| [
[ [~
[~

|

]ii;;

VIRTUS IMPAVIDA
v vy

|

Universidade Federal de Pernambuco

Centro de Biociéncias

FELIPE HENRIQUE DOS SANTOS BARBOSA

AVALIACAO DO EFEITO ANTINEOPLASICO DO DERIVADO
TIAZOLIDINICO CR-35 EM UM MODELO DE NEOPLASIA
PULMONAR ASSOCIADO AO TABAGISMO

Recife
2025



FELIPE HENRIQUE DOS SANTOS BARBOSA

AVALIACAO DO EFEITO ANTINEOPLASICO DO DERIVADO
TIAZOLIDINICO CR-35 EM UM MODELO DE NEOPLASIA
PULMONAR ASSOCIADO AO TABAGISMO

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacdo em
Biomedicina da Universidade Federal de
Pernambuco, como pré-requisito a
obtencdo do titulo de Bacharel em
Biomedicina.

Orientadora: Michelly Cristiny

Pereira

Coorientador: Eraldo Fonseca dos

Santos Junior

Recife
2025



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geragéo automatica do SIB/UFPE

Barbosa, Felipe Henrique dos Santos.

AVALIA(}AO DO EFEITO ANTINEOPLASICO DO DERIVADO
TIAZOLIDINICO CR-35 EM UM MODELO DE NEOPLASIA PULMONAR
ASSOCIADO AO TABAGISMO [/ Felipe Henrique dos Santos Barbosa. -
Recife, 2025.

44 p.:il., tab.

Orientador(a): Michelly Cristiny Pereira
Cooorientador(a): Eraldo Fonseca dos Santos Junior
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao) - Universidade Federal de
Pernambuco, Centro de Biociéncias, Biomedicina, 2025.
Inclui referéncias, anexos.

1. Oncologia. 2. Inovagao terapéutica. 3. Derivados tiazolidinicos. |. Pereira,
Michelly Cristiny . (Orientag&0). 11. Junior, Eraldo Fonseca dos Santos.
(Coorientacéo). 1V. Titulo.

610 CDD (22.ed.)




FELIPE HENRIQUE DOS SANTOS BARBOSA

AVALIACAO DO EFEITO ANTINEOPLASICO DO
DERIVADO TIAZOLIDINICO CR-35 EM UM MODELO DE
NEOPLASIA PULMONAR ASSOCIADO AO TABAGISMO

Aprovada em: 21/08/2025

govb

Trabalho de Concluséo de Curso
apresentado ao Curso de Graduacgéo
em Biomedicina da Universidade
Federal de Pernambuco, como pré-
requisito a obtencdo do titulo de
Bacharel em Biomedicina.

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

MICHELLY CRISTINY PEREIRA
Data: 09/01/2026 10:30:02-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Orientadora: Profé. Dr2 Michelly Cristiny Pereira

9

b

UFPE/ DFF

Documento assinado digitalmente

THIAGO DOUBERIN DA SILVA
Data: 06/01/2026 12:50:46-0300
verifique em https://validar.iti.gov.br

Dr. Thiago Douberin da Silva

9

b

UFPE/ DFF

Documente assinado digitalmente

ISABELLA LUIZA RALPH DE OLIVEIRA
Data: 06/01/2026 12:05:17-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof2, Dr2. Isabella Luiza Ralph de Oliveira

UFPE/NUPIT



Dedico este trabalho a minha
noiva, Gabriella Aguiar, com quem eu
guero partilhar a vida, o universo e tudo

mais.



AGRADECIMENTOS

Inicio meus agradecimentos a pessoa que tornou possivel tudo que
estou conquistando neste momento, & minha noiva linda e perfeita, vocé € tudo que
me motiva nos momentos mais dificeis, sem vocé eu nao teria conseguido.

Agradeco imensamente a minha familia, em especial minha mée, que
possibilitou todo o suporte que eu precisei para ndo depender do restaurante
universitario todos os dias da minha vida, muito obrigado mainha.

As minhas queridas amigas da universidade, que me ajudaram a n&o
reprovar em tantas disciplinas (infelizmente n&o escapei das garras de hematologia),
Renata, Karen, Igor, Mariana, Julia Arisa e Natalia, vocés foram incriveis.

E por fim, agradeco com toda sinceridade as pessoas que
possibilitaram a pesquisa, em principal minha orientadora Michelly Cristiny Pereira,
que tornou realidade o meu sonho de ser pesquisador. Julia Oliveira, sem vocé meus
experimentos jamais teriam sido organizados tdo bem e meus resultados nunca teriam
saido, assim como todos no laboratério, técnicos, pesquisadores, Fundacdo de
Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco e Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, que me auxiliaram com conhecimento,

suporte estrutural e financeiro para que tudo fosse realizado nos conformes.



"O universo é grande. Grande mesmo.
N&o da para acreditar o quanto ele é
desmesuradamente, inconcebivelmente,
estonteantemente grande”

— Douglas Adams



BARBOSA, Felipe Henrique dos Santos. Avaliagao do efeito antineoplasico do
derivado tiazolidinico CR-35 em um modelo de neoplasia pulmonar associado ao
tabagismo. 2025. 44p. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Biomedicina)

— Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

RESUMO

O cancer de pulmédo (CP) € uma das neoplasias mais letais do mundo, sendo
o tabagismo seu principal fator de risco. A doenca se destaca por sua complexidade
e agressividade, que dificultam o diagndstico precoce e a eficacia dos tratamentos
tradicionais. Diante dessas dificuldades, a busca por novas estratégias terapéuticas é
fundamental. A exemplo disto, o desenvolvimento de novos derivados tiazolidinicos
apresenta promissora capacidade antineoplasica em diversos tipos de cancer. Deste
modo, este estudo investigou o efeito do derivado tiazolidinico CR-35 em um modelo
animal da doenca associada ao tabagismo, visando avaliar sua capacidade de
modular o gene pré-apoptético Bax e anti-apoptotico Bel-2. Camundongos Balb/C
foram separados em seis grupos: controle negativo (PBS), PBS associado ao extrato
de fumaca de cigarro (EFC), uretano, uretano com EFC, uretano tratado pelo
composto CR-35, e uretano tratado com CR-35 e EFC. A anélise macroscopica das
amostras de pulmao revelou a auséncia de lesées neoplasicas nos grupos de controle
e a presenca de ndédulos visiveis nos grupos induzidos com uretano. As analises
histologicas confirmaram esses achados, demonstrando um padrdo normal na
arquitetura do tecido pulmonar nos grupos controle, em contraste com as lesées
neoplasicas, o espessamento das paredes alveolares e o infiltrado inflamatério
observados nos grupos induzidos. O grupo exposto ao EFC, em particular, apresentou
um acumulo mais pronunciado de células inflamatorias. Esses resultados confirmaram
a validade do modelo animal, reproduzindo as caracteristicas patologicas da doenca
em humanos expostos ao tabagismo, conforme descrito na literatura. A analise da
expressao génica por RT-gPCR revelou que o tratamento com o composto CR-35
modulou significativamente a expressao do gene pré-apoptoético Bax (p<0,0001). Os
grupos tratados com CR-35, com ou sem a presenca do extrato de fumaca,
apresentaram um aumento nos niveis de mMRNA de Bax. Esse aumento pode indicar
de que o CR-35 induz a via de morte celular programada, um mecanismo de defesa
crucial para eliminar células danificadas e potencialmente malignas. Esse achado se
correlaciona com as analises histoldgicas, tendo em vista que a apoptose elevada
pode levar a uma resposta inflamatéria secundaria, visivel nos tecidos. Em contraste,
a expressao do gene Bcl-2, um regulador anti-apoptotico, ndo foi significativamente
modulada pelo tratamento. A falta de significancia estatistica sugere a necessidade
de andlises mais robustas com um maior nimero de amostras para confirmacao dos
mecanismos avaliados. Assim, este estudo validou um modelo de cancer de pulméao
associado ao tabagismo e demonstrou que o composto CR-35 é um agente
terapéutico promissor, que atua modulando a via pré-apoptética através da expressao
do gene Bax.

Palavras-chave: Derivados tiazolidinicos. Carcinogénese pulmonar. Modelos

Pré-Clinicos.



BARBOSA, Felipe Henrique dos Santos. Evaluating the antineoplastic effect
of the thiazolidine derivative CR-35 in a smoking-associated lung neoplasia
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Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2025.

ABSTRACT

Lung cancer (LC) is one of the most lethal neoplasms worldwide, with smoking
being its primary risk factor. The disease is notable for its complexity and
aggressiveness, which hinder early diagnosis and the efficacy of conventional
treatments. Given these challenges, the search for new therapeutic strategies is
paramount. A promising example is the development of new thiazolidine derivatives,
which have demonstrated antineoplastic potential in various cancer types. Therefore,
this study investigated the effect of the thiazolidine derivative CR-35 in an animal model
of smoking-associated disease, aiming to evaluate its ability to modulate the pro-
apoptotic gene Bax and the anti-apoptotic gene Bcl-2. Balb/C mice were divided into
six groups: negative control (PBS), PBS associated with cigarette smoke extract
(CSE), urethane, urethane with CSE, urethane treated with the compound CR-35, and
urethane treated with CR-35 and CSE. Macroscopic analysis of lung samples revealed
the absence of neoplastic lesions in the control groups and the presence of visible
nodules in the urethane-induced groups. Histological analyses confirmed these
findings, demonstrating a normal pattern in lung tissue architecture in the control
groups, in contrast to the neoplastic lesions, thickening of alveolar walls, and
inflammatory infiltrate observed in the induced groups. The group exposed to CSE, in
particular, showed a more pronounced accumulation of inflammatory cells. These
results confirmed the validity of the animal model, replicating the pathological
characteristics of the disease in humans exposed to smoking, as described in the
literature. Gene expression analysis by RT-gPCR revealed that treatment with the
compound CR-35 significantly modulated the expression of the pro-apoptotic gene Bax
(p<0.0001). The groups treated with CR-35, with or without the presence of the smoke
extract, showed an increase in Bax mRNA levels. This increase may indicate that CR-
35 induces the programmed cell death pathway, a crucial defense mechanism for
eliminating damaged and potentially malignant cells. This finding correlates with the
histological analyses, given that elevated apoptosis can lead to a secondary
inflammatory response, visible in the tissues. In contrast, the expression of the Bcl-2
gene, an anti-apoptotic regulator, was not significantly modulated by the treatment.
The lack of statistical significance suggests the need for more robust analyses with a
larger sample size to confirm the evaluated mechanisms. Thus, this study validated a
model of smoking-associated lung cancer and demonstrated that the compound CR-
35 is a promising therapeutic agent that acts by modulating the pro-apoptotic pathway
through the expression of the Bax gene.

Key words: Thiazolidine derivatives. Pulmonary carcinogenesis. Pre-clinical

models.
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Introducao

Os dados globais mais recentes sobre o cancer de pulméo (CP)
demonstram que em 2020 este tipo de cancer resultou em 1,8 milhdo de 6bitos,
consolidando-se como a neoplasia com maior mortalidade mundialmente para
homens e a terceira para mulheres (INCA, 2022a). No Brasil, essa doenca lidera em
incidéncia, dos 704 mil casos de cancer por ano estimados para o triénio 2023-2025
(INCA, 2022b), o CP representa 30.560 casos novos e 28.964 mortes (INCA, 2025).
Para a regido Nordeste espera-se a ocorréncia de 6.570 casos, sendo 3.450 (em
uma taxa de incidéncia de 11,26/100.000) em individuos do sexo masculino e 3.120
(com taxa de 8,46/100.000) no feminino. Em Pernambuco, as estimativas apontam
1.320 novos casos, com 680 (14,54/100.000) em homens e 640 (10,03/100.000) em
mulheres (INCA, 2023).

O CP apresenta maior incidéncia em nac¢des onde os habitos de
consumo de tabaco sdo mais prevalentes, representando a maior causa de CP entre
os fatores de risco, estando associado a 85% dos casos. Leva-se em conta também
a idade de inicio dos habitos de fumo, onde pessoas que iniciaram na adolescéncia
possuem mais chances de desenvolver cancer do que pessoas que iniciaram apos 0s
25 anos (Vieira et al., 2012; WHO, 2023).

Entre os principais fatores de risco destacam-se: patologias
pulmonares preexistentes, consumo de derivados do tabaco, predisposicao genética
e contato prolongado com substancias cancerigenas no ambiente de trabalho ou no
meio ambiente (Bray et al., 2024). No Brasil, o tratamento segue as especificacfes do
Ministério da Saude (MS), sendo realizado um fluxo de admissao que envolve as areas
de oncologia clinica, radioterapia, cirurgia toracica, pneumologia e radiologia
intervencionista. O tratamento de primeira linha varia conforme o tipo e estagio da
doenca, que é classificada entre cancer de pulmao de néo pequenas células (CPNPC)
e cancer de pulméo de pequenas células (CPCP), sendo a quimioterapia, radioterapia
e cirurgia as abordagens mais comuns em casos localizados (BRASIL, 2023). Para o
CPNPC, a terapia-alvo e a imunoterapia tém ganhado destaque (Evangelista, 2022),
especialmente em pacientes com biomarcadores especificos, como mutacdes no

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) ou expressao de Programmed Cell Death
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Ligand 1 (PD-L1). No entanto, o acesso a tratamentos inovadores ainda é desigual ao
comparar entre o Sistema Unico de Saude (SUS) e o sistema de satde privado. Os
agentes quimioterapicos classicos permanecem como OopGao majoritaria em muitos
casos, principalmente devido as limitacdes de custo e infraestrutura. Apesar dos
avancos, desafios como diagnostico tardio e heterogeneidade no acesso a terapias
personalizadas impactam os resultados clinicos (BRASIL, 2014).

Em resposta as lacunas deixadas pelos tratamentos atuais, terapias
inovadoras vém ganhando destaque. Nesse cenario, os derivados tiazolidinicos se
mostram promissores, com estudos demonstrando sua capacidade de atuar de
forma citotoxica e inibitdria contra o crescimento de diversas linhagens de cancer de
pulmé&o, como A549, H1299 e H322 (Fu et al., 2022a; Bangade; Mali; Meshram,
2021). Aléem de sua eficacia in vitro, eles também demonstram funcionalidade
significativa em modelos in vivo, onde suprimiram o crescimento tumoral com
atividade anticancer sobre o carcinoma de grandes células e o adenocarcinoma
pulmonar (Singh et al., 2023; Dwyer-Nield et al., 2022). Neste contexto, o presente
trabalho buscou avaliar o efeito do derivado tiazolidinico CR-35 em um modelo in

vivo associado ao tabagismo.

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CLASSIFICACAO, EPIDEMIOLOGIA E PERFIS MOLECULARES DO CANCER DE PULMAO

A classificacao oficial do cancer de pulmao, estabelecida pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS), divide a doenca em dois grandes grupos histologicos: o
cancer de pulmdo de células pequenas e o CPNPC. Dentro do grupo do CPCP,
destacam-se o tipo classico e o combinado, onde neste ultimo h& presenca de outros
tipos de CP. Sua classificacdo mais relevante é baseada na extensdo da doenca,
sendo dividida em estagio limitado ou estagio extenso. O CPNPC é o grupo mais
comum da doenca e é onde se encontram as principais subdivisbes. Seus trés
subtipos mais frequentes e bem definidos incluem o adenocarcinoma, o carcinoma de

células escamosas e o carcinoma de grandes células, um tipo menos comum e mais
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agressivo, geralmente diagnosticado por exclusdo dos outros subtipos (Cook; Miller;
Bunn, 1993; Fraire et al., 1992). Além desses, a classificacdo da OMS também
reconhece outros tipos menos frequentes, como 0 carcinoma adenoescamoso, que
associa caracteristicas de adenocarcinoma e carcinoma de células escamosas, € 0
carcinoma sarcomatodide, que inclui subtipos mais raros e agressivos como o
carcinoma pleomorfico e o de células gigantes (Tsao, 2021).

O CPCP corresponde a cerca de 10-30% dos casos de CP, mas destaca-se
pela sua agressividade e alto potencial metastatico, resultando na maior taxa de
mortalidade entre os subtipos (Howlader et al., 2020; Irep et al., 2024; Rocha et al.,
2023; Wang; Chiang, 2024). Caracterizado por afetar células em estagios imaturos de
desenvolvimento de pequeno tamanho e crescimento acelerado, o CPCP esti
fortemente associado ao tabagismo estando presente em aproximadamente 98% dos
casos confirmados (Kenfield et al., 2008; Rocha et al.,, 2023), com mutacdes
frequentes em genes como TP53 e RB1, que conferem rapida progressédo e
resisténcia terapéutica (Fan et al., 2021; Hao et al., 2023). A maioria dos pacientes é
diagnosticada em estagio extenso (metastatico), limitando as op¢des de tratamento —
gue ainda se baseiam principalmente em quimioterapia e radioterapia, com respostas
iniciais frequentes, mas recidiva precoce (Leung et al., 2023; Rocha et al., 2023).

Em contraponto, o CPNPC representa cerca de 70-90% dos casos de cancer
de pulm&o. Embora menos agressivo, 0 CPNPC ainda apresenta alta mortalidade
guando comparado com outros tipos de cancer, principalmente devido ao diagndstico
tardio da doenca. De acordo com a literatura cerca de 60-85% dos casos sao
detectados em estagios avancados (Abrao et al., 2017; Campuzano et al., 2024). Este
subtipo esta associado a algumas mutagcdes genéticas especificas, como EGFR, o
gene do linfoma anaplasico de células grandes (ALK), o oncogene 1 do receptor
tirosina quinase do ROS (ROS1), o gene do sarcoma viral de rato Kirsten (KRAS) e o
gene do fator de transcricdo v-raf murino sarcoma viral oncogene homologo Bl
(BRAF), que permitem terapias-alvo direcionadas, melhorando a sobrevida em
subgrupos selecionados.

No entanto, a heterogeneidade tumoral e o desenvolvimento de resisténcia aos

tratamentos permanecem como desafios criticos, particularmente em pacientes
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fumantes, cuja elevada prevaléncia de mutacbées em KRAS agrava ainda mais esse
cenario (Chevallier et al., 2021; Rosental et al., 2025). Para enfrentar justamente esses
obstaculos, o foco da oncologia tem se voltado para estratégias que mobilizam o
sistema imunolégico do préprio paciente contra o tumor. Foi essa premissa que abriu
caminho para a revolucionaria classe de medicamentos anti-PD-1/PD-L1, levando
cada vez mais a novos tratamentos. Porém a resposta entre pacientes ainda varia
significativamente, a exemplo da resposta mais acentuada em tumores com maior
carga mutacional (Nan et al., 2021).

A associacao entre o tabagismo e o desenvolvimento de cancer de pulméo ja
€ recorrente na literatura. Dentre os tipos histolégicos associados ao tabagismo
podemos citar o carcinoma de células escamosas do pulmdo e o adenocarcinoma
(Wang et al., 2023a). Estes dados corroboram com outro artigo publicado, uma meta-
analise, retratando reducdo de aproximadamente 30% do risco de mortalidade para
pacientes que interrompem o tabagismo no periodo de diagndstico, apresentando
beneficios para todos os subtipos histologicos. Dentre os dados apresentados, é
especialmente relevante a constatacdo de que mesmo no CPCP a cessacao do
tabagismo mostrou efeito protetor comparavel ao observado no CPNPC, real¢cando a
importancia do tratamento associado a orientacdes corretas dos habitos do paciente

em sua sobrevida (Caini et al., 2022).

1.2 TABAGISMO: MECANISMOS CARCINOGENICOS, IMPACTO CLINICO E
REPERCUSSOES EPIDEMIOLOGICAS

Epidemiologicamente, fumantes tém um maior risco de desenvolver o CP em
comparacdao a nao fumantes, com risco proporcional a duracdo e intensidade do
habito. O tabagismo permanece como o principal fator de risco evitavel para o CP,
responsavel por cerca de 90% dos casos diagnosticados, (Santos et al., 2024; Souza
et al., 2014). A fumaca do cigarro contém mais de 70 carcind6genos conhecidos, como
benzo[a]pireno, nitrosaminas e arsénico, que induzem danos ao DNA por meio de
estresse oxidativo e mutacdes em genes-chave (TP53, KRAS e EGFR) (Balali-Mood
et al., 2021; Cui et al., 2020; Morillas; Gallego-Cartagena; Upasen, 2024; Zhang et al.,

2018). Além disso, o0 habito do tabagismo esta associado a tumores mais agressivos,
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como os casos gerais de CPCP e os casos de CPNPC associados a mutacdes em
KRAS, menor resposta a terapias-alvo e pior prognéstico (Rudin et al., 2021; Tseng et
al., 2022).

Porém, a cessacdo do uso de tabaco, mesmo apds o diagndstico, continua
sendo a prevencdo mais eficaz, podendo melhorar a sobrevida média em até 30%
(Wang et al., 2023b). Além disso, o impacto do tabagismo independe do individuo,
tratando-se de um grave problema de saude coletiva. Estudos epidemiol6gicos
revelam que a exposi¢do passiva a fumaca durante a infancia é responséavel por
aumento dos casos de cancer de pulmao em adultos ndo fumantes, além de 20 a 30%
de risco aumentado em pessoas que convivem com fumantes, demonstrando seu
relevante papel na carcinogénese ambiental (Mochizuki et al., 2024; Vineis et al.,
2005).

1.3 MECANISMOS PRO-TUMORAIS INDUZIDOS PELO TABACO

A fumaca do tabaco estabelece um microambiente tumoral pré-cancerigeno ao
desencadear inflamacgéo crbénica e imunossupressao. Esse processo ocorre através
da ativacdo da via Fator Nuclear kappa-light-chain-enhancer de células B ativadas
(NF-kB) e da liberacdo de citocinas como Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), combinado com o recrutamento de células regulatérias T, que
limitam a resposta do sistema imune contra o tumor, e macréfagos do tipo M2, que
promovem angiogénese, transicao epitelial-mesenquimal (EMT) e imunossupressao
(Al-tameemi et al., 2022; Bianchi et al., 2024; Ding et al., 2024; Guo et al., 2024; Tan
et al., 2021).

Paralelamente, a fumaga modula vias de sinalizagéo cruciais, incluindo a via
NRF2. Embora essa via exerca funcao citoprotetora em células saudaveis, os tumores
se apropriam desse mecanismo para desenvolver resisténcia a estresse oxidativo e
aos agentes quimioterpicos. Essas alterac6es multifatoriais ndo somente aceleram a
progressdo da doenca, mas também reduzem a eficacia das terapias (Cano et al.,
2010; lizuka et al., 2005; Sanchez-Ortega; Carrera; Garrido, 2021). Tal cenario
evidencia a importancia deixada pelas lacunas de entendimento sobre o

microambiente tumoral e o impacto nas terapias atuais.
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1.4 ATUAIS TERAPIAS EM CANCER, SEUS DESAFIOS E LIMITACOES

De acordo com o Protocolo Unificado Para o Tratamento das Neoplasias
Malignas Nao Hematoldgicas, que preconiza os tratamentos para o SUS, o uso de
quimioterapia e a radioterapia seguem como os tratamentos de primeira linha para o
CP. Porém estes tratamentos apresentam limitacdes, principalmente devido a alta
toxicidade sistémica causada pela Cisplatina, um dos medicamentos de primeira linha,
em conjunto com a carboplatina, que grande parte dos casos resulta em
quimioresisténcia ao tratamento prolongado (BRASIL, 2020; Ranasinghe; Mathai;
Zulli, 2022).

Apesar dos desafios, a combinacao de radioterapia com um derivado de platina
continua sendo a principal base terapéutica para muitos pacientes. Essa abordagem
€ particularmente relevante em estagios avancados da doenca, quando os pacientes
estdo muito debilitados e ndo podem ser submetidos a cirurgias ou outros tratamentos
invasivos (BRASIL, 2023). Embora oferecam respostas iniciais, sua elevada
toxicidade sistémica (como mielossupressao e neuropatia) e o desenvolvimento de
resisténcia tumoral limitam sua eficacia a longo prazo (Romani, 2022; Yazbeck et al.,
2022).

As terapias-alvo, como inibidores de EGFR (osimertinibe) e ALK (crizotinibe),
surgem como uma tentativa de contornar os problemas existentes. Atuando em
tumores com mutacdes especificas, proporcionando respostas mais duradouras e
menos efeitos colaterais. No entanto, a resisténcia adquirida, via mutacdes
secundéarias como EGFR T790M ou ativacdo de vias alternativas como MET,
permaneceu como um obstéculo critico (Mithoowani; Febbraro, 2022). Ademais, uma
parcela dos pacientes apresenta baixa ou nenhuma resposta, devido a fatores como
microambiente tumoral imunossupressor, baixa expressdo de PD-L1 ou perfil
gendmico desfavoravel, como defeitos em STK11 (Pons-Tostivint et al., 2021). Essas
limitacbes destacam a necessidade de novas estratégias terapéuticas, como
associacfes com outros imunomoduladores ou o desenvolvimento de compostos
inovadores, que possam superar esses mecanismos de resisténcia e melhorar os

desfechos clinicos.
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1.5 POTENCIAL TERAPEUTICO DOS DERIVADOS DE TIAZOLIDINA NO CANCER DE
PULMAO

Derivados de tiazolidina sdo compostos organicos que possuem, em sua
estrutura principal, um anel de cinco membros contendo um atomo de enxofre (S) e
um de nitrogénio (N), como ilustrado na Figura 1. Devido a sua estrutura a qual se
baseia em um nucleo heterociclico que oferece pontos de ligacao hidrofilicos e
hidrofébicos, facilitando o ajuste da molécula para diferentes atividades biolégicas,
eles tém se mostrado promissores na oncologia, ao exibir multiplos mecanismos de

acao antitumoral (Khan et al., 2023; Zengin Kurt et al., 2025a).

Figura 1 - Estrutura quimica da tiazolidina

Fonte: PUBCHEM. Thiazolidines.National Center for Biotechnology Information (NCBI). Disponivel

em: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Thiazolidines. Acesso em: 16 ago. 2025.

Em diversos tipos de cancer, incluindo o de pulm&o, os derivados tiazolidinicos
atuam como agonistas de PPARy e demonstraram capacidade de inibir a proliferacao
tumoral por meio da supressao de vias pro-inflamatorias como o NF-kB e da inducéo
de estresse oxidativo seletivo em células cancerigenas. Estudos recentes destacam
seu potencial para sensibilizar tumores resistentes a terapias convencionais,
especialmente em neoplasias associadas ao tabagismo, onde a desregulacao
metabodlica e inflamatéria € pronunciada. A combinacdo Unica de propriedades

guimicas e atividade farmacoldgica posiciona esses compostos como promissores


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Thiazolidines
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para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no CP (Bar et al., 2022a,;
Khan et al., 2023; Zengin Kurt et al., 2025b).

Nesta circunstancia, os derivados da tiazolidina, ativam sua via de sinalizagao
nuclear que regula a expressdo génica envolvida no metabolismo lipidico,
diferenciacéo celular e resposta inflamatéria. No contexto do CP, a ativacao do PPARy
inibe o crescimento do tumor por meio do estimulo da apoptose ao regular o balango
entre as proteinas pro-apoptéticas (BAX e BAK) e as anti-apoptéticas (BCL-2 e BCL-
XL) (Gupta et al., 2024).

Em conformidade, ela também potencializa a via pro-inflamatéria NF-kB e
diminui o estresse oxidativo ao modular enzimas como a Superoxido Dismutase
(SOD) e a catalase. Para completar, essa via ainda demonstra efeitos
antiangiogénicos, inibindo a expresséo de Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) e, assim, blogueando a angiogénese tumoral (Bar et al., 2022b; Kaleniuk et
al., 2024; Szychowski et al., 2021).

1.6 MECANISMOS MOLECULARES DA VIA DO PPARY

A via de sinalizagao do receptor PPARYy envolve uma cascata de reagcdes bem
caracterizada na literatura. Esses agonistas se ligam ao dominio de ligacdo do ligante
(LBD) de PPARYy no citoplasma, induzem uma mudanga conformacional que expde o
sinal de localizag&o nuclear (NLS), permitindo sua translocacdo para o nucleo através
do complexo de importina a/f. No compartimento nuclear, PPARy forma um
heterodimero obrigatério com o receptor RXRa, que se liga a elementos especificos
de resposta ao proliferador de peroxissomo (PPRES) nas regifes promotoras de
genes-alvo como demonstrado na Figura 2 (Dawson; Xia, 2012; Umemoto; Fuijiki,
2012).
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Figura 2 — Via de sinalizacdo do PPAR
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2025
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A ativacdo desta via desencadeia uma cascata de eventos moleculares
interconectados. Primeiramente, ocorre o0 recrutamento de coativadores
transcricionais como o Coativador 1a do Receptor de Aryl-Hydrocarbon Receptor
(PGC-1a) e Coativador do Receptor Nuclear 1 (SRC-1), que possuem atividade
histona acetiltransferase, remodelando a cromatina e facilitando a transcricdo génica
(Chen et al., 2024; Katsouri et al., 2011).

No ambito da apoptose, a ativacdo de PPARy promove um balango pro-
apoptoético através da regulacdo de proteinas da familia Bcl-2. Ocorre aumento da
expressao de BAX e PUMA, que permeabilizam a membrana mitocondrial externa,
engquanto ha reducéo dos niveis de Bcl-2 (Kim et al., 2006). Esta alteracdo leva a
liberacdo de citocromo c para o citosol, onde se associa a Apaf-1 e pré-caspase-9
para formar o apoptossomo, iniciando a cascata de ativagcdo das caspases efetoras
(Silva, 2021). Paralelamente, a via modula o estresse oxidativo através da regulacéo
de enzimas antioxidantes como SOD2 e catalase nas mitocéndrias, enquanto reprime
a expressao de NOX4 na membrana plasmatica (Bijli et al., 2015; Chen et al., 2012;
Naumenko; Ahlemeyer; Baumgart-Vogt, 2017; Nie et al., 2022).

A regulacdo pos-traducional de PPARy adiciona outra camada de
complexidade ao seu mecanismo de acdo. A fosforilacdo em Ser273 (um dos
aminoacidos que compde esta proteina) por ERK ou CDK5 modula sua capacidade
de interagir com proteinas que modulam a transcri¢cdo. Essa nova forma faz com que
o PPARYy bloqueie a agéo de proteinas que normalmente inibem a expressao génica
ao mesmo tempo que promove 0 recrutamento de coativadores que estimulam a
expressao de outros genes. Em contrapartida, a SUMOilacao por SUMO-1 influencia
diretamente a estabilidade do PPARy. A ligacdo da SUMO-1 compete com a
ubiquitinacéo, que é o principal sinal para a degradacéo da proteina. Ao ocupar o sitio
de ligacdo, a SUMOilacao protege o receptor da degradacdo, aumentando sua meia-
vida na célula (Chen et al., 2025; Ji et al., 2022). Estas modificacbes s&o
particularmente importantes no cancer de pulméo, onde carcindgenos do tabaco como
4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK) suprimem a expressao basal de

PPARYy. A reativacdo farmacoldgica desta via pelos derivados de tiazolidina pode
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contornar mutacoes frequentes em KRAS e TP53, 0 que oferece uma estratégia

terapéutica promissora (Carvalho; Goncalves-de-Albuquerque; Silva, 2021).

1.7 VANTAGENS DE MODELOS EXPERIMENTAIS PRE-CLINICOS EM ONCOLOGIA

O desenvolvimento e avaliacdo de novos farmacos requer um protocolo
rigoroso. Se faz necesséria a sintese de compostos a serem estudados, seguida por
testes in vitro, avaliando caracteristicas como citotoxicidade, seletividade e atividade
inibitéria em diversas linhagens. Caso os resultados se mostrem positivos, da-se
continuidade para as avaliagdes in vivo. E nesse ponto que a utilizacdo do modelo de
inducéo quimica por uretano se encaixa, sendo amplamente utilizado em estudos que
avaliam terapias para cancer de pulmé&o. O uretano induz lesdes pulmonares que
mimetizam o adenocarcinoma humano, com mutacdes em KRAS e ativacéo de vias
pré-inflamatorias, tornando-o intrinsecamente valido para investigar os efeitos da
fumaca do cigarro (Keohavong; Peter Di, 2021; Li; Counter, 2021). Comparado a
modelos transgénicos (como 0s que utilizam camundongos com a mutagdo
KRAS®'2P) o uretano oferece vantagens como baixo custo e desenvolvimento tumoral
espontaneo, embora nédo reproduza em sua totalidade a heterogeneidade genética
observada nos pacientes com CP. Quando combinado com exposicdo a extratos de
fumacga, esse modelo permite avaliar sinergias entre carcindgenos quimicos e
componentes da fumaga, como a nitrosamina cetona derivada da nicotina (NNK), um
dos carcindégenos mais potentes encontrados no cigarro convencional, mimetizando a

progressao tumoral em fumantes (Zhang et al., 2021a) .
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a potencial modulac&o do derivado tiazolidinico CR-35 na expresséao de
genes envolvidos na apoptose em um modelo experimental de cancer de pulmao

associado ao tabagismo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.1 Caracterizar histologicamente as lesfes pulmonares em camundongos
BALB/c expostos ao modelo combinado de carcinogénese quimica com uretano e
extrato de fumaca;

2.1.2 Avaliar o efeito do CR-35 na expresséao dos genes Bax e Bcl-2 no modelo

de cancer de pulméo associado ou ndo ao extrato de fumacga.
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3 METODOLOGIA

3.1 COMITE DE ETICA RESPONSAVEL
O presente projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE, no processo Processo n°® 0050/2024. A

referente autorizacé&o encontra-se anexa ao final deste documento.

3.2 COMPOSTOS E REAGENTES QUIMICOS UTILIZADOS

Para a inducédo do modelo, foi utilizado uretano (Sigma-Aldrich, grau de pureza
298%) na forma de pd, que foi diluido em solucdo salina estéril (0,9% NacCl) na
concentragdo de 1 g/mL, conforme supracitado. Além disso, foi utilizado um derivado
de tiazolidina sintetizado no Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos
(LPSF-UFPE), cedido pelo professor Ivan da Rocha Pitta. O derivado CR-35 foi diluido
em veiculo apropriado (DMSO a 1% em solugdo salina) para os ensaios terapéuticos.
Todos os reagentes e compostos foram preparados sob condi¢cdes estéreis e

armazenados conforme as especificacdes dos fabricantes.

3.3 DESENHO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos fémeas de linhagem BALB/c, apresentando de
6 a 8 semanas de idade. Os animais foram obtidos do biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFPE, com livre acesso a dieta e a agua, foram mantidos
em gaiolas ventiladas com um ciclo dia — noite de 12 horas em caixas forradas com

serragem. Os animais foram separados em 6 grupos:

a) Grupo controle negativo: composto por 2 animais que receberam 3
aplicacdes intraperitoneais (i.p.) de solucéo salina (PBS). As aplicaces ocorreram na
primeira semana do experimento, sendo respeitado o intervalo de 1 dia entre cada
aplicacdo. A partir da 20? semana foi administrada a aplicagdo do controle de
tratamento por meio de solucéo salina com a mesma concentracdo de DMSO (2%).

b) Grupo controle do Extrado de Fumaca do Cigarro (EFC): composto por

3 animais que receberam 3 aplicacdes i.p. de solucdo salina (PBS). As aplicacbes
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foram realizadas na primeira semana do experimento, sendo respeitado o intervalo de
1 dia entre cada aplicacdo. Também receberam aplicacdes i.p. da solucao do extrato
de fumaca do cigarro nos dias 1, 12 e 23 do experimento.

C) Grupo Controle Positivo da Indugédo: composto por 4 camundongos que
receberam 3 aplicacdes i.p. de uretano, em dosagem de 1mg/g. As aplicaces foram
realizadas na primeira semana do experimento, sendo respeitado o intervalo de 1 dia
entre cada aplicagao.

d) Grupo indugcdo + EFC: composto por 6 animais que receberam 3
aplicacdes i.p. de uretano, em dosagem de 1mg/g. As aplicacdes foram realizadas na
primeira semana do experimento, sendo respeitado o intervalo de 1 dia entre cada
aplicacdo. Também receberam aplica¢gdes i.p. da solu¢do do EFC nos dias 1, 12 e 23
do experimento.

e) Grupo inducdo + CR-35: composto por 5 animais que receberam 3
aplicacoes i.p. de uretano, em dosagem de 1mg/g. As aplicacdes foram realizadas na
primeira semana do experimento, sendo respeitado o intervalo de 1 dia entre cada
aplicacao. A partir da 202 semana foi administrada a aplicacao do tratamento por meio
de i.p. do composto CR-35 em concentracédo de 30mg/kg de peso corporal diluido em
carboximetilcelulose (CMC) a 0,2%. A aplicacéo foi semanal (1 vez por semana), com
duracédo de 4 semanas.

f) Grupo indugéo + CR-35 + EFC: composto por 5 animais que receberam
3 aplicacdes i.p. de uretano, em dosagem de 1mg/g. As aplicacdes foram realizadas
na primeira semana do experimento, sendo respeitado o intervalo de 1 dia entre cada
aplicacao. A partir da 202 semana foi realizada a aplicacao do tratamento por meio de
i.p. do composto CR-35 em concentracao de 30mg/kg de peso corporal diluido em
carboximetilcelulose (CMC) a 0,2%. A aplicacdo foi semanal e ocorrerou por 4
semanas. Também receberam aplicacdes i.p. da solu¢do do EFC nos dias 1, 12 e 23
do experimento.

ApOos as 24 semanas de experimento foi realizada a eutanasia dos
camundongos por aplicacado de dose letal de anestésico. Foram coletados pulmdes

bilaterais por meio de resseccéao cirurgica.
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3.4 MODELO DE INDUGAO QUIMICA POR URETANO

A inducao ocorreu pela aplicacdo de trés injecdes i.p. em dose de uretano a 1
mg/g de peso do camundongo em uma semana, com intervalo de 1 dia entre cada
aplicacdo de acordo com a literatura, uma metodologia de inducdo que ja esta
estabelecida em nosso grupo de pesquisa (Sozio et al., 2021). A duracéo da inducao
€ de 20 semanas, contando a partir da primeira aplicacdo, como demonstrado na

Figura 3.

Figura 3 - llustragdo esquematica do modelo experimental aplicado

17
PBS 3 ‘I ¥

n=5 =~ 4\

v
v
A

PBS + EFC —up ? >

n=3 [ LEQ‘,
Uretano > > ’ ’
n==6
Uretano + EFC ——» @ % _ '
n=6 = y
!
8/
Uretano + CR35 > 3 > N 3
n=5 = N
, 4
Uretano + EFC + CR35 — ' e > Y <
n=5 - d )

Legenda: Aplicacéo de PBS representada nas seringas azuis. Aplicagdo do EFC
representada nas seringas vermelhas. Aplicacdo do Uretano representada nas seringas
verdes. Tratamento por CR-35 representado pelas seringas amarelas.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

3.5 EXTRACAO DO RNA E SINTESE DO CDNA
Apés a eutanasia dos animais, as amostras de tecido pulmonar foram

imediatamente imersas em RNA Later (Thermo Fisher Scientific) e mantidas sob
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congelamento a -80°C para posterior extracdo de RNA. Para a fragmentacao do tecido
as amostras foram transferidas para tubos Eppendorf com Trizol Reagent® (Thermo
Fisher Scientific), utilizando o sistema TissueLyser® (Qiagen), que emprega esferas
de ceramica dentro dos tubos. O processo consiste em agitacdo mecanica em alta
velocidade, garantindo uma homogeneizacéao eficiente do material biolégico antes da
etapa de extracdo. Apos a fragmentacao tecidual, as amostras ficaram 5 minutos em
temperatura ambiente para dissociagcdo do complexo proteico nuclear. Em seguida,
apo6s descongelamento completo, foram adicionados 150 pL de cloroférmio,
homogeneizados vigorosamente e incubados por 3 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4°C por 15 minutos e 0
sobrenadante com o RNA foi transferido para um novo tubo Eppendorf. Adicionou-se
375 pL de isopropanol (100%) e a mistura foi incubada overnight a -20°C.

Apbs o periodo determinado, as amostras foram mantidas por 10 minutos em
temperatura ambiente para descongelamento completo e subsequentemente
centrifugadas a 12.000 rpm e 4°C durante 10 minutos, resultando na formacao de um
pellet contendo o material nuclear concentrado. O sobrenadante contendo isopropanol
foi cuidadosamente desprezado, seguido pela adi¢ao de 750 uL de etanol 70% para
lavagem do pellet. Uma nova etapa de centrifugacéo foi realizada a 7.500 rpm e 4°C
por 5 minutos. O sobrenadante com etanol foi entdo descartado, e as amostras
permaneceram por 3 horas em cabine de fluxo laminar para completa evaporagéo do
solvente residual. Para finalizar, o material foi ressuspendido em 30 pL de agua livre
de RNAse e incubado em banho seco a 55°C por 15 minutos. A quantificacdo do RNA
foi realizada no equipamento Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific), e as amostras
foram adequadamente armazenadas a -80°C para preservacao.

A sintese do DNA complementar (cDNA) foi possivel utilizando o kit de
transcricdo reversa cDNA Hight Capacity (AppliedBiosystems) e 500 ng das amostras

de acordo com o procedimento de execucgédo do fabricante.

3.6 QUANTIFICAGAO DA EXPRESSAO GENICA
Para a quantificacdo da expressédo génica foi utilizada a metodologia da reacao

em cadeia de polimerase gquantitativa em tempo real (QPCR), empregando o método
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TagMan® (AppliedBiosystems). As condicbes da ciclagem foram configuradas
sequencialmente em duas etapas. A primeira etapa, também denominada de “hold
stage”, € subdividida em dois passos: o step 1 mantém a amostra 2 minutos a
temperatura de 50°C, e o step 2 a expbe por 10 minutos a 95°C. A segunda etapa,
chamada de “PCR Stage”, também é dividida em dois passos: o primeiro submete a
amostra a 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e o0 segundo expde a amostra a 60°C por
20 segundos.

O primer correspondente ao gene apoptdtico BAX (Foward:
CCAAGAAGCTGAGCGAGTGTCT e Reverse: AGCTCCATATTGCTGTCCAGTTC);
anti-apotético Bcl-2 (Foward: CCTGTGGATGACTGAGTACCTG e Reverse:
AGCCAGGAGAAATCAAACAGAGG) e enddgeno B-Actina (Foward:
GGCTGTATTCCCCTCCATCG, Reverse: CCAGTTGGTAACAATGCCATGT),
fornecidos pela Thermo Fisher, foram adicionados as amostras para a visualizacéo

das reacdes PCR e por fim, a expressao génica relativa foi calculada por 2724CT,

3.7 PREPARACAO DO EXTRATO DE FUMACA

O protocolo para obtencéo do extrato de fumaca de cigarro (CSE) foi adaptado
a partir de metodologia previamente estabelecida na literatura (Zhang et al., 2021b).
Inicialmente, a fumaca foi coletada utilizando de uma seringa de vidro estéril acoplada
a um tubo de silicone maleavel que transferiu a fumaga para um frasco béquer
contendo 10 mL de meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) com o auxilio
de uma bomba vacuo para succdo. O meio foi entdo submetido a filtracdo estéril
utilizando membranas Millipore® e posteriormente teve seu pH ajustado para 7,35-
7,45 com solucédo de NaOH 1M.

A solucao resultante foi definida como CSE na concentracdo padrdo de 100%.
E importante ressaltar que todas as solucdes de CSE foram utilizadas imediatamente
apos o preparo, com um tempo maximo de 30 minutos entre a producdo e a aplicacao
experimental, garantindo assim a preservacao das propriedades fisico-quimicas do

extrato.
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3.8 HisToLOGIA

Apés a eutanasia dos animais, os I6bulos pulmonares foram cuidadosamente
dissecados e fixados em solucdo de formalina tamponada a 10% em tampao fosfato
(PBS 0,1M, pH 7,4) por até 72 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras foram desidratadas em série etilica crescente (70%, 80%, 90% e 100%),
clarificadas em xilol e incluidas em parafina histoldgica (56-58°C) utilizando moldes
metélicos padréo. Os blocos foram seccionados em micrétomo (espessura de 3-5 pm)
e as seccOes montadas em laminas para posterior coloragao por hematoxilina e eosina
(HE). A fixacdo adequada e o processamento padronizado garantiram a preservagao

da arquitetura tecidual e a qualidade das analises histopatoldgicas subsequentes.

3.9 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

A analise estatistica dos dados, obtidos a partir dos seis grupos experimentais
(PBS, n=5; PBS+EFC, n=3; Uretano, n=6; Uretano+EFC, n=6; Uretano+CR-35, n=5;
Uretano+CR-35+EFC, n=5), foi realizada utilizando o software GraphPad Prism
(versdo 8.0) com o objetivo de comparar as médias entre os diferentes grupos
experimentais. Inicialmente, a normalidade dos dados foi verificada em cada grupo
por meio do teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade das variancias foi avaliada
com o teste de Brown-Forsythe. Para dados que se mostraram paramétricos (com
distribuicdo normal e variancias iguais), a analise de variancia one-way ANOVA
ordinaria foi empregada. Neste caso, a detec¢cdo de uma diferenca significativa (p <
0,05) levou a aplicacéo de testes post-hoc para identificar os grupos diferentes. Para
comparacdes multiplas entre os grupos foi empregado o teste de Turkey. No caso de
dados nao-paramétricos (onde pelo menos um grupo nao seguia a distribuicdo
normal), a analise foi conduzida pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-
hoc de Dunn para comparac¢des multiplas. O nivel de significancia adotado em todas
as andlises foi * p < 0,05; ** p < 0,005, *** p < 0,0001.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE HISTOLOGICA DOS RESULTADOS
No momento da eutanasia sdo avaliadas as caracteristicas macroscopicas das
amostras de pulmdo. Como demonstrado na Figura 4, foi observada auséncia de
lesbes neoplésicas nos grupos PBS (Fig. 4A) e PBS+EFC (Fig. 4B), devido a estes
grupos nao contarem com a aplicacao do indutor quimico, o uretano. O grupo induzido
unicamente com uretano (Fig. 4C, D) apresenta o surgimento de les6es neoplasicas
de tamanho menor que o grupo induzido com uretano associado ao EFC (Fig. 4E, F).
N&o houve uma caracteristica macroscopica distintiva entre os grupos Uretano tratado
com o composto CR-35 (Fig. 4G) e o grupo induzido por uretano associado ao EFC
tratado com o composto CR-35 (Fig. 4H), ambos os grupos apresentaram tumores de

tamanho semelhante macroscopicamente, de coloracéo e textura preservadas.

Figura 4 — Anélise macroscopica dos pulmdes

Legenda: Presenca de lesdes tumorais ressaltadas por circulos azuis.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

A analise macroscoOpica é um importante achado, a presenca de nodulos
visiveis é caracteristica do modelo de cancer induzido por uretano (Khalaf et al., 2022;
Melnikov et al., 2024). Estes resultados se mostram intrinsecamente relacionados com
as demais andlises, representando um resultado preliminar no momento da eutanasia.
Associa-se entdo esta analise com a andlise dos cortes histologicos, como
demonstrado na Figura 52 A analise de cortes pulmonares do grupo controle
apresentou padrdo normal de brbénquios, estrutura alveolar e vascularizacdo, sem
quaisquer sinais de células tumorais. Em contraste, 0s grupos experimentais exibiram
alteracdes histologicas distintas. Na Figura 5B observa-se que o grupo PBS + EFC

demostrou um aumento de células vermelhas no tecido, sugerindo infiltrado
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inflamatorio. Enquanto os grupos induzidos com uretano (Figura 5C - G) apresentaram
lesGes neoplasicas nas bordas teciduais, acompanhadas de espessamento das
paredes alveolares nas regifes perivasculares e adjacentes as lesdes. No grupo que
combina uretano com EFC (Figuras 5D, E), observou-se ndao apenas o surgimento de
lesbes neoplasicas na borda tecidual, mas também um actmulo mais acentuado de
células vermelhas no tecido e areas expansivas de inflamacéo coalescente. Os grupos
tratados com CR-35 (Figura 5F), tanto isoladamente quanto em combinacdo com EFC
(Figura 5G), apresentaram padres semelhantes de lesGes neoplasicas e
espessamento alveolar, porém com caracteristicas celulares distintas em sua
organizacdo. As analises histoldégicas demonstram os efeitos diferenciais de cada
tratamento na arquitetura do tecido pulmonar, sendo os achados representativos para
cada grupo experimental estudado apresentado nas imagens.

Tais achados condizem diretamente com o encontrado na literatura, tendo
como exemplo o estudo de Wawryk-Gawda et al. (Wawryk-Gawda et al., 2020), que
em seu estudo analisa as alteracdes histomorfolégicas dos pulmdes de roedores
expostos a fumaca do cigarro convencional bem como do cigarro eletrénico, onde os
mesmos apresentam expessamento da parede alveolar, focos de hemorragia,
eritrocitos intrabronquiolos e aumento da producdo de muco, correspondendo com o0s
achados dos grupos expostos ao extrato da fumaca. Outros autores da literatura
também caracterizam os impactos da exposicdo a fumaca do cigarro por meio do
modelo de exposi¢cdo ao extrato de fumaca, indicando achados como aumento da
espessura das paredes dos septos/dutos intra-alveolares, surgimento de perda de
areas ciliadas nos trechos terminais dos bronquiolos, aumento do infiltrado
inflamatorio, destruicdo das paredes alveolares e espaco alveolar aumentado (Bartlett,
2024; Demarchi et al., 2022; Liang et al., 2022).
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Figura 5 — Cortes histol6égicos das amostras de pulméo (HE).

Legenda: (A) PBS; (B) PBS+EFC; (C) Uretano; (D, E) Uretano+EFC; (F) Uretano+CR-35; (G)
Uretano+CR-35+EFC. Setas pretas: acumulo de células vermelhas; Seta vermelha: Maior

espessamento na parede dos bronquiolos. Representa processos inflamatorios / hemorragicos.
Seta verde: nddulo tumoral.

Fonte: elaborada pelo préprio autor.

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DOS ALVOS ATRAVES DA RT-QPCR

Para o gene Bax, cujos dados apresentaram distribuicdo normal, a investigagéo foi
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conduzida por uma Analise de Variancia (ANOVA) ordinaria. Uma vez que o teste de
Brown-Forsythe indicou variancias homogéneas, um p-valor significativo na ANOVA
(p=0,0072) levou a aplicagdo do teste post-hoc Turkey para comparagdes multiplas.
Para o gene Bcl-2, a analise seguiu um caminho nao-paramétrico, pois dois grupos
falharam no teste de normalidade de Shapiro-Wilk (Uretano+CR-35; Uretano+CR-
35+EFC). A comparacao entre os seis grupos foi realizada através do teste de

Kruskal-Wallis, que obteve um resultado nao significativo (p= 0,0879).

4.2.1 Andlise da Expressao Relativa do Gene Bax

Apdbs encontrar um valor de p significativo no teste one-way ANOVA, a andlise post-
hoc apropriada para comparacdes mdltiplas por Turkey indicou que as diferencas
significativas ocorreram dentre os grupos demonstrados na Figura 6. Ambos os
grupos onde o composto CR-35 foi utilizado como tratamento obtiveram valores
significativos de p, demonstrados na Tabela 1 quando comparados aos demais
grupos, mas nao entre si. Este achado demonstra a potencial atividade do CR-35 na
modulacdo da via de apoptose através do aumento de expressdo do Bax. Este
comportamento € demonstrado em outros derivados tiazolidinicos (Fu et al., 2022b;
Hafez et al., 2021). Para melhor visualizacdo, todos valores ajustados de p foram

compilados na tabela 1.

Tabela 1 — Analise estatistica da expressdo génica relativa Bax/B-Actina

Grupos comparados Valor ajustado

de P
PBS+EFC vs. PBS No ns >0,9999
URETANO vs. PBS No ns >0,9999
URETANO vs. PBS+EFC No ns >0,9999
URETANO+EFC vs. PBS No ns 0,9998
URETANC+EFC vs. PBS+EFC No ns >0,9999
URETANO+EFC vs. URETANO No ns >0,9999
URETANO+CR35+EFC vs. URETANO+CR35 No ns 0,0538
URETANO+CR35 vs. PBS Yes ** 0,0067
URETANO+CR35 vs. PBS+EFC Yes * 0,0283
URETANO+CR35 vs. URETANO Yes ** 0,0042
URETANO+CR35 vs. URETANO+EFC Yes i 0,0042
URETANO+CR35+EFC vs. PBS Yes ol <0,0001
URETANO+CR35+EFC vs. PBS+EFC Yes ol <0,0001
URETANO+CR35+EFC vs. URETANO Yes bl <0,0001
URETANO+CR35+EFC vs. URETANO+EFC  Yes Hhoxk <0,0001

Fonte: elaborada pelo préprio autor.
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Figura 6 — Impacto dos diferentes tratamentos na expressao génica do Bax.
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Legenda: * p valor <0,05; ** p valor <0,005; **** p valor < 0,0001. As médias estdo apresentadas
acima das barras.
Fonte: elaborada pelo préprio autor.

Como um gene pro-apoptotico, os valores médios elevados nos grupos tratados
indicam uma inducado eficiente da via apoptética, sugerindo um efeito terapéutico
promissor. Além disso, a associagcdo entre o tratamento e a exposi¢do ao extrato de
fumaca corrobora a modulacdo génica esperada dessa via, conforme evidenciado
pela analise histologica (Figura 5E). As imagens de microscopia 6ptica revelam zonas
de infiltrado inflamatério, compativeis com processos inflamatorios desencadeados
pela resposta do camundongo ao tratamento. Esses achados sugerem uma reacao
ao dano tecidual induzido pela carcinogénese associada ao extrato de fumaca.

A elevacdo da expressao de Bax, um regulador crucial da via apoptotica
intrinseca, € particularmente relevante no contexto de dano induzido pela exposicgéo.
O aumento na expresséao de Bax altera a proporgao entre as proteinas pré-apoptoticas
(como o préprio Bax e o Bad) e as anti-apoptéticas, como a Bcl-2. Essa modificacédo
no balanco Bcl-2/Bax facilita a oligomerizacdo do Bax na membrana mitocondrial

externa, resultando na liberacdo do citocromo ¢ e na ativacdo das caspases efetoras
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(Chung et al., 2021; Spitz; Gavathiotis, 2022). A inducdo da apoptose por essa via é
um mecanismo de defesa crucial para eliminar células geneticamente danificadas, o
que limita a progressdo de lesBes pré-malignas. A apoptose também pode
desempenhar um papel na resolucéo da resposta inflamatéria observada, uma vez
que a eliminacdo controlada de células danificadas minimiza a liberacdo de contetudo
celular que perpetuaria a inflamacdo, como sugerido pela analise histologica
(Cosentino et al., 2022; Marchi et al., 2023; Qi et al., 2023).

4.2.2 Andlise da expresséo relativa do Gene Bcl-2

Como demonstrado na Figura 7, o gene Bcl-2 ndo sofreu modulacao
significativa nas condi¢fes de tratamento deste estudo. Apesar de apresentar reducéo
acentuada na média dos valores de expressédo na condi¢ao uretano associado ao EFC
apos tratamento com CR-35, os valores das demais condicbes ndo apresentaram

alteragao significativa quando comparados ao grupo controle.

Figura 7 — Impacto dos diferentes tratamentos na expresséo génica do Bcl-2
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Fonte: elaborada pelo préprio autor.

A auséncia de modulagdo em Bcl-2 contrasta com a regulagédo aumentada de
Bax. Este resultado pode sugerir que o mecanismo de acdo do tratamento esteja
prioritariamente associado a ativacdo de vias pro-apoptoticas, em vez da inibicdo de

Bcl-2 e de sua via antiapoptotica, bem como pode estar relacionado a incapacidade
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do composto a modular este gene, sendo necessarios estudos complementares para
avaliar com maior exatiddo, analisando diferentes genes da familia BCL-2 ou

investigando outras vias de morte celular.

5 CONCLUSAO

O modelo hibrido de carcinogénese pulmonar, induzido por uretano e
associado ao extrato de fumaca, foi estabelecido e analisado histologicamente. As
analises demonstraram consistentemente a presenca de lesdes pulmonares
compativeis com a exposicdo ao uretano, como hiperplasias atipicas de células
alveolares e bronquiolos, que sdo precursoras do carcinoma, bem como areas de
infiltrado inflamatério e hemorragia, caracteristicas da inflamacdo resultante da
exposicao ao EFC.

Os resultados moleculares indicam que o derivado CR-35 modulou de forma
significativa a expressdo do gene pré-apoptético Bax, especialmente quando
coadministrado com o extrato de fumaca, 0 que sugere que O composto age
ativamente na inducdo da morte celular programada em resposta ao dano
carcinogénico. Embora o gene antiapoptotico Bcl-2 ndo tenha apresentado modulacao
significativa, a tendéncia de reducdo observada sugere que o tratamento com o
derivado possa estar alterando a proporcédo Bax/Bcl-2 de forma a favorecer a
apoptose.

Assim, este estudo ndo apenas estabelece o modelo hibrido como uma
ferramenta promissora para investigar os efeitos do tabagismo e o desenvolvimento
de novas terapias, mas também elucida um possivel mecanismo de acéo do derivado
CR-35, que atua pela via pro-apoptoética para combater o dano tecidual induzido pela
fumaca. Esses achados abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de

tratamentos que visam a modulag&o da apoptose no tratamento do cancer de pulméao.
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