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RESUMO

A leucemia promielocitica aguda (LPA) € uma forma agressiva de leucemia mieloide
aguda caracterizada pela rapida proliferacdo de células imaturas, e cuja resisténcia a
quimioterapicos € um desafio para o seu tratamento. Nesse cenario, 0S compostos
tiofénicos, com uma estrutura molecular versétil e propriedades citotoxicas, torna-se uma
molécula promissora para o tratamento da LPA. Diante do exposto, este estudo buscou
investigar a acdo de derivados tiofénicos nas vias de sinalizacéo celular em linhagem de
LPA. Para isso, foi utilizada a linhagem HL60/MXZ1, para avaliar o potencial citotoxico
dos derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200, através do ensaio 3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), seguida de uma
abordagem protedmica livre de marcadores (label-free) com uma posterior anélise de
ontologia génica. Com base nos resultados da analise protedbmica, foi possivel avaliar os
mecanismos celulares envolvidos com o tratamento com os tiofénicos. As avaliagdes
incluiram a quantificacdo de niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), a
imunofenotipagem, bem como a analise do estresse do reticulo endoplasmatico e da
dindmica do ciclo celular com auxilio da citometria de fluxo. Com relacéo a avaliacao da
citotoxicidade dos derivados, identificou-se que os derivados SB44, SB83 e SB200
apresentaram concentracdo inibitéria média (IC50) de 13,94 uM (£1,09), 19,19 uM
(£2,57) e 2,58 uM (£0,36), respectivamente. No que se diz respeito a analise de ontologia
génica, o tratamento das células HL60/MX1 com diferentes compostos resultou em
alteracGes em varias vias de sinalizacdo. O composto SB44 modulou a regulacdo do
citoesqueleto, expressdo génica, sinalizacdo celular, ciclo celular e organizacao molecular
e estrutural, além de modular vias de regulagdo metabdlica, génica, citoesqueleto,
peptideos e angiogénese. O tratamento com o composto SB83 levou a modificacdes
associadas a organizacao de organelas, regulacdo de componentes celulares, dindmica
proteica e processos celulares e metabdlicos, alterando ainda vias relacionadas a
imunomodulacdo, inflamacdo, crescimento celular e resposta imune. Por fim, o
tratamento com o composto SB200 modulou as proteinas envolvidas na adesao celular,
regulacdo do citoesqueleto, morfologia celular, além da organizacdo molecular e
estrutural. Observou-se um evidente aumento na producao de superédxido nas células HL-
60/MX1 ap6s 24 horas de tratamento com os derivados SB44 (p = 0,0043) e SB83 (p =
0,0004), em comparacdo ao controle veiculo (DMSQ). As andlises imunofenotipicas
mostraram que esses derivados também aumentaram significativamente a expressao de
HLA-DR e CD16. Os valores de significancia para HLA-DR foram SB200 (p = 0,0030),
SB44 (p = 0,0022) e SB83 (p = 0,0028), enquanto para CD16 foram SB200 (p = 0,0222),
SB44 (p = 0,0058) e SB83 (p = 0,0195). Além disso, SB44 e SB83 reduziram
significativamente a expressdéo de CD45RA, com p = 0,0310 e p = 0,0299,
respectivamente. Por fim, os resultados da analise do ciclo celular apontaram que, apés
24 horas, SB44 reduziu a porcentagem de células na fase G1 de 35,75% £ 0,7 para 25,65%
+ 0,7 (p = 0,009) quando comparado ao DMSO. Apds 48 horas, 0 mesmo derivado
reduziu a fase S de 31,05% = 1,3 para 19,65% = 0,7 (p =0,01). O SB83 também mostrou
uma reducdo na fase S apds 48 horas, de 31,05% =+ 1,3 nas células tratadas com DMSO
para 18% + 5,23 (p = 0,009). Portanto, os derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200
demonstraram atividade antitumoral in vitro contra HL-60/MX1, capacidade de modular
diferentes vias de sinalizagdo, aumentar a geracdo de ROS, produzir alteragdes
fenotipicas e alterar o ciclo celular. Dessa forma, estes compostos se destacam como
potenciais agentes terapéuticos eficazes na LPA resistente ao tratamento.

Palavras-chave: Tiofeno; Leucemia; Resisténcia; Imunofendtipo; HL-60/MX1; ROS.



ABSTRACT

Acute promyelocytic leukemia (APL) is an aggressive form of acute myeloid leukemia
characterized by rapid proliferation of immature cells, and whose resistance to
chemotherapy is a challenge for its treatment. In this scenario, thiophene compounds,
with a versatile molecular structure and cytotoxic properties, become a promising
molecule for the treatment of APL. This study aimed to investigate the action of thiophene
derivatives on cellular signaling pathways in an APL cell line. The HL60/MX1 cell line
was used to evaluate the cytotoxic potential of the thiophene derivatives SB44, SB83, and
SB200. The cytotoxicity evaluation was conducted using the 3-(4,5-dimethylthiazolyl-
2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, followed by a label-free proteomics
approach with subsequent gene ontology analysis. Based on the proteomic analysis
results, it was possible to assess the cellular mechanisms involved with thiophene
treatment. Evaluations included quantification of reactive oxygen species (ROS) levels,
immunophenotyping, as well as endoplasmic reticulum stress and cell cycle dynamics
through flow cytometry. Regarding cytotoxicity, the IC50 values for SB44, SB83, and
SB200 were 13.94 uM (£1.09), 19.19 uM (£2.57), and 2.58 uM (z0.36), respectively.
Gene ontology analysis revealed that treatment with these thiophenes led to alterations in
several signaling pathways. SB44 modulated cytoskeleton regulation, gene expression,
cell signaling, cell cycle, and molecular and structural organization, as well as metabolic,
gene regulatory, cytoskeletal, peptide, and angiogenesis pathways. SB83 induced changes
related to organelle organization, regulation of cellular components, protein dynamics,
cellular processes, and metabolic pathways, altering immune modulation, inflammation,
cell growth, and immune response pathways. Finally, SB200 modulated proteins involved
in cell adhesion, cytoskeleton regulation, cell morphology, and molecular and structural
organization. A significant increase in superoxide production was observed in HL-
60/MX1 cells after 24 hours of treatment with SB44 (p = 0.0043) and SB83 (p = 0.0004),
compared to the vehicle control (DMSO). Immunophenotypic analyses showed that these
derivatives also significantly increased the expression of HLA-DR and CD16. The
significance values for HLA-DR were SB200 (p = 0.0030), SB44 (p = 0.0022), and SB83
(p = 0.0028), while for CD16 they were SB200 (p = 0.0222), SB44 (p = 0.0058), and
SB83 (p = 0.0195). Additionally, SB44 and SB83 significantly reduced the expression of
CD45RA, with p = 0.0310 and p = 0.0299, respectively. Finally, cell cycle analysis
showed that after 24 hours, SB44 reduced the percentage of cells in the G1 phase from
35.75% * 0.7 to 25.65% + 0.7 (p = 0.009) compared to DMSO. After 48 hours, SB44
reduced the S phase from 31.05% * 1.3 to 19.65% = 0.7 (p = 0.01). SB83 also showed a
reduction in the S phase after 48 hours, from 31.05% + 1.3 in DMSO-treated cells to 18%
+ 5.23 (p = 0.009). Therefore, the thiophene derivatives SB44, SB83, and SB200
demonstrated in vitro antitumor activity against HL-60/MX1, the ability to modulate
various signaling pathways, increase superoxide generation, induce phenotypic changes,
and alter the cell cycle. These compounds stand out as potential effective therapeutic
agents chemotherapy-resistant in LPA.

Keywords: Thiophene; Leukemia; Resistance; Immunophenotype; HL-60/MX1; ROS.
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14

1. INTRODUCAO

As leucemias sdo um grupo heterogéneo de neoplasias hematoldgicas, caracterizadas
pela proliferacdo descontrolada de celulas progenitoras hematopoiéticas anormais, que
substituem as células normais da medula 6ssea e aparecem no sangue periférico. Elas podem
ser classificadas em subtipos, destacando-se as leucemias mieloides e linfoides, com particular
atencdo para a Leucemia Mieloide Aguda (LMA) devido as suas caracteristicas clinicas,
epidemioldgicas e terapéuticas (American Cancer Society, 2024; National Cancer Institute,
2024; WHO, 2017).

A LMA ¢é uma neoplasia hematoldgica caracterizada pela proliferagdo clonal de
precursores mieloides imaturos na medula 6ssea, levando a faléncia medular e a apresentacéao
de citopenias no sangue periférico (Déhner et al., 2017). Esta doenca € altamente heterogénea
em termos de genética, biologia e resposta ao tratamento, o que dificulta o0 manejo clinico e
prognostico dos pacientes (Arber et al., 2016a). A LMA é mais comum em adultos,
especialmente em individuos acima de 60 anos, e possui uma incidéncia que varia de 3 a 5 casos
por 100.000 pessoas por ano. Além disso, estima-se que, durante o periodo de 2023-2025
ocorrerdo 11.540 casos de LMA (Inca, 2022). A etiologia da doenca pode estar associada a
fatores genéticos, exposicao a agentes quimicos e radiagdo ionizante, além de ser secundaria a
outras desordens hematolégicas (Appelbaum et al., 2001; MedlinePlus, 2021).

Dentre os subtipos da LMA, a Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) se destaca por
suas caracteristicas morfoldgicas e genéticas Unicas, bem como pela sua resposta especifica ao
tratamento com &cido all-trans-retinoico (ATRA) e trioxido de arsénio (ATO) (Lo-Coco et al.,
2013). A LPA é caracterizada pela translocacédo t(15;17), que resulta na fusdo dos genes PML
e RARA, levando a producdo da oncoproteina PML-RARa (Coombs et al., 2015). Este
rearranjo genético impede a maturacdo dos promieldcitos, resultando em acimulo dessas
células na medula 6ssea. A LPA representa cerca de 5-10% dos casos de LMA e €
frequentemente associada a um risco aumentado de coagulagdo intravascular disseminada
(CID) (Arber et al., 2022b; Welch et al., 2012).

Embora se tenha notaveis taxas de remissdo completa (RC) relatadas em mais de 90%
dos pacientes com LPA e a melhora na sobrevivéncia a longo prazo de pacientes, a morte
precoce, definida como morte ocorrida entre 0 e 30 dias ap0s o diagnostico, continua sendo

significativa, representando de 8,2% a 32,6% da mortalidade total (Li et al., 2024).
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O diagndstico das leucemias € um processo complexo que envolve uma combinacao de
exames clinicos, laboratoriais e de imagem. A avaliacdo inicial inclui hemograma completo,
exames de coagulacdo, andlise morfologica da medula dssea e estudos citogenéticos e
moleculares (Hartmann et al., 2019). Esses exames sdo essenciais para a classificagao precisa
do subtipo de leucemia, o que é crucial para a escolha do tratamento adequado. O tratamento
das leucemias varia conforme o subtipo e pode incluir quimioterapia, terapia alvo, transplante
de células-tronco hematopoéticas e, no caso da LPA, ATRA e ATO (Carbone et al., 2020). No
entanto, apesar dos resultados favoraveis em pacientes com LPA de baixo risco, pacientes que
apresentam alto risco de mortalidade aliada a uma maior chance de recidiva geralmente néo se
beneficiam totalmente com a combinacdo destes dois medicamentos. Com isso, é evidente a
necessidade de terapias alternativas que favorecam o progndstico de pacientes com LPA,
especialmente em casos refratarios ou recidivantes (lyer et al., 2023).

Derivados heterociclicos contendo enxofre foram identificados como capazes de se ligar
a uma ampla variedade de alvos proteicos especificos em células cancerigenas (Maji et al.,
2024). Um exemplo é o tiofeno, um heterociclo com a formula C4H.S, que possui um dtomo de
enxofre. Suas diversas aplicacGes decorrem de sua disponibilidade como subproduto da
destilagao de petrdleo, da possibilidade de funcionalizagdo nas posi¢des a e 3, além da sintese
facilitada de moléculas e polimeros regioregulares a base de tiofeno (Kumar et al., 2023).

Recentemente, a pesquisa sobre derivados de tiofeno tem se destacado no
desenvolvimento de terapias antileucémicas (Zhang et al., 2021b). Esses compostos, que
contém o anel tiofénico, demonstram potencial como agentes anticancerigenos, apresentando
propriedades citotoxicas e capacidade de induzir apoptose em células leucémicas (Alam et al.,
2022).

Diante do exposto, torna-se fundamental a compreensdo abrangente de novas
alternativas terapéuticas para potencializar o tratamento, e melhorar significativamente o
progndstico dessas doengas complexas. O presente trabalho visa contribuir significativamente
para 0 avan¢o da investigacdo de novas moléculas contra a leucemia, abordando lacunas
existentes e propondo novas perspectivas. Destarte, este trabalho teve como objetivo, explorar
a acdo de derivados tiofénicos, com foco na atividade antineoplésica contra a Leucemia

Promielocitica Aguda resistente a quimioterapia (HL-60/MX1).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acdo de derivados tiofénicos nas vias de sinaliza¢do celular em linhagem de

leucemia aguda resistente ao tratamento quimioterapico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a citotoxicidade dos derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200 em células da
linhagem leucémica resistente HL-60/MX1,

e Identificar as proteinas e vias de sinalizacdo que foram modulados positiva e
negativamente pelos derivados tiofénicos;
e Investigar os principais processos celulares alterados apds o tratamento com 0s

derivados tiofénicos atraves de ensaios in vitro utilizando a linhagem HL-60/MXL1.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 LEUCEMIA

O cancer € um conjunto de doencas que abrange mais de 100 diferentes tipos de neoplasias
malignas. De natureza multifatorial e complexa, ele é causado por uma combinacdo de fatores
que incluem: estresse genotoxico, condi¢cbes hormonais e imunoldgicas, agressées ambientais
externas e fatores hereditarios (INCA, 2022; Boaretto et al., 2023). A proliferacdo celular
descontrolada, a auséncia de diferenciacdo celular e a invasao local do tecido adjacente séo as
principais caracteristicas moleculares da doenca. Todos os tipos tumorais sdo oriundos de
anomalias genéticas que podem afetar duas categorias de genes: genes supressores de tumor e
oncogenes, sendo estes resultantes de eventos como: mutagc6es pontuais, amplificacdes génicas

e/ou translocacOes (Gale et al., 2022).

Estudos sugerem que a capacidade de invadir, migrar, implantar e estimular com sucesso
0 crescimento de novos vasos sanguineos sdo propriedades importantes das células que causam
metastases. Conforme o cancer cresce, 0s nutrientes sdo inicialmente fornecidos por meio de
difusdo direta a partir da circulacdo sanguinea, tendo em vista que a medida que o tumor
aumenta de volume, ele pode liberar fatores angiogénicos, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), que promovem a formacdo de novos vasos sanguineos, essenciais
para sustentar o seu crescimento continuo (Gale et al., 2022). Uma ampla gama de processos
malignos envolvendo diferentes tipos de tumores e uma diversidade crescente de subtipos
incorpora diversas alteracGes, habilidades e caracteristicas adquiridas que surgem de desafios
especificos dos tecidos superados durante trajetorias particulares de desenvolvimento tumoral
(Figura 1) (Hanahan, 2022).



18

Figura 1 - Fenotipos caracteristicos associados a carcinogénese.

Sustenta¢do Evasdode
de sinais supressores de
prollferatlvos cresclmento
Reprogramacao
Pfl::ggli::e epignéticando-
P mutacional
Desregulacéo v, Evasdodo
de vias sistema
metabolicas @ ’ imune
~
Resisténci & Habilitagdo de
esisténciaa N % imortalidade
morte celular - replicativa
Instabilidade% Promogéode
genomicae inflamacdo
mutagdes
cé|u| Microbioma
Inducdode Invasdoe
angiogénese metastase

Fonte: Adaptado de Hanahan, (2022).

Os céanceres podem ser divididos em solidos e hematopoiéticos, que véo se diferenciar
pela origem e localizagdo do tumor. Enquanto os canceres solidos, que podem ser carcinomas
ou sarcomas, sdo tumores palpaveis e visiveis em exame de imagem, 0s canceres
hematopoiéticos se desenvolvem na medula éssea ou no sistema linfatico. Estes tipos tumorais
afetam diretamente a producéo e a diferenciacdo das células sanguineas e incluem as leucemias,
os linfomas e o mieloma multiplo (Montironi et al., 2021).

A leucemia é uma doenca maligna dos glébulos brancos, marcada por um crescimento
anormal e descontrolado dessas células na medula dssea, substituindo as células sanguineas
normais (American Cancer Society, 2024). Devido a sua natureza medular e estreita associacdo
com o sistema sanguineo, tende a se disseminar facilmente, apresentando manifestacGes
sistémicas, embora ndo haja compreenséo total das suas causas (Pelcovits e Niroula, 2020).

Segundo a classificacdo estabelecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a qual é
amplamente utilizada como referéncia para o diagndstico e direcionamento de tratamento
dessas doengas, existem mais de 12 tipos de leucemias, sendo os quatro principais identificados
como leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica
aguda (LLA) e leucemia linfocitica cronica (LLC) (INCA, 2022). Esta classificacdo leva em
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consideracdo varios aspectos, incluindo caracteristicas morfologicas, imunofenotipicas,
citogenéticas, moleculares e clinicas das células leucémicas. Um outro critério de classificacdo
existente foi proposto pelo grupo Franco-Americano-Britanico (FAB) em 1982, em que as
leucemias podem ser enquadradas de MO a M7, baseando-se nas alteragdes morfoldgicas
observadas (Bortolheiro et al., 2006).

A incidéncia desses tipos de leucemia geralmente aumenta com a idade, embora possa
ocorrer em qualquer faixa etaria, com subtipos predominantes variando de acordo com a idade:
LLA é mais comum em criangas com menos de 15 anos, enquanto LLC e LMA séo mais
frequentes em individuos adultos (American Cancer Society, 2022; Juliusson et al., 2016).

Em processos normais, as células-tronco hematopoiéticas (do inglés, Hematopoietic
Stem Cells - HSCs) sdo responsaveis pela geracdo constante de células sanguineas através da
autorrenovacao e diferenciacéo resultando na formacéo e sustentagdo de um clone ao longo da
vida. Elas estdo localizadas em nichos teciduais especificos e sdo reguladas por sinais
ambientais complexos, como a hipoxia (Greenbaum et al., 2013; Ribatti et al., 2023).

Para garantir a homeostase, as HSCs recebem auxilio das células reticulares que
produzem fatores como o fator derivado do estroma 1 (do inglés, SDF-1) e o fator de células-
tronco (do inglés, SCF), que sdo fatores essenciais para guiar as HSCs para seus locais de a¢édo
e garantir sua sobrevivéncia (Ding et al., 2013; Zhou et al., 2017). Estas células podem ser
classificadas em trés categorias com base em sua capacidade de repovoar a hematopoiese: HSCs
de curto prazo (CP-HSC), HSCs de médio prazo (MP-HSC) e HSCs de longo prazo (LP-HSC).
As CP-HSCs podem criar clones diferenciados por 4 a 6 semanas, enquanto as MP-
HSCs mantém uma progénie diferenciada por 6 a 8 meses antes de desaparecerem. As LP-
HSCs, juntamente com a célula progenitora multipotente (PMP), podem sustentar a
hematopoiese indefinidamente, originando os progenitores linfoides comuns (PLCs) e os
progenitores mieloides comuns (PMCs) (Beerman et al., 2017; Benveniste et al., 2010).
Enquanto a LP-HSC é fundamental para manter a homeostase hematopoiética ao longo da vida,
destacando sua importancia na preservacdo das caracteristicas das células-tronco
hematopoiéticas (Mendelson et al., 2014; Zhang et al., 2022).

A diferenciacdo dessas populacGes de células progenitoras leva a formacdo de
populacdes de células efetoras periféricas em cada linhagem, como células B e T na linhagem
linfoide, ou eritrécitos e neutrdfilos na linhagem mieldide (Adams et al., 2006; Kawamoto et
al., 2010; Villani et al., 2017). Um melhor entendimento dos dois modelos aqui discutidos pode

ser observado esquematicamente através da Figura 2.
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Figura 2 — Diferentes modelos de diferenciacdo de células-tronco hematopoiéticas (HSCs).
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Li-HSC - Células-Tronco Hematopoiéticas de Longo Prazo, do inglés Long-Term Hematopoietic Stem Cells; Mi-HSC -
Células-Tronco Hematopoiéticas de Médio Prazo, do inglés Middle-Term Hematopoietic Stem Cells.

Fonte: Adaptado de Testa et al., (2010).

O modelo classico da hierarquia hematopoética, conhecido como modelo de sucessao
clonal, sugere que todas as células maduras encontradas no sangue periférico descendem de
uma Unica HSC de longo prazo (Jordan et al., 1990).

Em contrapartida, o modelo alternativo, denominado modelo de diversidade clonal,
sugere que diferentes tipos de HSCs possam contribuir para a formacéo de todas as linhagens
celulares, embora essa contribuicdo seja altamente direcionada e influenciada por estimulos do
microambiente (Lu et al., 2014).

Segundo um paradigma estabelecido ha varias décadas, a HSC inicialmente origina o
PMP, que perde a capacidade de se renovar, mas mantém um amplo potencial de diferenciag&o.
Subsequentemente, por meio da diferenciacdo dos PMPs, surgem o PMC, responsavel pela
geracdo de todas as linhagens de células mieloides, e 0 PLC, capaz de gerar todas as células
linfoides, incluindo linfocitos B, T e NK (Carroll et al., 2018). A reducdo da capacidade

funcional das LP-HSC e das CP-HSPC é uma caracteristica proeminente do envelhecimento
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das células-tronco e de diversos distirbios hematopoéticos, especialmente no contexto do
desenvolvimento e progressao de doencas malignas hematopoéticas (Carroll et al., 2018).

A perda da regulacdo normal da hematopoiese ocorre dentro desses tipos de canceres,
embora a doenca progrida por meio da diferenciacdo e expansdo clonal de grupos de células
progenitoras, resultando, por fim, em uma falta de maturacdo terminal em tipos celulares
funcionais na periferia. Essa constatagdo levou a descoberta da célula-tronco do cancer (CSC),
mais precisamente conhecida como célula-tronco leucémica (Pollyea et al., 2017). Essas células
alteradas ndo desempenham suas funcdes corretamente, reproduzindo-se em ritmo acelerado e
com uma taxa de mortalidade inferior as células normais, resultando na substituicdo gradual
das células sanguineas saudaveis na medula 6ssea por células cancerosas anormais (Bispo et
al., 2020; INCA, 2024).

Existem duas vias pelas quais a leucemia pode surgir. Inicialmente, uma célula-tronco
saudavel pode adquirir uma série de mutagdes, originadas de diversos eventos genéticos, e
subsequentes mudancas epigenéticas, afetando seu crescimento, conferindo resisténcia a
apoptose e interferindo na diferenciacdo de sua descendéncia (Testa et al., 2010). Em segundo
lugar, células parcialmente diferenciadas podem recuperar padrdes de atividade genética que
permitem a reativacdo das caracteristicas Unicas de autorrenovacdo das células-tronco,
enquanto também afetam sua capacidade de diferenciacdo posterior (Kosan et al., 2016).

No contexto molecular, as leucemias sdo caracterizadas por anomalias cromossémicas
e mutacBes genéticas que desempenham um papel crucial na patogénese da doenca. Pesquisas
recentes tém fornecido insights sobre como essas alteracdes genéticas afetam as células
hematopoéticas e 0 microambiente medular, contribuindo para o desenvolvimento da leucemia
(Papaemmanuil et al., 2016).

Estudos em modelos animais tém demonstrado a importancia de determinados genes,
como Rarg, Rbl e Mib1, na predisposicdo para neoplasias mieloproliferativas (NMP), estagio
precursor da leucemia mieloide aguda, destacando a interconexdo entre genética e patogénese
(Kuek et al., 2021). Considerando o papel central das anomalias cromossdmicas e mutaces
genéticas na patogénese das leucemias, € crucial entender como esses eventos moleculares

especificos se manifestam na leucemia mieloide aguda LMA e, no seu subtipo, LPA.

3.1.1 Leucemia mieloide aguda (LMA)

A leucemia mieloide aguda (LMA) representa uma condi¢do complexa e heterogénea,
caracterizada pela proliferacdo descontrolada e diferencia¢do anormal de uma populacgéo clonal
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de células-tronco mieloides, o que leva a perturbacdo da hematopoiese e a insuficiéncia da
medula 6ssea (Papaemmanuil et al., 2016). Esta forma de leucemia é predominantemente
observada em adultos, constituindo cerca de 80% de todos os casos, e exibe uma grande
diversidade em termos de apresentaces clinicas, caracteristicas morfologicas e imunofendtipos
(Wakiti e Mewawalla, 2018; Weinberg et al., 2023).

Normalmente, a LMA surge de mutacbes genéticas aleatorias nas HSCs, assim como
em outros progenitores mieloides que possuem a capacidade de se autorrenovar e espalhar o
clone leucémico em individuos saudaveis (Dohner et al., 2022). As principais anormalidades
citogenéticas recorrentes na LMA incluem t(8;21)(922;922), t(15;17)(922;q12) e inv
(16)(p13g22)/t(16;16)(p13;922). Ademais, uma série de anomalias cariotipicas, como
monossomias dos cromossomos 5 e/ou 7, delecdo do brago longo do cromossomo 5, e
anormalidades do brago longo do cromossomo 3, como inv(3)(q21926) e t(3;3)(q21;926), além
de cariotipos complexos, estdo associadas a uma resposta fraca a terapia inicial e a um risco
significativamente aumentado de recidiva (Padmakumar et al., 2021).

Fatores indiretos também desempenham um papel no desenvolvimento da LMA,
incluindo distdrbios mieloproliferativos, sindrome mielodisplasica, hemoglobindria paroxistica
noturna e anemia aplastica. Essas condi¢cdes podem gerar mutacdes que ativam uma cascata de
eventos, levando a expansao e disseminacao de clones leucémicos em individuos anteriormente
saudaveis (Dohner et al., 2022; Wakiti e Mewawalla, 2018). A apresentacéo clinica da LMA é
marcada pela proliferagdo anormal de células mieloides pouco diferenciadas na medula dssea,
no sangue periférico e, por vezes, em outros tecidos, resultando em uma série de sintomas,
incluindo aumento dos glébulos brancos e sinais de comprometimento da funcdo da medula
0ssea, como anemia e trombocitopenia (Doéhner et al., 2022).

Atualmente, os avancos na ciéncia genética e molecular tém desempenhado um papel
fundamental na evolucédo do diagnostico e tratamento da LMA. Métodos avancgados de andlise,
como a citometria de fluxo, citogenética e sequenciamento de proxima geracao, estdo sendo
cada vez mais utilizados no diagnostico e investigacéo da doenca (Roman Diaz et al., 2024). O
diagnodstico da LMA ¢ feito pela presenca de >20% de blastos no sangue periférico ou na
medula déssea, ou pela presenca de anomalias genéticas especificas, independentemente da
contagem de blastos [t(8;21), inv(16), ou t(15;17)] (D6hner et al., 2022).

A base do tratamento inicial da LMA consiste em medicamentos quimioterapicos de
inducdo, seguida por uma fase de consolidacdo com quimioterapia adicional e/ou transplante

alogénico de células-tronco (Mishra et al., 2023). A escolha do tratamento de inducéo inicial
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depende do estado funcional do paciente, do estado bioldgico da doenga e perfil molecular
recentemente reconhecido de células de leucemia (Pelcovits e Niroula, 2020).

Em pacientes jovens e saudaveis, comumente sdo abordadas quimioterapias intensivas,
como o regime "7+3", que combina citarabina e antraciclina (Roman Diaz et al., 2024). Para
pacientes idosos, terapias combinadas que incluem agentes hipometilantes e inibidores
especificos, como o venetoclax (VEN) e azacitidina (AZA), estdo sendo exploradas e tém
mostrado eficacia na inducdo da apoptose em células leucémicas (Garciaz et al., 2024).

No entanto, cerca de um terco dos pacientes com LMA tratados com VEN-AZA
apresentam resisténcia primaria ao tratamento. Além disso, entre os pacientes que respondem,
a remissao dura em média aproximadamente 18 meses, e quase todos acabardo por sofrer
recidiva (Garciaz et al., 2024).

Apesar dos avancos significativos, o diagndstico e tratamento da LMA ainda podem
apresentar desafios, e novas terapias continuam sendo investigadas para melhorar os desfechos
dos pacientes. Este campo esta em constante evolugdo, impulsionado pela pesquisa continua e

pela busca por novas abordagens terapéuticas.

3.1.2 Leucemia Promielocitica Aguda (LPA)

Inicialmente descrita em 1957 através de trés casos clinicos que foram identificados
como a "forma mais maligna de leucemia aguda”, a LPA é causada por um bloqueio na
diferenciacdo, em que as células leucémicas ficam interrompidas na fase de promieldcitos,
correspondendo por cerca de 10 a 15% dos novos casos de LMA (Hillestad, 1957; Chale et al.,
2019). Em cerca de 95% dos casos, observa-se uma translocacdo cromossémica balanceada
especifica entre os cromossomos 15 e 17 t(15;17)(g24;921), resultando na formacéo da proteina
de fusdo PML-RARa (Kakizuka et al., 1991). Em 10% dos casos, uma analise citogenética
bem-sucedida pode ndo detectar a translocacdo classica t (15;17) (Jimenez et al., 2020).
Entretanto, na maioria desses casos, uma analise molecular revela a presenca do transcrito de
fusdo PML-RARa, formado devido a eventos de insercdo criptograficamente complexos ou
ocultos (Jimenez et al., 2020).

O PML-RARa promove dois impactos principais: desregula o controle transcricional
ao agir como um repressor dos genes alvo do RARa e compromete a fungdo homeostética do
PML, que atua como supressor tumoral. O RARa ¢ um fator de transcricdo dependente de

ligante que se liga aos receptores retinoides X (RXR) para formar heterodimeros
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transcricionalmente ativos (Noguera et al., 2019). As variantes genéticas da LPA que néo
envolvem a fuséo do gene PML:RARa s&o muito raras e constituem < 2% de todos os casos de
LPA (Castelijn et al., 2023).

Clinicamente, a LPA é caracterizada pela tendéncia a hemorragia grave devido a
fibrindlise, acompanhada de trombocitopenia com predominio de promielécitos anémalos no
sangue periférico com um desfecho fatal rapido. Geralmente, os sintomas incluem niveis
elevados de leucdcitos (WBC), contagem baixa de plaquetas, distirbios na coagulacdo e
sangramentos, exigindo um diagnostico e tratamento répidos (Yilmaz et al., 2021).

A LPA tende a afetar pacientes mais jovens em compara¢do com outros tipos de LMA,
onde a idade média ao diagnostico de LPA é aproximadamente 40 anos, em contraste com a
idade média de 70 anos observada na LMA ndo-LPA (Cicconi et al., 2016). Atualmente, 0 uso
do &cido all-trans retinoico (ATRA) e do tridxido de arsénico (ATO) tem sido fundamental para
melhorar as taxas de cura da LPA. Esses agentes tém a vantagem de serem diferenciadores em
baixas doses, ao contrario dos agentes quimioterapicos citotoxicos tradicionais (Yilmaz et al.,
2021).

Contudo, a sindrome de diferenciacdo (SD), anteriormente conhecida como sindrome
de ATRA, € uma complicacdo potencialmente fatal que geralmente surge nos primeiros dias ou
semanas de terapia com ATRA contra a LPA. Dispneia, derrame pleural, febre, ganho de peso,
edema periférico, hipotensdo e insuficiéncia renal aguda sdo as caracteristicas evidentes. Um
diagnostico preciso de SD muitas vezes nédo é possivel devido a frequéncia de outras condicdes
clinicas que mimetizam os sintomas, como sangramento, infeccéo e sepse (Chen et al., 2024).
Por isso, corticosteroides profilaticos tém sido utilizados em ensaios clinicos prospectivos e sdo
recomendados para prevenir a SD em todos os pacientes com LPA recém-diagnosticada,
especialmente aqueles com doenca de alto risco. A terapia com ATRA mais ATO deve ser
suspensa em pacientes com SD grave, caracterizada pela presenca de trés ou mais sinais ou
sintomas clinicos (Yilmaz et al., 2021).

Sendo assim, é de grande importancia a busca por alternativas terapéuticas capazes de

mitigar esses efeitos e melhorar o prognostico do paciente acometido pela LPA.

3.2 EPIDEMIOLOGIA

O cancer atua como o principal desafio de satde publica global com incidéncias e taxas
de mortalidade com alta varidncia entre os diferentes subtipos de tumores, refletindo a

complexidade e a diversidade da doenca em vérias popula¢es. De acordo com os dados da
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Organizacdo Mundial de Saude (OMS), foram registrados cerca de 19.976.499 casos de cancer
em todo o mundo em que se destacam o cancer de pulmdo como cancer mais incidente, com
uma estimativa de 2.480.675 novos casos, cancer de mama € o segundo mais comum com
2.296.840 casos, seguido pelo cancer colorretal com 1.926.425 casos apenas no ano de 2022
(Figura 3).

Figura 3 - Estimativa do nimero de casos dos 13 tipos de cancer com maior incidéncia em 2022 no mundo.
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Fonte: Adaptado da Organizagdo Mundial de Salde, (2022).

Foram registrados 487.294 casos e 305.405 obitos da leucemia em 2022 em todo o
mundo. Embora o numero de casos de leucemia seja menor comparado aos tipos de cancer mais
prevalentes, a taxa de mortalidade relativa é significativa. Por exemplo, o cancer de prostata,
com 397.430 novos casos, apresentou uma mortalidade de 102.519 6bitos, enquanto o cancer
de figado, com 758.725 novos casos, resultou em 13.599 ébitos (INCA, 2022). Essa analise
indica que, embora a leucemia ndo seja um dos tipos tumorais mais incidentes no mundo, a sua

letalidade relativa é alta.
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No contexto do Brasil, o cancer de préstata apresenta a maior incidéncia, com 102.519
Novos casos anuais, seguido pelo cancer de mama com 94.728 casos e o cancer colorretal com
60.118 novos casos. Em relacdo a leucemia, o pais registra aproximadamente 11.859 novos
casos por ano, sendo 8.790 obitos. Embora esses nimeros sejam menores quando comparados
aos tipos de cancer mais prevalentes, a taxa de mortalidade relativa é significativamente alta
(INCA, 2022).

De acordo com projecdes do INCA para o triénio de 2023 a 2025, estima-se que
ocorrerdo aproximadamente 704 mil novos casos de cancer. Dentro desse total, prevé-se que
5.920 casos de leucemia serdo diagnosticados em homens, o que equivale a uma taxa de 5,67
novos casos a cada 100.000 individuos do sexo masculino. Em mulheres, sdo esperados 4.890
novos casos de leucemia, correspondendo a uma taxa de 4,56 casos a cada 100.000 individuos
do sexo feminino. Entre as mortes causadas por leucemia, a LMA representa a maior parte,
aproximadamente 62% (Howlader et al., 2021).

No Brasil, 0 nimero estimado de novos casos de LMA, segundo projecdes para 0 mesmo
triénio citado anteriormente, é de 11.540 casos, 0 que corresponde a um risco estimado de 5,33
por 100 mil habitantes, sendo 6.250 em homens e 5.290 em mulheres. E 0 sexto cancer mais
frequente em homens na regido Nordeste (5,54 por 100 mil) e 0 nono em mulheres na mesma
regido (5,08 por 100 mil). Além disso, foram previstos 560 casos de leucemia em Pernambuco
em 2023, no entanto, o namero real de casos ainda ndo foi divulgado até o presente momento
(INCA, 2023).

A LPA, o subtipo mais comum de LMA, ocorre muito raramente antes dos 20 anos de
idade e a incidéncia € ligeiramente maior nos homens do que nas mulheres (Cingam e Koshy,
2017). Pacientes com LPA geralmente sdo classificados em trés categorias de risco: baixo,
intermediario e alto — com base na contagem de leucdcitos (WBC). Os pacientes de risco baixo
e intermediario sdo agrupados, sendo caracterizados por uma contagem de leucdcitos inferior a
10.000/uL. Ja os pacientes de alto risco apresentam contagens de leucocitos superiores a
10.000/puL (Jimenez et al., 2020).

A grande maioria dos pacientes com LPA alcanc¢a remissdo completa apos a terapia de

inducdo e remissdo molecular apés a conclusdo da terapia de consolidacdo. No entanto, cerca
de 10% dos pacientes com LPA de alto risco apresentam recidiva da doenca (Stahl et al., 2019)
Esses dados destacam a complexidade do tratamento da leucemia e a severidade de seus
efeitos, exigindo intervencdes médicas avancadas e um diagndstico precoce para melhorar os

prognosticos dos pacientes.
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3.3 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

A LPA, categorizada como AML-M3 pelo sistema de classificacdo Franco-Americano-
Britanico (FAB), é caracterizada por uma interrupgéo na diferenciacao celular, onde as células
leucémicas ficam estagnadas no estagio dos promielécitos do processo de maturagéo celular. O
manejo ideal da LPA exige um diagndstico precoce, implementacdo de medidas de suporte
intensivas, gestdo adequada das complicagdes relacionadas ao tratamento e monitoramento da
doenga residual mensuravel (DRM) para a presenga de PML/RARa (Noguera et al., 2019).

O diagnostico da LPA deve ser realizado de forma minuciosa e envolve varias etapas:
exame fisico, para a observacdo de sinais e sintomas importantes como manchas na pele e
sangramento, puncdo da medula 6ssea, para a identificacdo de promielécitos, o que configura
forte indicio de LPA, além disso, hemograma, afim de observar alteracbes como
trombocitopenia e leucocitose, exame citogenético, com o intuito de identificar a translocacédo
nos cromossomos 15 e 17 e, por fim, exames de imagem, para avaliar a presenca de ganglios
linfaticos aumentados ou infiltracdo em 6rgdos (Vieira et al., 2023). Alguns pacientes sao
direcionados ao tratamento antes mesmo que obtenham os resultados dos exames, afim de evitar
hemorragia. Porém, ap6s o diagnostico concluido, é possivel conduzir o tratamento de maneira
mais assertiva e eficaz.

A introducdo da quimioterapia para tratar a LPA trouxe uma mudanca significativa no
curso da doenca e nos resultados dos pacientes. Inicialmente, as terapias seguiam duas
abordagens principais: uma combinacdo de antraciclina e citarabina, uma quimioterapia tipica
para leucemia mieloide aguda ainda amplamente utilizada, e monoterapia com altas doses de
antraciclina, que alcancava taxas de remissao completa de 47-88% dos casos (Sanz e Lo-Coco,
2021).

As primeiras indicagdes das propriedades distintivas do acido all-trans retinoico
(ATRA) surgiram na década de 1980, quando a linhagem celular HL-60 foi usada como modelo
para LPA. Nesse estudo pioneiro, Breitman et al. (1980) publicaram as primeiras evidéncias de
que o ATRA podia induzir a diferenciacdo dos promieldcitos em granul6citos maduros.
Atualmente, o tratamento de pacientes de baixo a médio risco tem sido amplamente eficaz com
a terapia combinada de ATRA e trioxido de arsénio (ATO), apresentando resultados
significativos nas taxas de sobrevida em comparacdo ao tratamento com ATO isolado ou a
combinacdo de ATRA com quimioterapia (Chale et al., 2019; Balasundaram et al., 2022).

Além disso, a combinagdo ATRA-ATO mostrou menor toxicidade em comparagéo ao
ATRA-quimioterapia, estabelecendo-se como o novo padrdo de tratamento para pacientes com
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LPA de baixo a intermediario risco (Cingam e Koshy, 2017; Chale et al., 2019). Na LPA, o
ATRA tem dupla funcdo terapéutica: ativa a transcri¢do de genes envolvidos na diferenciacdo
da linhagem mieloide e degrada a oncoproteina PML-RARa. O ATO degrada todas as espécies
moleculares contendo PML, promove a apoptose nas células de LPA, tem um efeito pro-
oxidante e danifica estruturas proteicas em geral, resolvendo ligacbes dissulfeto (Noguera et
al., 2019). Os regimes de inducdo que combinam ATRA com antraciclinas, com ou sem
citarabina, demonstram taxas de remissdo completa (CR) superiores a 90% em ensaios
conduzidos por grupos cooperativos (O’Donnell et al., 2013).

Pacientes com doenca de risco baixo ou intermediario (contagem de leucdcitos
<10.000/uL) séo tratados com regimes de consolidacdo menos intensivos em comparagdo com
aqueles usados para tratar pacientes de alto risco (contagem de leucocitos >10.000/uL),
dependendo do protocolo de tratamento utilizado (O’Donnell et al., 2013). No entanto,
pacientes de alto risco apresentam maior tendéncia a recidiva e ao desenvolvimento de
resisténcia tanto ao ATRA quanto ao ATO, devido a mutacdes genéticas que levam a
substituicdo de aminoécidos no dominio de ligacdo ao ligante RARa (LBD) e no dominio PML-
B2 de PML-RARa, respectivamente (Noguera et al., 2019). Embora ATRA e ATO tenham
proporcionado uma melhoria significativa no progndstico da LPA, as mortes precoces ainda
sdo um fator que impacta a taxa de cura da doenca. Essas mortes podem ocorrer principalmente
devido a coagulopatia associada a doenca e a eventos hemorragicos (Lu et al., 2021).

Embora o foco principal do tratamento de LPA esteja em ATRA e ATO, o etoposideo
pode ser utilizado como parte de regimes quimioterapicos, especialmente em pacientes que ndo
respondem adequadamente ao tratamento inicial. Em alguns protocolos de tratamento, ele pode
ser combinado com outros agentes antitumorais a depender do perfil do paciente (Lu et al.,
2021). Este quimioterapico atua inibindo a topoisomerase Il, uma enzima essencial para o
desenrolamento do DNA durante os processos de replicacdo e transcricdo. O etoposideo
interfere nesse processo, levando ao acumulo de quebras de fita dupla no DNA, o que resulta
em apoptose, especialmente em células que se dividem rapidamente, como as células
leucémicas (Grohmann et al., 2018; Bailly, 2023). No entanto, assim como outros agentes
antitumorais, o etoposideo pode causar efeitos colaterais significativos, como mielossupressao,
nauseas e risco aumentado para infeccGes (Bailly, 2023).

Um aspecto da LPA ¢ a possibilidade de desenvolvimento da sindrome de diferenciacéo,
que pode ocorrer durante o tratamento, apresentando-se com febre, ganho de peso e problemas
respiratorios. Embora a LPA né&o seja classificada em estagios como outros tipos de cancer, sua

avaliacdo se concentra na resposta ao tratamento e no controle das recidivas. O
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acompanhamento regular é fundamental para garantir a melhor qualidade de vida possivel para
0s pacientes (Woods et al., 2023). Neste tipo tumoral, o conceito de estadiamento ndo se aplica
da mesma forma do que nos outros canceres, uma vez que a LPA é uma doenca hematoldgica
e, portanto, é avaliada de maneira diferente. Em vez de um sistema de estadiamento, a LPA é
monitorada com base em critérios clinicos e laboratoriais que ajudam a avaliar a gravidade da
doenca e a resposta ao tratamento, como contagem de leucdcitos, avaliacdo de sintomas
clinicos, exame de coagulacgdo e analise da medula déssea (Instituto Camargo Center, 2024).
Dessa forma, a alta taxa de mortalidade precoce associada a leucemia combinada a
complexidade genética da doenca e ao desenvolvimento de resisténcia medicamentosa em
pacientes de alto risco, refletem a necessidade de aprimorar as opcdes de tratamento
disponiveis, com o surgimento de novas drogas que obtenham efeito citotoxico com o minimo
de reacOes adversas possiveis. Estratégias como o diagnostico precoce, tratamentos
personalizados e o desenvolvimento de novas terapias sdo cruciais para aumentar a sobrevida

dos pacientes.

3.4 DERIVADOS TIOFENICOS

Os tiofenos sdo compostos heterociclicos que possuem um anel de cinco membros,
sendo quatro carbonos e uma molécula de enxofre (Figura 4) (Singh; Singh; Bedi, 2020). O
nome "tiofeno” foi derivado das palavras gregas 'theion’, que significa enxofre e ‘phaino’, que
significa brilhante (Mishra et al., 2011). A estrutura do tiofeno é encontrada em fontes naturais,
como petréleo e carvao, e manifestam-se como um liquido incolor, solivel em &gua, com odor
similar ao benzeno a temperatura ambiente (Stefani., 2009). O anel tiofénico tem sido
amplamente utilizado na sintese de derivados por conta de suas propriedades estruturais e
quimicas Unicas, que conferem uma ampla atividade biologica, incluindo anti-inflamatdria
(Mota et al., 2020; Da cruz et al., 2021), antitumoral (Pathania et al., 2020), antinociceptiva
(Mota et al., 2020), anticonvulsivante (Deep et al., 2016) e antibacteriana (Lahsasni et al.,
2018).

Figura 4. Estrutura anel tiofeno.
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Fonte: Adaptado de Vallan et al. (2021).

A ampla atividade bioldgica dos tiofenos é atribuida a sua estrutura molecular, que
facilita interacBes com diversos alvos bioldgicos. Entre os fatores que contribuem para essa
ampla atividade bioldgica, destacam-se as interacGes moleculares, as propriedades
farmacoforicas e o isosterismo. Em relacdo as interacbes moleculares, os tiofenos possuem a
capacidade de interagir com proteinas como enzimas e receptores celulares devido a sua
estrutura molecular versatil, permitindo-lhes desempenhar maltiplas fungdes bioldgicas (Hu et
al., 2013). Adicionalmente, a estrutura dos tiofenos pode ser modificada para aumentar a
afinidade com alvos especificos no organismo ou ser empregada como isOsteros no
desenvolvimento de farmacos (Kilbourn, 1989, Sztanke; Rzymowska; Sztanke, 2015),
promovendo a melhoria da eficacia e a seletividade dos compostos, além de reduzir os possiveis
efeitos adversos e garantir caracteristicas fisico-quimicas superiores.

A atividade antitumoral deste grupo de compostos tem sido largamente reportada na
literatura cientifica. Diferentes derivados de tiofeno foram avaliados quanto a atividade
antitumoral contra a linhagem celular de cancer de mama humana MCF-7, sendo que o
composto 12 ((2)-3-(3-Metilisoxazol-5-ilamino)-1-(tiofen-2-il)prop-2-en-1-ona, possui 0s
seguintes substituintes: um grupo 3-metilisoxazol em uma extremidade e um grupo tiofeno na
outra extremidade) e 14 (derivado da quinolin-3-amina, possui 0s seguintes substituintes: uma
porcdo de quinolina) mostraram quatro vezes mais atividade antitumoral quando comparado
com a doxorrubicina (Ghorab; Bashandy; Al-said, 2014). Um estudo realizado por Dos Santos
et al. (2018) investigaram a atividade antitumoral de derivados de tiofeno na linhagem celular
MCF-7. Os resultados demonstraram uma significativa atividade citotoxica, bem como
seletividade e eficacia comparavel a da doxorrubicina. Adicionalmente, observou-se que 0s
derivados de tiofeno induziram a parada do ciclo celular na fase GO/G1, sugerindo um potencial
mecanismo de ac¢ao para o tratamento do cancer de mama.

Um estudo realizado por De oliveira et al. (2015) avaliaram a atividade antitumoral de
derivados de tiofeno-tiossemicarbazona em linhagens de células tumorais humanas. Os

compostos 7 (E)-N-(p-tolil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-tiossemicarbazona, que apresenta um
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substituinte p-tolil (para-metilfenil) e um grupo tiofen-2-ilmetileno) e composto 9 ((E)-N-
(naftalen-1-il)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-tiossemicarbazona, que possui um substituinte naftalen-
1-il juntamente com o grupo tiofen-2-ilmetileno) exibiram atividade antitumoral promissora
apos 48 horas de tratamento. Observou-se que 0 composto 7 induziu a exposi¢ao precoce de
fosfatidilserina como um mecanismo de sinalizacdo de morte celular, sem alterar o perfil do
ciclo celular. Adicionalmente, o0 composto 7 demonstrou baixa toxicidade aguda in vivo e foi
capaz de inibir o desenvolvimento do tumor soélido de Ehrlich em camundongos.

O estudo realizado por Zhang et al. (2021b) avaliou os derivados de imidazo[1,2-
a]piridina-tiofeno como inibidores de FLT3 e mutantes de FLT3 para leucemia mieloide aguda
(LMA). Os resultados mostraram que os compostos 5e (4-fluorofenil ligado ao tiofen-2-il e um
grupo 1-metil-1H-pirazol-4-il ligado & posicdo 7 da imidazo[1,2-a]piridina) e 59 (2,6-
dimetoxifenil ligado ao tiophen-2-il e um grupo 1-metil-1H-pirazol-4-il ligado a posi¢édo 7 da
imidazo[1,2-a]piridina) competem com o ATP na ligacdo ao bolso de FLT3, confirmando que
séo inibidores do tipo I. Esses compostos se ligam ao FLT3 na conformagéo ativa "DFG-in", o
que pode ajudar a superar mecanismos de resisténcia causados por mutacdes, como a mutacao
D835. No ensaio de apoptose, as células MOLM14 foram tratadas com o composto 5, e 0
resultados mostraram que o composto induziu apoptose nas células, demonstrando seu
mecanismo de acdo anti-proliferativo.

Uma série de novos compostos heterociclicos, incluindo anéis de tiofeno, foi sintetizada
a partir do 4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno. Os derivados foram avaliados quanto a sua
atividade antitumoral em linhagens celulares humanas HepG2, MCF7 e HCT116, sendo
comparados a doxorrubicina, uma droga de referéncia. Os derivados de tiofeno mostraram
potencial atividade antitumoral contra a linhagem de cancer colorretal, promovendo o0 aumento
da apoptose e a inibicdo da tirosina quinase (EI-metwally et al., 2018). Diante das evidéncias
encontradas na literatura, pode-se afirmar que os derivados tiofénicos tém alta versatilidade
estrutural e apresentam uma diversidade de atividades bioldgicas, atraindo o interesse de
pesquisadores de todo o mundo no campo da quimica medicinal. Dessa forma, busca-se
compreender os efeitos de novos tiofenos frente a linhagem de leucemia mieloide aguda e as
conseguintes alteracdes na expressao do conjunto de proteinas que compde o microambiente

desse tipo tumoral.
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3.5 ANALISE PROTEOMICA

As proteinas sdo os produtos do processo de decodificacdo que se inicia com a
informacdo contida no DNA celular (Kadakeri et al.,, 2020). Essas macromoléculas
desempenham uma funcdo fundamental em varios processos bioldgicos, que auxiliam na
predicdo e/ou deteccdo de estdgios especificos de desenvolvimento, eventos fisioldgicos e
patologicos (Macklin; Khan; Kislinger, 2020). A fim de avaliar as proteinas expressas em um
determinado sistema biologico, varios grupos de pesquisa tém como objetivo compreender a
expressao, regulacao e funcdo das proteinas por meio da abordagem proteémica (Kwon et al.,
2021). Esta metodologia ndo permite apenas avaliar o perfil de expressdo de proteinas, mas
também investigar modificacdes pds-traducionais (Zhu et al., 2022), interagdes entre proteinas
para compreender redes de interacdo e vias de sinalizacdo celulares (Elhabashy et al., 2022),
mecanismos moleculares subjacentes a processos fisiologicos e patolégicos, como crescimento
tumoral (Kopylov et al., 2022), metastase (Neophytou et al., 2021) e resisténcia a medicamentos
(Zeng et al., 2021), dentre outros.

Existem diferentes metodologias protedmicas disponiveis para investigar a expressdo e
a funcdo das proteinas em sistemas biolégicos, cuja importancia é essencial para nossa
compreensdo sobre aspectos fisioldgicos e/ou patoldgicos. Os métodos classicos para analise
quantitativa de misturas complexas de proteinas envolvem a separacdo e comparagdo das
mesmas por meio de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-PAGE), seguida
de espectrometria de massa (Simula et al., 2009; Strohkamp; Gemoll; Habermann, 2016) ou
identificacdo em tandem de espectrometria de massa (Guo et al., 2023). Nestes procedimentos,
a quantificacdo das proteinas especificas € realizada utilizando a intensidade de pixels associada
a cada proteina. No entanto, os spots observados em um gel 2D-PAGE frequentemente
compreendem multiplas proteinas, o que torna a quantificacdo desafiadora, uma vez que ndo
podemos distinguir qual proteina no spot esta alterada. Além disso, a abordagem protedmica
empregando a 2D-PAGE esta sujeita as limitacbes impostas pelo método, que incluem uma
faixa limitada de pH, dificuldade na deteccdo de proteinas com reduzida abundancia ou com
diferentes pesos moleculares e valores de pontos isoelétricos extremos (Lee; Saraygord-
Afshari; Low, 2020).

Em seguida, as técnicas de protedmica shotgun, caracterizadas pela analise direta dos
peptideos resultantes da digestdo de uma mistura complexa de proteinas (protebmica do tipo
bottom-up) (Dupree et al., 2020) ou ndo (protedmica do tipo top-down) (Brown et al., 2020)
foram utilizadas para a analise quantitativa de proteinas. Em contraste com a abordagem
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utilizada no gel 2D-PAGE, as proteinas sdo extraidas de uma amostra bioldgica de interesse e
digeridas enzimaticamente ou quimicamente, e os peptideos fragmentados sdo separados com
auxilio da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem (Brown et al.,
2020). Por meio de algoritmos computacionais como SEQUEST ou MASCOT, é conduzida
uma busca nos espectros de massas correspondentes as disponiveis em bancos de dados,
visando identificar as proteinas (Karabacak et al., 2009).

A protedmica label-free € uma abordagem analitica de quantificacdo de proteinas do
tipo shotgun sem a necessidade do uso de rétulos ou marcadores quimicos. Nesse método, as
amostras sdo analisadas por espectrometria de massa de alta resolucdo e os dados brutos sdo
processados para identificar e quantificar as proteinas presentes. As etapas no fluxo de trabalho
da protedmica label-free consistem na identificacao de peptideos, deteccdo de caracteristicas e
correspondéncia dessas caracteristicas com identidades de peptideos. O processamento dos
dados brutos da espectrometria de massa € essencial para a precisdo e sensibilidade da
quantificacdo (Zhao et al., 2020).

A Figura 5 representa o fluxo de trabalho tipico de uma andlise protebmica por
espectrometria de massas. Inicia-se com a obtencdo de uma amostra bioldgica contendo
proteinas, que sdo extraidas e digeridas em peptideos menores. Esses peptideos sdo separados
por cromatografia liquida, processo que utiliza uma coluna para diferencia-los com base em
suas propriedades quimicas. Em seguida, os peptideos sdo ionizados, gerando ions que passam
por uma etapa de fragmentacdo, essencial para determinar suas sequéncias de aminoacidos. Na
etapa de analise de massas, os fragmentos ionizados sdo separados conforme suas razdes
massa/carga e detectados. Os dados obtidos pelo espectrébmetro de massas sdo entdo
processados e analisados por um software, permitindo a identificacdo das proteinas presentes

na amostra.

Figura 5. Etapas da protedmica label-free LC/MSMS.
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Diferentes metodologias protedmicas, essenciais para entender a expresséo e funcao das
proteinas em sistemas biologicos, incluem a eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2D-PAGE) seguida de espectrometria de massa, que permite a comparacgao
quantitativa de misturas complexas de proteinas (Simula et al., 2009; Strohkamp; Gemoll;
Habermann, 2016; Guo et al., 2023; Lee; Saraygord-Afshari; Low, 2020). A proteébmica
shotgun, tanto do tipo bottom-up quanto top-down, oferece uma analise mais direta de peptideos
resultantes da digestdo de proteinas, utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas tandem (Dupree et al., 2020; Brown et al., 2020). A abordagem label-free, uma
técnica analitica poderosa, tem sido aplicada na pesquisa oncoldgica, permitindo a identificacao
de proteinas diferencialmente expressas em cancer gastrico (Song et al., 2020) e biomarcadores
em exossomos de pacientes com cancer de endométrio (Sommella et al., 2022). Além disso,
estudos sobre resisténcia a medicamentos em cancer de pulméo identificaram proteinas com
potencial valor terapéutico e diagnoéstico (Efeogl et al., 2022). Pesquisas sobre mecanismos de
acao de compostos antitumorais revelaram interacdes proteicas significativas, como a proteina
HMGB1 em resposta a cisplatina e a inducdo de alteracGes na expressdo proteica mediada por
paladio (Du et al., 2014; Tusek-Bozi¢ et al., 1998). A identificacdo da nicotinamida N-

metiltransferase (NNMT) como um modulador metabdlico nos fibroblastos associados ao
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cancer destaca sua relevancia na regulacdo do microambiente tumoral (Eckert et al., 2019)

(Tabela 01)

Tabela 01. Técnicas protedmicas identificadas em diferentes estudos

Metodologia

Descricao

Referéncias

2D-PAGE seguida de
espectrometria de massa
(Tandem MS)

Separacdo de proteinas por
eletroforese em gel, seguida por
espectrometria de massa (EM).
Desafio ocorre pela presenca de
maltiplas proteinas nos spots.

Simula et al., 2009;
Strohkamp et al., 2016

Protedmica shotgun
(bottom-up)

Conhecida como "protedmica de
peptideos". Utiliza-se
cromatografia liquida e EM em
tandem.

Dupree et al., 2020

Protedmica shotgun (top-
down)

Avalia proteinas intactas, sem
digestdo prévia. As proteinas
ionizadas sé&o analisadas por EM,
identificando isoformas e
modificacOes pds-traducionais.

Brown et al., 2020

Protedmica label-free

Quantifica proteinas sem uso de
marcadores. Emprega EM de
massa de alta resolucdo e analise
computacional.

Song et al., 2020
Sommellaetal., 2022
Efeogl et al., 2022
Duetal., 2014
Eckertetal., 2019

No presente estudo, foi adotada uma metodologia label-free Nano-LC/MSMS, em que

inicialmente ocorre a digestdo proteica, envolvendo a reducéo das ligacoes dissulfeto, posterior

fragmentacdo por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) e conversdo das proteinas

em ions através de uma fonte de ioniza¢do. Em seguida, os ions sdo detectados com base na sua

relacdo massa/carga (m/z) pelo espectrdmetro de massas, utilizando o tempo de voo (TOF). Por

fim, os espectros sdo gerados por meio do analisador de massas, seguido pela analise dos dados

obtidos.
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4. METODOS

4.1 AGENTES ANTINEOPLASICOS

Para a andlise do efeito antitumoral e dos respectivos mecanismos de acgdo, foram
empregados os derivados tiofénicos SB200, SB44 e SB83, os quais foram sintetizados
previamente por Mendonca-Junior et al., (2011) e cedidos em colaboracéo pelo Laboratério de
Sintese e Vetorizagdo de Moléculas da Universidade Estadual da Paraiba. As informacdes
referentes ao nome quimico, formula molecular e massa molar dos derivados estdo presentes

no Quadro 1.

Quadro 1. Caracterizacao dos derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200.

Derivados Formula

tiofénicos Nome do derivado estrutural

2-[(1H-Indol-3-
ylmethylene)-amino]- =4
5,6,7,8-tetrahydro- )
SB44 4Hcyclohepta[b]thiophe Q:{ C19H17N3S 319,11
ne-3-carbonitrile )
2-[(5-Bromo-1H-indol-

2-ylmethylene)-amino]- ) / i
!

Férmula Massa molar
Molecular (g/mol)

4,5,6,7-tetrahydro-
SB83 benzo[b]thiophene-3-
carbonitrile

C18H14BrN3s 384.29

2-(((5-Bromo-1H-indol- i
2-yh)methylene)amino)- adl j
5.6,7,8-tetrahydro-4H- % ;
SB200 cyclohepta[b]thiophene- \
3-carbonitrile

C19H16BrN3s
398,32

Fonte: A autora (2024).

4.2 CULTIVO E MANUTENCAO DA LINHAGEM LEUCEMICA HL-60/MX1

A linhagem leucémica HL-60/MX1, proveniente do banco de células do American Type
Cell Culture (ATCC®; EUA), foi utilizada nesse estudo. Essa linhagem celular exibe resisténcia

ao mitoxantrona (39 nM), resisténcia a multiplas drogas (MDR) atipica, atividade catalitica de
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topoisomerase Il alterada e niveis reduzidos das telomerases II o e . Adicionalmente, esta
célula apresenta resisténcia cruzada a teniposido, bisantreno, actinomicina, daunorrubicina e
doxorrubicina.

No tocante ao cultivo e manutencédo da linhagem, as células foram cultivadas em meio
RPMI-1640 (Gibco®, UK), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®, UK), HEPES
10 mM (Gibco®, UK), 200 U/mL de estreptomicina e penicilina (Gibco®, UK), e incubadas em
estufa imida com 5% de CO; a 37°C. E importante mencionar que a troca de meio foi realizada
sempre que necessario, com intuito da manutencéo da viabilidade celular, tendo em vista que o

double time (tempo de duplicacdo) da linhagem HL-60/MX1 é de 28 horas.

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE IN VITRO EM CELULAS NEOPLASICAS
LEUCEMICAS

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro foi realizada pelo método colorimétrico de
reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT) (Sigma-
Aldrich®) em cristais de formazan. As células da linhagem HL-60/MX1 foram plaqueadas com
4 x 10° células por pogo em uma placa de 96 pogos e mantidas em estufa imida a 37°C e 5%
de CO;z por 24 horas. Ap6s o periodo de incubacao, as células foram tratadas com os compostos
SB200, SB44 e SB83 em diferentes concentragdes (0.1, 0.5, 10, 25 e 50 uM) por 72 horas
(37°C; 5% de CO3). Além disso, utilizou-se como veiculo na diluicdo dos compostos e controle
negativo o DMSO 0,1%, além do quimioterapico etoposideo na concentragdo de 1C50 (5,32
M) (Sigma-Aldrich®, EUA) como controle positivo nos experimentos. Decorrido o periodo
de tratamento, 20 pL de MTT (5 mg/mL) foram adicionados em cada poco, e as placas foram
incubadas novamente em estufa (37°C; 5% de CO) por um periodo de trés horas. Em seguida,
130 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 20% foram adicionados em cada pogo. Apos a
dissolugdo completa dos cristais de formazan, foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (Fisherbrand™ AccuSkan™ FC, Fisher Scientific®) (Biotek®, EUA) no
comprimento de onda de 570 nm.

Antes da realizacdo do ensaio, as células foram expostas ao corante azul de tripan a
0,4%, diluido em PBS. Este corante € capaz de penetrar nas celulas com membranas
comprometidas, ligando-se as proteinas intracelulares e conferindo uma coloracdo azulada a
essas células. Posteriormente, as células foram contabilizadas manualmente, confirmando a
viabilidade das mesmas. Os experimentos foram realizados em triplicata, e a média da
viabilidade de cada experimento foi calculada com base no valor obtido para o controle

contendo DMSO a 0,1% dissolvido em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10%.
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A partir das viabilidades celulares, a concentracao inibitoria 50% (IC50) dos compostos foi

determinada com auxilio do GraphPad Prism 8 e do Microsoft Office Excel 2016.

4.4 EXTRACAO DE PROTEINAS E DIGESTAO TRIPTICA

As células da linhagem HL-60/MX1 foram tratadas com os derivados tiofénicos SB200,
SB44 e SB83 nas concentragdes de 1C50 e, ap6s 72 h, as proteinas produzidas foram extraidas
a partir da homogeiniza¢do com 200 pL de tampdo de lise frio contendo 50 mM Tris-HCI (pH
7,5), 5 mM de acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), 10 mM de &cido etilenoglicol-bis(B-
aminoetil)-N,N,N',N'-tetraacético (EGTA), 50 mM NaF, 20 mM KCI e 250 mM NaCl
suplementado com 1 pL de coquetel inibidor de protease (GE Healthcare, Life Sciences,
Piscataway, NJ) e inibidor de fosfatase (20 mM ortovanato de sdédio (Na3VO4) e 1 uM éacido
ocadaico). Apos 1 hora de incubagdo a 4°C, as amostras foram submetidas ao processo de
congelamento e descongelamento por duas vezes em nitrogénio liquido. Em seguida, cada
amostra foi centrifugada a 12.000 g por 30 min, e o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e armazenado —80°C. As amostras foram quantificadas pelo método de BradFord
(Bradford, 1976). Apos a quantificacdo das proteinas, as amostras foram concentradas 39x e
tiveram o tampédo trocado por bicarbonato de aménio (NH4HCO3 50 mM) usando um
dispositivo de ultrafiltracdo de 3 kDa (Millipore, Billerica, MA). No total, 200 pg de proteina
foi desnaturada (0,1% RapiGest SF a 60°C por 15 min; Waters, Milford, MA), reduzida com
ditiotreitol (DTT) 10 mM a 60°C por 30 min, alquiladas com iodoacetamida 10 mM por 30 min
a temperatura ambiente no escuro, e digerido enzimaticamente com tripsina a uma proporcao
de 1:50 enzima/proteina (Promega, Madison, WI1). A digestdo foi interrompida pela adicao de
10 puL de 5% de TFA. Como padrao interno foi utilizado o alcool desidrogenase de levedura
(ADH; P00330, Waters), adicionado a uma concentracao final de 10 fmol/uL para quantificacdo
absoluta.

4.5 QUANTIFICACAO PROTEICA LABEL-FREE POR ESPECTOMETRIA DE MASSAS

Os experimentos qualitativos e quantitativos nano UPLC ESI HDMSE foram

conduzidos com um sistema ACQUITY UPLC (Waters), como descrito previamente por Panis

etal. (2014), com algumas modifica¢fes. No tocante a primeira dimensdo, uma coluna de troca
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catibnica forte (SCX) (Waters) com enchimento de um 5 um polySulfoethyl aspartamida
(PolyLC, Columbia, MD) foi utilizada. As amostras foram eluidas em nove frac6es a partir da
coluna SCX utilizando um gradiente salino (2 pL de tampao salino contendo 50, 100, 150 e 200
de formiato de aménio mM (NH4FA) com 5% de ACN, seguido por um gradiente de fase
reversa (RP). Os peptideos libertados foram capturados por uma coluna RP de armadilha (180
um x 20 mm, 5 um Simetria C18, Waters). Depois da captura dos peptideos, a coluna de
armadilha foi posicionada alinhada com uma outra coluna analitica RP (100 pm x 100 mm, 1,8
pum C18, nanoACQUITY UPLC HSS T3, Waters). RP um gradiente de 5-40% de ACN
(contendo 0,1% de acido formico v/v) em 58 min foi usado para a segunda dimensdo com uma
taxa de fluxo de 600 mL.min-1. Todas as andlises foram realizadas utilizando ionizacao do tipo
nanoelectrospray em modo de ions positivo nanoESI(+) e uma fonte de ionizacdo
NanoLockSpray (Waters). O espectrometro de massa foi calibrado com uma solugdo de
peptideo Glu-1-fibrinopeptideo B (Glu-Fib) (Sigma-Aldrich) (100 fmol.mL-1) entregue através
do pulverizador de referéncia da fonte NanoLockSpray. A aceleracdo ortogonal do tempo de
voo (OA-TOF) MSE foi adquirida a partir de m/z 50 até 2000. O perfil de MS foi ajustado para
garantir que os dados de LC-MS de baixa energia foram efetivamente adquiridos a partir de m/z
400-2000. Para assegurar a reprodutibilidade e robustez experimental, nesta metodologia, as

amostras foram analisadas em triplicata.

4.6 PESQUISA DE BANCO DE DADOS

A identificacdo das proteinas foi gerada por algoritmos adequados e pesquisando contra
um banco de dados especifico humano. As bases de dados empregadas foram randomizadas
"on-the fly" durante as consultas ao banco de dados, sendo posteriormente integradas as bases
originais para a avaliacdo da taxa de falsos positivos na identificacdo. A taxa de descoberta falsa
(do inglés, FDR) de até 1% foi considerada. As condi¢cdes adequadas de processamento e
procurando banco de dados espectrais, foi utilizado um v.2.5.2 ProteinLynxGlobalServer
(PLGs) com a informatica ExpressionE v.2.5.2. UniProtKB (liberar 2013_11). Apenas as
proteinas identificadas em todas as trés repeticdes de cada condicdo, obtidas na etapa de analise
com o software IdentityE PLGs, foram consideradas para a analise de expressdo, que foi
realizada utilizando a ferramenta ExpressionE. As proteinas obtidas foram organizadas pelo
algoritmo ferramenta PLGs ExpressionE em uma lista estatisticamente significativa
correspondente ao aumento e diminuicdo da regulacdo entre os diferentes grupos em

comparagdo com amostras de controle. Procedimento de filtragem adicional foi realizado para
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selecionar apenas as proteinas que apresentaram niveis de expressdo diferenciais com valor de
p inferior a 0,05. As interacfes entre as proteinas das principais rotas moleculares foram

analisadas usando o software GeneGo MetaCore (GeneGo, Encinitas, CA).

4.7 ANALISE DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

Para a avaliagdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio, as células da linhagem
HL-60/MX1 foram cultivadas em placas de 12 pogos (5x10°/poco) e mantidas em incubadora
a 37°C sob uma atmosfera contendo 5% de CO> por 24 horas. Posteriormente, as células foram
tratadas nas concentracbes de IC50 obtidas nos ensaios de citotoxicidade, com todas as
condi¢des em duplicata e uma condicdo sem marcacdo para controle do experimento. Ainda
sobre as condi¢Oes utilizadas neste ensaio, foram adicionados pogos de controle positivo
(etoposideo) (5,32 uM), controle negativo (DMSO 0,1%) e controle sem tratamento (NT). Apds
o0 tempo de tratamento (24h e 48h), foi adicionado 200 pL da solucédo de diidroetidio (DHE) na
concentracdo de 4 UM (Santa Cruz Biotechnogy®, EUA) ao pellet de células com marcagéo e
as amostras foram incubadas no escuro a 37°C por 25 minutos. Ap6s a marcagdo, as amostras
foram ressuspensas em 200 pL de PBS 1x e foi feita a aquisicdo de 10.000 eventos através do
citometro Attune (Thermo Ficher Scientific®). A analise dos resultados foi feita através do
software FlowJo™ (v10.8.1), em que os valores de intensidade mediana de fluorescéncia (MFI,
do inglés median fluorescence intensity) foram obtidos.

4.8 IMUNOFENOTIPAGEM

Para a caracterizagdo imunologica de HL60/MX1, as células foram distribuidas em
placas de 12 pogos (3x10°/poco) e foi utilizada a concentragdo de IC50 obtida nos ensaios de
citotoxicidade para os derivados SB44, SB83 e SB200. Com 48 e 72h de tratamento, as
amostras celulares foram lavadas com PBS e marcadas com os anticorpos monoclonais contidos
no seguinte painel: CD11C — FITC; HLA-DR - PE; CD56 — PECy7; CD45RA — APC e CD16
— APC-H7 (Pharmingens TM), os quais foram selecionados para este ensaio por estarem ligados
ao processo leucémico e serem amplamente utilizados na clinica. Ademais, foram utilizadas
como controle negativo as células nao tratadas, ndo marcadas e células ndo tratadas, marcadas,
aléem do DMSO com controle veiculo (0,1%). A marcagdo ocorreu durante 25 minutos, no

escuro, em temperatura ambiente. Apos a incubacao, foi realizada uma dltima etapa de lavagem
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e aquisicao no citdmetro de fluxo BD FACSAriaTM Il (BD Biosciences, CA), no qual foram
adquiridos 20.000 eventos celulares. A analise dos resultados foi feita através do software
FlowJo™ (v10.8.1), em que os valores de intensidade mediana de fluorescéncia (MFI, do inglés

median fluorescence intensity) foram obtidos.

4.9 AVALIACAO DE ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO

Foram plaqueadas 1x10° de células HL60/MX1 em uma placa de 6 pogos e logo apods
foi adicionado 10 pL do reagente CellLight ER-GFP (Invitrogen). Apos 16 horas, 0s pogos
receberam o tratamento com o derivado SB200 nas concentragdes de %2 IC50 e 1C50, o qual foi
selecionado para este ensaio por ter apresentado o melhor indice de seletividade (IS) em células
HL-60/MX1. Além disso, foram incluidas as condi¢cdes com células marcadas e sem marcacao
e o etoposideo como controle positivo em uma concentracdo de IC50 de 5,32 uM. Com 48
horas de incubacéo, os eventos celulares foram adquiridos por meio do citdmetro FACSARIA
II (BD™) e a analise foi feita através do FlowJo™ (v10.8.1), em que os valores de intensidade
mediana de fluorescéncia (MFI, do inglés median fluorescence intensity) foram obtidos.

4.10 CICLO CELULAR
As células da linhagem HL-60/MX1 (5x10°/poco) foram cultivadas em placas de 12

pocos, com posterior incubacdo em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 durante 24
horas. Apds 24h, as células foram tratadas com as respectivas doses de 1C50 dos derivados
tiofénicos previamente calculadas para cada linhagem e incubadas novamente em estufa nas
mesmas condic¢Bes ja mencionadas por um periodo de 24 e 48 horas. Em seguida, as células
foram lavadas e fixadas em etanol 70% (Exodo Cientifica) por 24 h a temperatura -20°C.
Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2800 rpm por 5 minutos, lavadas duas vezes
com PBS 1X e o pellet celular foi marcado com 250 pL da solugdo de iodeto de propideo (PI)
(FxCycle™ PI/RNase Staining Solution, Invitrogen®) e incubado por 20 minutos sob protecéo
da luz. Apos a incubacdo, as células foram lavadas para retirar o excesso de Pl e em seguida
foram adquiridas no citometro de fluxo Attune™ (ThermoFisher Scientific; Carlsbad, CA,
USA). A analise dos resultados foi realizada pelo software FlowJo™ (v10.8.1), onde foram
obtidos os valores em % das populac6es. Foram realizados 3 experimentos independentes, nos

quais 0 DMSO a 0,1% e as células ndo tratadas foram utilizadas como controle para 0s ensaios.
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4.11 ANALISES ESTATISTICAS
As analises foram realizadas usando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, EUA). O teste de D'Agostino foi utilizado para avaliar a
normalidade das amostras. A expressdo dos resultados das variaveis continuas foi realizada por
médias e/ou desvios-padrao. Para verificar possiveis diferencas entre as médias, o teste “t” de
Student foi utilizado para amostras independentes, quando a distribuicdo é Gaussiana. Nos
casos em que o conjunto amostral ndo passou no teste de normalidade, o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney foi utilizado. Valores de p<0,05 foram considerados significativos. (* p <
0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 e **** p < 0,0001).

5. RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Os ensaios de MTT foram empregados para avaliar o nivel de citotoxicidade dos derivados
SB44, SB83 e SB200 em células da linhagem HL-60/MX1. O SB44 e o SB83 foram citotoxicos
nas concentracdes de 25 e 50 UM, com uma média de viabilidade de 7,79% 5,0 e 2,42% +4,12
para o SB44, e 10,6% +0,8 e 2,33% +4,04, para 0 SB83, respectivamente, quando comparadas
ao DMSO (Figura 6 A e B). O SB200 apresentou citotoxicidade na concentracdo de 10 uM
com uma média de viabilidade de 2,27% +1,98, o que demonstra significancia em relacéo ao
DMSO. (Figura 6 C).

Figura 6. Avaliacdo da citotoxicidade dos derivados tiofénicos na linhagem HL-60/MX1. As figuras A, B e C
exibem a viabilidade dos derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200, respectivamente na linhagem HL-60/MX1
comparadas ao controle negativo (DMSO) (* p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p < 0,0001).
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Fonte: A autora, (2024).

Além disso, a partir dos experimentos independentes, encontramos valores de IC50 para
cada derivado analisado. Os valores de 1Cso para os tiofénicos SB44, SB83 e SB200 foram de
13,94 uM £1,09, 19,19 uM £2,57 e 2,58 uM 0,36, respectivamente. Além destes, foram
realizados trés ensaios independentes para a avaliacdo da citotoxicidade do etoposideo nas
concentragdes de 0,5, 0,75, 1 e 10 uM. Os valores de IC50 obtidos foram de 4,78uM, 9,47uM
e 2,73 UM para cada experimento e a média final foi de 5,32 uM £2,56.

5.2 ANALISE PROTEOMICA QUANTITATIVA LABEL-FREE POR ESPECTOMETRIA
DE MASSAS (LC-MS/MS)

Neste estudo, empregamos a abordagem de protebmica quantitativa label-free para
caracterizar as alteracdes no perfil de expressao proteica na linhagem HL-60 MX1, tratada com
0s compostos SB200, SB83 e SB44 nas concentracBes de 1C50 obtidas na analise de

citotoxicidade em comparacao com células resistentes nao tratadas.

5.2.1 Analise de expressao diferencial de proteinas em células HL60/MX1 tratadas com
0s compostos SB44, SB83 e SB200 e ndo tratadas

Com o intuito de identificar o perfil de expressdo de proteinas nas células tratadas com
os derivados tiofénicos SB200, SB44 e SB83 em comparacdo com células leucémica néo
tratadas, foi realizado uma andlise protedmica quantitativa label free. Nossa analise identificou
1627 proteinas nas trés amostras avaliadas, com uma taxa de FDR inferior a 4%. Essas proteinas

foram, portanto, selecionadas para analise de expressao utilizando o software PLGS (Waters).
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Na Figura 7, o diagrama de Venn ilustra o nimero de proteinas expressas exclusivamente nas
amostras dos grupos tratados (SB44, SB83 e SB200) comparadas ao controle negativo
(DMSO), bem como o nimero de proteinas identificadas em comum para os derivados nas

amostras avaliadas.

Figura 7 - Diagrama de Venn demonstrando a distribuicdo de proteinas entre as amostras tratadas (SB44, SB83 e

SB200) em comparagdo com o controle negativo (DMSO).

SB44 X 0 _

SB83 X DMSO

SB200 X DMSO

Fonte: A autora, (2024).

5.2.2 Andlise in silico de processos bioldgicos e vias de sinalizagdo

O proteoma das células HL-60/MX1 tratadas com os compostos SB44, SB83 e SB200
nas concentracdes de 1C50 obtidas no ensaio de citotoxicidade foi comparado com o das células
ndo tratadas, visando estabelecer a ontologia génica (sigla do inglés, GO) e vias de sinalizagdo
celular e respostas metabolicas afetados pelo tratamento. Por meio das analises de GO, os
contextos bioldgicos nos quais se incluem as proteinas diferencialmente expressas puderam ser
explorados, sendo identificados processos que possuem niveis de atuacao e ativacdo/inativacdo
que diferem segundo o tratamento testado. Na andlise de GO, células tratadas com o composto
SB44 apresentaram processos biologicos estatisticamente relevantes, incluindo termos
relacionados a regulacgdo do citoesqueleto e ao rearranjo celular (como a regulacéo do rearranjo
do citoesqueleto e dos filamentos de actina), a regulacdo da expressao génica e traducao

(iniciacdo da traducdo), a sinalizacdo e ao metabolismo celular (sinalizacdo da insulina), a
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regulacdo do ciclo celular (como a regulacdo da iniciacdo, meiose e formacdo do nucleo
apoptotico) e a organizacdo molecular e estrutural (envolvendo contato sindptico, modificacédo
da cromatina e jungdes celulares) (Figura 8-A).

Ja na analise GO das proteinas diferencialmente expressas presentes em células tratadas
com o composto SB83, os processos biolégicos mais relevantes encontrados foram a
organizacdo e montagem de organelas (regulacdo da organizacdo e montagem de organelas),
regulacdo e montagem de componentes celulares (regulacdo do componente celular, montagem
de nucleossomos, trimetilacdo de histona H3-K27), regulacdo da dinamica proteica (regulagédo
positiva da despolarizacdo proteica) e processos celulares e metabdlicos (processo do ciclo
celular e processo metabdlico celular; Figura 8-B).

Na Figura 8-C, observa-se que os termos da ontologia génica estdo relacionados ao
desenvolvimento e maturacdo sindptica (montagem de complexo proteico envolvido na
maturacao da sinapse, agrupamento de proteinas associadas a guanilato quinase, agrupamento
de vesiculas sinapticas, agrupamento de gephrin envolvido na montagem da densidade pés-
sinptica, agrupamento de neuroligina envolvido na montagem da membrana pos-sinaptica,
agrupamento de receptores de acido gama-aminobutirico (GABA) envolvido na montagem da
sinapse), bem como a adesao celular e interacdo celular (adesao célula-célula). Além disso, foi
observado a regulagédo do citoesqueleto e da morfologia celular. Por fim, foi identificado a
organizacdo molecular e estrutural, incluindo o agrupamento da proteina de densidade pés-

sinaptica 95, quando as células foram tratadas com o composto SB200.

Figura 8 - Analise de ontologia génica das proteinas diferencialmente expressas reguladas pelo tratamento com
0s compostos SB44 (A), SB83 (B) e SB200 (C) de acordo com o programa MetaCore. As barras laranja indicam

o nivel de significancia das proteinas com processo biolégico descrito.
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Dentre as principais vias candnicas de sinalizacdo celular e metabdlica identificadas,
encontram-se a regulacdo metabolica, a regulacdo da expressdo génica e traducdo, a regulacdo
do citoesqueleto e motilidade celular, a sinalizacdo de peptideos e moléculas de sinalizacéo e a
sinalizagdo angiogénica, observadas em células HL60/MX1 quando expostas ao composto
SB44 (Figura 9-A). Por outro lado, o tratamento da linhagem celular HL60/MX1 com o
composto SB83 resultou em alteragcdes nas vias de sinalizacao relacionadas a imunomodulagédo
e inflamacdo, regulacdo do crescimento e proliferacdo celular, regulacdo gendmica e
longevidade celular, transducéo de sinal G-proteico e regulacdo da resposta imune (Figura 9-
B). Alem disso, as modificacdes nas vias de sinalizacéo induzidas pelo composto SB200 foram
associadas a adesdo celular e sinalizacdo de caderinas, sinalizacdo por receptores e matriz
extracelular, regulagdo da atividade celular e quimiotaxia, sinalizagdo neurotransmissora,

sinalizacdo de integrinas em neutrofilos (Figura 9-C).

Figura 9 — Vias canénicas de sinalizacdo celular e metabdlica das proteinas significativamente expressas. As vias
de sinalizacéo em células HL60/MX1 foram modificadas em resposta ao tratamento com os compostos SB44 (A),
SB83 (B) e SB200 (C). As barras laranja indicam o nivel de significancia das proteinas com processo biol4gico
descrito.
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As analises obtidas no MetaCore permitiram o detalhamento das rotas moleculares

envolvidas no tratamento com os derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200 em células HL-

60/MX1.0 tratamento com o derivado SB44 modulou a via do complexo elF4F (fator de

iniciacdo da traducdo eucariotica 4E), primordial na inicializacdo da traducéo celular. O SB44

foi capaz de modular os trés componentes principais do complexo: elF4E, responsavel por

reconhecer e recrutar 0 mRNA para a tradugéo, elF4G, um fator de ligacdo e elF4A, que

desenrola as estruturas secundarias do mRNA, facilitando a ligagéo do ribossomo (Figura 10-

A).
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Ap0s o tratamento com o derivado SB83, foi possivel identificar alteracbes em vias
importantes do ciclo celular, mais precisamente na rota que promove o inicio da replicacdo do
DNA na fase S inicial. A modulagdo ocorreu em vias como, a da proteina CDC18L (do inglés,
Cell Division Cycle 18-like) e da proteina MCM4 (Figura 10-B). Finalmente, o derivado
SB200 promoveu mudancas na regulacdo da cascata de C-Src, uma tirosina quinase essencial
na remodelacdo do citoesqueleto. Essa modulacéo altera, consequentemente, a expressdo de
GTPases da familia Rho, uma vez que C-Src atua como um modulador upstream dessas

proteinas (Figura 10-C).

Figura 10 — Principais rotas moleculares envolvidas com o tratamento com o SB44 (A), SB83 (B) e SB200 (C)
em células HL-60/MX1 obtidas através da analise no MetaCore. Os termdmetros em vermelho representam as
proteinas com expressdo aumentada e os termdmetros em azul indicam as proteinas com expressdo diminuida em

células HL-60/MX1. Abaixo segue a legenda completa de todos os simbolos que contém na figura.

- Protemna; \'S -Protease; =X -Metaloprotenase: z -> Proteina higante; ' - receptor:
® - _ efeito positivo: ®—=_ o feito negativo; — reagao.
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C) Remodelagédo do citoesqueleto - Integrinas de ligacdo a fibronectina na motilidade
celular.
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Com base nos resultados obtidos na analise protedmica, foram determinados 0s niveis
de ROS, imunofenotipagem com o painel CD11c, HLA-DR, CD56, CD45RA e CD16, estresse
do reticulo endoplasmatico e ciclo celular visando compreender as alteracbes moleculares
resultantes dos tratamentos com os derivados tiofénicos nas celulas HL60/MX1. Os niveis de
ROS sédo essenciais, pois trazem respostas sobre o estresse oxidativo induzido por esses
compostos e suas implicacfes para a sobrevivéncia celular e a ativagédo de vias de sinalizacéo.
A imunofenotipagem complementa essa abordagem ao explorar a modulacdo da resposta imune
e a proliferacéo celular.

Além disso, a andlise do estresse do reticulo endoplasméatico é fundamental para
entender como os compostos afetam a homeostase celular e a viabilidade, dado que esse evento
pode estar associado com a indugéo de apoptose e a imunomodulacdo e inflamacdo. Por fim, a

analise do ciclo celular auxilia na compreensdo de como essas alteracbes influenciam o
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progresso das células nas diferentes fases do ciclo, evidenciando potenciais mecanismos de

controle da proliferacdo e morte celular.

5.3 AVALIACAO DOS NiVEIS DE ROS

Buscamos investigar os efeitos do tratamento com os derivados tiofénicos nas
concentracOes de IC50 em relacdo a geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas células
HL-60/MX1. A producdo de superoxido foi identificada utilizando o reagente DHE e analisado
através da citometria de fluxo. Em relacédo ao derivado SB44, foi observado uma significativa
producdo de superdxido nas células no tempo de tratamento de 24h; (p = 0,0043) quando
comparado ao controle veiculo (DMSO). (Figura 11-A). Observou-se uma producdo
significativa de superoxido nas células apds tratamento com o etoposideo no tempo de 48h; (p
< 0,0001) quando comparado ao controle veiculo (DMSO). Nao encontramos alteracdes
significativas da producéo de superdxido nas células tratadas com os tiofenos no tempo de 48
horas (Figura 11-B).

Figura 11: Producdo de superdxido induzido pelo derivado SB44 na linhagem HL-60/MX1. Uma producédo
significativa de superoxido induzida foi induzida pelo derivado SB44 na concentragdo de I1C50 (13,94 uM) em

células HL-60/MX1 em comparacdo com o controle veiculo, DMSO 0,1%, ap6s um periodo de incubagdo de 24
(A) e 48 (B) horas. (*p < 0,05).
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producdo de superoxido nas células no tempo de tratamento de 24h; (p = 0,0004) quando

comparada ao DMSO (Figura 12-A). Observou-se uma producdo significativa de superdxido

induzida nas células ap6s tratamento com o etoposideo no tempo de 48h; (p < 0,0001) quando

comparado ao controle veiculo (DMSO). Néao encontramos alteracBes significativas da

producdo de ROS nas células tratadas com os derivados no tempo de 48 horas ap0s o tratamento

com os derivados tiofénicos (Figura 12-B).

Figura 12: Producdo de superoxido induzido pelo derivado SB83 na linhagem HL-60/MX1. Uma producéo

significativa de superdxido induzida induzido pelo derivado SB83 na concentracédo de ICs (19,19 uM) em células

HL-60/MX1 em comparacdo com o controle veiculo, DMSO 0,1%, apds um periodo de incubacdo de 24 (A) e 48

(B) horas (*p < 0,05).
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Em relacdo ao SB200, ndo foram encontradas alteragdes significativas na producéo de
superédxido nos tempos de 24 e 48 horas (Figura 13, A e B). J& em 48h, observou-se uma
producdo significativa de superdxido nas células apoOs tratamento com o etoposideo; (p <
0,0001) quando comparado ao controle veiculo (DMSO).

Figura 13: Producdo de superédxido induzido pelo derivado SB200 na linhagem HL-60/MX1. As células da
linhagem HL-60/M X1 foram tratadas com o derivado SB200 na concentracéo de 1Cso (2,58 uM). As células foram
incubadas por 24 (A) e 48 (B) horas. Além disso, foram utilizados os controles veiculo (DMSO 0,1%) e néo tratado
(NT). (*p < 0,05).
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Dando continuidade a investigagdo do mecanismo de a¢do dos compostos, 0 proximo
passo foi a imunofenotipagem. Esta técnica nos permite caracterizar as células da linhagem
HL-60/MX1, resultando em uma compreensdo das altera¢fes fenotipicas que ocorrem em

resposta ao tratamento com os derivados tiofénicos.

5.4 IMUNOFENOTIPAGEM

A partir da montagem do painel CD11C; HLA-DR; CD56; CD45RA e CD16, foi
possivel a caracterizagdo do perfil imunolédgico da linhagem HL-60/MX1 como forma de
entender as modulagdes induzidas pelos derivados, as quais foram destrinchadas no topico 5.2.
A Figura 14 representa a estratégia de gates utilizada para a citometria de fluxo, em que é
considerada a dispersao frontal (FSC), que indica o tamanho ou volume celular, e a dispersao

lateral (SSC), correlacionada com a complexidade interna ou granulosidade.
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Figura 14 — Estratégia de gates para a imunofenotipagem. Graficos em formato de dot plot contendo os gates para

all cells (1) e single cells (2) que sdo comuns para todos os testes de imunofenotipagem.
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Fonte: A autora (2024).

Os resultados da analise dos marcadores CD11C, HLA-DR, CD56, CD45RA e CD16
demonstraram diferencas significativas no perfil de expressao das células quando tratadas com
os derivados SB200, SB44 e SB83 nas respectivas concentracdes de IC50 em relagdo ao
controle veiculo (DMSO). Quanto ao SB200, observou-se um aumento estatisticamente
significativo na expressao de HLA-DR (p = 0,0030) (Figura 15-A) e CD16 (p = 0,0222)
(Figura 15-B) quando comparadas ao controle veiculo. Por outro lado, ndo foram observadas
alteracdes significativas nos marcadores CD11C, CD56 e CD45RA, indicando uma resposta

seletiva do derivado SB200 em relacéo a esses marcadores especificos.

Figura 15 - Perfil de expressdo de marcadores imunoldgicos na linhagem HL-60/MX1 quando tratadas com o
derivado tiofeno SB200. (A) HLA-DR; (B) CD16; (C) CD56, (E) CD45RA e (F) CD11c. As barras representam
a média de expressdo dos marcadores e 0s asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas em relacéo

ao controle veiculo (*p < 0,05).
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Em relacdo ao SB44, também foram observadas diferencas estatisticamente
significativas no perfil de expressédo celular dos marcadores analisados. Apds o tratamento com
0 derivado em comparagdo ao DMSO houve um aumento significativo na expressao de HLA-
DR (p = 0,0022) (Figura 16-A) e CD16 (p = 0,0058) (Figura 16-B) e uma diminuicdo da
expressao de CD45RA (p = 0,0310) (Figura 16-D) quando comparadas ao controle veiculo.
No entanto, ndo foram observadas alterac@es significativas nos marcadores CD11c e CD56 apds

o tratamento com SB44.

Figura 16 - Perfil de expressdo de marcadores imunoldgicos na linhagem HL-60/MX1 quando tratadas com o
derivado tiofeno SB44. (A) HLA-DR; (B) CD16; (C) CD56, (E) CD45RA e (F) CD11c. As barras representam a
média de expressdo dos marcadores e 0s asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em relacdo

ao controle veiculo (*p < 0,05).
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Por fim, também investigamos o perfil imunolégico das células da linhagem HL-

60/MX1 quando tratadas com o derivado SB83. Também foi possivel observar que o derivado
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induziu a um aumento da expressédo de HLA-DR (p = 0,0028) (Figura 17-A), e CD16 (p =

0,0195) (Figura 17-B) e diminuicdo da expressdo CD45RA (p = 0,0299) (Figura 17-D). Nao

foram observadas alterac6es significativas nos marcadores CD11c e CD56 ap0s o tratamento

com SB83.

Figura 17 - Perfil de expressdo de marcadores imunoldgicos na linhagem HL-60/MX1 quando tratadas com o
derivado tiofeno SB83. (A) HLA-DR; (B) CD16; (C) CD56, (E) CD45RA e (F) CD11c. As barras representam a

média de expressao dos marcadores e 0s asteriscos indicam diferengas estatisticamente significativas em relacdo

ao controle veiculo (*p < 0,05).
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Como proxima etapa, investigamos a inducdo do estresse do reticulo endoplasmatico
induzido pelo derivado SB200, uma vez que o aumento desse tipo de estresse pode resultar em

morte celular das células leucémicas resistentes.

5.5 AVALIACAO DE ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO

Ap0s a caracterizacdo fenotipica induzida pelos derivados tiofénicos na linhagem HL-
60/MX1, avaliou-se a inducdo do estresse no reticulo endoplasmatico induzido pelo derivado
tiofénico SB200. Apds a marcacdo com o CellLight ER-GFP identificamos que o tratamento
com SB200 ndo resultou em alteragdes significativas na expressao da proteina GFP no reticulo
endoplasmatico em comparacéo a condicdo controle (HL-60/MX1 - NT/M). O controle positivo
(etoposideo) conseguiu induzir de forma significativa o estresse do reticulo endoplasmatico (p
= 0,0059) quando comparado a condicéo controle (HL-60/MX1 - NT/M). Podemos observar
na Figura 18-A, a quantificacdo de intensidade de fluorescéncia em cada uma das condicGes
de tratamento demonstrada em graficos de barras e na Figura 18-B a sobreposi¢do de
histogramas referente as diferentes condigdes.
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Figura 18 - Analise do estresse do reticulo endoplasméatico em células HL-60/MX1 tratadas com o derivado
SB200. As células da linhagem HL-60/MX1 foram marcadas com o Cell Light ER-GFP por 16 horas e tratadas
em seguida com o derivado SB200 com a concentragdo de ICsp € ¥ 1Cso por 48 horas e entdo analisadas por
citometria de fluxo. (A) Grafico da indugdo do estresse do ER em diferentes condi¢des analisadas. (B)
Representacéo da Intensidade de Fluorescéncia através de histograma, exibindo as condicfes analisadas — HL-
60/MX1 marcada com o CellLight ER-GFP e as células HL-60/MX1 marcada com o CellLight ER-GFP e tratadas

com o derivado SB200 nas concentracdes de %2 1Csq e 1Cso.
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Por fim, investigamos as alteracbes promovidas pelos derivados tiofénicos na
progressao do ciclo celular das células da linhagem HL-60/MX1, uma vez que perturbacdes
neste processo podem conferir uma diminuicdo na proliferacdo das células leucémicas e/ou

inducdo da morte celular.
5.6 AVALIAQAO DO CICLO CELULAR

Para investigar os efeitos dos derivados tiofénicos em relacdo a sua atuacédo
antineoplasica, realizamos o estudo dos derivados na progressdao do ciclo das celulas das
linhagens HL-60/MX1. Como pode ser observado na Figura 19, os derivados induziram
modificacbes no ciclo celular. Observou-se que no tempo de 24 h, 35,75% (+ 0,7) das células
tratadas com DMSO se encontravam na fase G1 do ciclo celular e o derivado tiofénico SB44
diminuiu significativamente o percentual de celulas nessa fase do ciclo para 25,65% (£ 0,7) (p
= 0,009) (Figura 19-A). Também foi observado que no tempo de 24 h, 35,75% (z 0,7) das
células tratadas com DMSO se encontravam na fase G1 do ciclo celular e o derivado tiofénico
SB83 diminuiu significativamente o percentual de células nessa fase do ciclo para 26,45% (+
1,3) (p = 0,013) (Figura 19-B).

Com relacdo ao tempo de tratamento de 48 h, observou-se que o mesmo derivado
induziu a alteragdes em outra fase do ciclo celular. Na fase S do ciclo celular das células HL-
60/MX1, 31,05% (+ 1,3) das células ndo tratadas se encontravam na fase S e apds tratamento
com o derivado SB44, houve uma diminuicdo significativa do percentual de células para
19,65% (= 0,7) (p =0,01) (Figura 19-D). Essa mesma alteragéo, na mesma fase do ciclo e com
0 mesmo tempo de tratamento foi observada quando as células foram tratadas com o derivado
SB83. 31,05% (+ 1,3) das células ndo tratadas se encontravam na fase S do ciclo celular e o
derivado SB83 diminuiu significativamente o percentual de células nessa fase do ciclo para
18% (£ 5,23) (p =0,009) (Figura 19-E). O tratamento com o derivado SB200 n&o apresentou
alteraces significativas na progressdo do ciclo celular em células HL-60/MX1, tanto em 24h,
quanto em 48h (Figura 19-C e 19-F, respectivamente).
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Figura 19- Efeito dos derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200 e DMSO no ciclo celular das células HL-60/MX1
apos 24 e 48 horas de tratamento. (A), (B) e (C) representam as condigdes: células ndo tratadas, DMSO (0,1%) e
células tratadas com os derivados tiofénicos (ICsq) por 24 horas, (D), (E) e (F) representam células néo tratadas,

DMSO (0,1%) e células tratadas com os derivados tiofénicos (ICsq) por 48h. *p < 0.05.
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6. DISCUSSAO

A LPA é uma patologia complexa e agressiva caracterizada pela proliferacdo
descontrolada de células promielociticas na medula dssea. A resisténcia a terapia € um desafio
significativo no tratamento da LPA, uma vez que a maioria dos pacientes responde a
quimioterapia inicial, mas a doenca refrataria e a recidiva sdo comuns. Sendo assim, a
identificacdo de novas terapias na LPA é de extrema importancia devido aos desafios
associados ao tratamento dessa doenca, especialmente em relacdo a resisténcia a terapia. Nosso
estudo teve como objetivo investigar a acdo de derivados tiofénicos nas vias de sinalizacédo
celular em uma linhagem de leucemia aguda resistente ao tratamento quimioterapico. Os
tiofenos sdo compostos heterociclicos contendo enxofre que se ligam a uma ampla gama de
alvos proteicos especificos de cancer, dependendo de sua natureza (Archna et al., 2020).

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade pelo método do MTT
revelaram diferencas na atividade citotdxica dos derivados tiofénicos SB44, SB83 e SB200
sobre a linhagem celular leucémica resistente HL-60/MX1. O composto SB200 apresentou 0
menor valor de IC50, indicando uma maior eficacia citotoxica em comparacdo com SB44 e
SB83. Esses dados sugerem que SB200 possui um melhor potencial terapéutico, exigindo
concentragdes menores para atingir 50% de inibicdo do crescimento celular em relacdo aos
outros derivados testados.

As diferencas observadas nos resultados de citotoxicidade podem ser atribuidas as
variacOes estruturais dos compostos analisados. As trés moléculas compartilham um anel
heterociclico de cinco membros contendo enxofre (tiofeno). No entanto, suas distincGes
estruturais residem nos substituintes. Os derivados SB83 e SB200 diferem no tamanho de seus
anéis alifaticos, sendo ciclo-hexano e ciclo-heptano, respectivamente. J& o derivado SB44 é
caracterizado pela presenca de um anel indol substituido por um atomo de bromo. O composto
SB200 exibiu o menor valor de IC50 frente a linhagem HL-60/MX1, e essa maior atividade
pode ser atribuida a presenca de seu anel ciclo-heptano, que o distingue estruturalmente do
SB83, sugerindo que essa modificacdo estrutural desempenha um papel significativo em sua
citotoxicidade aprimorada.

Nossos resultados corroboram com o estudo realizado por Volodina et al. (2021) , que
investigaram o potencial antiproliferativo de 15 derivados tiofénicos em linhagens tumorais,
leucémicas e variantes resistentes a medicamentos, utilizando o ensaio de MTT apds 72 horas

de tratamento. Nesse estudo, os valores de I1Cso variaram entre 0,2 uM e 20 uM, dependendo
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da molécula testada, evidenciando a eficacia dos compostos tiofénicos em diferentes linhagens
tumorais.

Um estudo prévio reportado por nosso grupo de pesquisa demonstrou a citotoxicidade
dos mesmos compostos tiofénicos em célula mononuclear do sangue periférico (do inglés,
PBMC) (Quirino et al., 2016). A partir dos dados de IC50 desse estudo, foi possivel determinar
o indice de seletividade (IS) dos derivados tiofénicos, calculado a partir da razdo entre IC50 de
cada composto em PBMC e a linhagem neoplasica HL-60/MX1 (I1S= ICsg cél.normais/ IC50cél.
neoplasicas). Indrayanto et al., (2021) sugerem que um IS > 3 ¢ considerado promissor para o
desenvolvimento de moléculas com atividade antineoplasica. No nosso estudo, o derivado
tiofénico SB200 (IS= 4,65) obteve o melhor indice de seletividade contra as células da linhagem
HL-60/MX1 quando comparados aos outros derivados avaliados. Diversos trabalhos avaliaram
derivados tiofénicos e seus potenciais efeitos antineoplasicos em linhagens leucémicas (Bilik
et al., 2001; Lisboa et al., 2019; Pinna et al., 2014; Yang et al., 2014). Contudo, € clara a
necessidade por trabalhos que abordem o mecanismo de acdo de derivados capazes de destruir

estas células leucémicas.

No presente estudo, utilizamos a protebmica quantitativa label-free para investigar as
alteracdes no perfil proteico da linhagem leucémica resistente HL-60/MX1, ap0s o tratamento
com os compostos SB83, SB44 e SB200. Conclusbes baseadas no estudo do proteoma sao
valiosas para identificar os mecanismos de acdo de novos farmacos, proporcionando uma
compreensdo mais profunda de suas interagdes com proteinas e suas influéncias nos processos
celulares. Além disso, essas analises sdo essenciais para 0 monitoramento do surgimento de
resisténcia, permitindo intervencbes mais eficazes e o desenvolvimento de terapias mais
direcionadas.

A analise protedmica foi realizada com base nos valores de ICso obtidos na analise de
citotoxicidade e foi realizada através da metodologia label-free LC/MS-MS. Nossa analise
identificou um total de 1627 proteinas em todas as amostras, e a partir de uma analise
comparativa dos proteomas das células tratadas e ndo tratadas, foi avaliado a GO com intuito
de explorar os processos bioldgicos associados as proteinas diferencialmente expressas em
resposta a cada tratamento, assim como as alteracdes nas vias de sinalizacdo celular e processos
metabdlicos induzidos pelos derivados tiofénicos avaliados.

Na analise dos resultados de GO das células HL60/MX1 tratadas com os compostos
SB44, SB83 e SB200, observou-se que cada composto influenciou diferentes vias de

sinalizacdo e processos biologicos, destacando-se a relevancia das proteinas diferencialmente
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expressas em processos celulares e metabolicos especificos. Ademais, a analise através do
MetaCore permitiu a identificacdo das principais rotas moleculares moduladas que estdo
envolvidas nestes processos.

Os resultados da anélise de GO em células HL60/MX1 tratadas com o composto SB44
evidenciaram efeitos significativos na regulacdo do citoesqueleto, no rearranjo celular, na
expressao génica e nos processos de sinalizacao celular, fornecendo importantes aspectos sobre
0s mecanismos subjacentes a resisténcia de células leucémicas a quimioterapia. O citoesqueleto
é fundamental para a morfologia, migracéo e divisdo celular (Ong et al., 2020). Na leucemia,
alteracdes nesta rede proteica complexa favorecem a invasdo tecidual, metastase e resisténcia a
guimioterapia. O composto SB44 pode ter regulado o rearranjo dos filamentos de actina,
interferindo na plasticidade das células leucémicas, reduzindo sua migragdo e proliferacdo em
ambientes desfavoraveis, como a medula 6ssea, diminuindo a resisténcia a quimioterapia,
tornando as células mais suscetiveis as drogas.

Além de regular o citoesqueleto, 0 SB44 também impactou a expressdo génica e a
iniciacdo da traducdo. Células leucémicas resistentes exibem perfis génicos que favorecem a
sobrevivéncia, como maior expressdo de proteinas antiapoptoticas. Esse resultado sugere que o
tratamento com o composto SB44 pode ter induzido a apoptose e limitando a sintese de
proteinas que sustentam a resisténcia, favorecendo a produgdo de proteinas que induzem a
morte celular. O tratamento do composto SB44 também teve impacto significativo nas vias de
sinalizagdo celular, incluindo a da insulina, que esta associada a resisténcia a quimioterapia em
leucemias. AlteracGes nessas vias promovem a sobrevivéncia das células leucémicas e ao
interferir na sinalizacdo da insulina, 0 composto SB44 pode diminuir a capacidade dessas
celulas de escapar da morte celular induzida (Szablewski, et al., 2024).

Os resultados obtidos com o tratamento das células HL60/MX1 com o composto SB83
na analise de GO demonstraram uma significativa regulacdo da organizacdo e montagem de
organelas, bem como altera¢des na trimetilacdo da histona H3-K27. A trimetilagéo da histona
H3-K27 é uma modificacdo epigenética que esta frequentemente associada ao silenciamento de
genes. Na leucemia, a regulacéo epigenética desempenha um papel fundamental na modulagéo
da expressao génica, afetando a proliferacdo celular e a resisténcia a tratamentos (Sadida et al.,
2024). O impacto do SB83 sobre a trimetilacdo pode sugerir que esse composto tem a
capacidade de reverter ou modificar padrBes epigenéticos associados a resisténcia das células
leucémicas. Isso pode levar a reativacdo de genes supressores de tumor ou a desregulacédo de
genes envolvidos em vias de sobrevivéncia, aumentando a sensibilidade das células leucémicas

aos tratamentos convencionais.
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A regulacdo positiva da dindmica proteica e a despolarizacdo proteica observadas no
tratamento com SB83 também podem ter implicacBes importantes na resisténcia a
quimioterapia. A dindmica proteica alterada em leucemias contribui para este evento, uma vez
que a superexpressdo de proteinas antiapoptéticas e a regulacdo inadequada da degradacao
proteica, por exemplo, podem dificultar a eficacia do tratamento (Sarkar et al., 2014). Nesse
sentido, compreender como essas alteracBes impactam o processo leucémico pode fornecer
novos insights para terapias mais eficazes.

Células leucémicas resistentes muitas vezes desenvolvem mecanismos que alteram o
turnover de proteinas, permitindo a acumulacdo de proteinas que promovem a sobrevivéncia
celular, como as chaperonas e as proteinas antiapoptoticas (Neophytou et al., 2021). De acordo
com a andlise de GO, o tratamento com o composto SB83 foi capaz de promover o turnover
proteico, podendo induzir um estresse proteotoxico nas células leucémicas e resultar em
apoptose ou em uma maior vulnerabilidade a agentes quimioterapicos.

No tratamento com o composto SB200, a analise de GO revelou sua influéncia na
maturacdo sindptica, com termos GO relacionados a montagem de complexos proteicos,
incluindo o agrupamento de receptores de GABA. Um estudo conduzido por Li et al., (2023)
evidenciou a associacdo do sistema nervoso com a regulacdo do microambiente imunologico
do tumor. A avaliagdo em modelo in vivo de cancer de mama, mostrou que o crescimento e a
progressdo do cancer foram acelerados apos a estimulagdo do nervo simpéatico nos tumores,
enquanto a estimulacdo do nervo parassimpatico reduziu esse processo (Li et al., 2023). Além
disso, a ativacdo de receptores de GABA pbde provocar a regulacdo positiva na atividade das
células imunes inflamatorias, como mondcitos, macrdfagos, linfécitos T, células dendriticas e
células natural killer (NK), importantes para a imunidade antitumoral (Li et al., 2023).

O SB200 também afetou a adesd@o celular, a interacdo célula-célula e a regulacdo do
citoesqueleto, indicando que essa molécula pode impactar significativamente a organizacédo
celular. Na leucemia, as células hematopoiéticas perdem sua capacidade de diferenciacdo
adequada, resultando na proliferacdo descontrolada de células imaturas (Siegel et al., 2020). O
crescimento anormal das células € acompanhado por alteracdes no citoesqueleto e na adesao
celular, que influenciam diretamente a capacidade dessas células de migrar, se proliferar e
interagir com o microambiente celular (Roselova et al., 2018; Windisch et al., 2019).

Portanto, o impacto do SB200 na regulagdo do citoesqueleto e da adesdo célula-célula
pode ter implicacBes cruciais no comportamento das células leucémicas. Alteracdes no
citoesqueleto podem afetar a plasticidade celular, a capacidade de invaséo e a resisténcia ao

tratamento (Bhat et al., 2024), enquanto mudancas na adesdo celular podem influenciar a
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interacdo com o nicho da medula 6ssea, onde as células leucémicas podem apresentar
resisténcia a quimioterapia (Windisch et al., 2019).

Os resultados da analise protedbmica demonstraram que os compostos SB44, SB83 e
SB200 nas células HL60/MX1 modulam diferentes vias de sinalizacdo celular e processos
bioldgicos. O tratamento com o composto SB44 influenciou a modulacéo de vias de regulacéo
metabdlica e génica, influenciou a organizacdo e regulacdo do citoesqueleto, a sinalizacao
celular e ciclo celular, bem como alterou a via de sinalizacdo de VEGF e modulou a regulagéo
de peptideos. Nossos resultados demonstram que o tratamento com composto SB44 resultou
em modulacdo principalmente das vias relacionadas a regulacdo metabdlica, expressao génica
e sinalizagdo angiogénica.

A despeito da formacédo de novos vasos sanguineos (angiogénese), a via de sinalizacdo
do VEGF promove a sobrevivéncia das células leucémicas, uma vez gque constrdi o arcabouco
necessario para o suprimento nutricional deste tumor. O aumento da angiogénese no
microambiente leucémico estd frequentemente relacionado com um prognéstico ruim e
resisténcia ao tratamento, portanto, estratégias terapéuticas que visem frear este processo devem
ser investigadas com afinco (Fiori et al., 2023).

Por outro lado, o tratamento com composto SB83 induziu alteragdes nas vias associadas
a imunomodulacdo, inflamacdo e regulacdo do crescimento celular. Além disso, nds
observamos alteracdes na adesao celular, sinalizacdo por receptores e quimiotaxia em resposta
ao tratamento com SB83. Nossos resultados destacam o impacto diferencial dos compostos
SB44 e SB83 na sinalizacdo celular e metabolica em células HL60/MX1. A especificidade
desses efeitos sugere que esses compostos podem ser potencialmente utilizados como estratégia
terapéutica direcionada a LPA. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para avaliar o
potencial terapéutico desses compostos em modelos in vivo e em ensaios clinicos.

Dentre os processos bioldgicos e vias de sinalizagdo celulares alterados quando as
células HL-60/MX1 foram tratadas com o composto SB83, podemos destacar a organizacao de
organelas e regulacdo de componentes celulares, seguida pela dindmica proteica, processos
metabdlicos, imunomodulacéo, inflamacdo e crescimento celular. Compreender 0os mecanismos
pelos quais 0 SB83 atua pode oferecer informacGes importantes para o desenvolvimento de
terapias direcionadas a condicOes especificas, especialmente aquelas relacionadas a regulacédo
celular, como a resisténcia das células leucémicas a quimioterapia.

No nosso trabalho, os processos bioldgicos e as vias de sinalizacdo celular relacionados
ao tratamento das células HL60/MX1 pelo composto SB200 apresentaram uma predominancia

de proteinas associadas a adesdo celular e regulacdo do citoesqueleto, morfologia celular,



68

organizacdo molecular e estrutural. Os resultados obtidos nesse estudo demonstram uma
relacdo entre as proteinas diferencialmente expressas e 0s processos envolvidos na maturacao
sinaptica, incluindo a formagdo do complexo proteico.

As analises do MetaCore inferem que o tratamento com SB44 alterou a regulacéo da
atividade do complexo EIF4F, o qual é responsavel pela regulacdo da traducéo de proteinas que
controlam a expressdo de proteinas oncogénicas. Além disso, o complexo elF4F facilita a
traducdo de proteinas que conferem resisténcia a quimioterapia, tornando as células leucémicas
mais resilientes as terapias convencionais (Koscioczuk et al., 2017). Em situacdes de estresse
oxidativo, 0 aumento das espécies reativas de oxigénio (ROS) pode ativar mecanismos que
inibem a formacdo do complexo elF4F. Esse processo envolve a fosforilacdo de proteinas
inibitérias, como as proteinas de ligacdo ao elF4E (4E-BP), que bloqueiam a interacdo de elFAE
com outros componentes do complexo, impedindo sua formacéao e a consequente traducéo de
proteinas pro-sobrevivéncia (Guo et al., 2020).

A proteina CDC18L é fundamental no controle do ciclo celular, particularmente no
processo de replicagdo do DNA e na transigcéo para a fase de mitose, mantendo a estabilidade
gendmica. Durante o processo tumoral, a expressdo aberrante desta proteina parece perturbar o
processo pré-replicacdo, uma vez que esta proteina € um regulador-chave da fase G1 (Kanno et
al., 2023). As alteracdes na regulacdo de CDC18L, causadas pelo tratamento com o derivado
SB83, podem diminuir a capacidade das células tumorais de replicar seu DNA e se proliferarem.
Em contrapartida, as modificacdes na expressdo de C-Src provocadas pelo tratamento com o
derivado SB200 indicam que este composto atua fortemente na organizacgéo dos filamentos de
actina e na migracdo celular e podem ser investigados por seu envolvimento direto na
mobilidade tumoral (Lee et al., 2020).

Os resultados da analise protedmica evidenciam a existéncia de distintos mecanismos
de acdo para os derivados tiofénicos investigados. A identificacdo desses mecanismos é de
grande relevancia terapéutica, pois possibilita a utilizagdo combinada ou seletiva desses
compostos em diferentes contextos clinicos, otimizando a eficacia e minimizando os efeitos
adversos associados ao tratamento de leucemias resistentes. Assim, a caracterizacdo dos
mecanismos moleculares e celulares afetados pelos compostos SB44, SB83 e SB200 em células
HL-60/MX1 por meios de ensaios biologicos adicionais podera fornecer importantes
informagdes para o desenvolvimento de terapias direcionadas. Nesse contexto, desenvolver
novos compostos que atuem em mdaltiplos alvos terapéuticos, ao afetar diferentes vias

moleculares simultaneamente, é interessante, pois reduz a probabilidade de desenvolvimento
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de resisténcia, dificultando a adaptacao das células leucémicas a terapia e potencializando os

resultados clinicos.

Os mecanismos de resisténcia a medicamentos antitumorais sdo complexos, e resulta
em alteracBes celulares e moleculares que permitem as células tumorais evadir o efeito
terapéutico das drogas. Entre os principais mecanismos, destacam-se a superexpressao de
proteinas de efluxo, como as bombas de resisténcia multidrogas (MDR), que diminuem a
concentracdo intracelular do farmaco, e a ativacdo de vias de sinalizacdo de sobrevivéncia
celular, promovendo a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais (Bukowski et al.,
2020). Além disso, mutacdes em genes-alvo e mudangas epigenéticas nas células tumorais
podem reduzir a afinidade da droga pelo seu alvo, reduzindo assim sua eficacia. Sendo assim,
novas drogas que atuem em diferentes alvos moleculares tornam-se estratégicos, pois ao
interferirem em multiplas vias e processos celulares, dificultam a capacidade adaptativa das

células tumorais, minimizando o risco de resisténcia e prolongando a eficécia terapéutica.

A geracdo de ROS desempenha um papel crucial em varios processos celulares,
incluindo sinalizacdo celular, regulacdo do ciclo celular e resposta imune, além disso, indica
uma perturbacdo na homeostase, e seu acimulo promove apoptose (Swain et al., 2023). Neste
estudo, investigamos os efeitos do tratamento com derivados de tiofeno na geragéo de ROS em
células HL-60/MX1, evento que esta diretamente envolvido com alguns processos celulares
identificados ap6s o tratamento com os compostos na analise de GO discutidos anteriormente,

como expressao génica, processos relacionados a apoptose e ciclo celular.

Os resultados mostraram uma significativa producdo de superdxido nas células tratadas
com os derivados SB44 e SB83 no tempo de tratamento de 24 horas. Um estudo conduzido por
Hess et al. (2022) explicitou que uma classe especifica de compostos heterociclicos, que
possuem um anel de tiofeno fundido a um anel de pirazol, promoveu a producéo de superéxido
nas células HL-60 em concentragdes de CCso (0,95 puM) e 2x CCso (1,9 uM) no periodo de 18
horas. Do mesmo modo, Swain et al. (2023) também avaliaram o0 mesmo potencial de producéo
de superdxido por derivados tiofénicos, contudo na linhagem CCRF-CEM e pelo mesmo
periodo, observaram uma producao de superoxido nas células apds o tratamento com o derivado
F8, um composto metil 5-[(dimetilamino)carbonil]-4-metil-2-[(3-fenil-2-propinol)amino]-3-
tiofenocarboxilato, com um grupo dimetilamino ligado a um carbonil (—-C(=O)N(CHzs)2), um

grupo 4-metil no anel tiofeno e um grupo 3-fenil-2-propinol (-C(=0O)N(CHs)C=C—CsHs) ligado
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a estrutura do tiofeno, na concentracéo de CCsg e 2X CCso (2,89 uM e 5,78 uM), sugerindo a
contribuigéo de radicais de oxigénio para a apoptose.

O derivado F8 assim como os trés derivados tiofénicos em questdo, possuem em sua
estrutura grupos nitrila (-C =N), que por sua vez podem influenciar caracteristicas bioldgicas.
Os grupos nitrila sdo apontados na literatura devido a sua capacidade em induzir a producéo de
ROS, levando ao estresse oxidativo e a apoptose em células tumorais (Nizami et al., 2023).
Embora a melhor atividade citotdxica tenha sido induzida pelo derivado SB200, 0 mesmo nao
foi capaz de promover alteragfes nos niveis de ROS das células HL-60/MX1, diferentemente
dos derivados SB83 e SB44. Sendo assim, podemos inferir que a presencga do anel ciclo-hexano
pode estar associada a essas perturbacGes nos niveis de ROS. Demonstrando ainda mais a
importancia da producdo de superdxido na LPA, o ATO, medicamento amplamente utilizado
na clinica contra a LPA, exerce seu efeito antitumoral por diferentes vias, incluindo a geracao
de ROS e apoptose das células neoplasicas (Jambrovics et al., 2023).

Nas mitocdndrias, niveis fisioldgicos de «O2— e H202 participam da sinalizagao redox,
mas sua producdo € significativamente aumentada durante condi¢fes de estresse oxidativo,
produzindo um desequilibrio entre a producdo de ROS e a agdo do sistema de defesa
antioxidante (Juan et al., 2021). Apds 24 horas, as células podem ter atingido um pico na
producdo de ROS, e apds esse tempo, podem ativar mecanismos de defesa antioxidante para
neutralizar o excesso de ROS, levando a uma diminui¢do na sua concentracgéo.

A homeostase redox prejudicada exerce papéis-chave no processo de leucemogénese
em células-tronco hematopoiéticas e células progenitoras. O aumento do estado redox
correlaciona-se com eventos mutacionais promovendo a ativagao de oncogenes, inativacao de
genes supressores de tumor, aumento do metabolismo aerdbico e disfuncdo mitocondrial
(Zhang et al., 2014a). Nas células LMA, altos niveis de ROS sdo compensados por sistemas
antioxidantes robustos para evitar a produgdo excessiva de ROS e proteger as células
leucémicas da morte celular induzida pelo estresse oxidativo (Schieber et al., 2014).
Deduzimos, portanto, que a capacidade dos derivados tiofénicos avaliados neste estudo de
elevar a carga de ROS além dos niveis observados no controle veiculo superou os sistemas
antioxidantes celulares e foi capaz de ativar a via apoptética nessas células.

A caracterizacdo do perfil imunolégico da linhagem HL-60/MX1 utilizando os
marcadores CD11C, HLA-DR, CD56, CD45RA e CD16 permitiu uma avaliacdo da modulacéo
celular induzida pelos derivados tiofénicos. Os resultados mostraram que o tratamento com 0s
derivados SB200 e SB83 aumentou significativamente a expressdo de HLA-DR e CD16,
enquanto o SB44 apresentou também uma reducdo na expressdo de CD45RA. Essas respostas
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indicam uma modulacdo mais seletiva dos derivados, especialmente em relagdo aos marcadores
associados a ativacdo imune e diferenciacdo celular (Grotjans et al., 2016).

Além disso, a modulagéo do estresse do reticulo endoplasmatico induzido pelo SB200
desperta uma ideia de que esse composto pode promover a morte de células leucémicas
resistentes por meio da inducdo de vias de estresse celular. Este achado possibilita que novas
investigacdes sejam possiveis, especialmente no que diz respeito ao desenvolvimento de
terapias que objetivam induzir vulnerabilidades especificas em células tumorais por meio da
modulacéo de respostas imunes e do estresse celular (Philippe et al., 2024).

Com relacdo a avaliacdo de estresse do reticulo endoplasmatico (ER), os resultados
sugerem que o derivado tiofénico SB200 n&o conseguiu induzir alteragdes na linhagem HL-
60/MX1. Em contrapartida, o etoposideo, utilizado no ensaio como controle positivo, mostrou
inducdo significativa de estresse no ER, validando o experimento. Embora o SB200 tenha
mostrado efeitos imunomoduladores, como a modulacdo de HLA-DR e CD16, ele pode nédo
atuar diretamente sobre as vias de estresse do reticulo endoplasmatico das células leucémicas.
Isso pode indicar que seus mecanismos de acdo ocorrem por outras rotas celulares ou
moleculares, o que abre novos gquestionamentos sobre os alvos especificos do SB200 e sua
potencial aplicacdo terapéutica.

A estrutura quimica dos tiofénicos pode favorecer interacfes com alvos especificos,
como receptores de superficie ou enzimas envolvidas em processos imunolégicos, mas nédo
necessariamente com proteinas diretamente relacionadas ao controle do estresse no ER (Xu et
al., 2019). Em nosso estudo, os derivados de tiofeno induziram alteracées significativas no ciclo
celular das células da linhagem HL-60/MX1. Os trés derivados tiofénicos avaliados neste
estudo apresentaram significativa citotoxicidade frente a linhagem HL-60/MX1, no entanto, foi
possivel observar uma atividade citotoxica mais potente no SB200. Além disso, notamos, a
partir dos resultados da andlise protedmica, que os trés derivados, apesar de apresentares
semelhancas estruturais atribuidas ao anel tiofeno, promovem seus efeitos por mecanismos
moleculares distintos. Essa constatacdo permite que, em estudos futuros, as investigacoes se
aprofundem de forma especifica para cada derivado.

Os trabalhos aqui discutidos indicam uma lacuna significativa na literatura cientifica em
relacdo a avaliacdo de derivados de tiofeno na linhagem HL-60/MX1, pois os estudos anteriores
aqui mencionados exploram tanto outras classes de moléculas, quanto outras linhagens mais
sensiveis, destacando a necessidade de investigacOes adicionais nesse dominio. Os resultados
produzidos e apresentados no presente trabalho ndo s6 oferecem dados inovadores e de

relevancia cientifica no campo da quimica medicinal, mas também se destacam por sua
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importancia social, uma vez que trazem evidéncias iniciais de que novas abordagens
terapéuticas surgirdo para pacientes com LPA no futuro. Com isso, aprofundar as investigacoes
acerca do tema, além de avaliar a atividade antineoplasica dos derivados tiofénicos em modelos

in vivo é fundamental.
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. CONCLUSAO

Os derivados tiofénicos demonstraram atividade citotoxica contra a linhagem HL-
60/MX1;

O composto SB44 demonstrou capacidade de modular vias de regulacdo metabdlica e
génica, afetar a organizacdo do citoesqueleto, a sinalizacdo e o ciclo celular, além de
influenciar processos de angiogénese e regulacdo de peptideos em células HL60/MX1,;
O composto SB83 influenciou a organizacdo celular influenciando a dindmica proteica,
processos metabolicos, vias de imunomodulacéo e inflamagéo, o crescimento celular e
a resposta imune em células HL60/MX1;

O composto SB200 influenciou a adeséo celular, citoesqueleto, morfologia celular e
organizac¢do molecular em células HL60/MX1;

Os derivados SB44 e SB83 induziram aumento da expressao de Espécies Reativas de
Oxigénio na linhagem HL-60/MX1,;

Os derivados tiofénicos SB44, SB83, SB200 induziram alteracdes fenotipicas nas
células da linhagem HL-60/MX1;

Foram observadas alteragdes no ciclo celular das células HL-60/MX1 induzidas pelos
derivados SB44 e SB83.
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