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RESUMO

O céancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo. Nos ultimos
anos, houve melhorias no diagndstico e tratamento, resultando em uma reducao de
mais de 20% na taxa de mortalidade dessa doenca. No entanto, o cancer ainda
representa um sério problema de saude publica. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade antineoplasica de compostos piridil-tiazolinicos por meio de estudos
in vitro, imunomodulatérios e in silico. Quinze compostos hibridos piridil-1,3-tiazol e
tiossemicarbazonas foram sintetizados por substituicdo nucleofilica. Esses compostos
foram testados quanto ao seu potencial antitumoral em um estudo farmacolégico,
realizado em varias linhagens in vitro, utilizando uma concentragéo de 50 uM/mL. As
linhagens escolhidas para o estudo foram HT-29 (adenocarcinoma de c6lon), MCF-7
(adenocarcinoma de mama), PC-3 (adenocarcinoma de préstata) e HCT-116
(adenocarcinoma de célon), além da linhagem ndo tumoral Vero (células de rim de
macaco-verde africano, Chlorocebus sabaeus), que serviu como controle negativo. A
maioria dos compostos apresentou atividade citotoxica em pelo menos uma das
linhagens testadas. Os compostos TAP-04 e TP-11 mostraram atividade citotoxica em
trés das linhagens tumorais avaliadas. No entanto, o composto TAP-04 apresentou
alta toxicidade para as células ndo tumorais (Vero), em comparacdo com o TP-11
(69% e 12,02%, respectivamente), demonstrando efeitos antiproliferativos para as
células normais (Vero) (ICso> 40 uM), evidenciando o TP-11 como o composto com o
indice de seletividade mais favoravel. Quanto a atividade imunomodulatéria, o
composto induziu a diminuicdo da expressao das citocinas proé-inflamatérias IL-6
(p>0.05) e IL-17 (p>0.05). Nos ensaios in silico, o docking molecular apresentou uma
meédia de 1264,47 kcal/mol, indicando que o processo de ligacdo pode ocorrer de
forma espontanea, caracterizando uma boa estabilidade de ligacdo ao composto. No
geral, os resultados deste estudo incentivam investigacdes futuras sobre o perfil

antitumoral de compostos hibridos piridil-tiazolinicos.

Palavras-chave: piridina; antitumoral; tiazol; docking molecular; citocinas.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. In recent years,
improvements in diagnosis and treatment have led to a more than 20% reduction in
the mortality rate of this disease. However, cancer remains a significant public health
issue. Therefore, the aim of this study was to evaluate the antineoplastic activity of
pyridyl-thiazolinic compounds through in vitro, immunomodulatory, and in silico
studies. Fifteen hybrid pyridyl-1,3-thiazole and thiosemicarbazone compounds were
synthesized through nucleophilic substitution. These compounds were tested for their
antitumor potential in a pharmacological study conducted on various in vitro cell lines,
using a concentration of 50 yM/mL. The selected cell lines for the study were HT-29
(colon adenocarcinoma), MCF-7 (breast adenocarcinoma), PC-3 (prostate
adenocarcinoma), and HCT-116 (colon adenocarcinoma), in addition to the non-
tumoral Vero cell line (African green monkey kidney cells, Chlorocebus sabaeus),
serving as the negative control. Most compounds showed cytotoxic activity in at least
one of the tested cell lines. Compounds TAP-04 and TP-11 exhibited cytotoxic activity
in three of the evaluated tumor cell lines. However, compound TAP-04 showed high
toxicity to non-tumor cells (Vero) compared to TP-11 (69% and 12.02%, respectively),
demonstrating antiproliferative effects on normal cells (Vero) (ICso> 40 uM),
highlighting TP-11 as the compound with the most favorable selectivity index.
Regarding immunomodulatory activity, the compound induced a decrease in the
expression of pro-inflammatory cytokines IL-6 (p>0.05) and IL-17 (p>0.05). In silico
assays revealed that molecular docking averaged 1264.47 kcal/mol, indicating that the
binding process can occur spontaneously, characterizing good binding stability to the
compound. The results of this study encourage further investigations into the antitumor

profile of pyridyl-thiazolinic hybrid compounds.

Keywords: pyridine; antitumor; thiazole; molecular docking; cytokines.
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1 INTRODUCAO

As mutacdes no DNA podem resultar em modificagbes no padrdo gendmico,
provocando um desequilibrio no controle mitético das células. Esse desequilibrio
caracteristico do que é comumente conhecido como cancer. Esta doenca, de natureza
cronica, se manifesta por um crescimento celular desregulado que invade tecidos e
orgaos, podendo se disseminar para outras regides do corpo, configurando o processo
conhecido como metéstase (SILVA et al., 2017).

De acordo com dados da Agéncia Internacional de Pesquisa para o Cancer
(IARC), o cancer é considerado a segunda maior causa de morte, ficando atras
apenas das doencas do tipo cardiovasculares. Sdo diagnosticados mais de 9,5
milhdes de novos casos de cancer por ano e cerca de seis milhdes de mortes em
decorréncia desta doenca. Estudos realizados pela IARC apontam uma estimativa de
aproximadamente 21,4 milhdes de novos casos e 13,2 milhdes de mortes até 2030.
O relatdrio da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), publicado em 2020, apontou 0s
seis canceres mais comuns na populacdo: pulmdo, mama, colon-retal, prostata,
estbmago e cancer do colo do atero.

Embora ja existam técnicas bem estabelecidas no tratamento do cancer,
pesquisas que busquem alternativas que minimizem os efeitos colaterais da
quimioterapia e radioterapia nos pacientes terdo impactos diretos e positivos nas
politicas publicas de saude (CARDOSO et al., 2014; DE SANTANA et al., 2018). Desta
forma, uma das alternativas para o tratamento do cancer consiste na sintese de
compostos buscando a potencializacdo da atividade no combate as células
cancerigenas. A piridina, por exemplo, é um nucleotideo que veem sendo amplamente
estudada por apresentar processos biolégicos importantes, tais como, a oxirreducéo
enzimatica e atividade seletiva de citotoxicidade contra células de linhagens
neoplasicas (CHAO, 2012; SILVA et al, 2017; BARBOSA et al., 2019;
VASCONCELOS et al., 2021).

Outra classe de moléculas que tém demonstrado resultados promissores sao
os tiazdis. As moléculas derivadas dos tiazéis possuem o anel tiazélico atuando como
farmacoforo versatil para a sintese de novos derivados. No cancer, pesquisas vém
mostrando que seus derivados podem atuar por meio da inibicdo de quinases,

metaloproteinases de matriz (MMPS) e proteinas antiapoptoticas da familia BCL2.
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Além disso, os analogos de tiazois apresentaram propriedades antimetastaticas
(MORIGI et al., 2015; GENG-YING et al., 2021). Atualmente existem varios estudos
sobre técnicas que buscam aprimorar as atividades biolégicas dos compostos através
da unido de diferentes anéis, essa estratégia € conhecida como hibridizacdo molecular
(SZYCHOWSKI et al., 2017).

Essa estratégia pode ser usada para conectar o anel de piridina com o anel
tiazolinico em uma nova série de compostos triciclicos para desenvolver moléculas
visando o dominio dos zimogénios inativos e pro-metaloproteinases (proMMPS).
Assim, compostos com nucleos piridil e 1,3-tiazol foram descritos como
imunomoduladores, anti-inflamatorios e citotoxicos para células cancerigenas (SILVA
et al., 2017).

A imunomodulacdo possui um perfil interessante quando correlacionada as
caracteristicas estruturais de certos compostos sintéticos pela acdo direta sobre
receptores de membrana ou proteinas relacionadas com a producédo de citocinas,
atuando de forma direta no contexto imunolégico da formacgé&o do tumor. Tais citocinas
sdo produzidas tanto por células tumorais, quanto pelas células do sistema
imunologico. Desta forma, o uso de estratégias imunomoduladoras associadas a
atividade antitumoral, caracteriza uma abordagem promissora dentro deste contexto
(FIGUEIREDO et al., 2017).

Além disto, com o avanco na area da informatica nos ultimos anos, uma forma
para obtencdo de dados cientificos que vem ganhando visibilidade é a modelagem
molecular de farmacos associada ao estudo in silico de estruturas quimicas de
moléculas de interesse farmacéutico, de forma a permitir, uma andlise estrutura-
atividade por meio de procedimentos computacionais. Desta forma trazendo mais
possibilidades de integracdo entre o composto e o ligante (alvo molecular). Isso
explica por que a industria farmacéutica tem investido muito na compra de
computadores cada vez mais potentes em seus centros de pesquisas (SANTANA et
al., 2020).

Diante do exposto, este trabalho visou investigar o potencial anticancerigeno in
vitro de compostos analogos a piridina e tiazol, além da atividade imunomoduladora
por meio da quantificagdo de citocinas TH-1, TH-2 e TH-17 importantes no contexto
tumoral, bem como caracteristicas de ligacao ligante-receptor, através de estudos in

silico.
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2 OBJETIVOS

Diante do disposto trabalho, ressalta-se a importancia de pontuar os objetivos

gerais e especificos de forma clara, explicitando-os da seguinte maneira:

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antineoplasica de compostos piridil-tiazolicos por meio de

estudos in vitro e in silico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar in vitro o potencial antitumoral frente as linhagens de cancer humano
HeLa (carcinoma cervical), HT-29 (adenocarcinoma de co6lon), MCF-7
(adenocarcinoma mamaéario), PC3 (adenocarcinoma de préstata), HCT-116
(adenocarcinoma de célon), além da linhagem Vero (linhagem normal de
células epiteliais renais de macaco-verde africano);

b) Determinar o perfil imunomodulatério do composto mais citotoxico frente a
guantificacdo das citocinas TH-1, TH-2 e TH-17;

c) Realizar os estudos in silico do composto com melhor atividade antitumoral e

indice de seletividade por meio de programas computacionais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O cancer € uma doenga multifatorial, caracterizada pelo crescimento
desordenado de células que apresentam caracteristicas atipicas. Outro fator comum
aos tipos de cancer é a incapacidade de diferenciacdo celular normal. As células
adquirem caracteristicas de malignidade por meio do processo de progressao tumoral,
que consiste no crescimento progressivo, na invasao e na formacao de metéstases.
Quanto aos tumores podemos classificd-los de duas formas, neoplasias benignas e
tumores malignos (COSTA, 2015; WHO, 2018).

As neoplasias benignas séo caracterizadas por apresentarem crescimento
anormal de células analogas as células do tecido original, crescimento lento e ndo
apresentarem caracteristicas metastaticas. A origem de um processo neoplasico
normalmente se d& a partir de uma Unica célula. Esta célula foi exposta a algum tipo
de agente (quimico, fisico ou biol6gico) e sofreu mutagdes genéticas. Resultando
assim na progressdo de uma lesdo pré-cancerigena, envolvendo varios estagios,
levando a formagao de tumores malignos (AL-OMARY et al., 2012; KLATT, 2017).

Tais tumores malignos possuem caracteristicas que constituem o alicerce
l6gico para o entendimento dessa doenca (Figura 1), essas caracteristicas incluem:
escape dos processos de inibicdo, escape do sistema imunoldgico, possibilidade de
replicacdo infinita, promoc¢édo de inflamacdo, invasdo e formacdo de metastase,
estimulo para formacdo de novos vasos sanguineos, instabilidade gendmica,
resisténcia aos mecanismos de morte celular, reprogramacao do metabolismo celular

e estimulo permanente para proliferar.
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Figura 1 — Caracteristicas gerais do cancer
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Fonte: https://www.cell.com/fulltext/S0092-8674(11)00127-9

Durante muito tempo os estudiosos da area tinham uma visdo reducionista
sobre o cancer, ou seja, o foco era baseado apenas no tumor em si (Figura 2A).
Atualmente, quando se fala de cancer € levado em consideracdo todo sistema ao
redor e que interagem de forma direta e indiretamente com o tumor, ou seja, S&o vistos
como tecidos complexos onde as células transformadas apresentam capacidade de
recrutar e converter células tipicas, que atuam como coadjuvantes na formacéo
neoplasica. Desta forma pode- se dizer que as particularidades fenotipicas do cancer
nao dependem apenas das células tumorais e sim de todo um sistema (Figura 2B)
(SANTOS, et al., 2016).
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Figura 2 — Aspectos celulares do microambiente tumoral: A- Visao reducionista. B- Concepc¢éao atual,
considerando as células tumorais e todo o microambiente
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Fonte: https://www.correiobraziliense.com.br/.

3.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2017), o cancer é
considerado a segunda maior causa de morte em todo mundo, ficando atras apenas
das doencas do tipo cardiovascular. O nimero de novos casos de cancer devera
aumentar em cerca de 70% ao longo das préximas décadas. Para 2030, serdo mais
de 21 milhdes de novos casos e 13 milhdes de mortes por cancer, isso devido ao
crescimento e envelhecimento da populacdo, assim como a diminuicdo das mortes
devido a doengas infecciosas e redugéo na mortalidade infantil (OMS, 2017).

Segundo o Globocan (2018), os principais tipos de cancer atualmente
diagnosticados em todo o mundo séo: pulmao (2,09 milhdes), mama (2,09 milhdes),
intestino (1,8 milhdes), prostata (1,28 milhdes) e estbmago (1,03 milhdo). Nos
homens, os mais frequentes foram pulméo (14,5%), préstata (13,5%), intestino
(10,9%), estdbmago (7,2%) e figado (6,3%). Nas mulheres prevalece, mama (24,2%),
intestino (9,4%), pulméao (8,4%), colo do utero (6,6%) e glandula tireoide (5,1%).

No Brasil, de acordo com a ultima estimativa realizada pelo INCA (Instituto
Nacional de Cancer) foi estimado para o biénio 2020-2022 o surgimento de mais de
500 mil novos casos de cancer. Alem disso, acredita-se que esta doencga continuara
aumentando nos paises considerados em desenvolvimento. Em paises desenvolvidos
seu crescimento serd ainda maior caso ndo haja a implementacdo de medidas
preventivas (INCA, 2020).
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Ainda em concordancia com o Inca (2020), o Brasil vem passando por
alteracdes no contexto econdémico, social e da saude. O aumento da expectativa de
vida e a evolucdo dos métodos de diagndésticos, podem explicar o crescimento das
taxas de incidéncia de cancer ao longo dos anos. Esses fatores trouxeram alteracdes
importantes no perfil de morbidade e mortalidade, diminuindo a ocorréncia das
doencas infectocontagiosas e evidenciando as doencas cronicas como novo centro
de atencao dos problemas de doenca e morte da populacao brasileira (INCA, 2020).

Estima-se que no Brasil os canceres mais frequentes em homens serédo
préstata (31,7 %), colén (68 mil), pulméo (8,7%), intestino (8,1%), estbmago (6,3%) e
cavidade oral (5,2%). J& para as mulheres os tipos de cancer que figurardo entre os
principais serdo mama (29,5%), intestino (9,4%), colo de Utero (8,1%), pulmé&o (6,2%)
e glandula tireoide (4,0%) como mostra a Figura 3 (INCA, 2019).

Figura 3 — Distribuicdo por sexo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o biénio

2020-2022
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Fonte: INCA, 2019.

Atualmente existem alguns tratamentos bem definidos contra o cancer, sao
eles: procedimentos cirdrgicos, radioterapia e a quimioterapia, este ultimo faz uso de
compostos quimicos para o tratamento desta doenga, combatendo totalmente o tumor
ou aumentando e melhorando a qualidade de vida dos pacientes (SIQUEIRA et al.,
2019).
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3.2 A QUIMICA MEDICINAL CONTRA O CANCER

A quimica medicinal é tida como uma ciéncia que utiliza compostos quimicos
para o tratamento de inUmeras doencas como, por exemplo, o cancer. A acdo e o
efeito dos quimioterapicos acontecem de forma sistémica no organismo (INCA, 2018).

No contexto histérico a utilizacdo de compostos quimicos para o combate de
células transformadas teve inicio durante a segunda guerra mundial nesse periodo foi
observado um grande numero de soldados expostos ao gas mostarda, que mais tarde
morreram por atrofia de glandulas linfaticas e problemas na medula 6ssea. A partir
dai, se passou a investigar a atividade de substancias que poderiam causar o cancer,
bem como combater a doenca. Em meados da década de 1950 foram identificados os
primeiros medicamentos com atividade anticAncer, o que levou a um rapido
desenvolvimento da quimioterapia antineoplasica (COSTA-LOTUFO, 2010;
OLIVEIRA et al., 2021).

Atualmente existem inUmeros agentes quimioterapicos, e a escolha de qual
deve ser utilizado depende das particularidades de cada caso, levando em
consideracdao: o tipo de tumor, o estadiamento da doenca e as condicdes do paciente.
Para tratamento, na maioria das vezes, € utilizada uma combinacdo de
medicamentos, que podem ser, inibidores mitoticos, agentes alquilantes ou
antimetabalitos.

Embora seja indiscutivel o avanco dos quimioterapicos nas ultimas décadas,
suas atividades deixam a desejar quanto a especificidade, agindo ndo sé em células
tumorais, mas também em células normais, em ambos o0s casos pode ser observado
uma alteragdo no perfil do metabolismo celular através da expresséo de citocinas pro-
inflamatorias (MORVAN et al., 2016; TAVARES et al., 2020).

3.3 IMUNOMODULACAO POR MEIO DA QUANTIFICACAO DE CITOCINAS

Dentre os compostos secretados pelas células que compdem a massa tumoral,
um dos mais importantes para estudos imunolégicos sdo as citocinas. Esses
compostos sdo proteinas que podem fornecer respostas mediadas por receptores.
Atualmente, além dos tratamentos mais convencionais contra o cancer citados

anteriormente, a imunoterapia, por exemplo, € um método que pode utilizar como
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abordagens as citocinas no tratamento contra certos tipos de tumores. As citocinas
podem agir nas maquinarias que dirigem o seu proprio processo de producéo,
interferindo diretamente no contexto imunolégico do microambiente tumoral (MILLER
et al., 2016; FIGUEIREDO et al., 2017).

Estas citocinas sé@o produzidas tanto por células neoplasicas malignas, como
por células do sistema imune inato e adaptativo, em resposta a uma série de
mecanismos celulares, incluindo danos induzidos por carcindgenos, infeccdo biolégica
e processos inflamatérios. Sendo assim, o uso de estratégias para modular de forma
completa o microambiente tumoral do paciente, constitui uma abordagem interessante
no contexto imunomodulatério (MORVAN et al., 2016).

Como sugerido por Mitelman et al., (2009) e Candido (2011), dentro das mais
estudadas, as citocinas da linhagem de células Thl, Th2 e Th17 sdo umas das mais
relevantes para imunomodulacao de canceres atualmente.

Um dos principais mecanismos de acao desempenhada pela resposta Thl a
partir da liberacéo de citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a, se da por meio da indugao
do sistema imune na ativacdo de macréfagos e células dendriticas, bem como, no
processo recrutamento de células T CD8* e linfécitos do tipo NK em respostas a
processos inflamatoérios e tumorais. Nao obstante, as respostas mediadas pela via
humoral favorecidas pelas células Th2 correspondem a uma ativacdo do sistema
imune através de citocinas como interleucina-4, interleucina-6 com atividade inibitoria
da resposta celular Thl (SERS et al., 2002).

As células T helper 17(Th17), também demonstram grandes propriedades para
0 processo de imunomodulacdo tumoral. Essas células sdo expressas a partir da
diferenciacdo dos linfécitos T CD4+ e possuem linhagens distintas das Thl e Th2
(KORN et al., 2009). Estas células possuem a capacidade de producéo de diversas
citocinas, entre elas, IL-17A, IL-17F, IL-21 IL-22 e CCL20. (LIANG, et al., 2006;
CHANG; DONG, 2007).

3.4 DOCKING MOLECULAR NA QUIMICA MEDICINAL
No processo de planejamento e sintese de novos compostos com atividade

bioldgica, diversas abordagens podem ser utilizadas, entre elas podemos citar as

abordagens in silico. Estratégias in silico tém se mostrado como uma excelente saida
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para o desenvolvimento de novas drogas, uma vez que permitem testes de um grande
namero de moléculas (ZHANG et al.,, 2021). No contexto de diversas doencas
consideradas graves e comuns, COmo 0 cancer, muitas vezes apenas tratamentos
com eficacia limitada estdo disponiveis, reforcando a necessidade do
desenvolvimento rapido, seguro e de custo mais acessivel de novas abordagens
terapéuticas (ZARGARAN et al., 2021).

O uso de estratégias in silico na triagem de novos compostos visa a predicdo
de atividade biologica, bem como de alvos biolégicos, e tem obtido resultados cada
vez mais assertivos. No contexto do docking molecular, duas moléculas, um ligante e
um receptor, tém a capacidade de se encaixar, possibilitando a especulacédo sobre
diversas formas de interagdo. O termo docking no inglés se refere ao processo de
ancoramento de um navio a um cais. De maneira analoga, este método é empregado
para a avaliacdo do acoplamento de uma molécula ao sitio ativo de uma enzima.
Diferentes tipos de moléculas podem ser utilizados no docking molecular, como
proteinas, carboidratos, e acidos nucleicos (KARIM et al., 2017; GOMES et al., 2021).

Durante o processo de encaixe molecular, tanto o receptor quanto o ligante
sofrem mudancas em sua conformacao priméaria. O reconhecimento molecular é um
processo dinamico, porém de alta complexidade, envolvendo um grande nimero de
interacBes moleculares entre o ligante e o receptor (MOREIRA et al., 2020). Com a
finalidade de solucionar a complexidade do docking, normalmente € usado um
algoritmo que de forma eficaz analisa a conformacédo e a orientacado do ligante ao
receptor. Posteriormente, é realizada a identificacdo da afinidade de ligacdo do
complexo receptor-ligante através da energia livre de ligacdo, viavel
computacionalmente (COUTINHO et al., 2007).

Desde quando foram utilizados os primeiros algoritmos, varios metodos tém
sido implementados, estudados e melhorados. Além da diferenciacdo na funcdo de
scoring, os métodos de docking se diferenciam em relacdo ao grau de flexibilidade
biologica. Dessa forma, existem programas que tratam tanto o receptor quanto o
ligante como moléculas rigidas, considerando assim 0s pontos translacionais e
rotacionais do ligante. Atualmente esses algoritmos sao utilizados na triagem de
grande banco de compostos para a identificagdo de moléculas bioativas, com intuito
de uma possivel investigacdo com técnicas de docking mais precisas (TROTT et al.,
2010; KNAPP et al., 2011).
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No docking molecular, a estrutura da proteina é experimentalmente fixada em
uma posicao especifica. Em alguns programas, € possivel incorporar a flexibilidade
da proteina em relacdo ao receptor, especialmente em relacdo a certos residuos
proximos ao sitio de ligacdo. Essa abordagem permite que os métodos de docking

descrevam as interacdes entre o receptor e o ligante. (LAGORCE et al., 2015).

3.5 NUCLEOS DE INTERESSE

Indmeros grupamentos quimicos vém apresentando potentes acdes biologicas
e desta forma se mostrando como promissores candidatos a novos farmacos no
tratamento de doencas. A seguir serdo descritos nucleos que possuem atividade

anticancer reconhecida.
3.5.1 Piridina

A piridina (Figura 4) é um heterociclico organico de grande importancia para a
industria farmacéutica, além de se caracterizar como um potente catalisador quimico

e biolégico (CHAUBEY et al., 2011).

Figura 4 — Estrutura Quimica da Piridina
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Fonte: O Autor (2022).

A piridina protética (NADP) € um nucleotideo que esta envolvido em varios
processos bioldgicos importantes, por exemplo, a oxirreducdo enzimatica. Outra
importante atividade da piridina em sistemas biolégicos é a sua presenca nas
vitaminas niacina e vitamina B6. Na industria farmacéutica, a piridina forma um amplo
nacleo de medicamentos ja existentes e comercializados, totalizando

aproximadamente 7.000 (VASCONCELOS et al., 2021).
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Pesquisas vém mostrando que derivados desse composto apresentam varias
atividades como: bactericida (BHATIA, 2009), fungicida (OZDEMIR et al., 2010),
anticancer (SILVA et al., 2017) e tripanocida (CARDOSO et al., 2014).

Estudos desenvolvidos no LpQM (Laboratério de Planejamento em Quimica
Medicinal) vém trabalhando com diversos compostos heterociclicos os quais
evidenciam em sua estrutura, nucleos piridil-tiazois, e apresentaram potente atividade

anticancer, como descrito por Silva et al., (2017) e representados na Figura 5.

Figura 5 — Estrutura quimica de compostos Piridil-tiazol planejados e testados pelo grupo LPgM em
linhagem de célula neoplasica: A- (E)-4-(4-chlorophenyl)-2-(2-(pyridin-2-
ylmethylene)hydrazinyl)thiazole, B- (E)-4-(4-chlorophenyl)-2-(2-(1-(pyridin-2-
yl)ethylidene)hydrazinyl)thiazole
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Fonte: SILVA et al. (2017)

Silva e colaboradores (2017) mostraram que um composto da série piridil-
tiazol TP-07 (Figura 5A) reduziu o numero de células da linhagem HL-60, leucemia
promielocitica apds o tratamento a 6uM (46% de inibigao), apds 48h, causou inibigao
significativa do crescimento celular a 16uM reduzida em 68%. No entanto, o composto
TAP-07 (Figura 5B) que é possivel observar um grupo metil em C6 também

apresentou acao anticancerigena sobre células da linhagem (HL-60), apresentando
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um ICso <3uM, assim julgadas como altamente potentes, apresentaram também um
(SI) indice de seletividade favoravel, sendo téxico para células transformadas e néo
toxico para linfocitos do sangue periférico humano.

3.5.2 Tiazois

Os tiaz6is ou 1,3 tiazdis sdo uma classe de compostos heterociclicos
constituidos por um anel de cinco membros contendo trés 4&tomos de carbono, um de
enxofre e um de nitrogénio, além de duas duplas ligacdes (Figura 6). Os tiazoOis sdo
membros dos heterociclicos azoéis que incluem imidazéis e oxazois. O anel tiazol é
planar e sua aromaticidade é caracterizada pela deslocalizacdo de um par de elétrons
do atomo de enxofre para completar os 6 elétrons 1T necessarios para satisfazer a
regra de Huckel (KASHYAP et al., 2012).

Figura 6 — Composicao estrutural do ndcleo tiazol
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Fonte: O Autor (2022).

Esta classe de compostos destaca-se pela potente acdo citotoxica frente a
diferentes tipos de tumores tais como carcinoma de pulmé&o, adenocarcinoma de
célon, glioblastoma, melanoma, cancer de prostata e leucemia (HASSAN et al., 2012;
LEFRANC et al., 2013). Como exemplo de agentes antitumorais que apresentam
tiazol em sua estrutura, podem ser citados o Tiazofurina e a Bleomicina (Figuras 7 A
e B, respectivamente) (KASHYAP et al., 2012).
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Figura 7 — Derivados do tiazol com atividade antitumoral. A- Tiazofurina e B- Bleomicina
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Fonte: O Autor (2022).

Os derivados tiazolicos sdo conhecidamente uma classe de compostos com
um amplo espectro de atividades biolégicas, dentre as quais podem ser citadas a
atividade antibacteriana, anti-inflamatéria, imunomoduladora, anti-hipertensiva,
anticonvulsivante, antidepressiva e anticancer, conforme ilustrado na Figura 8
(MESHRAM et al., 2012). Resultados de trabalhos anteriores do laboratério (LpQM),
envolvendo o0 ndcleo tiazolinico, identificaram novos potenciais inibidores da
proliferacdo celular. Desta forma, derivados de compostos com esse anel em sua
estrutura se tornam promissores protétipos de farmacos no tratamento contra o

cancer.

Figura 8 — Amplo espectro de atividades biolégicas dos tiazois
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Fonte: O Autor (2022).
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4 MATERIAIS E METODOS

Para fins de experimento e metodologia adotada para realizar os experimentos
que envolvem a identificacdo e acdo das moléculas citadas ao longo de toda a

proposta do trabalho referido, adotou-se de forma assertiva o seguinte método:

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Para as reacfes foram utilizados os solventes: acetona e hexano (marca:
dindmica) acetato de etila e etanol (marca: cinética) isopropanol, DMF e metanol
(quimica moderna). Todos os reagentes utilizados na sintese foram da empresa
Sigma Aldrich.

As reacdes em laboratdrio foram acompanhadas a partir de cromatografia em
camada delgada (CCD). A fase estacionaria utilizada foi a silica-gel 60 da Alugram®
com indicador fluorescente F254. Para a visualizacdo uma camara de radiacao
ultravioleta com duas lampadas com diferentes comprimentos de onda (365 e 254
nm).

O banho ultrassénico (marca Unique EM-804) foi utilizado para auxiliar nos
processos reacionais, com frequéncia de 40 kHz (180W de poténcia).

O fusiémetro, da marca Fisatom modelo 430D, foi usado para afericdo do ponto
de fuséo dos produtos obtidos.

4.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS PIRIDIL-TIAZOLINICOS

Os compostos (N=15) foram sintetizados seguindo a metodologia proposta em
tese por Cardoso et al., (2012) e desenvolvido no LpQM (Laboratério de planejamento
em Quimica medicinal) (CARDOSO, 2012).

4.2.1 Sintese das hidrazonas piridinicas

Para obtenc&o do primeiro intermediario dos compostos piridil-tiazolinicos foi
realizado uma reacdo entre o0 reagente 2-piridina carboxialdeido com a
tiossemicarbazida usando o acido acético glacial como catalizador para proporcionar

estabilidade a reac&o, como resultado obteve-se a hidrazona piridinica 2-((piridin-2-il)



30

metileno) tiossemicarbazona). Para reacdo foi acrescentado 25 ml de alcool
isopropilico em um balédo juntamente com 2,80 mmol de piridina carboxialdeido, 2,80
mmol de tiossemicarbazida e quatro gotas de acido acético glacial. A reagéo foi
realizada em ultrassom sob temperatura de 45°C por aproximadamente duas horas.
Depois de passado o tempo reacional, o composto foi levado para CCD para
confirmacédo do produto final. A formacdo sendo confirmada foi adicionado hexano
para auxiliar na precipitacdo do produto, o baldo foi levado para geladeira por um
periodo de 24h e em seguida realizada uma filtracdo a vacuo. Apos a retirada de todo

o solvente o material foi armazenado em dessecador para retirada de residuos.

4.2.2 Sintese das piridinas tiazolicas

Para sintese das piridinas tiazolinicas foi realizada uma reacdo em meio
alcoolico (PA) entre a hidrazona piridinica e varias a-halocetonas. A reacéo aconteceu
em um baldo, onde apdés o alcool adicionou-se 1,66 mmol de piridina
tiossemicarbazona e 1,99 mmol da respectiva a-haloacetofenona. O sistema reacional
usado foi o ultrassom por aproximadamente uma hora. Posteriormente, foi usado a
CCD para confirmacéo do término reacional. Ao término observou-se a formacao de
um produto da cor laranja, o qual foi submetido a refrigeracéo por 24h. Em seguida o
precipitado foi filtrado sob vacuo, sendo lavado com hexano. Apés a retirada de todo
o solvente o material foi armazenado em dessecador para retirada de residuos dos

solventes usados.

4.2.3 Sintese das acetil piridinas tiazélicas

Realizou-se a obtencédo da hidrazona oriunda da reacéo entre a acetil piridina
e a tiossemicarbazida em meio etandlico e sob irradiagdo em ultrassom por
aproximadamente 60 minutos. Posteriormente, foi usado a CCD para confirmacéo do
término da reacao. Ao término observou-se a formacao de um produto da cor laranja
e um pouco avermelhado, o qual foi submetido a refrigeragédo por 24h. Em seguida o
precipitado foi lavado com hexano e filtrado sob vacuo simultaneamente. Logo apds o

material foi armazenado em dessecador.
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4.2.4 Sintese da tiossemicarbazona

Para essa reacgéao, adicionou-se 2,47 mmol de acetil piridina, e 2,47 mmol de
tiossemicarbazida em 25 ml de &lcool isopropilico, posteriormente foi adicionado 4
gotas de &cido acético glacial e todo o sistema levado para irradiacéo por ultrassom,
por duas horas, com aquecimento de 37°C. O termino da reacdo e a confirmagéo do
produto final foi confirmada por placa de CCD. Em seguida a reacéo foi armazenada
sob refrigeracéo, por 24h. Para etapa de filtracao foi utilizado um funil sinterizado, a

reacao foi lavada com hexano e o precipitado obtido ao dessecador.

4.2.5 Sintese dos tiazoéis acetilpiridinicos

Em 30 mL de isopropanol adicionou-se 1,54 mmol de acetilpiridina
tiossemicarbazona e 1,85 mmol da respectiva a-haloacetofenona. O sistema foi
levado para irradiacéo por ultrassom, por duas horas, com aquecimento de 37°C. O
término da reacao e a confirmacédo do produto final foram registrados por meio de uma
placa de CCD, onde se observou a formac¢édo de um produto de coloracdo amarelo
claro. Em seguida a reacédo foi armazenada sob refrigeracdo, por 24h. Para etapa de
filtracdo foi utilizado um funil sinterizado, a reacdo foi lavada com hexano e o

precipitado obtido ao dessecador.

4.3 ATIVIDADE DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

As linhagens celulares eleitas (HeLa, HT-29, MCF-7, PC-3, HC-116 e Vero)
todas pertencentes ao Laboratério de Cultura Celular do Departamento de Antibidticos
da UFPE foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (Corning, 25cm?, volume
de 50mL para células aderidas, e 75cm?, volume de 250mL para células em
suspensao); utilizando o meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). As células foram
incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de COg, seguido da observacao

do crescimento celular com ajuda de microscopio de inversdo a cada 24 horas.
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Quando necessario, as ceélulas foram repicadas em meio de cultura nova, em uma
concentragdo de 0,5-1,0 x 10° cél/mL.

4.3.1 Avaliacdo da citotoxicidade in vitro

As citotoxicidades dos compostos foram avaliadas pelo método do 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol) -2,5 difenil-2-Hbrometo de tetrazolium (MTT) (MOSMANN, 1983;
ALLEY et al., 1988). As células em suspensao ou monocamadas foram distribuidas
em multiplacas de 96 cavidades em uma densidade de 0,3 x 108 células/mL. Apds 24
horas de incubacéo, os derivados TP e TAP dissolvidos em DMSO puro estéril para a
concentracdo estoque de 5mg/mL, foram diluidos seriadamente em meio RPMI para
obtencdo das concentracdes finais (0,039-25ug/mL), adicionados em placa de 96
pocos (100uL/poco) e incubados por 48 horas. O quimioterdpico doxorrubicina (0,09
a 5ug/mL) foi utilizado como controle positivo. O controle negativo recebeu a mesma
guantidade de DMSO. Ap6s o periodo de incubacéo cada cavidade recebeu 25 pL da
solucdo de MTT. As placas foram reincubadas durante 3 horas, em estufa a 37 °C e
a 5% COq2. ApOs esse periodo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em 100uL de DMSO.

Para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias foram
lidas com o auxilio do espectrofotbmetro de placa (Modelo EL808, BioTek, USA), no
comprimento de onda de 595nm (MOSSMAN et al., 1983). Os compostos foram
testados em diluicdo seriada em triplicata. Foi registrada a percentagem de inibigao x
log da concentracéo e determinado suas CI50 (concentragéo inibitéria média capaz
de provocar 50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC
95%) realizado a partir de regressao nao-linear utilizando o programa Prisma versao
5.0 (GraphPad Software).

Os compostos com ICso =2 70% foram considerados potentes e os compostos
com valores de ICso na faixa de 50 < 70% foram considerados moderadamente
potentes para atividade antineoplasica. Por outro lado, os compostos com ICso entre
1 < 50% foram considerados como tendo baixa poténcia. Finalmente, os compostos

que exibem ICs0=SA (0,00), foram considerados n&o citotoxicos.

4.4 ANALISE MORFOLOGICA - COLORACAO POR PANOTICO RAPIDO
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As células HELA (carcinoma cervical) foram plaqueadas na concentracdo de
5x10% células/mL em placas de 12 pogos e, ap6s 24 horas, foram tratadas com o
composto TP-11 (5; 7,5; 10 e 15 uM), sendo incubadas por 24 e 48 horas em
incubadora com 5% de CO2 a 37°C. A doxorrubicina (0,5 pM) foi utilizada como
controle positivo, e o controle negativo foi tratado apenas com o veiculo (DMSO-0,5
UM). AplOs os periodos de incubacdo, as células foram fixadas com solucdo de
triarilmetano a 0,1% (Laborclin®, coradas com solugdo a 0,1% de xantenos
(Laborclin®) e com solucgédo de 0,1% de tiazinas (Laborclin®) para coloracdo de nucleo
e citoplasma. Os pocos foram lavados com PBS (100 a 200 uM) para remover o
excesso de corante por meio de aspiracdo com pipeta, e em seguida, as células foram
visualizadas em microscopio 6ptico e fotografadas no aumento de 200x (Olympus,
Tokyo, Japan) (FARIAS et al., 2020).

4.5 DETECCAO DE CITOCINAS POR CYTOMETRIC BEAD ARRAY (CBA)

45.1 Cultura celular

A linhagem celular Hela foi cultivada em meio RPMI 1640 suplementado com
L-Glutamina, 10% de SFB, 10 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl) -1-
piperazineethanesulfonic acid) e 200 U/mL de Penicilina/Estreptomicina (Cultilab,
Brasil). O ajuste celular foi realizado com 50 pyL da suspensao celular final e foi
adicionado a 50 pL do corante azul de tripan 0,4% v/v (Sigma-Aldrich, Brasil) ou seja,
na propor¢ao 1:1. As células foram depositadas na cAmara de Neubauer e analisadas
quanto a viabilidade por microscopia Optica. A concentracdo celular foi ajustada para
5x10° células/uL (ensaio de citotoxicidade) ou para 1x108 células/mL (quantificacdo
de citocinas) de meio RPMI 1640 suplementado com 10% SBF durante 48 horas em
estufa a 5% de CO2 e 37°C. O PMA e a ionomicina (50 yM) foram utilizadas como
estimulo a proliferacdo celular e a producao de citocinas.

Os farmacos, teste e padréo, foram adicionados a cultura logo apds obtencéo
e ajuste da concentragao celular, as condi¢cdes da cultura celular para ambos os
grupos foram:

e Pocos contendo células + DOX (Controle positivo) + PMA e IONO;
e Pocos contendo células + DMSO a 0,1% e 0,2% (Controle negativo) + PMA e

IONO;
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e Pocos contendo células + TP-11 na concentragcédo de 10 uM (Teste); + PMA e
IONO;

e Pocos contendo apenas células.

ApoOs o periodo de incubacdo de 48h, o conteudo dos pocos foi homogeneizado e
transferido para tubos tipo falcon de 15 mL. Em seguida o conteudo foi centrifugado e
0s sobrenadantes foram retirados, identificados e em seguida encaminhados para a
realizacédo do CBA.

45.2 CBA (Citometric Bead Array)

Os sobrenadantes de cultura da linhagem tumoral Hela, bem como dos
controles positivo e negativo, foram analisados em citdmetro de fluxo (BD FACS Canto
Il Flow Cytometer), pertencente ao Centro de Pesquisa Aggeu Magalhédes, Recife-PE.
Os sobrenadantes foram encaminhados para analise logo ap6s o periodo de cultura
(48h), ndo tendo sido necessario o armazenamento. As citocinas presentes foram
detectadas utilizando o kit CBA Human TH1/Th2/Th17 cytokine (BD Biosciences,
USA), seguindo as recomendacdes dos fabricantes. As citocinas IFN-y, TNF, IL-17A,
IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10 foram avaliadas considerando-se o indice Médio de
Fluorescéncia (IMF). Na tabela 1 podem ser observados os limites de detec¢éo para
o perfil de cada citocina.

Tabela 1 - Limites de deteccao para citocinas dos perfis Th1/Th2/Th17

Citocina
Limite de deteccao (pg/mL)
IL-2 2,6
IL-4 4.9
IL-6 2,4
IL-10 4,5
TNF 3,8
IFN-y 3,7

IL-17a 18,9
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Fonte: O Autor (2022).

Para a preparacédo da solucédo de beads padréo transferiu-se as beads das 7
citocinas para tubo tipo Falcon de 15 mL. Em seguida adicionou-se 2 mL do assay
diluent e incubou-se por 20 minutos. A partir desta solucéo fez-se diluicao seriada (1/2,
1/4,1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256 e 1/512) a fim de obter uma curva contendo 11
pontos, onde a menor concentracdo (0 pg/mL) equivale ao tubo contendo apenas
assay diluent e a maior concentracéo (5000 pg/mL) equivale a concentracédo contida
no tubo da solugcdo mée. Enquanto aguardava-se o periodo de incubacao, preparou-
se 0 mixed capture beads, contendo os anticorpos de todas as citocinas a serem
dosadas. Uma vez preparadas as solucdes de trabalho, misturou-se 25 pyL do mixed
capture beads, 25 pL do standard ou da amostra teste e 25 pl do reagente de
deteccdo, incubou-se por 3h a temperatura ambiente e abrigo da luz. Ap6s 3h,
adicionou-se 200 pyL de wash buffer e fez-se a aquisicdo de 10.000 eventos por
amostra em citdbmetro de fluxo utilizando o software FACSDiva. Para as analises das
aquisicoes utilizou-se o software FCAP (LOPES et al., 2020).

4.6 ENSAIOS IN SILICO (DOCKING MOLECULAR)
A molécula com melhor atividade citotoxica para todas as linhagens testadas

foi submetida ao docking molecular usando o Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (MVD),
DockThor (https://dockthor.Incc.br) e Avogadro Software V.1.2. O efeito do melhor

composto foi avaliado frente a estrutura de cada enzima utilizando parametros
predefinidos no mesmo software. O ligante utilizado foi coletado por meio do servidor

publico Protein Data-Bank - PDB (https://www.rcsb.org). Para procedimento de

acoplamento (ligante — enzima) foi utilizado um grid de 15 A de raio e 0,30 de
resolucéo que cobre o local do sitio de ligagdo, com as configuragfes do Grid definidos
e: Centro X: 98.424, Centro Y: 98.454, Centro Z: 91.402, Tamanho do Grid em eixo X,
Y e Z igual a 40, com discretizacdo de 0.42 e um total de 884.736 pontos analisados
no Grid, definido através de um ligante conhecido para cada enzima.

Foi gerado o modelo para realizar o encaixe com caracteristicas esperadas
entre o ligante e a enzima, utilizando o algoritmo Moldock score (GRID) como fungéo
de pontuacao e o algoritmo de busca foi 0 Moldock144. Evidenciando as pontuacdes

de ancoragem sao calculadas pela funcdo de pontuacdo interativa baseada em


https://www.rcsb.org/
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conhecimento ITScorePP ou ITScorePR do proprio servidor; Pontuacdo de confianca
(Confidence Score) calculado pelo proprio servidor seguindo a seguinte férmula
Confidence_score = 1.0/[1.0+e002"(Pocking_Score+150)] - onde uma pontuacéo de 0.7 ou
acima significa que as duas moléculas provavelmente se ligariam, entre 0.5 e 0.7

existe uma possibilidade de ligacéo, e abaixo de 0.5 a ligacédo se torna improvavel.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados em relacdo aos niveis de citocinas e NO foram avaliados
estatisticamente usando o GraphPad Software Prism 8.0 (GraphPad Software Inc,
San Diego, CA, EUA). Os dados que passaram pelo teste de normalidade de Shapiro-
Wilk foi analisado por analise de variancia (ANOVA), foi considerado nivel de

significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A série de compostos apresentada neste estudo foi sugerida por Cardoso e
colaboradores (2014). Na Tabela 2 estdo listadas as principais propriedades dos
compostos sintetizados, bem como o ponto de fusdo (PF) e o fator de retencéao (RF)
de cada um dos produtos. Os resultados obtidos e apresentados na tabela 2 indicam

semelhanca entre aqueles encontrados por Cardoso et al., 2014.

Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos compostos

Estrutura da molécula

H

X N _s

O
_N N

Composto PF (°C) RF

TAP-11 208-210 0,64

NO

H
WL NG
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Cl

TAP-07 202-204 0,54

H
~ N_ s
A N~
oY,
=N N TP-10 214-216 0,66
NO
N
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_N N

TP-07 210-212 0,56

Cl
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TP-06 215-217 0,66
TP-04 202-204 | 0,66
TAP-04 205-207 0,58
TAP-06 206-208 | 0,44
TP-05 210-211 0,78



NO

Cl

TAP-05 208-210 | 0,58
TP-02 206-208 0,56
TAP-02 151-153 | 0,64
TP-11 200-202 0,70
TP-08 209-211 | 0,66

39
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TP-09 227-229 0,72

Cl

Cl
Fonte: O Autor (2022).

5.1 ATIVIDADE ANTICANCER IN VITRO

A Tabela 3 apresenta os resultados de citotoxicidade na dose de 50 uM para

cada composto testado.

Tabela 3 — Porcentagem de inibi¢cdo do crescimento celular (C1%) dos compostos em quatro
linhagens de células tumorais testadas na concentracéo de 50 uM pelo método MTT apods
72 horas de incubacéo

Linhagens celular

Comcpggtos - Vero HT-29 Hela MCF-27 PC-3 HCT-116
TAPAL 70,83 8361 | 7137 67,76 4234 68,22
+2.04 +124 | +2.43 +3,79 +0.52 +1.55
TAP-07 54,57 83.28 63.63 29,30 51,46 64,11
+10.10 +238 +4.32 +3.63 1417 +0.86
73.36 90,03 21,50 58,41 38,16
TP-10 +3.74 +0.51 +6.11 +2'51 +1.77 SA
—— 52.71 91.98 38.77 56.15 46.63 66,03
+7'58 +138 +4.72 +5.51 +4.90 +1.01
P06 39.86 57.64 59.13 248,82 36.96 50.96
+8.84 +4.64 +2'19 +0.78 +1.38 +2.15
P04 56.19 78.18 63.43 63.11 42.97 69.78
+2.98 +1.02 +6.42 +4.95 +2'21 +1,54
AP0 69.93 86.95 71.01 62.82 56.78 81.46
+6.48 +3.12 +3.22 +6.14 +1.25 +1.35
TAP-06 59,31 89,21 80,58 45,49 43,52 47,74
+4.67 +1.32 +2.34 +1.33 +2.59 +2'27
—— 57.45 88.85 81,77 34,71 52.95 347
+11.68 +0.54 +3.63 +1.81 +2'59 +1,80
TAP05 66,56 91.02 71.21 53.22 28.05 4701
+1.32 +1.09 +7.72 +1.71 +3.05 +1.04
P02 74.02 91.67 53.15 62.40 39.20 69.51
+4.49 +1.04 +3.65 +4.83 +0.73 +0.88
44,24 67.62 52.34 50.63
TAP-02 +1.86 +1'58 SA +5.00 10,73 SA
—— 12.02 74.97 75.88 4834 12.02 87.67
+8.39 +0.96 +2.44 +2.20 +8.39 +1.04
56.30 79.07 53.35 16.65 45.49
TP-08 +1.63 +2.68 +0.66 +1,07 +1.34 SA
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36,88

4517 83,25 83,24 34,71

TP-09 +4.25 +5.79 +4,58 i27’7 +1'80 SA
2515 86,98 92,42 53,53

DOX +6.71 +1.50 +0.85 +4.85 * *

Fonte: O Autor (2022).
Nota: TP/TAP: Compostos testados; DOX: doxirrubicina; *.. Composto ndo testado (amostra
insuficiente); SA: sem atividade; pouca atividade: 1 = 50%; moderada atividade: 50 = 70%; alta
atividade: 70 = 100%; + erro padrdo da média.

Na tabela 3 podem-se observar os resultados, em percentuais da inibicdo do
crescimento celular (Cl%), da triagem inicial da citotoxicidade dos compostos
testados. A linhagem celular mais sensivel foi a HT-29 (Adenocarcinoma de cdlon
humano) e a linhagem celular mais resistente foi a Vero (Rim do macaco verde
africano), o que demonstra seletividade dos compostos, uma vez que esta linhagem
€ composta por células normais, o0 que a coloca na posi¢ao de controle negativo deste
estudo.

O composto TP-11 apresentou de moderada a alta atividade inibitoria em pelo
menos duas linhagens testadas com valores variando entre 74,97% e 75,88% para
HT-29 e Hela respectivamente. Por outro lado, a doxorrubicina (controle positivo)
apresentou um perfil mais potente que o TP-11 para todas as linhagens testadas. Em
contrapartida, o TP-11 se mostrou menos toxico (12,02%) para a linhagem Vero,
guando comparado com a doxorrubicina (25,15%). Esse resultado revela que existe
indice de seletividade do composto TP-11, o que pode estar relacionado com um anel
com NO na posigéo 4 ligado ao anel do tiazol, assim como observado no trabalho de
Santos e colaboradores (2017).

Os compostos TAP-11, TAP-07 e TP-10 apresentaram uma potente atividade
para a linhagem HT-29 (Adenocarcinoma de c6lon humano), com valores de 83,61%,
83,28 e 90,03% respectivamente; por outro lado, as trés apresentaram um perfil toxico
considerado potente para a linhagem Vero, com valores de 70,83%, 54,57% e 73,36%
respectivamente. O composto TP-10 possui em sua estrutura um anel com NO na
posicéo 4 ligado ao anel do tiazol, se assemelhando com o composto TP-11 tanto na
estrutura quanto na atividade citotoxica para linhagens de células cancerigenas.

Os compostos (TP-07; TAP- 07; TP-04; TAP-04; TAP-06; TP-05; TAP-05; TP-
02; TP-08 e TP-09) apresentaram alta citotoxicidade para a linhagem HT-29, com
resultados que variam entre 74,97% e 91,98%. Para Santos e colaboradores (2017)

todos os compostos hibridos de piridina com o anel tiazolinico apresentaram morte



42

celular por apoptose em cultura apés 72h de tratamento, entretanto 0s compostos que
apresentaram o Cl| na posicdo C4 do anel de tiazol e com variacdo apenas do
grupamento metila na posicdo C6 do anel de piridina apresentaram um perfil mais
toxico quando comparada as outras linhagens, esses resultados se assemelham aos
encontrados nesse estudo, onde o composto TP-07 com o Cl na posi¢cdo C4 e com a
auséncia da metila na posicdo C6 do anel piridinico apresentou um resultado de
91,98% de atividade citotoxica contra a linhagem HT-29, a TAP-07 se difere da TP-07
apenas pela presenca do grupo metila na posi¢cdo C6 do anel piridinico trazendo uma
diminuicdo da citotoxicidade frente a linhagem HT-29 (83,28%). Cardoso e
colaboradores em 2014 também realizaram testes com compostos piridiltiazolinicos,
porém para atividade antiparasitaria, entretanto os compostos usados por ele com a
presenca do cloro na posi¢do C4 do anel de tiazol trouxeram resultados promissores
para seu estudo.

ApoOs o ensaio de inibicdo, foram selecionados os compostos TP-11 e TAP-04
que apresentaram atividade moderada (> 70% de inibicdo) em no minimo trés
linhagens de células tumorais e em seguida foram submetidos a determinacao da
concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso). Todos 0s extratos brutos
apresentaram Clso < 40 uM/ml frente as linhagens testadas (Figura 9) revelando que
esses compostos se mostram promissores, quando feito a comparacao

concentracao/atividade.
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Figura 9 — Valores da concentracdo que inibe 50% do crescimento celular (Clso) € 0
intervalo de confianca (Cl 95%) dos compostos em seis linhagens tumorais testadas
pelo método do MTT apds 72h de incubacao
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Fonte: O Autor (2022)

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por Santos et al., (2016), onde
mostraram que compostos derivados de 1,3-tiaz0is exibiram toxicidade em células
neoplasicas da linhagem HT-29 e Jukart como também foram capazes de promover
danos irreversiveis a essas células, induzindo necrose e apoptose, destacando
compostos tiazolinicos, apresentando ICso de 57,83 puM contra a cepa HT-29 na
concentragéo de 4,68 pM.

Silva e colaboradores (2017) testaram compostos piridil-tiazolinicos em
linhagens de tumores soélidos, assim como as linhagens apresentadas neste estudo.
Seus resultados demonstraram que a linhagem HepG2 (CA-hepatico) apresentou
perfil sensivel, frente aos compostos piridil-tiazolinicos testados TP-07 e TAP-07. Foi
observado uma inibicdo expressiva no crescimento celular das células HepG2,
(p<0,05) a 8uM (85%) e 16uM (93%), respectivamente, apés 48h de exposicao,
apresentando uma inibicdo de 68% para o composto TAP-07, e 80% para 0 composto
TP-07.

Ivasechko e colaboradores em 2022, testaram novos composto derivados da
pidridina-tiazol com potenciais atividades antitumoral frente a linhagens humanas de
carcinoma de coélon (HCT-116), mama (MCF-7), pulméo (A549), ovéario (SK-OV-3),
colo do utero (KB3-1). Foi constatado em seus ensaios alta atividade antiproliferativa
da 3-(2-fluorofenil) -1-[4-metil-2-(piridin-2-ilamino) -tiazol-5-il] -propenona e 4-(2- {1-(2
-fluorofenil)  -3-[4-metil-2-(piridin-2-ilamino)  -tiazol-5-il]  -3-oxopropilsulfanil} -

acetilamino) -benzoico na concentracdo de 10 uM, onde foi possivel observar uma
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reducado de 36% de proliferacao celular da linhagem de cancer de mama MCF-7 para
0 composto 4.

Com base no estudo é possivel observar que os compostos 3 e 4 apresentaram
atividade citotoxica forte e semelhante. Deve-se notar que esses compostos agiram
muito mais especificamente contra as linhagens de células tumorais onde a ICso variou
de 0,57 uM a 7,8 uM, dependendo da linhagem celular do tumor, quando comparado
com as linhagens celulares normais usadas como controle (células renais HEK293) e
(queratinocitos epidérmicos humanos HaCaT) com ICsp > 50 uM para ambas. Esses
resultados se assemelham com os encontrados nesse estudo onde o composto TP-
11 apresentou um indice de seletividade interessante de apenas 12,02% para a
linhagem vero (células normais) e de 48,34% para linhagem MCF-7.

Romagnoli e seus colaboradores em 2012 também planejaram e sintetizaram
novos compostos contendo 2-substituido-4-(3',4',5'-trimetoxifenil) -5-ariltiazol para
rastrear sua atividade anticancerigena in vitro contra as linhagens celulares, como
HelLa, MCF-7 e HT-29. Os resultados obtidos sugerem que a atividade antiproliferativa
é devido a posicao C-2 do anel tiazol apresentando atividade de (ICso; 0,89 uM) para
células HT-29. Estruturalmente pode-se comparar o composto citado acima com o
composto TP-11 apresentado neste estudo que também possui um anel de tiazol com
um C na posicéo 2 apresentando uma inibi¢do celular de 83,61% para a linhagem HT-
29.

5.2 ANALISE MORFOLOGICA: COLORACAO POR PANOTICO RAPIDO

As células do grupo controle negativo apresentaram caracteristicas tipicas de
células néo aderidas, como membranas plasmaticas bem delimitadas e definidas, bem
como nucleos bem preservados (Figura 10 A), além disso, foram observadas
numerosas figuras mitdticas. Nas células tratadas com doxorrubicina foram
observadas alteragbes como resto celular e fragmentacao nuclear (Figura 10 B). Nos
grupos tratados com TP-11 nas concentracdes de 0,5; 7,5 e 10 uM/mL (Figuras 10 C,
D e E, respectivamente) foram observadas alteracées condizentes com processo de
apoptose, incluindo, condensacdo da cromatina, formagcéo de nucleos picnéticos e
fragmentacao nuclear. Entretanto, também foram verificados restos celulares que sé&o

indicativos de necrose celular. Ainda, foi observada diminui¢cédo de figuras mitoticas ja
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na menor concentracdo testada. Também ¢é interessante ressaltar que na

concentracado de 10 uM/mL poucas eram as células de aspectos normais.

Figura 10 — Analise morfoldgica de Hela apds 48h de incubagdo com TP-11, coradas por
panotico rapido. Aumento de 100X. A: Células de controle negativo tratadas com DMSO 1%; B:
Células de controle positivo tratadas com Doxorrubicina 0,3 pg/mL; C; D e E: Células tratadas
com TP-11 0,5, 7,5 e 10 uM /mL, respectivamente. Os nimeros indicam as
alteracBes/observaces: 1: fragmentagéo nuclear; 2: restos celulares e 3: nucleo picnético

Fonte: O Autor (2022)
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Alteracdes morfologicas, tais como a condensacdo da cromatina, rompimento
de membrana e corpos apoptoticos, sdo amplamente apontados como indicativos de
células apoptéticas (HUSAIM et al., 2015). Outras alteragbes, como retracao celular,
nacleo picnético e cariorrex, ja foram descritas para inducdo farmacoldgica de
apoptose em Hela.

Os resultados obtidos no ensaio da morfologia de Hela revelaram que a
substancia TP-11 induziu morte por apoptose, baseando-se na presenca células com
nucleos picnoticos ou fragmentados, entretanto, necrose celular também foi induzida,
pois restos celulares foram encontrados nas amostras tratadas com TP-11. Desta
forma fica evidente a acdo do composto TP-11 frente a células cancerigenas da

linhagem Hela.

5.3 CITOMETRIC BEAD ARRAY (CBA)

Com a intengdo de compreender de forma mais profunda os mecanismos
operados pela interacdo do composto sintético TP-11 com as células cancerigenas da
linhagem Hela, realizou-se a quantificacdo dos perfis de citocinas pré-inflamatérias
Thl - IL-6, IFN-y e TNF-a (Figura 11) e Th17 - IL-17 (Figura 12), assim como do perfil
de modulag&o antagonico Th2 - IL-2, IL-4 e IL-10 (Figura 13).

Figura 11 — Perfil de distribuic&o das citocinas A) IL-6, B) IFN-y e C) TNF-a
para a linhagem Hela de cancer humano
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Fonte: O Autor (2022)
Nota: N- Controle Negativo; DOX- Doxirrubicina; TP-11- Composto teste
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Observou-se a ocorréncia de menores concentracfes da IL-6 no sobrenadante
da cultura tratada com o composto TP-11 na concentracdo de 10 uM quando
comparado com o controle negativo apresentando um valor de (p > 0.05).Também foi
possivel comparar o composto TP-11 com o controle positivo (DOX), os resultados
mostram que a DOX de fato foi capaz de inibir uma maior liberacdo da citocina pro-
inflamatoria IL-6 quando comparado a TP-11, desta forma o composto TP-11 ndo
apresentou reducao significativa (p > 0.05) quando comparado com o controle
positivo. Esses resultados corroboram com o0s encontrados por Bahrate e
colaboradores (2008), que utilizaram compostos derivados da piridina na mesma
concentracdo (10 uM) e os compostos analisados apresentaram atividade anti-
inflamatoéria contra células cancerigenas e foi observado que TNF-a e IL-6 tiveram
inibicdo de liberacdo em até 65%.

Silva e colaboradores (2017), também realizaram testes com produtos
sintéticos contendo o anel de tiazol, uma das bases estruturais do composto TP-11.
Os compostos tiazolinicos responséaveis pela melhor atuacéo em inibir as citocinas IL-
6, IFN-y e IL-10 em cultura de células Phtl foram o LPSF/ZKD2 a 50 uM e o
LPSF/ZKD4 a 100 pM com valores de 94%, 62%, 88% e 96%, 77%, 85%,
respectivamente por citocina e composto. Esses resultados se assemelham aos
observados nesse estudo onde a melhor atividade dos compostos piridiltiazolinicos
testados foi referente a inibicdo da secrecao de IL-6 quando comparada com as IFN-
y e IL-10, podendo ser observado nas Figuras 11 e 13. Nao foi encontrada relevancia
significativa para os perfis de IFN-Y e TNF-a (p<0,05).

Os resultados da dosagem da IL-17 no sobrenadante da cultura de células Hela
sdo apresentados na Figura 12, evidenciando uma diminuicdo da concentracao
quando a célula é tratada com o composto TP-11 (p<0,05). Entretanto, 0 mesmo
composto quando comparando sua acédo frente as citocinas IL-2, IL-4 e IL-10 n&o
mostrou nenhuma ac¢ao moduladora significante (p<0,05), como pode ser observado
na Figura 13.

Esses resultados se assemelham com os encontrados por Martin-Orozco e
Dong (2009), que usaram compostos sintéticos da classe dos tiazois e embora seus
estudos tenham sido realizados em um modelo in vivo os resultados apresentados

mostraram um papel ativo da IL-17 na imunovigilancia tumoral, a diminuicdo da
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mesma resultou na reducao da infiltracdo de leucdcitos, o que mostra uma diminui¢ao

no perfil inflamatério do tumor.

Figura 12 — Perfil de distribuig&o das citocinas IL-17
para a linhagem Hela de cancer humano
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Fonte: O Autor (2022)
Nota: CN- Controle Negativo; DOX- Doxirrubicina; TP-11- Composto teste

Figura 13 — Perfil de distribui¢do das citocinas IL-2, IL-4 e IL-10
para a linhagem Hela de cancer humano
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Fonte: O Autor (2022)
Nota: CN- Controle Negativo; DOX- Doxirrubicina; TP-11- Composto teste

5.4 ESTUDOS IN SILICO (DOCKING MOLECULAR)

Compreender os principios pelos quais os ligantes de pequenas moléculas
reconhecem e interagem com macromoléculas é de grande importancia na pesquisa e
desenvolvimento farmacéutico (P&D) (Blandey, 2012). O design racional de

medicamentos refere-se ao uso sistematico de dados estruturais (por exemplo, alvos
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macromoleculares, também chamados de receptores), que geralmente sdo obtidos
experimentalmente ou por meio de modelagem computacional (Mandal, 2009).

O docking molecular torna possivel a observacdo das provaveis ligacbes e
interacdes entre a molécula estudada com o sitio ativo da proteina 1QGK (Importina
alfa-2), pertencente a classe das integrinas, bem como a melhor conformacao assumida
pelas moléculas para interagir com a proteina. A molécula eleita para esta etapa do
estudo foi a TP-11 (Figura 14), devido aos resultados em ensaios descritos
anteriormente. A interacdo do composto TP-11 acontece de forma externa com as
células da linhagem hela, especificamente com os aminoacidos LYS548, LYS579 e
CYS539, esses aminoacidos integram proteinas da classe das integrinas, presentes

em todas as linhagens de células tumorais testadas neste trabalho.

Figura 14 — Estrutura quimica do composto TP-11
H

S
|\ N\f/

NO
Fonte: O Autor (2022)

As proteinas da classe das integrinas sdo compostos comuns como constituintes
de membrana para todas as linhagens testadas neste estudo. Foram realizadas

diversas analises computacionais entre o ligante (TP-11) e a proteina eleita (Figura 15).
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Figura 15 — Composto TP-11 se ligando ao sitio de ligacdo da proteina

Fonte: O Autor (2022)

Para o processo de ligacao foi observado que existe uma alta quantidade de
energia gasta, o que demonstra que existe certa dificuldade de ligacao, porém quando
a ligacéo é efetivada o composto permanece ligado, demonstrando assim uma alta
estabilidade.

Ap6s o evento de dockagem foi possivel realizar 274 simulacoes
computacionais, dentre as conformacées moleculares analisadas foi possivel
observar o0 modo de ligacdo conforme apresentado na Figura 15, essa ligacao
representou uma média do ®Giigacso calculada em -1264,47 kcal/mol, o que demonstra
que o processo de ligacdo pode ocorrer como um processo espontaneo, assim como
guando analisamos a condi¢c&o de temporalidade pode-se perceber uma estabilidade.
Este dado sustenta a hipotese de que a natureza da cadeia lateral e o tamanho do
sitio de ligagdo desempenham um fator importante no reconhecimento molecular, uma
vez que ambos sdo parametros importantes que auxiliam no reconhecimento do alvo
pelo composto (CORBEIL, 2012; HUBBARD, 2006).

Como dito anteriormente, quanto menor a energia de ligacdo necessaria para
gue uma molécula se ligue a um determinado alvo bioldgico, mais facil ocorrera seu
encaixe e assim, teoricamente, melhor sera a atividade biol6gica desse composto. A

figura 15 mostra a ligagdo entre o composto TP-11 e o sitio de ligagdo da molécula
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alvo, que € uma proteina da classe das integrinas, de acordo as analises realizadas a
qguantidade de energia gasta foi relativamente alta como observado no quadro 1,
entretanto a ligacdo se mostrou estavel, essa estabilidade possivelmente esta
relacionada a posi¢éo da cadeia lateral e do tamanho do seu sitio de ligagéo.

Dentre a caracterizacdo das possibilidades as formas geométricas empregadas
mais frequentemente em simulac¢des por docking estéo relacionadas a uma estratégia
denominada condi¢Bes peridédicas de contorno apresentada na Figura 16. Estas
formas permitem que uma caixa de simulagcédo seja replicada em todas as suas
dimensdes, de forma periddica. Estas réplicas séo idénticas a caixa construida, de
forma que um movimento molecular em uma sera idéntico ao movimento da mesma

molécula na outra.

Figura 16 — Possiveis sitios de ligagdo para o composto TP-11 em proteina integrina.

Fonte: O Autor (2022)

Neste momento da simulacéo a caixa esta em contato com o solvente, isso faz
com o que haja uma constancia no numero de moléculas representando assim uma
continuidade do processo de simulacdo e nos aproximando de condigbes
experimentais.

A quantidade de energia necesséaria para que uma molécula se ligue a um

determinado alvo molecular reflete na atividade biologica desta molécula, pois quanto
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mais facil for a interacdo entre o composto e o alvo, ou seja, quanto mais estavel for
o complexo formado, menor sera a energia necessaria para que esta interacdo ocorra.

Os melhores resultados obtidos para as conformagdes virtuais testadas para
as energias de ligacdo entre a TP-11 e a proteina integrina, estao descritos no Quadro
1.

Quadro 1 — Valores de energias de ligacdo obtidos para a TP-11

Simulactes Score T. Energia I.Energia \é(:l\(/avrgia Ere?:gisatlética
ligand_bc1589 -8,428 25,823 -61,012 -19,388 -41,624
ligand_74433f3219 -8,384 102,679 -44,725 -17,962 -26,763
ligand_35499320ed -8,293 105,654 -42,859 -18,973 -23,886
ligand_e2a4ca59c8 -8,284 15,344 -77,225 -13,902 -63,323
ligand_5288deel0c -8,264 106,177 -42,287 -18,621 -23,666
ligand_b5720637b9 -8,256 54,648 -14,262 -17,712 3,450
ligand_15747a507e -8,180 20,331 -72,549 -9,698 -62,851
ligand_82f2a9577a -8,171 28,297 -65,057 -18,399 -46,658
ligand_9e1585be96 -8,164 72,161 -51,987 -15,243 -36,744
ligand_4dfbc83a9d -8,160 53,063 -15,630 -20,912 5,282
ligand_7b06862027 -8,157 52,019 -15,731 -18,454 2,723
ligand_94033f4839 -8,109 129,938 -28,152 -14,621 -13,531
ligand_b3eda71 -8,067 102,087 -43,418 -16,955 -26,463
ligand_0ff880a855 -8,048 102,869 -42,688 -16,842 -25,846
ligand_2caac52491 -8,021 76,493 -27,192 -20,998 -6,194

Fonte: O Autor (2022)

Foram realizados ensaios em trés "modelos" de algoritmos diferentes para
testar a possibilidade do quanto o composto é solivel em agua, e computacionalmente
foi considerado soluvel, esses valores refletem isso 7.08 e -02 mg/Ml; 2.64 e -04
mol/L, pois sdo considerados de moderado a alta para este parametro. A solubilidade
aquosa de um composto afeta significativamente suas caracteristicas de absorcéo e
distribuicdo. Normalmente, uma baixa solubilidade acompanha uma ma absorcéo e,
portanto, o objetivo geral é evitar compostos pouco soluveis (LIPINSKI, 2014). Tal

valor pode sofrer variacdes a depender dos parametros e do algoritmo utilizado para
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a analise, em nosso estudo utilizamos 3 bases distintas; ESOL, Ali, e SILICOS-IT onde
nosso composto foi considerado soluvel em todos.

Diante dos indicios apresentados do composto TP-11 e da possibilidade de
obtencdo de novos anélogos estruturais, empregando-se como estratégia a utilizacédo
de 2-piridil- 1,3-tiazol optou-se por desenvolver estudos para a sintese e posterior
avaliacao das possiveis atividades bioldgicas de tais analogos.

Os resultados deste trabalho destacam as estratégias de docking e design
racional de farmacos como uma ferramenta de entendimento sobre as caracteristicas
de ligacao entre o composto e o alvo molecular. Essas ferramentas tém sido aplicadas
na compreensao da acdo de novos compostos bioativos.

Desta forma, no panorama atual da descoberta de medicamentos. As
estratégias in silico sdo alternativas que economizam tempo e dinheiro, o docking
molecular tem sido capaz de trazer uma maior e melhor compreensao em relacéo a
acdo de compostos que podem representar solucdes futuras em areas criticas da

saude humana.
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6 CONCLUSAO

Dentre todos os compostos testados neste estudo pode-se evidenciar que as
moléculas TAP-04 e TP-11 foram as que apresentaram melhor atividade anticancer
em ao menos trés linhagens de células testadas. Porém, devido a baixa toxicidade as
células da linhagem Vero, a TP-11 se mostra como uma melhor candidata, indicando
seguranca nas concentragfes testadas. No ensaio de morfologia por meio de panético
rapido, a TP-11 causou morte por apoptose em células da linhagem HelLa. De acordo
com os achados em lamina foi possivel observar a degradacdo da membrana
plasmatica dessas células sugerindo assim interacéo direta entre 0 composto com as
proteinas de membrana.

Na imunomodulacdo foi possivel observar uma diminuicdo nos perfis de
expressdo das IL-6 e IL-17, apresentando assim uma reducdo do processo
inflamatorio das células tumorais, sugerindo um perfil anti-inflamatério para TP-11. No
ensaio de dockagem molecular foi observado por meio das 274 simulagbes
computacionais, que o composto TP-11 apresenta estabilidade no processo de
ligacdo entre o ligante e a proteina de membrana. Além disso, foi possivel observar
que a TP-11 é lipossolivel em agua, que é um parametro importante para
biodistribuicdo de compostos, evidenciando que eles podem ser considerados como

protétipos para o desenvolvimento de novos agentes anticancer.
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