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RESUMO

O céancer de mama é um problema de saude global, que afeta predominantemente
as mulheres, com menor incidéncia nos homens. Atualmente, a resisténcia a
quimioterapia e os efeitos colaterais dos farmacos antineoplasicos séo obstaculos
no tratamento de pacientes com cancer de mama. Assim, surge a necessidade de
novos farmacos com maior potencial terapéutico e baixos efeitos tdxicos. Neste
cenario, os 2-amino-tiofénicos sdo promissores, por serem objeto de diversos
estudos devido as suas atividades antitumorais. O presente estudo teve por
finalidade avaliar o potencial anticancer contra linhagem de células de cancer de
mama e realizar predigbes toxicologicas de sete derivados 2-amino-tiofénicos.
Inicialmente, foi avaliado o efeito citotoxico e indice de seletividade dos sete
derivados contra a linhagem tumoral de adenocarcinoma maméario (MCF-7) e normal
(L-929). Em seguida, foram feitas andalises morfolégicas, ensaio clonogénico e
ensaio de migracdo celular por meio de abordagens in vitro, a fim de evidenciar
alteracdes celulares, capacidade das células de inibir a formac&o de coldnias e a
capacidade de inibir a migracdo celular, respectivamente. Posteriormente, a
predicdo das propriedades toxicologicas dos compostos foi analisada in silico
através da plataforma ProTox. Os resultados demonstraram que 0S compostos
5CNO09 e TN5 apresentaram atividade antitumoral frente a linhagem tumoral MCF-7.
O composto TN5 apresentou ICso de 4,08 pug/mL e Sl de 6,1, enquanto o 5CN09
teve uma ICso de 8,68 pg/mL e Sl de 2,9. Apos as analises morfolégicas, TN5 gerou
abundante multinucleacdo nas células nas concentracdes testadas e 5CNO09 induziu
a formacdo de micronucleos e brotos celulares. Os compostos TN5 e 5CN09
apresentaram efeitos na inibicdo da proliferacao celular no ensaio clonogénico, e
diminuicdo da migracdo celular na linhagem MCF-7. Nos estudos in silico, as
moléculas 5CN09 e TN5 mostraram baixa toxicidade aguda, contudo foi alertado
acerca da possivel hepatotoxicidade, e/ou toxicidade clinica. Portanto, nossos
resultados demonstram que 5CNO09 e TN5 apresentaram citotoxicidade para MCF-7,
com alteracbes morfolégicas indicativas de danos ao DNA, estresse oxidativo e/ou
parada do ciclo celular, além de diminuirem a formacdo de colénias e migracao
celular. Os compostos apresentaram seletividade para MCF-7. Apesar da previsado
de hepatotoxicidade, mais estudos sdo necessarios para avaliar sua seguranca
clinica e elucidar os mecanismos de ac¢ao desses compostos.

Palavras-chave: Tiofeno; Genotoxicidade; Antitumoral; Migracao celular.



ABSTRACT

Breast cancer is a global health problem, predominantly affecting women, with a
lower incidence in men. Currently, chemotherapy resistance and the side effects of
antineoplastic drugs are major obstacles in the treatment of breast cancer patients.
Thus, there is a need for new drugs with greater therapeutic potential and lower toxic
effects. In this context, 2-amino-thiophenes are very promising, as they have been
the subject of several studies due to their antitumor activities. The present study
aimed to evaluate the anticancer potential against a breast cancer cell line and the
toxicological predictions of seven 2-amino-thiophene derivatives. Initially, the
cytotoxic effect and selectivity index of the seven derivatives against breast
adenocarcinoma (MCF-7) and normal (L-929) cell lines were evaluated. Then,
morphological analyses, clonogenic assay, and cell migration assay were performed
through in vitro approaches to highlight cellular changes, the ability of cells to inhibit
colony formation, and the ability to inhibit cell migration, respectively. Subsequently,
the prediction of the toxicological properties of the compounds was analyzed in silico
using the ProTox platform. The results showed that compounds 5CN09 and TN5
exhibited antitumor activity against the MCF-7 tumor cell line. Compound TN5
showed an ICso of 4.08 pg/mL and a Sl of 6.1, while 5CN09 had an ICs, of 8.68
pg/mL and a SI of 2.9. After morphological analysis, TN5 caused abundant
multinucleation in cells at the tested concentrations, and 5CNO09 induced the
formation of micronuclei and cell budding. Compounds TN5 and 5CN09 showed
effects in inhibiting cell proliferation in the clonogenic assay and reducing cell
migration in the MCF-7 cell line. Regarding in silico studies, the molecules 5CN09
and TN5 showed low acute toxicity; however, potential hepatotoxicity and/or clinical
toxicity were cautioned. Therefore, our results demonstrate that 5CN09 and TN5
exhibited cytotoxicity to MCF-7, with morphological changes indicative of DNA
damage, oxidative stress, and/or cell cycle arrest, in addition to reducing colony
formation and cell migration. The compounds showed selectivity for MCF-7. Despite
the prediction of hepatotoxicity, further studies are needed to assess their clinical
safety and elucidate the mechanisms of action of these compounds.

Keywords: Thiophene; Genotoxicity; Antitumor; Cell migration.
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1. INTRODUCAO

Globalmente, em 2022, o cancer de mama atingiu 2,3 milhdes de mulheres e
resultou em 670.000 mortes (OMS, 2024). No Brasil, o cAncer de mama feminino é
0 segundo mais prevalente entre os tipos de cancer, com excecdo da regido Norte,
onde o cancer do colo do utero é o mais prevalente. Em termos de letalidade, essa
neoplasia se destaca como a principal causa de morte por cancer entre mulheres
em todo o Brasil. Além disso, entre 2023 e 2025, estima-se cerca de 73.610 novos
casos anuais, resultando em uma incidéncia de 41,89 casos por 100.000 mulheres
(INCA, 2022).

Dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA) apontam que o cancer de
mama é mais frequente em mulheres mais velhas, entre 50 a 69 anos, com a
maioria dos diagndsticos ocorrendo apés os 50 anos. Embora raro, homens também
sdo afetados, representando aproximadamente 1% dos casos de cancer de mama
(INCA, 2019).

O tratamento do céancer de mama é feito de forma abrangente, envolvendo
diferentes estratégias para controlar a doenca. Por exemplo, a cirurgia e a
radioterapia s&do0 essenciais para tratar o cancer localizado, enquanto a
guimioterapia, terapia hormonal, terapia direcionada e imunoterapia sdo usadas
para combater possiveis metastases (Harbeck et al., 2019). No entanto, esses
tratamentos podem causar efeitos colaterais, como cardiotoxicidade, dor, linfedema,
entre outros (Tommasi et al., 2022). Dessa forma, os pesquisadores buscam
melhorar terapias, de forma que sejam eficazes e menos toxicas, visando o bem-
estar do paciente.

Na busca pelo desenvolvimento de medicamentos mais eficazes e menos
toxicos, cientistas tém estudado diversos compostos contendo o anel tiofénico
(Archna; Pathania; Chawla, 2020). Estas substancias tém despertado interesse por
seu potencial como farmacos ou componentes-chave na area da quimica medicinal,
além de serem uteis como ferramentas de pesquisa na biologia quimica. O tiofeno,
presente em muitos farmacos contra o cancer disponiveis no mercado, atua em
diferentes vias relacionadas ao combate da doenca (AlSaid et al., 2011; Gulipalli et
al., 2019).
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Por sua vez, os 2-amino-tiofenos (2-ATs), classe de compostos organicos
contendo um anel tiofénico (Shah; Verma, 2018), servem como componentes
importantes na sintese organica. Atualmente, existe o interesse em analogos de 2-
ATs, tais como tiofenos substituidos em 2-N, devido as suas amplas propriedades
biologicas e farmacologicas (Duvauchelle et al., 2022). Entre as acdes
farmacoldgicas reconhecidas dos 2-ATs, podemos citar o seu potencial como
compostos anticancerigenos (Romagnoli et al., 2014; Thomas et al.,, 2017),
antimicrobianos (Aly et al., 2011) e antivirais (Nasr et al., 2014), reafirmando a
perspectiva favoravel da estrutura heterociclica (Bozorov et al., 2017).

Nesse contexto, a predicdo toxicoldgica in silico € aplicada para aumentar a
seguranca dos medicamentos ao prever o0s estagios iniciais de seu
desenvolvimento. Técnicas de inteligéncia artificial e aprendizado de maquina
realizam previsdes precisas de interacdes fora do alvo e auxiliam na identificacdo de
potenciais reacdes adversas a medicamentos (Liu et al., 2024). A incorporagao de
previsdes in silico juntamente com dados experimentais melhora a precisdo das
avaliacOes de toxicidade, promovendo assim a conformidade com os principios dos
3Rs (substituir, reduzir, refinar) (Yamada, 2022; Cross et al., 2022). As estruturas
visuais oferecidas pelas metodologias in silico facilitam a avaliagdo de alvos
toxicolégicos, aprimorando os processos de tomada de decisdo relacionados a
seguranca dos medicamentos (Cross et al., 2022).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo investigar a atividade
anticancer frente a cancer de sete derivados 2-ATs (5CN05, 5CN06, 5CN09, TN5,
6CNO05, 6CN10 e 6CN11) em linhagem de cancer de mama humano.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Cancer

O corpo humano, composto por cerca de 30 trilhdes de células, funciona
como um sistema complexo e interligado, com células regulando o crescimento
umas das outras (Hatton et al., 2023). As células saudaveis se dividem sob a
orientagdo das células vizinhas, mantendo o tamanho e a estrutura adequados dos
tecidos para atender as suas necessidades (Bianconi et al., 2013).

Por outro lado, as células cancerigenas perturbam essa harmonia, uma vez
gue ignoram os controles normais do crescimento, prosseguindo o seu ciclo celular
(Hanselmann et al., 2022). Assim, o cancer pode ser descrito como um conjunto de
doencas caracterizadas pela proliferacado desregulada de células, que, ao ignorarem
0s sinais do organismo para interromper seu crescimento, multiplicam-se
descontroladamente, formando tumores invasivos e com perda de diferenciacéo
celular (Brown et al., 2023).

A formagdo do céancer, processo chamado de carcinogénese (Figura 1),
ocorre em multiplas fases que constituem as etapas de iniciacdo, promocao e
progressdo (Rashid, 2017). A carcinogénese € um processo complexo que induz a
ativacdo de oncogenes, a inativacdo de genes supressores tumorais e a alteracéo
de vias bioquimicas com fendbmenos que incluem danos ao DNA (Oliveira et al.,
2007).

Figura 1. Processo de multiplas etapas envolvido na carcinogénese que transforma

uma célula normal em um tumor maligno.

Etapas da carcinogénese

Iniciagao Promogao Progressao Metastase

Reparo de DNA

Célula Célula preé- Célula

e - Tumor maligno
mutada neoplasica neoplasica

Célula normal

Fonte: Adaptado de Siddiqui et al. (2015).
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A iniciacdo ocorre por agentes carcinogénicos e da origem a mutacoes
genéticas capazes de evoluir para potencial neoplasico (Stewart, 2019). Os estagios
subsequentes de promocgédo e progressao incluem ativacdo de oncogenes e
desativagéo de genes supressores de tumor, resultando em hiperproliferagéo celular
e malignizagéo (Dakal et al., 2024).

Além disso, na oncologia, o conceito das “marcas” do cancer foi estabelecido
por dois importantes cientistas, Robert Weinberg e Douglas Hanahan, delineando
seis caracteristicas fundamentais adquiridas pelas células cancerigenas para
crescer e proliferar, incluindo evasdo da morte celular, autossuficiéncia em sinais de
crescimento, capacidade de proliferacéo ilimitada, estimular o crescimento de novos
vasos sanguineos (processo também conhecido como angiogénese), resisténcia a
sinais antiproliferativos, e desencadear invasédo, se espalhando para outras partes
do corpo, caracterizando a metastase (Hanahan; Weinberg, 2000).

Posteriormente, ambos 0s cientistas introduziram duas caracteristicas
adicionais, como a desregulacdo energética e a ndo destruicdo imunoldgica,
enfatizando que essas caracteristicas sdo facilitadas por dois fatores subjacentes,
através da instabilidade genética e mutacbes, e a inflamacdo que promove o
crescimento do tumor (Hanahan; Weinberg, 2011).

A seguir, sera abordado mais sobre cada uma dessas marcas do cancer e
suas caracteristicas, discutindo os mecanismos celulares e moleculares envolvidos

gue contribuem para o seu desenvolvimento.

2.1.1. Evasao da morte celular

Os principais mecanismos de escape do cancer envolvem varios processos
celulares que permitem as células tumorais superarem as restricbes de crescimento
e contornar os mecanismos de controle (Kim; Cho, 2022). Esses mecanismos
incluem adaptacdo a hipdxia, mutacées genéticas no gene p53 (conhecido como
guardido do genoma), evasao de apoptose, modulacdo do sistema imunoldgico e
alteracdes nos pontos de verificacdo do ciclo celular (Rivera et al., 2014). Os
tumores podem restabelecer a neovascularizacdo sob condicbes hipoxicas,
enquanto as mutagcdes no gene p53 podem levar ao crescimento descontrolado,
anulando as suas funcdes supressoras de tumor (Kortlever, 2008). Além do mais, a
evasao do apoptose e vigilancia do sistema imunoldégico sdo inegaveis para a

sobrevivéncia e progressdo do tumor (Bhatia; Kumar, 2014). Toda essa interacao
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entre proliferacdo celular, diferenciacdo e respostas imunes contribui para o

mecanismo de escape tumoral (Tchernev, 2009).

2.1.2. Autossuficiéncia em sinais de crescimento

O crescimento do cancer é influenciado pelos sinais celulares que governam
VArios processos necessarios para o crescimento e progressado dos tumores (Sever;
Brugge, 2015). No que diz respeito ao funcionamento do cancer, a autossuficiéncia
refere-se ao fato de uma célula tumoral poder ela propria induzir e segregar fatores
de crescimento, que encorajam 0 Seu maior crescimento e sobrevivéncia (Sinha et
al., 2024). Véarios caminhos de comunicagdo célula a célula, como fator de
crescimento, citocinas e comunicagdo intercelular mediada por vesiculas
extracelulares, apoiam processos como angiogénese, evasdo imunolégica e
resisténcia a medicamentos, todos contribuem para a progressdo do cancer e
metéstase (Maacha et al., 2019). Em outras palavras, o cancer explora vias de

sinalizacao para contribuir com seu préprio crescimento e sobrevivéncia.

2.1.3. Proliferacdo ilimitada e resisténcia a sinais antiproliferativos

As células cancerigenas séo capazes de evitar a senescéncia replicativa, um
estado de parada irreversivel do crescimento que atua como um mecanismo de
supressdo de tumores, limitando o potencial proliferativo das células (Kong et al.,
2011). Os telébmeros sédo sequéncias de DNA localizadas nas extremidades dos
cromossomos e tém uma funcédo critica na senescéncia celular e no cancer (Lee;
Pellegrini, 2022). No entanto, com a ativacdo da telomerase, enzima que mantém o
comprimento dos teldmeros, as células cancerigenas podem entdo contornar a
senescéncia e continuar a proliferar indefinidamente (Trybek et al., 2020).

A resisténcia aos sinais antiproliferativos € um processo complexo no qual
ocorrem diferentes mecanismos (Mansoori et al., 2017). Nesse contexto, 0
surgimento da resisténcia através da alteracdo dos alvos dos medicamentos, da
ativacado de vias pro-sobrevivéncia, da redugcdo da morte celular e da ativagdo de
mecanismos de bypass permite que as células cancerigenas resistam ao efeito
antiproliferativo dos medicamentos alvo-especificos (Mohammad et al., 2015). Os
mecanismos de resisténcia a sinais antiproliferativos podem ser intrinsecos ou

adquiridos. A resisténcia intrinseca impede uma resposta bem-sucedida a
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guimioterapia inicial, e a resisténcia adquirida desenvolve-se ap0s um tratamento
inicial bem-sucedido (Holohan et al., 2013).

A proliferagdo ilimitada que muitas vezes caracteriza uma célula cancerosa
leva a formacéao e progressao de um tumor (Feitelson et al., 2015). Por outro lado, a
resisténcia aos sinais antiproliferativos envolve a capacidade das células de escapar
aos sinais que normalmente resultam na inibicAo do seu crescimento, também
contribuindo para o desenvolvimento do tumor e para os desafios associados ao

tratamento (Ravi et al., 2022).

2.1.4. Angiogénese

A angiogénese atua na progresséo do cancer através do desenvolvimento de
Novos vasos sanguineos para oxigenar e nutrir os tumores (Liu et al., 2023). Os
fatores angiogénicos incluem o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) e os Fatores Induziveis por Hipdxia (HIFs)
(Lugano et al., 2020). E um processo importante no microambiente tumoral através
da promocéao do crescimento tumoral, metéstase e resisténcia a terapia (Schiffmann
et al., 2022).

Os tumores dependem do desenvolvimento de novos vasos sanguineos para
fornecer-lhes os nutrientes, oxigénio e caminhos necessarios para a disseminacdo
metastéatica (Dzobo et al., 2023). A vasculatura tumoral resultante da angiogénese é
anormal e leva a hipoxia, acidez e alta pressao do liquido intersticial dentro do
microambiente tumoral, aumentando ainda mais a agressividade do tumor e a
resisténcia ao tratamento (Majdipoor; Mortezaee, 2021). Assim, a promocao da
angiogénese no microambiente tumoral contribui para o avanco de doencas
malignas, incluindo o cancer da mama, em que 0 aumento da angiogénese esta

correlacionado com uma menor sobrevivéncia dos pacientes (Madu et al., 2020).

2.1.5. Invaséo e metastase

A invasdo e a metastase sdo dois processos que permitem a disseminacao
de células malignas e sdo responsaveis pelas principais causas de mortalidade por
cancer (Fares et al., 2020). A metastase € um processo gradual que inclui eventos
de invaséo celular local, intravasamento de células na vasculatura, sobrevivéncia na

corrente sanguinea, parada em locais distantes, extravasamento para novos tecidos
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e colonizacdo para formar metastases macroscopicas (Meirson et al.,, 2020;
Dhanisha; Chandrasekharan, 2023).

2.1.6. Desregulacao energética

A desregulacdo energética no cancer é uma caracteristica fundamental da
tumorigénese, pois ocorre a reprogramacao metabodlica para obter aumento de
energia para as células malignas (Jang; Kim; Lee, 2013). Essas alteracfes
compreendem a desregulagédo nas principais vias bioenergéticas celulares, como a
glicdlise aerdbica, baixos niveis de fosforilacdo oxidativa e aumento de
intermediarios biossintéticos (Tetik, 2022).

O efeito Warburg, caracterizado pelo aumento da glicélise aerdbica e pela
deficiéncia da fosforilagdo oxidativa nas células cancerigenas, é uma das
manifestacbes mais importantes da desregulacdo energética no cancer (Pascale et
al., 2020). Essa reprogramacao metabodlica permite que as células cancerigenas
satisfacam uma elevada procura de energia para 0 seu crescimento, proliferacédo e
sobrevivéncia, mesmo quando h& oxigénio suficiente (Liberti; Locasale, 2016).

A mudanca na glicélise em direcdo a esta via de producdo de energia, em
vez da fosforilacdo oxidativa, € uma marca registrada da maioria dos canceres e &
caracterizada por metabolismo alterado, na forma de aumento da producdo de
lactato e dependéncia de citrato para a biossintese lipidica (Xian Zhang et al., 2019).

A interacdo do metabolismo celular com a epigenética pode atuar
sinergicamente para impulsionar e aumentar ainda mais os estados tumorigénicos
(Isa, 2022). Alias, a reprogramacao metabdlica das células cancerosas esta
intimamente ligada a regulagéo das células imunes no microambiente tumoral, onde
os macréfagos possuem fendtipos metabdlicos distintos na modulacdo da

progresséao tumoral (Bassal, 2023).

2.1.7. N&ao destruicdo imunologica

A evasdo da destruicdo imunologica no cancer se refere aos mecanismos
usados pelas células cancerigenas para escapar da vigilancia e destruicdo
imunoldgica (Dutta et al., 2023). O microambiente tumoral (MAT) influencia o
desenvolvimento do tumor através de processos de imunoedicdo (Vinay et al.,
2015).
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O MAT esta ativamente envolvido em todas as fases da carcinogénese,
influenciando o inicio do cancer, a progressao e a invasao dos tumores (Anderson;
Simon, 2020). Por exemplo, as células neoplasicas evitam a detec¢do imunoldgica
criando colbnias, vasos sanguineos para nutricAo e metastase para outros 0rgaos
(Massagué; Obenauf, 2016). Além do que, a composi¢cdo do microambiente tumoral
favorece a evasdo do sistema imunoldgico, pois é enriquecida com linfocitos e
células estromais associadas ao cancer (Neophytou et al., 2021).

Um dos mecanismos de evasdo se da pela secrecdo de vesiculas
extracelulares que expressam receptores como CD47 e CD24, que ajudam a evitar
a fagocitose, mantendo assim a sua longevidade e favorecendo a supressao
imunoldgica e a metastase (Altevogt et al., 2020). Durante a progresséao do cancer,
a inflamacgé&o e os sinais linfociticos podem ser silenciados, resultando na falta de
deteccdo do cancer nos estagios iniciais, 0 que permite a transicdo epitelial-
mesenquimal (TEM) e subsequentemente facilita sua dispersao para novos tecidos
(Ribatti; Tamma; Annese, 2020). Adicionalmente, em cada estagio, a interacao
dindmica entre as células cancerigenas e o0 MAT molda o comportamento e a
progresséao do tumor (Wang et al., 2017).

2.1.8. Instabilidade genética e mutacbes

A instabilidade genémica € um processo nos quais diferentes mecanismos
desempenham um papel na promo¢do do acumulo de mutacbes no genoma,
conduzindo a tumorigénese (Moon et al., 2019). As células cancerosas empregam
estratégias para suprimir a fidelidade do reparo do DNA, levando a instabilidade do
genoma (Das et al., 2021). A principal caracteristica da instabilidade genética é a
segregacao incorreta dos cromossomos, ocasionando a aneuploidia, que é uma
marca registrada das células cancerosas (Jilderda et al.,, 2021). As fontes
endogenas de instabilidade do genoma incluem o estresse de replicacdo e a
dindmica perturbada da cromatina, que desempenham papéis decisivos na evolucéo
do cancer (Mehrotra; Mittra, 2020). Mutagbes em genes de reparacdo de DNA,
juntamente com sistemas de reparacéo de incompatibilidades de DNA defeituosos,
gue contribuem para a instabilidade genética, proporcionam a oportunidade para
instabilidade de microssatélites e aumento da imunogenicidade tumoral (Palmieri et
al., 2020).
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2.1.9. Inflamacao promotora do tumor

A inflamac&o promotora de tumores atua no desenvolvimento do cancer, pois
cria um microambiente que ajuda a impulsionar o crescimento e a metastase do
tumor (Hibino et al., 2021). A inflamacéo continua, decorrente de condicbes pré-
existentes, como infeccéo, tabagismo e obesidade (Greten; Grivennikov, 2019), ou
induzida pelo préprio tumor, age como indutor e promotor de neoplasias malignas
(Shalapour; Karin, 2015). A inflamacéo associada a tumores envolve populagcdes de
células imunes, como células supressoras derivadas de mieloides e macréfagos
associados a tumores, que, por sua vez, promovem a tumorigénese, aumentando a

angiogénese e acelerando a metastase (Zhao et al., 2021).

2.2.Cancer de mama
Atualmente, existem mais de 100 tipos diferentes de céancer, com
caracteristicas préprias, opcdes de tratamento e prognéstico (Hanahan; Weinberg,
2000; National Cancer Institute, 2019). Dentre os diversos tipos de céanceres, o

cancer de mama € a forma mais comum de cancer em todo o mundo (OMS, 2024).

O céancer de mama € a principal causa de mortalidade por cancer em
mulheres (James et al., 2018) e uma causa nao negligenciavel de morte por cancer
em homens (Giordano, 2018). Desde meados da década de 2000, a taxa de
incidéncia do cancer de mama feminino tem aumentado gradualmente em 0,5% ao
ano, principalmente devido ao diagnéstico de doenca em estagio localizado e com

receptor hormonal positivo (Giaquinto et al., 2022).

O cancer de mama com receptor hormonal positivo (HR+) é responsavel por
uma grande parte dos casos de cancer de mama e é fundamental para o
diagndstico e tratamento (Sebastian et al., 2023). Até 2050, espera-se que 0 humero
de novos casos de cancer da mama feminino mundialmente se aproxime dos 3,2

milhdes ao ano (Tao et al., 2015).

A incidéncia do cancer da mama nos paises desenvolvidos € mais elevada,

enquanto a mortalidade relativa é maior nos paises menos desenvolvidos

(Ghoncheh et al., 2016). Nos paises desenvolvidos, ha maior acesso aos servigos
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de saude, incluindo programas de rastreio e programas de diagndstico precoce para

uma deteccdo mais rapida do cancer da mama (Da Costa Vieira et al., 2017).

Além disso, ha uma maior conscientizacdo sobre a importancia do
autoexame e dos exames regulares (Shulman et al., 2010). Nos paises menos
desenvolvidos, pelo contrario, a falta de acesso aos servicos de saude, poucos
recursos para diagnoOstico precoce, tratamento adequado e questdes
socioeconOmicas contribuem para as elevadas taxas de mortalidade relativa
(Francies et al., 2020).

A epidemiologia do cancer de mama no Brasil revela tendéncias variadas em
diferentes regides, e estudos mostram aumento nas internacdes e nas taxas de
mortalidade, sendo as regides Sul e Sudeste as mais afetadas (Justo et al., 2023).
O cancer de mama continua sendo um problema de saude publica no Brasil, com
taxas de incidéncia crescentes e desafios no diagnéstico precoce e no acesso ao
tratamento (Ferreira et al., 2023). A expectativa para o triénio de 2023-2025 é que 0

pais registre cerca de 73.610 novos casos anualmente (INCA, 2022).

A Tabela 1 mostra a estimativa de casos de cancer de mama para o Brasil,
com taxa bruta de 66,54 e taxa ajustada de 41,89. A regido Sudeste do Brasil é
responsavel pelo maior nimero de casos e uma das maiores taxas brutas de
incidéncia, o que pode ser devido a maior densidade populacional e a melhor
capacidade de diagndstico e registro de doencas (Engler et al., 2021). Por outro
lado, no Norte, o nimero de casos € 0 mais baixo, mas apresenta taxas brutas e
ajustadas notaveis, o que indica fortes variacdes regionais na distribuicdo e impacto

do cancer de mama (Dantas de Aratjo Camargo et al., 2021).
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Tabela 1. Taxas brutas e ajustadas* de incidéncia e nimero de casos por neoplasia
maligna da mama, por 100 mil mulheres, estimadas para cada ano do triénio 2023-2025, no

Brasil, regides e Unidades da Federacéo.

Regido / Unidade da Federacdo N°de casos Taxabruta Taxa ajustada*

Regido Norte 2.410 24,99 27,73
Acre 100 22,21 26,20
Amapéa 80 16,58 20,04
Amazonas 500 22,77 28,34
Para 1.020 22,83 23,88
Rondb6nia 320 35,33 36,99
Roraima 70 22,09 27,73
Tocantins 320 38,58 35,72
Regido Nordeste 15.690 52,20 42,11
Alagoas 690 39,23 34,89
Bahia 4.230 54,35 43,28
Ceara 3.080 63,92 54,13
Maranhéao 1.060 28,76 28,29
Paraiba 1.180 55,40 41,37
Pernambuco 2.880 56,58 46,40
Piaui 860 50,31 41,89
Rio Grande do Norte 1.140 61,61 50,11
Sergipe 570 46,42 42,11
Regido Centro-Oeste 4.950 57,28 47,30
Distrito Federal 1.030 62,70 49,76
Goias 1.970 52,74 45,63
Mato Grosso 1.040 57,70 47,51
Mato Grosso do Sul 910 62,22 47,10
Regido Sudeste 39.330 84,46 52,83
Espirito Santo 900 42,20 32,94
Minas Gerais 7.670 69,80 49,28
Rio de Janeiro 10.290 111,83 70,57
Sao Paulo 20.470 84,43 56,37
Regido Sul 11.230 71,44 41,06
Parana 3.650 60,76 41,06
Rio Grande do Sul 3.720 62,67 36,60
Santa Catarina 3.860 102,12 74,79
Brasil 73.610 66,54 41,89

Legenda: (*) Taxas ajustadas pela populacdo mundial padrao.
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Fonte: Adaptado do INCA (2022).

2.2.1. Caracteristicas do cancer de mama

O cancer de mama é um tipo especifico de cancer que geralmente comegcam
nos lobulos mamarios e nos dutos de leite (Feng et al., 2018) e suas condi¢cOes
patolégicas associadas sdo altamente heterogéneas nos niveis celular e molecular
(Sharma et al., 2010). Morfologicamente, o cancer de mama € categorizado em dois
tipos principais: o carcinoma ductal invasivo (CDI) e o carcinoma lobular invasivo
(CLI), baseando-se na capacidade do carcinoma de formar tdbulos ou dutos e
coeséo celular (Roy et al., 2023).

Na clinica, as amostras histopatologicas podem ser submetidas a analise
imunohistoquimica para reconhecer os subtipos moleculares desse tipo de cancer
(Blows et al., 2009). O cancer de mama converge fenotipicamente nos seguintes
subtipos: I. luminal A; II. luminal B; Ill. superexpressao do HERZ2; IV. basaldide; e V.
triplo-negativo ndo-basaldide (Cirqueira et al., 2011). Atualmente, a abordagem
predominante envolve a classificagdo do carcinoma de mama mediante uma
avaliacdo morfolégica integrada com estudos imunohistoquimicos (Sun; Ding; Sahin,
2023).

A imunohistoquimica fornece, combinada com o0s anticorpos apropriados
contra biomarcadores, informacdes relacionadas ao padrao de expressao associado
ao receptor de estrogénio, receptor de progesterona, receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano, entre outros (Tabela 2).

Tabela 2. Perfis imunofenotipicos para a classificacdo molecular por

imunoistoquimica dos tumores de mama.

Classificagcdo com o indice de Ki-67* de
Subtipo molecular 14%

Padrdo de imunomarcacéao

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
_ RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 = 14%
Luminal B .
RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2)
Superexpressao de HER2 RE-, RP- e HER2+
Basalo6ide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+

Triplo-negativo ndo basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-
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Legenda: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2); receptor tipo
1 do fator de crescimento epidérmico (EGFR); receptor de estrogénio (RE); receptor de
progesterona (RP); citoqueratina 5 (CK5).

*O Ki-67 (ou MIB-1) € um marcador usado na avaliacdo imunohistoquimica do cancer de
mama para medir a proliferacéo celular. Como esta proteina é expressa durante a divisao
celular, tumores com alta taxa de crescimento apresentam niveis elevados de Ki-67.

Fonte: Adaptado de Cirqueira et al. (2011).

Os subtipos luminais (I e Il) sdo assim chamados porque as células
neoplasicas nesses grupos se assemelham, em varios graus, as células normais da
mama que estdo em contato direto com o limen dos dutos mamarios, chamadas de
células luminais (Sotiriou et al., 2003). O cancer de mama luminal é dividido em
subtipos luminal A e luminal B, cada um com subgrupos imunoldgicos distintos, que
sdo identificados através de perfis de metilacdo do DNA e transcriptomas (Zhang et
al., 2022). Além disso, usando um ponto de corte de 14% para Ki-67, descobriu-se
gue os tumores luminais B sdo o segundo maior subtipo molecular (35% dos
tumores positivos para receptores hormonais e negativos para HER2) e estédo

associados a taxas mais altas de recidiva local e regional (Voduc et al., 2010).

A superexpressao do subtipo HER2 denota a manifestacdo de grandes
quantidades da oncoproteina HER2 nas células cancerigenas (Igbal; Igbal, 2014).
No entanto, ao contrario de outros subtipos de cancer de mama, como luminal A e
luminal B, as células cancerigenas com superexpressdo de HER2 geralmente nao
expressam receptores hormonais, como 0s receptores de estrogénio (ER) e
progesterona (PR) (Weigelt; Baehner; Reis-Filho, 2010).

O subtipo basalbide é caracterizado pela expressdo de genes normalmente
encontrados em células basais ou mioepiteliais (Badowzska-Kozakiewicz; Budzik,
2016). Histologicamente, o tipo basalodide é de alto grau, com alto indice mitotico,
areas de necrose central e infiltrado linfocitario proeminente (Oramas; Bell;
Middleton, 2020). E negativo para receptores hormonais e superexpresséo de HER2
(Cirqueira et al., 2011).
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Tumores triplo-negativos ndo basalbides referem-se a um subconjunto de
canceres de mama triplo-negativos que ndo apresentam caracteristicas
semelhantes as basais (Prat et al., 2013). Incluindo marcadores imunoistoquimicos
como citoqueratina 5 ou 5/6 e EGFR nos perfis de tumores triplo-negativos, sugere-
se que € possivel estimar fenotipicamente um perfil genético para o subtipo
basaléide (Cirqueira et al., 2011).

A énfase na necessidade de diagnosticar subtipos de cancer de mama é ser
capaz de adaptar as estratégias de tratamento do tumor as caracteristicas
moleculares do tumor, resultando em resultados melhores para o paciente (Masood,
2016).

2.2.2. Diagnostico e tratamento do cancer de mama

O cancer de mama apresenta caracteristicas diversas no desenvolvimento da
doenca e na sobrevivéncia de cada paciente. Essa diversidade € influenciada por
muitos elementos, como a taxa de crescimento tumoral, a propensdo a
disseminacdo metastatica e outros processos relacionados a saude imunoldgica,
hormonal e nutricional do paciente (Buitrago et al., 2011).

De acordo com as Diretrizes Diagnosticas e Terapéuticas para Carcinoma de
Mama no Brasil de 2022, a bidpsia é recomendada para casos suspeitos de cancer
de mama apds exame fisico. O objetivo principal da biépsia é obter material
adequado para o diagnéstico, priorizando técnicas minimamente invasivas para
examinar a histopatologia. A escolha do método de bidpsia depende de varios
fatores, como tamanho da massa, localizagéo, preferéncias do paciente e recursos
disponiveis. ApGs a confirmacdo do carcinoma, o relatorio inicial da biopsia deve
incorporar analise imunohistoquimica (IHQ) avaliando receptores de estrogénio
(RE), receptores de progesterona (PR) e receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2 (HER2).

Fatores de risco, apresentacéo clinica, caracteristicas histologicas, resultado
e resposta a terapia sistémica variam entre os subtipos distintos de tumores de
mama (Desmedt et al., 2009; Blows et al., 2010; Reis-Filho et al., 2010). Para
prognaostico, previsao e selecdo de tratamento, os marcadores imunohistoquimicos
(IHQ) tém sido utilizados em conjunto com fatores clinicopatolégicos, como tamanho
do tumor, grau do tumor, envolvimento nodal, tipo histolégico e margens cirlrgicas
(Vallejos et al., 2010).
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As opcodes de tratamento do cancer de mama incluem uma abordagem local
gue envolve cirurgia do tumor primario, radioterapia e avaliacdo do envolvimento
axilar e uma abordagem sistémica, que envolve terapia hormonal e quimioterapia
(Wang et al., 2023). A abordagem sistémica pode ser administrada apos o
tratamento local adjuvante ou profilatico ou antes dele. Estas podem ser uma terapia
local ou sistémica isolada ou combinacdes desses tratamentos para seus objetivos
paliativos ou curativos. O tratamento pode ser parcial, envolvendo a cirurgia de
preservacdo da mama, ou drastico, envolvendo a mastectomia (De Lemos et al.,
2019).

O tratamento do cancer de mama envolve varias terapias medicamentosas
adaptadas a subtipos moleculares especificos. Para terapia enddcrina, os principais
medicamentos incluem inibidores da funcdo ovariana, como gosserrelina e
leuprorrelina; inibidores da aromatase, como anastrozol e letrozol; e moduladores do
receptor de estrogénio, como tamoxifeno e fulvestranto (Wang; Minden, 2022). No
cancer de mama HER2-positivo, as terapias direcionadas incluem anticorpos
monoclonais, como trastuzumabe e pertuzumabe, bem como conjugados anticorpo-
farmaco, como T-DM1 (Castillo-Tobias et al., 2023). A quimioterapia continua sendo
fundamental para o cancer de mama triplo-negativo, utilizando agentes como
doxorrubicina e ciclofosfamida (Obidiro; Battogtokh; Akala, 2023). Apesar dos
avangos, desafios como resisténcia aos medicamentos e efeitos colaterais
persistem, necessitando de pesquisas continuas para tratamentos mais eficazes
(Zhu et al., 2023).

O manejo do cancer de mama envolve varias terapias, cada uma associada a
efeitos adversos. Os eventos adversos incluem linfedema, dor, alteragGes
anatbmicas poés-operatoérias, dermatite por radiacdo, pneumonia, lesbes cardiacas e
pulmonares pos-radioterapia, cardiotoxicidade induzida por antraciclina pos-
quimioterapia, sintomas vasomotores, musculoesqueléticos e vulvovaginais ap0s a
terapia endocrina, e eventos adversos relacionados ao sistema imunoldgico com
inibidores do ponto de controle imunolégico (Maksymowicz et al.,, 2023). A
guimioterapia comumente leva a toxicidades como neutropenia febril, nduseas e
vomitos (D’Arienzo et al., 2023).

Alem disso, sdo necessarias abordagens terapéuticas novas e direcionadas
gue ndo s6 aumentem a eficacia, mas também visam minimizar as toxicidades

relacionadas com o tratamento, enfatizando a importancia de equilibrar os
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beneficios terapéuticos com o0s riscos potenciais para o bem-estar geral dos

pacientes.

2.2.3. Potencial anticancer de tiofenos

Atualmente, mais de 72% dos farmacos que podem ser prescritos em
ambientes clinicos possuem pelo menos um anel heterociclico (Martins et al., 2015;
Sharma et al., 2020; Heravi; Zadsirjan, 2020). O anel tiofénico € uma estrutura
heterociclica bem conhecida de cinco membros que contém enxofre e possui uma
ampla gama de atividades, podendo interagir com diversos alvos biologicos, como

enzimas, receptores e transportadores (Figura 2).

Figura 2. Anel tiofénico.

Fonte: A autora (2024).

Devido as multiplas aplicacdes farmacéuticas, os compostos tiofénicos estao
presentes em diversos medicamentos comercializados, incluindo olanzapina
(Zyprexa®), dorzolamida, duloxetina (Cymbalta®), sertaconazol e raltitrexede
(Tomudex®), antineoplasico utilizado para tratar cancer colorretal (Brault et al.,
2005).

Ademais, o anel tiofénico vem sendo explorado como estrutura chave para
descoberta de novos farmacos (Alalawy et al.,, 2024). Dessa forma, busca-se
encontrar e desenvolver agentes quimioterapicos potentes para o cancer, com baixa
toxicidade e que combata a resisténcia das células tumorais (Kumar Singh; Silakari,
2019).

A utilizacdo do anel tiofénico vem sendo usada como um dos principais
scaffolds para terapias anticancer (Dallemagne et al., 2002; De Vasconcelos et al.,
2013; Schmitt et al., 2014; Ashok et al., 2017). Alguns derivados do tiofeno, como

SB-44, SB-83 e SB-200, mostraram-se promissores em estudos in vitro em



25

linhagens de cancer de prostata e adenocarcinoma cervical humanos. Os derivados
SB-44, SB-83 e SB-200 foram citotoxicos para as células cancerigenas, inibindo
formacdo de clones e apoptose, a0 mesmo tempo em que mostram um efeito
marcante sobre o ciclo celular, aumentando a populagdo sub-G1 e minimizando as
fases S/G2/M (Da Silva et al., 2023).

Além disso, em um estudo in vivo, o derivado cloridrato de 2-(4-amidinofenil)-
5-(4-clorofenil)tiofeno demonstrou atividade anticancerigena, sensibilizando as
células cancerigenas colorretais a irradiagdo gama através de uma via anti-
inflamatoria e pro-apoptotica, sugerindo que 0s compostos a base de tiofeno

possuem potencial terapéutico no tratamento do cancer (ElBakary et al., 2022).

2.2.4. Desvendando derivados 2-amino-tiofenos no combate do cancer

Os 2-amino-tiofenos (2-ATs) sdo membros conhecidos da familia tiofénica
(Figura 3). Os 2-ATs apresentam diversas aplicacbes farmacologicas, como
agentes  ansioliticos, anticancerigenos, anti-inflamatérios, antifingicos,
antimicrobianos, antioxidantes e antipsicoticos (Celebioglu et al., 2021; Ratnani et
al., 2022).

Figura 3. 2-amino-tiofénico.
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Fonte: A autora (2024).

Exemplos de medicamentos que apresentam em sua estrutura o 2-AT séo o
bentazepam e brotizolam. O bentazepam apresenta atividade ansiolitica,
anticonvulsivante, sedativo e relaxante muscular esquelético. Por sua vez, o
brotizolam € um medicamento sedativo-hipnotico (Chaturbhuj et al., 2023).

Os 2-ATs séao de facil obtencéo através da reacao de Gewald. Essa reacéo é
reconhecida ha mais de cinquenta anos e permite a facil geracdo de compostos
biologicamente ativos através da combinagdo de a-cianoacetatos, compostos

carbonilicos e enxofre elementar (Gewald, 1965).
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A reacao de Gewald é marcada pelo seu dinamismo, com muitas abordagens
sintéticas e aplicacdes praticas em diversas areas, como da quimica dos corantes
ao design de medicamentos e dispositivos de biodiagndstico (Puterova; Krutosikova;
Végh, 2010). Ha 15 variacbes do método Gewald, cada uma explorando diferentes
condicBes de reacdo. Essas variacbes envolvem substratos com diversos grupos
funcionais e substitutivos, incluindo alquil, aril e heteroaril. Curiosamente, em vez de
utilizar bases organicas, alguns desses métodos empregam bases inorganicas
como Na,CO3;, NaOH, NaHCO; e K;PO, (Puterova; KrutoSikova; Végh, 2010). A
resposta dos derivados 2-ATs € importante para estudos anticancer, pois apresenta
uma forma adaptavel de produzir 2-amino-tiofenos substituidos que apresentam

atividade antiproliferativa (Nguyen et al., 2021).

As atividades citotoxicas e anticancerigenas de varios derivados de 2-amino-
tiofenos contra varios tipos de linhagens celulares de cancer foram demonstradas
em células de prostata, colo do utero, melanoma, mama, colon, ovario, carcinoma
hepatocelular e carcinoma cervical (Da Silva et al., 2023; ElI-Sharkaway et al., 2023;
Rogova et al., 2023). Os 2-ATs mostram-se promissores, uma vez que inibem o
crescimento de células cancerigenas de forma seletiva e induzem a via de apoptose
(Abdelnaby et al., 2022).

Estudos in silico sobre 2-amino-tiofenos mostraram  atividades
anticancerigenas favoraveis através de varias vias (Darwish et al., 2024). Derivados
de tioureia teoricamente concebidos por meio de modelagem computacional
demonstraram uma potente atividade inibitoria contra o receptor tirosina-quinase do
fator de crescimento epidérmico (EGFR-TK), uma proteina crucial na progressao do
cancer, indicando alta seletividade e propriedades medicamentosas (Roslan et al.,
2023). Ademais, em outro estudo, novos derivados de tiofeno-2-carboxamida
exibiram atividade citotoxica contra varias linhas celulares de cancer, entre elas
MCF-7, K562, HepG2 e MDA-MB-231, enfatizando o seu potencial como agentes

anticancerigenos eficazes (Gullipalli et al., 2019).

Essas descobertas enfatizam alguns dos mecanismos pelos quais 0s 2-amino-
tiofenos desencadeiam a sua atividade antitumoral, estabelecendo possiveis novas

abordagens para o tratamento especifico do cancer.
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3. OBJETIVOS
3.1.Geral

Avaliar o potencial anticancer frente a linhagem de células de cancer de mama
(MCF-7) e predicdes toxicolbdgicas de sete derivados 2-amino-tiofénicos.

3.2. Especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos derivados 2-amino-tiofenos em linhagens de
células cancerigena e normal;

e Analisar as alteracbes morfologicas causadas pelos derivados em células de
cancer de mama;

e Analisar o potencial anti-clonogénico de derivados 2-amino-tiofenos em
células cancer de mama,;

e Avaliar a capacidade de inibicdo da migracdo de células de cancer de mama
dos derivados em estudo;

e Analisar, por meio de estudos in silico, a toxicidade dos compostos, utilizando

ferramentas computacionais de predicéo.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Moléculas
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As substancias foram previamente sintetizadas, caracterizadas e fornecidas

pelo Prof. Francisco Jaime Bezerra Mendoncga Junior, do Laboratério de Sintese e
Vetorizagcdo Molecular (LSVM), da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). As

moléculas com seus respectivos codigos, estruturas quimicas, nomenclatura e peso

molecular estao expostos na Tabela 3.

Tabela 3. As moléculas testadas foram sete compostos derivados 2-amino-tiofénicos
sintéticos.

Cédigo

Estrutura quimica

Nomenclatura
(IUPAC)

Peso molecular
(g/mol)

S5CNO5

Cl
CN

2-[(3,4-dicloro-
benzilideno)-
amino]-5,6-di-
hidro-4H-
ciclopenta[b]tiofen
0-3-carbonitrila

321,224

S5CNO6

2-[(2,4-dicloro-
benzilideno)-
amino]-5,6-diidro-
4H-
ciclopenta[b]tiofen
0-3-carbonitrila

321,224

S5CNO09

(E)-2-((5-bromo-2-
metoxibenzilideno)
amino)-5,6-di-
hidro-4H-
ciclopenta[b]tiofen
0-3-carbonitrila

361,256

TNS

(E)-2-(((1H-indol-
3-

il)metileno)amino)-
5,6-di-hidro-4H-

ciclopental[b]tiofen
0-3-carbonitrila

291,370
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2-[(3,4-dicloro-

benzilideno)-
Cl amino]-4,5,6,7- 335,251
6CNO5 CN tetraidro-
B N Cl benzo[b]tiofeno-3-
S carbonitrila
2-[(4-
nitrobenzilideno)a
CN mino]-4,5,6,7- 311,358
6CN10 N //—@Noz tetrahidro-
| s N 4Hbenzo[b]tiofeno

-3-carbonitrila

2-[(4-cloro-
benzilideno)-
CN amino]-4,5,6,7- 300,806
6CN11 N //—@Cl tetraidro-
ls N benzo[b]tiofeno-3-
carbonitrila

Fonte: A autora (2024).

4.2. Linhagem celular e condi¢cbes de cultivo

Para o teste de citotoxicidade foram utilizadas células da linhagem
cancerigena MCF-7 (adenocarcinoma humano) e linhagem normal L929 (fibroblasto
murino). As células foram obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro e
mantidas no Laboratério de Prospeccdo Farmatoxicologica de Produtos Bioativos
(BIOFARMATOX) do Departamento de Antibiéticos da UFPE. As células MCF-7
foram cultivadas em garrafas para cultura de células com meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) e a linhagem L929 em meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), suplementados com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e 1% de penicilina e estreptomicina. As células foram mantidas sob
incubacdo em estufa com 5% de CO, a 37 °C. O crescimento celular foi
acompanhado até 100% da confluéncia em microscopio invertido (XD-202,
Nexcope™, China).

4.3. Ensaio de citotoxicidade em células normais e cancerosas
A avaliacao do efeito citotoxico das amostras foi realizada atraves do teste do
MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio], que é um ensaio

guantitativo in vitro para estimar a proliferacdo e a sobrevivéncia celular (Mosmann,
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1983; Alley et al., 1988). Este teste é baseado na capacidade da enzima succinato
desidrogenase, ativa nas mitocéndrias de células viaveis, converter o sal tetrazélio
(MTT) que é hidrossoluvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que séo de
cor purpura. As células MCF-7 e L929 foram semeadas em placas de 96 po¢os na
concentracdo de 2 x 10° células/mL e incubadas overnight para aderéncia e
formacdo da monocamada celular. Posteriormente, as amostras foram adicionadas
nas concentracdoes de entre 0,781 — 25 pg/mL em diluigcbes seriadas. As placas
foram novamente incubadas por 48 horas apds a exposi¢cdo aos compostos. Foram
adicionados 25 uL de solugdao do MTT (5 mg/mL) por 3 horas. Posteriormente, apds
o tempo de incubacédo, o sobrenadante foi aspirado e os cristais de formazan
dissolvidos em 100 yL de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich®, USA) para a
leitura em leitor de microplacas (OD 570 nm). A viabilidade das células nos
diferentes tratamentos, foram comparadas com o controle negativo a partir da
seguinte férmula: viabilidade celular (%) = média da absorbancia dos tratados/média
dos controles x 100, de acordo com De Andrade et al. (2022). A ICso (concentracdo
gue inibe 50% do crescimento celular em relacdo ao controle negativo) foi calculada
a partir de regressdao nédo linear no software GraphPad Prism 8.0 demo

(http://www.graphpad.com). Os experimentos foram realizados em triplicata e em

dois experimentos independentes.

4.4. indice de seletividade

O indice de Seletividade dos compostos foi expresso pela relagcdo entre a
ICs0 das células normais e cancerigenas. O IS foi utilizado para mostrar seletividade
pelos compostos entre a linhagem normal, L929, e uma linhagem cancerosa, MCF-
7. O IS é um parametro importante no uso terapéutico para futuros testes clinicos;

portanto, a formula utilizada no calculo do IS é:

(1650 linhagem normal )

~ (IC50 linhagem tumoral)

4.5. Analises morfolégicas

As células MCF-7 foram semeadas em placas de 48 pog¢os na concentracao

de 5 x 10° células por mL. Posteriormente, as células foram tratadas com os


http://www.graphpad.com/
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compostos nas concentracdes da ICso e 2 X ICsp. Foi utilizado como controle positivo
0 paclitaxel e como controle negativo o0 meio de cultura com DMSO. Apoés o periodo
de tratamento, o meio foi aspirado e as células foram fixadas com metanol e
coradas com Panotico Rapido. As analises morfolégicas foram conduzidas com o
intuito de evidenciar alteracdes celulares, para ter indicios do tipo de morte celular
gue os compostos ativam. As microfotografias foram realizadas em microscopio

invertido (XD-202, Nexcope ™, China) nas objetivas de 40x e 400x de aumento.

4.6. Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico é um método usado para avaliar a capacidade das
células de gerar colénias apos a exposicdo a alguma substancia.
Consequentemente, serve como uma ferramenta na previsdo do potencial
anticancer de compostos (Firmino et al., 2019). Para isso, as células foram
semeadas em placas de 48 pocos com 2000 células por poco com meio de
cultivo RPMI-1640 e posteriormente, foram incubadas para adeséo celular. Apés
24 h, as células foram tratadas com os compostos nas concentracdes ¥ ICsg, ¥2
ICs0 € ICs0. O meio de cultura foi utilizado como controle negativo e o paclitaxel
foi utilizado como controle positivo. As células foram expostas por 24 h aos
tratamentos. Em seguida, os pocos foram lavados com PBS e foi adicionado
meio de cultivo. O meio foi reposto a cada 3 dias. Apdés 7 dias, o meio foi
aspirado, as células foram fixadas e coradas com cristal violeta. As fotografias
foram feitas utilizando lupa. Para andlise, foi utilizado o programa ImageJ verséo
1.54i com o plugin ColonyArea para o processamento das imagens (Guzman et
al.,, 2014). O software GIMP (versdo 2.10.38) foi utilizado para calcular a
porcentagem de area ocupada pelas colénias em cada poc¢o. Os experimentos

foram realizados em triplicata e em dois experimentos independentes.

4.7. Ensaio de migracéo celular

Para observar se as moléculas possuem a capacidade de inibir a migracao
celular, foi realizado o ensaio de migracdo celular. As células MCF-7 foram

semeadas em placas de 48 pocos na concentracdo de 5x10° células/mL e
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cultivadas para se obter uma monocamada confluente de células. Em seguida,
foram realizadas “feridas” e as células desprendidas foram removidas com PBS
(1x). Posteriormente, foi adicionado meio de cultura juntamente com as moléculas
nas concentragbes da % ICsy e 1Cso. Para o controle negativo foi utilizado RPMI
1640 sem SFB, o controle positivo de migracéo foi utilizado RPMI com 10% de SFB.
A ferida foi fotografada no mesmo ponto de vista em microscopio 6ptico invertido
(XD-202, Nexcope™, China) na objetiva de 40x, nos tempos 0 e 48 h. A area das
feridas foi mensurada através do programa ImageJ versdao 1.54i. O calculo do

percentual de fechamento da ferida foi feito a partir da seguinte formula:

U fechamento da ranhura = [A (0)- A (t)/A (0)] x 100

Onde a area da ferida no tempo zero (AO) e a area apos 48h de incubacao
(At) foram utilizadas para calcular a porcentagem de fechamento, ou seja, migracao

celular (Treloar; Simpson, 2013).

4.8. Avaliacao das propriedades toxicoldgicas in silico

A predicdo da toxicidade dos ligantes foi avaliada utilizando a plataforma
ProTox 3.0, que € uma ferramenta in silico que combina similaridade molecular,
farmacoéforos, propensdes a fragmentos e aprendizado de maquina para chegar
a uma previsdo precisa dos perfis de toxicidade de produtos quimicos (Banerjee
et al., 2018). O carregamento das estruturas dos ligantes foram feitas usando o

formato SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System).

4.9. Andlises estatisticas

Para a analise dos resultados do ensaio de migracédo celular e clonogénico os
dados dos grupos tratados foram comparados com o controle negativo através do
teste ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey. Foi utilizado o software GraphPad
Prism versao 8.0, e os dados foram considerados significativos para o valor de p <
0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Ensaio de citotoxicidade

A triagem citotoxica dos derivados 2-amino-tiofénicos frente as células MCF-7
e L929 foi avaliada em concentragbes que variaram de 0,31 a 25 pg/mL, para

determinar o percentual de inibicdo celular, conforme mostrado na Figura 4.

Figura 4. Percentual de viabilidade celular dos sete compostos em linhagem normal
L929 e na linhagem tumoral MCF-7.
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Legenda: Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (SEM).
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A partir dos resultados obtidos, foi possivel determinar o indice de
Seletividade (IS) dos compostos (Tabela 4). Os dados mostram que 0S compostos
5CN09 e TN5 foram os mais ativos e apresentaram maior seletividade para a

linhagem MCF-7, quando comparados com o padréo paclitaxel.

Tabela 4. Atividade citotdéxica dos compostos em linhagem celular cancerigena
(MCF-7) e normal (L929) e indice de Seletividade. O paclitaxel foi usado como controle

positivo. IS (indice de seletividade) e n.d (ndo determinado).

ICs0 (Hg/mL)

Composto L929 MCF-7 IS
5CNO05 >25 >25 n.d
5CNO06 >25 >25 n.d
5CNO09 >25 8,68 (R*=0,93) 2,9

TN5 >25 4,08 (R?=0,95) 6,1
6CNO5 >25 >25 n.d
6CN10 >25 >25 n.d
6CN11 >25 24,83 (R?=0,87) n.d

Paclitaxel 0,31 (R?*=0,97) 0,55 (R?=0,85) 0,6

O composto 5CN09 apresentou ICso de 8,68 pg/mL (24 uM) frente a linhagem
MCF-7, tendo um Sl de 2,9, enquanto o derivado TN5 ICs de 4,04 pg/mL (14 puM) e
Sl de 6,1, sendo este mais ativo e seletivo. Segundo Weerapreeyakul et al. (2012),
compostos que apresentam seletividade superior a 3 sdo considerados promissores
para o tratamento de cancer, uma vez que essa seletividade indica que o composto
€ pelo menos trés vezes mais eficaz em matar células tumorais do que células
normais. Os compostos 5CNO05, 5CN06, 6CNO5 e 6CN10 ndo apresentaram
citotoxicidade em ambas as linhagens celulares testadas, apresentando ICsp acima
de 25 pg/mL.

Derivados 2-ATs apresentam atividade anticancer descrita na literatura e
neste estudo reafirmamos o potencial de derivados da classe contra células de
cancer de mama. Nossos resultados corroboram com os de Dos Santos et al.
(2018), os quais observaram que derivados de 2-ATs 2-[(1H-indol-3-il-metilideno)-
amino]-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]tiofeno-3-carbonitrila  (SB-44) e 2-[(5-

bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-amino]-4,5,6,7-tetra-hidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila
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(SB-83) nao foram téxicos para fibroblastos normais, com ICsy superior a 75 uM. Da
mesma forma, os derivados SB-44, SB-83 e SB-200 reduziram a viabilidade das

células MCF-7, com ICso menor que 30 pM.

Nossos resultados também corroboram com o estudo conduzido por
Doddagaddavalli et al. (2024) em hibridos de tiofeno, onde o composto tiofénico (Z)-
5-(2,3-diclorobenzilideno)-3-((5-(tiofen-2-il)-1,3,4-oxadiazol-2-il)metil)tiazolidina-2,4-
diona (TOT-14) demonstrou atividade antiproliferativa, com ICso no valor de 4,8
pg/mL, atribuido a captacao celular aumentada e a geracao de espécies reativas de

oxigénio (EROs) em células MCF-7.

5.2. Andlises morfolégicas

A morfologia celular foi analisada por microscopia Optica no tempo de 48h
com o intuito de analisar efeitos das substancias na morfologia das células
cancerigenas MCF-7. O controle negativo (CN) apresentou alta densidade celular,
células com morfologia tipica da linhagem MCF-7, células em mitose, alguns debris
celulares, células binucleadas, raras células com vacuolos ou com a presenca de

micronucleos (Figuras 5 e 6).

Foi observado que as células tratadas com o composto TN5 apresentaram
diminuicdo da confluéncia celular em todos os tratamentos em relacdo ao controle
negativo. As células tratadas com o composto 5CN09 também apresentaram
diminuicao da confluéncia celular em todos os tratamentos (Figura 5).

Figura 5. Andlise morfolégica das células MCF-7, empregando um microscopio
optico invertido com aumento de 40x, para avaliar as alteracdes celulares induzidas pelo

composto TNS.
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Legenda: As setas pretas indicam a diminui¢cdo da densidade celular no pogo.

As células tratadas com o composto TN5 na concentragdo da ICs
apresentaram as seguintes alteracdes: restos celulares, debris, ponte
nucleoplasmatica e multinucleacdo. Além disso, alteracdes semelhantes foram
observadas na concentracdo de 2 x ICso, porém de forma mais acentuada. O
composto 5CNO09 apresentou as seguintes alteracdes: debris, micronuicleos,
condensacdo de cromatina e brotos celulares, que foram acentuadas com o

aumento da concentracao (Figura 6).

Figura 6. Andlise morfolégica das células MCF-7, empregando um microscopio
optico invertido com aumento de 400x, para avaliar as alteracdes celulares induzidas pelo
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composto 5CNOS9.

TNS

Legenda: Fragmentag&o nuclear (1); Perda da estrutura da membrana (2); Célula
senescente (3); Restos celulares (4); Debris (5); Ponte nucleoplasmatica (6); Multinucleacao

(7); Micronucleo (8); Condensacao da cromatina (9); Broto celular (10).

De acordo com os resultados, o composto TN5 apresentou células
multinucleadas em abundancia nas concentragfes testadas. Segundo dados da
literatura, a multinucleacao em células MCF-7 é decorrente da interferéncia no ciclo
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celular ao induzir fusos mitoticos aberrantes, levando a segregacdo cromossomica
prejudicada e a formacédo de multiplos nucleos. Essa interrupcdo na mitose normal
resulta em uma parada da fase G2/M, onde as células exibem fusos monopolares e
ndo conseguem passar pelos movimentos de anafase adequados, levando a
geracdo de ceélulas com diversos nucleos unidos em vez de novos nudcleos
individualizados (Holy, 2002). Assim, o composto TN5 pode ter acéo relacionada a

interferéncia no ciclo celular que precisa ser elucidada.

O composto 5CNO09 apresentou a indugdo de microndcleos e brotos
celulares, o que é indicativo de acdo genotoxica do composto. Assim, conforme
relatado por Franco e colaboradores (2022), os tiofenos sdo reconhecidos como
compostos mutagénicos e genotoxicos capazes de inibir o crescimento de células
tumorais por meio de varios mecanismos, incluindo a parada do ciclo celular,
principalmente pela inibicdo da polimerizagdo da tubulina, bem como a inducao de

estresse oxidativo e danos ao DNA, levando a apoptose (Preya et al., 2017).

Portanto, nossas descobertas ressaltam o potencial dessas moléculas em
interferir no ciclo celular e/ou induzir danos ao DNA. Ademais, 0s compostos
possivelmente podem desencadear a via de morte celular por apoptose, entretanto,

estas evidéncias devem ser investigadas em estudos futuros.

5.3. Ensaio clonogénico

No ensaio clonogénico foi verificada a capacidade dos compostos TN5 e
5CNQ09 em inibir a formacao de colénias na linhagem MCF-7. Ap6s 7 dias de
tratamento, foi observado 45,3 + 2,4% de area de colbnias no controle negativo
(CN). O composto TN5 inibiu a formacéo de colénias apenas na concentracéo da
ICs0 (4,08 pg/mL) em relacdo ao CN, com cerca de 25,6 + 3,7% de area
formadora de colbnias (p < 0,05). Enquanto isso, as concentracdes ¥4 ICs (1,02
pHg/mL) e %2 ICsp (2,04 pg/mL) n&o inibiram a formagéo de clones e apresentaram
30,8 + 2,7 e 37,1 £ 4,2 de area formadora de col6nia, respectivamente (Figura
7).

Figura 7. Representacao do ensaio clonogénico do composto TN5.
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Legenda: As células MCF-7 foram tratadas com o CN (meio de cultura RPMI 1640),
CP (0,55 pg/mL de paclitaxel) e TN5 nas concentragées de ¥ ICsq, ¥2 ICs € I1Cxo. ()
representa a formacéo de col6nias. (b) demonstra a quantificacéo da area de colbnia pela
cor vermelha. (c) apresenta os percentuais da area de coldnia obtidos nos experimentos. Os
valores do gréfico estao expressos em média + SEM (n=6). Os dados foram comparados
com o CN considerando p < 0,05 significativo. **** (p < 0,0001). ** (p < 0,05). ns (n&o

significativo).
O composto 5CNO09 inibiu a formagéo de colénias de forma dose dependente
nas concentracoes testadas, em relagcdo ao CN (p < 0,0001). Nas concentracdes de

Y4 1Cs (2,17 pg/mL), Y2 I1Csp (4,34 pg/mL) e 1Cso (8,68 pg/mL) foram obtidos os

seguintes valores de area de formacgéo de colbnia 26,9 + 3,2, 10,3 + 1,3 e 6,25 +
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0,8, respectivamente (Figura 8).

Figura 8. Representacdo do ensaio clonogénico do composto 5CNO09.
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Legenda: As células MCF-7 foram tratadas com o CN (meio de cultura RPMI 1640),
CP (0,55 pg/mL de Paclitaxel) e 5CN09 nas concentracdes de ¥4 ICs, ¥2 ICsq € ICx. (a)
representa a formacéo de col6nias. (b) demonstra a quantificacdo da area de col6nia pela
cor vermelha. (c) apresenta os percentuais da area de col6nia obtidos nos experimentos. Os
valores do gréfico estao expressos em média + SEM (n = 6). Os dados foram comparados
com o CN considerando p < 0,05 significativo. **** (p < 0,0001).

Os 2-amino-tiofenos, TN5 e 5CNO09 apresentaram efeitos na inibicdo da

proliferacdo celular em ensaios clonogénicos, com destaque para o 5CN09. Nossos
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resultados corroboram com a investigagdo feita por Franco et al. (2022), que
demonstrou compostos tiofénicos apresentam efeitos citotoxicos em varias
linhagens celulares de céncer, como MCF-7 e MDA-MB-231, e reduziram a
formacao de colbnias nas linhagens cancerigenas TOv-21G e RKO-AS45-1. Além
disso, derivados tiofénicos como o tiofeno-3-carboxamida mostraram potencial como
inibidores de VEGFR-2 com propriedades antiangiogénicas no tratamento do cancer
de mama. A inibicdo de VEGFR-2, envolvido na angiogénese, € crucial para o
crescimento tumoral, sendo relevante para o ensaio clonogénico. Bloquear VEGFR-
2, como no caso do tiofeno-3-carboxamida, limita o suprimento de nutrientes e
oxigénio, reduzindo a formacéo de col6nias tumorais e impactando a proliferacao
celular no ensaio. Por exemplo, o composto 4-(4-clorofenil)-2-{3-[4-(pirrolidin-1-
il)butillureido}tiofeno-3-carboxamida (14d) mostrou atividade antiproliferativa no
ensaio de formacéo de colbnias, apresentando como mecanismo de acéo a inibicao
da quinase VEGFR-2, blogueando o ciclo celular, aumentando a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), induzindo apoptose e ligando-se de forma
estavel ao sitio ativo do VEGFR-2 (Li et al., 2024).

5.4. Ensaio de migracao celular

Foi observado que o composto TN5 na concentracdo da ICsy inibiu a
migracdo de células MCF-7 (p = 0,0001) em comparacdo com controle (tratado
com meio RPMI com 0% de SFB) (Figura 9).

Figura 9. Avaliacdo da inibicdo da migrag&o celular do composto TN5 em células da
linhagem MCF-7 usando diferentes condigbes de tratamento. As imagens foram capturadas

em duas condi¢des de tempo: 0 horas e 48 horas ap0s o inicio do tratamento.
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Legenda: Os resultados estdo apresentados em média £ SEM. (****) p < 0,0001;
(***) p = 0,0001; (ns) nao significativo.

A Figura 10 mostra o efeito do composto 5CN09 na migracdo das células
MCF-7. A adicdo do composto 5CN09 em diferentes concentracdes (Y2 ICsq € 1Csp)

inibiu a migracdo celular (p < 0,0001) em comparagdo com as células tratadas
apenas com o meio RPMI com 0% de SFB.

Figura 10. Avaliagcdo da inibicdo da migracéo celular do composto 5CN09 em
células da linhagem MCF-7. As imagens foram capturadas em duas condi¢fes de tempo: 0

horas e 48 horas ap0s o inicio do tratamento.
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Legenda: Os resultados estao apresentados em média + SEM. (****) p < 0,0001.

Nossos resultados corroboram com a literatura, visto que outros derivados 2-
ATs, como o composto 2-[(5-bromo-1H-indol-3-ilmetileno)-amino]-4,5,6,7-tetra-
hidrobenzo[b]tiofeno-3-carbonitrila (SB-83), na avaliacdo da migracao celular, inibiu
a migracao das células MCF-7 (Dos Santos et al., 2018). Ademais, nossos achados
apontam semelhancas com o estudo realizado por Li et al. (2024), onde o derivado
tiofénico 4-(4-clorofenil)-2-{3-[4-(pirrolidin-1-il)butilJureido}tiofeno-3-carboxamida
(14d) inibe a migracao celular e formacdo de tubos em células HUVEC (células

endoteliais de veia umbilical humana) de maneira dose-dependente.

Ibrahim et al. (2024) também observaram que o derivado tiofénico N-(4-
Metoxifenil)-2-(4-(3-oxo-3-(tiofen-2-il)prop-1-en-1-il)fenoxi)acetamida (5c) inibiu a
migracao de células MCF-7, onde seus efeitos anti-proliferativos foram ligados a sua
capacidade de diminuir a atividade das metaloproteinases da matriz (MMP-2 e
MMP-9), que séo cruciais para a migracao e invasao celular.

Dessa forma, a inibicdo da migracao celular em células de cancer de mama
€, portanto, importante devido ao seu papel na reducédo da invasdo e metéstase,
gque € uma das principais causas de mortalidade (Cominetti; Altei; Selistre-De-
Araujo, 2019). Assim, segundo Chen et al. (2024), a inibicdo da migracao celular
pode levar a regulacdo negativa de enzimas pré-metastaticas, como
metaloproteinases de matriz (MMPs) e a modulacdo de marcadores de transi¢ao

epitelial-mesenquimal, impedindo assim que a metastase ocorra.

5.5. Predicao de toxicidade in silico

Na avaliada a predicdo toxicolégica dos compostos TN5 e 5CN09 através da
plataforma ProTox 3.0, foi observado que ambos os compostos foram categorizados
na classe 4 de toxicidade, com uma DLsy de 2000 mg/kg. Esta classificacdo abrange

compostos com DLsg variando de 300 a 2000 mg/kg, em uma escala que vai da

classe 1 (altamente toxica — DLsp < 5 mg/kg) até a classe 6 (ndo toxica — DLsp >
5000 mg/kg).

Uma DLsg de 2000 mg/kg indica um nivel de toxicidade relativamente baixo
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para uma substancia, sugerindo que ela é mais segura para uso em humanos. A
DLsp, ou a dose letal necesséaria para matar 50% de uma populacédo, serve como

uma referéncia na avaliagdo da eficacia quimica e seguranca de um composto.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos de andlises in silico da predicdo de
toxicidade aguda para os TN5 e 5CN09. Adicionalmente, as correspondéncias de
TN5 e 5CNO09 foram de 41,42% e 40,15%, respectivamente. A acuracia de ambos
foi de 54,26%. E importante ressaltar que a precisdo do modelo depende da
correspondéncia entre o composto de entrada com compostos que tem DLs
estabelecida, ou seja, as baixas precisdes obtidas, associadas a uma similaridade
guimica relativamente baixa, poderiam ser explicadas pelo fato de esses compostos

serem parcialmente novos na Quimica Medicinal.

Tabela 5. Resultados in silico de predicéo da toxicidade aguda, classificacao

de toxicidade e porcentagem de similaridade e acuracia de cada composto testado.

Molécula DLso (mg/kg) Classificagao Similaridade Acuracia (%)
da toxicidade (%)
TN5 2000 4 41,42 54,26
5CN09 2000 4 40,15 54,26

A baixa toxicidade prevista para TN5 e 5CNQ9 foi apontada no nosso estudo
e outros compostos tiofénicos também apresentam baixa toxicidade. Lisboa et al.
(2019) observaram em experimentos com camundongos da linhagem Swiss que o
composto 2-((6-cloro-2-metoxi-acridin-9-il)Jamino)-5,6,7,8-tetrahidro-4H-ciclohepta[b]-
tiofeno-3-carbonitrila (ACS03), derivado 2-AT, apresenta toxicidade apenas na
concentracdo de >5000 mg/kg, indicando baixa toxicidade. Além disso, Rodrigues et
al. (2018) observaram que o composto tiofénico SB-83 apresenta uma DLsy de 2500
mg/kg, demonstrando a baixa toxicidade dos compostos dessa classe.

Acerca das previsbes de toxicidade in silico foi avaliada em diversos alvos
biologicos. A chance de ocorrer toxicidade varia de 0 (pouco provavel) a 1
(provavel). Valores acima de 0,7 estdo significativamente ligados a atividade ou

inatividade do composto, dependendo da sua classificagéo.

Na Tabela 6, é apresentado o relatério de toxicidade in silico do composto

TN5, detalhando suas previsfes de toxicidade em diversos alvos biolégicos, junto



45

com a probabilidade associada a cada previséo. Foi observado que o composto TN5
apresentou indicativo de hepatotoxicidade, apesar disso, a probabilidade foi baixa

(0.52), indicando que est& associada a um perfil de seguranca aceitavel.

Tabela 6. Relatorio de toxicidade in silico do composto TN5.

TN5

Alvo Predicédo Probabilidade
Cardiotoxicidade Inativo 0.85
Citotoxicidade Inativo 0.67
Toxicidade clinica Inativo 0.50
Carcinogenicidade Inativo 0.61
Hepatotoxicidade Ativo 0.52
Fosfoproteina (supressor de Inativo 0.82

tumor) p53

Sobre o composto 5CNO09, foi visto que ele apresenta indicativo de toxicidade

hepatica e toxicidade clinica (Tabela 7).

Tabela 7. Relatério de toxicidade in silico do composto 5CNO9.

5CNO0O9

Alvo Predicédo Probabilidade
Cardiotoxicidade Inativo 0.61
Citotoxicidade Inativo 0.55
Toxicidade clinica Ativo 0.50
Carcinogenicidade Inativo 0.54
Hepatotoxicidade Ativo 0.54
Fosfoproteina (supressor de Inativo 0.76

tumor) p53

De acordo com as previsdes in silico, nenhum dos compostos demonstrou
ser ativo para carcinogénese, cardiotoxicidade, citotoxicidade e a fosfoproteina p53.
Contudo, no que diz respeito a hepatotoxicidade e a toxicidade clinica, 5CNO09,

demonstrou atividade. O composto TN5 apenas apresentou hepatotoxicidade.
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Apesar de os compostos testados terem demonstrado algum potencial de
toxicidade, a probabilidade associada a atividade foi relativamente baixa (inferior a
0.70). Esse valor sugere que, embora os compostos possam apresentar algum
efeito toxico, a magnitude dessa atividade nao foi alta, o que € um indicativo positivo
em termos de seguranca.

A citotoxicidade é importante a ser considerada no desenvolvimento de novos
compostos antineoplasicos, onde se busca alta citotoxicidade em células
cancerosas e baixa citotoxicidade em linhagens nao-cancerosas, ou seja,
seletividade. In silico, os compostos TN5 e 5CN09 ndo se mostraram citotoxicos. In
vitro, 0S compostos apresentaram citotoxicidade, mas de forma seletiva para a

linhagem tumoral, assim como observado em outros derivados tiofénicos de 1,3-

tiazol, como 4-Metil-2-[((1-(tiofen-2-il)etilideno)hidrazineilideno]-5-((p-
tolildiazenil)tiazol-3(2H)-amina (4b) e 1-[3-Amino-4-metil-2-((1-(tiofen-2-
il)etilideno)hidrazineilideno]-2,3-di-hidrotiazol-5-il)etan-1-ona (13a), que

apresentaram citotoxicidade seletiva para células tumorais MCF-7 (Gomha et al.,
2022), os compostos estudados neste trabalho também exibem uma relacdo de
citotoxicidade seletiva, sugerindo um perfil de seguranca em células normais, como
L929, com ICs superiores a 25 pM.

Experimentos in vitro demonstraram que os derivados amino-tiofénicos
apresentam efeitos citotoxicos, particularmente em células HepG2, com um
aumento da citotoxicidade dependente do tempo e da dose observados (Broekman
et al., 2015). Nesse sentido, a linhagem HepG2 é utilizada como modelo preditivo
para estudos de hepatotoxicidade devido a sua origem hepética e capacidade de
manter varias funcdes metabdlicas tipicas dos hepatécitos (Arzumanian; Kiseleva;
Poverennaya, 2021). Este modelo in vitro € uma ferramenta para avaliar a
toxicidade hepatica de novos compostos quimicos em fase de desenvolvimento,
devido a sua capacidade de refletir as respostas do figado humano (Quintés;
Castell; Moreno-Torres, 2023).

Em experimentos in vivo, Graham et al. (2008) fizeram a identificacdo do anel
tiofeno do metapirileno como um novo toxicoforo hepatico dependente de
bioativacdo. A pesquisa demonstrou que o metapirileno é metabolizado em
hepatodcitos de ratos, formando intermediarios reativos que causam citotoxicidade
(Graham et al., 2008).
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Portanto, a hepatotoxicidade € um problema que outros pesquisadores ja
apontaram para derivados de tiofenos ou 2-ATs, assim como foi previsto para os
compostos TN5 e 5CN09, sendo necessarios estudos posteriores para avaliar a
hepatotoxicidade desses compostos in vitro e in vivo.

Em relacédo a predicéo da toxicidade in silico do composto 5CNO09, ainda sé&o
necessarios testes em modelos animais para determinar a dose terapéutica ideal e
a dose maxima tolerada. Portanto, estudos adicionais sdo essenciais para
estabelecer a seguranca e a eficdcia dos derivados 2-amino-tiofénicos como

potenciais agentes terapéuticos.
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. CONCLUSAO

e Entre 0os compostos testados, os compostos 5CN09 e TN5 apresentam
citotoxicidade e seletividade para a linhagem MCF-7.

e Os compostos 5CN09 e TN5 induzem alteracbes morfolégicas em MCF-7,
sugerindo danos ao DNA, inducdo de estresse oxidativo e interferéncia no
ciclo celular.

e (Os compostos 5CN09 e TN5 diminuiram a formacéo de colbnias na linhagem
MCF-7.

e Os compostos 5CNO9 e TN5 reduziram a migragdo da linhagem MCF-7.

e Os estudos in silico predizem hepatotoxicidade para os compostos 5CNQ09 e
TN5, portanto, estudos posteriores sdo indispensaveis para avaliar a

seguranca desses compostos.
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