulfonic acid), 1 mM de piruvato
de sédio, 1.500 mg/L de bicarbonato de sodio, 1% de penicilina/estreptomicina 200
U/ml e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Ja a célula NCI-H1299,
foi suplementada em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), que contém
2mM de L-glutamina, 10mM de HEPES
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid), 1 mM de piruvato de sddio,
1.500 mg/L de bicarbonato de sddio, 1% de penicilina/estreptomicina 200 U/mL além
da adigdo de 10% de soro fetal bovino (SFB). Ambas as linhagens foram mantidas

em estufa com 5% de CO2 e temperatura 37°C.

4.6 Ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs)

4.6.1 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no NUPIT-SG com autorizagédo prévia dos
voluntarios. Para isso, membros da equipe explicaram o objetivo do estudo e a
importancia da sua participacdo. Apos a assinatura do TCLE foram coletados 27 mL

de sangue em tubos de heparina de cada um dos voluntarios (n=3).

4.6.2 Isolamento das PBMCs

As PBMCs foram obtidas através da técnica de centrifugagdo por gradiente
de densidade, utilizando o reagente Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) a 450 g por

45 min, aceleracao 4 e freio 0. Apds a formagao do anel de PBMCs, este foi colhido
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e lavado duas vezes seguidas com tampao fosfato-salino (PBS) 1x nas seguintes
condigdes: 350g por 20 min, aceleragao 6, freio 4 na primeira lavagem; 350 g por 15
min, aceleracdo 6, freio 4 na segunda lavagem. Terminadas as lavagens, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado de células foi ressuspendido em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco), HEPES 10 mM
(Gibco) e Penicilina e Estreptomicina 200 U/mL (Gibco) para realizagédo da contagem

das células em camara de Neubauer.

4.6.3 Ensaio de citotoxicidade em PBMCs

Apds a contagem de células, a densidade celular de 5x10° por pogo foi
distribuida em placas de 96 pog¢os, com posterior tratamento com o composto PR-11
nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100uM por um periodo de 48h em estufa umida a
37°C e 5% de CO, Apos isso, 20 ul da solugao de MTT foi adicionado e as placas
foram incubadas em estufa de CO2 por 3h. Posteriormente, foi adicionado 130 uL de
SDS a 20% para dissolver os cristais formados. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570 nm e os resultados
foram analisados no GraphPad Prism® (v9.3.0). Cada concentracéo foi comparada
com os resultados do DMSO a 0,1% e 0,2%, uma vez que os compostos foram

diluidos neste solvente.

4.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro em células neoplasicas

Para avaliacdo da citotoxicidade do composto, foi utilizado o método
colorimétrico de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazdlio
(MTT) em cristais de formazan. Portanto, a partir da contagem das células,
estabeleceu-se a densidade celular de 5x10%/pogo para a linhagem celular A549 e
H1299, onde foi distribuida a aliquota de 100uL por pogco em placa de 96 pocos. As
placas foram mantidas em estufa umida a 37°C e 5% de CO2. Apos 24h do
plagueamento, foi adicionado 50 yL do composto em cada poco das placas nas
concentragdes de 1, 10, 50 e 100uM e as placas foram incubadas por um periodo de
72h em estufa umida a 37°C e 5% de CO2. Apos isso, 20 pl da solucéo de MTT foi

adicionado as placas, as quais foram incubadas novamente em estufa por 3h.
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Posteriormente, foi adicionado 130 uL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 20% para
dissolver os cristais formados e possibilitar a leitura da absorbancia no
espectrofotdmetro apds 24h, que foi realizada no comprimento de onda de 570 nm.
ApoOs a realizacdo de trés experimentos independentes de redugdo do MTT, foi
calculada a concentragao inibitéria (IC50) do composto, utilizando o programa
GraphPad Prism (versdo 9.3.0). Cada concentracdo foi comparada com os
resultados do DMSO a 0,1% e 0,2%, uma vez que os compostos foram diluidos

neste solvente.

4.8 Analise do ciclo celular

As células neoplasicas foram dispostas em placas de 12 pogos com
densidade celular de 8x10* por pogo e mantidas em estufa com atmosfera de 5% de
CO2 e temperatura 37°C por 24h. Procedendo com o tratamento com o valor da ICs,
do composto PR-11 e da cisplatina para a linhagem A549, utilizada como controle
positivo. Posteriormente, foram novamente incubadas durante 24 e 48h em estufa
nas mesmas condicbes ja citadas. Precedendo esse tempo, as células foram
tripsinizadas (tripsina-EDTA a 0,25%), lavadas 2 vezes com PBS 1x (phosphate
buffered saline) e fixadas em etanol 70% por 24h a -20°C. Para avaliagéo do ciclo
celular, as células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x e marcadas com iodeto de
propideo (PI) (Invitrogen) por 20 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de
luz. O passo seguinte sucedeu para a adquirir as células e o conteudo de DNA
celular foi quantificado no citbmetro de fluxo Attune™ (Applied Biosystems, Foster,
CA, USA) e a interpretacdo dos dados foi realizada pelo software FlowJo™
(v10.8.1). Cada concentragdo foi comparada com os resultados do DMSO a 0,1%,

uma vez que os compostos foram diluidos neste solvente.

4.9 Ensaio de indugao de apoptose e necrose

A linhagem celular A549 foi plaqueada na densidade de 8x10* células por
poco em placas de 12 pogos e incubadas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de
CO2 durante o periodo de 24h. Procedeu-se entdo ao tratamento da placa com os

33



valores da ICs, do PR-11 e da cisplatina, utilizada como controle positivo, onde foram
incubadas novamente nas mesmas condicdes citadas anteriormente por 24 e 48h.
Em seguida, foram lavadas com PBS 1x, tripsinizadas (tripsina-EDTA a 0,25%) e
ressuspendidas em Binding Buffer 1x. Apds esta etapa foi adicionada a solugéao de
Anexina V-APC/ Pl e as placas foram incubadas por 15 minutos na auséncia de luz.
Posterior ao tempo determinado, as células foram adquiridas no citdmetro de fluxo
Attune™ (Applied Biosystems, Foster, CA, USA) e os dados foram analisados pelo
software FlowJo™ (v10.8.1). Cada concentracdo foi comparada com os resultados

do DMSO a 0,1%, uma vez que os compostos foram diluidos neste solvente.

4.10 Analise estatistica

Os procedimentos de avaliacdo da citotoxicidade em PBMCs e MTT foram
realizados em triplicata e em trés experimentos independentes. Ja o experimento de
morte celular foi realizado em duplicata em dois experimentos independentes e o
ensaio de ciclo celular foi realizado em duplicata em apenas um experimento. Todos
os dados foram analisados no software GraphPad Prism® (versao 9.3.0), sendo que
o teste paramétrico t (Student) foi utilizado para os resultados que obedecerem a
distribuicdo normal e o teste qui-quadrado para os resultados nao paramétricos. O

nivel de significancia adotado foi p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise in silico

5.1.1 Farmacocinética

As analises in silico objetivaram avaliar propriedades da molécula de modo a
realizar suas predigdes farmacocinéticas de Absorgao, Distribuicdo, Metabolizacao e
Excrecdo (ADME) e os calculos de suas propriedades fisico-quimicas, druglikeness,
utilizando o programa SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php), para o
composto derivado de TSCs em  estudo, PR-11, (SMILES
COC1=CC=C(NC(=S)N\N=C\C2=CC=C(S2)[N+]([O-])=O0)C=C1). Dessa maneira,
foram obtidos parametros preditos de absorcdo intestinal, permeagao a barreira
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hematoencefalica, substrato da glicoproteina P, inibicdo das CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4 (Tabela 2), além dos parametros propostos por
Lipinski et al. (1997) e as propriedades fisico-quimicas (Tabela 3). Como
mencionado anteriormente, o estudo in silico € capaz de prever diversas
propriedades inerentes a molécula selecionada, possibilitando que a selegao do
composto para proceder com estudos in vitro tenha um potencial mais garantido,
diminuindo, dessa forma, o tempo de desenvolvimento do estudo e o custo com
outros ensaios relacionados a pesquisa (Costa, 2022).

Foi observado na andlise in silico realizada que o derivado de TSCs
demonstrou uma baixa absor¢ao gastrointestinal, porém, essa caracteristica néo é
de relevancia para a clinica, ja que a maior parte dos tratamentos quimioterapicos
ocorrem pela via intravenosa e sob acompanhamento médico. Além disso, os
compostos citados anteriormente ndo tém interagdo com a glicoproteina P, a qual é
uma importante bomba de efluxo, logo, essas moléculas possuem resultados
satisfatorios em relagdo a disponibilidade. Vale destacar que o derivado néao
apresentou permeabilidade a barreira hematoencefalica, o que pode causar efeitos
colaterais em decorréncia da interagdo com o sistema nervoso central, sendo mais
um aspecto positivo no estudo do derivado.

A familia da CYP450, importante enzima de metabolizagcédo, possui algumas
isoenzimas essenciais para os sistema ADME, dentre essas estdo os citocromos:
CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4. Na Tabela 1 é possivel ver que
o PR-11 inibe as CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4 e nao inibe a CYP2D6. As
enzimas, comumente localizadas no figado, s&o responsaveis por metabolizar cerca
de 80% dos medicamentos utilizados na clinica. Sabendo que CYPs ja foram
detectadas em células cancerigenas, tumores e linhagens neoplasicas, entende-se
que os citocromos sao um dos alvos dos medicamento anticancer, onde
medicamentos como paclitaxel e docetaxel sdo metabolizados pela CYP3A4 e
CYP2C8, respectivamente. O composto PR-11 foi capaz de inibir 4 das 5 CYPs
avaliadas (Tabela 2), demonstrando que a molécula pode influenciar no metabolismo
do possivel medicamento, aumentando sua biodisponibilidade de modo a
ultrapassar as faixas terapéutica, podendo se tornar toxico por acumulo e diminuigao
da excregao (Zhao, 2021). Desse modo, pode-se sugerir que a molécula que inibe
as enzimas citadas possuem uma maior capacidade de provocar eventos adversos,

ja que ficaria por mais tempo no organismo, impedindo o clearance de modo mais
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efetivo e resultando em concentragbes fora da janela terapéutica e dentro dos

valores de toxicidade.

Tabela 2. Predigéo das propriedades farmacocinéticas do composto PR-11.

Cod Abs.Gl Perm.  Subs. ~yp,,o CYP2C1 vpocg cYP2D6 CYP3A4
BHE Pgp 9

PR-11 B N N S S S N S

Legenda: B: baixa; N: ndo; S: sim para inibigdo; Abs. GI: absor¢éo gastrointestinal; Perm. BHE:
permeabilidade na barreira hematoencefalica; Cod: cdédigo da molécula.
Fonte: Autora, 2023.

O principio estabelecido pela regra de Lipinski (1997), permite avaliar de
forma rapida e eficaz os parametros para biodisponibilidade de um farmaco,
baseado em 5 regras, instruindo que, basicamente, o peso molecular ndo pode
ultrapassar 500 g mol-1, o LogP deve ser menor que 5, o numero de aceptores de
hidrogénio deve ser inferior a 10 (soma de N e O) e o numero de grupos doadores
de hidrogénio deve ser inferior a 5 (soma dos grupos OH e NH). Dessa forma,
observa-se nos resultados obtidos que a molécula do PR-11 cumpriu com os
parametros de druglikeness postulados por Lipinski e colaboradores (Daina, 2017),

demonstrando o potencial positivo do composto como futuro quimioterapico.

Tabela 3. Previsao tedrica da biodisponibilidade oral dos derivados de
2-(5-nitro-tiofeno)-tiossemicarbazona, segundo a “Regra dos 5” de Lipinski.

Cédigo PM (g/mol) Log P HBD HBA

PR-11 336.39 0.70 2 4

Legenda: PM - Peso molecular; HBD - Nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio; HBA - Niumero
de aceptores de ligagéo de hidrogénio.
Fonte: Autora, 2023.

O grafico radar (Figura 7) é capaz de elucidar a importancia do equilibrio dos
parametros de tamanho molecular, lipossolubilidade, flexibilidade, insaturagao,
polaridade e solubilidade, como parte fundamental para a boa biodisponibilidade da
molécula. Percebe-se que o PR-11 foi capaz de obedecer de forma aproximada
cinco dos seis critérios estabelecidos. Em relagdo ao tamanho, é sabido que quanto

maior a dimensao da molécula, mais dificil € para que ocorra a passagem através da
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membrana para o meio intracelular, do mesmo modo que a lipossolubilidade e
insolubilidade estdo relacionadas com a capacidade esperada do transporte da
molécula pelas barreiras bioldgicas, logo, estao relacionadas com a distribuicéo e
absorcdo do farmaco no organismo (Souza, 2022). Relacionado a polaridade,
observa-se que o composto ndo atendeu a este parametro, sendo que essa
caracteristica pode estar associada com a baixa biodisponibilidade do derivado pela
via oral, reforcando a hipétese de administracdo por outras alternativas, como a
endovenosa (SwissADME, 2023).

Figura 7: Grafico radar representando a biodisponibilidade da molécula do PR-11.

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR
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Legenda: A area em rosa representa as caracteristicas ideais para um bom farmaco, ja o tragcado em
vermelho representa o resultado demonstrado pelo software SwissADME para o composto PR-11.
Fonte: SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php)

5.1.2 Predig¢do de alvos

Assim como a predicdo das caracteristicas estruturais, a analise in silico
também é capaz de avaliar e predizer as moléculas quanto a alvos, podendo ser
genes e proteinas envolvidas na sua resposta farmacolégica. A busca por alvos
concedida pelo software SwissTargetPrediction resultou em cerca de 100 resultados,
e o software Super-Pred resultou em um total de 104 resultados, onde foram

filtrados para a busca direcionada para CP, apurando por fim 16 resultados.
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Desse modo, analisando os alvos mais predominantes em cada software,
foram selecionados os alvos demonstrados na Tabela 3. Basicamente, a predicéo
esclareceu que, os alvos mais relacionados sdo as quinases dependentes de
ciclinas (CDKs), as quais participam da regulagao do ciclo celular. De modo a filtrar
mais ainda a busca, foi correlacionado o levantamento feito pelos softwares com os
achados na literatura, sendo que a classe das quinases CDK4 foi selecionada para

melhor elucidagao do comportamento do alvo.

Tabela 4. Previsdo dos potenciais alvos terapéuticos do derivado PR-11

Classe dos alvos Alvos

CDK1; CDK2/Ciclina E1; CDK1/Ciclina
CDKs B1;CDK2/Ciclina A; CDK1/Ciclina B;
CDK2;CDKA4.

Fonte: SwissTargetPrediction (http://www.swisstargetprediction); Super-Pred
(https://prediction.charite.de/index.php), 2023.

Cada tipo de CDK regula uma fase especifica do ciclo celular, dessa forma, a
CDK4 regula a transigao da fase G1 para a fase S em células saudaveis. A inibigao
da proteina pode levar a diminuicdo da fosforilacdo, induzindo a apoptose. No
entanto, na maioria dos canceres é visto que ha uma desregulagao desta proteina,
se tornando um alvo promissor na descoberta de novos antineoplasicos. Alguns
inibidores da CDK4 ja foram estudados em ensaios clinicos em humanos, porém os

resultados ainda carecem de estudos complementares basicos (Zhang J, 2021).

5.2 Ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs)

O ensaio em PBMCs buscou avaliar nos linfécitos e monécitos o potencial de
citotoxicidade do PR-11 a partir do ensaio de reducdo do MTT em cristais de
formazan, de modo que possibilitou o calculo da viabilidade celular e, com isso,
demonstrou o potencial téxico do composto para essas células normais do
organismo humano. Na Figura 8 é possivel notar que a partir da dose de 10 uM ha
um decaimento da viabilidade celular, onde foi calculada a ICy, de 15,65 uM, logo,
faz-se necessario que o tratamento com o composto em questdo ocorra em

concentragbes abaixo desta. Na concentracdo de 1 yM, o composto manteve o
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percentual de células viaveis semelhante ao do controle, que é o solvente
dimetilsulféxido (DMSO), o que sugere que o0s ensaios devem proceder nas

concentragdes entre os valores de 1 uM e 10 uM.

Figura 8: Viabilidade celular do PR-11 em PBMCs.
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Fonte: Autora, 2023.

Um estudo que testou um derivado de TSCs ligado ao cobre, relatou que nas
PBMCs a toxicidade foi aceitavel, servindo entdo como parametro para a realizagcao
dos experimentos com a linhagem U937 (mondcitos humanos obtidos de derrame
pleural), para a qual o derivado apresentou efeito citotoxico (Singh, 2020). Outro
estudo relatou que um composto derivado de tiossemicarbazona testado em células
tumorais de cancer de mama (MDA-MB-231) nao foi toxico para PBMCs, o que
permitiu avaliar a especificidade antineoplasica desta molécula (El majzoub, 2019).

Os resultados apurados neste ensaio foram utilizados para realizar o calculo
da ICs, do PR-11 em PBMCs (15,65 uM), conforme demonstrado na Tabela 5. Além
disso, o valor desta ICs, serviu para calcular o indice de seletividade (IS) do

composto nas linhagens H1299 e A549 em estudo.
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5.3 Ensaio de citotoxicidade in vitro em células tumorais

O ensaio colorimétrico de redu¢do do MTT em cristais de formazan foi
utilizado para avaliagao da citotoxicidade, onde, de acordo com a intensidade da cor,
o potencial de morte celular causado pelos compostos testados pdde ser calculado.
Logo, pode-se observar na Figura 9 a viabilidade celular das linhagens de carcinoma
pulmonar de células ndo pequenas A549 (Fig. 9A) e H1299 (Fig. 9B),
respectivamente, apds tratamento com o derivado de TSCs PR-11 testado nas
concentragdes de 1, 10, 50 e 100 M.

Como destacado na Figura 9A, o derivado PR-11 foi capaz de reduzir
drasticamente a viabilidade celular na linhagem A549, especialmente na
concentracéo de 50 uM, onde a viabilidade foi reduzida para cerca de 10%. A Figura
6B por sua vez demonstra que a linhagem celular H1299 foi um pouco mais
resistente a acdo do composto, mas de toda forma, foi possivel observar o
decaimento das células viaveis a medida que a concentragao foi aumentando. Vale
ressaltar que a reducdo da viabilidade celular da linhagem A549 foi significativa (p
<0,001) para todas as concentragdes do composto que foram testadas. Enquanto
para a linhagem H1299, a diminuigdo foi significativa a partir da concentragdo de 10
MM.

Figura 9. Viabilidade celular das linhagens neoplasicas de pulm&o A549 (A) e H1299 (B) apo6s
tratamento com o composto PR-11 nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM.
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Fonte: Autora, 2023.

Além de avaliar a viabilidade celular, o ensaio de citotoxicidade por reducéo
do sal MTT permite calcular a IC5,, ou seja, o valor da concentragédo de um inibidor
necessaria para reduzir pela metade a populagao celular. Logo, quanto menor o
valor de ICs, em células tumorais, mais eficiente sera o composto. Da mesma forma,
€ possivel estimar o IS, que € o quociente resultante da razdo da IC;s, de células
normais e a ICs, de células tumorais, predizendo dessa forma, se 0 composto sera
mais toxico para células tumorais ou para células normais (Berrouet C, 2020).

Desse modo, para a linhagem tumoral A549, o derivado apresentou ICs,
significativo (1 pM), além de resultar em um IS dentro dos limites de aceitagéo (IS:
14,9), provando o grande potencial da molécula ja relatado na literatura, onde um
derivado de TSCs, conjugado ao cobre, apresentou efeitos antiproliferativos
seletivos com a linhagem A549 (Andres, 2020). Porém, na linhagem H1299, embora
o composto tenha apresentado ICs, relativamente favoravel (15,48 pM), quando

calculado o IS, foi observado que o resultado na H1299 nao foi satisfatorio (I1S: 2,24).

Tabela 5. Valores de ICs, (UM) e indice de seletividade (IS) de novos derivados de TSCs em PBMC e
nas linhagens celulares A549 e H1299 (cancer de pulméo de células ndo pequenas).

Linhagem celular

Compostos A549 H1299 PBMC
PR-11 1+0,31 15,48 £ 5,22 15,65+ 4,34
IS 14,9 1,0 -

Legenda: IS= IC;, células normais/ ICs, células tumorais; desvio padréo (z); IC50: concentragéo
inibitéria minima de 50% da populagéo de células expressa em pM.

Fonte: Autora, 2023.

A linhagem celular H1299 possui uma mutagdo onde ha uma delegao parcial
homozigota da proteina P53, impedindo sua expressédo. A P53 exerce fungéo sobre
a morte celular, regulando vias relacionadas, no entanto, no estudo a resisténcia da
linhagem ao composto de TSCs pode, ou n&o, ser associada a essa caracteristica
(Assim, 2023). Portanto, sabendo que a linhagem celular H1299 nao atendeu aos
critérios estabelecidos na literatura, os ensaios com o composto PR-11 procederam

apenas para a linhagem A549.
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Ja se encontra descrito na literatura estudos com derivados de TSCs para
avaliacdo antineoplasica na linhagem celular de cancer de pulméao de células nao
pequenas A549, onde os resultados se mostraram positivos e satisfatérios,
observando que trés compostos derivados de TSCs demonstraram efeitos
citotdxicos e apoptéticos em células neoplasicas de pulmao. O estudo destaca que a
molécula substituida com cloro, em posicoes especificas, mostrou melhor
citotoxicidade na linhagem A549 (Sever, Belgin, 2020).

Um estudo que utilizou TSCs como ligantes para os metais cobre, niquel e
zinco, relatou que em ensaios de MTT, a linhagem celular A549 sofreu danos
quando tratada com o composto ligado ao cobre. O mesmo estudo testou em
fibroblastos de pulmé&o saudavel, IMR-90, onde o grau de citotoxicidade foi 20 vezes
menor do que para a linhagem tumoral, reforcando o potencial do cobre no

mecanismo de ag&o do antineoplasico citado anteriormente (Andres, 2020).
5.4 Analise do ciclo celular

E possivel observar na Figura 10 a andlise do ciclo celular referente aos
efeitos do composto PR-11 na linhagem A549 em comparagdo com o tratamento
com a cisplatina (ICs,: 33 uM), que serve de controle positivo para a analise. Além
disso, como o composto foi diluido em DMSO, este reagente foi utilizado como
controle. Observa-se que no tempo de 24h (Fig. 10A) ndo houve alteragao relevante
nos picos demonstrados para os graficos gerados das respectivas fases do ciclo
celular, exceto o pico de Sub-GO da cisplatina, onde observa-se um aumento. Isso é
melhor demonstrado no grafico de barras, onde pode-se observar que apenas a

cisplatina foi capaz de reduzir levemente a fase G2/M e aumentar Sub-GO.
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Figura 10. Analise do ciclo celular na linhagem A549 apds 24h (A) e 48h (B) de tratamento com o
derivado PR-11 (ICsy: 1 uM) e cisplatina (ICg: 33 uM).
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A Figura 10B mostra que a cisplatina reduziu o pico referente a fase G0/G1
em 48h, diminuindo em cerca de 28% o percentual de células nessa fase, também
representado no grafico de barras. Além disso, este farmaco aumentou o niumero de
células na fase Sub-GO, representando a morte celular. No entanto, nota-se mais
uma vez, que o composto PR-11 n&o ocasionou alteragdo nos picos das fases do
ciclo celular, da mesma forma fica evidenciado no grafico de barras. Por isso,
sugere-se que o0 composto ndo possui mecanismo que afeta diretamente o ciclo
celular, apesar de ser demonstrado na analise in silico, que um dos alvos do
composto seria as CDKs. Visto isso, faz-se necessario uma analise mais fidedigna,
de modo a avaliar também o tempo de 72h, pois estudos relatam a parada do ciclo
celular nas fases S e G2/M na linhagem A549 (Mohammed, 2021).

Em contrapartida, também ¢é descrito na literatura que um derivado de TSCs
nao apresenta interferéncia do ciclo celular na linhagem A549, sugerindo que o
composto pode ndo ser um agente antiproliferativo especifico para as células
pulmonares tumorais. Do mesmo modo, no estudo é relatado a atividade apoptotica,
por indugdo do acumulo de células na fase GO0/G1 nas linhagens MCF-7
(adenocarcinoma de mama) e U20S (sarcoma 6sseo). Além disso, foi levantada a
hipotese de o composto ser um modulador de genes envolvidos na regulagdo do
ciclo celular, e o resultado demonstrou que a molécula reduz a expressao da CDK2B
na linhagem A549. Sendo assim, os resultados para esta linhagem celular de
CPNPC é controverso (Bozgeyik, 2020).

5.5 Apoptose e necrose

Dentre as caracteristicas adquiridas pelas células no processo de morte,
destaca-se a perda da assimetria da membrana plasmatica, onde ha a exposi¢ao do
fosfolipidio fosfatidilserina (PS). Esse componente tem alta afinidade com a Anexina
V, que conjugada com o fluoréforo aloficocianina (APC), representa na citometria de
fluxo as células que se encontram em estagio de apoptose. Ja o Pl € um corante
vital, ou seja, células viaveis ndo sdo coradas por este reagente, sendo outro
marcador de morte celular, indicando apoptose tardia (quando & positivo para Pl e
anexina) e necrose (quando positivo apenas para Pl) (Mirzaahmad, 2019).

Embora o grafico de barras (Figura 11) tenha demonstrado que o PR-11
induziu a morte celular, quando calculado estatisticamente, o valor de p se mostrou

discrepante aos dados brutos do ensaio, pois ndo atendeu ao valor adotado de p <
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0,05 para que se demonstre a credibilidade dos resultados. Dessa forma, seria
interessante repetir os ensaios para obtencdo de mais informacdes a fim de

consolidar uma resposta mais fidedigna.

Figura 11: Avaliacdo da indugdo de apoptose e necrose na linhagem
tratamento com o composto PR-11 (ICsy: 1 pM) e cisplatina (1Csy: 33 uM).
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Fonte: Autora, 2023.

Ademais, ja foi relatado que um dos mecanismos de agdo das TSCs é pela
indugdo de morte celular por apoptose (Sever, Belgin, 2020). Outro estudo relatou
que um derivado de TSCs contendo ouro (l) induziu a apoptose da linhagem Hela
229, por mecanismos de inibicdo da proliferacdo celular, assim como o composto
demonstrou a inibicdo da enzima tiorredoxina redutase (Gonzalez et al., 2020).

Um estudo realizado com um derivado de TSCs nas linhagens A549, MCF-7 e
U20S, verificou a possibilidade da indugcdo da apoptose envolvidas nestas células.

Porém, apenas as linhagens MCF-7 e U20S demonstraram apoptose significativa, ja
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a linhagem A549 n&o demonstrou valores estatisticamente favoraveis. No entanto, o
estudo avaliou também a expressdao dos genes BCL2, BCLXL, BAX, CASP3 e
CASP9 pela metodologia de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR),
onde foi observado que, na linhagem A549, os genes CASP3 e CASP9 estavam
com sua expressdo aumentada. Entretanto, mais uma vez, os valores se mostraram

estatisticamente n&o significativos (Bozgeyik, 2020).
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6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, nota-se a relevancia do composto PR-11 na
analise in silico, no ensaio de avaliacdo da toxicidade em PBMCs e no teste de
viabilidade celular por MTT nas linhagens neoplasicas de pulmdo. Os demais
ensaios, de analise do ciclo celular e avaliagdo da apoptose e necrose,
demonstraram resultados interessantes que incentivam a proceder com as buscas,
de modo a repetir os testes para verificar por quais mecanismos de acdo o composto
exerce sua atividade antineoplasica. Além disso, o estudo foi de devida importancia
para o desenvolvimento das pesquisas acerca da descoberta das novas moléculas
antineoplasicas, de forma a contribuir com resultados sobre os novos derivados da

TSCs com impacto no CP.
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