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RESUMO

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) é uma neoplasia letal que apresenta cenario
terapéutico insatisfatorio, que impulsiona a busca por novos antineoplasicos. Nesse contexto,
as tiossemicarbazonas (TSC) destacam-se como uma estratégia terapéutica, por atuarem na
quelacdo de metais e na inibicdo da sintese de DNA em células tumorais. Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro e in silico, o potencial terapéutico de novos analogos
de TSC em células PDAC. As metodologias incluiram o cultivo das linhagens neoplésicas
pancreaticas e o isolamento de PBMCs. Em seguida, foram realizados ensaios de citotoxicidade
dos DT-08, DT-10, DT-22, DT-28 e DT-32 tanto nas linhagens BxPC-3, MIA PaCa-2, PANC-
1 e em PBMCs para determinar a viabilidade celular, valores de ICso e indices de seletividade
(1S). Para a avaliacdo in silico dos parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos utilizou-se a
plataforma SwissADME, enquanto a predicéo de alvos foi realizada pelas plataformas Swiss
TargetPrediction e SEA Search Server. Os resultados de citotoxicidade em PBMCs revelaram
que apenas o DT-08 apresentou toxicidade para células saudaveis (ICso = 19,02 uM). Nas
linhagens de PDAC, os compostos apresentaram ap6s 72 horas de tratamento reducdo da
viabilidade em todas as linhagens. Em BxPC-3, os derivados TSCs apresentaram ICso < 22,96
MM e IS > 4,35. Em MIA PaCa-2, os DTs tiveram ICso > 67,64 e IS < 1,73 e 0 DT-32 néo foi
toxico nas concentracdes testadas. Por fim, em PANC-1 os valores de ICso < 12,49 uM e IS >
6,76. Para investigar o efeito tempo-dependente, a citotoxicidade foi investigada em 48 horas
de tratamento nas linhagens BXPC-3 e PANC-1, uma vez que a MIA PaCa-2 ndo apresentou
resultados promissores em 72 horas. Em 48 horas os compostos tiveram boa resposta em
PANC-1 com ICs0 < 12,85 uM e IS > 20,44. No entanto, em BxPC-3 a eficicia foi menor com
ICs0 < 11,65 UM e IS > 4,13. Em seguida, as analises farmacocinéticas e fisico-quimicas
revelaram que todos os compostos seguiram as Regras de Lipinski e apresentaram boa
solubilidade, polaridade e refratividade. Os derivados também demonstraram alta absorcao
gastrointestinal, baixa permeabilidade na barreira hematoencefalica, auséncia de interagdo com
a glicoproteina-P e baixa permeabilidade cutdnea. Em relagdo ao metabolismo hepatico, os
derivados foram previstos como substrato de algumas das enzimas CYP, sugerindo risco de
interagdes medicamentosas. Por fim, a predicdo de alvos moleculares apontou a Catepsina L
como possivel alvo dos compostos DT-08 e DT-22, o que € relevante, dado o papel dessa
protease lisossomal na tumorigénese do PDAC. Em suma, os resultados obtidos sustentam o

potencial dos derivados como candidatos a agentes terapéuticos e indicam a necessidade de



investigacGes em modelos experimentais mais complexos. Aliados ao perfil farmacocinético
favoravel, esses achados fornecem bases importantes para o avanco de estratégias terapéuticas

mais eficazes e com menor toxicidade voltadas ao tratamento do PDAC.

Palavras-chave: Alvos moleculares. Citotoxicidade. Cancer de Pancreas. Seletividade.

Tiossemicarbazonas.



ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a lethal malignancy with unsatisfactory
therapeutic options, driving the search for new antineoplastic agents. In this context,
thiosemicarbazones (TSCs) stand out as a therapeutic strategy because of their ability to chelate
metals and inhibit DNA synthesis in tumor cells. The objective of this study was to evaluate,
in vitro and in silico, the therapeutic potential of new TSC analogues in PDAC cells. The
methodologies included the culture of pancreatic cancer cell lines and the isolation of PBMCs.
Cytotoxicity assays of DT-08, DT-10, DT-22, DT-28, and DT-32 were then performed in the
BxPC-3, MIA PaCa-2, and PANC-1 lines, as well as in PBMCs, to determine cell viability,
ICso values, and selectivity indices (SI). For the in silico assessment of physicochemical and
pharmacokinetic parameters, the SwissADME platform was used, while target prediction was
carried out with SwissTargetPrediction and the SEA Search Server. Cytotoxicity results in
PBMCs revealed that only DT-08 showed toxicity toward healthy cells (ICso = 19.02 uM). In
PDAC cell lines, all compounds reduced viability after 72 hours of treatment. In BXPC-3 cells,
the TSC derivatives exhibited ICso < 22.96 uM and SI > 4.35. In MIA PaCa-2 cells, the DT
compounds showed ICso > 67.64 uM and SI < 1.73, and DT-32 was non-toxic at the tested
concentrations. In PANC-1 cells, ICso values were < 12.49 uM with SI > 6.76. To investigate
time-dependent effects, cytotoxicity was also evaluated after 48 hours in BxPC-3 and PANC-
1 cells, since MIA PaCa-2 did not show promising results at 72 hours. After 48 hours, the
compounds displayed strong activity in PANC-1 cells (ICso < 12.85 uM; SI > 20.44), whereas
efficacy in BXPC-3 cells was lower (ICso < 11.65 uM; SI > 4.13). Pharmacokinetic and
physicochemical analyses revealed that all compounds complied with Lipinski’s rules and
exhibited favorable solubility, polarity, and refractivity. The derivatives also showed high
gastrointestinal absorption, low blood-brain barrier permeability, no interaction with P-
glycoprotein, and low skin permeability. Regarding hepatic metabolism, the derivatives were
predicted to be substrates of certain CYP enzymes, suggesting a potential risk of drug—drug
interactions. Finally, target prediction identified cathepsin L as a potential target for DT-08 and
DT-22, which is noteworthy given the role of this lysosomal protease in PDAC tumorigenesis.
In summary, the results support the potential of these derivatives as therapeutic candidates and

highlight the need for further evaluation in more complex experimental models. Combined



with their favorable pharmacokinetic profiles, these findings provide a solid foundation for the

development of more effective and less toxic therapeutic strategies for PDAC.

Keywords:  Cytotoxicity.  Molecular  targets.  Pancreatic ~ cancer.  Selectivity.
Thiosemicarbazones.
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1 INTRODUCAO

O céancer engloba doencas malignas caracterizadas pelo crescimento descontrolado de
células com potencial invasivo, capazes de atingir tecidos proximos ou 6rgéos distantes (INCA,
2022). Conforme a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC),
aproximadamente 20 milhGes de novos casos da doenca foram diagnosticados globalmente em
2022, resultando em 9,7 milhdes de dbitos (Bray et al, 2022). No Brasil, os dados estimam cerca
de 704.080 novos casos anuais e uma alta taxa de mortalidade, contabilizando
aproximadamente 278.835 obitos (INCA, 2022). Nesse contexto, o cancer de pancreas figura
entre as neoplasias gastrointestinais mais letais que afetam homens e mulheres no Brasil e no
mundo, com estimativa de cerca de 10.980 novos casos no pais entre 2023 e 2025 (Ferlay et al,
2022).

O adenocarcinoma ductal pancredtico (PDAC) € o tipo mais comum de cancer de
pancreas, sendo diagnosticado em 90% dos casos. O PDAC evolui, na maioria das vezes, de
neoplasias intraepiteliais pancreaticas microscépicas (PanINs), que consiste em uma lesdo pre-
cancerosa nao invasiva e curavel se detectada precocemente. Contudo, as PanINs sdo raramente
visualizadas em exames de imagem abdominal. Ao decorrer da progressao das displasias ha o
acumulo de mutacGes somaticas, iniciada pelo oncogene KRAS e seguida pelos supressores
tumorais CDKN2A, TP53 e SMAD4 (Wood et al., 2022). Essas mutacdes favorecem o
desenvolvimento do tumor, tornando-o mais heterogéneo aliado a uma intensa alteracdo do
microambiente tumoral (TME), a progressdo e a resisténcia terapéutica (Connor; Gallinger,
2022).

O TME do PDAC é caracterizado por um ambiente hipdxico e com a presenca de
diferentes componentes celulares, como os fibroblastos associados ao cancer (CAFs), estroma,
células do sistema imune, vasos sanguineos e nervos. Quando esses elementos se combinam
com as células tumorais, 0 microambiente forma um escudo que contribui para a resisténcia aos
tratamentos e dificulta a acdo das terapias citotoxicas convencionais. Essa caracteristica, em
conjunto com o diagnostico tardio contribuem para a elevada mortalidade (Sherman; Beatty,
2022).

Dessa forma, a deteccdo precoce € rara devido a natureza assintomatica da doenca nas
fases iniciais, e quando os sintomas aparecem, o cancer geralmente ja se espalhou além do
pancreas diminuindo as chances de um tratamento de sucesso. Com isso, a maioria dos casos

de PDAC sao identificados em estagios avancados, o que contribui para que apenas, 0 que
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resulta em apenas 15% a 20% dos individuos diagnosticados com a doenga possuem um tumor
cirurgicamente ressecavel, atualmente a principal possibilidade de cura para a doenca. (Stoffel;
Brand; Goggins, 2023).

No tratamento do PDAC, as terapias de primeira linha aprovadas sdo a Gemcitabina e o
esquema FOLFIRINOX (5-fluorouracil, leucovorina, irinotecano e oxaliplatina), apesar da
eficacia limitada e dos muitos efeitos adversos associados (Robatel; Sckenk, 2022). Mesmo
com as terapias vigentes, a sobrevida global relativa de 5 anos permanece em cerca de 8 a 13%
dos casos. Devido a isso, novas moléculas estdo sendo amplamente investigadas como
estratégias para melhorar o prognostico dessas doencas (Ushio et al., 2021).

Nesse contexto, a hibridizagdo estrutural de moléculas tem se destacado como uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novos medicamentos com atividade
antineoplasica. Essa técnica envolve a conjugacao de partes de moléculas ou moléculas inteiras
que ja possuem agdes farmacoldgicas significativas. Ao combinar essas estruturas em um Gnico
composto hibrido, é possivel sintetizar drogas com perfil farmacoldgico aprimorado, tornando-
as menos toxicas e mais especificas para os alvos biolégicos, o que pode superar as limitacdes
das terapias convencionais (Kumar; Herrmann; Tsogoeva, 2020).

As tiossemicarbazonas (TSCs) sdo uma classe diversificada de compostos formados
através da condensacao entre tiossemicarbazidas e aldeidos ou cetonas. Estruturalmente, essas
moléculas contém heteroatomos de nitrogénio e enxofre, destacando-se as fracbes hidrazonica
(HC=N-NH-) e tioamida (S=CN-) onde se ligam os substituintes (Leal et al., 2024). Quando
associadas a ions metalicos, as TSCs exibem importante atividade antineoplasica devido a
quelacdo de metais, interferéncia no DNA e inibicdo de enzimas como a topoisomerase e a
ribonucleotideo redutase (RNR) (Jiang et al., 2023). O principal alvo dessa classe é a RNR, pois
ao inibi-la através da quelacdo de ferro, a transcricdo e o reparo do DNA sdo afetados,
resultando em apoptose celular (Ahmed; Almalki, 2021). A Triapina e 0 Dp44mT s&o derivados
de tiossemicarbazona que inibem a ribonucleotideo redutase e exibem efeito anticancer; a
Triapina esta em fase Il clinica, enquanto o Dp44mT segue em estudos pré-clinicos, ambos
com evidéncias de atividade contra o cancer de pancreas (Jiang et al., 2023).

Diante dos desafios terapéuticos impostos pelo PDAC e do potencial antineoplasico das
tiossemicarbazonas buscamos avaliar derivados TSCs em linhagens tumorais pancreéticas.
Busca-se identificar compostos com maior seletividade para células neoplésicas, contribuindo

para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e menos toxicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do cancer

Cancer refere-se a um conjunto de doencgas caracterizado por alteragdes celulares que
resultam na proliferacdo descontrolada de células anormais. Essas células possuem a
capacidade de escapar dos mecanismos fisioldgicos de controle, resistir a morte celular e invadir
tecidos adjacentes, podendo se disseminar por todo o corpo (Brown et al., 2023). Segundo Li
et al. (2025), essas alteracdes resultam de mutacGes genéticas ou da ativagcdo anormal de genes,
0s chamados oncogenes, ¢ refletem a aquisigdo progressiva dos chamados “hallmarks of
cancer”. Essas caracteristicas incluem proliferacao sustentada, evasao dos supressores de
crescimento, resisténcia a apoptose, imortalidade replicativa, microbiomas polimorficos,
inducdo de angiogénese, celulas senescentes, invasdo e metéstase, instabilidade gendmica e
mutacgdes, inflamacdo tumoral, evasdo da resposta imune, reprogramacdo do metabolismo
energético, plasticidade fenotipica e reprogramacéo epigenética ndo mutacional, como mostra
a figura 1 (Hanahan, 2022).

Figura 1 - Os “Hallmarks of cancer”
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Fonte: Adaptada de Hanahan, 2022.
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Diante disso, o cancer é um dos maiores desafios de salde publica do século XXl e a
segunda principal causa de morte global (Ferlay et al., 2021). Dados recentes do Observatério
Global do Céancer (GLOBOCAN) demonstram que, o cancer afetou cerca de 20 milhGes de
pessoas, resultando em 9,7 milhdes de mortes em todo o mundo. Além disso, de forma
alarmante, as projec¢des indicam que, até 2050, o nimero de novos diagnosticos ultrapassara 35
milhdes, representando um aumento de cerca de 75% (Bray et al., 2024).

Entretanto, a distribuicdo da incidéncia e da mortalidade é desigual entre os paises.
Nacdes de alta renda, como os Estados Unidos, tém apresentado uma reducdo significativa de
34% na mortalidade. Em contraste, paises de baixa e média renda ainda enfrentam grandes
desafios relacionados ao acesso ao diagnostico e ao tratamento com cerca de 70% de mortes
por cancer (Siegel et al., 2025). Esse panorama reforca a necessidade de investimentos em
estratégias de prevencdo primaria, diagnostico precoce, tratamento acessivel e pesquisa, com 0
objetivo de reduzir desigualdades e aprimorar os desfechos clinicos, especialmente em regifes
com alta carga da doenca e menor infraestrutura de saide (Barragan-Carillo et al., 2025). Em
meio aos desafios globais, a atencdo se volta para os canceres do trato gastrointestinal (TGI),
que representam cerca de 27% de todos os casos de cancer no mundo. Dentre eles, o cancer de
pancreas se destaca por sua agressividade e alta letalidade, mesmo ndo sendo o mais incidente
nesse grupo (GLOBOCAN, 2022).

2.2 Cancer de pancreas

O cancer de pancreas (CP) é conhecido como uma das neoplasias mais letais dentre os
canceres do TGI, apresentando uma taxa de sobrevida global em cinco anos de
aproximadamente 10% (Sarantis et al., 2020). Dados recentes do Observatorio Global do
Cancer (IARC), divulgados em 2022, revelam um cenério preocupante: aproximadamente 511
mil novos casos de CP e cerca de 467 mil mortes em todo o mundo. Atualmente, essa doenga
ocupa a 122 posicao entre 0s canceres mais incidentes e a 72 entre os mais letais globalmente.
As projecdes para 2040 indicam um aumento alarmante de 61,7% no namero total de casos.
Esse crescimento é impulsionado principalmente pelo envelhecimento da populacéo, um fator
demogréfico significativo e que torna a doenga mais frequente em idosos, especialmente em
paises desenvolvidos (GLOBOCAN, 2022). No Brasil, conforme dados do Instituto Nacional
de Céancer (INCA), o cancer de pancreas ocupa a 14° posic¢éo entre tipos os mais frequentes para

homens e 0 11° para mulheres, com tendéncia de crescimento (INCA, 2023).
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Neste contexto, o0 PDAC decorre de fatores genético e ambientais como idade
avancada, etnia negra, obesidade, diabetes mellitus tipo 2, tabagismo, consumo excessivo de
alcool, alimentacédo inadequada e predisposicGes genéticas ou hereditarias. Entre os fatores
genéticos, destacam-se sindromes hereditarias como a pancreatite hereditaria, sindrome de
Lynch e mutagdes em BRCA1 e BRCA2 (Gupta; Yelamanchi, 2021; Ushio et al., 2021).

A agressividade do PDAC é relacionada com a localizagdo anatébmica,
predominantemente, a cabeca do pancreas, sendo menos frequente no corpo e na cauda do
Orgdo. Essa neoplasia pode ser classificada em dois subtipos principais: o classico, com melhor
prognastico, e 0 escamoso, mais comum em tumores do corpo e da cauda, relacionado a um
pior desfecho clinico (Abdelrahim et el., 2024). A carcinogénese do PDAC é silenciosa e lenta,
geralmente ocorrendo ao longo de uma década a partir de lesdes precursoras. O processo inicia-
se com as lesdes ndo invasivas, como as neoplasias intraepiteliais pancreaticas (PanINs), que
progridem em sequéncia, de lesdes de baixo grau (PanIN 1 e 2) para lesbes de alto grau
(PanIN3), acumulando mutagfes genéticas criticas ao longo do tempo, como ilustra a figura 2
(Kim et el., 2021).

Figura 2 - A progressdo da neoplasia intraepitelial pancreatica. Evolucdo histolégica do epitélio ductal
pancredtico: células normais adquirem mutacdo em KRAS, originando lesdes intraepiteliais
pancreaticas (PanIN-1). Com a progressao para PanIN-2 e PanIN-3, surgem mutac6es adicionais em
CDKNZ2A, TP53 e SMADA4, culminando no desenvolvimento do adenocarcinoma ductal invasivo.
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Fonte: Adaptada de Connor; Gallinger, 2022.



20

A mutacdo do oncogene KRAS é considerado o evento inicial na tumorigénese do
PDAC, estando presente em cerca de 90% dos casos. Essa mutacdo resulta na ativacdo
constitutiva da via de sinalizacdo MAPK/ERK, o que promove uma proliferagdo celular
descontrolada e sobrevivéncia das células através da regulacdo positiva de diversas vias
metabdlicas (Gupta; Yelamanchi, 2021). Com a progressdo das lesdes, ocorre 0 acumulo de
mutacdes adicionais, principalmente em genes supressores tumorais. Entre eles, destaca-se o
TP53 (cerca de 74% dos casos), 0 CDKN2A (até 60% dos casos) e SMAD4 (aproximadamente
55% dos casos). Essas mutacOes favorecem, respectivamente, a sobrevivéncia de células
mutadas, a proliferacdo desregulada e a progressdo metastatica (Wang et el., 2021)
(Stefanoudakis et el., 2024).

As caracteristicas histologicas e genéticas do PDAC contribuem para a criacdo de um
TME hostil para sobrevivéncia das células neoplasicas, gerando uma resisténcia a terapia e
contribuindo para sua letalidade (Tong et al., 2022). O TME do PDAC é caracterizado por um
estroma desmoplasico e denso, composto por uma populacdo celular heterogénea que incluem
CAFs, células imunes, endoteliais e nervosas, além de componentes “acelulares” (Mejia et al.,
2020). A interacdo entre essas células e as células neoplasicas gera intensa inflamacéo, hipdxia
e imunossupressdo, condicdes que promovem agressividade, invasdo e um metabolismo
adaptado a glicélise aerdbica (efeito Warburg), garantindo a sobrevivéncia tumoral mesmo em
baixa oxigenacdo. Assim, estas caracteristicas distinguem o PDAC de outras neoplasias
malignas sélidas e consequentemente dificulta que os medicamentos atinjam a regido do tumor

de forma eficaz, tornando o tratamento um desafio (Sherman; Beatty, 2023).

2.3 Diagnostico e tratamento do PDAC

A deteccédo precoce do PDAC é um desafio, em suas fases iniciais, os sinais clinicos
sdo frequentemente inespecificos, manifestando-se como dor abdominal, perda de peso,
ictericia, nduseas e fadiga. Em estagios avancados, complicagdes como obstrucdo biliar,
trombose venosa profunda e ascite podem surgir, intensificando a dor e impactando
severamente a qualidade de vida (Mukund et al., 2024).

Além disso, a auséncia de exames de rastreamento de rotina universalmente aprovados
para a populacdo geral, somada a inespecificidade dos sintomas e a raridade da doenca,
contribui para um diagndstico tardio e progndstico desfavoravel (Sun et al., 2025). Em pacientes
sintométicos, o biomarcador CA 19-9 é utilizado devido a correlagdo dos seus niveis com

tamanho do tumor, a presenca de metastases e 0 prognostico, apresentando sensibilidade de
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79% e especificidade de 80%. Contudo, esse marcador ndo € expresso em cerca de 10% da
populacdo, além de poder estar elevado em lesbes benignas como inflamagdes pancreaticas ou
obstrucdes biliares, exigindo cautela na interpretacdo (Kim et al., 2020).

Logo, devido as limitacbes do CA 19-9 como marcador de triagem, os exames de
imagem sdo cruciais na deteccdo de lesdes que podem preceder o PDAC. A tomografia
computadorizada (TC) de abdome é o método preferencial para investigar a suspeita de PDAC
com sensibilidade de aproximadamente 86%. Embora as PanINs sejam lesdes microscopicas
muitas vezes indetectaveis por imagem, a TC € indispensavel por fornecer detalhes anatbmicos
para o estadiamento e planejamento do tratamento, permitindo a confirmacdo diagnostica em
associagao com o exame histopatoldgico (Wood et al., 2023; Mukund et al., 2024).

Entre os tratamentos vigentes, a resseccao cirdrgica permanece como a Unica estratégia
potencialmente curativa, sua aplicacdo é restrita a tumores localizados que ndo invadem vasos
sanguineos vitais, algo raro em razdo do diagndstico tardio e da rapida progressao da doenca.
Nos tumores considerados ressecaveis, conforme ilustra a figura 3, recorre-se a quimioterapia
de primeira linha com gemcitabina ou com o regime FOLFIRINOX (Hayat et al., 2025). O
regime FOLFIRINOX, introduzido em 2011, combina quatro agentes: (1) 5-fluorouracil,
inibidor da timidilato-sintase; (2) leucovorina, que potencializa a agdo do 5-FU e interfere na
sintese de bases nitrogenadas; (3) irinotecano, derivado da camptotecina que inibe a
topoisomerase I; e (4) oxaliplatina, composto a base de platina que promove ligacdes cruzadas
no DNA, impedindo replicacdo e transcri¢do (Pereira; Corréa, 2018).

A gemcitabina, aprovada em 1996, € um analogo da desoxicitidina que, ap06s
fosforilagdo intracelular, gera metabdlitos capazes de inibir a ribonucleotideo redutase,
competir com nucleotideos enddgenos durante a sintese de DNA e desencadear apoptose
(Pereira; Corréa, 2018). Esses farmacos podem ser administrados isoladamente ou em
associagao com outros agentes. A gemcitabina, por exemplo, é atualmente combinada ao nab-

paclitaxel para ampliar sua eficacia (Borz et al., 2025).
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Figura 3 - Fluxograma das opcdes terapéuticas disponiveis em andamento para PDAC
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Fonte: Adaptada de Hayat et al., 2025.

Apesar dos progressos terapéuticos, os resultados clinicos alcangados ainda sdo
modestos, com sobrevida mediana de 11 meses variando conforme o estagio da doenca. Novas
estratégias tém sido investigadas, como imunoterapia, terapias alvo-dirigidas e radioterapia
combinada. No entanto, o0 TME imunossupressor do PDAC e sua alta taxa de metastases
dificultam resultados expressivos. Entre o0s imunoterdpicos em estudo destacam-se o
pembrolizumabe (anti-PD-1) e o ipilimumabe (anti-CTLA-4); entre as terapias alvo, o
sotorasib, voltado para a mutacdo KRAS G12C, é o principal representante. No entanto, até o
momento, nenhuma dessas abordagens demonstrou no PDAC eficacia comparavel a observada
em outros tumores solidos (Li et al., 2024). Diante dos desafios terapéuticos para o PDAC,
constantes estudos, buscando o desenvolvimento de novas drogas € alvo de estratégias
terapéuticas que visam contornar esses mecanismos de resisténcia, modular o TME e, assim,

aprimorar significativamente o progndstico dos pacientes com PDAC (Farhangnia et el., 2024).

2.4 O potencial das Tiossemicarbazonas

A constante necessidade de superar as limitagdes dos tratamentos existentes para o
PDAC, impulsiona o desenvolvimento de novos farmacos, trazendo a tona abordagens
inovadoras na sintese de moléculas. Dentre elas, destaca-se a hibridacdo molecular, que consiste
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na combinacdo de dois ou mais grupos farmacofdricos em uma Unica estrutura hibrida. Essa
estratégia permite que compostos, que originalmente apresentam atividades bioldgicas
distintas, quando integrados, sejam capazes de potencializar suas a¢fes ou atuar em multiplos
alvos bioldgicos simultaneamente (De Sena et al., 2024).

Uma vantagem adicional é a possibilidade de diminuir os efeitos colaterais conhecidos,
associados a uma das drogas que compdem o hibrido, tornando essa abordagem particularmente
vantajosa para doencas complexas como 0 PDAC. A partir dessa estratégia, surgiram diversos
derivados, frequentemente associados a outros grupos quimicos ou resultantes de modificacGes
nas posicdes de elementos quimicos, formando novos compostos cujos mecanismos de acdo
podem ser identificados e explorados terapeuticamente (Nepali et al., 2014; Marchesi; Perrone;
Navacchia, 2023).

Com base nesse principio, a hibridacdo molecular tem sido fundamental para o avanco
da classe das tiossemicarbazonas (TSCs). Esses compostos heterociclicos sdo sintetizados a
partir da condensacdo entre tiossemicarbazida e aldeidos ou cetonas. A figura 4 mostra sua
estrutura quimica, caracterizada por um sitio hidrazdnico e uma extremidade tidlica, capazes de
doar e aceitar pares de elétrons. O nucleo funcional HC=N-NH-C(=S) contém atomos de
nitrogénio e enxofre com alta capacidade de doacéo eletronica, permitindo a formacéo de
complexos de coordenagdo, especialmente com ions metalicos como Fe(lll/1I) e Cu(ll),
geralmente em geometria octaédrica. Essa notavel habilidade de quelar metais confere as TSCs
diversas propriedades biologicas, incluindo atividades antimicrobiana, antiviral, anti-
inflamatdria, antioxidante e antitumoral. Isso ocorre porque a quelacdo interfere em processos
metabdlicos cruciais que dependem desses ions, como a proliferacdo celular e a homeostase do
ferro (Garbuz et al., 2025; Khan et al., 2022).

Figura 4 - Estrutura quimica da tiossemicarbazona
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No contexto antitumoral, as TSCs destacam-se por seus mecanismos de acao
multifacetados e promissores. Derivados dessa classe podem interromper a sintese de DNA ao
sequestrar o ferro essencial para a acdo da ribonucleotideo redutase (RNR), enzima de suma
importancia na replicacdo e reparo do DNA. Além disso, promovem a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) na mitocondria, levando a disfun¢do mitocondrial. As TSCs
também atuam na inibicdo de topoisomerases, enzimas essenciais para o enrolamento e
desenrolamento do DNA. Somado a isso, induzem apoptose e modulam vias moleculares
relevantes, como o receptor o-2 e a proteina NDRG1. A metilacdo com cobre, por sua vez, tem
se mostrado eficaz em aumentar a poténcia de inibi¢do de alvos enziméticos, especialmente da
topoisomerase Ila (Jiang et al., 2023; Menezes; Kovacevic; Richardson, 2019).

A relevancia das TSCs é nitida ao apresentar resultados promissores em diversos tipos
de cancer, mesmo que ainda ndo sejam amplamente utilizados na pratica clinica. E importante
destacar que a triapina, por exemplo, avancou para ensaios clinicos para leucemias, linfomas e
tumores sélidos, embora sua toxicidade e metabolismo ainda sejam um desafio. Outros
derivados de TSCs, como Dp44mT/DpC e FA4, estdo sob intensa investigacdo pre-clinica em
diversas neoplasias. Esses derivados tém se mostrado promissores contra leucemias e tumores
solidos, como cancer de mama, pancreas, pulmao, melanoma, neuroblastoma, osteossarcoma e
meduloblastoma. Alguns desses compostos ja avangaram para ensaios clinicos de Fase | ou
Fase Il, apresentando atividade antiproliferativa e induzindo apoptose. O perfil diversificado
permite que superem mecanismos de resisténcia a farmacos convencionais e atinjam alvos
criticos para a sobrevivéncia das células tumorais, tornando-as candidatas atraentes para o
desenvolvimento de novas terapias, inclusive como agentes Gnicos ou em combinacéo, visando
aprimorar o progndstico e a qualidade de vida dos pacientes (Anobile et al., 2022; Dharmasivam
etal., 2024).

2.5 Metodologias empregadas na busca por novos derivados

A pesquisa basica atua como a base fundamental no desenvolvimento de novas
terapias. Essa fase inicial é crucial para identificar compostos promissores e seus alvos
bioldgicos, validando seus mecanismos de acgdo, eficacia e perfil de seguranca. Com as
informagdes obtidas através de ensaios laboratoriais e modelos pré-clinicos, é possivel otimizar
a estrutura molecular dos compostos, ajustando caracteristicas como poténcia, seletividade e
farmacocinética (Mete et al., 2025). Esse processo racional, que vai do conhecimento

fundamental ao desenvolvimento de candidatos terapéuticos, € vital para gerar evidéncias antes
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de avancar para testes em humanos. Dessa forma, aumenta-se significativamente a
probabilidade de sucesso na jornada que leva da bancada do laboratério ao leito do paciente
(Lattanzi et al., 2021; Van Rijt; Stefanek; Valente, 2023).

Nesse sentido, a triagem in silico tornou-se uma etapa indispensavel nas fases pré-
clinicas do desenvolvimento de novos compostos bioativos, especialmente quando integrada a
ensaios in vitro. Ferramentas computacionais, como o SwisSADME, oferecem abordagens
acessiveis para a triagem de compostos. Elas permitem a avaliacdo preliminar de propriedades
fisico-quimicas e farmacocinéticas, incluindo absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecéo
(ADME). Além disso, permitem estimativas de similaridade com farmacos e compatibilidade
com os principios da quimica medicinal. Compostos que demonstram atividade bioldgica
promissora, baixa toxicidade e potencial para alcancar o alvo terapéutico podem ser detectados
por essas plataformas antes de serem selecionados para testes experimentais in vitro (Daina;
Michielin; Zoete, 2017).

Historicamente, a falta desses estudos preliminares resultava em altas taxas de falha.
Na década de 1990, por exemplo, cerca de 40% dos compostos em desenvolvimento eram
descartados devido a propriedades farmacocinéticas e de biodisponibilidade inadequadas. Com
a adocdo de ensaios iniciais e a aplicacdo de regras como a "Regra dos Cinco" de Lipinski, essa
taxa caiu para menos de 10% (Pathania; Singh, 2021). Com base nesses dados, a quimica
medicinal pode otimizar a estrutura molecular do composto, ajustando caracteristicas como
lipofilicidade, solubilidade e estereoquimica. Isso resulta em um aprimoramento da poténcia,
seletividade e perfil farmacocinético dos compostos, tornando-os mais eficazes e seguros (Afzal
et al., 2024).

Além disso, o SwissADME oferece predi¢des das propriedades farmacocinéticas que,
combinadas com os parametros fisico-quimicos, permitem estimar a biodisponibilidade oral, a
possibilidade de utilizar doses menores e aumentar os intervalos entre administragoes,
contribuindo para a diminuicéo de efeitos adversos em pacientes (Hernandez et al., 2023). Outro
aspecto fundamental da avaliacéo in silico envolve a previsdo da interacdo dos compostos com
as enzimas do citocromo P450 (CYPs), responsaveis por grande parte da biotransformacéo
metabdlica. Quando se trata do metabolismo hepético, a inibicdo dessas enzimas pode levar a
interacdes medicamentosas indesejadas, alterando a farmacocinética do composto, o que pode
resultar em efeitos adversos, toxicidade ou acumulo do farmaco ou de seus metabolitos (Beck
etal., 2021).

Adicionalmente, os ensaios in vitro representam uma ferramenta valiosa para a

validacao da eficécia e seguranca de novos compostos. Cerca de 30% das falhas clinicas ainda
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ocorrem devido a toxicidade, ressaltando a importancia dessas anélises desde as fases iniciais
da pesquisa. Eles permitem a triagem inicial em larga escala e selecdo de candidatos
promissores, reduzindo significativamente o uso de modelos animais, bem como o tempo e 0s
custos envolvidos na pesquisa. Além disso, esses ensaios possibilitam a avaliacdo da
seletividade e toxicidade dos compostos em células saudaveis, contribuindo para a compreensao
de seu perfil de seguranca. Os modelos bidimensionais (2D), apesar de simplificados, séo
amplamente utilizados para analises de citotoxicidade e compreensdo de mecanismos
moleculares (Wei; Wang; Gou, 2021; Rijt; Stefanek; Valente, 2023).

Deste modo, linhagens celulares derivadas de tumores humanos séo frequentemente
utilizadas em pesquisas sobre a biologia do cancer e no desenvolvimento de novos farmacos,
por serem de facil manipulacéo, alta reprodutibilidade e por manterem caracteristicas genéticas
e fenotipicas do tecido de origem, especialmente nas primeiras passagens (Mirabelli; Coppola;
Salvador, 2019). Dessa forma, a combinacdo dessas metodologias de pesquisa basica e pré-
clinica é vital para triagem nas fases iniciais do desenvolvimento, prevenindo o avango para
processos mais caros e demorados nos estagios clinicos. Essa triagem rapida, barata e confiavel
é fundamental, considerando que, mesmo com todas as melhorias na pesquisa basica, desde a
sintese até os ensaios pré-clinicos, apenas 1 em cada 8 compostos chega a fase clinica e se torna
um medicamento aprovado (Yamaguchi; Kaneko; Narukawa, 2021).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Investigar o potencial de derivados tiossemicarbazonas como agentes terapéuticos para

0 adenocarcinoma ductal pancreatico atraves de analises in vitro e in silico.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a citotoxicidade dos derivados tiossemicarbazonas em células ndo neoplasicas
e em linhagens neoplésicas pancreaticas;
e Analisar in silico os parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos;

e Prever in silico os possiveis alvos moleculares dos derivados tiossemicarbazonas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento experimental

Trata-se de um estudo experimental que combina metodologias in vitro e in silico, conforme

ilustrado na figura 5.

Figura 5 - Fluxograma do plano de trabalho

DERIVADOS
TIOSSEMICARBAZONAS

Células neoplasicas Células ndo neoplasicas: Anélise In Silico

pancreaticas PBMCs

Ensaio de Citotoxicidade

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
4.2 Derivados tiossemicarbazonas

Os derivados tiossemicarbazonas da série DT, foram sintetizados, caracterizados e
purificados pelo grupo da Profa. Dra. Ana Cristina Lima Leite do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Na tabela 1 estdo apresentados

0 codigo, 0 nome quimico e a estrutura molecular dos derivados estudados.

Tabela 1 - Cddigos, nome quimico e estrutura molecular dos derivados tiossemicarbazonas

Cadigos Nome quimico Estrutura molecular
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(E)-2-(3-(4-fenoxifenoxi)butan-2-

DT-08 ilideno)hidrazinacarbotioamida Q o
O
DT-08
HaC N |
. /\NH NH,
DT-10 (E)-2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2- = -
ilideno)hidrazinacarbotioamida Q
Br
DT-10
DT-22 (E)-2-(3-([1,1-bifenil]-3- Heh e Q
iloxi)butan-2- d ’
ilideno)hidrazinacarbotioamida HC O O
DT-22
HsC
(E)-2-(3-34- o N ™
DT-28 diclorofenoxi)butan-2- s 5
ilideno)hidrazinacarbotioamida
Cl Cl
DT-28
HaC
2:1\1\ NH,
E)-2-(3-(4-isopropilfenoxi)butan- ° - N”<S
DT-32 2-ilideno)hidrazinacarbotioamida

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.3 Isolamento e manutencao de células mononucleares do sangue periférico (PBMCs)

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram obtidas de voluntarios

saudaveis com mais de 18 anos, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE). Foram excluidos os voluntarios que relataram uso crénico de medicamentos ou

ingestdo de bebidas alcodlicas nas 72 horas anteriores a coleta. Para a coleta, foram utilizados

18 mL de sangue, distribuidos em dois tubos de 9 mL com heparina. O isolamento das PBMCs



29

foi realizado pelo método de separacédo por gradiente de densidade com Ficoll Paque™ Plus. O
sangue foi cuidadosamente sobreposto ao reagente em tubos e centrifugado por 45 minutos a
350g. Apos a centrifugacao, as PBMCs formaram uma “nuvem” entre o plasma e o Ficoll e
foram cuidadosamente coletadas com uma pipeta Pasteur e transferidas para um novo tubo. As
celulas foram ressuspensas em meio RPMI e centrifugadas duas vezes a 1500 rpm por 20
minutos para lavagem. Apds a primeira lavagem, uma aliquota foi separada para contagem em
camara de Neubauer. O sobrenadante da segunda centrifugacdo foi descartado, e o pellet foi
ressuspensado em meio RPMI 1640 completo (suplementado com 10% de soro bovino fetal)
no volume calculado para o semeio em placas de 96 pocos, na densidade de 5 . 10° células por
poco. As placas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2 (Li et al., 2019).

4.3.1 Considerac0es éticas

Os procedimentos que envolveram o uso de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs), foram conduzidos ap6s a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa, sob 0 nimero
CAAE: 81072224.0.0000.5208. Além disso, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do
Protocolo de Pesquisa foi elaborado e respeitado, seguindo os principios éticos e legais
estabelecidos pela Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde.

4.4 Manutencéo de linhagens neoplasicas pancreaticas

As linhagens celulares BxPC-3, MIA PaCa-2 e PANC-1 obtidas do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ), foram utilizadas conforme as orientagdes descritas nos respectivos
datasheets. As diferengas entre elas e os meios de cultivo correspondentes estdo detalhados na
tabela 2. As células foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2, com meios de cultura
suplementados com L-Glutamina, 10mM de HEPES e 200U/mL de penicilina/estreptomicina,
além dos soros. Os registros morfoldgicos foram monitorados diariamente utilizando um
microscopio invertido (modelo Eclipse TS2R/DL-15, Nikon, EUA). Para as manutencGes e
experimentos, as células foram desaderidas das garrafas utilizando uma solucéo de PBS 1X e
tripsina-EDTA (0,25% ou 0,5%). As linhagens foram autenticadas e testadas quanto a presenca
de Mycoplasma periodicamente

Tabela 2 - Meios de cultivo, tempo de duplicacédo e caracteristicas das linhagens pancreéticas

BxPC-3 MIA PaCa-2 PANC-1
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DMEM high + 10%

RPMI 1640 + soro fetal bovino + DMEM low +
A 1 0, 0,
Método de cultivo 10/% soro fetal 2.5% de soro de 10% s0ro fetal
ovino bovino
cavalo
Tem_po ole 48-60 horas 40 horas 52 horas
duplicacéo
Sema Apresenta mutacao rr'iﬁ;eg%n;?n
Caracteristicas mutacao no em KRAS, TP53 e KR ASQ TP53
gene KRAS. CDKN2A. CDKN2A

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

4.5 Ensaio de citotoxicidade em PBMCs e em linhagens neoplasicas pancreaticas

As PBMCs, na densidade de 5 . 10 ° por posco, foram tratadas com os derivados logo
apds o isolamento, enquanto as células aderidas, na densidade de 1 . 10* por pogo, foram
tratadas 24 horas ap0s a semeadura. Todos os cultivos foram mantidos em estufa a 37°C com
5% de CO2. Os tratamentos com os derivados de tiossemicarbazonas foram realizados nas
concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM, com um periodo de exposicdo de 48 horas para as PBMCs
e 72 e 48 horas para as linhagens neoplasicas. Em cada ensaio, foram incluidos controles de
células ndo tratadas e controles de pocos contendo apenas o solvente DMSO nas concentracdes
de 0,1% e 0,2%. Depois do periodo de incubacéo, o ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo
método de MTT (3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), onde 20 uL do
reagente foram adicionados e as células foram incubadas novamente na estufa por 3 horas. Em
seguida, 130 uLL de SDS (dodecil sulfato de sddio) foram adicionados. Por fim, ap6s 24 horas,
a absorbancia foi medida em um espectrofotémetro a 570nm (Da Costa et al., 2024). A partir
dos resultados da viabilidade celular, o ICsp foi calculado para cada tratamento utilizando o
software Graph Pad Prism, versdo 9.3.0. O indice de Seletividade (IS) foi, entdo, determinado

pela razdo entre a ICso de células ndo neoplasicas e a 1Csg das células neoplésicas.

4.6 Parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos e predi¢do de alvos moleculares - in

silico

A ferramenta online SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) foi
empregada na analise dos descritores fisico-quimicos de predi¢do, dos pardmetros de ADME
(administracdo, distribui¢do, metabolismo, excrecdo) e das propriedades farmacocinéticas dos

derivados tiossemicarbazonas por meio das estruturas moleculares e codigos SMILE
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(Simplified Molecular Input Line Entry System), detalhados na tabela 3. Para prever os alvos
moleculares, foram utilizadas duas plataformas distintas, SEA Search Server
(https://sea.bkslab.org/) e Swiss TargetPrediction (https://www.swisstargetprediction.ch/). Essa
analise foi feita a partir dos codigos SMILES dos derivados. Apenas 0s alvos que apareceram
em ambas as plataformas foram considerados (Daina; Michelin; Zoete, 2017; Wang et al.,
2016).

Tabela 3 - Cédigo SMILE dos derivados tiossemicarbazonas

Derivados Codigo SMILE
DT-08 S=C(N)N\N=C(/C)C(C)Oclccc(Oc2cceec2)ccl
DT-10 CC(/C(C)=N/NC(N)=S)OC1=CC=C(Br)C=C1
DT-22 S=C(N)N\N=C(\C)C(C)Oclcc(cccl)clceeecl
DT-28 CC(Oclcc(ChHe(ChHec)\C(C)=N/NC(=S)N
DT-32 CC(Oclcce(ccl)C(C)CNC(C)=N/NC(=S)N

4.7 Consideracdes estatisticas

Todas as andlises estatisticas e célculos de ICso foram realizadas no software Graph
PadPrism versdo 9.3.0. Inicialmente as variaveis foram avaliadas quanto a representacao gréafica
em média e desvio padrdo. O ICso foi calculada por meio de regressdo ndo-linear, utilizando o
modelo de curva dose-resposta com inclinacdo variavel (variable slope). A analise estatistica
foi realizada por ANOVA de duas vias (two-way ANOVA), considerando-se p<0,05, seguida
de testes de comparacdes multiplas para comparar as amostras tratadas com os controles de
DMSO. Todos os ensaios foram conduzidos em triplicata (n = 3), garantindo a reprodutibilidade

dos resultados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Ensaios de citotoxicidade
5.1.1 Citotoxicidade em PBMCs
O ensaio de citotoxicidade em PBMCs revelou um perfil de seguranca promissor para a
maioria dos compostos. Como mostrado na tabela 4, apenas o DT-08 apresentou toxicidade

significativa para PBMCs, com um ICso de 19,02 uM. Isso significa que essa concentragdo de
DT-08 foi suficiente para reduzir a viabilidade das células saudéveis pela metade. Essa
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toxicidade especifica pode ser atribuida a sua estrutura quimica particular, que emprega como
ligante dois aneis aromaticos conectados por um atomo de oxigénio. Essa configuracdo torna o
composto significativamente mais lipofilico, o que facilita sua capacidade de atravessar as
membranas celulares por meio de interagdes hidrofdbicas e, consequentemente, afeta as células
saudaveis de forma mais pronunciada. Essa diferenca estrutural pode explicar a maior
permeabilidade celular do DT-08 ou uma interagdo mais eficaz com seus alvos intracelulares,
resultando na toxicidade observada (De Araujo et al., 2022; Poléto et al.,, 2018). Em
contrapartida, os demais derivados ndo demostraram qualquer efeito toxicos sobre as PBMCs

até a concentracdo testada de 100 uM.

Tabela 4 - Atividade citotdxica in vitro dos derivados tiossemicarbazonas em PBMCs. Os valores
indicam a concentracdo inibitoria média (ICso) em uM =+ desvio padrdo (DP).

DERIVADOS | 1Cs(uM)£DP
DT-08 19,02+2,48
DT-10 >100
DT-22 >100
DT-28 >100
DT-32 >100

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A baixa toxicidade em células ndo tumorais melhora diretamente a qualidade de vida do
paciente e permite, em muitos casos, a administragéo de doses mais altas e potencialmente mais
eficazes. Essa caracteristica € fundamental no desenvolvimento de farmacos antineoplasicos
para reduzir os efeitos colaterais severos que frequentemente acompanham as terapias
tradicionais. (Garbuz et al., 2025).

5.1.2 Citotoxicidade em células neoplésicas pancreaticas

O ensaio de viabilidade com os derivados tiossemicarbazonas revelou padrdes de
resposta distintos nas trés linhagens neoplasicas. Na linhagem BxPC-3, como ilustrado no
gréfico da figura 6A, foi possivel observar que todos os compostos levaram a uma reducéo da
viabilidade celular quando comparado ao DMSOQO, sendo o efeito mais expresso a partir da
concentracédo de 50 e 100 uM. Para a linhagem MIA PaCa-2, a diminuic¢do da viabilidade foi

mais prevalente na concentracdo de 100 uM quando comparada ao DMSO, 0 que sugere que
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os derivados ndo apresentaram resultados evidentes para essa linhagem, como mostra o gréafico
da figura 6B. J& na linhagem PANC-1, a viabilidade celular dos DT-08, DT-10, DT-28 e DT-
32 reduziu-se consideravelmente quando comparada ao DMSO a partir da concentragéo de 10

KM, conforme detalhado no gréfico da figura 6C.

Figura 6 — Efeito dos derivados tiossemicarbazonas sobre a viabilidade celular apds 72 horas de
tratamento. Os graficos dose resposta mostram a viabilidade celular dos derivados de
tiossemicarbazona (DTs: 08, 10, 22, 28, 32) e do DMSO em diferentes linhagens de células
pancredticas. O eixo "x" indica as concentracdes (1, 10, 50 e 100 uM), enquanto o eixo "y" representa
a viabilidade celular (%) em uma escala de 0 a 100%. A) viabilidade celular nas células BxPC-3. B)

viabilidade celular nas células MIA PaCa-2. C) viabilidade celular nas células PANC-1.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Com base nos dados de viabilidade obtidos do ensaio de citotoxicidade, o 1Cso foi
calculado determinando a concentracdo minima capaz de matar 50% das células. Em seguida,
para determinar o potencial terapéutico dos compostos, foi calculado o 1S, um parametro crucial
que indica a especificidade de um farmaco para células tumorais em relagdo as células normais.
O IS é obtido pela razdo entre 0 1Cso das TSCs em células ndo-neoplésicas e o ICso das TSCs
em linhagens de cancer. Como regra geral, valores de IS maiores que trés sugerem que 0
composto ¢ preferencialmente toxico para células cancerigenas, um perfil altamente desejavel
para o desenvolvimento de tratamentos (Bartmanska et al., 2018).

Dessa maneira, os valores de ICso e IS estdo apresentados na tabela 5, revelando
variacdes significativas na poténcia antineoplasica dos derivados, contra as linhagens de células
de cancer de pancreas, com alguns compostos demonstrando eficacia notavel mesmo em
concentragOes baixas. Na linhagem BxPC-3, a maioria dos derivados mostram toxicidade
promissora com valores de ICso variando entre 2,15 e 22,96 pM e IS variando de 4,35 a 40,48
com destaque ao DT-10, DT-28 e DT-32 apresentando os menores 1Cso (9,58, 2,47 e 3,87 UM,
respectivamente) e maiores 1S (10,43, 40,48 e 25,83, respectivamente). Na linhagem MIA
PaCa-2, o DT-08 demonstrou toxicidade relevante comparado aos demais, com um ICso de
19,85 uM. No entanto, seu IS de 0,95 indica que 0 composto é quase igualmente citotoxico para
células tumorais e saudaveis, o que ndo é desejavel. Os demais derivados, apesar de seguros em
PBMCs, demonstraram pouca atividade toxica nesta linhagem, onde o0s compostos
apresentaram 1S menores que 3. De forma similar a BXPC-3, na linhagem PANC-1, os
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derivados também tiveram resultados promissores, com IS relevante para todos 0s compostos.
Para esta linhagem, observou-se uma variagdo nos valores de ICsg entre 2,81 a 12,49 uM e IS
6,76 a 24,15, com destaque aos derivados DT-10, DT-28 e DT-32 apresentando os melhores
resultados de toxicidade (ICso: 4,14, 8,86 e 7,89, respectivamente) e seletividade (IS: 24,15,
11,28 e 12,67, respectivamente).

Tabela 5 - Atividade citotdxica in vitro dos derivados tiossemicarbazona em linhagens neoplasicas em
72 horas. Os valores indicam a concentragio inibitoria media (ICso) em uM + desvio padréo (DP) e
Indice de seletividade (1S).

DERIVADOS BxPC-3 MIA PaCa-2 PANC-1
2,15+0,44 19,85+4,06 2,81+0,98
DT-08
IS=8,84 I1IS=0,95 IS=6,76
9,58+1,18 59,07+5,07 4,14+2,05
DT-10
1IS=10,43 IS=1,69 IS =24,15
22,96+4,76 57,79+2,93 12,49+3,75
DT-22
IS=4,35 1IS=1,73 IS=8
2,47+0,9 67,64+8,84 8,86+1,87
DT-28
IS =40,48 IS=1,47 IS=11,28
3,87+2,19 7,89+1,92
DT-32 >100
IS =25,83 IS =12,67

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Nesse sentido, a menor citotoxicidade dos DTs para MIA PaCa-2 pode ser atribuida
as suas caracteristicas genéticas e moleculares intrinsecas. Curiosamente, a linhagem MIA
PaCa-2 e conhecida por sua maior agressividade e invasividade, caracteristicas impulsionadas
por mutacbes em KRAS, TP53 e CDKN2A. Além disso, a presenca de proteinas
antiapoptéticas, como as da familia Bcl-2, e a alta expressdo de bombas de efluxo, como os
transportadores ABC, que expulsam farmacos citotoxicos das células, conferem a MIA PaCa-
2 uma resisténcia terapéutica intrinseca (Wu et al., 2024; Shichi et al., 2022). E relevante notar
que, embora a linhagem PANC-1 também apresente mutacdes em KRAS, TP53 e CDKN2A, e
a BxPC-3 ndo possua mutacdo em KRAS, ambas demonstram menor atividade de bombas de
efluxo e menor expressédo de proteinas antiapoptoticas. Essas caracteristicas podem torna-las
mais suscetiveis aos tratamentos avaliados, explicando a maior eficacia dos DTs observada
nessas linhagens em comparacdo com a MIA PaCa-2 (Suri; Zimmerman; Burkhart, 2020;
Gradiz et al., 2016).
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Os resultados, especialmente aqueles obtidos com a linhagem de cancer de pancreas
mais resistente, reforcam que a alta refratariedade do PDAC aos tratamentos farmacoldgicos €
um grande obstaculo. A literatura aponta que um dos principais mecanismos de resisténcia
terapéutica € o efluxo de farmacos para fora das células cancerigenas, um processo mediado
por proteinas da superfamilia ABC (ATP-binding cassette) presentes na membrana plasmatica.
Embora existam sete familias de proteinas ABC em humanos, as familias ABCB, ABCC e
ABCG sdo as mais associadas a expulsdo de medicamentos anticancer. A primeira bomba
identificada nessa funcéo foi a MDR1 (ABCBL1), também conhecida como glicoproteina P (P-
gp), capaz de transportar uma vasta gama de farmacos e frequentemente expressa em tumores
do sistema digestivo. Além da P-gp, varios membros da familia ABCC, como MRP1 (ABCC1),
MRP2 (ABCC2), MRP3 (ABCC3), MRP4 (ABCC4), MRP5 (ABCC5) e MRP6 (ABCCE6),
também contribuem para a resisténcia no PDAC, apesar de suas especificidades de substrato
variarem (Hagmann et al., 2010; Marin et al., 2022).

Além disso, apds verificar o efeito concentracdo dependente buscamos investigar
como o tempo de exposic¢do influencia a eficacia dos DTs através do ensaio de citotoxicidade.
Para isso, realizamos o ensaio de citotoxicidade em um periodo reduzido de 48 horas nas
linhagens BxPC-3 e PANC-1, que haviam apresentado os melhores resultados em tempos de
exposicdo mais longos, conforme ilustrado na figura 6. Na linhagem BxPC-3, a redugéo da
viabilidade celular foi menos pronunciada com a diminui¢do do tempo de exposi¢cdo quando
comparada aos resultados em 72 horas, especialmente nas concentracdes de 50 e 100 uM, com
destaque para os DT-08, DT-22, DT-28 e DT-32 como mostrado na figura 7a. Isso indica que,
para a BxPC-3, o tempo de incubacdo influenciou diretamente a toxicidade dos derivados,
sugerindo que uma exposicao mais prolongada é necessaria para um maior impacto citotdxico.

Na linhagem PANC-1, a viabilidade celular diminuiu significativamente a partir de 10
MM, com destaque para os DT-08, DT-10, DT-28 e 0 DT-32 como ilustrado na figura 7b. Em
contraste com a BxPC-3, o tempo de exposicdo mais curto para a PANC-1 ndo alterou
significativamente a agdo dos compostos, mantendo um efeito toxico similar ao observado em
72 horas. Essa disparidade pode estar intrinsecamente ligada as diferencas na duplicacéo celular
entre as linhagens. A literatura indica que o tempo de duplicacdo da BxPC-3 varia entre 48 e

60 horas, enquanto o da PANC-1 é de aproximadamente 52 horas (Deer et al., 2010).

Figura 7 - Efeito dos derivados tiossemicarbazonas sobre a viabilidade celular apds 48 horas de
tratamento. Os graficos dose resposta mostram a viabilidade celular dos derivados de
tiossemicarbazona (DTs: 08, 10, 22, 28, 32) em diferentes linhagens de células pancreéticas. O eixo
"x" indica as concentragdes dos DTs (1, 10, 50 e 100 pM) e do DMSO, enquanto o eixo "y" representa
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a viabilidade celular (%) em uma escala de 0 a 100%. A) viabilidade celular nas células BxPC-3. B)
viabilidade celular nas células PANC-1.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Emboraa PANC-1 apresente divisao celular teoricamente similar ou ligeiramente mais
rapida, a necessidade de um periodo de exposi¢do mais longo para a BxPC-3 exibir toxicidade
pode estar relacionada a fatores como uma fragdo de células em proliferacdo ativa menor ou
mecanismos de reparo celular mais eficientes que exigem mais tempo para serem
sobrecarregados pelos compostos. Além disso, a heterogeneidade intrinseca entre as linhagens
de céncer de pancreas pode influenciar essa resposta. Diferencas na expressdo de proteinas

reguladoras do ciclo celular, vias de sinalizacdo especificas ou até mesmo a capacidade de



38

metabolizar ou efluir os compostos em diferentes ritmos podem contribuir para a variagéo na
dependéncia temporal da toxicidade (Kim et al., 2014; Wang et al., 2013).

Ao analisar os IS em 72 horas para as linhagens BXPC-3 e PANC-1, os derivados DT-
10, DT-28 e DT-32 se destacaram como 0s mais promissores em ambas as linhagens. Todos
eles apresentaram IS bem maiores que 3 indicando uma seletividade significativa para as células
tumorais. Quando o tempo de exposi¢éo foi reduzido para 48 horas, na linhagem BxPC-3, 0s
valores de 1Cso aumentaram variarando entre 11,65 a 79,99 uM e, consequentemente, os IS
diminuiram variando de 1,25 a 4,13. Enquanto isso, 0 DT-22 apresentou desempenho melhor
em 48 horas com ICsg de 24,16 uM e IS de 4,13. O resultado representado na tabela 6 pode
estar relacionado a necessidade de um periodo de exposicdo mais prolongado para que 0s
farmacos atuem eficazmente, conforme discutido anteriormente sobre o tempo de duplicacédo
celular e a cinética de acdo em BxPC-3. Por outro lado, na linhagem PANC-1, todos os
derivados TSCs tiveram IS > 3 e ICs até a concentracdo de 12,85 UM, sugerindo uma menor
dependéncia do tempo de exposicao.

Tabela 6 — Atividade citotdxica in vitro dos derivados tiossemicarbazona em linhagens neoplasicas em
48 horas. Os valores indicam a concentragdo inibitoria média (ICso) em pM =+ desvio padréo (DP) e
Indice de seletividade (IS).

DERIVADOS BxPC-3 PANC-1
11,65+2,6 5,93+2,2
DT-08
IS=1,63 IS=3,21
79,99+2,33 7,76%2,27
DT-10
IS=1,25 1IS=12,88
24,16%6,52 12,85+1,82
DT-22
IS=4,13 IS=7,78
42,66+4,51 4,89+3,55
DT-28
IS=2,34 IS =20,44
36,03+1,28 10,46+2,88
DT-32
IS=2,77 IS =9,56

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Por possuirem grupos aromaticos em suas estruturas quimicas, os DTs apresentam alta
lipossolubilidade, o que lhes permite interagir de forma hidrofébica com a membrana celular.
No entanto, essa propriedade, se ndao for balanceada adequadamente, pode ter consequéncias

negativas. Em contraste, o DT-10 e 0 DT-28 contém um grupo aromatico ligado a um atomo
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halogénico. Essa caracteristica pode favorecer interacbes moleculares mais especificas com
alvos bioldgicos, aumentando a afinidade e a seletividade dos compostos (Waring, 2010; Wang
etal., 2018).

Ja o DT-32 apresenta um grupo aromatico com ramificacdes alifaticas, combinacéo
que confere uma hidrofobicidade otimizada, contribuindo para sua alta seletividade em relagéo
as células tumorais. Por outro lado, 0 DT-22, apesar de possuir um sistema aromatico conjugado
e alta hidrofobicidade, apresenta uma estrutura mais rigida que pode dificultar sua ligacdo com
alvos biologicos especificos, o que poderia explicar sua menor poténcia e seletividade

observadas em alguns casos (Xu et al., 2014; Yadav; Ganguly, 2015).

5.2 Parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos

5.2.1 Avaliagdo das Propriedades Fisico-Quimicas e Similaridade a FArmacos

A avaliacdo do "drug-likeness" é uma etapa crucial na fase de descoberta de farmacos,
permitindo predizer a probabilidade de um composto se tornar um medicamento de sucesso.
Essa andlise considera propriedades fisico-quimicas e estruturais essenciais para a absorcéo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME) de uma substancia no corpo, especialmente para
administracdo oral. Ao identificar compostos com perfis desfavoraveis in silico, evita-se
investir em ensaios mais caros e complexos. As Regras de Lipinski sdo o padrdo ouro para essa
triagem inicial, utilizando pardmetros como peso molecular (PM), coeficiente de particdo
(LogP), nimero de doadores de ligagcdes de hidrogénio (NDH) e numero de aceitadores de
ligacGes de hidrogénio (NAH) (Jia et al., 2020).

A partir deste conceito, os derivados tiossemicarbazonas foram avaliados através da
ferramenta SwissADME. Os derivados DTs demonstraram um perfil promissor, pois ndo
violaram nenhuma das Regras de Lipinski, um indicativo positivo de que essas moléculas
possuem as caracteristicas bésicas para uma boa absor¢do e distribuicdo no organismo,
conforme detalhado na tabela 7. Ao analisar os parametros individualmente, observamos que
todos os DTs apresentaram PM na faixa de 279,40 g/mol a 329,42 g/mol. Esses valores séo
considerados ideais para a permeacdo de membranas bioldgicas, uma vez que sao inferiores a
500 Daltons (Da). Em relacdo a polaridade, o nimero de doadores de ligagcdes de hidrogénio
(NDH) foi 2 e o de aceitadores (NAH) variou entre 2 e 3, ambos dentro dos limites estabelecidos
por Lipinski (< 5 e < 10, respectivamente). Isso sugere um equilibrio de polaridade adequado

para a interagdo com alvos bioldgicos sem comprometer a penetracao celular. Adicionalmente,
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os valores de LogP, variaram de 2,80 a 3,29, indicando uma lipofilicidade moderada. Essa
faixa é ideal para a permeacdo de membranas, pois ndo ultrapassa o valor de 5, evitando
problemas de baixa solubilidade ou ligacdes inespecificas (Veg et al., 2025).

Além das Regras de Lipinski, outros parametros e modelos séo frequentemente usados
para refinar a avaliagdo de "likeness" dos DTs, como mostrado na tabela 7. A refratividade
molar (A), que corresponde ao volume molecular e a polarizabilidade, apresentou valores
variando entre 79,17 e 95,99. Essa faixa esta dentro do intervalo de referéncia de 40 a 130,
indicando uma boa capacidade dos compostos de interagir com alvos bioldgicos e manter um
perfil "drug-likeness" favoravel. As ligacGes rotacionais (LR), que quantificam a flexibilidade
molecular, variam entre 5 e 7 nos DTs. Essa faixa € considerada ideal, estando bem abaixo do
limite de 10-12 ligacGes para farmacos orais, 0 que permite que a molécula se ajuste
adequadamente ao seu alvo bioldgico sem perder a energia necessaria para a interacdo. Quanto
a solubilidade em &gua (LogS), os valores obtidos variaram entre -3,34 a -3,99. Esses valores
menos negativos, indicam que, sdo relativamente pouco sollveis em &gua, uma caracteristica
comum para muitos compostos organicos e manejavel em formulagdes. Por fim, a area de
superficie polar topoldgica (ASPT) dos DTs, com valores entre 91,73 A2 e 100,96 A2, esta bem
abaixo do limite de 140 A2, o que é altamente favoravel para uma boa permeabilidade de
membranas e absorcao gastrointestinal (Miebs et al., 2024).

Tabela 7 - Valores das propriedades ADME dos derivados tiossemicarbazonas. PM - peso molecular;
NAH - nimero de aceitadores de hidrogénio; NDH - nimero de doadores de hidrogénio; LogP -
lipofilicidade; Violag@es: indicam se os derivados s&o aprovados ou reprovados na regra de Lipinski;
A - refratividade molar, LR — ligaces rotacionais, LogS - hidrofilicidade das moléculas e ASPT - &rea
de superficie polar topoldgica.

Regras de Lipinski A LR LogS ASPT
(ESOL) (A°)
Derivados PM NAH ' NDH Log P ViolagOes
(9/mol) (iLOG P)
DT-08 329.42 3 2 3.29 0 95.66 7 -3.94 100.96
DT-10 316.22 2 2 2.80 0 76.85 5 -3.34 91.73
DT-22 313.42 2 2 3.17 0 94.58 6 -3.99 91.73
DT-28 306.21 2 2 2.67 0 79.17 5 -3.62 91.73
DT-32 279.40 2 2 3.10 0 83.73 6 -3.29 91.73
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Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

A conformidade de todos os DTs com as Regras de Lipinski € um forte indicativo de
seu potencial para administracdo oral. Além disso, a analise detalhada de outros pardmetros
reforca esse potencial, mostrando um bom equilibrio de propriedades fisico-quimicas.
Visualmente, os graficos de radar mostrados na figura 8 ilustram claramente o perfil de "drug-
likeness" de cada derivado, avaliando seis propriedades essenciais: lipofilicidade (LIPO),
tamanho (SIZE), polaridade (POLAR), insolubilidade (INSOLU), insaturacdo (INSATU) e
flexibilidade (FLEX). Para que um composto seja considerado um candidato ideal a farmaco
oral, 0 poligono que representa as propriedades da molécula deve estar contido dentro de uma
area pré-definida no gréfico, que demarca a faixa 6tima para farmacos de administragdo oral. E
notavel que, todos 0s cinco compostos exibiram um bom equilibrio dessas caracteristicas, com
seus perfis poligonais geralmente se encaixando dentro da &rea aceitavel (rosa). Isso
visualmente sublinha o significativo potencial desses derivados para administracdo oral (El-
Sayed et al., 2022).

Figura 8 - Gréaficos de radar dos derivados tiossemicarbazonas. Os graficos apresentam os critérios de
lipofilicidade (LIPO), tamanho (SIZE), polaridade (POLAR), insolubilidade (INSOLU), insaturacéo
(INSATU) e flexibilidade (FLEX).

DT-08 DT-10

LIPO LIPO

DT-22
FLEX SIZE FLEX SIZE FLEX

L | O | B

INSATU POLAR INSATU POLAR INSATU POLAR

SIZE

INSOLU INSOLU INSOLU

Fonte: Adaptado de SwissADME, 2025. Disponivel em:
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5.2.2 Avaliacédo das Propriedades Farmacocinéticas e do Metabolismo Hepatico

As propriedades farmacocinéticas foram apresentadas na tabela 8, elas incluem a
absorcdo gastrointestinal (GI), permeabilidade da barreira hematoencefélica (BBB),
glicoproteina (P-gp), permeabilidade na pele (Log Kp) e biodisponibilidade oral. A anélise
desse perfil revelou caracteristicas importantes para o potencial desses compostos como
farmacos. Todos os derivados demonstraram alta absorcdo gastrointestinal, um atributo muito
favoravel para medicamentos de uso oral. Além disso, um ponto crucial e altamente positivo é
gue nenhum dos derivados se mostrou um substrato da P-glicoproteina (P-gp). Essa bomba de
efluxo é conhecida por sua capacidade de excretar farmacos das células, incluindo as que
revestem o trato gastrointestinal. A auséncia de afinidade dos DTs com a P-gp sugere um risco
menor de que sejam ativamente removidos das células, o que potencialmente resulta em melhor
biodisponibilidade e maior eficacia (Ziembicka et al., 2023).

Adicionalmente, foram analisadas a interacdo dos derivados com o metabolismo
hepatico, mediado pelas isoformas das enzimas Citocromo P450 (CYP). Essas enzimas s&o
cruciais por biotransformar farmacos e seus metabdlitos, influenciando diretamente a
concentracdo sérica do medicamento e, consequentemente, sua eficacia. Nessa analise, como
mostrado na tabela 8, o DT-08, em particular, apresenta um perfil metabolico mais extenso,
sendo previsto como substrato para quatro das cinco CYPs avaliadas (CYP1A2, CYP2C19,
CYP2C9 e CYP3A4). Em contrapartida, os demais compostos interagem com multiplas
isoformas de CYP, o que pode resultar em um metabolismo mais complexo. Essa interacdo
levanta a possibilidade de potenciais interacdes com outros medicamentos que sejam substratos,
inibidores ou indutores dessas enzimas. Dito isso, é recomendado estudos complementares de
seguranca e eventuais modificacdes estruturais para confirmar e aprimorar essas caracteristicas
(Joshi et al., 2020).

Em sintese, embora a alta absor¢do gastrointestinal e a baixa permeabilidade da
barreira hematoencefalica sejam caracteristicas positivas para todos os derivados, o perfil de
metabolismo mediado pelas CYPs difere consideravelmente entre eles. Essa variabilidade
ressalta a importancia de uma analise aprofundada das interacbes medicamentosas para a
selecdo dos candidatos a farmacos mais promissores (Suleymanoglu et al., 2020).

Para finalizar a avaliacdo das propriedades farmacocinéticas, nenhum dos derivados
demonstrou probabilidade de permear a barreira hematoencefalica (BBB), sugerindo que s&o
mais propensos a atuar perifericamente, o que pode minimizar efeitos colaterais neurologicos

indesejados. Em relacdo & permeacdo cutanea, os valores de Log Kp (coeficiente de particdo
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pele-plasma) variam entre -5,73 cm/s e -6,91 cm/s. Como valores mais negativos indicam
menor permeagdo cuténea, isso significa um risco reduzido de toxicidade em outros 6rgéos e
sistemas do corpo, mesmo se o farmaco néo for aplicado diretamente na pele. As informacdes
cruciais sobre a distribuicéo e a interacdo dos DTs com as barreiras biologicas sao visualmente
resumidas no Grafico do "Boiled-egg", figura 9. Para os DTs, esse gréfico consistentemente
aponta para uma boa absorcdo gastrointestinal, reforcando ndo s6 seu potencial para

administracdo oral, mas também um perfil de seguranca favoravel (Sharma et al., 2021).

Tabela 8 - Valores das propriedades farmacocinéticas dos derivados tiossemicarbazonas. Absorcao Gl

— absorgdo no trato gastrointestinal; Permeabilidade BBB — permeabilidade barreira hematoencefalica;

Substrato da P-gp — substrato da glicoproteina P; Log K, — permeabilidade na pele; CYPs — proteinas
do citocromo C.

Farmacocinética Substratos das CYPs
Derivados | Absorcdo | Permeabil | Substrato | Log @ CYP  CYP | CYP | CYP @ CYP3

Gl idade BBB da P-gp Kp 1A2 | 2C19 2C9 2D6 Al

DT-08 Alta Nao Nao -5.90 | Sim Sim Sim Nao Sim
cm/s

DT-10 Alta Nao Nao -6.42 | Sim Sim Sim Nao Nao
cm/s

DT-22 Alta Néo Néo -5.73 | Néo Sim Sim Néo Néo
cm/s

DT-28 Alta Néo Néo -595 | Sim Sim Sim Néo Néo
cm/s

DT-32 Alta Nao Nao -5.88 | Sim Sim Sim Nao Nao
cm/s

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.

Figura 9 - Gréfico Boiled-egg dos derivados tiossemicarbazonas. O gréfico refere-se a absorgao
gastrointestinal (branca) e passagem pela barreira hematoencefalicas (amarela); A cor azul representa
a afinidade da molécula com a glicoproteina P e em vermelho as moléculas que ndo apresentam
afinidade com a glicoproteina P.
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Fonte: Adaptado de SwissADME, 2025. Disponivel em: https://www.swissadme.ch.

5.2.3 Predicdo de Alvos Moleculares

A predicdo de alvos moleculares dos derivados de tiossemicarbazonas foi realizada
utilizando as plataformas SEA Search Server e Swiss TargetPrediction. Como mostrado nos
diagramas de Ven ilustrados na figura 10, a maioria dos derivados ndo apresentou alvos em
comum entre as plataformas. No entanto, os derivados DT-08 e DT-22 destacaram-se por
preverem a Catepsina L (CTSL) como um alvo em comum. Ao analisar a predigdo de alvos
para os derivados DT-28 e DT-32 apenas pela plataforma SEA Search Server, a CTSL foi
identificada como um possivel alvo. Ja para o derivado DT-10, a predicdo de CTSL como alvo
foi feita apenas pela plataforma SwissTargetPrediction.

Conhecida por sua participacdo complexa na carcinogénese, a CTSL é uma protease
cisteina lisossomal extensivamente estudada na pesquisa oncolégica. Embora expressa no
pancreas humano e de camundongo e ativada em condi¢fes de pH &cido nos lisossomos de
celulas normais, a enzima também estd envolvida em fungbes biologicas como
imunomodulacdo, osteOlise e apoptose. Em células malignas, a CTSL € frequentemente
translocada para a superficie celular e secretada no meio extracelular. O microambiente acido
do tumor intensifica a atividade dessa catepsina extracelular, o que contribui significativamente
para a invasao e metastase tumoral (Padmini; Lavanya, 2025).

Dessa forma, a frequente superativacdo das catepsinas (CAT) por células tumorais
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impactam na sua secrecdo na matriz extracelular (MEC), promovendo a metéstase por meio da
degradacéo da MEC e da membrana basal, induzindo a transigao epitelial-mesenquimal (EMT),
reduzindo a adesdo célula-célula e promovendo a angiogénese tumoral. No cancer de ovario, a
CTSL pode causar resisténcia a medicamentos como o Paclitaxel, comprometendo o tratamento
e piorando o prognostico. Além disso, pode modular o microambiente tumoral ao ativar fatores
de crescimento, citocinas e quimiocinas, promovendo a proliferacdo, sobrevivéncia e migragdo
de células cancerosas (Zhang et al., 2024).

A relevancia clinica da CTSL é corroborada por estudos que a identificam como um
marcador progndstico para cancer de pancreas. Sua expressao no plasma, por exemplo, tem
sido associada ao prognostico de pacientes com PDAC. O desenvolvimento de agentes
antimetastaticos que visam as CATs € uma area ativa de pesquisa. Por exemplo, 0 ASPER-29,
um novo inibidor de catepsinas, demonstrou em ensaios in vitro e in silico a capacidade de
inibir a atividade das CTSL ao se ligar diretamente essas enzimas. Portanto, a identificacdo da
Catepsina L como um alvo potencial dos derivados DT-08 e DT-22 abre perspectivas para
investigar o papel desses compostos na modulacdo da progressao metastatica do PDAC (Yuan
etal., 2022).

Figura 10 - Diagramas de Ven de predi¢cdo de alvos moleculares para os derivados de
tiossemicarbazonas. Os diagramas representam a sobreposi¢édo de alvos previstos pelas plataformas
SEA Search Server (circulo escuro) e Swiss TargetPrediction (circulo claro). Os numeros indicam a

quantidade de alvos tnicos e comuns previstos por cada ferramenta para os derivados DT-08, DT-10,
DT-22, DT-28 e DT-32.

DT-08 DT-10 DT-22

DT-28 DT-32

Fonte: Elaborado pela autora, 2025.
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6 CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados in vitro confirmaram que os derivados de
tiossemicarbazonas (TSCs) possuem atividade citotoxica significativa e alta seletividade para
linhagens de células do PDAC. Nas linhagens BXPC-3 e PANC-1, os compostos exibiram IS
superiores a 3, com destaque para DT-10, DT-28 e DT-32, que alcangaram IS de 10,43; 40,48
e 25,83, respectivamente. Por outro lado, na linhagem MIA PaCa-2, todos os derivados
mostraram menor efeito citotdxico, registrando IS inferiores a 3.

Paralelamente, a triagem in silico para os DTs demonstrou um perfil farmacocinético
e de "drug-likeness" bastante favordvel. Os derivados cumpriram as Regras de Lipinski,
apresentaram alta absor¢&o gastrointestinal, baixa permeabilidade da barreira hematoencefalica
e auséncia de interacdo com a P-glicoproteina, fortalecendo seu potencial como candidatos a
farmacos orais. Além disso, predicdo de alvos moleculares ainda sugeriu possivel interacdo com
a proteina CTSL, relacionada a tumorigénese pancreética.

Em sintese, os dados obtidos demostraram o potencial dos novos derivados de TSCs

para analises complementares in vitro quanto ao potencial terapéutico no PDAC.
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