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APRESENTACAO

Essa dissertacdo é composta de um resumo geral, abstract e um artigo cientifico dos
resultados obtidos durante o mestrado. O artigo descreve a atividade antitumoral da
substancia  4-[(2E)-N'-(2,2'-bitienil-5-metileno)hidrazinecarbonil]-6,7-di-hidro-1-fenil-
1H-pirazol[3,4-d]piridazin-7-ona (T6) e seu possivel mecanismo de agdo. O artigo sera
submetido na revista Drug Development Research com fator de impacto de 3.8.



RESUMO GERAL

As neoplasias constituem um conjunto heterogéneo de doencas caracterizadas pela
proliferacdo celular descontrolada, com perda dos mecanismos regulatorios
homeostaticos, também conhecido como céancer. O carcinoma de colo uterino, ou cancer
cervical, configura-se como a quarta neoplasia mais incidente na populagdo feminina
global. E desenvolvido principalmente pela infeccdo persistente por genotipos
oncogénicos do Papilomavirus Humano (HPV). Os tratamentos incluem intervencdes
cirdrgicas, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, as quais podem ser empregadas
isoladamente ou em regimes combinados. O presente estudo investigou a atividade
antitumoral in vitro da substancia 4-[(2E)-N'-(2,2'-bitienil-5-metileno)hidrazinecarbonil]-
6,7-di-hidro-1-fenil-1H-pirazol[3,4-d]piridazin-7-ona (T6), um derivado pirazdlico
conjugado a duas unidades tiofénicas, em células de adenocarcinoma cervical humano
(HeLa). Os resultados obtidos revelaram que o composto T6 exibiu concentracdo
inibitdria (Clso) de 2,73 £ 0,27 puM em celulas HelLa e apresentou baixa toxicidade em
queratinocitos humanos da linhagem HaCat, com concentracéo citotdxica (CCso) de 21,52
+ 3,44 uM. O indice de seletividade (IS) calculado foi de 7,88, sugerindo uma maior
afinidade do composto por células tumorais em relacdo as células nao neoplasicas. O
mecanismo de acdo antitumoral elucidado a partir de ensaios bioquimicos e morfol6gicos
demonstraram a inducdo de disfuncdo mitocondrial, com consequente reducdo na
producdo ATP, a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN).
As ERO induziram danos extensivos a membrana plasmatica, eventos que culminaram
na interrupgdo do ciclo celular na fase Go/G: e subsequente morte celular por apoptose
tardia, com progressdo para necrose. Além disso, T6 inibiu a migracdo e proliferacdo

celular, evidenciando seu potencial como agente quimioterapico seletivo.

Palavras-chave: cancer cervical, células HeL a, espécies reativas, morte celular, apoptose

tardia.



ABSTRACT

Neoplasms constitute a heterogeneous group of diseases characterized by uncontrolled
cell proliferation, with the loss of homeostatic regulatory mechanisms, commonly known
as cancer. Cervical carcinoma, or cervical cancer, is the fourth most prevalent neoplasm
in the global female population. It is mainly developed by persistent infection with
oncogenic genotypes of the Human Papillomavirus (HPV). Treatments include surgical
interventions, chemotherapy, radiotherapy, and immunotherapy, which may be used
alone or in combination. This study investigated the in vitro antitumor activity of the
substance 4-[(2E)-N'-(2,2'-bithiophenyl-5-methylene)hydrazinecarbonyl]-6,7-dihydro-1-
phenyl-1H-pyrazolo[3,4-d]pyridazin-7-one (T6), a pyrazolic derivative conjugated to
two thiophenic units, in cells from human cervical adenocarcinoma (HeLa). The results
showed that the compound T6 exhibited an inhibitory concentration (ICso) of 2.73 + 0.27
MM in HeLa cells and demonstrated low toxicity in human keratinocytes from the HaCat
lineage, with a cytotoxic concentration (CCso) of 21.52 + 3.44 uM. The calculated
selectivity index (SI) was 7.88, suggesting a higher affinity of the compound for tumor
cells compared to non-neoplastic cells. The elucidated antitumor mechanism, based on
biochemical and morphological assays, demonstrated the induction of mitochondrial
dysfunction, with a subsequent reduction in ATP production, the generation of reactive
oxygen species (ROS), and nitrogen species (RNS). ROS induced extensive damage to
the plasma membrane, events that led to cell cycle interruption at the Go/G1 phase and
subsequent late-stage apoptosis, progressing to necrosis. Additionally, T6 inhibited cell
migration and proliferation, highlighting its potential as a selective chemotherapeutic

agent.

Keywords: cervical cancer, HeL a cells, reactive species, cell death, late apoptosis.
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1. INTRODUCAO

Neoplasia ou cancer séo um conjunto de diversas doencas que podem acometer qualquer
Orgdo ou tecido, quando células normais crescem desenfreadas e ignoram seus limites normais.
Este crescimento exacerbado pode gerar metastase, quando ha a invaséo de outros 6rgéos, sendo
esta, a causa mais importante de mortes por cancer (OMS, 2023). No ano de 2018, 9,6 milhdes
de mortes foram estimadas em decorréncia de metéstase, sendo a segunda maior causa de morte
no mundo neste ano (OMS, 2023). Existem inumeros tratamentos para o cancer, dependendo
do tipo e do estagio que se encontra, sendo eles, quimioterapia, cirurgia, radioterapia, terapia
hormonal e imunoterapia, podendo em alguns casos se fazer o uso combinado de terapias para
um melhor resultado (WANG; LEI; HAN, 2018).

O céancer de colo de Gtero ou cervical é o quarto tipo de cancer mais incidente na
populacdo feminina. No ano de 2022, foi estimado que 660 mil mulheres foram diagnosticadas
no mundo todo, e 350 mil morreram (WHO, 2023). E desenvolvido principalmente pela
infeccio persistente de alguns tipos do Papilomavirus Humano — HPV (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2020). E bastante frequente na populacio humana, entretanto, a maioria dos casos
ndo evolui para uma infeccdo e o sistema imune acaba por eliminar o virus do organismo. Uma
vez que essa infeccdo se torna cronica, ou seja, quando o organismo ndo consegue eliminar o
virus, aumenta a probabilidade de desenvolver lesGes celulares de baixo a alto grau, que podem
levar ao cancer (BURD, 2003). O HPV-16 representa quase 60% dos casos de cancer cervical
e 0 HPV-18 é responsavel por 10% dos casos. Outros tipos de HPV contribuem individualmente
para menos de 5% dos casos (GRAHAM, 2017; SERRANO, 2018).

O diagnostico do cancer cervical é feito através da avaliacdo histoldgica da biopsia, e 0s
dois tipos de cancer mais comuns sdo 0 escamoso e 0 adenocarcinoma. A prevencéo é feita a
partir do uso de preservativos e vacinagdo, que possuem o intuito de evitar a contragdo de
doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) e o virus do HPV (SOCIETY, 2020; WHO, 2023).
Adicionalmente, deve ser realizado o exame preventivo Papanicolau de mulheres que estdo
dentro do intervalo de risco anualmente, ja que o preventivo detecta lesdes celulares de forma
precoce. E crucial a deteccdo do cancer em estagios iniciais e a realizacdo do tratamento de
forma correta, contendo assim a progressdo da doenga e melhorando o progndstico da paciente
(BURD, 2003; WHO, 2023).

O estagio em que o cancer se encontra € o fator de progndstico mais importante da

doenca, sendo divididos em estagios de 1 a 4 e alguns de 0 a 4, de acordo com a International
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Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) (TSIKOURAS 2016; JOHNSON, 2019). O
tratamento do céncer cervical é realizado a partir do estagio em que a doenca se encontra,
tamanho, presenca de metastase ou ndo, idade e saude da paciente, sendo feito o uso de cirurgia,
quimioterapia, radioterapia e imunoterapia, sozinha ou combinadas (JOHNSON, 2019; WHO,
2023). Entretanto, esses tratamentos causam efeitos colaterais severos e em casos avangados
sdo ineficientes para o tratamento (ZHANG et al., 2021). Dado esse contexto, fica evidente a
necessidade da busca de novos farmacos para o tratamento do cancer cervical.

A substdncia 4-[(2E)-N'-(2,2'-bitienil-5-metileno)hidrazinecarbonil]-6,7-di-hidro-1-
fenil-1H-pirazol[3,4-d]piridazin-7-ona (T6) (figura 1) é um derivado de pirazol ligado a duas
moléculas de tiofeno (JACOMINI et al., 2016). E descrito na literatura que derivados de pirazol
possuem inUmeras atividades bioldgicas, tais como, antidepressivo, antibacterial, antiviral,
antioxidante, anti-inflamatdrio, leishmanicida, entre outras (KUCUKGUZEL et al., 2015). O
tiofeno também possui Vvérias atividades bioldgicas, sendo elas, anticncer, antiparasitaria,
antimicrobiana, anticonvulsionante, anti-inflamatdria etc. (AMR, 2010).

Figura 1. Estrutura quimica da substancia 4-[(2E)-N'-(2,2'-bitienil-5-metileno)hidrazinecarbonil]-6,7- di-hidro-1-
fenil-1H-pirazol[3,4-d]piridazin-7-ona (T6).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antitumoral do
composto sintético T6 em células de adenocarcinoma cervical (HeLa), bem como o seu possivel

mecanismo de acao.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Reagentes

Acido félico, carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCcCpP),
cianeto de potassio (KCN), 2,7-diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H.DCFDA), digitonina,
dimetilsulfoxido (DMSO), 1,3-bis(difenilfosfino)propano (DPPP), perclorato de éster etilico
de tetrametilrodamina (TMRE), 9-dietilamino-5H-benzo(a)fenoxazina-5-ona (vermelho do
Nilo) foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Anexina V-FITC, 4-amino-5-
metilamino-2’,7’-difluorofluoresceina diacetato (DAF-FM DA), iodeto de propidio (IP) e
RNase A foram obtidos da Invitrogen (Grand Island, NY, EUA). Dulbecco's modified Eagle's
medium (DMEM) e soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da Gibco (NY, EUA). Cacodilato
de sodio, glutaraldeido e resina Polybed® 812 foram obtidos da Electron Microscopy Sciences
(EMS - Hatfield, EUA). Kit de viabilidade celular luminescente CellTiter-GLO foi obtido da
Promega (Madison, Wisconsin, EUA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau

analitico.

2.2. Cultura de células

Células das linhagens HelLa (adenocarcinoma cervical) e HaCat (queratindcitos
humanos) foram cultivadas em meio DMEM suplementadas com 10% de SFB, 5000 U mL™*
de penicilina e 5 mg mL* de estreptomicina, mantidas em estufa com atmosfera de 5% de CO;
a 37 °C. O repique celular e/ou plagueamento foi realizado com a formacdo de uma
monocamada confluente de células, utilizando tripsina. Para a realizacdo dos experimentos, as
células foram plaqueadas (2,5x10° células mL™, salvo excegBes) em placa de 6, 24 ou 96 pogos,
cultivadas em DMEM, suplementadas com 10% de SFB e incubadas por 24 h em estufa com
atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C.

2.3. Substancia

A substancia 4-[(2E)-N'-(2,2'-bitienil-5-metileno)hidrazinecarbonil]-6,7- di-hidro-1-
fenil-1H-pirazol[3,4-d]piridazin-7-ona (T6) (figura 1) foi sintetizada como descrito por
Jacomini e colaboradores (2016). Os ensaios bioldgicos foram realizados com uma solucdo do
composto diluido em DMSO (menor que 1%).
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2.4. Viabilidade celular

Células HeLa e HaCat foram plaqueadas em placa de 96 pogos e incubadas por 24 h a
37°C e 5% de CO,. Em seguida, o meio foi removido e adicionado o tratamento com diferentes
concentragdes (200, 100, 50, 10, 1 uM) do composto T6 ou DMEM, e incubado por 48 h, nas
mesmas condic¢Bes. Apds o tratamento, ele foi retirado e adicionando brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT, 2 mg mL™). A placa foi incubada por 4 h, protegida
da luz a 37 °C e 5% de CO2. O meio contendo MTT foi removido e adicionado DMSO para
solubilizar os cristais. O ensaio foi lido na absorbancia de 570 nm (Power WaveXS, BIO-TEK,
EUA), o Clso e CCsp foram determinados através da analise de regresséo néo linear dos dados,
e o indice de seletividade foi calculado por meio da seguinte equacdo: CCso/Clso (KAPLUM,
2018).

2.5. Analise morfologica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 24 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de CO:..
Ap0s 24 h, foi feito o tratamento com o Clso e 2xClsodo T6 por 48 h. Em seguida, foram fixadas
em 2,5% de glutaraldeido em tampé&o cacodilato de sddio 0,1 M e aderidos a um suporte de
poli-L-lisina por 1 h. As células aderidas foram lavadas e desidratadas em gradiente crescente
de etanol, secas ao ponto critico com COz, revestidas com ouro e visualizadas em microscépio
eletronico Shimadzu SS-550 (ZANI et al., 2023).

2.6. Ensaio de cicatrizacgao celular

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 24 po¢os e incubadas a 37 °C e 5% de COs..
Apbs 24 h, a monocamada foi riscada com uma ponteira estéril, lavada com PBS e tratadas com
0 Clsg e 2xClso do T6, suplementadas com 0,5% de SFB por 48 h. A migracéo foi observada
por meio de um microscopio invertido em contraste de fase (4x; Olympus CKX41). A area das
feridas foi calculada pelo software ImageJ (KAPLUM et al., 2018).
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2.7. Ensaio de formacéo de colonias

Células HeLa foram plaqueadas (500 células mL™t) em placa de 6 pocos e incubadas a
37 °C e 5% de CO,. Apds 24 h, foram tratadas com o Clsg e 2xClsgdo T6 por 48 h. Em seguida,
foi feito a remocéo do tratamento e adicionado DMEM suplementado com 10% SFB a cada 3
dias, durante 10 dias. Por fim, as células foram fixadas por 10 min em metanol 70% e
posteriormente coradas com Giemsa 10% por 45 min. As col6nias foram observadas por meio
de um microscépio invertido em contraste de fase (4x; Olympus CKX41). Foram quantificadas

apenas colénias com pelo menos 50 células (ZANI et al., 2023).

2.8. Determinacéo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de COa.
Apbs 24 h, foi feito o tratamento com o Clsg e 2xClsodo T6 por 48 h. Em seguida, foram lavadas
com solugéo salina 0,9%, tripsinizadas e ressuspensas em 500 pL de solugédo salina 0,9%,
centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. Foi removido o sobrenadante, o pellet foi ressuspenso em
500 pL de solucdo salina 0,9% e as células marcadas com TMRE (0,025 uM) por 30 min a 37
°C e 5% de CO,. CCCP 100 uM foi utilizado como controle positivo. Por fim, as células foram
centrifugadas novamente a 1.500 rpm por 3 min, e o pellet foi ressuspenso em 500 pL de
solucéo salina 0,9%. A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton-
Dickinson, Rutherford, NJ, EUA) equipado com o software CellQuest (Joseph Trotter, Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, EUA) onde um total de 10.000 eventos foram adquiridos na

regido previamente estabelecida (ZANI et al., 2023).

2.9. Determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de CO..
Apbs 24 h, foi feito o tratamento com o Clsg e 2xClsodo T6 por 48 h. O controle positivo foi
peroxido de hidrogénio (H202) 10 mM tratado por 1 h. Em seguida, foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e ressuspensas em 500 puL de PBS, centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. Foi
removido o sobrenadante, o pellet ressuspenso em 500 puL de PBS e as células marcadas com
H2DCFDA (10 uM) e incubadas por 30 min a 37 °C e 5% de CO>. Por fim, foram centrifugadas
novamente a 1.500 rpm por 3 min, e o pellet foi ressuspenso em 500 puLL de PBS. A leitura foi
realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur, com parametros descritos anteriormente (ZANI
etal., 2023).
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2.10. Determinacéo dos niveis de dxido nitrico

Células HeLa foram plaqueadas em placa de 6 po¢os e incubadas a 37 °C e 5% de COa.
Apos 24 h, foi feito o tratamento com o Clso e 2xClso do T6 por 48 h. O controle positivo foi
H202 10 mM tratado por 1 h. Em seguida, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas
em 500 pL de PBS, centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. Foi removido o sobrenadante, o pellet
ressuspenso em 500 puL de PBS e as células marcadas com DAF-FM DA (1 uM) e incubadas
por 30 min a 37 °C e 5% de CO.. Por fim, foram centrifugadas novamente a 1.500 rpm por 3
min. O pellet foi ressuspenso em 500 uL de PBS e incubado novamente por 15 min. A leitura
foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur, com parédmetros descritos anteriormente
(ZANI et al., 2023).

2.11. Determinacéo da lipoperoxidacao

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 poco e incubadas. Apds 24 h, foi feito o
tratamento com o Clsp e 2xClso do T6 por 48 h. O controle positivo foi H2O. 10 mM tratado
por 1 h. Em seguida, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas em 500 pL de PBS,
centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. Foi removido o sobrenadante, o pellet ressuspenso em
500 pL de PBS e as células marcadas com DPPP (50 uM) e incubadas por 15 min em
temperatura ambiente. Por fim, as células foram transferidas em uma placa preta de 96 pocos.
A intensidade de fluorescéncia foi quantificada usando o espectrofluorimetro (VICTOR X3,
PerkinElmer) e normalizada pela contagem do numero de células (ZANI et al., 2023).

2.12. Determinacéo da integridade da membrana plasmatica

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de COx.
Apbs 24 h, foi feito o tratamento com o Clsg e 2xClsodo T6 por 48 h. O controle positivo foi
digitonina 40 uM. Em seguida, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas em 500
puL de PBS, centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. O sobrenadante foi removido, o pellet
ressuspenso em 500 pL de PBS e as células marcadas com IP (0,2 pg mL™) e incubadas por 5
min a 37 °C e 5% de CO>. A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur, com
parametros descritos anteriormente (ZANI et al., 2023).
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2.13. Determinacdo da formac&o de corpos lipidicos

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de COa.
Apos 24 h, foi feito o tratamento com o Clso e 2xClso do T6 por 48 h. O controle positivo foi
H202 10 mM tratado por 1 h. Em seguida, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas
em 500 pL de PBS, centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. Foi removido o sobrenadante, o pellet
ressuspenso em 500 puL de PBS e as células marcadas com vermelho do Nilo (10 ug mL?) e
incubadas por 30 min a 37 °C e 5% de CO». Por fim, foram centrifugadas novamente a 1.500
rpm por 3 min, e o pellet foi ressuspenso em 500 puL de PBS. A leitura foi realizada em citdmetro

de fluxo FACSCalibur, com parametros descritos anteriormente (ZANI et al., 2023).

2.14. Determinagéo da quantidade de ATP intracelular

Células HeLa foram plaqueadas em placa de 6 e incubadas a 37 °C e 5% de CO,. Apds
24 h, foi feito o tratamento com o Clso e 2xClspdo T6 por 48 h. Em seguida, foram lavadas
com PBS, tripsinizadas e ressuspensas em 500 uLL de PBS. Por fim, as células foram transferidas
para uma placa branca de 96 pogos, adicionado 50 uL. do marcador Cell Titer Glo e incubadas
no escuro por 10 min. KCN 500 uM foi utilizado como controle positivo. A intensidade de
luminescéncia foi quantificada usando o espectrofluorimetro (VICTOR X3, PerkinElmer). A
intensidade de luminescéncia foi normalizada pela contagem do ndmero de células (ZANI et
al., 2023).

2.15. Determinacéo da exposic¢éo de fosfatidilserina

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 po¢os e incubadas a 37 °C e 5% de CO..
Apos 24 h, foi feito o tratamento com o Clso e 2xClso do T6 por 48 h. O controle positivo foi
ActD 20 uM. Em seguida, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas em 500 uL de
tampé&o de ligacdo (140 mM de NaCl, 5 mM de CaCl; e 10 mM de HEPES-Na, pH 7,4) e
incubadas no escuro a temperatura ambiente com anexina V-FITC por 15 min. Em seguida foi
adicionado IP (2 pug mL™). A leitura foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCalibur, com

parametros descritos anteriormente (ZANI et al., 2023).
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2.16. Determinagéo do tamanho celular

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de COa.
Apos 24 h, foi feito o tratamento com o Clso e 2xClso do T6 por 48 h. O controle positivo foi
ActD 20 uM. Em seguida, foram lavadas com PBS, tripsinizadas e ressuspensas em 500 pL de
PBS, centrifugadas a 1.500 rpm por 3 min. Foi removido o sobrenadante, e o pellet ressuspenso
em 500 uL de PBS. A leitura foi realizada em citometro de fluxo FACSCalibur, com parametros
descritos anteriormente (ZANI et al., 2023).

2.17. Determinacéo do ciclo celular

Células HelLa foram plaqueadas em placa de 6 pocos e incubadas a 37 °C e 5% de COx.
Apos 24 h, foi feito o tratamento com o Clso € 2xXClso do T6 por 48 h. O controle positivo foi
Taxol 10 uM. Em seguida foram fixadas em metanol 70% a 4 °C e homogeneizados
regularmente. Apos 24 h, foram lavadas com PBS e incubadas com IP (2 pg mL™) e RNAse A
(10 ug mLY) por 45 min a 37 °C. A leitura foi realizada em citémetro de fluxo FACSCalibur,

com parametros descritos anteriormente (ZANI et al., 2023).

2.18. Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como a média * desvio padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes. Os dados foram analisados por meio da anélise de variancia one-
way ou two-way (ANOVA), acompanhado do pés-teste de Tukey. Valores p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. As andlises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad, San Diego, CA, EUA).
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3. RESULTADOS

3.1. Ensaio de viabilidade celular

Neste ensaio colorimétrico, 0o MTT é reduzido pela enzima desidrogenase presente nas
mitocondrias viaveis, gerando cristais purpuras de formazan. A fluorescéncia resultado é
proporcional a quantidade de células viaveis. A substancia T6 apresentou Clsg de 2,73 £ 0,27
UM em células HelLa e baixa toxicidade em celulas de queratindcitos humano (HaCat) com
CCso de 21,52 + 3,44 uM, apresentando indice de seletividade de 7,88.

Tabela 1. Avaliacdo da atividade antitumoral de T6 e células HaCat.

HelLa HaCat
Clso (uM) CCso (UM) IS
2,73 +0,27 2152 +3,44 7,88

3.2. Alteracdes morfoldgicas

A figura 2 (A, B) apresenta as células HelLa sem alteracdes, com suas microvilosidades
caracteristicas intactas (Mi), membrana plasmatica integra, lamelipddios (L) e filopodios (F)
(projecdes do citoesqueleto) em seu estado normal. Na figura 2 (C-F), ap6s o tratamento com
0 Clso do T6, é possivel observar perda das microvilosidades (Mi*) caracteristica das células
Hela, pequenas rupturas na membrana plasmatica, indicadas pelas setas, e alteracdes nos
filopddios (F) e lamelipddios (L), por sua vez indicadas pelas ponta de seta. O tratamento com

2%Clso do T6 (figura 2, G-J) intensificou as alteragcdes ocorridas com o tratamento de Clso.
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Control

2.73 WM

5.46 uM

Figura 2. AlteracGes morfolégicas em células HeLa observadas por microscopia eletrnica de varredura pos-
tratamento com T6 por 48 h. (A, B) células ndo-tratadas; (C-F) células tratadas com Clsg (2,73 uM); (G-H) células
tratadas com 2xClsg (5,46 uM). (F) filopédios, (L) lamelipddios, (Mi) microvilosidades, (Mi*) microvilosidades
alteradas, (ponta de seta) alteragdes de filopodios e lamelipddios, (seta) ruptura celular. Barra de escala = 10 uM
(A,C,D,E,G,H, I),5uM (B, F, J).
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3.3. Determinacéo da cicatrizagao celular

Na figura 3A, é possivel observar diminuicdo na taxa de cicatrizacdo apo6s 48 h de
tratamento com o Clsp e 2xClsp de T6, quando comparado ao controle negativo, apenas
suplementado com 0,5% de SFB e ndo tratado, que apresenta cicatrizacdo quase completa.
Observa-se na figura 2B uma diminuicdo na taxa de cicatrizacdo de 59% e 29% para o Clsp e
2%xClso de T6, respectivamente, quando comparado ao controle negativo que apresentou uma
taxa de cicatrizacdo de 76%, sendo a concentracdo de 5,46 PM capaz de reduzir

significativamente a cicatrizacao.
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Figura 3. Ensaio de migracdo celular em células HeLa pés-tratamento com células tratadas com Clsg (2,73 UM,
em roxo) ou 2xCls, (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. (A) microscopia Optica representativa de trés
experimentos independentes. (B) gréafico de barras obtido com base nos calculos realizados a partir de imagens

obtidas por microscopia éptica. **p<0,005.
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3.4. Determinacao da formacao de colbnias

A figura 4A apresenta diminui¢do da formagdo de coldnias pos-tratamento com T6
qguando comparado ao controle negativo, havendo reducéo de 88% para o Clso (barra em roxo)
e de 98,34% para 0 2xClso (barra em roxo escuro), como demonstrado no grafico de barras

(figura 4B). Ambas as concentragdes reduziram de forma significativa a formacao de colonias.
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Figura 4. Ensaio de formacdo de coldnias em células HeLa p6s-tratamento com Clsg (2,73 UM, em roxo) ou 2xClsg
(5,46 uM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. (A) microscopia Optica representativa de trés experimentos
independentes. (B) gréafico de barras obtido com base nos célculos realizados a partir de imagens obtidas por

microscopia optica. **p<0,005.
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3.5. Determinacédo do A¥Ym

Na figura 5 (A e B), observa-se uma diminui¢do do A¥m pos-tratamento por 48 h com
T6. O tratamento com o Clsg (curva e barra em roxo) causou uma diminuicdo de 55% enquanto
0 2xClsg (curva e barra em roxo escuro) diminuiu em 68%, indicando uma despolarizacdo
significativa da membrana mitocondrial quando comparado com o controle negativo. J& o
CCCP causou uma despolarizacdo de 78%. Essa despolarizacdo é observada devido ao
deslocamento dos picos roxos e rosa para a esquerda na figura 5A, comparado ao pico do

controle negativo, representado em cinza.
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Figura 5. Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (A%¥m) de células HeLa marcadas com TMRE
(0,025 uM, em roxo) pos-tratamento com Clsp (2,73 UM, em roxo escuro) ou 2xClsp (5,46 uM) de T6 por 48 h.
CCCP (100 uM, em rosa) utilizado como controle positivo. (A) histograma obtido em citdmetro de fluxo. (B)
graficos de barras obtido com base nos calculos realizados a partir dos resultados de citometria de fluxo.

***n<(,001 e ****p<(,0001.
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3.6. Determinacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

A figura 6A apresenta um aumento de ERO em células HelLa tratadas com Clso (curva
e barra em roxo) e 2xClsg (curva e barra em roxo escuro) do T6 por 48 h, sendo este aumento
de 218% e 476%, respectivamente, e de 398% para o H202 quando comparado ao controle
negativo. Este aumento foi estatisticamente significativo para ambas as concentragdes de
tratamento, bem como para o H20.. O aumento de ERO é demonstrado no deslocamento dos

picos roxos e rosa para a direita na figura 6A, comparado ao pico do controle negativo, em

cinza.
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Figura 6. Determinacdo de ERO de células HeLa marcados com H,DCFDA (10 uM) pos-tratamento com Clso
(2,73 UM, em roxo) ou 2xClsp (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. H.O, (10 mM, em rosa) utilizado como
controle positivo, tratado por 1 h. (A) histograma obtido em citdmetro de fluxo. (B) gréfico de barras obtido com

base nos célculos realizados a partir dos resultados de citometria de fluxo. **p<0,005; ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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3.7. Determinacéo dos niveis de oxido nitrico

Na figura 7A, observa-se um aumento de 6xido nitrico ap6s tratamento com Clsg (curva
e barra em roxo), 2xClso (curva e barra em roxo escuro) do T6, e H2O> (curva e barra em rosa)
devido ao deslocamento dos picos roxos e rosa para a direita, comparado ao pico do controle
negativo, em cinza. Nota-se um aumento estatisticamente significativo (figura 7B) de 182% e
229%, respectivamente, e 161% para o H.O. quando comparado com o controle negativo.
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Figura 7. Determinacg&o de niveis de éxido nitrico em células HeLa marcadas com a sonda DAF-FM (1 uM) pos-
tratamento com Clso (2,73 UM, em roxo) ou 2xClsg (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. H,O2 (10 mM, em
rosa) utilizado como controle positivo, tratado por 1 h. (A) histograma obtido em citdmetro de fluxo. (B) gréfico
de barras obtido com base nos calculos realizados a partir dos resultados de citometria de fluxo. **p<0,005 e

***p<0,001.
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3.8. Determinacéo da lipoperoxidacéo

Na figura 8, observa-se um aumento de lipoperoxidacdo em células HelLa apds o
tratamento com Clso (barra em roxo) e 2xClso (barra em roxo escuro) de T6. Notando um
aumento significativo de 770% e 890%, respectivamente, e de 776% para 0 H>O> (barra em

rosa) quando comparado com o controle negativo.
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Figura 8. Determinacdo de lipoperoxidacdo em células HeL.a marcadas com DPPP (50 uM) pos-tratamento com
Clso (2,73 uM, em roxo) ou 2xClsg (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. H,O, (10 mM, em rosa) utilizado

como controle positivo, tratado por 1 h. **p<0,005.
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3.9. Determinacdo da integridade da membrana plasmatica

Na figura 9A é possivel observar um aumento de células positivas para IP apo6s o
tratamento com ambas as concentracdes de T6 (curvas e barras em roxo e roxo escuro), bem
como para a digitonina (curva e barra em rosa), uma vez que 0s picos estdo deslocados para a
direita em relagédo ao pico em cinza, do controle negativo. O aumento observado foi plotado na
figura 9B, sendo de 278% e 405% para os tratamentos com Clsop e 2xClsp do T6,

respectivamente, e de 1243% para digitonina quando comparado com o controle negativo.
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Figura 9. Determinacéo da integridade a membrana plasmatica em células HeLa marcadas com iodeto de propidio
(IP, 0,2 ug mL) pés-tratamento com Clsp (2,73 UM, em roxo) ou 2xClsq (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por
48 h. Digitonina (40 uM, em rosa) utilizada como controle positivo, tratada por 5 min. (A) histograma obtido em
citbmetro de fluxo. (B) gréafico de barras obtido com base nos calculos realizados a partir dos resultados de

citometria de fluxo. ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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3.10. Determinacdo da formac&o de corpos lipidicos

A figura 10A apresenta aumento na formac&o de corpos lipidicos através da marcagéo
com vermelho do Nilo para os tratamentos realizados com T6 por 48 h e para o controle positivo
H>02, havendo deslocamento dos picos roxos e rosa para a direita, comparado ao pico do
controle negativo, em cinza. Os aumentos foram significativos, sendo de 1.036% e 3.400% para
os tratamentos com Clso e 2xClsg do T6, respectivamente, e de 435% para H>0> quando

comparado com o controle negativo.
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Figura 10. Determinagdo de formacédo de corpos lipidicos em células HeLa marcadas com vermelho do Nilo (10
pg mLY) pds-tratamento com Clso (2,73 UM, em roxo) ou 2xClsg (5,46 M, em roxo escuro) de T6 por 48 h. H,0;
(10 mM, em rosa) utilizado como controle positivo, tratado por 1 h. (A) histograma obtido em citdmetro de fluxo.
(B) gréfico de barras obtido com base nos célculos realizados a partir dos resultados de citometria de fluxo.
***p<0,001 e ****p<0,0001.
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3.11. Quantificagdo de ATP intracelular

Houve diminuicdo nos niveis de ATP intracelulares quando observados através da
marcacdo com o kit de deteccdo Cell Titer Glo®, como demonstrado na figura 11. A
luminescéncia foi reduzida de forma estatisticamente significativa em 61% e 66% para 0S
tratamentos com Clsp e 2xClso do T6, respectivamente, e de 66% para o KCN quando

comparado com o controle negativo.
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Figura 11. Quantificacdo de ATP intracelular em células HeLa marcadas pelo kit Cell Titer Glo® pos-tratamento
com Clsp (2,73 UM, em roxo) ou 2xClsp (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. KCN (500 uM, em rosa).
***p<0,001 e ****p<0,0001.
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3.12. Determinacéo da exposic¢éo da fosfatidilserina

Na figura 12A, percebe-se um aumento na marcacao de células positivas para anexina
V-FITC (deslocamento para o quadrante superior esquerdo) e IP (deslocamento para o
quadrante superior direito), indicando tanto morte por necrose quanto apoptose tardia,
respectivamente. Na figura 12B ¢ possivel observar um aumento de 3.450% e 2.600% de células
positivas para IP (em necrose) e um aumento de 2.800% e 1.900% de células positivas para
anexina V-FITC (em apoptose) para os tratamentos com Clsg (em roxo) e 2xClso (em roxo
escuro) do T6, respectivamente, e de 2.000% de células positivas para IP (em necrose) e de
1.600% de células positivas para anexina V-FITC (apoptose) com o tratamento com ActD (em

rosa) quando comparado com o controle negativo.
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Figura 12. Determinacdo da exposicéo da fosfatidilserina e morte celular em células HeLa marcadas com anexina-
V FITC e iodeto de propidio (IP, 2 ug mL™) pés-tratamento com Clso (2,73 UM, em roxo) ou 2xClsq (5,46 UM,
em roxo escuro) de T6 por 48 h. Actinomicina D (ActD, 20 uM, em rosa) utilizada como controle positivo. (A)
dotplot obtido em citdmetro de fluxo. (B) gréfico de barras obtido com base nos calculos realizados a partir dos

resultados de citometria de fluxo. ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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3.13. Determinacéo do tamanho celular

Na figura 13 (A e B), nota-se uma diminuicéo significativa do tamanho celular de 44%
e 48% para ambos os tratamentos com Clso (curva e barra em roxo) e 2xClso (curva e barra em
roxo escuro) do T6, respectivamente, e de 40% para a ActD (curva e barra em rosa) quando
comparado com o controle negativo, observado pelo deslocamento dos picos coloridos a

esquerda do pico em cinza (figura 13A).
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Figura 13. Determinacdo do tamanho celular em células HeLa pés-tratamento com Clsp (2,73 UM, em roxo) ou
2xCls (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. Actnomicina D (ActD, 20 uM, em rosa) utilizada como controle
positivo. (A) histograma obtido em citdmetro de fluxo. (B) gréfico de barras obtido com base nos calculos

realizados a partir dos resultados de citometria de fluxo. ***p<0,001.
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3.14. Determinacéo do ciclo celular

A partir de dados obtidos pela citometria de fluxo, a anélise do ciclo celular ap6s o
tratamento com o Clso (barras em roxo) e 2xClso (barras em roxo escuro) evidenciou diminuigdo
no numero de células estacionadas na fase Go/Gi. O Taxol (barras em rosa) causou aumento

significativo de células nas fases < Go/G1 € G2/M e diminuigdo na fase Go/Gu.
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Figura 14. Determinacdo do ciclo celular em células HeL.a marcadas com IP (2 pg mL1) pés-tratamento com Clsg
(2,73 UM, em roxo) ou 2xClsp (5,46 UM, em roxo escuro) de T6 por 48 h. Taxol (10 uM, em rosa) utilizado como

controle positivo. *p<0,05 e ****p<0,0001.
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4. DISCUSSAO

Neste trabalho foi avaliado a atividade antitumoral da substancia T6 frente a células de
adenocarcinoma cervical imortalizadas pelo HPV18 (HelLa). A substéncia apresentou potente
atividade inibitoria em células HelL a e baixa toxicidade em células de queratinécitos humano
(HaCat), exibindo um bom indice de seletividade. De fato, a maior afinidade do T6 por células
tumorais em comparacdo com células ndo tumorais destaca seu potencial promissor.
Posteriormente, foram realizados ensaios morfologicos e bioquimicos para elucidar o
mecanismo de morte causado por T6 em células HeLa.

Anélises morfoldgicas obtidas por MEV revelaram que o tratamento com T6 causou
danos extensos a membrana plasmatica, incluindo pequenas rupturas na membrana, perda de
microvilosidades e diminuicdo de filopddios e lamelipddios. As microvilosidades séo
protrus6es microscépicas na superficie celular que ampliam a area de absorcdo de nutrientes,
facilitam a adeséo celular e podem contribuir para a invasividade das células cancerigenas
(REN et al., 1990). Filopodios e lamelipddios sdo projecdes do citoesqueleto responsaveis por
sustentacdo, resisténcia e locomocdo e desempenham um papel fundamental no aumento da
motilidade e metastase das células cancerigenas (ALBLAZI; SIAR, 2015; CAJULAO; CHEN,
2021; RUIZ-LAFUENTE et al., 2021; PRATIWI et al., 2024). Essas alterac6es sugerem que 0
T6 compromete a locomocao celular ao alterar sua morfologia invasiva, reduzindo o contetdo
de filamentos de actina e, consequentemente, prejudicando a motilidade e a adesdo célula-célula.

Sabe-se que a proliferacdo e migracdo celular desempenham papéis fundamentais e
cuidadosamente regulados em diversos processos fisiolégicos normais, como a morfogénese,
embriogénese, respostas imunolégicas, angiogénese, reparo de tecidos, regeneracdo tecidual e
diferenciacdo celular. No entanto, a migracdo também estd ligada a varios processos
patoldgicos, incluindo a metastase do cancer (DE LA FUENTE et al., 2020). Por essa razdo, a
avaliacdo da capacidade migratoria celular € essencial no desenvolvimento de novos
tratamentos antitumorais. Aqui, nds observamos que o T6 foi capaz de inibir significativamente
a migracéo de células HeLa, impedindo a cicatrizacdo da ferida. Esses resultados corroboram
com os observados por MEV e sugerem que o0 T6 pode interferir na atividade migratéria e na
invasdo de tecidos adjacentes pelas células tumorais.

O ensaio clonogénico ou ensaio de formagé&o de colbnias, & uma técnica comumente usada
para avaliar a sobrevivéncia e proliferacdo de células em condicdes in vitro (KABAKOV;
GABAI, 2018). Essa metodologia ¢ utilizada para determinar a sensibilidade & radioterapia,
quimioterapia e terapias molecularmente direcionadas (BRIX et al., 2021). Nossos resultados
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mostraram que o T6 foi capaz de reduzir significativamente o nimero de coldnias, indicando
possivel potencial anticancer.

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas como resultado de inlmeros processos
enddgenos ao organismo, como a cadeia respiratoria nas mitocondrias, células inflamatorias e
0S peroxissomos, e de processos exdgenos ao organismo, como radiacdo, substancias quimicas,
alcool, tabaco e agentes infecciosos. Quando em excesso, causam danos em inimeras moléculas
bioldgicas, uma vez que o sistema antioxidante endogeno fica sobrecarregado e ndo é capaz de
neutralizar de forma eficiente todas as ERO produzidas (AYALA et al., 2014). Sdo exemplos
de moléculas que constituem o sistema antioxidante enddgeno as enzimas catalase e superdxido
dismutase, que possuem a funcdo de neutralizar as ERO, transformando-as em moléculas menos
reativas e, consequentemente, mitigando o dano que elas poderiam causar. Esse processo €
conhecido como potencial redox, no qual se tem um balanco entre espécies reativas e
antioxidantes, mantendo a homeostase celular (HALLIWELL, 2006; KLAUNIG, 2018;
SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018; JELIC, 2021). Quando acontece um desequilibrio no
potencial redox, a quantidade de ERO supera a concentracdo de moléculas antioxidantes,
levando a danos oxidativos irreversiveis em proteinas, lipidios e acidos nucleicos, podendo
induzir a oncogénese (SCHUMACKER, 2006; SAJADIMAJD; KHAZAEI, 2018).

T6 também causou a perda do AWm de células Hela, acarretando a diminuicdo da
producdo de ATP. Esse achado esta em concordancia com o estudo de Alharthy et al. (2023),
no qual também foi observada uma perda do A¥m. O A¥m é fundamental para manter a funcéo
fisioldgica da cadeia respiratoria para a geracdo de ATP e, a perda significativa do A¥m resulta
no esgotamento energético da célula, levando, posteriormente, a morte celular (ZOROVA et al.,
2018). Ainda, a despolariza¢do mitocondrial induz inumeros desequilibrios celulares, incluindo
0 aumento de ERO intracelular. As células tumorais, por sua vez, ndo possuem um potencial
redox forte o suficiente para controlar esse aumento exacerbado (KUDRYAVTSEVA et al.,
2016). Niveis elevados de ERO foram observados em ceélulas HelLa tratadas com T6.
Resultados similares também foram observados por Bukowski et al. (2023), ao avaliar uma
substancia derivada de pirazol.

O aumento ERO quando ndo homeostéatico, desencadeia uma série de reagdes que causam
danos a moléeculas bioldgicas. Um exemplo disso é a lipoperoxidacdo, que compromete a
integridade estrutural e funcional da membrana plasmatica, alterando sua permeabilidade. Esse
processo ocorre devido a degradacdo oxidativa dos lipidios por radicais livres, resultando na
perda da integridade da membrana (ZANI et al., 2023). O tratamento com T6 demonstrou
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causar danos significativos, evidenciados por um aumento expressivo na lipoperoxidacgao e na
degradacdo da membrana plasmaética. Esses resultados indicam que o T6 promove a degradagéo
dos lipidios da membrana, resultando em danos severos e comprometendo sua integridade. Os
resultados por MEV reforcam esses achados, revelando danos extensos a membrana plasmatica
nas células tratadas.

ERO e ERN sdo capazes de reagir com moléculas de DNA, causando desaminacdo do
grupo amina e, consequentemente, levando a perda de fungdo dessas moléculas (MURATA,
2018). Observou-se que o tratamento com T6, além de aumentar a producdo de ERO, também
resultou em um aumento significativo de ERN, sugerindo inducdo de estresse oxidativo e
nitrosativo. Diante desse cenario de estresse oxidativo e nitrosativo e dos danos extensos
causados, as células tendem a adotar mecanismos de mitigacdo, como o0 aumento na producéo
de corpos lipidicos — estruturas responsaveis pelo armazenamento de energia, neutralizacdo de
espécies reativas e de reserva para manutencdo da membrana plasmatica (KOSTECKA et al.,
2021; LUO et al., 2022; LEE et al., 2024). O acimulo de lipidios, observado em células HeLa
tratadas com T6, foi evidenciado pelo marcador vermelho do Nilo.

O tratamento com T6 também causou danos significativos ao ciclo celular, evidenciados
por diminui¢do no numero de células estacionadas na fase Go/G1. Esse efeito provavelmente
resulta do estresse oxidativo e nitrosativo demasiado, iniciando o processo de sinalizagdo de
morte celular programada, conhecida como apoptose, cuja caracteristica marcante é a reducdo
do tamanho celular (ELMORE, 2007; NUNEZ et al., 2010; FAROOQUI et al., 2018).
Informacé&o corroborada com os resultados obtidos por citometria de fluxo, que mostraram uma
diminuicdo significativa no tamanho das células HelLa apds o tratamento com TB6.
Contrariamente, Gimta et al. (2023) relataram em seus experimentos sobre o ciclo celular,
observando que uma molécula derivada de pirazol causou a interrupcao do ciclo celular na fase
Go/G1, destacando a diferencga entre os efeitos de ambas as abordagens.

Em células saudaveis, enzimas dependentes de ATP, conhecidas como flipases, mantém
moléculas de fosfatidilserina no interior da célula. No entanto, devido aos danos causados pela
perda do A¥m, alteragdes na membrana celular e lipoperoxidacdo, as fosfatidilserinas
interiorizadas sdo expostas, podendo ser quantificadas através da ligagdo ao marcador anexina
V-FITC e IP, permitindo a diferenciacéo entre células apoptoticas e necroticas (CROWLEY et
al., 2016; KABAKOQOV; GABALI, 2018). As células tratadas com T6 apresentaram diminuigédo
no namero de células vivas e aumento nas células apoptéticas e necroticas, reveladas pelas

marcagdes de anexina V-FITC e IP.
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Os experimentos aqui apresentados fornecem evidéncias de que o T6 induziu alteractes
bioquimicas e morfoldgicas em células HeLa, resultando na perda do A¥m e na reducdo dos
niveis de ATP, o que causou um deshalanceamento do potencial mitocondrial. Esse
desequilibrio levou ao aumento das ERO e ERN, promovendo lipoperoxidacdo, perda da
integridade da membrana, aumento de corpos lipidicos e diminui¢do na fase Go/G1. Como
consequéncia, houve reducdo do tamanho celular, culminando na morte celular por apoptose

tardia e subsequente evolucéo para necrose apos o tratamento com T6 (figura 15).
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Figura 15. Figura resumo do mecanismo de a¢do do T6 (setas roxas) causando perda A¥m e diminuicdo de ATP,
gerou aumento de ERO e ERN, consequentemente, lipoperoxidacdo, perda da integridade da membrana, aumento
de corpos lipidicos, diminuicdo na fase Go/G1, diminuicdo do tamanho celular culminando na morte celular por

apoptose tardia e subsequente evolucao para necrose.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que 0 composto sintético T6 exerce potente
atividade antitumoral contra células de adenocarcinoma cervical (HeLa) por meio de multiplos
mecanismos. Os danos causados pela perda de A¥m, como a diminuicdo da producao de ATP,
aumento na producdo de ERO e ERN, induziram a danos extensos na membrana plasmatica,
evidenciadas pelas imagens de MEV, levando a peroxidagdo lipidica, aléem de reduzir o
potencial de migracdo celular e formacdo de col6nias, e diminui¢cdo na populacdo do ciclo
celular em GoGi, posterior morte por apoptose tardia e consequente necrose. Esses efeitos,
associados ao baixo valor de Clso e a baixa toxicidade em células normais, destacam o potencial
de T6 como candidato a novas quimioterapias direcionadas e seletivas, que podem reduzir
efeitos colaterais em tecidos saudaveis, justificando-se assim a continuagédo dessa pesquisa em

experimentos in vitro e in vivo para melhor avaliar a aplicabilidade clinica de T6.
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