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RESUMO

No estudo do cancer, modelos de cultura celular tridimensional aliadas a investigar
propriedades farmacocinéticas e citotoxicas in silico tém se tornado ferramentas valiosas
para explorar o microambiente tumoral, os avangos da doencga e a busca por novos alvos
terapéuticos. Avaliar o perfil metabolico celular em diferentes microambientes tumorais
das linhagens de melanoma SKMEL-19, SKMEL-28 e SKMEL-103 frente a a¢do do 22-
HTG foi o objetivo desse estudo. A triagem virtual da 22-HTG apontou interagdo da 22-
HTG com o gene AKR1B10. Avaliando a geragdo e caracteriza¢do dos microtecidos de
melanoma observou-se que as linhagens de células SKMEL-19 ¢ SKMEL-103 quando
cultivadas em esferoides se mantem mais regular no quinto dia de cultivo, na
concentragdo 100x10* e as linhagens SKMEL-28 ¢ MRC5 quando cultivadas em
esferoides se mantem mais regular no quinto dia de cultivo, na concentragdo 50x10% Para
avaliacdo do perfil metabolico, foram realizados os ensaios de viabilidade, consumo de
glicose e atividade de LDH em trés condic¢des de cultivo (25, 5,5 e 0,5 mM de glicose).
Em relagdo a viabilidade celular, foi observado uma diminui¢do nas linhagens SKMEL28
e MRC5 quando cultivadas em 0,5 mM de glicose. Em relagdo ao consumo de glicose,
todas as linhagens de melanoma demonstraram consumo significativo (p<0,001) quando
comparada a linhagem normal nos dois meios de cultivo. Em meio com escassez de
glicose (meio com 0,5 mM), as linhagens MRC-5, SKMEL 28 e¢ SKMEL 103
apresentaram aumento significativo na atividade enzimatica de LDH. De acordo com as
andlises, foi verificado que a substancia 22-HTG leva a redugdo na atividade enzimatica
da enzima LDH e na captagdo de glicose de forma significativa nas linhagens SKMEL
28 e SKMEL 103 tanto cultivadas em monocamadas quando em modelo tridimensional.
Este ¢ o primeiro estudo a descrever a atividade da 223-hidroxitingenona contra células
de melanoma humano cultivadas em um modelo tridimensional, o que confere um aspecto
inovador a este trabalho. A inclusio do microambiente tumoral em um modelo
tridimensional utilizando células de melanoma mostrou-se eficaz e vidvel para o estudo
da 22B-hidroxitingenona, revelando sua capacidade de agir de maneira distinta no
metabolismo dessas linhagens. Essa abordagem ¢ fundamental para melhor compreender
a interacdo entre as substidncias naturais € o microambiente tumoral, permitindo o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e direcionadas contra o cancer
de melanoma.

Palavras-Chaves: Anticancer; Melanoma; Salacia.



ABSTRACT

In the study of cancer, three-dimensional cell culture models combined with investigating
pharmacokinetic and cytotoxic properties in silico have become valuable tools for
exploring the tumor microenvironment, disease advances and the search for new
therapeutic targets. Evaluating the cellular metabolic profile in different tumor
microenvironments of melanoma cell lines SKMEL-19, SKMEL-28 and AKMEL-103
against the action of 22-HTG was the objective of this study. Virtual 22-HTG screening
showed interaction between 22-HTG and the AKR1B10 gene. Evaluating the generation
and characterization of melanoma microtissues, it was observed that the SKMEL-19 and
SKMEL-103 cell lines, when cultivated in spheroids, remained more regular on the fifth
day of culture, at the 100x104 concentration, and the SKMEL-28 and MRCS5 cell lines,
when grown in spheroids remains more regular on the fifth day of cultivation, at the
50x104 concentration. To evaluate the metabolic profile, viability, glucose consumption
and LDH activity assays were performed under three culture conditions (25, 5.5 and 0.5
mM of glucose). Regarding cell viability, a decrease was observed in SKMEL28 and
MRCS5 strains when cultured in 0.5 mM glucose. Regarding glucose consumption, all
melanoma strains showed significant consumption (p<0.001) when compared to the
normal strain in both culture media. In medium with scarce glucose (medium with 0.5
mM), strains MRC-5, SKMEL 28 and SKMEL 103 showed a significant increase in LDH
enzymatic activity. According to the analyses, it was verified that the drug 22-HTG leads
to a reduction in the enzymatic activity of the enzyme LDH and in the glucose uptake
significantly in the SKMEL 28 and SKMEL 103 strains both grown in monolayers and
in a three-dimensional model. This is the first study to describe the activity of 22[-
hydroxytingenone against human melanoma cells grown in a three-dimensional model,
which gives an innovative aspect to this work. The inclusion of the tumor
microenvironment in a three-dimensional model using melanoma cells proved to be
effective and feasible for the study of 22B-hydroxytingenone, revealing its ability to act
differently in the metabolism of these cell lines. This approach is fundamental to better
understand the interaction between natural substances and the tumor microenvironment,
allowing the development of more effective and targeted therapeutic strategies against

melanoma cancer.

Keywords: Anticancer; Melanoma; Salacia.
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INTRODUCAO

Cancer ¢ uma doenca multifatorial e complexa que representa um dos maiores
desafios da medicina atual (FRITSCHE et al., 2020). Dentre os diversos tipos de cancer,
o melanoma ¢ um dos mais agressivos e tem uma alta taxa de mortalidade (NAIK, 2021).
O melanoma ¢ originado das células produtoras de pigmento da pele, os melanocitos, e
sua incidéncia tem aumentado significativamente nos ultimos anos (GOWTHAMI &
RAJAGURU, 2023).

O estudo dos microambientes tumorais ¢ fundamental para compreender o
desenvolvimento e a progressdo do cancer, bem como para avaliar a eficicia de
substancias naturais com potencial terapéutico. Tradicionalmente, os modelos de cultura
celular bidimensionais (2D) tém sido amplamente utilizados para investigar o
comportamento das células cancerigenas e testar agentes antitumorais (HUANG et al.,
2021). No entanto, esses modelos simplificados ndo conseguem replicar completamente
os complexos celulares e o microambiente tridimensional (3D) encontrados nos tumores
in vivo (JUBELIN et al., 2022)

Recentemente, os modelos 3D de cultura celular emergiram como alternativas
promissoras para estudar o cancer de forma mais fisiologicamente relevante, incluindo
seu metabolismo, que envolve alteragdes na captacdo de glicose, na enzima lactato
hidrogenase (LDH) e na viabilidade das c¢lulas (BADER et al., 2020). Esses modelos,
permitem a formacdo de estruturas tridimensionais que mimetizam a arquitetura e as
propriedades fisicas dos tumores in vivo. Além disso, eles permitem a interagdo celular e
a comunicacdo entre diferentes tipos de celulares presentes no tumor (HEREDIA-
MENDEZ et al., 2023).

Ao avaliar a eficacia de substancias naturais contra o cancer, ¢ essencial considerar
a influéncia do microambiente tumoral. Diferentes tipos de cancer podem apresentar
caracteristicas distintas em termos de composi¢do celular, matriz extracelular,
vascularizagdo e inflamagdo (URBANCZYK et al., 2020). Portanto, modelos in vitro que
se aproximam dessas caracteristicas sdo cruciais para fornecer resultados mais
representativos (MAZZOCCHI et al., 2019).

Uma das caracteristicas diferenciais das células tumorais ¢ o metabolismo
alterado, conhecido como metabolismo da célula tumoral. Nesse contexto, a glicose
desempenha um papel fundamental, uma vez que as células tumorais apresentam uma

demanda energética aumentada para suportar seu crescimento rapido e descontrolado
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(YAO ET AL., 2021; REN & SHEN ET AL., 2019). A geragdo de glicose pelas células
tumorais ¢ mediada por transportadores de glicose e sua utilizagdo ocorre
predominantemente por meio da via glicolitica (PLISZKA & SZABLEWSKI et al.,
2021).

A enzima lactato desidrogenase (LDH) ¢ uma pecga-chave no metabolismo da
glicose nas células tumorais. A LDH catalisa a conversao do piruvato em lactato, gerando
energia e permitindo a sobrevida das células tumorais em condi¢des de hipdxia
(SHARMA etal., 2022; MISHRA & BANERIJEE, 2019). Além disso, a atividade da LDH
tem sido correlacionada com a progressdo tumoral e com os piores progndsticos em
pacientes com cancer (AN et al., 2021; ZHOU et al., 2019).

Diante da necessidade de desenvolver terapias mais eficazes e menos toxicas, 0s
produtos naturais tém despertado grande interesse na pesquisa anticancer. Os produtos
naturais sdo derivados de plantas, animais € microrganismos, que apresentam uma ampla
diversidade de estruturas quimicas e atividades bioldgicas. Esses compostos t€ém o
potencial de inibir o crescimento tumoral, induzir a apoptose e vias modulares de
sinalizacdo celular (DENG et al., 2019 ; DUTTA et al., 2019).

A analise in silico, baseada em técnicas computacionais, tem se mostrado uma
ferramenta promissora na busca por novos agentes terapéuticos (GOMES et al 2021). O
docking molecular ¢ uma abordagem amplamente utilizada na andlise in silico,
permitindo a predi¢cdo da interacdo entre pacientes e alvos terapéuticos, como proteinas e
enzimas relacionadas ao cancer (HASAN et al., 2022; TOLIOS et al., 2020). Essa analise
permite a identificagdo de compostos que apresentam alta resolucdo e sdo potencialmente
inibidores dessas proteinas-alvo (LANKATILLAKE et al., 2019).

O cultivo de esferoides tridimensionais tem ganhado destaque como um modelo
experimental relevante na pesquisa do cancer. Esses modelos mimetizam melhor as
caracteristicas do tumor in vivo, como o microambiente tumoral, a interagdo celular e a
resisténcia a terapia convencional. Os esferoides tridimensionais fornecem uma
plataforma para avaliar a resposta de células tumorais a diferentes tratamentos e para
estudar a viabilidade celular de maneira mais representativa (FRANCHI-MENDES et al.,
2021; PINTO et al. 2021; ZANONI et al., 2020).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo investigar o efeito da 223-
hidroxitingenona, substancia extraida de troncos e galhos de S. impressifolia, sobre o
metabolismo da célula tumoral de melanoma, com foco na regulagdo da captacdo de

glicose e na atividade da enzima LDH. Para isso, foi realizada uma anélise in silico de
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docking molecular para predizer a interagdo desses compostos com as proteinas-alvo
relevantes. Além disso, realizamos ensaios de cultivo de esferoides tridimensionais para
avaliar a resposta celular aos compostos testados.

Espera-se que esse estudo possa contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento do melanoma. A anélise in silico e o cultivo de
esferoides tridimensionais fornecem informagdes valiosas sobre a interacdo de novos
candidatos a farmacos com o metabolismo tumoral e sua eficacia como agentes

terapéuticos.
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2. REVISAO DA LITERTURA

2.1 Cancer

O cancer define-se cientificamente como uma neoplasia, exclusiva de tumores
malignos, a palavra cancer tem origem latina e significa “caranguejo”, fazendo referéncia
ao comportamento de crescimento infiltrante, tal como as pernas do crustaceo. O estudo
das bases moleculares no desenvolvimento de tumores (tumorigénese) forneceu suporte
para o conceito de que o cancer ¢ uma doenca genética causada pelo acumulo progressivo
de alteragdes moleculares. Este acimulo de alteracdes genéticas confere a célula a
propriedade de evasdo dos mecanismos de controle homeostatico, garantindo a sua
propria sobrevivéncia e proliferacao clonal (HANAHAN, 2022).

Todos os canceres sao originarios de uma unica célula que comeca a se comportar
de forma anormal, se dividir descontroladamente, para finalmente invadir tecidos
adjacentes. O comportamento aberrante desta unica célula ¢ devido a mutagdes somaticas,
alteracdes no DNA gendmico produzidos pela atividade mutacional em diferentes
processos. Dentre os processos de mutagdo estdo inclusos a exposicdo aos agentes
mutagénicos enddgenos ou exogenos, a fidelidade incompleta de polimerases de DNA, e
a falha de mecanismos de reparo do DNA (ALEXANDROV, 2015).

O cancer pode ser caracterizado e compreendido a partir de seis capacidades
bioldgicas diferentes e complementares que sdo obtidas no periodo em que os tumores
estdo se desenvolvendo, tais caracteristicas s3o: o nutrimento de sinais pro-proliferativos,
resisténcia ao processo de morte celular, diminuicdo dos genes supressores de
crescimento, imortalidade, ativacdo de invasdo e capacidade metastatica (HANAHAN
AND WEINBER, 2000).

Em 2022, os mesmos autores adicionaram quatro novas caracteristicas dentro de
duas classes, na classe das caracteristicas facilitadoras temos a instabilidade gendmica e
mutacdo e além disso a inflamag¢do promovida pelo tumor, e dentre as caracteristicas
emergentes estdo a desregulacdo energética celular e o mecanismo de escape do sistema

imune, todas estando relacionadas ao processo de tumorigenése (Figura 1).
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Figura 1 — Caracteristicas fenotipicas associadas ao desenvolvimento do cancer
Fonte: Adaptada de HANAHAN, 2022.

r

A metastase ¢ um processo de multiplos passos que necessita de células
cancerosas para escapar a partir do tumor primario, sobreviver na circulagdo, colonizar
locais distantes, e proliferar. E a causa de morte mais frequente em pacientes vitimas de
cancer e ¢ a caracteristica que confere mau prognostico a um tumor (SEGUIN et al.,
2015).

A deteccdo precoce do tumor ¢ um fator imprescindivel para o sucesso da terapia
e constitui-se também como fator determinante na sobrevida do paciente. Por isso, nas
duas ultimas décadas, os estudos relacionados as causas do cancer ganharam grande
notoriedade e as pesquisas envolvendo a participacdo dos genes do desenvolvimento da
patologia avancaram significativamente. Todas essas iniciativas contribuem na
descoberta de novas ferramentas de detecgao e tratamento do cancer (WANG et al, 2023).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA)
¢ o 6rgdo ligado ao Ministério da Saude que atua no planejamento das a¢des que visam
prevenir e controlar o cancer. Dentre as acdes executadas estd a busca por oferecer cada
vez mais estratégias de prevencdo e deteccdo precoce, o Instituto também tem como
missdo prestar assisténcia, capacitar profissionais e desenvolver o ensino e a pesquisa

voltada ao cancer (INCA, 2023).
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Apesar de haver um grande esfor¢o para a prevengao e tratamento do cancer em
todo o mundo, esta doenca ainda se apresenta como um grave problema de satde publica.
No ano de 2000, as estatisticas mundiais apontaram 5,3 milhdes de casos novos de cancer
em homens e 4,7 milhdes em mulheres. Neste mesmo ano, estima-se que o cancer matou
6,2 milhdes de pessoas (INCA, 2023).

No ano de 2018 foi divulgada a mais recente estimativa mundial que revela um
enorme salto de novos casos, esta estimativa aponta que neste ano 18 milhdes de casos
novos foram detectados e 9,6 milhdes de pessoas morreram por esta causa. Dentre os mais
incidentes estdo o cancer de pulmao com 2,1 milhdes de novos casos, seguido do cancer
de mama com 2,1 milhdes, célon e reto com 1,8 milhdo, prostata com 1,3 milhdo (WHO,

2020).

2.2 Melanoma

Os estudos relacionados ao desenvolvimento de tumores trazem o conceito de que
o cancer ¢ um conjunto de manifesta¢des patologicas caracterizadas por uma proliferagao
celular descontrolada, alteragdes celulares e a capacidade de invasdo nos tecidos
proximos, bem como a possibilidade de metastase para tecidos mais afastados
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer de pele ¢ classificado de acordo com o tipo de célula de onde se origina.
Existem trés tipos principais de cancro da pele: o carcinoma basocelular, o carcinoma
espinocelular (ambos denominados cancro da pele ndo melanoma) e o melanoma (que
afeta os melanécitos) (SIMOES; SOUSA; PAIS, 2015) (Figura 2). Os melandcitos sio
células derivadas da crista neural e residem na camada de células basais da epiderme
(HUSSEIN, 2006). Sao responsaveis pela producdo de melanina, que determina a cor da
pele, olhos, cabelos e outras areas pigmentadas (GRAY-SCHOPFER; WELLBROCK;
MARALIS, 2007).

A incidéncia do cancer de pele vem aumentando a cada ano, estima-se um valor
total (melanoma e ndo melanoma) de 3 milhdes de novos casos por ano mundialmente
(WHO, 2017). Segundo dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2022), no Brasil
o cancer de pele nao melanoma ¢ o mais frequente, tendo como incidéncia anual um valor
de 177 mil casos. Ja o melanoma ¢ bem menos frequente com uma incidéncia de 8,4 mil

casos, porém apresenta um numero de mortes elevado (INCA, 2022).
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Células escamosas

Células basais

Melanocitos

Figura 2 - Principais células envolvidas no cancer de pele. Epiderme: Células escamosas, basais e
melandécitos, que encontram-se adjacentes a camada de células basais. Fonte: adaptado de: National
Cancer Institute (2017).

Devido a sua letalidade e elevado potencial de gerar metastases, o melanoma
cutaneo (MC) esta sendo a causa de quase 90% das mortes por cancer de pele, apesar de
uma incidéncia relativamente baixa, correspondendo a apenas 7% dos canceres cutaneos
(que também incluem carcinoma basocelulares e epidermoides) sua prevaléncia vem
aumentando continuamente, com estimativa de 116.000 novos casos até 2031 nos Estados
Unidos (EUA) (WHITEMAN et al., 2016).

O MC surge na superficie da pele, as caracteristicas clinicas do melanoma maligno
podem variar significativamente e pode ser detectada por exame visual. A regra ABCDE
descreve a apresentagdo clinica e os sinais de alerta para a maioria dos melanomas: A
para assimetria; B para borda irregular; C para cor, pois a pigmentagdo nao ¢ uniforme;
D para diametro maior que 6 mm; e E para evolu¢ao, elevacao e/ou alargamento da lesao,

conforme Figura 3 (GORDON, 2013).
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Figura 3 - Caracteristicas visuais do melanoma maligno (ABCDE dos sinais). A) assimetria; B) bordas
irregulares; C) cor ndo uniforme; D) didmetro superior a 6 mm; E) evolucdo. Fonte: adaptado de Skin
Cancer Foundation (2016).

O MC tem inicio quando os melandcitos acumulam mutacdes somaticas, devido
ao excesso de luz ultravioleta incidindo sobre eles, afetando os genes envolvidos na
proliferacdo (BRAF, NRAS), crescimento e metabolismo (fosfatase e PTEN), receptor
proto-oncogénico tirosina quinase (KIT), resisténcia a apoptose e ciclo celular (p53,
CDKNA2). e vida util replicativa (TERT) (ELDER, 2016; CURTIN et al., 2005; HODIS
etal., 2012; FILIMON et al., 2022).

O tratamento sistémico com quimioterapico dacarbazina ¢ o tratamento de
primeira escolha, visando a diminui¢do da massa tumoral e de metéstases, bem como,
conter a mortalidade, ja que s6 hd vantagem em realizar cirurgia na fase inicial, pois uma
vez que a fase metastatica se desenvolve, aumenta o risco de morte entre os pacientes,
principalmente quando detectado tardiamente (BAJETTA et al., 2001; STUEVEN et al.,
2017).

O alfa-interferona (IFN-a), estdo sendo usados como tratamento na Europa e EUA
para pacientes com melanoma ressecado com linfonodo positivo (estagio clinico III) e
pode ser considerado para pacientes com linfonodos negativos, cujo risco de recorréncia
¢ estimada em 30% a 40% ou mais (estagio I1IB e IIC) tem apresentado resultados
promissores (Thompson et al., 2005; Tsao et al., 2004).

Hé poucas opcdes de quimioterapia eficazes para esse tipo de tumor, o mesmo
apresenta grande resisténcia a quimioterapia (PAK et al., 2004), além disso, pacientes
com melanoma que nao possuem mutagdes BRAF continuam sem opgdes de tratamento

adequado e eficaz (PONTI et al., 2017), tornando-se necessario a busca por novo
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tratamento eficaz, de baixo custo e toxicidade contra essas células cancerigenas e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes com essa doenca (MENEZES et al., 2018).
Ha a necessidade urgente de se buscar por novas terapias contra o cancer pois os
esquemas terapéuticos disponiveis ainda ndo sdo suficientes, visto que a eficacia clinica
destes medicamentos ndo ¢ satisfatoria em muitos portadores dos variados tipos desta
patologia. Além de que a incorporacdo das novas tecnologias descobertas para o
tratamento ¢ pouco integrada as terapias utilizadas tradicionalmente (SHAN et al, 2020),
tornando-se necessario a busca por novo tratamento eficaz, de baixo custo e toxicidade

contra essas células cancerigenas (WU, 2019).

2.3 Produtos naturais e terapia anticancer

Os produtos naturais podem ser utilizados no tratamento de uma infinidade de
doencas. Varios medicamentos vém surgindo a partir de substancias quimicas naturais
isolados que possuem determinadas estruturas e funcionam como uma base na quimica
combinatoria, que quando ligadas com outras moléculas dao origem a novas drogas com
potencialidades terapéuticas (LIU et al, 2019).

Essas substancias representam uma fonte promissora de principios ativos para o
tratamento de doencas, os quais podem inclusive ser utilizados em combinag¢do na
terapéutica ja existente, a fim de potencializar o efeito farmacoldgico e reduzir a
toxicidade (OPREAN et al., 2018).

Dentre as pesquisas que buscam estratégias terapéuticas, € crescente o interesse
cientifico em novos agentes anticancer de fontes naturais, principalmente plantas, por
constituirem uma fonte de diversas moléculas, muitas dessas frequentemente
identificadas com atividade antitumoral, o que ¢ considerado de grande valor em
atividades bioldgicas, principalmente como um recurso alternativo, buscando reduzir o
efeito toxico nas células ndo tumorais (SAMPATH et al., 2017; SECA; PINTO, 2018), ja
que os quimioterdpicos disponiveis atualmente apresentam baixa seletividade para as
células neoplésicas e altamente toxicas em células normais (LIU et al, 2019).

Os produtos naturais s3o uma alternativa para o desenvolvimento de novas drogas
antitumorais, pois muitas pesquisas revelam o grande potencial citotoxico destes novos
compostos (LIU et al, 2019). Mais de 3.000 espécies vegetais ja foram utilizadas em

terapéuticas modernas contra o cancer, com cerca de 85 moléculas derivadas de produtos
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naturais ja testadas e aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) nos Estados
Unidos (CRAGG; PEZZUTO, 2016; NEWMAN; CRAGG, 2020).

Visando moléculas com potencial de agdo anticancer, muitos pesquisadores estao
focando suas investigacdes sobre o atividade bioldgica de produtos naturais, mesmo que
estas substancias ndo sirvam diretamente como novas drogas, mas podem fornecer
informagdes para o desenvolvimento de um importante agente contra o cancer (KHAZIR
et al., 2014; SHAH et al., 2013), o qual pode ser de interesse clinico e chamar a aten¢ao
da induastria farmacéutica (SECA; PINTO, 2018), visto que grande parte dos
medicamentos aprovados para o tratamento do cancer, foram obtidos de fontes naturais
ou, estas, serviram como molde para o desenvolvimento (HUANG et al., 2012; LEE et
al., 2007; SAMPATH et al., 2017).

Alguns quimioterapicos como a camptotecina, vimblastina, vincristina, paclitaxel
e a doxorrubicina (figura 5) sdo exemplos de medicamentos provenientes de produtos
naturais que foram isolados e hoje sdo amplamente utilizados na clinica. H4 ainda uma
série de drogas anticAncer em varias fases de desenvolvimento obtidos por meio de sintese
ou semissintese de produtos naturais que possibilitardo o tratamento de diversas formas
de cancer (NEWMAN E CRAGG, 2007; CRAGG et al, 2009; SARKER et al, 2020).

Essas substancias com atividade antitumoral s3o ricas em substancias que
possuem variedade na estrutura e funcao biologica, e isso se da pelo fato da maioria deles
apresentar uma vasta diversidade quimica, multiplas propriedades e alta atividade

citotoxica. (GALUCIO et al, 2019; FERREIRA et al., 2018).

Paclitaxel o ©O

Figura 4 - Produtos naturais com atividade anticancer. Fonte: Elaborada pela autora.
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Entre os diversos grupos de substancias naturais, as espécies inseridas no género
Salacia veem sendo estudadas profundamente para uma melhor compreensdo de seus
componentes quimicos com efeitos terapéuticos, nos quais foram identificadas atividade
decorrentes a presenca de triterpenos, considerados promissores na investigacdo
anticancer, devido a presenca de triterpenos com (esqueleto) estrutura quinonametideo
(COPPEDE et al., 2014; SHANMUGAM et al., 2012).

Ha uma grande variedade de atividades biologicas nas espécies referentes ao
género Salacia, pois sdo capazes de interferir em processos patolégicos humanos, ja que
seus compostos quimicos ativos podem trazer beneficios por apresentarem atividade
antidiabética (STOHS; RAY, 2015), antioxidante (SAHAYAM et al., 2014), antiviral
(FERREIRA et al., 2018), bem como, no combate a distirbios metabodlicos, como
obesidade (SHIMADA et al., 2014) e citotoxica contra células tumorais (MUSINI; RAO;
GIRI, 2015).

Os triterpenos quinonametideos sdo encontrados exclusivamente em espécies da
familia Celastraceae, sendo considerados marcadores quimicos desta familia (COPPEDE
et al., 2014) e correspondem a uma das classifica¢des dos terpendides, apresentam efeitos
bem estabelecidos no organismo, principalmente atividade antitumoral, com supressao da
inicia¢do, promog¢ao e metastases em varios tipos de cancer (KIM et al., 2011; WANG et
al., 2017; YADAV et al., 2010), inibi¢cdo de processos como angiogénese, na inibi¢ao da
proliferacdo e morte celular, bem como em varios estagios da formacdo de tumores
(GALI-MUHTASIB et al., 2015).

A associacdo de drogas, utilizando triterpendides nas combinagdes, ¢ bastante
vantajosa, melhorando a capacidade terapéutica e diminuindo a resisténcia celular a
quimioterapia (HAJJ et al, 2015). Os terpendides sdo considerados bons
quimiosensibilizadores podendo agir na regulacdo na expressdo de receptores que
participam da resisténcia de células tumorais a multiplas drogas (YAN et al., 2014),
inclusive inibindo receptores de membrana envolvidos na resisténcia celular (YOSHIDA
et al., 2008).

Nas andlises quimicas publicadas sobre a espécie de Salacia impressifolia ha
evidéncias de diferentes triterpenos em sua estrutura, sendo os triterpenos
quinonametideos substancias biologicamente ativos (DA SILVA etal.,2016). Uma classe
de substancia com ag¢do terapéutica promissora contra tumores malignos, os triterpenos

quinonametideos (SALMINEN et al., 2008), que podem gerar expectativas positivas
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quanto ao seu efeito contra células de cancer gastrico, hepatico e intestinal através da
substancia 22f3-hidroxitingenona (22-HTG), que foi extraida de galhos e do tronco da
espécie Salacia impressifolia (Miers) A. C. Smith. (DA SILVA et al., 2016).

A atividade antileucémica in vitro e in vivo da casca do caule de Salacia
impressionifolia (Miers) AC Smith (Celastraceae), ja foi testada por Rodrigues e
colaboradores (2019) mostrando que héa propriedades citotoxicas contra diferentes
linhagens celulares, inclusive atividade antileucémica. O efeito da 22-HTG em células
tumorais ja foi mencionado em outros estudos, como Cevaterem e colaboradores (2016),
onde os autores descreveram a inducdo de apoptose em células de cancer de mama e
Aranha e colaboradores, 2020, 2021 descreveram a reducdo da proliferacdo, migragao e
invasdo celular, com mecanismo inibitério de metaloproteinases ¢ da via MAPK em
células de melanoma humano.

Apesar do conhecimento cientifico quanto ao potencial anticancer de 22-HTG,
ainda ndo foram investigados esses efeitos no modelo de células tridimensional, seus
efeitos farmacocinéticos e toxicoldgicos, e como o metabolismo das células se comporta

frente a acdo da substancia.

2.4 Analise in silico

A triagem virtual e a predicdo in silico tém se tornado ferramentas essenciais na
descoberta e no desenvolvimento de novos farmacos (Patel et al., 2021; Hou & Xu, 2004).
Com o avanco da bioinformatica e do poder computacional, tornou-se possivel realizar
andlises analiticas e predi¢des precisas dos alvos farmacologicos e farmacocinéticos de
substancias quimicas (Tiwari & Singh, 2022). Além disso, a predicdo dos parametros
toxicologicos in silico tem desempenhado um papel fundamental na avaliagao dos riscos
e na seguranga dos compostos candidatos a firmacos (Mahapatra et al., 2022; Alqahtani,
2017).

Uma das técnicas mais utilizadas na triagem virtual e predi¢do in silico ¢ a
ancoragem molecular, que consiste na simulagdo da interacdo entre um ligante ¢ um
receptor alvo (Lyne, 2002; Tripathi & Misra, 2017). Através de métodos computacionais,
¢ possivel identificar e analisar como as moléculas sdo fluidas entre os compostos
quimicos e as proteinas-alvo, avaliando sua vazao e seletividade (Schneider, 2018; Xie et

al., 2012).
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Essas abordagens in silico tém se mostrado eficientes na sele¢do e priorizagdo de
compostos com potencial atividade farmacoldgica, atendimento e tempo na etapa inicial
do desenvolvimento de farmacos (Schaduangrat et al., 2020); Alam & Khan, 2019). Além
disso, a predicdo dos parametros farmacocinéticos permite estimar a absor¢do,
distribuicao, metabolismo e excre¢do dos compostos, para a otimizacao das propriedades
farmacocinéticas dos candidatos a farmacos (Honério et al., 2013; Caldwell et al, 2001).

O estudo da farmacocinética das substancia promitentes ¢ um campo de estudo
importante para investigar o perfil de disposi¢do do farmaco no organismo (FAN et al.,
2014). A farmacocinética ¢ uma ciéncia que utiliza modelos matematicos para descrever
a cinética, mostrando a evolucdo temporaria do firmaco e/ou seus metabdlitos no
organismo (Ruiz-Garcia et al., 2007).

Mais precisamente, essa ciéncia estuda a evolugdo temporaria da absorcao,
distribuicdo, metabolizagdo e excrecdo (ADME) do farmaco (DiPiro et al., 2010). O
principal objetivo da andlise farmacocinética ¢ obter uma série de parametros que
descrevam o comportamento cinético de um farmaco/candidato a firmaco apos a sua
administracao (Ruiz-Garcia et al., 2007).

Andlises in silico, incluindo em linhagem de melanomas (SK-MEL) prevé alvos
metabodlicos que possam modular vias bioldgicas apontando genes presentes nas células
(PARK et al., 2021; FATIMAH et al., 2023; LAXMIKESHAYV et al., 2023; SHAUKAT
et al, 2021) como o AKRIB1 e AKRI1B10, que sdo associados a mal prognostico
(LAFFIN, PETRASH 2012; RUIZ et al., 2017; LI et al., 2023; ENDO et al., 2021).

A expressdo do oncogene AKR1B10 esta relacionada a eliminacdo de compostos
quimicos do organismo, o aumento da divisdo celular, ao processo carcinogénico e a sua
terapéutica (KO etal., 2018). O AKR1B1 tem um grande impacto na progressao do cancer
e ¢ contribuinte na tumorigéncese (KHAYAMI et al., 2020; KANG et al., 2008;
Lefrancois-Martinez et al., 2004).

Devido ao seu envolvimento no processo carcinogénico de melanomas,
substancias inibidoras de AKR1B10 e AKR1BI1 (LAFFINS et al., 2012; RUIZ., 2017; LI
et al., 2023; ENDO, 2021) podem ser vantajosas em ensaios contra esses canceres,
representando um novo alvo para suprir eventual lacuna que exista na terapia com
quimioterdpicos ja existentes e base molecular tedrica para o tratamento e prognostico

(KHAYAMI et al., 2020; ZHANG et al., 2018).
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A continuidade pela busca de melhorias de protocolos clinicos terapéuticos para
o cancer tem sido atualmente conduzida buscando por vantagem como melhor
seletividade com eficacia satisfatoria (MAGALHAES et al., 2018).

No entanto, ¢ importante ressaltar que as predigdes in silico devem ser
confirmadas por experimentos in vitro e/ou in vivo, garantindo a confiabilidade dos
resultados. A integracdo de abordagens computacionais e experimentais tem mostrado
uma estratégia promissora no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos,
permitindo uma triagem mais eficiente e uma selecdo mais precisa dos candidatos a

farmacos.

2.5 Avaliacao de substincias terapéuticas em diferentes linhagens celulares

A avaliacdo da eficacia de substincias terapéuticas em diferentes linhagens
celulares ¢ um aspecto fundamental no desenvolvimento de estratégias de tratamento
mais personalizadas e eficientes contra o cancer (FURUBAYASHI et al., 2020). Cada
tipo de cancer e mesmo subtipos diferentes dentro de um mesmo tipo podem apresentar
respostas variadas a determinadas substancias terapéuticas, devido a suas caracteristicas
genéticas e fenotipicas especificas (HU et al., 2021; JANUSKEVICIENE et al., 2019).

Nesse contexto, uma andlise comparativa da agdo de uma substancia terapéutica
em diferentes linhagens celulares em culturas in vitro ¢ de grande importancia para
compreender suas propriedades e determinar sua eficidcia em diferentes contextos
(SALEHI et al., 2020). Essa abordagem permite investigar se a substincia 22-HTG
apresenta uma resposta diferencial em uma linhagem celular especifica em comparagao
com outra linhagem.

Permitindo avaliar se a substincia citotoxica causa morte celular em uma
linhagem em cultura in vitro em comparagdo com outra linhagem (DE QUEIROZ et al.,
2023). Utilizamos linhagens de células cancerigenas de melanoma previamente testadas,
que apresentam caracteristicas distintas em termos de origem tumoral, perfil genético e
fenotipico, SKMEL-19, SKMEL-28, SKMEL103 (ROCHA-BRITO et al., 2021;
FIGUEIREDO et al., 2019; NIESSNER et al., 2019; GIULIANO et al., 2011; PALMIERI
et al., 2009).

Ao realizar experimentos em diferentes linhas celulares, ¢ possivel analisar se a
substancia citotoxica exercer um efeito mais pronunciado em uma linhagem especifica,

sugerindo uma maior sensibilidade ou resposta terapéutica (CAMPOCCIA et al., 2021).
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Essa abordagem aponta linhagens celulares que sdo mais expressivas aos efeitos da
substancia e que podem se beneficiar significativamente de seu uso como agente
terapéutico (SALEHI et al., 2020).

Além disso, a comparacdo entre linhagens celulares também fornece informagdes
valiosas sobre a seletividade da substancia (ABANADES LAZARO et al., 2020). Essa
seletividade ¢ um fator crucial na minimizagao de efeitos adversos e na busca por terapias
mais seguras e eficazes (OLIVERI et al., 2022).

Ao realizar uma avaliacdo comparativa entre diferentes linhagens celulares em
cultura in vitro, ¢ possivel obter insights sobre a atividade e seletividade da substancia
testada, confiante para a selecdo adequada de linhagens celulares e para a identificag@o
de alvos terapéuticos potenciais INDRAYANTO et al., 2021; KLOSE et al., 2021). Essas
informagdes sdo essenciais para o desenvolvimento de abordagens mais personalizadas

no tratamento do cancer e para melhorar a eficacia dos medicamentos terapéuticos.

2.6 Diferentes microambientes tumorais

Compreender os fatores intrinsecos € ambientais que levam a progressdo e
metastases desses tipos de canceres ¢ importante para o desenvolvimento de métodos
quimioterapicos mais eficazes, bem como, para melhorar as terapias ja existentes
(GOMES-CARNEIRO et al, 1997), para isso, o desenvolvimento de modelos
experimentais confidveis que simulem as estruturas complexas presentes em tecidos
vivos, prevendo a funcionalidade global da célula proximas do in vivo, mas a0 mesmo
tempo ser de facil utilizacdo e reprodugdo sao de alto valor (SHOVAL et al., 2017).

Comumente sdo usadas linhagens de células tumorais como ferramenta para testar
novas opg¢des de drogas quimioterapicas (CRAWFORD, 2014; WEIGELT, 2014). Esses
testes baseiam-se principalmente em ensaios de citotoxicidade, aplicando essas drogas
em linhagens celulares especificas cultivadas em culturas bidimensionais (2D).
Entretanto essa abordagem possui algumas restri¢des, principalmente em relagdo as
caracteristicas fenotipicas celulares e ao microambiente que mimetizam o sistema
fisioloégico (XU et al., 2014) como simulagdo ideal ao ambiente tumoral, interacdes
espaciais célula-célula, aumento da hipoxia e do metabolismo em decorréncia do aumento
do volume de massa (CAVO et al., 2016; LAMICHHANE et al., 2016; KLIMKIEWICZ
et al., 2017).
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Portanto, os modelos tridimensionais (3D) surgiram como alternativas
promissoras, pois tém a capacidade de fornecer um ambiente mais fisiologicamente
relevante para estudar o cancer e avaliar a eficdcia de substancias naturais como agentes
anticancerigenos (RATHORE et al, 2022; JENSEN et al., 2022). Diferentes
microambientes tumorais, como esferoides tumorais, tém sido apresentados para
mimetizar as caracteristicas dos tumores in vivo (DATTA et al., 2020; KAMATAR et al.,
2020; ZAREBKOHAN et al., 2020).

Os diferentes microambientes tumorais, bidimensionais e tridimensionais,
permitem a avaliagdo de substincias naturais contra o cancer, permitindo avaliar e
comparar a penetracdo das substincias nos diferentes tecidos tumorais, a eficacia
terapéutica (XIE et al., 2020). Além disso, eles podem fornecer informagdes sobre o
metabolismo das células cancerigenas, como a captacdo de glicose e a atividade da
enzima lactato desidrogenase (LDH), que desempenham um papel crucial no crescimento
e sobrevivéncia das células tumorais (BALLAYV et al., 2121; ITO et al., 2021).

A geragdo aumentada de glicose pelas células cancerigenas ¢ uma caracteristica
bem conhecida do metabolismo tumoral, conhecida como o efeito Warburg (KOZAL et
al., 2021) A avalia¢do da captagcdo de glicose pode fornecer insights valiosos sobre a
eficacia das substancias naturais em inibir esse processo metabdlico e, consequentemente,
inibir o crescimento tumoral (WANG et al., 2020).

Além disso, a atividade da enzima LDH ¢ um indicador importante do
metabolismo tumoral, pois estd relacionado a producdo de lactato e acidificagdo do
microambiente (WANG et al., 20201). A atividade da LDH pode influenciar o
crescimento e a sobrevivéncia das células cancerigenas (SEMLALI et al., 2021).
Portanto, a avaliagdo da atividade da LDH em modelos 2D e 3D pode fornecer
informagdes sobre o potencial terapéutico das substincias naturais no contexto do
metabolismo tumoral (RIBEIRO et al., 2022).

Na pesquisa oncoldgica, varios estudos tém mostrado que tumores cultivados em
monocamada sdo sensiveis a varios agentes quimioterapicos, enquanto as mesmas células
cultivadas em forma esferoide sao resistentes a eles (PATRA et al., 2020). Por outro lado,
alguns medicamentos s6 sdo eficazes em um ambiente 3D. Além disso, os modelos
esferoides 3D sdo ideais para avaliar os efeitos de drogas a longo prazo, pois as células
tumorais podem permanecer funcionalmente estaveis por varias semanas, representando

melhor a arquitetura e o microambiente do tumor (VERJANS et al., 2018).
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2.7 Cultivo de esferoide tridimensional

A utilizagdo de culturas tridimensionais (3D) estd sendo bastante relevantes como
estratégia para avaliagdo da eficacia terapéutica, principalmente nos métodos de
interven¢do as neoplasias, por somar positivamente as técnicas ja existentes
(FRIEDRICH et al., 2007).

Culturas de esferoides organotipicos 3D podem ser vistas como métodos
alternativos para validar e melhorar as estratégias pré-clinicas (SMALLEY et al., 2008),
por apresentarem a capacidade de manter elementos essenciais do ambiente fisiologico e
do contato célula-célula (SANT, 2018). Geralmente os modelos de esferoides formados
a partir de células cancerigenas utilizam células primdrias de linhas celulares tumorais ou
de explantes tumorais e, em algumas metodologias, sdo cultivados juntamente com outras
células ndo cancerigenas, como fibroblastos (SUTHERLAND, 1988; KELM et al, 2003;
NAGELKERKE, 2013).

Dando origem a cultura de esferoide, onde um pequeno agregado de células cresce
livre de materiais estranhos, como um novo método de fabricagdo de microambientes que
permite a criagdo de um grande ntimero de tecidos complexos e altamente reprodutiveis,
que pode ser utilizado para avaliacdo de substancias com a¢do antitumoral, bem como
para analise da biologia tumoral e do comportamento celular neste ambiente (FENNEMA
etal., 2013; GUNTI et al., 2021; MEHTA et al., 2012).

Os esferoides celulares sdo estruturas tridimensionais que se formam quando
células individuais se agregam e interagem entre si, desenvolvidas em uma massa celular
esférica (ANTONI ET AL., 2015; LIN & CHANG, 2008). Diferentemente do
crescimento celular em superficies planas, em que as células se espalham e se proliferam
de forma bidimensional, os esferoides celulares recriam condi¢gdes mais proximas do
ambiente tridimensional encontrado no tecido vivo (SHYAM ET AL., 2023; AGRAWAL
ET AL., 2021).

Dentro dos esferoides celulares, as células interagem e estabelecem comunicagdes
complexas através de vias de sinalizacdo e emissdo soluveis (THOMA ET AL., 2014;
LIN & CHANG, 2008). Esses modelos tridimensionais podem levar a formacao de uma
estrutura mais organizada, com a presenga de gradientes de oxigénio, nutrientes e fatores
de crescimento (JUBELIN ET AL., 2022).

As células localizadas no nucleo do esferoide geralmente t€ém acesso limitado a

nutrientes e oxigénio, gerados em um gradiente de concentracdo desses elementos do
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centro para a periferia. Isso pode levar a formagao de diferentes camadas celulares dentro
do esferoide, em que as células mais externas podem ter um maior suprimento de
nutrientes e oxigénio, enquanto as cé¢lulas mais internas podem estar em um estado de
hipéxia (MITRAKAS ET AL., 2023; DESMAISON ET AL., 2018).

A estrutura tridimensional dos esferoides celulares permite a interagdo celular
mais proxima, a formagao de juncdes celulares e a expressdo de genes e proteinas de
maneira mais semelhante ao que ocorre no tecido vivo (TEVLEK ET AL.,2023; MA ET
AL., 2023). Portanto, os esferoides celulares sdo frequentemente usados como modelos
in vitro para estudar o comportamento celular, avaliar a eficicia de medicamentos e
investigar processos biologicos complexos, como fronteiras, diferenciacdo e invasao
celular (PAGNOTTA ET AL., 2022; BARBOSA ET AL, 2021).

Essas estruturas 3D t€m se mostrado valiosas ferramentas no campo da pesquisa
de novas substancias farmacologicas, permitindo uma compreensao mais aprofundada
dos processos celulares sob ag¢ao desses compostos (IPEK ET AL., 2022).

Diante deste cendrio ¢ essencial a persisténcia por contribui¢des cientificas
consistentes através de novas alternativas de tratamento para o cancer, incluindo os
diferentes tipos de canceres de pele. O presente trabalho visa, avaliar o potencial biologico
¢ farmacocinético da substancia 22-HTG em relagdo ao seu efeito em células de
melanoma principalmente sua agdo sobre os esferoides em relagdo ao comportamento das
células frente a 22-HTG no modelo proposto.

Tendo como pressuposto que a subpopulagdo de células cultivadas em formato
tridimensional quando comparada a monocamada mostra maior resisténcia ao tratamento
ou capacidade de sobrevivéncia em nichos fisiopatologicos especificos, esta observacao
tera um impacto claro e importante em trabalhos futuro, incluindo o desenvolvimento de
novos alvos-medicamentosos especificos. Contribuindo, assim, para o prosseguimento
dos estudos na pesquisa e desenvolvimento do microambiente tumoral e de produtos

promissores com atividade biologica.

2.8 Metabolismo da Célula Tumoral

As células tumorais passam por uma reprogramacdo metabdlica que as leva a
utilizar predominantemente a glicolise aerdbica como fonte de energia, em vez da
fosforilagdo oxidativa, mesmo quando ha disponibilidade de oxigénio. (WARBURG,

1956). Os tumores dependem da glicose como principal fonte de ATP, mas essa
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dependéncia ocorre principalmente em situagcdes de hipoxia, quando a glicose € a Unica
fonte de nutrientes disponiveis (KIM et al., 2018). No entanto, em algumas células
tumorais, foi observado um aumento na fosforilagao oxidativa (DAR et al., 2017; KIM et
al., 2018).

Em condi¢des aerobicas, as células normais utilizam a glicose como substrato
energético, convertendo-a inicialmente em piruvato através da via glicolitica no citosol
celular, e em seguida em oxigénio de carbono (CO2) na mitocondria pelo ciclo de
Krebs/ciclo dos tricarboxilicos ( TCA), culminando na producgao de ATP pela fosforilagao
oxidativa (OXPHOS). Em condi¢des anaerobicas, a glicolise € priorizada, com redugdo
da quantidade de piruvato direcionado para a mitocondria (Figura 4A) (LIBERTI;
LOCASALE, 2016).

As células tumorais apresentam uma reprogramagdo metabdlica, havendo certas
teorias que buscam explicar como ocorre o metabolismo energético no cancer. A primeira
teoria resulta na preferéncia pela via glicolitica, mesmo em ambientes com oxigénio
disponivel. Essa produgdo de energia se da pela fermentacao da glicose, que resulta na
formagdo de lactato. Esse fenomeno ¢ conhecido como glicolise aerdbica ou efeito
Warburg (Figura 4A) (LIBERTI; LOCASALE, 2016).

Uma outra teoria que busca explicar o metabolismo do cancer sugere que as
células tumorais regulam mutuamente a produgdo de energia através de uma simbiose
metabolica. Isso ocorre quando uma célula tumoral consome glicose para produzir lactato
e ATP (fendmeno conhecido como efeito Warburg), enquanto uma célula vizinha utiliza
o lactato secretado como fonte de energia para produzir ATP por meio do ciclo de Krebs
e da fosforilagdo oxidativa (Figura 4B) (SONVEAUX et al., 2008; FAUBERT et al.,
2017).

Certas células tumorais utilizam o lactato para gerar ATP e para intermediarios do
ciclo de Krebs (FAUBERT et al., 2017). Além disso, a lactato desidrogenase (LDH) pode
converter o lactato em piruvato, que, por sua vez, pode ser convertido em acetil-CoA pela
ATP-citrato liase para sintese de acidos graxos (Figura B) (ZAIDI et al., 2012), o que
demonstra que as mitocondrias das células tumorais apresentam atividade de fosforilagao
oxidativa (KIM et al., 2018). Isso significa que as células tumorais exibem uma
heterogeneidade no uso de glicélise ou fosforilagdo oxidativa como fonte de energia, e

essa flexibilidade sugere uma adaptacdo para sobrevivéncia (DAR et al., 2017).
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Figura 5 - Modelo esquematico de reprogramacao metabolica tumoral. (A) Metabolismo de uma célula
normal na presenga de oxigénio e teoria do efeito Warburg em células tumorais. (B) Teoria da simbiose
metabolica e glutaminoélise em células tumorais (Fonte: adaptada de KIM et al., 2018).

No ambiente tumoral, as células se multiplicam rapidamente e consomem grandes
quantidades de nutrientes, o que leva a producdo de um ambiente 4cido e carente de
oxigénio e glicose (YIN et al., 2019). Como resposta a essas alteragdes nutricionais, as
células tumorais sofrem em vias bioquimicas, demonstrando a capacidade de
reprogramagdo metabdlica e adaptacdo celular, que ¢ crucial para manter a antecipagdo
do tumor. Essa plasticidade tumoral ¢ um mecanismo importante para a sobrevivéncia
das células e sua capacidade de adaptacdo para garantir sua proliferacdo (BISWAL et al.,
2017).

Devido a importancia crucial da reprogramag¢ao metabdlica no desenvolvimento
do cancer, com énfase na via glicolitica aerobica, pesquisas sobre novos medicamentos
que coexistem diretamente o metabolismo celular tém se mostrado promissoras. A
terapia visando a via glicolitica aerdbica ¢ uma estratégia que visa aumentar a selecao
de linhagens tumorais dependentes dessa via para a producdo de energia, minimizando
assim os efeitos colaterais no tratamento em células normais (XINTAROPOULOU et
al., 2015).

Nesse contexto, um caminho bastante explorado pela comunidade cientifica para
evitar a progressdo tumoral ¢ a identificacdo e desenvolvimento de novos farmacos
através de investigagdes de recursos naturais, e informacdes a cerca da cinética, dindmica,
biodisponibilidade e os pardmetros toxicologicos de seus constituintes quimicos

(SORKIN et al., 2020).
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Diante deste cendrio ¢ essencial a persisténcia por contribui¢des cientificas
consistentes através de novas alternativas de tratamento para o cancer. Neste trabalho,
propomos avaliar diferentes microambientes tumorais tridimensionais in vitro € compara-
los com os modelos bidimensionais convencionais para investigar a eficacia de
substancias 22-HTG contra linhagens de células de melanoma. Foi avaliada a agao da 22-
HTG na captagdo de glicose, a atividade da LDH e a viabilidade celular das células
SKMEL-19, SKMEL-28, SKMEL103 e MRCS5 cultivadas nesses modelos.

Através da andlise desses pardmetros metabolicos e funcionais, pretendemos
identificar o0 modelo mais relevante e que melhor mimetizam as condi¢des tumorais in
vivo, permitindo uma avaliacdo mais precisa da eficdcia terapéutica da 22-HTG,
analisando a reducdo na atividade enzimética da enzima LDH e na captagdo de glicose de
bem como, avaliar se a substancia 22-HTG demonstrar uma maior atividade terapéutica
em uma linhagem celular de melanoma em comparacdo com outra linhagem.

Espera-se que os resultados obtidos nesse estudo contribuam para o avango do
conhecimento sobre a a¢do de naturais contra o cancer e fornecam insights importantes
para o desenvolvimento de estratégias terapfuticas mais eficazes na modulagdo do

metabolismo tumoral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil metabdlico celular em diferentes microambientes tumorais das
linhagens de melanoma SKMEL-19, SKMEL-28 ¢ AKMEL-103 frente a acdo do 22-
HTG.

3.2 Objetivos Especificos

- Predizer alvos farmacologicos e caracterizar pardmetros farmacocinéticos e
toxicologicos in silico da 22-HTG;

- Determinar o efeito citotoxico da 22-HTG sobre as células tumorais em
monocamada e no microambiente tridimensional,;

- Acompanhar o crescimento dos esferoides formados com diferentes quantidades
de células;

- Realizar analises morfométricas avaliando os parametros: solidez, esfericidade
e didmetro de Feret dos esferoides;

- Investigar o comportamento da 22-HTG sobre a viabilidade das células tumorais
de melanoma nos diferentes microambientes, monocamada ¢ tridimensional in vitro;

- Avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de glicose no perfil metabdlico
celular bidimensional,

- Determinar a influéncia do 22-HTG no consumo de glicose e no perfil da
atividade da enzima LDH em diferentes microambientes tumorais nas linhagens de
melanoma,;

- Avaliar se a substancia 22-HTG tem atividade terapéutica nas linhagens

celulares de melanoma cultivadas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao da substiancia 223-hidroxitingenona

A espécie S. impressifolia foi coletada na Reserva Adolpho Ducke (localizada no
Km 26 da rodovia AM-010, municipio de Manaus, estado do Amazonas, Brasil. Um
exemplar (#4699) foi levado ao herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA), Brasil para confirmagao da espécie.

Para obtencao da substancia 22 £ —hidroxitingenona (Figura 6), foram utilizados
troncos e galhos de S. impressionifolia e os procedimento de extragdo, purificacdo e
confirmagado estrutural estdo descritos por da Silva et al., 2016; Aranha; 2020.

O acesso foi registrado sob o numero: A715C2F no SisGen - Sistema Nacional de
Gestao de Recursos Genéticos e Conhecimento Tradicional Associado do Brasil. Todo o
processo de obtengdo da 22-HTG foi descrito anteriormente (ARANHA et al., 2020,
2021; DA SILVA et al., 2016)

Figura 6 - Estrutura quimica da 22 f§ -hidroxitingenona. Fonte: Elaborada pela autora

Para utilizacdo da 22-HTG nos testes bioldgicos in vitro, a substincia foi
dissolvida em DMSO. A concentragdo final do solvente nunca ultrapassou 0,2%
(v /v). Essa concentracdo de DMSO ndo interfere na proliferagcdo celular (DA SILVA et
al., 2016).

4.2 Triagem virtual

4.2.1 Predicao do alvo biolégico e dos parametros moleculares,
farmacocinéticos e toxicologicos
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A predicao dos alvos bioldgicos para a 22-HTG foi realizada utilizando o software
online SwissTargetPrediction® (http://www.swisstargetprediction.ch/) (D GFELLER et
al., 2014). Os parametros moleculares, farmacocinéticos e toxicoldgicos foram avaliados
na plataforma online SwissADME® (http://www.swissadme.ch/) (DAINA et al., 2017) e
admetSAR® (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/) (YANG et al., 2019), que empregam

bancos de dados de compostos que j& passaram por testes pré-clinicos in vitro e/ou in vivo
associados a absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e excre¢do, sendo fundamentados por
meio de comparagdo estrutural mistos e descricdo de estrutura e atividade (Quantitative

structure-activity relationship, QSAR) (LEE et al., 2012).

4.2.2 Proteinas e preparacio de moléculas de 22-HTG

O PDB (Protein Data Bank — https://www.rcsb.org/) foi usado para baixar o
“pdb”. arquivos de estruturas tridimensionais (3D) para as proteinas HK1 (PDB ID:
1CZA) e LDH (PDB ID: 5W8]J). Como critério de escolha das melhores estruturas, foram
observadas aquelas com resolugdo de raios-X inferior a 2 Angstroms (A). A estrutura
bidimensional (2D) da 22-Beta Hydroxytingenone foi projetada usando o software
MarvinSketch® para obter o coédigo SMILE (Simplified Molecular Input Line Entry
Specification). Em seguida, a estrutura foi convertida em um esqueleto tridimensional
(3D) usando o programa Avogadro® e otimizada geometricamente.

As proteinas e estruturas de 22-Beta Hydroxytingenone foram processadas usando
o software PyMol para remover ligantes e moléculas de d4gua. Em seguida, o estado de
protonagdo ajustado dos residuos de aminodcidos de todas as moléculas testadas nas
simulagbes foi em pH 7,4 usando o servidor PDB2PQR-PropKa

(https://server.poissonboltzmann.org/).

4.2.3. Docking molecular

A andlise de docking molecular foi realizada utilizando o software Autodock
Vina® e no servidor DockThor (https://dockthor.Incc.br/v2/), que utiliza como
metodologia ligantes flexiveis e receptores rigidos, utilizando um algoritmo genético e o
campo de forca molecular MMFF94S para prever a pontuagdo de cada pose (TROOT et
al., 2010; DE MAGALHAES et al., 2014; HALGREN, 2004). Os alvos avaliados foram
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obtidos no formato (.pdb) do banco RCSB Protein Data Bank (PDB): AKR1B1 (PDB:
50U0) e AKR1B10 (PDB: 1ZUA).

A andlise das poses e melhor interacdo foram realizadas nos softwares PyMol e
Discovery tools. O céalculo do desvio quadrado médio da raiz foi feito usando o programa
Pymol. Moléculas de dgua e outras moléculas usadas na cristalizagdo de proteinas ndo
necessarias para a atividade catalitica foram removidas utilizando também o software
Pymol©, e todos os ligantes foram preparados e a geometria, assim como a energia, foram
minimizadas utilizando o campo de for¢a molecular da Merck (MMFF94) por meio do
programa ChemBioDraw©.

Durante a andlise, os receptores foram mantidos rigidos e os ligantes foram
flexiveis para girar e explorar as poses mais provaveis. As dimensdes do grid box
adotadas durante a andlise foram de 8x11x9 A e 12x20x18 A, com espagamento de grade
de 1,0 A para AKR1B1 e AKR1BI10, respectivamente.

As propriedades farmacocinéticas e as classificagdes druglikeness dos
quassinoides foram realizadas usando SwissADME (DAINA et al, 2017). As previsdes
os seguintes pardmetros: Regra de Lipinski de cinco (peso molecular - MW; aceptor de
ligagdo de hidrogénio - HBA; doador de ligagdo de hidrogénio - HBD; e coeficiente de
particdo octanol/agua - LogP) e varios outros parametros/propriedades como area de
superficie polar molecular (TPSA), logaritmo de solubilidade (LogS), absor¢ao
gastrointestinal (GI) e permeabilidade da barreira hematoencefélica (BHE). Os mesmos
calculos foram feitos com X77 e teaflavina.

A avaliagdo toxicoldgica dos compostos foi realizada com as plataformas pK CSM
(PIRES et al., 2015), AdmetSAR (CHENG et al., 2012), Pred-hERG (BRAGA et al.,
2015) e Pred-Skin (BRAGA et al., 2017) ferramentas computacionais baseadas no
SMILES da estrutura. Para tal, foram considerados varios parametros toxicoldgicos,
nomeadamente toxicidade de Ames, carcinogenicidade, inibi¢do de hERG, sensibiliza¢ao

cutanea e hepatotoxicidade. Os resultados foram expressos como "-" para ndo detectado
ou "+" para risco detectado.

Os resultados foram visualizados no AutoDock Tools© e as intera¢des foram
avaliadas em termos de energia de afinidade de ligacdo (Kcal/mol), nimero de ligacdes
de hidrogénio e outras interagdes formadas entre os residuos do sitio ativo da

macromolécula e o ligante. As imagens 2D e 3D dos resultados moleculares de

acoplamento foram obtidas usando o software Discovery Studio Visualizer 4.0©.
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4.3 Cultivo e cultura de células

As células SKMEL19, SKMEL28, SKMEL103 (melanoma humano), MRC5
(fibroblasto humano) foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, estreptomicina 100
pg/ml e 100 U/ml penicilina.

O manuseio das células foi realizado em condic¢des estéreis, em uma camara de
fluxo laminar vertical e a cultura foi mantida em incubadora de gés carbonico a 37°C com
5% de CO; atmosfera.

O crescimento das culturas foi observado periodicamente com o auxilio de um
microscopio invertido (Leica DMIL LED) até a confluéncia de, no maximo, 85%. Foi
verificado o consumo de nutrientes contidos no meio de cultura, que altera o seu pH,
através da alteragdo da coloracdo do meio, de rosado para amarelado. No momento em
que as células apresentavam confluéncia, era realizada uma manutengdo da cultura, que
seguia os seguintes passos: Inicialmente, o meio contido nas garrafas era descartado e as
células lavadas com tampao fosfato-salino (PBS) 1x (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM e
KC12,7mM e pH 7.4), em seguida a adi¢do de tripsina-EDTA (0,25% v/v em PBS 1x)
durante 5 minutos em estufa de CO, a 370C para que as células perdessem sua aderéncia.
Ap0s isso, a tripsina era inativada com meio de cultura acrescido de 10% de SFB. A
solucdo era entdo homogeneizada e uma parte descartada, por fim, era adicionado meio
de cultura novo a garrafa para que se pudesse manter a cultura até que fosse necessario
repetir esse ciclo. Os experimentos foram realizados em parceria com o Laboratorio de
Farmacogenética, da Universidade Federal do Ceard, coordenado pela professora Dra.

Raquel Montenegro.

4.4 Ensaio de viabilidade celular

A concentracdo inibitéria de 50% (CI50) das linhagens celulares SK-MEL-19,
SK-MEL-28, SK-MEL-103 e MRCS5 foi determinada pelo ensaio Alamar blue (resazurin
7-Hydroxy- 3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) (AHMED et al., 1994), que ¢ um método
fluorométrico para a deteccdo da viabilidade celular com base na redu¢do da resazurina
(forma oxidada) para resofurina (forma reduzida) (ZACHARI et al., 2014). Para o ensaio,
um total de 0,5 x 10* células foi semeado em uma placa de 96 pogos e deixado em contato

por 24 horas. 22-HTG (46-0,71 uM) foi entdo adicionado a cada po¢o com um volume
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de 100 puL/poco e apods 24, 48 e 72 h de exposi¢do ao 22-HTG, 10 pL de solugdo de azul
de Alamar a 0,02% em DMEM foram adicionados a cada pogo. A fluorescéncia foi
medida usando excitagdo de 465 nm e emissdo de 540 nm no leitor de microplacas (DTX
800 Detector Multimodo Beckman Coulter).

A viabilidade celular também foi avaliada pelo ensaio de exclusdo de azul de
tripan (STROBER, 2001), para realizacdo do teste de viabilidade celular em que foi
usado meios de cultivo com diferentes concentracdes de glicose. Na placa de 24 pogos,
um total de 0,5 x 10° células foi semeado por um periodo de fixagdo de 24 h. Essa etapa
foi seguida pela adi¢do de 1,0, 2,0 € 2,5 uM de 22-HTG com um volume de 1,0 mL/pogo.
Apos incubagdo por 24 e 48 h, as células SK-MEL-28 foram colhidas para contar células
vivas versus cé¢lulas mortas em uma camara de hemocitémetro usando solugdo de azul de

tripano a 0,4%.

4.5 Fabricacao de hidrogéis e Formacao dos esferoides tridimensionais

A preparagdo dos microchips de agarose foi realizada utilizando agarose tipo I,
diluida em PBS em uma concentracdo de 2,0%, sendo em seguida autoclavada. Foi
calculado o volume necessario para preencher os moldes de modo a se obter todos os
chips desejados para cada etapa dos experimentos.

O calculo de tampao e de agarose foi feito por uma regra de trés simples (se o
preparo de solucdo de 200 mL, seriam necessdrios 4g de agarose). A agarose foi
adicionada em torno de 90% do volume final de tampao PBS em um erlenmeyer e a
solugdo foi aquecida em forno microondas até que a agarose se dissolvesse
completamente. Apos isso, a solugdo foi transferida para uma proveta e foi adicionado o
volume de tampao PBS necessario para atingir o volume final desejado e, por fim, a
solugdo foi esterilizada em autoclave.

Depois de autoclavada, a solu¢do foi manipulada apenas em condigdes estéreis,
na camara de fluxo laminar. Um parte da solug@o de agarose fica em estoque, que deve
ser aquecida em forno de microondas para voltar ao estado liquido antes da sua utilizagdo
para fazer os moldes.

Para produzir os microchips 550uL da solugao de agarose ainda em estado liquido
foi pipetada no molde de polidimetilsiloxano (PDMS) disponivel para comercializa¢do
(MicroTissues® 3D Petri Dish® micro-mold spheroids - Sigma-Aldrich) com um padrao

de microesferas. Cada chip contém 256 micropocos com didmetro de 400uL e
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profundidade de 800uL. Uma vez que a agarose foi despejada no molde, deixou-se
gelificar a temperatura ambiente. Ap6s a gelificacdo da agarose, o microchip solido foi
separado do micromolde, transferido para um tnico po¢o de uma placa transparente de
12 pogos e armazenado em 1000uL de PBS estéril a 37°C em uma incubadora

umidificada com 5% de CO2 até seu uso (Figura 7) (KIM et al., 2018).

‘e f o Fonte: https://www.microtissues.com/protocols

Agarose em estado liquido pipetada no molde de polidimetilsiloxano. Apéds a
gelificardo da agarose, o microchip sélido é separado do micromolde

Agarose 2% no frasco com tampa
semifechada no autoclave

-

- Microchip sélido na placa I
de 24 pogos

Agarose fica em estoque, deve ser aquecida ﬁ

em micro-ondas para fazer os moldes i o .
Esferoides armazenados a 37°C em uma incubadora

umidificada com 5% de CO2 até seu uso

Figura 7 - Fabricagdo de hidrogéis de agarose. Fonte: Elaborada pela autora

4.6 Plaqueamento de células nos chips de agarose

Para a geracdo dos esferoides 3D que foram gerados a partir das células de
melanoma (SKMEL19, SKMEL28, SKMEL103) ¢ a cé¢lula ndo tumoral de fibroblasto
humano (MRCS5). O frasco de cultivo com as células em monocamadas foi colocado no
microscopio para observar a morfologia das células, o meio das garrafas foi removido e
adicionado tripsina para que as células perdessem a aderéncia e fosse realizada a sua
contagem em camara de Neubauer. Foram calculados os volumes que fossem suficientes
para o numero de placas/pogos desejados em cada etapa da dos experimentos.

O PBS foi removido da placa contendo o micromolde so6lido e as células
cultivadas nas garrafas de cultura, que foram tripsinizados e semeados no microchip
(50x10%, 100x10* e 150x10* células/microchip). Para o plaqueamento a quantidade de

células suficiente apds a contagem foram suspensas em 190uL de meio de cultura e entdo
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esses 190uL de suspensdo de células foi colocado no micromolde sélido que ja estava na
placa de 24 pocos.

As células foram deixadas assentar por gravidade, pois se agregam
espontaneamente para formar massas microtumorais chamadas esferoides nos pogos dos
microchips e, apds 30 minutos, em cada poco da placa contendo o molde foi adicionado
500uL de meio DMEM ao redor do molde. Os esferoides foram mantidos em cultivo
(37°C a 5% de CO,) durante 18 dias (DURAND-HERRERA et al., 2018;
CALABRETTA et al., 2022). O meio de cultivo foi trocado a cada 2 dias.

4.7 Monitoramento dos esferoides por fotomicroscopia

O crescimento dos microtecidos esféricos foram monitorados, realizando a troca
do meio de cultura a cada trés dias e o estudo da imagem da formacdo do esferoides
fotografados nos dias 5, 10, 15 e 18 de cultivo (Figura 8), usando o microscépio optico
invertido (Leica DMIL LED). As imagens foram processadas usando o software de
imagens ImagelJ para registrar os dados em fotomicroscopia (SCHINDELIN et al., 2012),
e analisadas em software GraphPad Prism para defini¢cdo da concentrag@o de células ideal

para a formacao de esferoides de cada linhagem.
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Figura 8 - Formagdo dos esferoides tridimensionais. Fonte: Elaborada pela autora.

4.8 Coloracio celular com laranja de acridina e brometo de etidio

A coloragdo com laranja de acridina (AO) e brometo de etidio (EB) foi usada para
distinguir células viaveis de apoptoticas e necroticas (RALPH et al., 2016). Os esferoides
de SK-MEL-19 (100x10* células/pogo), SK-MEL-28 (50x10* células/pogo), SK-MEL-
103 (100x10* células/pogo) e MRCS5 (50x10* células/pogo), foram plaqueadas nos moldes
de agarose em placas de 24 pocos. Em seguida, os esferoides foram tratados com 22-HTG
(0,6 € 1,0 uM). Apo6s 24h de tratamento, todo o meio dos chips e pogos foi removido, e
foram adicionados 190 pL de solug¢do contendo brometo de etidio e laranja de acridina,
ambos na concentragdo de 10 pg/mL dentro de cada um dos chips. Os chips foram
colocados em estufa incubadora a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por cerca de 30
minutos. Apods isso, o protocolo de recuperacdo dos microtecidos foi realizado o meio foi
retirado dos chips e foram adicionados 190uL de PBS no chip e mais 210uL de PBS no
poco. Os chips foram virados invetidos, as placas levadas para centrifuga a 500rpm por 5
minutos. Os chips foram retirados da placa e descartados. Os esferoides foram
ressuspensos em 300 puL de tampao PBS e 50 pL foram adicionados em uma placa de 96
pogos, adicionando-se mais 50 pL. de tampao PBS em cada pogo, posteriormente. As
placas foram entdo levadas para as analises de fluorescéncia no equipamento Cytation 3,

da fabricante BD Biosciences.
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4.9 Ensaio de viabilidade celular, absorc¢iao de glicose e atividade da lactato

desidrogenase em meio com diferentes concentracoes de glicose

A fim de avaliar a viabilidade de linhagens, a absorc¢ao de glicose e atividade da
lactato desidrogenase em diferentes concentragdes de glicose, foi realizada nas células
Skmell9, Skmel28, Skmell03 e a célula ndo tumoral de fibroblasto humano (MRCS5)
foram cultivadas em monocamada em uma placa de 12 pogos (6 x 10* células/pogo) em
meio DMEM alta glicose (AG), ap6s 24 h o meio foi substituido por meio alta glicose
(AG), baixa glicose (BG) e meio sem glicose (SG).

No dia seguinte, 5S0uL do sobrenadante das células cultivadas em diferentes meios
de cultura (AG, BG, SG) foi removido, e a concentragdo de glicose (mg/dL) foi
determinada por meio de ensaio enzimatico-colorimétrico (Labtest®, Brasil), seguindo o
manual do fabricante, utilizando leitor de microplacas Beckman Coulter DTX 880 a uma
absorbancia de 450 nm (YAMAMOTO et al., 2015; YONAMINE et al., 2016).

A viabilidade das células em monocamadas em diferentes meios de cultura, foram
colhidas com Tripsina-EDTA (0,5%) e centrifugadas. O concentrado celular foi
ressuspenso e foi adicionado 0,4% de azul de tripano (STROBER, 2001). As células em
monocamadas foram contadas em uma cadmara de Neubauer e a viabilidade celular foi
estimada.

Com o objetivo de avaliar a atividade da lactato desidrogenase (LDH), as células
cultivadas em diferentes meios de cultura (AG, BG, SG) foram ressuspensas em 100 pL
de Triton X-100 (1x) por 30 min a 37 C para romper a membrana e liberar a enzima. Em
seguida, a atividade da LDH foi medida por um teste bioquimico comercial (Labtest®,
Brasil) seguindo o manual do fabricante. Para estimar a atividade enzimatica (U/L), a
absorbancia foi medida usando Beckman Coulter Microplate Reader DTX 880 (340 nm)
(LANDI-LIBRANDI et al., 2012).

4.10 Captacao de glicose, ensaio de lactato desidrogenase e viabilidade de

células de melanoma em matriz 2D e 3D e ATP em matriz 2D

4.10.1 Cultivo das células

Para determinar o consumo de glicose, o ensaio de lactato desidrogenase e

viabilidade de células as células Skmel19, Skmel28, Skmell03 e MRC5 foram semeadas
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em monocamada (6 x 10* células/pogo) e em cultivo tridimensional (Skamel19 ¢ MRC5
50x10* células/pogo e Skmel28 e Skmel103 100x10* células/pogo) em moldes de agarose
em placa 12 pogos, apos 24 horas de tratamento. Para esses testes, as células cultivadas
em monocamadas foram tradas apds 24h de cultivo e as células tridimensionais foram

tradas ap6s 5 dias de cultivo, com 22-HTG (0,6uL e 1,0uL) e rotenona (1,0uL).

4.10.2 Captacao de Glicose

Ap6s 24 horas, o meio foi retirado e os pogos foram lavados com PBS 1x e entdo
um novo meio com diferentes concentragdes de glicose (25, 5,5, e 0,5 mM) foram
adicionados. Ap6s o consumo de glicose (tempo de 24 horas) uma aliquota de 100 pL do
sobrenadante foi retirada e centrifugada a 1.500 rpm por 5 minutos. Para determinagdo da
concentragdo de glicose presente foi utilizado o kit bioquimico Glicose Liquiform®
(Labtest, Brasil), e as recomendagdes do fabricante foram seguidas. Foi adicionado 195
uL do reagente 1 em placa de 96 pocos e 5 pL. do sobrenadante retirado dos grupos
avaliados foram acrescentados, o padrdo de calibracio do teste foi realizado nas mesmas
condi¢cdes. Em seguida as amostras foram colocadas em banho maria a 37°C por 10
minutos e entdo lidas em espectrofotometro (Beckman Coulter Microplate Reader DTX
880) em absorbancia de 450 nm.

Os dados foram analisados a partir da média + desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre
os grupos, os dados foram comparados por 2way ANOVA seguida por pds-teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o programa estatistico

GraphPad Prism® 5.1.

4.10.3 Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)

Para averiguar a atividade da lactato desidrogenase (LDH), apds 24 horas de
aderéncia celular das linhagens celulares em monocamadas e em esferas tridimensionais,
o meio foi retirado e os pocos foram lavados com PBS 1x, posteriormente, foi
acrescentado aos pogos meios DMEM com diferentes concentracdes de glicose (25, 5,5,
e 0,5 mM) e a placa foi incubada por 24 horas. Em seguida, os meios foram retirados e as
células lavadas com PBS Ix, ocorreu entdo a desagregagdo celular com auxilio de
tripsina-EDTA (0,25%) por 5 minutos. Entdo, a atividade enzimatica foi inativada com a

adicdo de meio completo e a suspensao celular foi centrifugada (Universal 320 R) a 1.500
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rpm/5 minutos. O pellet foi ressuspendido em 100 pL de PBS 1x e a concentragdo de
células viaveis foi mensurada com auxilio do corante azul de tripan (0,4%), como descrito
anteriormente. Um total estimado em 2x10* células vidveis foi transferida para outro tubo
e centrifugada, o pellet foi entdo ressuspendido em 80 puL de uma solugdo com PBS
Ix/Triton X-100 durante 45 minutos em estufa de CO2 a 370C para permeabilizagdo
celular. Em sequéncia, as amostras foram centrifugadas e 20 pL do sobrenadante foi
retirado para mensurar a atividade enzimadtica utilizando o kit bioquimico LDH
Liquiform® (Labtest, Brasil), seguindo as recomendag¢des do fabricante. Em placa de 96
pogcos foram acrescentados 200 pL da solucdo trabalho, formada por reagente 1 e reagente
2 (4:1), e em seguida 20uL de amostra foi adicionado aos pogos e a placa foi entdo
incubada em estufa de CO» por 1 minuto. Posteriormente, a absorbancia (340 nm) foi
mensurada em leitor de placas (Beckman Coulter Microplate Reader DTX 880), leitura 1
(A1), e ap6s dois minutos a leitura foi realizada novamente, leitura 2 (A2), utilizando os
mesmos parametros.

Os resultados de atividade enzimatica de LDH (U/L) foram entdo normalizados
por transformacdo em percentual, tendo as amostras correspondentes a alta concentragdo
de glicose (25 mM) como 100%. Assim, os dados foram analisados a partir da média +
desvio padrao da média de 3 experimentos independes. Para verificar a ocorréncia de
diferenca significativa entre os grupos, os dados foram comparados por 2way ANOVA
seguida por pos-teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05)

utilizando o programa estatistico GraphPad Prism® 5.1.

4.10.4 Ensaio de citotoxicidade por exclusio com azul de tripan

Apos a aderéncia celular, o meio foi retirado e as células foram lavadas com PBS
1x, em seguida, o meio DMEM com diferentes concentracdes de glicose (25, 5,5 ¢ 0,5
mM) foram adicionados por 24 horas. Apds, os meios foram retirados, as células foram
lavadas com PBS Ix e tripisinizadas com tripsina-EDTA (0,25%) por 5 minutos. Em
seguida, na suspensdo celular foi adicionado meio suplementado para inativagdo da
tripsina e a solugdo foi transferida para eppendorfs estéreis e centrifugados (Universal
320 R) a 1.500 rpm por 5 minutos. As células foram ressuspendidas em 100 pL de PBS
Ix e uma aliquota de 20 uL foi transferida para um novo tubo e o corante azul de tripan

(0,4%) foi adicionado a suspensdo, em seguida as células viaveis foram contadas com o



47

auxilio de uma camara de Neubauer em microscéopio optico invertido (Leica DMIL LED)
e a viabilidade celular foi estimada.

As células foram diferenciadas em vidveis e ndo viaveis, as viaveis com
citoplasma limpido e as ndo vidveis/mortas com citoplasma corado em azul.

Os dados foram analisados a partir da média + desvio padrao da média de 3
experimentos independes. Para verificar a ocorréncia de diferenga significativa entre os
grupos, os dados foram comparados por 2way ANOVA seguida por pos-teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05) utilizando o programa estatistico

GraphPad Prism® 5.1.

4.10.5 Quantificacido dos niveis intracelulares de ATP

As linhagens SKMEL-19, SKMEL-28, SKMEL-203 e MRC5 foram tratada com
22-HTG (0,6uM) e ROT (1uM) por 24 horas. Em seguida, os meios foram retirados e as
células lavadas com PBS 1x, ocorreu entdo a desagregagdo celular com auxilio de
tripsina-EDTA (0,25%) por 5 minutos. Entdo, a atividade enzimatica foi inativada com a
adi¢cdo de meio completo e a suspensdo celular foi centrifugada (Universal 320 R) a 1.500
rpm/5 minutos. O concentrado de células foi ressuspendido em 100uL de PBS Ix e a
concentragdo de células viaveis foi mensurada com auxilio do corante azul de tripan
(0,4%). Um total estimado em 2x104 células vidveis foi transferida para outro tubo e
centrifugada, o pellet foi entdo ressuspendido em 80uL de uma solugdo com PBS
Ix/Triton X-100 durante 45 minutos em estufa de CO2 a 37°C para permeabilizagdo
celular. Em sequéncia, as amostras foram centrifugadas e 20 pL do sobrenadante foi
retirado para mensurar a atividade enzimdtica utilizando o kit bioquimico LDH
Liquiform® (Labtest, Brasil), seguindo as recomendag¢des do fabricante. Em placa de 96
pogcos foram acrescentados 200 pL da solucdo trabalho, formada por reagente 1 e reagente
2 (4:1), e em seguida 20 pL de amostra foi adicionado aos pocos e a placa foi entdo
incubada em estufa de CO2 por 1 minuto. Posteriormente, a absorbancia (340 nm) foi
mensurada em leitor de placas (Beckman Coulter Microplate Reader DTX 880), leitura 1
(A1), e ap6s dois minutos a leitura foi realizada novamente, leitura 2 (A2), utilizando os

mesmos parametros (XIE et al., 2019).

4.11 Analise estatistica
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Os resultados de todos os ensaios foram expressos como média + desvio padrao
de trés experimentos independentes e analisados estatisticamente, usando o software
GraphPad Prism 6. Teste t student ou Andlise de Varidncia One-Way (ANOVA) seguido
pelo teste de Tukey (Multiple Comparison Test) ou ANOVA 2way seguido de Bonferroni
posttest serdo utilizados. Serdo considerados estatisticamente significativos os resultados

com *p < 0,05, frente aos controles.
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5 RESULTADOS

5.1 Triagem virtual

5.1.1 Predicao do alvo biolégico e dos parametros moleculares,
farmacocinéticos e toxicologicos.
Os alvos bioldgicos de 22-HTG, definidos pela predicdo in silico estdo

demostrados na tabela 1. Destaca-se a probabilidade elevada de interagdo com AKR1B10,
alcancando 98%. Esse ¢ um alvo molecular relevante, considerando o tipo celular
estudado. Os demais alvos moleculares preditos para 22-HTG sao HSF1, PTPN11, TLR9
e PTPN6, com probabilidade de interagao de 58%.

Tabela 1 - Substancia 22-THG demonstra elevada probabilidade de interagdo com os genes AKR1B. Ensaio
de predigao in silico dos alvos farmacoldgicos que sugere os possiveis genes que a substancia 22-HTG pode
ter como alvo terapéutico.

Alvo Cédigo Por Probabilidade
genético homologia (%)
Familia Aldo-ceto redutase 1 membro B10 AKRIB10 Sim 98
Familia Aldo-ceto redutase 1 membro B15 AKRIBI15 Sim 98
Aldose redutase AKRI1B1 Sim 98
Proteina 1 do fator de choque térmico HSF1 Nao 58
Receptor ndo tirosina-proteina fosfatase tipo 11 PTPN11 Nao 58
Receptor tipo toll 9 TLRY9 Nao 58
Receptor ndo tirosina-proteina fosfatase tipo 6 PTPN6 Sim 58
Proteina ndo caracterizada - Sim 58

Considerando os parametros farmacocinéticos estabelecidos para a substancia 22-
HTG (Tabela 2), foram analisados a penetracdo na barreira hematoencefalica, taxa de
absor¢ao em células Caco-2, absorcao intestinal humana, ligag@o as proteinas plasmaticas
¢ inibi¢ao de enzimas da familia CYP.

No estudo das propriedades farmacocinéticas, realizada através da triagem virtual
SwissADME, identificou que a 22-HTG apresenta baixo potencial de penetracdo na
barreira hematoencefalica (0,2598%). A absor¢do intestinal de 99,07% sugere que a

mesma pode ser absorvida adequadamente através das células intestinais.
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Os valores previstos para a permeabilidade da 22HTG na Caco-2 apresentam
absor¢dao moderada, 65,08nm/seg. E demonstram haver fortemente ligagdo as proteinas

plasmaticas, com valor de 95,40% de ligagao.

Tabela 2 - Substancia 22-THG demonstra baixa penetragdo na barreira hematoencefélica, elevada absor¢ao
intestinal e forte ligacdo com proteinas plasmaticas. Ensaio de predi¢do in silico dos pardmetros
farmacocinéticos que sugere a capacidade de estimar e prever caracteristicas importantes dos compostos
candidatos a farmacos relacionados a sua absor¢ao, distribuigdo, metabolismo e excre¢do no organismo.

Parametros Avaliados AdmetSAR SwissADME
Penetracdo na barreira hematoencefalica 0,2598% Néo
Permeabilidade em Caco-2 65,08 nm/seg i
Absorcéo intestinal 99,07% Alta
Ligacao as proteinas plasmaticas 95,40% Sim
Inibidor da OATP1B1 Sim i
Inibidor da OATP1B3 Sim )
Inibidor da OCT2 Sim )
Inibidor da BSEP Sim )
Inibidor da CYP2C19 Nao Nao
Inibidor da CYP2C9 Nao Sim
Inibidor da CYP2D6 N&o Nao
Inibidor da CYP3A4 N&o Sim
Substrato da CYP3A4 Sim i
Substrato da CYP2C9 N&o i
Substrato da CYP2D6 Nao i

Analise de pardmetros toxicologicos in silico estdo demonstrados na tabela 3. A
22-HTG nao apresenta efeitos toxicos indesejaveis, sendo sugerido como ndo
mutagénico, corroborando com o pardmetro de carcinogénicidade que foi de baixa
probabilidade. A toxicidade oral aguda foi III sugerindo que seja um composto

considerado nio toxico em absor¢ao oral.
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Tabela 3 - Substancia 22-THG demonstra baixa probabilidade de causar efeitos toxicos. Ensaio de predigao
in silico dos parametros toxicologicos in silico previstos no ADMET sugere a capacidade de estimar e
prever os efeitos toxicos de compostos candidatos a farmacos ou produtos quimicos. Fonte: Autoria propria
(2023).

Perfil previsto ADMET -

Classificagio Valor Probabilidade
Carcinogenicidade (binaria) - 1,0000
Carcinogenicidade (trinaria) N&o obrigatério 0,6183

Mutagénese de ames - 0,61

Hepatotoxicidade - 0,7
Toxicidade Oral Aguda (c) 11 0,5297
Ligacédo de aromatase + 0,7963

5.1.2 Ancoragem molecular

Foi construido para cada uma das enzimas, o grid box, para a realizacdo da
ancoragem molecular de acordo com as dimensdes dispostas no quadro 1, e por meio da
andlise do redocking utilizando o grid box elaborado.

Observou-se, através da analise do redocking, que o valor do RMSD, desvio entre
a posicao da molécula cocristalizada e a posi¢do do ligante, nos métodos desenvolvido
foi inferior a 2 A, levando em consideragdio a pose mais estavel do cluster mais populoso
e com menor energia de ligacdo, certificando, assim, um elevado grau de superposigdo e
orientacdo relativa da conformag¢do na estrutura cristalografica, corroborando com as

disposigdes utilizadas para as analises de ancoragem molecular.

Quadro 1 Substancia 22-THG apresenta elevado grau de sobreposi¢ao as estruturas cristalografada. A
analise pelo método de redocking utilizando o grid box elaborado in silico em triagem virtual sugere uma
avaliagdo mais precisa ¢ confidvel da interagdo entre um composto candidato a farmaco e seu alvo
molecular.

Enzimas Cédigo PDB | Dimensdes do grid | RMSA (A) Redocking
box
AKRIBI0 1ZUA 12x20x 18 0,8
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AKRI1B1 50U0 8x11x9 1,2

A 22-HTG apresentou uma energia de afinidade semelhante ao ligante original da
AKRI1BI10, o Tolrestate, porém nao apresentou uma energia de afinidade favoravel e nem
perfil de complementariedade em relacdo ao AKRIBI1. Os resultados dos valores de
energia de afinidade de ligacdo, tanto dos ligantes cristalizados quanto da 22-HTG, estao

dispostos na tabela 4.

Tabela 4 - Substancia 22-THG demonstra elevada probabilidade de interagdo com as enzimas AKR1B10 e
AKRI1BI. Ensaio de energia de interacao (Kcal/mol) entre compostos e enzimas avaliadas in silico sugere
uma avaliagdo do potencial de interagdo entre os compostos e as enzimas-alvo. Essa avaliagdo ¢ baseada

na energia de interacdo, que mede a estabilidade ¢ a forga da ligagdo entre o composto e a enzima.

AKR1B1 AKR1B10
Compostos
(PDB 50U0) (PDB 1ZUA)
22-HTG 17,6 -9,4
2-[5-(4-chlorophenyl)-3-methyl-1-oxidanylidene- -9,5 -
pyrimido[4,5-c]quinolin-2-ylJethanoic acid
Tolrestat - -9,4

A 22-HTG apresentou um perfil de complementariedade, baixa energia de ligag@o
e formagao de ligacdo de hidrogénio com os residuos de aminoécidos no sitio ativo, dos
seguintes alvos: AKR1B10 e AKR1B1. Na investigacao da ancoragem molecular aponta
elevada probabilidade de interacdo da 22-HTG com as enzimas AKR1B10 e observou-se
que ndo ha uma interacdo favordvel entre a substincia e os aminoacidos de AKR1BI

(Figura 9A e 9B).
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Figura 9 - Substancia 22-THG demonstra elevada probabilidade de interagdo com a enzima AKR1B10.
Analise de ancoragem molecular da 22-HTG com os alvos bioldgicos (A) AKR1B10 e (B) AKRIBI.
Ensaio de investigacdo da ancoragem molecular avalia a probabilidade de interagdo entre compostos e alvo,
sugere uma analise detalhada da forma como essas inscri¢des se encaixam e interagem entre si.

Na andlise da 22-HTG ancorada ao AKR1B10, observou-se uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo de aminoacido triptofano-112, bem como interagdes
hidrofobicas com os aminoécidos triptofao-220, glutamina-303 e wvalina-301,
comportamento similar ao observado com o Tolrestat, inibidor cocristalizado (Figura 10

A e B).
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Figura 10 - Substancia 22-THG demonstra ligagdes com a estrutura cristalina de AKRIB10 através de
ligagdes semelhantes Tolrestat. Posi¢ao de ancoragem 2D dos ligantes e suas interagdes de aminoacidos no
sitio ativo. Estrutura cristalina de AKR1B10 (PDB: 1ZUA) em complexo com (A) Tolrestat e (B) 22-HTG.

5.2 Analise de citotoxicidade por Alamar Blue

Para andlise de citotoxicidade foi utilizado o método do Alamar Blue, apo6s 72
horas de tratamento com o fdrmaco 22-HTG foi observado alto potencial antitumoral
contra as células de melanoma SKMEL 19 (ICso 1,17 uM), SKMEL 28 (ICs0 1,90 uM) e
SKMEL 103 (ICso 1,24 uM). O farmaco apresentou citotoxicidade na concentragao de
2,24 uM na linhagem normal MRC-5, apresentando um indice de seletividade variando
de 1,18 até 1,91 quando comparado a sua a¢ao nas células tumorais, ou seja, sendo duas
vezes mais seletivo na linhagem mais sensivel ao tratamento SKMEL 19. O
quimioterdpico Doxorrubicina, apresentou concentragdes citotoxicas menores que o 22-
HTG, entretanto apresenta alta toxicidade na célula normal, com baixo indice de

seletividade, como apresentado na tabela 5 abaixo.

Tabela 5 - Farmaco 22-THG demonstra alto potencial citotoxico e seletivo em linhagens de melanoma. As
linhagens de melanoma SKMEL 19, SKMEL 28 ¢ SKMEL 103, assim como, a linhagem normal MRC-5
foram tratadas com o fArmaco 22-HTG e Doxorrubicina por 72 horas, apos isso, foi adicionado o composto
Alamar blue e a concentragdo de inibicdo de 50% do crescimento celular (Clso) foi mensurada por
fluorescéncia.

22-HTG

: indice de Doxorrubicina indice de seletividade
Linhagem ICs (M) SIB i Gl 224 ICs0 (M) Doxorrubicina/MRC-5
(IC 95%) HTG/MRC-5 (IC 95%)
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SKMEL 19 (0’8}"_11 o 1.91 (0,22’?3’ 0 0.88

SKMEL28 | 4;9(2’ i) 1,18 (0’32’?8’ 0 0.81

SKMEL 103 (1’0;_2‘1" 50 1,82 (0’3(6)’_53’80) 0,54
MRC-3 (1,6§ 2 Z3t,06) - (0,23? ’—2%,36) -

5.3 Formacao dos esferoides tridimensionais

5.3.1 Acompanhamento das culturas e analises morfologicas

Inicialmente, as células estavam espalhadas pelo fundo dos micropogos. No
entanto, houve uma tendéncia dessas células se agregarem em direcdo ao centro,
resultando em uma érea reduzida de ocupacdo inicial. No dia 5, tanto as células de
melanoma quanto de fibroblastos exibiram a formacdo de agregados celulares bem
estabelecidos dentro dos micropocos. Uma vez formados esses agregados, a reducdo
inicial de 4rea comecou a se inverter e os esferdides bem definidos comecaram a aumentar
de tamanho, conforme ilustrado (Figuras 11A, 12A, 13A, 14A) categorizados por tipos

de células.

5.3.2 Geracao e caracterizacio dos microtecidos de melanoma e fibroblasto
humano

As células de melanoma (SK-MEL-19, SK-MEL-28, SK-MEL-103) e fibroblasto
humano (MRC5) foram tripsinizadas na garrafa de cultivo e inseridas no micromolde.
As figuras 11A, 12A e 13A mostram uma imagem representativa dos microtecidos no

micromolde em diferentes dias: 5, 10, 15 e 18 de crescimento celular apos a semeadura

de células, nas concentragoes 50x104, 100x10% ¢ 150x104, evidenciando no dia 5
esferoides claramente delineados. Os esferdides de células cancerigenas possuem a
mesma aparéncia geral e tamanho que os esferdides produzidos a partir de células ndo
cancerigenas (Figura 14A).

As figuras 11 (B,C,DeE),12(B,C,DeE),13(B,C,DeE)e 14 (B,C,DeE)
mostram graficos referentes ao diametro, esfericidade, circularidade e solidez das

linhagens quando cultivada em esferdides. O eixo X ¢ referente aos dias de cultivo dos
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esferdides e o eixo Y ao parametro avaliado. O didmetro de feret foi obtido através da
comparagdo dos tamanhos dos esferdides pelas imagens obtidas em microscopio
invertido. A Esfericidade e a Circularidade s3o a representagdo do quanto o esferdide
medido se aproxima de uma estrutura circular, em valores proximos de 1, ou de uma
estrutura em elipse, valores mais distantes de um. A solidez representa o quao regular ¢ a
estrutura do perimetro dos esferdides, sendo valores mais proximos de 1 considerados
regulares e mais distantes de 1 mais irregulares.

Os melanomas da linhagem SK-MEL19 (figura 11A) formaram agregados que se

mantiveram regulares no dia 5 e 10 de cultivo na concentragdo 100x10% sendo possivel
observar que nessa concentragao de células até mesmo nos dias 15 e 18 o formato esférico

estd mais regular que nas demais concentracdes.
A

Dia 10 Dia 15 Dia 18

r

Skmel 19
S0x10*

Skmel 19
100x10*

Skmel 19
150x10*

Figura 11A - Linhagem de células SKMEL-19 quando cultivadas em esferdides se mantem mais regular
no quinto dia de cultivo, na concentragdio 100x10%. Fotografia representativa da proliferagio dos

4 4 4
microtecidos nas concentragdes 50x10 células por chip, 100x10 células por chip e 150x10 células por
chip, nos dias 5, 10, 15 e 18 de cultivo respectivamente. As imagens foram obtidas através do uso de um
microscopio de contraste de fase invertido. Fonte: Imagem elaborada pelo autor.

Além disso, a caracterizagdo morfoldgica do cultivo dessa linhagem mostrou o

que pode ser percebido visualmente, isto €, que, de forma geral, seu crescimento foi
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regular e o formato de esfera se manteve mais homogéneo e prolongado no dia 5, na

~ 4 . ‘1 ~ ‘n
concentragdo 100x10 células por chip. A andlise em relagdo ao didmetro de Feret
mostrou, que seu crescimento foi crescente nessa concentragao de células, como mostram

os graficos da figura 11 B, C, D, E, abaixo.
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Figura 11 B, C, D, E — Imagens de graficos referentes ao didmetrode faret, circularidade, esfericidade e
solidez mostra que a linhagem de células SKMEL-19 quando cultivadas em esferdides mantem mais
adequada no dia 5, na concentragdo 100x104. Fotografia representativa da proliferagdo dos microtecidos

nas concentragdes 50x10% células por chip, 100x10% células por chip e 150x10% células por chip, nos dias
5, 10 e 15 de cultivo respectivamente. As imagens foram obtidas através do uso de um microscopio de
contraste de fase invertido.
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As imagens da figura 12A, abaixo, mostram a progressao do cultivo dos esferoides
4 4
de SK-MEL-28 nos dias 5, 10, 15 e 18 de cultivo nas concentra¢des de 50x10 , 100x10

4
e 150x10 células/chip. Foram encontradas evidentes diferencas entre os dias de cultivo

e as concentragdes utilizadas, de modo que os agregados celulares se mantiveram

regulares no dia 5 de cultivo na concentragao 100x10" sendo possivel observar que nessa
concentragdo de células que nos dias 15 e 18m diferente do que acontece na SK-MEL19
nenhuma das concentragdes apresenta formato esférico mais regular.

No dia 10 de cultivo nas trés concentracdes células/chip testadas observa-se que
as microesferas ja apresentam bordas irregulares, sendo portanto, escolhido o quinto dia

de cultivo pra a realizagdo dos proximos testes.

A
Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 18
V ‘ 4 V- ‘ )

Skmel 28 , r

50x10* 3 A ¥
Skmel 28

100x10*

Skmel 28

150x10*

Figura 12 A — A Linhagem de células SK-MEL28 quando cultivadas em esferdides se mantem mais regular
no quinto dia de cultivo, na concentracdo 50x104. Fotografia representativa da proliferagdo dos

microtecidos nas concentragdes 50x10% células por chip, 100x10% células por chip e 150x10% células por
chip, nos dias 5, 10, 15 e 18 de cultivo respectivamente. As imagens foram obtidas através do uso de um
microscopio de contraste de fase invertido.

O resultado da caracterizagdo morfoldgica do cultivo dessa linhagem corrobora

com o que pode ser percebido visualmente, isto ¢, que, de forma geral, seu crescimento
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foi irregular e o formato de esfera ndo se manteve homogéneo e prolongado nos demais

dias, apenas no dia 5, na concentracdo e de forma mais esférica na concentracao 50x10%

células por chip. A andlise em relagdo ao diametro de Feret mostrou, que seu crescimento

foi bastante varidvel na concentragao 150x10% e muito linear na concentragao 100x10%

de células, como mostram os graficos da figura 12 B, C, D, E, abaixo.

B
Skmel 28
20001
- -+ 50x10% cél/mL
£ 1500- = 100x10? célmL
' -+ 150x10* cél/mL
©
E 1000+
°
=
‘@ 500+
(]
o T T 1 1
5 10 15 20
Dias
C
Skmel28
0.80- ,
- 50x104 cél/mL
P 0.75+ = 100x10* cél/mL
('] 4 .
S 0.70- =+ 150x10" cél/mL
S
3 0.65-
=
Q
0.60-
0.551— : T ,
: 10 15 20

Dias



62

Skmel 28
1.0-

-+ 50x10* cél/mL
® 0.9- = 100x10* cél/mL
T
s I -+ 150x10% cél/mL
S 0.8-

D
1]
w o.74
0.6 T T 1 1
5 10 15 20
Dias
Skmel 28
1.00-
-+ 50x10% cél/mL
0.95- = 100x10* cél/mL

-+ 150x10* cél/mL

o
@
o

1 I 1

5 10 15 20
Dias

Figura 12 B, C, D, E —Linhagem de células SKMEL-28 quando cultivadas em esferoides mantem
diametro, circularidade, esfericidade e solidez mais adequada no dia 5, na concentragao 50x104. Fotografia

representativa da proliferacdo dos microtecidos nas concentragdes 50x10% células por chip, 100x10%

células por chip e 150x10% células por chip, nos dias 5, 10 e 15 de cultivo respectivamente. As imagens
foram obtidas através do uso de um microscépio de contraste de fase invertido.
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Os melanomas da linhagem SK-MEL103, figura 13A, formaram agregados que

se mantiveram regulares no dia 5 na concentracao 100x10% sendo possivel observar que
em todas as concentragdo de células a partir do dia 10 as células das bordas dos esferoides

j4 comecgam a se desagregar do centro do microtecido, nos dias 15 e 18 o formato ja ndo

esta mais esférico nas concentragdes 50x10% e 150x104.

A

Skmel 103
50x10*

Skmel 103
100x10*

Skmel 103
150x10*

Figura 13 A — A Linhagem de células SKMEL-103 quando cultivadas em esferoides se mantem mais
regular no quinto dia de cultivo, na concentragdo 100x104.Fotografia representativa da proliferacdo dos

4 4 4
microtecidos nas concentragdes 50x10 células por chip, 100x10 células por chip e 150x10 células por
chip, nos dias 5, 10, 15 ¢ 18 de cultivo respectivamente. As imagens foram obtidas através do uso de um
microscopio de contraste de fase invertido.

A analise morfologica do cultivo dessa linhagem evidencia a concordancia com a
observag¢ao visual, indicando que, de maneira geral, nos dias 5 e 10 houve um crescimento

regular e a forma esférica se manteve de maneira uniforme. No dia 5, na concentracdo

4 . , . . . ~
100x10 células por chip os grafico apontam maior uniformidade entre os parametros

analisados. A andlise em relacdo a circularidade e esfericidade mostrou que seu
. . s . 4 4 )
crescimento foi bastante varidvel na concentracdo 50x10 e 150x10 e linear na

concentragao lOOxlO4 de células, como mostram os graficos da figura 13 B, C, D, E,

abaixo.
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Figura 13 B, C, D, E — Linhagem de células SKMEL-103 quando cultivadas em esferéides mantem
diametro, circularidade, esfericidade e solidez mais adequada no dia 5, na concentragdo 100x104.

Fotografia representativa da proliferagdo dos microtecidos nas concentragdes 50x10% células por chip,

100x10% células por chip e 150x104 células por chip, nos dias 5, 10 e 15 de cultivo respectivamente. As
imagens foram obtidas através do uso de um microscopio de contraste de fase invertido.
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Os fibroblastos da linhagem MRC-5 formaram agregados que se mantiveram
irregulares durante todo o periodo de cultivo nas concentragdes 100x10" e 150x104, se

. : . 4 L
mantendo com formato esférico e mais regular na concentracdo 50x10 , principalmente

no dia 5 de cultivo. A figura 14 A mostra o acompanhamento do cultivo nas concentragdes

de 50x104, 100)(104 e 150X104células/chip nos dias 5, 10, 15 e 18 de crescimento celular.

A

Dia 5 Dia 10

Dia 15 Dia 18

MRC5
150x10*

4

Figura 14 A — A Linhagem de células MRCS5 quando cultivadas em esferoides se mantem mais regular no
quinto dia de cultivo, na concentragdo 50x104. Fotografia representativa da proliferagdo dos microtecidos

nas concentragdes 50x10% células por chip, 100x10% células por chip e 150x10% células por chip, nos dias
5, 10, 15 e 18 de cultivo respectivamente. As imagens foram obtidas através do uso de um microscopio de
contraste de fase invertido.

A andlise morfoldgica do cultivo dessa linhagem revelou o que pode ser observado

visualmente, ou seja, que, de maneira geral, houve um crescimento irregular nas
concentragdes 100x10" e 150x10". Os graficos (figura 14 B, C, D, E) apontam maior

. o : : . 4
regularidade e linearidade no crescimento dos esferoides na concentragdo 50x10

células/chip.
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Figura 14 B, C, D, E — Linhagem de células MRCS5 quando cultivadas em esferdide mantem didmetro,
circularidade, esfericidade e solidez mais adequada no dia 5, na concentragdo 50x10* Fotografia

4 4
representativa da proliferacao dos microtecidos nas concentragdes 50x10 células por chip, 100x10 células

4
por chip e 150x10 células por chip, nos dias 5, 10 e 15 de cultivo respectivamente. As imagens foram
obtidas através do uso de um microscopio de contraste de fase invertido.
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Dadas as melhores caracteristicas de cultivo, foi a escolhida para seguir com o

restante dos experimentos, isto €, andlises de viabilidade e os testes de metabolismo sob
acdo do 22-HTG a concentragao 100x10" células por chip para célula SKMEL-19, 50x10°
células por chip para célula SKMEL-28, 100x10" células por chip para célula SKMEL-

103 e 50x10" células por chip para célula MRCS5. O dia 5 foi considerado como limite
para o cultivo, tendo em vista que a partir do dia 10, as bordas dos esferoides ja comegam
a se desagregar do centro do microtecido, e nos dias 15 e 18 seria inviavel pois os
microtecidos j& crescem de forma exacerbada e perdem a esfericidade nas bordas, sendo

caracterizada pela irregularidade no formato e aumento de tamanho.

5.4 Metabolismo celular em esferoides

5.4.1 A diferenca na concentra¢io de glicose altera a viabilidade, captacgio
de glicose e a atividade da enzima LDH nas linhagens de melanoma 2D

Com o objetivo de avaliar as diferencgas no fenoétipo tumoral entre as linhagens
estudadas, as mesmas foram cultivadas em meio com diferentes concentracdes de glicose
(25, 5.5 ¢ 0,5 mM) e os parametros de viabilidade, atividade da enzima LDH e consumo
de glicose (para os meios com 25 e 5,5 mM de glicose) foram avaliados (Figura 15).

Como visualizado na figura 15, quando comparado as linhagens cultivadas em
meio padrao de glicose (25 mM), apenas a linhagem de melanoma SKMEL 28
demonstrou diminui¢do na viabilidade quando cultivada a 5,5 mM (p<0,0001).
Entretanto, quando cultivado em meio com escassez de glicose (0,5 mM), tanto a
linhagem normal MRC-5 e a linhagem de melanoma SKMEL 28 demonstraram
sensibilidade a falta do nutriente, com redug¢do de aproximadamente 51% e 45% na
viabilidade, respectivamente (Figura 15A).

Também foi mensurada a atividade da enzima LDH nas diferentes linhagens
quando cultivadas em meios com diferentes concentragdes de glicose (Figura 15B).
Apenas a linhagem SKMEL 103 apresentou aumento significativo na atividade da enzima
quando cultivada em meio a 5,5 mM quando comparada as linhagens cultivadas em meio
padrdo de glicose (25m M) (p<0,05). Em meio com escassez de glicose (meio com 0,5
mM), as linhagens MRC-5, SKMEL 28 e SKMEL 103 apresentaram aumento
significativo na atividade enzimatica.

Em relagdo ao perfil de consumo de glicose, a captacdo do nutriente pelas

linhagens de melanoma foi comparada com o perfil da linhagem normal MRC-5 quando
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cultivadas em 25 e 5,5 mM de glicose. Todas as linhagens de melanoma demonstraram
consumo significativo (p<0,001) quando comparada a linhagem normal nos dois meios
de cultivo, tendo a linhagem SKMEL 103 um maior consumo no meio com 5,5 mM de

glicose (Figura 15C).
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Figura 15 - Diferencas na concentracao de glicose levam a alteragdes viabilidade celular, atividade de LDH
e na captagdo de glicose em linhagens de melanoma. A) Média de viabilidade celular em diferentes
condi¢des de cultivo pelo método de exclusdo por azul de Tripan. B) A captagdo de glicose foi estimada
pela concentracao de glicose (mg/dL) que permaneceu no meio de cultura. C) A atividade de LDH foi
determinada apds 24 h de exposig@o aos diferentes meios de cultivo. A atividade enzimatica das células
cultivadas em meio com 25 mM de glicose foi definida como 100%. Os dados sdo apresentados como a
média = SD de trés experimentos independentes, a analise estatistica foi realizada com 2way ANOVA
seguida pelo pos-teste de Bonferroni. Diferencas significativas: *p < 0,05, **p < 0,001, ***p <0,0001.

5.4.2 Concentracdo de ATP em modelo 2D

Para verificar se o tratamento com o farmaco 22-HTG levava alteracdo na
produ¢do de ATP nas linhagens tumorais, foi analisado a concentracio de ATP
intracelular ap6s 24 horas de tratamento. Os resultados demonstraram que houve
diminui¢do significativa na concentracdo de ATP nas linhagens tumorais SKMEL 28 ¢

SKMEL103 (Figura 16).

Glicose (mM)
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Figura 16 - 22-HTG diminui a concentragdes de ATP nas linhagens de melanoma maligno SKMEL 28 e
SKMEL 103. As linhagens de melanoma A) SKMEL 19 e B) SKMEL 28 e C) SKMEL 103foram tratadas
com 22-HTG por 24 horas e depois a concentragdo intracelular de ATP foi mensurada. As barras
representam a média = desvio padrao da média de 3 experimentos independentes. ***p<0,0001 comparado
com células sem tratamento (CN) por lway ANOVA seguida de teste de Bonferroni, com nivel de
significancia de 95% (p<0,05). 22-HTG= 22B-Hidroxitingenona, CN= Controle Negativo; ROT=
Rotenona.

5.4.3 Avaliacao de viabilidade e morte celular em modelo 2D

Para visualizar os efeitos do 22-HTG no metabolismo celular das linhagens de
melanoma seria necessario avaliar a agdo em um tempo ndo citotoxico, dessa forma as
linhagens foram tratadas com 22-HTG com suas respectivas Clso durante 24 horas, e
entdo foi utilizado o corante intracelular Azul de Tripan. Baseado nos achados, foi
verificado que em 24 horas a substancia 22-HTG ndo alterava a viabilidade celular das
linhagens quando comparado ao grupo nao tratado, o controle negativo (CN), como
visualizado na figura 17, dessa forma para os posteriores estudos metabolicos as

linhagens foram tratadas com as suas respectivas Clso durante 24 horas.
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Figura 17 - 22-HTG nio leva a redugio na viabilidade celular em 24 horas de tratamento. As linhagens de
melanoma A) SKMEL 19, B) SKMEL 28 e C) SKMEL 103, assim como a linhagem normal D) MRC-5
foram tratadas com 22-HTG por 24 horas e depois a viabilidade celular foi avaliada pelo método Azul de
Tripan. As barras representam a média + desvio padrdo da média de 3 experimentos independentes.
**p<0,001, ***p<0,0001 comparado com células sem tratamento (CN) por lway ANOVA seguida de teste
de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). 22-HTG= 22f- Hidroxitingenona; CN=
Controle Negativo; ROT= Rotenona.

5.4.4 Avaliacao de viabilidade e morte celular em modelo 3D

Apos a padronizagdo do nimero de células e do tempo de cultivo, seguiram as
andlises utilizando o 22-HTG para verificar seu potencial citotoxico no modelo 3D. Dessa
forma, foram avaliadas as concentra¢des de 0,6 e 1,2 uM nas linhagens de melanoma e
de 1,1 e 2,25 uM na linhagem normal. Como visualizado na figura 18, apenas as maiores
concentragdes de 22-HTG levaram a reducao significativa na viabilidade e a morte celular

de forma acentuada, caracterizada pela marcagdo com iodeto de propidio.
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Figura 18 - 22-HTG diminui a viabilidade e leva a morte celular em modelo 3D de melanoma maligno. As
linhagens de melanoma A) SKMEL 19 e B) SKMEL 28, C) SKMEL 103 ¢ D) MRC-5 foram cultivadas
em forma de esferoides apos a padronizagdo do modelo 3D, e entdo tratadas com 22-HTG por 24 horas.
Apbs o tratamento, foram realizados os ensaios de Alamar Blue para defini¢@o da citotoxicidade e também
foi realizada a analise por microscopia de fluorescéncia com Brometo de Etidio e Laranja de Acridina
(BE/LA) para analise de morte celular. As barras representam a média + desvio padrdo da média de 3
experimentos independentes. ***p<0,0001 comparado com células sem tratamento (CN) por lway
ANOVA seguida de teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). 22-HTG= 22§-
Hidroxitingenona; CN= Controle Negativo.
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5.4.5 Avaliacao da atividade de LDH em modelo 2D

Para verificar o efeito na modulagdo do metabolismo ocasionada pelo 22-HTG foi
realizada a avaliagdo da atividade intrinseca da enzima LDH apos 24 horas de tratamento
com o farmaco. De acordo com as andlises, foi verificado que a substancia 22-HTG leva
a redugdo na atividade enzimatica da enzima LDH de forma significativa nas linhagens
SKMEL 28 e SKMEL 103, sem levar a alteracdes na atividade intrinseca da enzima nas

linhagens SKMEL 19 e MRC-5 (Figura 19).
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Figura 19 - 22-HTG altera a atividade enzimatica de LDH em linhagens de melanoma. As linhagens de
melanoma A) SKMEL 19, B) SKMEL 28 e C) SKMEL 103, assim como a linhagem normal D) MRC-5
foram tratadas com 22-HTG por 24 horas e depois a atividade da enzima LDH foi mensurada. As barras
representam a média + desvio padrdo da média de 3 experimentos independentes. *p<0,05, **p<0,001,
**%p<0,0001 comparado com células sem tratamento (CN) por 1way ANOVA seguida de teste de
Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). 22-HTG= 22p3-Hidroxitingenona; CN= Controle
Negativo; ROT= Rotenona.

5.4.6 Avaliacao da atividade de LDH em modelo 3D

A partir dos dados de citotoxidade, foi buscado avaliar o potencial modulador do
metabolismo no modelo 3D, para isso foi utilizada uma concentragdo ndo citotoxica de
22-HTG nos modelos avaliados. Em relagdo a atividade de LDH, foi observado que a

substancia 22-HTG levou a diminui¢do na atividade da enzima nas linhagem SKMEL
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28 e SKMEL 103, enquanto levou aumento na atividade na linhagem SKMEL 19 e ndo
alterou o perfil de atividade da enzima na linhagem MRC-5 (Figura 20).
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Figura 20 - 22-HTG altera a atividade enzimatica de LDH em linhagens de melanoma no modelo 3D. As
linhagens de melanoma A) SKMEL 19, B) SKMEL 28 e C) SKMEL 103, assim como a linhagem normal
D) MRC-5 foram tratadas com 22-HTG por 24 horas em concentragdes ndo citotoxicas e depois a atividade
da enzima LDH foi mensurada. As barras representam a média + desvio padrao da média de 3 experimentos
independentes. *p<0,05, **p<0,001, ***p<0,0001 comparado com o controle negativo (CN) por 1way
ANOVA seguida de teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95% (p<0,05). 22-HTG= 22§-
Hidroxitingenona; CN= Controle Negativo; ROT= Rotenona.

5.4.7 LDH e 22-HTG In silico

Foi realizado um estudo de Dockin molecular para avaliar a interagdo entre 22-
HTG e o modelo computacional do LDH. Os resultados revelaram uma forte interagao
entre o composto 22-HTG e o sitio ativo do LDH, indicando um potencial efeito inibitdrio
do 22-HTG sobre a atividade enzimatica do LDH. Sugerem que o 22-HTG pode ser um
candidato promissor para o desenvolvimento e novos agentes inibidores da LDH com

potencial aplicagdo terapéutica contra o cancer.
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Figura 21 - 22-HTG interage com a enzimatica computacional de LDH. A analise pelo método de docking
molecular utilizando o grid box elaborado in silico em triagem virtual sugere uma avaliagdo mais precisa e
confiavel da interagdo entre um composto candidato a firmaco e seu alvo molecular.

5.4.8 Captacao de glicose em modelo 2D

Em seguida foi realizada a mensuragdo da glicose restante no sobrenadante ap6s
o tratamento com o farmaco 22-HTG por 24 horas. Como visualizado na figura 22, a
substancia 22-HTG so6 levou a diminui¢do de forma significativa na captacao de glicose,
ou seja, aumentou a glicose presente no meio apds o tratamento, nas linhagens tumorais
SKMEL 28 e SKMEL 103. Os niveis de glicose nas linhagens SKMEL 19 ¢ MRC-5

permaneceu constante mesmo apos o tratamento com o farmaco.
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Figura 22 - 22-HTG altera a captac@o de glicose nas linhagens de melanoma SKMEL 28 e SKMEL 103.
As linhagens de melanoma A) SKMEL 19, B) SKMEL 28 e C) SKMEL 103, assim como a linhagem
normal D) MRC-5 foram tratadas com 22-HTG por 24 horas e depois a concentragdo de glicose
remanescente no sobrenadante foi mensurada por absorbancia. As barras representam a média + desvio
padrao da média de 3 experimentos independentes. **p<0,001, ***p<0,0001 comparado com células sem
tratamento (CN) por 1way ANOVA seguida de teste de Bonferroni, com nivel de significancia de 95%
(p<0,05). 22-HTG= 22B-Hidroxitingenona; CN= Controle Negativo; ROT= Rotenona.

5.4.9 Avaliaciao da captacio de glicose em modelo 3D

Em seguida foi avaliado a capacidade da substancia 22-HTG alterar o perfil de
captacdo de glicose das linhagens estudadas também no modelo 3D. Como visualizado
na figura 23, a substancia levou aumento na concentragdo de glicose presente no meio
extracelular apenas nas linhagens SKMEL 28 e SKMEL 103, indicando que houve uma
diminui¢do na captacdo de glicose por essas linhagens apds 24 horas de tratamento com

a substancia.
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Figura 23 - 22-HTG altera a captacdo de glicose nas linhagens de melanoma SKMEL 28 e SKMEL 103.
As linhagens de melanoma A) SKMEL 19, B) SKMEL 28 e C) SKMEL 103, assim como a linhagem
normal D) MRC-5 foram cultivadas em modelo de esferoide 3D e depois tratadas com 22-HTG por 24
horas, sem seguida foi mensurada a concentragdo de glicose remanescente no sobrenadante por
absorbancia. As barras representam a média + desvio padrdo da média de 3 experimentos independentes.
*p<0,05 comparado com células sem tratamento (CN) por 1way ANOVA seguida de teste de Bonferroni,
com nivel de significancia de 95% (p<0,05). 22-HTG= 22B-Hidroxitingenona; CN= Controle Negativo;
ROT= Rotenona.

5.4.10 Glicose e 22-HTG In silico

Foi realizado um estudo de Dockin molecular para avaliar a interagdo entre 22-
HTG e o modelo computacional da Glicose, mostrando interagdo da substancia com a
proteina tirosina fosfatase, que pode atuar como um regulador negativo dessa via,
inibindo a sinalizagdo de glicose.

A proteina tirosina fosfatase desempenha um papel crucial na regulacdo do
metabolismo da glicose e na sinalizacdo intracelular relacionada a glicose. A
compreensdo dessa relacdo ¢ importante para o desenvolvimento de terapias e

intervengdes direcionadas ao metabolismo da glicose em condi¢des como diabetes e

cancer.
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Figura 24 - 22-HTG interage com o modelo computacional da proteina tirosina fosfatase. A analise pelo
método de docking molecular utilizando o grid box elaborado in silico em triagem virtual sugere uma
avaliagdo mais precisa ¢ confidvel da interagdo entre um composto candidato a farmaco e seu alvo

molecular.
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6. DISCUSSAO

A descoberta e o desenvolvimento de produtos naturais com propriedades
anticancer tém despertado grande interesse na comunidade cientifica. Entre esses
produtos, os triterpenos do género Salacia tém sido amplamente estudados devido as suas
atividades bioldgicas promissoras (KIM et al., 2011; WANG et al., 2016; YADAV et al.,
2010). Entre os triterpenos, destaca-se a 223-Hidroxitingenona, um composto encontrado
em algumas espécies de plantas do género Salacia (RODRIGUES, et al., 2019).

O uso de técnicas computacionais, como o dockin molecular in silico, tem se
mostrado promissor para prever a interagdo entre moléculas candidatas a farmacos e seus
alvos terapéuticos (BULTUM et al., 2022; KATSILA et al., 2016). Vérios estudos tém
explorado o dockin molecular in silico para prever a farmacocinética de compostos e
otimizar o design de farmacos (WU et al., 2020). Por exemplo, KUMAR et al. (2018)
utilizaram o dockin molecular in silico para avaliar a afinidade de ligagdo de um composto
candidato a inibidores enzimaticos.

Outro estudo realizado por El-Saadi e colaboradores em 2015 aplicou o dockin
molecular in silico para prever a farmacocinética de um candidato a firmaco, levando em
considera¢do parametros como a solubilidade, a permeabilidade celular e o metabolismo
hepatico. A analise de docking molecular realizada em nosso estudo também abrangeu
todos esses parametros, revelando que ha afinidade de ligagdo com composto candidatos
a inibidores enzimaticos AKR1B1 e AKR1B10. Além disso, foram testadas propriedades
farmacocinéticas do 22-HTG, indicando baixa capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica, alta absor¢do intestinal com boa permeabilidade em células Caco-2 e
alta proteina de ligagdo a proteinas plasmaticas.

A abordagem de docking molecular in silico tem sido amplamente utilizada para
prever interagdes entre moléculas e alvos metabolicos, como as enzimas AKRI1BI1 e
AKRI1B10. Essas enzimas estdo envolvidas em processos metabodlicos e tém sido alvo de
interesse na busca por compostos que possam modular sua atividade (BANERJEE, 2021;
RUIZ et al., 2017). Um exemplo promissor nesse contexto ¢ a 22p-Hidroxitingenona,
uma substancia que em nosso estudo aparece como possivel inibidor dessas enzimas.

Um estudo realizado por Khan e colaboradores (2018) e outro realizado por
Dwivedi e colaboradores (2021) utilizou técnicas de docking molecular in silico para
identificar compostos que apresentam afinidade e interagem de forma seletiva com a

enzima AKR1B1. Através dessa abordagem, foram identificados potenciais inibidores da
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AKRIBI, que poderiam ter aplica¢des terapéuticas no tratamento do diabetes e de
complicagdes associadas, como retinopatia e neuropatia diabéticas. Os resultados obtidos
sugeriram que o docking molecular pode ser uma estratégia eficiente para a identificacdo
de compostos com potencial atividade inibitéria contra alvos metabolicos, como a
AKRI1BI.

Outro estudo conduzido por Ruiz e colaboradores (2017) investigou os possiveis
inibidores da enzima AKR1B10 usando a abordagem de docking molecular. A AKR1B10
tem sido associada ao desenvolvimento e progressao de varios tipos de cancer, tornando-
a um alvo potencial para terapias anticancer. Os resultados mostraram que certos
compostos demonstraram uma forte interagdo com a AKR1B10, sugerindo sua potencial
atividade inibitoria. Esses achados destacam a importancia do docking molecular na
identificacdo de compostos que possam modular a atividade metabolica da AKR1B10
como estratégia para o desenvolvimento de terapias direcionadas ao cancer.

O docking molecular in silico tem se mostrado uma abordagem promissora na
identificacdo e predi¢do de alvos metabdlicos, como as enzimas AKR1B1 e AKR1B10.
Nossos resultados corroboram com os estudos mencionados que demonstram a aplicacdo
bem-sucedida dessa técnica na identificagdo de potenciais inibidores e na sele¢do de
compostos com atividade farmacoldgica direcionada a esses alvos. Essa abordagem
auxilia no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para o tratamento de
doengas metabodlicas e cancer, fornecendo informagdes valiosas para a descoberta de
novos compostos e terapias direcionadas. Vale ressaltar que nosso estudo apresentou uma
abordagem inovadora, uma vez que nenhum outro trabalho prévio analisou a 22-HTG
utilizando técnicas computacionais.

Ainda ha poucos estudos investigando o potencial anticancer da 22f-
Hidroxitingenona e seus efeitos sobre diferentes tipos de cancer (CEVATEREM et al.,
2016). Um estudo realizado por Aranha e colaboradores, 2020, 2021 descreveram a
reducdo da proliferagdo, migracdo e invasdo celular, com mecanismo inibitério de
metaloproteinases e da via MAPK em células de melanoma humano.

As linhagens SKMEL19, SKMEL28 ¢ SKMEL103 de células de melanoma sao
valiosas ferramentas de pesquisa para o estudo do melanoma. Através dessas linhagens
celulares, tem sido possivel investigar caracteristicas genéticas, fenotipicas e de resposta
terapéutica do melanoma, proporcionando avangos no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas (ROCHA-BRITO et al., 2022; NIESSNER et al., 2019;
GIULIANO et al., 2011; PALMIERI et al., 2009).
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Em nosso estudo, observamos a variabilidade na sensibilidade das linhagens de
melanoma SKMEL19, SKMEL28 e SKMEL103 ao agente natural 22-HTG. O ensaio de
citotoxicidade em monocamada revelou uma dose de 1,90 pg de 22-HTG como
necessaria para inibir 50% do crescimento celular da linhagem SKMEL-28, em contraste
com as linhagens SKMEL19 e SKMEL-103, 1,17 ug e 1,24pg, respectivamente. Além
disso, constatou-se que uma concentragdo ainda maior de 22-HTG, 2,23ug, € necessaria
para inibir 50% do crescimento celular da linhagem MRCS5, um fibroblasto humano ndo
maligno. Esses achados mostram uma vantagem potencial da substancia, uma vez que
doses menores podem ser empregadas sem induzir citotoxicidade em células ndo
cancerigenas.

A cultura de esferoides celulares tridimensionais tem sido amplamente utilizada
como uma abordagem in vitro para estudar o comportamento celular em um ambiente
mais fisiologicamente relevante (SURYAPRAKASH et al., 2020; LEE et al., 2017;
TAKAGI et al., 2007). Esses modelos tém se mostrado valiosos para entender melhor a
biologia celular e para a pesquisa de novas terapias anticincer (DONGLALI et al., 2017).
Virios estudos tém explorado os beneficios e as aplicacdes dos esferoides celulares,
fornecendo insights valiosos para o campo da farmacologia (JENSEN & TENG et al.,
2020).

Estudo conduzido por Azizipour e colaboradores (2022) investigou a aplicagao
dos esferoides celulares como modelos para o estudo da resposta a drogas anticancer. Eles
demonstraram que os esferoides celulares tém uma maior resisténcia a agentes
terapéuticos em comparacao com as células cultivadas em monocamada. Essa resisténcia
¢ atribuida as células estarem dispostas em multicamadas e a droga precisa se difundir
através das camadas de células para atingir seu alvo, hipdxia dentro dos esferoides e
regulagdo positiva de genes que conferem resisténcia a drogas, mimetizando as condi¢des
do tumor in vivo. Esses resultados destacam a importancia dos esferoides celulares como
modelos mais relevantes para a avaliagdo da eficacia de terapias anticancer.

No presente estudo foi observado que a quantidade de células necessarias para
formacdo adequada dos esferoides também diverge, enquanto a linhagem SKMEL28

apresentava maior capacidade de formacao de esferoides in vitro com concentragdo de

células 50X104células/chip, as linhagens SKMEL19 e SKMEL103 exibem maior

capacidade de formacdo de tumores in vitro com concentragdo de células

100x104células/chip, esses resultados fornecem informacdes valiosas para a
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compreensdo da heterogeneidade do melanoma e o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes.

Devido a sua alta capacidade de sobrevivéncia, as células cancerigenas tém uma
demanda energética intensa, levando ao aumento no consumo de glicose e glutamina e
alteracdes metabdlicas em vias de biossintese de lipidios, aminodcidos e outras
macromoléculas em diferentes locais tumorais. Essas alteragdes metabolicas
desempenham um papel crucial no desenvolvimento do cancer (CHOI & PARK, 2018;
JIN & ZHOU, 2019; POPE et al., 2019).

Compreender a interrup¢ao da reprogramacgao metabodlica ¢ fundamental para o
desenvolvimento de novos compostos terapéuticos direcionados ao metabolismo tumoral.
Diversos estudos tém se concentrado nesse campo, buscando identificar alvos
metabodlicos promissores para terapias terapéuticas. Por exemplo, Intlekofer & Finley
(2019) destacam a importancia de compreender as vias metabdlicas especificas utilizadas
pelas células cancerigenas para o desenvolvimento de agentes terapéuticos eficazes.

A abordagem do direcionamento do metabolismo tumoral vem ganhando destaque
como uma estratégia promissora para combater o cancer. Ao identificar e modular as vias
metabolicas criticas para a sobrevivéncia das células tumorais, ¢ possivel direcionar
terapeuticamente essas vias e inibir o crescimento do tumor. Isso pode ser alcangado por
meio do desenvolvimento de compostos especificos que acompanham as enzimas ou vias
metabolicas relevantes (LUNT & VANDER HEIDEN, 2011).

Portanto, a compreensdo das alteragdes metabodlicas nas células tumorais e a
identificacdo de alvos metabdlicos especificos abrem novas perspectivas para o
desenvolvimento de terapias anticancerigenas mais eficazes. O direcionamento do
metabolismo tumoral representa uma abordagem promissora € em constante evolucao,
que pode levar ao desenvolvimento de tratamentos mais eficazes € com menor toxicidade
para os pacientes com cancer.

No presente estudo, foram analisadas as diferencas nos parametros metabdlicos
das linhagens SKMEL-19, SKMEL-28, SKMEL-103 derivadas de tumores de cancer de
pele melanoma e da linhagem normal de fibroblasto humano MRC5 em diferentes
condi¢des de glicose para simular diferentes ambientes glicémicos, a concentracao padrdo
nos meios de cultivo é 25 mM, simulada um ambiente hipoglicémico as concentragdes
5,5mM ¢ 0,5mM sdo comumente utilizadas nos estudos de cultura celular in vitro (HAN

etal., 2011; ZHUANG et al., 2014).
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Han e colaboradores (2015) mostraram um aumento no crescimento de duas
linhagens de cancer endometrial (ECC-1 e Ishikawa) em meio com alta concentracdo de
glicose (25 mM), quando comparado com células em meio com baixa glicose (5,5 mM)
e sem adicional de glicose (0,0 mM). As linhagens de SKMEL-19, SKMEL-28 ¢
SKMEL-103 sdao modelos in vitro de melanoma utilizados em estudos de novas drogas
com potencial antitumoral (RALPH et al., 2016), entretanto, os parametros metabolicos
dessas células e sua influéncia na progressao tumoral permanecem pouco compreendidos.

Fortalecendo a importdncia de uma andlise comparativa da acdo de uma
substancia terapéutica em diferentes linhagens celulares em culturas in vitro, constatamos
que subtipos distintos dentro de um mesmo tipo de cancer podem exibir respostas
variaveis a determinadas substancias terapluticas. Ao examinar a influéncia da
concentragdo de glicose nos meios de cultura das linhagens em estudo em uma
configuragdo de monocamada, observamos que cada linhagem apresentou modificacdes
distintas em termos de viabilidade celular, captagdo de glicose e atividade da enzima
LDH.

Ao compararmos com o meio de glicose padrdao (25mM), observamos que apenas
a linhagem SKMEL-28 apresentou menor viabilidade celular quando cultivada em meios
com concentragdes reduzidas de glicose (5,5mM e 0,5mM). Nessa tltima concentragdo,
a linhagem MRC5 também apresentou menor viabilidade celular. Apenas a linhagem
SKMEL-103 apresentou uma maior atividade da enzima LDH quando cultivada em meio
com concentracdo de glicose de 5,5mM a 0,5mM de glicose as linhagens SKMEL-28,
SKMEL-103 ¢ MRC5 mostram maior atividade de LDH. Em relagdo ao consumo de
glicose, a linhagem SKMEL-103 apresentou um maior consumo em meio com
concentragdo de 5,5mM. Esses achados indicam que, embora a glicose seja um nutriente
essencial para o crescimento celular, algumas linhagens de células malignas de melanoma
sdo menos dependentes de uma alta concentragdo de substrato para proliferar.

Ao medir os niveis de ATP nas células cultivadas em monocamadas tumorais
tratados com o 22-HTG, ¢ possivel determinar se esse composto afeta a produgdo de ATP
pelas células tumorais. Nosso estudo apontou uma redugao significativa na concentragao
de ATP nas linhagens SKMEL 28 e SKMEL103 tratadas com 22-HTG, isso indicar que
0 22-HTG esta interferindo na capacidade das células tumorais em produzir energia, o
que pode afetar a viabilidade e a sobrevivéncia das células tumorais.

Estudos tém mostrado que a inibi¢do de vias metabdlicas especificas, como a via

glicolitica ou a fosforilagdo oxidativa, pode afetar as concentracdes de ATP em células
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de melanoma e ter implicacdes terapéuticas (WU et al., 2022; INDINI et al., 2021). Além
disso, a manipulacdo de vias metabdlicas por meio de terapias direcionadas ou
modificacdo do ambiente tumoral pode influenciar as concentracdes de ATP e a
viabilidade das células de melanoma (NEGRI et al., 2019)

O metabolismo das células tumorais € caracterizado por altera¢des significativas
em compara¢cdo com células normais. A atividade da LDH nas células tumorais
desempenha um papel crucial na producdo de ATP e no metabolismo do lactato (CLAPS
et al,, 2022; MCCLELAND et al., 2013). A LDH ¢ uma enzima responsavel pela
conversio do piruvato em lactato durante a gliclise (PEREZ-TOMAS & PEREZ-
GUILLEN, 2020). Em células tumorais, a atividlade da LDH ¢ frequentemente
aumentada, promovendo a produgdo de lactato mesmo na presenga de oxigénio. Isso
ocorre devido a necessidade das células tumorais de produzir energia rapidamente para
suportar sua alta taxa de proliferacdo (ALTINOZ & OZPINAR, 2022). Varios estudos
relataram niveis elevados de LDH em diferentes tipos de cancer (BONONI et al., 2022).

Nosso estudo aponta que a 22-HTG tem a capacidade de reducdo na atividade
enzimatica da enzima LDH de forma significativa nas linhagens SKMEL 28 e SKMEL
103, cultivadas em monocamadas e no modelo tridimencional. Se o 22-HTG pode
modular a atividade da LDH, isso pode interferir no metabolismo energético das células
tumorais e potencialmente inibir seu crescimento descontrolado.

A captagdo de glicose também ¢ aumentada nas células tumorais devido as suas
demandas energéticas aumentadas. As células cancerosas expressam niveis elevados de
transportadores de glicose, como o transportador de glicose tipo 1 (GLUT1), permitindo
a entrada eficiente de glicose na célula (PAUL et al., 2022). Esse aumento na captagdo de
glicose ¢ uma estratégia adaptativa para suprir as necessidades energéticas e biossintéticas
das células tumorais (PAVLOVA et al., 2022). Além disso, a glicose também serve como
precursor para a sintese de macromoléculas, como acidos nucleicos e lipidios, que sdo
essenciais para a proliferacao celular (BHADRA et al., 2022).

Avaliar capacidade do 22-HTG de interferir na captacao de glicose ¢ de particular
interesse, uma vez que as c¢lulas tumorais t€ém uma demanda aumentada por glicose para
sustentar seu metabolismo energético acelerado. No nosso experimento mostramos que a
22-HTG leva a diminui¢ao de forma significativa na captagdo de glicose, nas linhagens
de melanoma SKMEL 28 e SKMEL 103, cultivadas em monocamadas ¢ no modelo

tridimensional, resultando em privagdo de energia.
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Células malignas exibem maior suscetibilidade a privacdo de glicose em
comparagdo com células normais, no entanto, 0 mecanismo subjacente a morte celular na
auséncia desse nutriente ainda ndo ¢ completamente compreendido. Pesquisas revelaram
diferentes controles de morte celular em diferentes tipos de tumores, os quais variaram
conforme a duragdo da privagdo de glicose (LEON-ANNICCHIARICO et al., 2015;
LOWMAN et al., 2010).

Essa avaliagdo cinética dos niveis de atividade enzimatica da enzima LDH,
captagdo de glicose, concentragcdo de ATP fornece informagdes valiosas sobre o impacto
do 22-HTG no metabolismo energético das células tumorais. A redu¢do dos niveis desses
parametros sugere que o 22-HTG esta direcionando as células tumorais a uma condi¢do
de estresse energético, prejudicando seu crescimento e avango. Essa trajetoria do
metabolismo energético pode representar uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de terapia antitumoral eficaz.

O metabolismo das células tumorais ¢ caracterizado por um redirecionamento do
metabolismo da glicose, com aumento da atividade da LDH, capta¢do de glicose
aumentada e concentragdes de ATP variaveis. Essas alteracdes metabolicas sdo cruciais
para suprir as necessidades energéticas e biossintéticas das células tumorais em
proliferacdo. Compreender esses processos metabolicos ¢ fundamental para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas ao metabolismo tumoral.
Estudos futuros sdo necessarios para aprofundar a compreensdo das complexidades

metabolicas do melanoma.
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7. CONCLUSOES

Esse estudo ressalta a importancia da avaliagdao de produtos naturais, como a 22-
HTG, em diferentes modelos in vitro, incluindo a cultura tridimensional.

Ha interacdo entre a molécula de 22-HTG e o alvo metabdlico AKRIBI0,
sugerindo seu potencial como um inibidor eficaz;

O estudo apresentou uma abordagem inovadora, uma vez que nenhum outro
trabalho prévio analisou a 22-HTG utilizando técnicas computacionais;
Observou-se que o tratamento com 22-HTG foi capaz de reduzir a viabilidade e
induzir a morte celular nas trés linhagens de melanoma malignos experimentadas;
A inclusdo do microambiente tumoral em um modelo bidimensional e
tridimensional utilizando células de melanoma das linhagens SKMEL-19,
SKMEL28, SKMEL-103 ¢ de fibroblasto humano (MRC5) mostrou-se eficaz e
viavel para o estudo da 22-HTG, revelando sua capacidade de agir de maneira
distinta no metabolismo dessas linhagens;

A utilizagdo do modelo tridimensional revelou-se crucial para simular um
ambiente mais complexo e representativo do microambiente tumoral;

Este ¢ o primeiro estudo a descrever a atividade da 22-HTG contra células de
melanoma humano cultivadas em um modelo tridimensional, o que confere um
aspecto inovador a este trabalho;

A exposicao a 22-HTG resultou em redugao significativa da atividade enzimatica
da LDH e da captacao de glicose nas linhagens SKMEL 28 e SKMEL 103, tanto
em cultura bidimensional quanto no modelo tridimensional.

Os resultados obtidos neste estudo fornecem uma base so6lida para pesquisas

futuras sobre o potencial terapéutico da 22-HTG no tratamento do melanoma.
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RESUMO

O cancer de lingua provocado por carcinoma de células escamosas ¢ um tipo de tumor de alta letalidade.
Analises in silico demonstraram que genes como 0 AKR1B10 estdo associados a mal progndstico, portanto,

substancias inibidoras de AKRIB10 podem ser vantajosas. As espécies do género Salacia apresentam
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potencial agdo anticancer, diante disto, o objetivo desse estudo foi avaliar a agdo da 22B-hidroxitingenona
(22-HTG) contra as células cancerosas da lingua e sua capacidade de inibir a expressdo de AKR1B10. A
triagem virtual da 22-HTG apontou intera¢do da 22-HTG com o gene AKR1B10. O ensaio Alamar blue
avaliou o efeito citotoxico contra CAL-27, o valor de IC50 foi de 5,15, 3,01 ¢ 1,69 uM ap6s 24,48 ¢ 72 h
de incubagdo, respectivamente. Assim, 2,5uM de 22-HTG foi usada para avaliar alteragdes na morfologia
celular. Apo6s o tratamento de CAL-27 com 22-HTG, foi observado a redugdo (p<0.05) de células viaveis
e 0 aumento (p<0.05) de células em apoptose. Os dados sugerem que a 22-HTG ¢ possivel inibidor do gene
AKRI1BI10, servindo como agente terapéutico ou como um modelo para o desenvolvimento de novas
estruturas quimicas que sejam uteis no tratamento de cancer da cavidade oral.

Palavras-chaves: Anticancer 1; Cancer de lingua 2; Salacia 3.

ABSTRACT
Tongue cancer caused by squamous cell carcinoma is a highly lethal type of tumor. In silico analyzes
demonstrated that genes such as AKR1BI10 are associated with poor prognosis, therefore, AKRI1B10
inhibitory substances may be advantageous. Species of the genus Salacia have potential anticancer action,
in view of this, the objective of this study was to evaluate the action of 22f3-hydroxytingenone (22-HTG)
against cancer cells of the tongue and its ability to inhibit the expression of AKR1B10. Virtual 22-HTG
screening showed interaction between 22-HTG and the AKR1B10 gene. The Alamar blue assay evaluated
the cytotoxic effect against CAL-27, the IC50 value was 5.15, 3.01 and 1.69 pM after 24, 48 and 72 h of
incubation, respectively. Thus, 2.5uM of 22-HTG was used to assess changes in cell morphology. After
treatment of CAL-27 with 22-HTG, a reduction (p<0.05) of viable cells and an increase (p<0.05) of cells
in apoptosis was observed. The data suggest that 22-HTG is a possible inhibitor of the AKRI1B10 gene,
serving as a therapeutic agent or as a model for the development of new chemical structures that are useful

in the treatment of oral cavity cancer.

Keywords: Anticancer 1; Tongue cancer 2; Salacia 3

INTRODUCAO
O cancer de lingua corresponde ao oitavo tipo de cancer que mais surge no mundo,

com incidéncia de 4% de todas as malignidades por ano (WARNAKULASURIYA,
2010). Causa 380.000 mortes a cada ano, acometendo cerca de 5,5 milhdes de individuos
(JANK et al., 2022). E o tipo mais comum de tumor maligno na regido oral e maxilofacial,

comumente provocado por carcinoma de células escamosas (CAMPBELL et al., 2018),

podendo acarretar distirbios da fala, degluticao e mastigagdo (GU, 2018).

O tratamento sistémico com quimioterapico cisplatina ¢ o tratamento de primeira
escolha, visando a diminui¢do da massa tumoral e de metéstases, bem como, preservar o
6rgdo e conter a mortalidade, ja4 que ndo ha grande vantagem em realizar radioterapia e

cirurgia. Contudo, nesse tipo de tumor apresenta grande resisténcia a quimioterapia (GU,
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2018; WU, 2019), tornando-se necessario a busca por novo tratamento eficaz, de baixo
custo e toxicidade contra essas células cancerigenas (WU, 2019).

Andlises in silico, incluindo em linhagem de carcinoma de células escamosas de
lingua (CAL27) (CHANG et al., 2019; SHEVKAR et al., 2022; FANG et al., 2020) prevé
alvos metabdlicos que possam modular vias biologicas apontando genes presentes nas
células (SORKIN et al., 2020; THOMFORD et al., 2018), como o AKRIBI10, que ¢
associado a mal prognoéstico (LAFFIN, PETRASH 2012; KO et al., 2018; LIU et al.,
2021).

A expressdo do oncogene AKR1B10 esta relacionada a eliminacdo de compostos
quimicos do organismo, o aumento da divisdo celular, ao processo carcinogénico e a sua
terapéutica (KO et al., 2018). Devido ao seu envolvimento no processo carcinogénico de
tumores orais humanos, substancias inibidoras de AKR1B10 podem ser vantajosas em
ensaios contra esses canceres, representando um novo alvo para suprir eventual lacuna
que exista na terapia com quimioterapicos ja existentes e base molecular tedrica para o
tratamento e prognostico (CHANG et al., 2019; KO et al., 2018; LIU at al., 2021).

Nesse contexto, um caminho bastante explorado pela comunidade cientifica para
evitar a progressdao tumoral ¢ a identificacdo e desenvolvimento de novos farmacos
através da investigagdes de recursos naturais, e informacdes a cerca da cinética, dindmica,
biodisponibilidade e os pardmetros toxicologicos de seus constituintes quimicos
(SORKIN et al., 2020).

Espécies botanicas pertencentes ao género Salacia sdo conhecidas por
apresentarem uma variedade de atividades biologicas, incluindo efeitos inibitorios em
tumores, supressdo da iniciacdo, promog¢ao e metastases em varios tipos de cancer (KIM
et al.,, 2011; WANG et al., 2016; YADAYV et al., 2010), inibicdo de processos como
angiogénese, inibi¢do da proliferacdo e indugdo de morte celular (GALI-MUHTASIB et
al., 2015). Esses efeitos sdo atribuidos a presenga de constituintes quimicos pertencentes
a classe dos triterpenos quinonametideos, a partir de extratos e fragdes da espécie Salacia
impressifolia e atribuiram o efeito a presen¢a de quinonametideos, como tingenona,
pristimerina e 22f3-hidroxitingenona (22-HTG) (RODRIGUES, et al., 2019).

O efeito da 22-HTG em c¢lulas tumorais ja foi mencionado em outros estudos,
como Cevaterem e colaboradores (2016), onde os autores descreveram a inducao de
apoptose em células de cancer de mama. Aranha e colaboradores, 2020, 2021
descreveram a redu¢do da proliferacdo, migracdo e invasdo celular, com mecanismo

inibitorio de metaloproteinases e da via MAPK em células de melanoma humano. Apesar
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do conhecimento cientifico quanto ao potencial antcancer de 22-HTG, ainda ndo foi
investigado o efeito dessa substancia contra carcinoma de células escamosas (CAL27) e
sdo ausentes na literatura parametros farmacocinéticos e toxicologicos para 22-HTG.
Dessa forma, o objetivo desse estudo ¢ utilizar ferramentas in silico para descrever
as propriedades farmacocinéticas e toxicologicas, assim como a identifica¢do de alvos
moleculares de 22B-hidroxitingenona e avaliar o efeito in vitro da substancia em células
de cancer de lingua (CAL-27). Essas informagdes irdo contribuir com novas perspectivas

quanto ao uso de 22f-hidroxitingenona como droga anticancer.

METODOS
Triagem virtual
Predicdo do alvo biolégico e dos pariametros moleculares, farmacocinéticos e
toxicologicos

A predicdo dos alvos bioldgicos para a 22-HTG foi realizada utilizando o software
online SwissTargetPrediction® (http://www.swisstargetprediction.ch/) (GFELLER et al.,
2014). Os parametros moleculares, farmacocinéticos e toxicoldgicos foram avaliados na
plataforma online SwissADME® (http://www.swissadme.ch/) (DAINA, MICHIELIN,
ZOETE, 2017) e admetSAR® (http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar2/) (YANG et al.,
2019) que empregam bancos de dados de compostos que ja passaram por testes pré-
clinicos in vitro e¢/ou in vivo associados a absor¢ao, distribuigdo, metabolismo ¢ excrecao,
sendo fundamentados por meio de comparagao estrutural mistos e descrigdo de estrutura

e atividade (Quantitative structure-activity relationship, QSAR) (LEE et al., 2004).

Docking molecular

A andlise de docking molecular foi realizada utilizando o software Autodock
Vina® (TROTT; OLSON, 2010). Os alvos avaliados foram obtidos no formato (.pdb) do
banco RCSB Protein Data Bank (PDB): AKR1B1 (PDB: 50U0) ¢ AKR1B10 (PDB:
1ZUA). Moléculas de agua e outras moléculas usadas na cristalizacdo de proteinas ndo
necessarias para a atividade catalitica foram removidas utilizando o software Pymol©, e
todos os ligantes foram preparados e a geometria, assim como a energia, foram
minimizadas utilizando o campo de for¢a molecular da Merck (MMFF94) por meio do
programa ChemBioDraw©.

Durante a analise, os receptores foram mantidos rigidos e os ligantes foram

flexiveis para girar e explorar as poses mais provaveis. As dimensdes do grid box
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adotadas durante a andlise foram de 8x11x9 A e 12x20x18 A, com espagamento de grade
de 1,0 A para AKR1B1 e AKR1BI10, respectivamente.

Os resultados foram visualizados no AutoDock Tools© e as interagdes foram
avaliadas em termos de energia de afinidade de ligacdo (Kcal/mol), nimero de ligacdes
de hidrogénio e outras interagdes formadas entre os residuos do sitio ativo da
macromolécula e o ligante. As imagens 2D e 3D dos resultados moleculares de

acoplamento foram obtidas usando o software Discovery Studio Visualizer 4.0©.

Cultivo e cultura de células

As células MRC5 (fibroblastos humanos), HACAT (queratindcitos humanos) e
CAL27 (linhagem de carcinoma de células escamosas da lingua) foram cultivadas em
meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, estreptomicina 100 pg/ml e 100 U/ml penicilina, e incubado a 37°C com 5%

de CO2 atmosfera.

Citotoxicidade usando o ensaio do Alamar Blue

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método Alamar blue, utilizando sal
sodico de resazurina (Sigma-Aldrich, EUA) conforme método descrito por AHMED et
al. (1994). As células foram plaqueadas na concentragio de 0,5x10# células por pogo em
microplacas de 96 pogos. Apos 24 horas de incubagdo e adesdo celular, as células foram
tratadas com doxorrubicina e 22-HTG nas mesmas concentragdes (10uM, 8uM, 6uM,
4uM, 2uM, 1uM, 0,5uM, 0,0uM). O experimento foi conduzido em triplicata para cada
periodo de tratamento. Como controle negativo foi utilizado o meio de cultura DMSO a
0,01%. Apds o periodo de tratamento (24, 48 e 72h) foram adicionados 10ulL de
resazurina 0,4% (dilui¢ao 1:20).

O periodo de incubacao padronizado para a linha celular utilizada foi de 3h, tempo
necessario para a metabolizacdo da resazurina. Apos 3h de incubagdo, as microplacas
foram analisadas usando o modo de fluorescéncia (filtro de troca de 540nm e filtro de

emissdo de 585nm) no leitor de microplacas (DTX 800, Beckman Coulter, CA, EUA).

Analise da morfologia celular
CAL27 (0,5 x 10° células/pogo) foram semeadas em placa de 24 pogos e apos 24h
foram tratadas com 22-HTG (2,5 e 5,0 uM), durante 48 horas. Apds o periodo, as células
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foram coradas com um kit de corante panodptico rapido LaborClin® (MONSMANN,
1983).
As células foram analisadas e as alteracdes morfoldgicas no citoplasma e no

nucleo foram fotografadas usando microscopia de luz (Nikon Eclipse).

Analise morfolégica usando microscépio de fluorescéncia

Células de carcinoma de células escamosas da lingua (CAL27) foram tratadas
com 22-HTG por 48h. Em seguida, as células foram sedimentadas e ressuspensas em 25
ml solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). Depois disso, 1ml de solu¢do aquosa de
laranja de acridina/brometo de etidio (AO/EB, 100 mg/ml) foi adicionado e os tipos de
células foram observadas sob um microscopio de fluorescéncia (Zeiss Microscopy)
(RIBBLE, et al., 2005).

Trezentas células foram contadas por amostra e foram classificados da seguinte

forma: células viaveis, células apoptoticas e células necroticas.

RESULTADOS

Triagem virtual

Predicdo do alvo biolégico e dos parametros moleculares, farmacocinéticos e
toxicologicos.

Os alvos bioldgicos de 22-HTG, definidos pela predicdo in silico estdo
demostrados na tabela 1. Destaca-se a probabilidade elevada de interagdo com AKR1B10,
alcancando 98%. Esse ¢ um alvo molecular relevante, considerando o tipo celular
estudado. Os demais alvos moleculares preditos para 22-HTG sao HSF1, PTPN11, TLR9
e PTPN6, com probabilidade de interagao de 58%.

Tabela 1. Predigéo in silico dos alvos farmacologicos da 22-HTG.

Alvo Caédigo Por Probabilidade
genético homologia (%)

Familia Aldo-ceto redutase 1 AKRIBI10 Sim 98
membro B10

Familia Aldo-ceto redutase 1 AKRIBI5 Sim 98
membro B15

Aldose redutase AKRI1B1 Sim 98

Proteina 1 d,o fgtor de choque HSF1 Nio 58

térmico
Receptor ndo tirosina-proteina PTPN11 Nio 58

fosfatase tipo 11
Receptor tipo toll 9 TLRY9 Nao 58
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Receptor ndo tirosina-proteina
fosfatase tipo 6
Proteina ndo caracterizada - Sim 58
Fonte: Autoria Propria (2023)

PTPN6 Sim 58

Considerando os parametros farmacocinéticos estabelecidos para a substancia 22-
HTG (Tabela 2), foram analisados a penetracdo na barreira hematoencefalica, taxa de
absor¢ao em células Caco-2, absorcao intestinal humana, ligag@o as proteinas plasmaticas
¢ inibi¢ao de enzimas da familia CYP.

No etsudo das propriedades farmacocinéticas, realizada através da triagem virtual
SwissADME, identificou que a 22-HTG apresenta baixo potencial de penetracdo na
barreira hematoencefalica (0,2598%). A absor¢do intestinal de 99,07% sugere que a
mesma pode ser absorvida adequadamente através das células intestinais.

Os valores previstos para a permeabilidade da 22HTG na Caco-2 apresentam
absor¢do moderada, 65,08nm/seg. E demonstram haver fortemente ligagdo as proteinas

plasmaticas, com valor de 95,40% de ligagao.

Tabela 2. Predicao dos pardmetros farmacocinéticos in silico da 22-HTG

Parametros Avaliados AdmetSAR SwissADME
Penetragdo na barreira hematoencefalica 0,2598% Nao
Permeabilidade em Caco-2 65,08 nm/seg )
Absorcao intestinal 99,07% Alta
Ligacao as proteinas plasmaticas 95,40% Sim
Inibidor da OATP1B1 Sim )
Inibidor da OATP1B3 Sim )
Inibidor da OCT2 Sim )
Inibidor da BSEP Sim )
Inibidor da CYP2C19 Nio Nao
Inibidor da CYP2C9 Nio Sim
Inibidor da CYP2D6 Ndo Nao
Inibidor da CYP3A4 Nio Sim

Substrato da CYP3A4 Sim
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Substrato da CYP2C9 Nao

Substrato da CYP2D6 Nao
Fonte: Autoria Propria (2023)

Andlise de pardmetros toxicologicos in silico estdo demonstrados na tabela 3. A
22-HTG nao apresenta efeitos toxicos indesejaveis, sendo sugerido como ndo
mutagénico, corroborando com o parametro de carcinogénicidade que foi de baixa
probabilidade. A toxicidade oral aguda foi III sugerindo que seja um composto

considerado nio toxico em absor¢ao oral.

Tabela 3. Predi¢do dos parametros toxicoldgicos in silico da 22-HTG

Perfil previsto ADMET - Valor Probabilidade
Classificacao
Carcinogenicidade (binaria) - 1,0000
Carcinogenicidade (trinaria) Nao obrigatorio 0,6183
Mutagénese de ames - 0,61
Hepatotoxicidade - 0,7
Toxicidade Oral Aguda (c) I 0,5297
Ligacdo de aromatase + 0,7963

Fonte: Autoria Propria (2023)

Ancoragem molecular

A 22-HTG apresentou uma energia de afinidade semelhante ao ligante original da
AKRI1B10, porém ndo apresentou uma energia de afinidade favoravel e nem perfil de
complementariedade em relacdo ao AKR1B1 (RUIZ et al., 2015). Os resultados dos
valores de energia de afinidade de ligagdo, tanto dos ligantes cocristalizados quanto da

22-HTG, estdo dispostos na tabela 4.

Tabela 4. Energia de interacdo (Kcal/mol) entre compostos e enzimas avaliadas in silico.

AKRI1B1 AKR1B10
Compostos
(PDB 50U0) (PDB 1ZUA)
22-HTG 17,6 -9,4
2-[5-(4-chlorophenyl)-3-methyl-1-oxidanylidene- -9,5 -

pyrimido[4,5-c]quinolin-2-yl]ethanoic acid
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Tolrestat - -9.4

Fonte: Autoria Propria (2023)

Na andlise da 22-HTG ancorada ao AKR1B10, observou-se uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo de aminoécido triptofano-122, bem como interagdes
hidrofobicas com os aminodcidos triptofao-220, glutamina-303 e valina-301,

comportamento similar ao observado com o Tolrestat, inibidor cocristalizado (Figura 1).

Figura 1. Posi¢do de ancoragem 2D dos ligantes e suas interagdes de aminoacidos no

sitio ativo. Estrutura cristalina de AKR1B10 (PDB: 1ZUA) em complexo com tolrestat (A) e

GLN
A X:114 B
PHE cvs TRP B X33
% # X220 x21
X:116 SER X:299
PRO X:304
g
------ i112 X111
VAL TRP "
X:301, 4 X:80 HIS
*e \ TYR X111
ALA ‘el 4 X:49 o= —o.
X:131 v/ {
. =5 . RP
. \ X112
X RP
LYS .
X:125 €2 . X80
GLN LYs PHE VAL
X:303 TRP &> X123 X301
X2 e
PHE X:21
X:123 :
VAL
X:48
Interactions
[ vander waas Bl Pisome [[] carbon Hydrogen Bond [ aat
Attractive Charge Pi-Sulfur Halogen (Fluorine) | Pr-Akyl
:[ Conventonal Hydrogen Bond |:| PiPi T-shaped

Fonte: Autoria Propria (2023)

Citotoxicidade in vitro

Apesar de 22-HTG ter reduzido a viabilidade celular nas linhagens nao
neoplasicas MRC5 e HACAT, considerando o maior tempo de exposic¢ao avaliado (72h),
o valor de CI50 na linhagem tumoral foi menor, destacando o potencial citotoxico de 22-
HTG frente as células CAL27.

Para avaliar se a citotoxicidade de 22-HTG na linhagem CAL27 era tempo-
dependente foram avaliados os tempos 24, 48 e 72h, com valores de CI50 5,15 uM; 3,01
uM e 1,69 uM, respectivamente, evidenciando a maior sensibilidade de células CAL27 a
22-HTG em relacdo ao tempo. Partindo dessa andlise, com base em valores de CI50 de
22-HTG apos 48h de exposicdo nas trés linhagens, foi definido o valor de 2,5uM de 22-

HTG para os testes in vitro subsequentes.



117

Apesar de 22-HTG ter reduzido a viabilidade celular em MRC-5 e HACAT, os
valores de CI50 foram maiores nesses linhagens quanto comparado a célula tumoral no
tempo de 72h (1.92 para MRCS e 3,75 para HACAT). A doxorrubicina, um medicamento
quimioterdpico anticancer eficaz, exibiu maior citotoxicidade para células ndo cancerosas
do que 0 22-HTG, em MRCS5 os valores de CI50 foram 3,903uM, 0,4323uM e 0,340uM
tempos 24, 48 e 72h, e nos mesmos tempos em HACAT a doxorrubicina apresentou como

resultado de CI50 0,314 uM, 0,025uM, 0,049uM (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de IC50 em células CAL27 ap6s exposicdo a 22-HTG usando o ensaio
Alamar blue. A doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os dados sdo apresentados
como metade do valor da concentrag@o inibitéria maxima (IC50) e intervalos de confianga de

95% (CI 95%) de trés experiéncias independentes realizadas em triplicata.

MRC5 HACAT CAL27

24h 48h 72h 24h 48h  72h | 24h 48h 72h
22- 2448 2088 1921 | 6536 2258 /07 | 5154 3014 1,698
HTG (2,1-2,8) (1,9-2,3) (1,8-2,1) (0,5-8,8) (1,8-2,8) 3'9) (4,4-5,9) (2,8-3,3) (1,5-1,9)

pox 3903 04323 034 | 03140 00257 00498 | 303 0031 0006

(324,8) (04-48) (0,3-04) | (0,3-0,4) (0,1-0,5) (8'851)' (2,1-4,3) (g'&g)’ (%'%gf'

Fonte: Autoria Propria (2023)

Morfologia celular

Os sinais de alteragdes morfoldgicas, inicialmente, foram avaliados por meio da andlise
da morfologia celular com colaragdo panoético. O tratamento com 22-HTG causou
altera¢des na morfologia das células CAL27, apresentando limites celulares e nucleares
irregulares, com condensacdo e encolhimento celular, incluindo no tamanho do nucleo
(condensado e retraido). As irregularidades da membrana plasmética sugerem perda de
sua integridade (fig. 2-A). O controle positivo doxorrubicina (5,0 pM) mostra
irregularidades da membrana plasmatica e fragmentacdo nuclear. As alteracdes
morfoldgicas descritas levam a hipdtese de que 22-hidroxitingenona cause apoptose em

células da linhagem CAL27.

Figura 2. Alteragdes morfologicas na linhagem de carcinoma de células escamosas (CAL27)
apos 48h de tratamento com 22-HTG 2,5 uM. As letras indicam: a) Irregularidades da

membrana plasmatica (ndo tem a letra a indicada na 22-HTG); b) Condensagao e/ou
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fragmentacdo nuclear; c) Vactiolo intracelular; d) condensagao celular; ¢) Perda da integridade

da membrana plasmatica. Escala 50 uM; Aumento 100x.

ST DOXO

f‘\r‘:{/.b /VQ

Fonte: Autoria Propria (2023)

Analise do tipo de morte celular pelo ensaio de Acridina Orange e Brometo de Etidio
Para ajudar a fundamentar o observado no teste de andlise da morfologia celular
foi utilizado o teste de coloragdo laranja de acridina e brometo de etidio (AO/EB).
Ap6s o tratamento de células CAL-27 com 22-HTG, foi observado a redugao
(p<0.05) de células viaveis e o aumento (p<0.05) de células em apoptose (células com
dupla marcagdo), em comparacao com as células sem tratamento. (Fig. 2-B). Nao ocorreu

aumento de células em necrose.

Figura 3. Analise da diferenciag@o do tipo de morte celular das células de carcinoma de células
escamosas (CAL27) apds tratamento de 48 horas com a 22-HTG na concentracdo de 2,5 pM. As
células de CAL27 tratadas com a 22-HTG (2,5 uM) apos 48 horas de tratamento apresentaram
tipo de morte celular por apoptose, identificados na imagem com dupla marcagdo de AO/BE.

AOQ: Acridina Orange; BE: Brometo de Etidio. Escala das imagens: 50 pm.
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Fonte: Autoria Propria (2023)
DISCUSSAO

Um potencial candidato a farmaco deve apresentar algumas caracteristicas
importantes, tais como: absor¢do oral, distribui¢do corporal, metabolismo, excre¢do,
baixa toxicidade, além de sua atividade farmacoldgica. Assim, a triagem virtual torna-se
uma importante ferramenta no desenvolvimento de medicamentos, permitindo auxiliar no
entendimento desses pardmetros, bem como parametros para direcionar os processos de
modifica¢do molecular de novos compostos (NASTASA et al., 2019).

A triagem virtual mostrou ser uma ferramenta de grande utilidade para a
descoberta de farmacos, podendo selecionar os perfis quimicos mais promissores de
candidatos a fairmacos, antes da sintese em laboratério. Isso agrega valor ao processo de

novas substancias, tornando-o mais otimizado e direcionado, com uma redugdo
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consideravel do tempo de trabalho € um aumento notével na eficiéncia (NASTASA et al.,
2019).

Substancias ativas oriundas de plantas podem ser candidatas potenciais no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (MAHNASHI et al., 2021), sendo
utilizadas no desenvolvimento de farmacos ou como fonte de inspiragdo para moléculas
inovadoras (MAYR et al., 2020).

Nesse estudo demonstramos os provaveis alvos moleculares de 22-HTG
utilizando uma abordagem computacional, e observamos uma elevada probabilidade de
interagdo com o AKRI1B10. Alguns estudos demonstraram que AKRIBIO ¢ um
biomarcador importante na terapia anticancer, especialmente em cancer da cavidade oral
(KO et al., 2018; FANG et al., 2020), ¢ inibidores de AKR1B10 s3ao considerados
promissores para ensaios clinicos contra carcinomas de células escamosas orais (KO et
al., 2018). Essas informacoes da literatura sdo consideradas relevantes e um fator positivo
no que diz respeito a 22-HTG, uma vez que existe uma energia de ligagdo favoravel com
AKR1B10 na ancoragem molecular.

Na linhagem CAL-27, o gene AKRIBI10 ¢ considerado um biomarcador
promissor para o prognostico do carcinoma oral de células escamosas, uma vez que o
aumento da expressao de AKR1B10 vem sendo correlacionado ao aumento do tamanho
do tumor, invasdo e recorréncia da doenga (KO et al., 2018). Esses autores mostraram
que a marca¢do da AKR1B10 em células tumorais escamosas da cavidade oral de origem
humana foi significativamente maior do que em células da mucosa oral normal.

O aumento da expressio de AKRI1BI0O esta envolvido com eventos de
proliferacdo celular e com o avanco do processo carcinogénico (CAO et al., 1998;
HUANG et al., 2016; PENNING, 2015). Uma vez que AKR1B10 ¢ um provével alvo de
22-HTG, acredita-se que a citotoxicidade da substancia frente a células CAL-27,
demonstrada através dos valores de CI50, pode estar relacionada com efeitos moleculares
sobre esse gene.

Outros autores ja demonstraram o efeito citototoxico de 22-HTG contra diferentes
linhagens celulares e propuseram a indugdo de apoptose como o mecanismo de morte
celular (CEVATEMRE et al.,, 2016; ARANHA et al, 2021), o que também foi
demonstrado no presente estudo para a linhagem CAL-27. Os autores Cevatemre et al.
2016; Aranha 2021 justificaram a inducag@o de apoptose causada pela substacia 22-HTG

devido a disfun¢ao mitocondrial, sugerindo a inducao de apoptose pela via intrinseca.
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Inibidores do gene AKR1B10, incluindo produtos naturais e compostos sintéticos,
tem sido investigados para o desenvolvimento de novas drogas anticancerigenas
(HUANG et al., 2016). Por essa razao, destacamos o efeito biologico de 22-HTG contra
células CAL-27 e seu provavel efeito molecular sobre o gene AKR1B10. Além disso, no
que diz respeito a desenvolvimento de novos candidadotos a farmacos com efeito
anticancer, o conhecimento sobre as propriedades farmaconieticas e toxicoldgicas sao
essencias para esse direcionamento. Nesse estudo, através da triagem virtual,
demonstramos que a susbtancia 22-HTG ndo apresenta efeitos carinogenicos e/ ou
mutagénicos e os parametros farmacocinaticos sdo considerados positivos para o

desenvolvimento de drogas com potencial anticancer.

CONCLUSAO

A busca por novas substancias de origem natural que possam reverter ou interferir
no processo carcinogénico levou a identificacdo da substancia 22-HTG. Demonstramos
o efeito citotoxico de 22-HTG contra células CAL-27 e andlise virtual mostrou afinidade
da substancia com o gene AKR1B10, sendo um provavel alvo molecular de 22-HTG.
Nossos resultados corroboram com as informagdes da literatura, uma vez que
demonstramos que 22-HTG induziu apoptose em células CAL-27. Sendo assim, a
substancia 22-HTG pode ser considerada um potencial inibidor do gene AKRIBI10,
servindo como agente terapéutico ou como um modelo para o desenvolvomento de novas

estruturas quimicas que sejam uteis no tratamento de cancer da cavidade oral.
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