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RESUMO

O céancer é a denominacdo dada a um amplo grupo de doencas resultantes de
mutagdes genéticas, espontaneas ou induzidas por agentes patogénicos que comprometem
a funcgao celular levando a um crescimento desordenado das células e invasao dos tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se por outras regides do corpo (metastase) e levar ao 6bito. Com
a incidéncia e mortalidade por cancer em ascensido em todo o mundo, conforme apontado
pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS a doencga tem se tornado uma das principais
causas de obito prematuro antes dos 70 anos. No contexto brasileiro, a proje¢ao alarmante
de novos casos, especialmente em regides como Pernambuco, destaca a urgéncia de
estratégias eficazes de prevencao e tratamento. O tratamento do cancer é multifacetado,
abrangendo métodos como cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, o que reflete
a complexidade da doencga, porém apesar da cirurgia, quimioterapia e a radioterapia serem
os pilares dos tratamentos tradicionais, eles possuem como principal desvantagem a falta de
seletividade para as células tumorais e os quimioterapicos geralmente usados na clinica
como a cisplatina e o metotrexato estdo associados a reagbes adversas graves, enquanto
os fitocompostos provaram ser menos téxicos e mais eficazes. No entanto, alguns desafios
surgem quando se utiliza moléculas advindas de metabdlitos secundarios, como baixa
biodisponibilidade oral e uma citotoxicidade exagerada. A modificagdo estrutural emerge
como uma estratégia fundamental para otimizar a eficacia desses compostos. Dentro desse
cenario, as lactonas e os triazois surgem como classes de compostos com propriedades
bioldgicas notaveis. Lactonas, estruturas ciclicas derivadas da desidratagdo do acido latico,
e triazois, compostos heterociclicos, tém sido estudados por suas bioatividades, entre elas
atividades antimicrobianas, antiinflamatérias e antitumorais. A sinergia entre essas
estruturas inspirou a sintese de uma molécula hibrida, com potencial para apresentar
eficacia na inibicdo de células tumorais, minimizando efeitos adversos. Diante do exposto, o
presente estudo tem como objetivo investigar a atividade citotéxica das moléculas hibridas
JCO01 e JCO3 obtidas a partir da sintese total de uma unidade d-lactonas a,B-insaturadas e
um anel de triazol, em linhagens de células tumorais pelo ensaio colorimétrico de MTT. Os
resultados demonstraram potencial antitumoral promissor, considerando diferentes linhagens
e concentragdes, comparando-se € em alguns casos se sobressaindo a doxorrubicina,
tratamento consolidado na clinica. Apesar dos resultados entusiasmantes, seria interessante
avaliacbes adicionais para compreender completamente os efeitos citotdxicos e mecanismo
de agdo das moléculas hibridas no painel de linhagens testadas, assim como em novas
linhagens.

Palavras-chave: Cancer. 6-lactonas. Triazol. MTT. Potencial terapéutico
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ABSTRACT

Cancer is the term given to a broad group of diseases resulting from genetic
mutations, either spontaneous or induced by pathogenic agents, which impair cellular
function, leading to uncontrolled cell growth and invasion of tissues and organs. This can
spread to other parts of the body (metastasis) and may result in death. With the incidence
and mortality of cancer rising worldwide, as highlighted by the World Health Organization
(WHO), the disease has become one of the leading causes of premature death before the
age of 70. In the Brazilian context, the alarming projection of new cases, especially in regions
such as Pernambuco, underscores the urgency of effective prevention and treatment
strategies. Cancer treatment is multifaceted, encompassing methods such as surgery,
radiotherapy, chemotherapy, and immunotherapy, reflecting the complexity of the disease.
However, despite surgery, chemotherapy, and radiotherapy being the cornerstones of
traditional treatments, they have the major disadvantage of lacking selectivity for tumor cells.
Chemotherapeutic agents commonly used in clinical settings, such as cisplatin and
methotrexate, are associated with severe adverse reactions, whereas phytocompounds have
proven to be less toxic and more effective. Nevertheless, some challenges arise when using
molecules derived from secondary metabolites, such as low oral bioavailability and excessive
cytotoxicity. Structural modification emerges as a key strategy to optimize the efficacy of
these compounds. In this context, lactones and triazoles have emerged as classes of
compounds with notable biological properties. Lactones, cyclic structures derived from the
dehydration of lactic acid, and triazoles, heterocyclic compounds, have been studied for their
bioactivities, including antimicrobial, anti-inflammatory, and antitumor activities. The synergy
between these structures inspired the synthesis of a hybrid molecule with the potential to
effectively inhibit tumor cells while minimizing adverse effects. In light of this, the present
study aims to investigate the cytotoxic activity of the hybrid molecules JC0O1 and JCO03,
obtained from the total synthesis of an a,B-unsaturated d-lactone unit and a triazole ring, in
tumor cell lines using the MTT colorimetric assay. The results demonstrated promising
antitumor potential, considering different cell lines and concentrations, in some cases
surpassing doxorubicin, a well-established clinical treatment. Despite these encouraging
results, further evaluations would be beneficial to fully understand the cytotoxic effects and
mechanism of action of the hybrid molecules in the tested cell panel, as well as in new cell
lines.

Keywords: Cancer. &-lactones. Triazole. MTT. Therapeutic potential.
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1. INTRODUGAO

O cancer é um grande grupo de doengas que representa um obstaculo
persistente para a saude global, elas sao caracterizadas principalmente pelo
crescimento descontrolado de células anormais que podem se originar em
diversos orgaos e tecidos, invadindo estruturas adjacentes e, eventualmente,

disseminando-se para outras partes do corpo (Inca, 2022).

Com a incidéncia e mortalidade por cancer em ascensao em todo o mundo,
conforme apontado pela Organizacdo Mundial da Saude - OMS a doenga tem se
tornado uma das principais causas de obito prematuro antes dos 70 anos. No
contexto brasileiro, a projegdo alarmante de novos casos, especialmente em
regidbes como Pernambuco, destaca a urgéncia de estratégias eficazes de

prevencao e tratamento (Sung et al., 2021).

Além do fator genético (Meeks et al., 2015), a exposicao a fatores de risco
e o estilo de vida, parecem aumentar o risco de desenvolvimento de cancer. Logo,
compreender o impacto de tais fatores sobre a fisiopatologia da doenga, é
fundamental para desenvolver abordagens preventivas e terapéuticas

personalizadas (Kanch et al., 2014).

O tratamento do cancer é multifacetado, abrangendo métodos como
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, o que reflete a complexidade
da doenga (Devita et al., 2008 e Weinberg, 2013). Apesar da cirurgia,
quimioterapia e a radioterapia serem os pilares dos tratamentos tradicionais, eles
possuem como principal desvantagem a falta de seletividade para as células

tumorais (Demain et al., 2010).

Os medicamentos quimioterapicos convencionais como a cisplatina e o
metotrexato estdo associados a reagdes adversas graves, como perda de cabelo,
lesdo gastrointestinal, supressdo da medula Ossea, disfungdo neuroloégica e
resisténcia aos medicamentos, enquanto os fitocompostos provaram ser menos

téxicos e mais eficazes (Amit Koparde et al., 2019).
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Diante disso, a busca por novos agentes terapéuticos tem levado a
exploracdo de compostos derivados de produtos naturais (Huang et al., 2018) por
fornecerem uma fonte de inumeros compostos medicinais com um amplo
espectro de diversidade quimica e funcional, tornando-os perfeitos para a
descoberta de novos medicamentos (Zhang et al., 2023). Um exemplo disso é
que uma parcela substancial dos medicamentos antitumorais tem origem de

metabdlitos secundarios (Newman, 2020).

Apesar do aumento da popularidade dos produtos sintéticos que levou a
existéncia de muitos medicamentos hoje em dia (Feng et al., 2024), os
metabdlitos secundarios das plantas permanecem vitais para o design de
medicamentos (Amit Kopard et al., 2019), pois suas estruturas centrais servem
como modelos para a sintese ou semi sintese de novas substéncias para o
tratamento de doencas (Newman, 2023). Além disso, embora a seguranga e
eficacia das drogas sintéticas permaneca discutivel, as moléculas naturais ainda
desempenham um papel dominante no tratamento de doencgas (Meier; Lappas,
2016 e Cragg; Pezzuto, 2016) devido a sua alta tolerancia e aceitagdo pelo

paciente (Newman, 2023).

Entdo os beneficios dos compostos naturais como a reducdo dos efeitos
adversos e a capacidade de impactar nas multiplas vias de sinalizagao envolvidas
no processo de carcinogénese, poderiam ser considerados uma explicagéo para o
fato de que ha uma maior aprovagao de medicamentos antitumorais naturais ou

seminaturais do que aqueles estritamente sintéticos (Dehelean et al., 2021).

As plantas medicinais, utilizadas desde tempos antigos, desempenham um
papel significativo na descoberta de substancias bioativas (Seeman, 2017). O
avancgo na sintese total de produtos naturais, exemplificado por pioneiros como
Robert Burns Woodward, contribuiu substancialmente para o desenvolvimento de

terapias baseadas em compostos da natureza (Nicolaou et al., 2000)

No entanto, alguns desafios surgem quando se utiliza moléculas advindas
de metabdlitos secundarios, como baixa biodisponibilidade oral e uma
citotoxicidade exagerada. A modificacdo estrutural emerge como uma estratégia

fundamental para otimizar a eficacia desses compostos (Johnston et al., 2016).
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O uso da planta Galega officinalis conhecida também como arruda de
cabra, era prescrita como medicamento fitoterapico na Europa medieval para o
tratamento de “sede” e/ou micgao excessiva, picadas de veneno, variola, sarampo
e até na producdo de queijos (Hernandes Velazquez et al., 2023). Em 1918
Watanabe confirmou a capacidade da G. officinalis em reduzir os niveis de glicose
no sangue apos injetar em coelhos, cloridrato de guanidina extraido da planta,

conseguindo gerar um estado hipoglicémico (Watanabe, 1918).

A metformina, composto que é fruto de uma derivacdo de uma sintese
quimica da biguanida a base de arginina, destaca-se como um exemplo
bem-sucedido de modificagdo estrutural, sendo utilizada no tratamento de
diabetes e investigada por seus efeitos cardiovasculares e antitumorais (Zhang et
al., 2020).

Dentro desse cenario, as lactonas e os triazois surgem como classes de
compostos com propriedades biolégicas notaveis. Lactonas, estruturas ciclicas
derivadas da desidratacado do acido latico (Kim et al., 2021), e triazois, compostos
heterociclicos (Song et al., 2018), tém sido estudados por suas bioatividades,
entre elas atividades antimicrobianas, antiinflamatorias e antitumorais (Song et al.,
2018 e Kim et al., 2021).

A sinergia entre essas estruturas inspirou a sintese de uma molécula
hibrida, com potencial para apresentar eficacia na inibicdo de células tumorais,

minimizando efeitos adversos.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O QUE E CANCER?

Cancer € um grupo de mais de 100 doengas (Inca, 2020) que tém em
comum o crescimento desordenado de células anormais e com maior taxa de
replicagdo do que as células normais (Roy & Saikia., 2016). O surgimento e o

desenvolvimento do cancer sdo influenciados por uma ampla gama de fatores,
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tanto internos as células (como mutagdes genéticas, estado imunolégico e niveis
hormonais) quanto externos ao organismo (como exposi¢gdo ao tabagismo,
substancias quimicas, agentes infecciosos e radiacdo) (Roy & Saikia., 2016).
Esses elementos interagem de maneira complexa, levando a um comportamento

celular anébmalo e a uma proliferacdo descontrolada.

A consequente formagcdo de uma massa celular anormal no corpo pode
afetar os tecidos saudaveis circundantes e, em alguns casos, se disseminar para
outras partes do organismo através do processo de metastase que contém
propriedades invasivas (Ames; Gold; Willett., 1995). O desenvolvimento da
metastase aumenta o risco de morbidade e mortalidade para a maioria dos
pacientes (Anand P et al., 2008).

2.1.2 A Epidemiologia Do Cancer

A incidéncia e a mortalidade por cancer estdo crescendo de forma
expressiva em todo o mundo, considerada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) um dos principais desafios em termos de saude publica e uma das
principais causas de Obito globalmente. Na maioria dos paises, corresponde a
primeira ou a segunda causa de morte prematura, antes dos 70 anos (Sung et al.,
2021)

De acordo com dados publicados da International Agency for Research on
Cancer (IARC), a estimativa é que ocorreram anualmente mais de 19 milhdes de
novos casos de céancer em todo o mundo s6 em 2020, resultando em
aproximadamente 10 milhdes de obitos, e prevé-se que aumente para 13 milhdes
até 2030 (Sung et al., 2021).

O céancer de pulmd&o permanece como a principal causa de morte,
contribuindo com aproximadamente 1,8 milhdes de obitos anuais (Sung et al.,
2021), sendo o cancer de mama o tipo mais comum diagnosticado entre as
mulheres (Sung et al., 2021) e o de prdstata entre os homens (Siegel et al., 2023).

Estima-se que o impacto global do cancer atinja 28,4 milhdes de casos até 2040,
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representando um aumento de 47% em comparagao a 2020. Para o Brasil, a
projecao para o periodo de 2023 a 2025 sugere que serao diagnosticados
aproximadamente 704 mil novos casos de cancer, onde Pernambuco tem uma

taxa estimada de 251,26 casos para cada 100 mil habitantes (Sung et al., 2021).

2.1.3 Etiologia do cancer

Frequentemente a doencga surge devido a alteragbes genéticas que afetam
proteinas responsaveis pela regulacdo do ciclo celular (Iranzo, 2018). Essas
alteracbes podem ser hereditarias ou resultar de mutagdes provocadas por
agentes carcinogénicos presentes no habitat ou pelo estilo de vida do individuo
(Zhu et al, 2015). Em muitos casos, fatores genéticos e ambientais coexistem,
contribuindo para o acumulo gradual de mutagdes necessarias para desencadear

o desenvolvimento do cancer (Zhu et al., 2015).

Segundo as analises do estudo "Global Burden of Diseases, Injuries, and
Risk Factors Study (GBG)", o tabagismo é consistentemente reconhecido como
um dos principais impulsionadores do risco para diversos tipos de cancer,
abrangendo areas como pulmao, boca e eséfago. Além disso, 0 mesmo estudo
reconhece a contribuicdo da poluicao atmosférica, radiagao ionizante e exposi¢cao
a produtos quimicos ambientais, como o benzeno, para o aumento do risco da
doencga (Jeffrey D. Stanaway et al., 2018). Uma dieta inadequada, com o consumo
insuficiente de frutas, vegetais e fibras e 0 aumento do consumo de acucares
simples, decorrentes do processo de transicdo alimentar e nutricional na
alimentagao, também é associada ao aumento do risco de cancer, especialmente
o colorretal (Jeffrey D. Stanaway et al., 2019; World Cancer Research

Fund/American Institute for Cancer Research., 2020).

Toxinas ambientais, radiacdo, inflamacao e processos metabdlicos podem
levar a produgdo excessiva de espécie reativa de oxigénio (ERO) e causar
estresse oxidativo (Sharma et al., 2022). O inicio e a progressao do cancer estao
intimamente ligados a geracdo de estresse oxidativo dentro das células. O

estresse oxidativo € um desequilibrio entre a produgao de ERO e os mecanismos
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de defesa antioxidante nas células. Em condi¢des fisioldégicas normais, a
producao de ERO é equilibrada pela presenga de antioxidantes, que neutralizam

essas espécies reativas e mantém a homeostase celular (Sharma et al., 2022)

O estresse oxidativo em excesso pode causar danos a alguns
componentes celulares como ao acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e
lipideos (Sharma et al., 2022), o que desencadeia a ativagcdo dos mecanismos de
reparo para corrigir a lesdo. Se esses mecanismos de reparo ndo forem capazes
de restaurar adequadamente o DNA danificado, s&o iniciados sinais de morte
celular. Contudo, se esses mecanismos falham, as mutacdes celulares podem se
proliferar ao longo do tempo, acumulando-se e eventualmente formando um tumor
cancerigeno (Goldar et al., 2015; Torgovnick & Schumacher, 2015 e Rizvi et al.,
2021).

Fatores genéticos também s&o destacados como influentes na
predisposi¢cao dessa doenga (Kanch et al., 2014 e Meeks et al., 2015). Os genes
envolvidos no cancer podem ser divididos em dois grupos principais: oncogenes,
que tem o potencial de induzir o desenvolvimento do cancer quando alterados, e
genes supressores de tumor, que inibem o desenvolvimento de tumores quando

funcionam devidamente (Mabeta, 2018).

O p53 é um dos genes supressores de tumor mais importantes, regulando
o ciclo celular e a apoptose. Oncogenes significativos envolvidos na fisiopatologia
da doenca incluem K-RAS, B-RAF e c-MYC (Croce, 2008 e M. Zhao et al., 2012).
As alteragcbes genéticas e epigenéticas frequentemente presentes na célula
tumoral podem causar efeitos como aumento da proliferagao celular com elas se
tornando altamente resistentes a indugdo da apoptose. Esses efeitos séo
mediados por diversas vias de sinalizacdo que desempenham um papel na
tumorigénese. Compreender, definir e rastrear a via de sinalizagdo e os genes
envolvidos € crucial para identificar individuos em maior risco e desenvolver
estratégias personalizadas de prevencao e tratamento (Vaghari Tanari et al.,
2021).
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2.1.4 Oncogenes e cancer

Nos mecanismos das células saudaveis, sao identificados proto-oncogenes
que desempenham fungdes importantes na regulagdo dos processos bioldgicos.
Estes proto-oncogenes desempenham papeis polifuncionais, podendo atuar como
mediadores do crescimento celular, transdutores de sinais intracelulares e
facilitadores da transcrigdo genética no nucleo celular. Estando presente nos
genomas de mamiferos e aves, ha proto-oncogenes responsaveis por regular

tanto a diferenciagdo quanto a proliferagao celular normal (Derelanko, 2001).

Um proto-oncogene pode ser expresso em niveis relativamente baixos,
adaptando-se as demandas metabdlicas da célula. Contudo, em situacdes
especificas, sua expressao pode ser substancialmente induzida (Jgarglio, 2012).
Alteracbes nos genes que afetam o controle do comportamento celular ou na
estrutura das proteinas que os genes codificam, podem resultar na transformacéao
de proto-oncogenes em oncogenes nas células cancerigenas. Esses oncogenes,
uma vez formados, estimulam a divisao celular, desempenhando um papel crucial

na origem do cancer (Jan, Chaudhry, 2019; Tabel, Digiovanni , 2011).

As mutagdes fisicas que ativam esses proto-oncogenes podem ser
categorizadas em dois tipos: aquelas que alteram a estrutura da proteina
codificada (como nas alteragdes pontuais nos proto-oncogenes RAS e rearranjos
cromossbmicos, como a translocagao Filadélfia (BRC-ABL), formando genes
hibridos e também mutacdes que perturbam a regulagcdo da expresséao proteica,
como na amplificagdo de genes ou da translocagdo de cromossomos, como no
caso em que o gene MYC é colocado sob o controle das sequéncias
intensificadoras de imunoglobulina (Battaile, Reynard, Ducarme, 2017,
Kurebayashi, 2001 e Klinakis et al., 2016).

2.1.5 Supressores de tumor e cancer
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Nas células normais saudaveis, ha expressdo dos oncogenes e 0s genes
supressores que também desempenham papel crucial no crescimento e
diferenciagao celular normais, além de impedirem o desenvolvimento da célula
cancerigena (Nenclares; Harrington, 2020). Had um extenso grupo desses genes
que compartilham a caracteristica comum de protegerem o organismo contra a
neoplasia. Para que uma célula cancerosa prospere ou persista, ambas as copias
de um gene supressor de tumor precisam estar inativas. A auséncia ou inativacao
devido a mutagdes desses genes supressores de tumor, € associada ao

desenvolvimento do cancer (Nenclares; Harrington, 2020).

As mutacbes no gene TP53, que codifica a proteina p53, sdo as
ocorréncias genéticas mais comuns no cancer (Freed-Pastor; Prives, 2012). Elas
sdo observadas em 30% a 50% dos casos de cancer em humanos, com uma
incidéncia especialmente elevada, superior a 50%, em casos como cancer de
ovario, pulmao, colorretal, cabega e pescogo, pancreas, utero, mama e bexiga
(Cerami et al., 2012).

A proteina p53 transcrita pelo gene TP53 é considerada uma proteina
supressora tumoral por ser uma proteina capaz de detectar inconformidades
génicas ou desequilibrios homeostaticos nas células, atuando na ativacdo de
genes que levardao a diferentes respostas de supressdo ao dano, que podem
variar desde um simples reparo no DNA até a inducdo apoptotica da célula
em questdao (Pezzini et al., 2023) por meio de dois mecanismos principais:
primeiramente, interrompendo o ciclo celular e impedindo que as células
prossigam para a fase G1, e segundo, atuando como um catalisador para a
apoptose, o processo de morte celular programada. Assim, a desativagao da p53
acarreta na perda de dois importantes mecanismos reguladores do processo
tumoral: a capacidade de as células se proliferam e a capacidade de se auto
destruirem (Yeo, 1999).

A resisténcia aos sinais de morte celular e a capacidade de se tornarem
imortais sado caracteristicas fundamentais do processo tumoral. Existem trés

principais formas de morte celular programada: apoptose, autofagia e necrose
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programada, as quais podem, em conjunto, determinar o destino das células
cancerosas (Jain et al., 2013). No entanto, a apoptose destaca-se
particularmente, sendo objeto para o desenvolvimento de estratégias para induzir
a morte celular em células cancerosas, como parte do tratamento contra o cancer
(Pimentel; Zhou; Gen Sheng Wu, 2023)

2.2 TRATAMENTOS DO CANCER

A escolha e a eficacia do tratamento do cancer dependem de diversos
fatores, como o tipo especifico do tumor, sua localizagdo no corpo e em qual
estadiamento se encontra. O tratamento oncologico € altamente diversificado,
muitas vezes exigindo uma abordagem multidisciplinar que combina diferentes
modalidades terapéuticas. A cirurgia € a principal estratégia para eliminar células
em tumores solidos, ndo sendo apropriado para inibir ou erradicar células que se
metastizaram (Pan et al., 2016). Segundo o trabalho publicado por Pan et al, a
cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sdo os pilares dos tratamentos
tradicionais, que possuem como principal desvantagem a falta de seletividade
para as células tumorais. O tratamento citotoxico frequentemente suprime a
expressdao de DNA e proteinas em células cancerigenas tumorais e células
normais do hospedeiro, ndo diferenciando entre células saudaveis ou mutantes.
Isso resulta em um indice terapéutico estreito, levando a indiscriminada toxicidade
(Pan et al., 2016).

Além disso, como a maioria dos medicamentos quimioterapicos atuam em
células de multiplicacdo rapida, como aquelas encontradas na medula dssea,
trato gastrointestinal (TGI) e foliculos capilares, eles podem afetar negativamente

essas areas de forma significativa (Amjad et al., 2022).

A resisténcia a quimioterapia representa uma barreira adicional no
tratamento do cancer. Diversos mecanismos de resisténcia a medicamentos
quimioterapicos incluem efluxo ativo, inativacdo do medicamento, modificacao do

alvo do medicamento e inibicdo do processo de morte celular (Seukep; Kuete.,
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2024). Portanto, € crucial entender as diferengas moleculares entre células
normais e cancerigenas para identificar alvos especificos no cancer. Isso permitira
o desenvolvimento de terapias direcionadas, aumentando sua eficacia e
reduzindo os efeitos colaterais, evidenciando a necessidade de tratamentos

antitumorais cada vez mais eficazes (Weinberg, 1983 e Riley; Desai, 2009).

Levando isso em consideragao, novas abordagens estdo em constante
desenvolvimento. Isso inclui terapias mais modernas, como a terapia hormonal,
terapias baseadas em células-tronco, imunoterapias e terapias direcionadas, que
visam especificamente os mecanismos biolégicos envolvidos no crescimento e na
propagacao do cancer (Dorai; Aggarwal, 2004). Além disso, novos ensaios
experimentais recentes estdo explorando maneiras de interromper a capacidade
de angiogénese tumoral de manipular geneticamente as vias celulares envolvidas
na morte celular programada e na supressao tumoral (Pan et al., 2016). Esses
tratamentos inovadores sao aplicados em uma ampla gama de tipos de cancer,

abrangendo desde o cérebro até os 6rgaos reprodutivos. (Folge. O et al., 2011).

A cirurgia é indicada em casos de tumores primarios quando possivel,
enquanto que a radioterapia usa da radiagao para destruir ou danificar as células
cancerosas. A quimioterapia, utiliza medicamentos para combater as células
anormais, sendo especialmente eficaz em canceres com elevada taxa de
replicacao e risco de metastases como nos canceres de mama. A imunoterapia
mobiliza o sistema imunoldgico do paciente para combater o cancer, tornando-as
mais eficazes na identificagdo e destruicdo de células malignas. Enquanto que
terapias-alvo visam bloquear ou interferir em processos especificos que

promovem o crescimento tumoral (Weinberg, 2013 e Devita et al., 2019).

2.2 IMUNOTERAPIA - INIBIDORES DE CHECK-POINT

Em situagdes fisioldgicas do corpo, as células do sistema imunoldgico

utiizam de pontos de verificagdo para iniciar uma resposta imune. Esse

mecanismo tem a finalidade de regular a resposta imunoldgica, assegurando a
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homeostase do organismo e prevenindo doengas autoimunes (Haanen; Robert.,
2015). Os checkpoints imunoldgicos sdo moléculas localizadas na superficie das
células do sistema imune, responsaveis por enviar estimulos co-inibitorios que
atenuam a resposta imune (Naidoo; Page; Wolchok., 2014). Eles modificam a
regulagdo da ativagdo e multiplicagdo de células T, possibilitando a tolerancia a

autoantigenos e a certos tipos de células tumorais.

Ao estimular as células T CD4+/CD8+ citotdxicas, os Inibidores de
(ICI)

desencadeando uma atividade antitumoral (Sibaud., 2017). A terapia de ICI

Checkpoint Imunoldgico modificam a resposta do sistema imune,

recebeu aprovagao tanto da Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos quanto da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil

para o tratamento de diversos tipos de tumores, conforme indicado na Tabela 1
(Reis Ap et al., 2020).

Tipos de tumor Agente terapéutico Ano de
aprovacao
Melanoma Ipilimumabe 2011
Cancer pulmonar de células Nivolumabe 2015
nao pequenas
Cancer pulmonar de células Pembrolizumabe 2015
nao pequenas
Melanoma (BRAF selvagem) Ipilimumabe+ 2015
Melanoma Ipilimumabe 2015
Carcinoma renal Nivolumabe 2015
Carcinomas de cabeca e Pembrolizumabe 2016
pescogo
Melanoma (qualquer BRAF) Ipilimumabe+Nivolumabe 2016
Cancer pulmonar de células Atezolizumabe 2016
nao pequenas
Linfoma de Hodgkin Pembrolizumabe 2017
Carcinomas de vias urinarias Avelumabe 2017
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Carcinomas de vias urinarias Durvalumabe 2017
Carcinoma hepatocelular Nivolumabe 2017
Carcinoma gastrico e Pembrolizumabe 2017

gastroesofagico

Carcinoma renal Ipilimumabe+Nivolumabe 2018

Tabela 1. Inibidores de checkpoint imunoldgico aprovados pela FDA.
(Adaptado em Reis Ap et al., 2020)

Inovacdes significativas tém marcado os avangos no tratamento do céncer
nos ultimos anos devido a terapia de ICI. A intervencao através do bloqueio do
CTLA-4 (Anticorpos Contra o Linfécito T Citotoxico-4) e da PD-1 (morte celular
programada da proteina 1) ou de seu ligante, PDL-1 (morte celular programada
da anti-proteina 1), tem potencializado a resposta imunolégica do organismo
contra células tumorais em diversos tipos de cancer, incluindo melanoma, cancer
de pulmao, bexiga, rim, cabeca e pescoco, linfoma, tumores intestinais, de figado

e gastricos (Reis Ap et al., 2020)

O checkpoint imunolégico CTLA-4 foi identificado pela primeira vez por
Brunet et al. em 1980 (Brunet et al., 1987). Posteriormente, descobriu-se que o
CTLA-4 nas células T se liga competitivamente ao B7 (CD80) das células
apresentadoras de antigenos, interferindo nas interagcbes com o CD28. Essa
interferéncia impacta a coestimulagcdo na fase inicial da ativagao das células T
(Krummel; Allison., 1995). O CTLA-4 é encontrado na superficie das células T,
desempenhando um papel inibitério. O ipilimumab, um anticorpo monoclonal
humanizado, atua impedindo a ligagdo do CTLA-4, resultando na desativagado do

sinal inibitorio da célula T (Haanen; Robert., 2015).

Em 1992, o checkpoint imunolégico PD-1 foi clonado (Leach; Krummel;
Allison., 1996) seguido pela identificagdo do seu ligante, o PDL-1 (Ishida et al.,
1992; Dong et al., 2002; Freeman et al., 2000; Dong et al., 1999). O PDL-1 é
expresso em varios tecidos tumorais, como rins e pulmdes, isso faz com que as
células tumorais se tornem invisiveis ao sistema imunoldgico, ao se ligar com a

proteina de morte celular programada (PD-1), um ponto de verificagao das células
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T, leva a morte delas, favorecendo a massa tumoral (Topalian; Drake; Pardoll,
2012)

Muitos tipos de céancer utilizam esse mecanismo para evitar a deteccéo e
destruicdo pelas células T. Os inibidores do PD-1 bloqueiam a interacéo entre o
PDL-1 e seu receptor, permitindo que o sistema imunolégico reconhecga e ataque
as células tumorais. Os anticorpos inibidores direcionados a interagao entre o
PD-1 e seus ligantes tém mostrado eficacia na resposta antitumoral (Topalian;
Drake; Pardoll, 2012). Anticorpos humanizados como pembrolizumab, nivolumab,
MEDI4736 e MPDL3280A impulsionam a resposta antitumoral das células T ao
bloquear a interagcdo entre PD-1 e PD-L1, prevenindo a inativagcado das células T
(Reck et al., 2016).

Embora essa terapia represente um avango significativo no tratamento do
cancer, ainda ha desafios, especialmente em relacdo aos efeitos adversos
imunorrelacionados: Desenvolvimento de doencas autoimunes tais como a
destruicdo de células saudaveis do organismo, devido a quebra da tolerancia
imunoldgica. Os efeitos adversos comuns incluem diarreia, colite, rash cutaneo,

dermatite, elevagao de transaminases, hipofisite e tireoidite (Berner et al., 2019).

2.3 COMPOSTOS NATURAIS COMO TRATAMENTOS PARA O CANCER

Desde os tempos pré-histéricos, as plantas medicinais tém sido utilizadas
como recursos terapéuticos (Awuchi Chinaza, 2019). O uso de plantas como
remédio remonta aos primordios do homem. Os registros fésseis datam o uso
humano de plantas como medicamentos pelo menos até o Paleolitico Médio.
Evidéncias desta associagao inicial foram encontradas no tumulo de um homem
de Neandertal enterrado ha 60 mil anos (Hosseinzadeh et al., 2015). Com a
invencdo da escrita, o compartiihamento de conhecimento erudito tornou-se
comum. Os escritos mais antigos, de Shen Nong de 2800 anos a.C detalham o
uso medicinal de diversas plantas (Almeida, 2019). O Papiro de Ebers 2900 a.C. é
outro histoérico importante onde sdo descritas 700 espécies medicinais e

destaca-se como documento basilar na cultura médica (Firmo et al, 2011).
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Ao longo dos séculos, O LIVRO “'Matéria Médica Chinesa” foi
amplamente documentada, comegando em 1100 a.C. com Wu Shi Er Bing Fang
(Cragg and Newman, 2013) Este livro aborda tratamentos a base de fitoterapicos
para 52 doengas, sendo posteriormente registrado no Shennong Herbal, cerca de
100 a.C., com 365 medicamentos, e no Tang Herbal, em 659 d.C., mencionando
850 fitoterapicos. Esses registros histéricos fornecem uma base valiosa para a

pratica médica tradicional chinesa (Jutte et al., 2017).

Os gregos e romanos desempenharam um papel significativo no
desenvolvimento racional do uso de compostos bioativos a base de plantas no
antigo mundo ocidental (Cragg and Newman, 2013), Os autores mencionam que
por volta de 300 a.C., o filésofo e cientista natural grego, Theophrastus, estudou
diversas ervas medicinais, enquanto em 100 d.C., o médico grego Dioscérides
registrou métodos de coleta, armazenamento e indicagdes de varias plantas

medicinais..

O destaque na terapéutica moderna pode ser observado com a utilizagcéo
notavel de ervas terapéuticas como a papoula, a maconha e a babosa (Calixto e
Siqueira, 2008). Porém apenas no século XIX, quando Friedrich Serturner isolou o
alcaloide "~ " morfina~ em 1806, a busca cientifica por principios ativos dessas
plantas teve inicio (Demain et al., 2010). Exemplos notaveis do uso clinico de
principios ativos de plantas incluem a D-tubocurarina, um relaxante muscular, e a
berberina com sua atividade antibacteriana no tratamento de enterite infecciosa e
disenteria bacilar (Zhang et al., 2020). (

O estudo moderno de compostos derivados de plantas para tratamento de
doencas também acontece porque, como muitos metabdlitos secundarios estao
envolvidos nas interagdes das plantas com seu ambiente, seu aparecimento nas
linhagens de plantas esta intimamente associado a defesa contra a coevolugao de

microbios/pragas/predadores da planta (Dixon; Alexandra Jazz Dickinson, 2024).
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Nos ultimos anos, houve uma extensa utilizacdo de medicamentos
derivados de produtos naturais no tratamento do cancer, devido sua diversidade
de fontes, bioatividades aprimoradas e baixa toxicidade (Huang et al., 2019). Além
disso, numerosos estudos indicam que essas drogas, provenientes de fontes
naturais, podem desempenhar papeis anticancer, interferindo em processos como
metastases, invasdes, apoptose e angiogénese, que constituem caracteristicas

cruciais nos canceres humanos (Sharma, 2018; Hanahan e Weinberg, 2000).

Durante o periodo de 1981 a 2019, cerca de 25% dos medicamentos
anticancer recém-aprovados foram associados a produtos naturais (D.J. Newman,
2020) Nesse intermédio, foram documentados diversos compostos com potencial
anticancer e caracteristicas estruturais unicas que exploram novas abordagens

terapéuticas para a doenga (M.Y. Huang et al., 2018)

No cenario brasileiro, s&o realizados estudos sobre moléculas isoladas de
plantas que apresentam atividade antitumoral, abrangendo diversas classes
quimicas, como pterocarpanos, alcaloides, diterpenos e cucurbitacinas (Militdo et
al., 2014; Ferreira et al., 2014; Militdo et al., 2012; Souza et al., 2016). A fonte de
compostos bioativos da flora brasileira permite o isolamento e identificagdo de

moléculas biologicamente ativas.

2.4 HISTORIA DO USO DE COMPOSTOS NATURAIS

Ao longo do século XIX, os progressos nas areas de fitoquimica e quimica
analitica aprimoraram a habilidade humana de investigar detalhadamente os
compostos naturais, identificando constituintes bioativos puros para maximizar o
potencial de sua aplicagdo. A descoberta de medicamentos baseados nesses
produtos ganhou proeminéncia no ultimo século devido aos avancos cientificos na

quimica e medicina modernas (Johnston et al., 2016)

Conforme a ciéncia avanga no isolamento de compostos ativos de
substancias naturais, a énfase na descoberta de medicamentos volta-se para a

identificacdo estrutural. Na década de 1940, Robert Burns Woodward introduziu
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métodos fisicos para identificar essas estruturas (Seeman, 2017). Robert foi um
pioneiro na sintese total de produtos naturais, realizando a sintese de diversas
substancias complexas de sua época, incluindo colesterol, cortisona, clorofila,
quinina e reserpina (Seeman, 2017). Essa contribuicdo impulsionou o avango na

sintese total de substancias organicas de origem natural (Nlcolaou et al, 2010).

Porém, alguns produtos naturais podem apresentar baixa atividade ou
biodisponibilidade oral, a modificagdo no design da sua estrutura pode fazer a
diferenca (Johnston et al., 2016). A obtencdo desses compostos ocorre por meio
de modificacdo estrutural e sintese quimica, sendo esses métodos
frequentemente empregados para desenvolver medicamentos ideais (Johnston et
al., 2016)

A integragdo crescente da pesquisa em produtos de metabolismo
secundario com a biologia molecular, promete a obtencdo de recursos
farmacéuticos mais valiosos da natureza. Um exemplo disso, é a metformina, um
derivado de produtos naturais obtido através de uma sintese quimica da
biguanida a base de arginina, utilizado amplamente na pratica clinica como um
medicamento de primeira linha para o tratamento de diabetes mellitus tipo 2. Foi
aprovada pelo FDA em 1994 e experimentalmente, vem-se estudando seu

potencial cardioprotetor e antitumoral (Zhang, L et al., 2020).

Outro exemplo € que as moléculas como os macrolideos, o taxol, as
ecteinascidinas e a caliqueamicina yl, que passaram por sintese total, sédo
atualmente objetos extensivamente estudados em varias abordagens de design,

devido aos seus notaveis valores terapéuticos (Li, G.; Lou; Qi., 2022).

2.4 1 Lactonas

Os metabdlitos secundarios, também conhecidos como produtos naturais,

possuem um papel de protagonismo na pesquisa e desenvolvimento de novas

substancias bioativas (Takamura, 2018). Entre eles, as lactonas se destacam
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devido as suas notaveis propriedades biologicas e estruturas quimicas
interessantes. Esses compostos sdo sintetizados por uma variedade de
organismos como as plantas, bactérias, fungos, esponjas marinhas e outros
(Reddy et al, 2018). As lactonas, sao ésteres organicos derivados da
desidratacdo do acido latico, com estrutura quimica ciclicas (Kim et al., 2021).
Podendo ter em sua estrutura analogos contendo insaturagdo ou heteroatomos
substituindo um ou mais atomos de carbono no anel (Sartori; Diaz; Diaz-Mufoz,
2021).

Produtos isolados de animais marinhos e plantas contendo unidade
O-lactonas a,B-insaturadas em suas composicoes, tém sido objeto de estudo
significativo pois exibem uma diversidade notavel de atividades bioldgicas,
abrangendo propriedades anti-parasitarias, antitumurais, anti-inflamatorias e
antivirais, em especial contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Kim et
al., 2021; Barros et al., 2014; Lee et al., 2011; Hagen et al., 2000). Entre esses
compostos, vale ressaltar a fostriecina, a citostatina, a leptomicina B, a
goniotalamina, a massoialactona e cavalactona (Barros et al., 2014; Lee, S.-M. et
al., 2011; Carmona et al., 2003). Os membros dessas categorias sdo nomeados
de a-, B-, y-, - e w-lactonas, possuindo anéis com 3, 4, 5, 6 e 7 membros,
respectivamente (Figura 1) (Raimo Alén, 2018). As y- e &-lactonas sao
encontradas em mais abundéncia na natureza devido a alta estabilidade de seus

aneis lacténicos (Koszelewski et al., 2019; Melis sardan et al., 2012).

Figura 1 - Representagao estrutural de a-, 3-, y-, - e w-lactonas.
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(Sartori; Diaz; Diaz-Mufioz, 2021).

Dentre algumas lactonas a, B-insaturadas previamente mencionadas,
algumas demonstraram efeitos imunossupressores contra a interleucina-2 (IL-2)
(Schimidt et al., 1999). Devido os efeitos farmacoldgicos dessas moléculas nao
estarem bem estabelecidas, ensaios experimentais vém sendo desenvolvidos em
busca de avaliar seu efeito bioldgico a partir da exploragado de suas propriedades

bioativas

2.4.2 Triazol

Triazol € um composto heterociclico caracterizado por um anel de cinco
membros contendo dois atomos de carbono e trés atomos de nitrogénio (Song et
al.,2018). Com base na disposicdo dos nitrogénios e na posicdo dos trés
hidrogénios no anel de cinco membros, o triazol possui quatro isbmeros. Esses
isdbmeros podem ser categorizados em dois pares de tautdbmeros: 1,2,3-triazol
(1H-1,2,3- e 2H-1,2,3-) e 1,2,4-triazol (1H-1,2,4- e 2H-1,2,4-) (Sumrra et al., 2020)
(Figura 2)

Figura 2 - Representagao esquematica dos isdmeros da molécula de triazol
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(Salma et al., 2024)

Estudos indicam que os derivados de triazol possuem uma ampla gama de
atividades biologicas (Ayati et al., 2016), exibindo atividade de inibigdo contra
algumas enzimas comuns, como tirosinase, acetilcolinesterase, [(-lactamase,
anidrase carbdnica e enzima a-glicosidase (Salma et al., 2024) além de atividades
analgésicas, antiinflamatodrias, anticonvulsivantes, antineoplasicas, antimalaricas,
antivirais, anti proliferativas e antimicrobianas. além de apresentar potencial
citotdxico em ensaios in vitro contra varias células cancerigenas humanas (Deng;
Sun; Bahaa G.M. Youssif.,, 2023; D. Kumar et al., 2011). Sdo encontrados em
muitos compostos potentes e biologicamente ativos, como trazodona
(antidepressivo), rizatriptano  (medicamento  antimigrano),  hexaconazol
(antifungico) e alprazolam (hipténico, sedativo e tranquilizante). A abundancia de
elétrons e a natureza aromatica do triazol conferem-lhe a capacidade de se
associar de maneira versatil com diversas biomacromoléculas, estabelecendo
interacdes que incluem ligacdes pi-pi, ligagdes de hidrogénio e ligagbes ion-dipolo
(Song et al., 2018; Deng; Sun; Bahaa G.M. Youssif, 2023). Esse heterociclo é
também reconhecido por sua estabilidade em condi¢cbes acidas, basicas e
oxido-redutivas (M. Whiting, 2006).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acetylcholinesterase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/carbonic-anhydrase
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2.4.3 Drogas hibridas

A crescente compreensdo da complexidade molecular do céancer e dos
mecanismos de sua resisténcia a medicamentos anticancer, aliada a vasta
experiéncia clinica, sugere que atingir efeitos quimioterapicos desejaveis no
tratamento avangcado da doenca €& quase impossivel por meio de terapia
medicamentosa unica (Falzone; Salomone; Libra., 2018). A abordagem multi alvo
oferece beneficios terapéuticos anticancer aprimorados com maior seguranga e
também diminui o risco de desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos
(Delou et al., 2019). Os hibridos baseiam-se no principio de combinar estruturas
parciais ou inteiras para criar entidades moleculares novas e possivelmente mais
ativas (Mehta; Singh, V., 2002).

Os medicamentos hibridos, conhecidos também como "alvos multiplos de
molécula unica" ou "ligantes multiplos", representam uma forma avancgada de
terapia combinada. Uma abordagem de design de medicamentos baseada em
racionalidade que viabiliza a fusdo de um ou mais compostos bioativos, ou suas
subunidades farmacoféricas, em uma unica molécula (Szumilak et al., 2021).
Moléculas hibridas sao conhecidas como compostos multidirecionados,
polimultifuncionais e quiméricos. Estas representam combinagbes de duas
moléculas bioativas distintas, apresentando atividade farmacoférica complementar
e diferentes modos de acgéo. Tal arranjo resulta em atividades farmacoldgicas
aprimoradas e efeitos sinérgicos. Esse novo paradigma abre perspectivas
inovadoras para explorar fontes naturais, visando aumentar tanto a seguranca

quanto a eficacia (Szumilak et al., 2021).

Diversos compostos com ampla diversidade molecular tém sido
clinicamente empregados na quimioterapia do cancer. Produtos naturais como
paclitaxel, docetaxel, estrogénio, geldanamicina, doxorrubicina, daunorrubicina,
distamicina A, curcumina e topsentinas tém demonstrado eficacia no tratamento
do cancer (Xiao et al., 2016). Um exemplo disso € pode ser visto em uma
molécula hibrida de geldanamicina-estradiol que possui (IC50 = 0,1 uM, HERZ2;

IC50 = 0,08 uM; ER) que promove degradagao seletiva de proteinas tirosina


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/molecular-entity
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quinases ER e HER-2 possuindo também mais seletividade do que os

medicamentos individuais (Choudhary et al., 2018).

Diante dos resultados farmacologicos promissores e uma retorica
bibliografica pertinente, nosso grupo sintetizou moléculas hibridas criada a partir
da sintese total de uma unidade d-lactona a,B-insaturadas e um anel de triazol
para avaliagao de citotoxicidade em células tumorais humanas (Figura 3 e 4). A
JCO1 possui dois grupos acetato (AcO) ligados a um anel lactdnico. Ja na
molécula JCO3 um dos grupos acetato foi removido, revelando um grupo hidroxila
(OH) livre.

A natureza complexa dessa molécula permite explorar sinergias entre os
grupos funcionais de ambas as estruturas, potencializando seus efeitos
farmacoldgicos. A presenca do triazol fornece propriedades quimicas especificas,
enquanto a lactona desempenha um papel importante na modulacéo da atividade
celular. Essa estratégia de design molecular visa a eficacia na inibicao das células

tumorais e também a minimizacao de efeitos adversos em células saudaveis.

Figura 3 — Estrutura quimica da molécula hibrida d-lactonas a,B-insaturadas com um anel de

triazol JCO1.
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Figura 4 — Estrutura quimica da molécula hibrida d-lactonas a,B-insaturadas com um anel de

triazol JCO3.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliagéo da citotoxicidade da molécula hibrida, obtida pela sintese total de
uma unidade ©-lactonas a,B-insaturadas e um anel de triazol, em diferentes
linhagens de células tumorais.
3.2 Objetivos Especificos

e Determinacao da citotoxicidade em concentragdo Unica num painel de
quatro (4) linhagens tumorais.

e Determinar a concentragdo que causa 50% de inibigdo (IC50) em quatro

(4) linhagens tumorais.

4 METODOLOGIA
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Os experimentos foram realizados nos laboratérios do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco entre os anos
de 2022 e 2023.

4.1 CELULAS

As células utilizadas nos ensaios de citotoxicidade foram HL60, HCT-116,
K562, NCI-H292 (Leucemia Promielocitica, Carcinoma Colorretal, Leucemia
Mieloide Crénica, Carcinoma Pulmonar, respectivamente), e obtidas do Banco de

células do Rio de Janeiro.

4.2 Obtengao das Séries de Compostos Derivados

O composto JCO01 e JCO3 foi cedido pelo professor Dr. Paulo de Menezes
da Universidade Federal de Pernambuco obtida pela sintese total de uma unidade

O-lactonas a,B-insaturadas com inser¢cdo de um anel de triazol.

4.3 Avaliacao da citotoxicidade pela reducdo de MTT

O experimento de avaliagdo de citotoxicidade foi conduzido mediante o
ensaio colorimétrico de MTT (3- (4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazdlio), que avalia a viabilidade celular por meio do estado metabdlico das
células, se foi ou ndo diminuida pelo agente citotoxico (Sylvester et al., 2011) e
baseia-se na capacidade de células viaveis metabolizarem o tetrazdlio na
mitocdndria pela agdo de enzimas desidrogenases a um produto final, o formazan
(Mosmann, 1983). As linhagens celulares foram cultivadas em frascos plasticos
para cultura (SPL Life Sciences, 25cm2, volume de 150mL para células aderidas
e 75cm2) e utilizando o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de

soro fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina).

As células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de
CO2, sendo distribuidas em multiplacas de 96 pocos em uma densidade de 1,0 x

10"5 células/mL. Apds 24 horas de incubagdo, os derivados d-lactonas
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a,B-insaturadas dissolvidos em DMSO puro estéril para a concentragao estoque
de 5mg/mL foram diluidos seriadamente em meio RPMI para obtengdo das
concentragdes finais (0,039-25ug/mL) e adicionados em placa de 96 pocos

(100uL/pogo), sendo incubados por 72 horas.

Para fins de comparagao, o quimioterapico doxorrubicina (1mg/mL) foi
utilizado como controle positivo, como controle negativo foi utilizado o DMSO na
mesma quantidade usada da doxorrubicina. Apdés o periodo de incubagao, cada
cavidade recebeu 20 uL da solucado de MTT. As placas foram reincubadas durante
3 horas, em estufa a 37°C e a 5% CO2. Apds esse periodo, o sobrenadante foi
descartado (MTT excedente removido), e o precipitado foi ressuspenso em 100uL
de DMSO com a finalidade de solubilizar e quantificar os cristais de formazan
produzidos pelas células vivas durante a incubagédo. Em seguida, as absorbéancias
das amostras foram lidas em um leitor de microplacas (Varioskan, Thermo

Scientific) no comprimento de onda de 575nm (Mossman et al., 1983).

O composto foi testado em diluicdo seriada, em duplicata, registrando a
porcentagem de inibicdo em relagdo ao log da concentragdo de cada composto.
As CI50 (concentracao inibitéria média capaz de inibir 50% do efeito maximo) e
seus respectivos intervalos de confianga (IC 95%) foram determinados a partir de
regressdo nao-linear utilizando o programa Prisma versdao 5.0 (GraphPad

Software).

4.4 Método de analises do resultado

Na avaliagcdo de concentragdo unica, as amostras foram submetidas ao
teste a uma concentragao fixa de 25 ug/mL. Utilizando uma escala de intensidade,
o potencial citotoxico das amostras foi classificado em categorias: sem atividade,
com pouca atividade (inibigdo de crescimento celular de 1 a 50%), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular de 50 a 75%) e com muita atividade
(inibicdo de crescimento de 75 a 100%). Amostras que apresentaram mais de

75% de inibigao tiveram a CI50 calculada.
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O controle positivo foi representado pela doxorrubicina na concentragao de
5 upg/mL. Os experimentos foram analisados com base em suas médias e
respectivos intervalos de confianca, utilizando o programa GraphPad Prism. Cada

amostra foi testada em duplicata em dois experimentos independentes.

4.5 Analise estatistica

Para o calculo da CI50, foi empregada uma regressdo nao linear no
programa GraphPad Prism, com cada amostra sendo testada em duplicata. Essa
analise permitiu determinar a concentragdo na qual 50% do efeito inibitério foi

alcangado para cada amostra.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 apresenta a porcentagem de inibigdo do crescimento celular e o
desvio padrao da meédia em linhagens tumorais, apés o tratamento com os
compostos em uma concentragdo unica de 25 pg/mL. Essa analise proporciona
uma visao detalhada do impacto dos compostos sobre o crescimento celular nas

linhagens tumorais, destacando a variabilidade nas respostas observadas

Tabela 2 — Porcentagem de inibicdo do crescimento celular e desvio padrdo da média em

linhagens tumorais apds tratamento com os compostos na concentragao de 25 pg/mL.

NCI-H292 HL60 K562 HCT116

Compostos  %inibicdo Desvio %inibicdo Desvio %inibicdo Desvio %inibicdo Desvio

Jco1 17,8 8,4 42,8 15,4 45,4 14,3 36,4 13,4
JCo03 93,8 41 85,3 7,5 89,7 5,4 95,3 2,5
Doxorrubicina 90,3 5,2 92,5 0,3 89,7 1,7 79,4 6,1

O composto hibrido JCO3, na concentragédo de 25 ug/mL, demonstrou uma

notavel eficacia inibitoria no crescimento celular da linhagem NCI-H292, atingindo
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uma porcentagem de inibicdo de 93,8%, evidenciando um resultado similar ao
grupo controle. O composto JCO1 teve pouca atividade nessa linhagem, tendo
17,8% de inibi¢do

Na linhagem HL60, o composto JCO3 apresentou uma porcentagem de
inibicdo de 85,3%, indicando uma eficacia inferior em comparagdo com a
linhagem NCI-H292 porém manteve proximidade com os resultados obtidos nas
células tratadas com o grupo controle. Enquanto que a JCO1 apresentou a menor
inibicdo dentre os trés compostos, em especial nessa linhagem, apresentando
42,8% de inibigao

Na linhagem K562, o composto JCO3 demonstrou uma porcentagem de
inibicdo de 89,7% sugerindo eficacia antitumoral notavel e consisténcia
moderada, se igualando novamente com os resultados obtidos no grupo controle.

O composto JCO1 apresentou inibicao de 45,4%

Na linhagem HCT116, o composto JCO3 destacou-se com uma elevada
porcentagem de inibicdo de 95,3%, evidenciando a maior eficacia entre todas as
linhagens testadas, indicando uma atividade antitumoral potente, superando os
resultados da doxorrubicina, um composto ja usada na clinica. Nessas linhagens
o JCO1 teve taxa de inibicdo de 36,4%, sendo a menor atividade antitumoral dele

dentre as linhagens testadas

Considerando a média geral da inibicdo de crescimento celular com a
concentragcao de 25 pg/mL, JCO3 se mostrou um composto mais eficaz do que a
JCO1. Por esse motivo, o composto JCO3 foi escolhido para realizar a IC50 no

painel das quatro linhagens de células tumorais

Tabela 3 — Efeito Citotdxico em linhagens de células tumorais. A concentragdo que causa 50% de
inibicdo do crescimento 50% (IC50) e intervalo de confianca (IC) das amostras nas quatro

linhagens tumorais e seu intervalo de confianga em ug/mL.
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Compostos NCI-H292 HL60 K562 HCT116

JCo3 1,16 (0.8-1.6) 3,6(1.7-7.3) 2,7(1.1-6.8) 2,0 (1.8-2.3)

Doxorrubicina 0,2 (0.1-0.5) 0,23 (0.18-0.32) 1.1(0.8-1.5) 0.7 (0.5-0.9)

O composto JCO3 exige uma concentracao de 1,16 yg/mL para alcancar
50% de inibicdo em NCI-H292, de todas as células testadas, foi nessa linhagem
que o composto hibrido teve uma maior taxa de inibicdo, com valores mais

préximos ao controle positivo.

Para a linhagem HL60, a JCO3 apresenta uma IC50 de 3,6 pg/mL, sendo
essa a linhagem que precisou de mais concentracdo do composto para ter
inibicao celular de 50%. Porém, se comparado a IC50 de 5.4 de um estudo onde
foi utilizado um analogo de massoilactona, JCO3 demonstrou inibigdo superior

guando se fala dessa linhagem (Barros et al., 2014).

JCO3 exige uma concentragdo de 2,7 yg/mL para 50% de inibicdo em
K562. O mesmo analogo da massoilactona 10d do estudo de Barros citado
anteriormente, obteve IC50 de 2.9 (Barros et al., 2014). A JC0O3 parecendo ser
ligeiramente mais potente do que a massoilactona, ja que possui um IC50
ligeiramente menor, levando a considerar que poderia ser mais eficaz em doses
ligeiramente menores ou em condigcbes onde a eficacia na inibicdo celular é

crucial.

Levando em consideragdo a IC50, a linhagem HCT116 foi a que se
destacou como a mais sensivel ao composto JC03, atingindo uma porcentagem
de inibicdo de 95,3% com uma IC50 de 2,0 pg/mL, o segundo menor valor de

IC50 apresentado, levando em conta as quatro linhagens tumorais testadas.

A maior atividade da molécula JCO3 em relagdo a JCO1 em determinadas
linhagens de céancer pode ser analisada em profundidade ao considerar varias

facetas da quimica organica, bioquimica e farmacologia.
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Na molécula JCO1 ambos os grupos hidroxila do anel lacténico estdo
protegidos como ésteres de acetato (AcO). Os grupos acetato sdo volumosos e
apolares, o que reduz a polaridade da molécula e diminui sua capacidade de
formar ligagdes de hidrogénio com alvos biolégicos (enzimas ou proteinas). Além
disso, a protegdo com grupos acetato torna as hidroxilas menos reativas, o que

pode afetar a capacidade da molécula de interagir com os componentes celulares

Na JC03 um dos grupos acetatos foi removido, deixando um grupo
hidroxila (OH) livre. Esse grupo € polar e pode formar pontes de hidrogénio, o que
pode aumentar a afinidade das moléculas com alvos bioldgicos que possuem
grupos funcionais complementares como carbonilas, amidas ou outras hidroxilas.
Essa diferenca estrutural pode resultar em uma maior reatividade e capacidade
de ligacdo da JCO03 com proteinas ou outras biomoléculas, facilitando sua
interacdo com componentes celulares especificos, como proteinas reguladoras do

ciclo celular ou DNA

As proteinas no corpo humano (incluindo aquelas nas células
cancerigenas) frequentemente possuem sitios ativos que dependem de
interacdes com moléculas pequenas, como inibidores ou moduladores, através de
ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas e outras forgas intermoleculares. A
presenca de um grupo hidroxila na JCO3 permite que ela forme ligagbes de
hidrogénio com residuos de aminoacidos nos sitios de uma proteina-alvo,

potencialmente aumentando a afinidade e a especificidade da interacao.

Moléculas que afetam o ciclo celular, como muitos agentes
anticancerigenos, geralmente precisam interagir com proteinas-chave, como
quinases que controlam o avango do ciclo celular. A estrutura da JCO3 pode
permitir uma inibicdo mais eficaz dessas quinases ao se ligar de maneira mais

robusta ao sitio ativo ou ao interferir na sua capacidade de fosforilar substratos

A presencga de grupos acetato, como na JCO1, pode reduzir a solubilidade
em agua e dificultar a passagem da molécula através da membrana celular, que é
uma barreira lipidica. A JC03, com um grupo hidroxila exposto, pode ter uma
solubilidade ligeiramente maior em agua e também pode ser melhor reconhecida

por transportadores celulares especificos, facilitando sua entrada na célula. Em
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alguns casos, a atividade de uma molécula pode depender de sua metabolizagado
dentro da célula. A JCO03, por ter um grupo OH livre, pode ser mais metabolizada
por enzimas celulares, o que pode ativa-las ou transforma-las em uma forma

ainda mais reativa ou eficaz contra o cancer

A JCO03 pode ser mais eficaz porque seu perfil de ligagcdo a proteinas é
diferente de JCO1, permitindo que ela ataque uma gama diferente de proteinas ou
alvo celulares, possivelmente aquelas mais criticas para a sobrevivéncia das
células cancerigenas. A JC0O1, com ambos os grupos acetato, pode nao ser tao
especifica ou eficaz em se ligar a esses alvos, resultando em uma menor

citotoxicidade.

Células cancerosas frequentemente desenvolvem resisténcia a
tratamentos ao modificar ou inativar as moléculas terapéuticas antes que elas
possam agir. JCO3 sendo estruturalmente diferente da JCO1, pode ser menos
suscetivel a essas formas de resisténcia, permitindo uma maior eficacia em

linhagens celulares resistentes

O grupo hidroxila da JCO3 pode alterar o potencial de 6xido/reducéo da
molécula (Wang; Zhang, 2018), influenciando sua capacidade de participar em
reacdes redox intracelulares, que sao importantes no controle da apoptose e na
manutencdo da homeostase celular. As lactonas a,B-insaturadas, como as
presentes em JCO1 e JCO3, sdo conhecidas por participar de reacdes de adigao
nucleofilica em Michael, onde um nucledfilo ataca a dupla ligacdo conjugada
(Mather et al., 2006). A presenca do grupo OH livre na JCO3 pode alterar a
eletronegatividade da molécula e sua suscetibilidade a ataques nucleodfilicos,

possivelmente influenciando as interagdes com alvos bioldgicos

6 CONCLUSAO

A partir de tal investigagao, JC03, a 25 pg/mL, inibiu NCI-H292 em 93,8%,
tendo a segunda menor IC50 do composto nas linhagens testadas. JCO3 se
destacou especialmente na linhagem da HCT-116, com 95,3% de inibi¢ao,

superando a doxorrubicina (79,4%), farmaco ja utilizado nas clinicas,
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apresentando também a menor IC50 do composto, demonstrando ser a linhagem
testada mais sensivel ao mecanismo de acdo do composto. JCO1 teve menor
desempenho em todas as outras linhagens comparadas ao valor da JC03, porém
com valores constantes, salvo na linhagem de NCI-H292 onde teve pouca

atividade tendo 17,8% de inibicao

A maior atividade da molécula JCO3 em relacdo a JCO1 em certas
linhagens de cancer pode ser atribuida a remogéo do grupo acetato , que expoe o
grupo hidroxila livre, aumentando a reatividade quimica, a solubilidade, e a
capacidade de formar ligagdes de hidrogénio. Essas mudangas estruturais tornam
a JCO032 potencialmente mais eficaz em interagir com proteinas e outras
moléculas biolégicas dentro das células cancerigenas , resultando em uma maior
citotoxicidade e eficacia terapéutica. Essas diferencas destacam a importancia de
pequenas alteragbes estruturais na modulagdo da atividade biolégica de

compostos anticancerigenos para melhor aproveitamento

Para melhorar e impulsionar a atividade da molécula JCO1 em linhagens
cancerigenas, seria interessante realizar combina¢des de modificagées quimicas
para expor ou alterar grupos funcionais, o uso de sistema avangados de entrega
da molécula, e a combinagcdo com outros tratamento para maximizar a sua
eficacia. Cada uma dessa abordagens deve ser testada experimentalmente para
avaliar seu impacto na citotoxicidade e eficacia em diferentes linhagens de células

cancerigenas

Porém, embora o composto JCO3 tenha demonstrado um maior potencial
antitumoral, € importante considerar a eficacia em diferentes linhagens e as
concentracdes necessarias para a inibicdo celular. Para uma compreensao mais
abrangente dos efeitos citotoxicos do composto hibrido JC03, seria interessante
realizar outros estudos de ensaios de citotoxicidade (como o ensaio de LDH,
clonogénico, apoptose, citometria de fluxo e expressao génica) do composto nas
linhagens tumorais ja testadas e também adicionar novas linhagens aos paineis

de estudo.
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