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RESUMO

O céancer € um dos maiores desafios globais de saude, e segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS), havera 19,3 milhdes de novos casos e 10 milhdes de
mortes nos préximos anos. Diante desse cenario, existe a necessidade de pesquisa e
desenvolvimento de novas terapias antineoplasicas mais eficazes e seguras, além de
serem capazes de reduzir a resisténcia das células cancerigenas aos tratamentos
atuais. Dessa forma, o objetivo deste projeto foi investigar a citotoxicidade e
genotoxicidade de compostos hibridos de 1,2,3-triazol e ftalimida. Inicialmente, a
citotoxicidade dos compostos 061 4-fenil-1-[4-(ftalimido-4-il)butil]-1H-1,2,3-triazol e
069 4-(3-aminofenil)-1-[4-(ftalimido-4-il)butil]-1H-1,2,3-triazol foram avaliadas nas
linhagens L929 (fibroblasto murino) e HL-60 (leucemia promielocitica aguda humana)
usando o método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazodlio
(MTT). Posteriormente, a genotoxicidade dos compostos foi investigada pelo ensaio
de micronucleo com bloqueio de citocinese em trés concentragdes citotoxicas (ICso, V2
ICs0 e Va ICs0). Os resultados demostraram que o composto 061 apresentou ICso de
>25 pg/mL para L929 e 1,91 ug/mL para HL-60, com IS >6,85, indicando alta
seletividade para células cancerigenas. Por outro lado, o composto 069 apresentou
ICs0 de 17,03 ug/mL para HL-60 e >25 yg/mL para L929, com IS >1,46. Em relagdo a
genotoxicidade, o composto 061 foi genotdxico para a linhagem L929, contudo nao foi
genotodxico na ICso em HL-60, mas induziu micronucleos nas concentracoes 2 ICso €
Ya ICs0. O composto 069 n&o foi genotdxico para L929, mas causou danos genotdxicos
em HL-60 em todas as concentragbes, mostrando genotoxicidade diferencial. Os
compostos hibridos de 1,2,3-triazol e ftalimida apresentaram potencial anticancer in
vitro, com alta seletividade para células cancerigenas. Em relagdo a genotoxicidade
diferencial, o composto 069 se mostrou mais seletivo e causando mais danos
genotoxicos as células de leucemia. Dessa forma, a genotoxicidade diferencial
observada sugere a necessidade de mais estudos para avaliar o mecanismo de agao
desses hibridos, como agentes intercalantes ao DNA ou enzimas que estao
envolvidas na duplicagdo do material genético durante a mitose.

Palavras-chave: Cancer. Antineoplasicos. Anticancer. Genotdxico. Terapia
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ABSTRACT

Cancer is one of the greatest global health challenges, and according to the World
Health Organization (WHO), there will be 19.3 million new cases and 10 million deaths
in the coming years. Given this scenario, there is a need for research and development
of new, more effective and safe antineoplastic therapies, in addition to being able to
reduce the resistance of cancer cells to current treatments. Thus, the objective of this
project was to investigate the cytotoxicity and genotoxicity of hybrid compounds of
1,2,3-triazole and phthalimide.Initially, the cytotoxicity of compounds 061 4-phenyl-1-
[4-(phthalimido-4-yl)butyl]-1H-1,2,3-triazole = and 069  4-(3-aminophenyl)-1-[4-
(phthalimido-4-yl)butyl]-1H-1,2,3-triazole were evaluated in L929 (murine fibroblast)
and HL-60 (human acute promyelocytic leukemia) cell lines using the 3-(4,5-dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) method. Subsequently, the
genotoxicity of the compounds was investigated by cytokinesis-blocking micronucleus
assay at three cytotoxic concentrations (ICsq, 2 1Cso, and Y4 ICs0).The results
demonstrated that compound 061 presented ICs, of >25 ug/mL for L929 and 1.91
pg/mL for HL-60, with IS >6.85, indicating high selectivity for cancer cells. On the other
hand, compound 069 presented ICs, of 17.03 ug/mL for HL-60 and >25 ug/mL for
L929, with IS >1.46. Regarding genotoxicity, compound 061 was genotoxic for the
L929 cell line; however, it was not genotoxic at the ICs, in HL-60 but induced
micronuclei at concentrations 72 ICso, and %2 ICso. Compound 069 was not genotoxic
for L929, but caused genotoxic damage in HL-60 at all concentrations, showing
differential genotoxicity.The hybrid compounds of 1,2,3-triazole and phthalimide
showed anticancer potential in vitro, with high selectivity for cancer cells. Regarding
differential genotoxicity, compound 069 was more selective and caused more
genotoxic damage to leukemia cells. Thus, the observed differential genotoxicity
suggests the need for further studies to evaluate the mechanism of action of these
hybrids, such as DNA intercalating agents or enzymes that are involved in the
duplication of genetic material during mitosis.

Key words: Cancer. Antineoplastic. Anticancer. Genotoxic. Therapy.
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1 INTRODUGCAO

O cancer continua sendo um dos principais desafios globais de saude,
responsavel por cerca de 16,8% das mortes no mundo e 22,8% das mortes por
doencas nao transmissiveis (GLOBOCAN, 2024). A OMS projeta um aumento
significativo nos novos casos de cancer, com estimativa de 35,3 milhdes até 2050,
um aumento de 77% em relagao a 2022, devido a fatores como consumo de alcool,
tabagismo e obesidade (WHO, 2024).

Em 2022, a IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer)
registrou cerca de 20 milhdes de novos casos e 9,7 milhdes de mortes por cancer. A
estimativa € que uma em cada cinco pessoas desenvolvera cancer ao longo da vida,
com maior mortalidade entre homens (um em cada nove) do que entre mulheres (uma
em cada doze) (Bray et al., 2024). No Brasil, estima-se que ocorram cerca de 704 mil
novos casos anuais entre 2023 e 2025, sendo os tipos mais comuns o cancer de pele
nao melanoma, de mama e de préstata (INCA, 2022). Diante desse cenario
alarmante, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de estratégias inovadoras para
promover avangos na pesquisa do cancer (Yuzhalin, 2024). Embora farmacos
antineoplasicos tenham proporcionado remissdes significativas, ainda enfrentam
limitagdes como alta toxicidade, farmacocinética desfavoravel e resisténcia tumoral
(Kaur et al., 2022). Dessa forma, ha uma necessidade urgente de novas abordagens
terapéuticas que oferegcam maior segurancga, eficacia e seletividade no tratamento
(Letai, 2015).

A utilizacao de produtos sintéticos como novos farmacos antineoplasicos tem
sido uma estratégia amplamente utilizada (Liu et al., 2018; Sharifi-Rad et al., 2019).
Ademais, dois grupos farmacoféricos, os 1,2,3-triazdis e ftalimidas, merecem
destaque devido seus potenciais efeitos antineoplasicos demonstrados na literatura
(Belluti et al., 2019; Rammohan et al., 2023). Os derivados de 1,2,3-triazdis séo
compostos muito explorados na quimica medicinal devido suas caracteristicas
quimicas estaveis e atividades bioldgicas, tais como antivirais, antimalaricos,
neuroprotetores e antitumorais (Bozorov et el., 2019; Liang et al., 2021). Por sua vez,
a ftalimida se destaca como um farmacoéforo presente em diversos medicamentos
aprovados mundialmente, incluindo agentes antitumorais, como a pomalidomida e
lenalidomida (Galustian et al., 2009; Foroughbakhshfasaei et al., 2022). Esses

nucleos tém sido utilizados em abordagens de hibridizagdo molecular com o propdsito
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de planejar compostos com atividade farmacoloégica aprimorada, especialmente

atividade antineoplasica (Belutti et al., 2019; Gariganti et al., 2023). Destarte,
Shankaraiah et al., (2016), realizaram um estudo com diversos hibridos 1,2,3-
triazolicos ligados a diferentes grupos funcionais, observando que o hibrido de 1,2,3-
triazol com o grupo ftalimida apresentou citotoxicidade elevada (CI50 3,67 - 26,50

uM) frente as diferentes linhagens de células cancerigenas testadas.

Além disso, conjugados 1,2,3-triazolo-naftalimida-ftalimida apresentaram alta
atividade anticancer em células A549 (linhagem de cancer de pulmao), apresentando
Clsode 7,6 £ 0,78 pM. Os autores ainda observaram, por docking molecular, que estes
derivados apresentaram potencial de interagir com o DNA destas células por
intercalacao (Shankaraiah et al., 2019). Adicionalmente, uma nova série de ftalimidas
ligadas ao anel 1,2,3-triazélico e fragmentos lipofilicos terminais apresentou atividade
anticancer em linhagens de cancer de figado Humano (HepG2), cancer de mama
(MCF-7) e céncer colorretal humano (HCT116), ressaltando-se a atividade em MCF-
7 com Clsode 0,22 uM (lhmaid et al., 2021). Parte do mecanismo de agdo desses
derivados inclui danos a membrana celular, indugao da apoptose, intercalagédo com o
DNA, fragmentagdo do DNA e aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Shankaraiah et al., 2019; Ihmaid et al., 2021). Tais apontamentos levantam
a hipotese de que hibridos de 1,2,3-triazol e ftalimida apresentam citotoxicidade
seletiva para células cancerigenas, induzindo danos gendmicos através do estresse

oxidativo desencadeado por EROs.

Diante disso, o presente estudo tem como objetivo investigar a citotoxicidade,
genotoxicidade e mutagenicidade de novos hibridos de 1,2,3-triazol e ftalimida em
células normal e tumorais, cooperando para o processo de descoberta de novas

terapias anticancerigenas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer é uma doenga causada por alteragcbes genéticas que afetam o
funcionamento celular, especificamente os mecanismos de crescimento e divisdo das
células (NCI, 2021). Nesse mecanismo, ha um desenvolvimento de células anormais
que se dividem de forma descontrolada e possuem a capacidade de invadir tecidos
proximos (WHO, 2021). Assim, o cancer apresenta diversas caracteristicas biologicas
que explicam a sua progressdo. As marcas fundamentais do cancer incluem auto
suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais inibidores do
crescimento, bloqueio da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese

sustentada, invaséo tecidual e metastase (Hanahan, 2022).

A carcinogénese, processo de formagéo do cancer, geralmente desenvolve-se
lentamente ao longo de anos, comegando com a proliferagdo de uma célula cancerosa
até a formacao de um tumor visivel (INCA, 2022). Este processo envolve multiplas
etapas de transformacao celular, influenciado por diversos fatores, onde mudancas
no microambiente celular s&o os principais iniciadores para que uma célula se torne
maligna (Zhang et al., 2024). Fatores de risco associados ao estilo de vida, dieta e
predisposicao genética contribuem para a carcinogénese (Byrne et al., 2023).
Carcinégenos sao definidos como substancias ou misturas que induzem cancer apos
inalagéo, ingestdo, aplicagdo dérmica ou injecdo (European Commission, 2020).
Esses carcindbgenos abrangem uma vasta gama de substancias, incluindo alcool,
nitrosaminas, aflatoxinas, fatores fisicos como radiagdes UV e ionizantes, além de

infecgdes virais, bacterianas e parasitarias (Fishbein et al, 2021).

O processo de carcinogénese envolve trés etapas: iniciagdo, promocao e
progressao (Maru, 2014). A iniciagdo do cancer € marcada pelo inicio de mutagdes
nao reparadas do DNA que afetam os mecanismos de apoptose ou reparo ao DNA
(Bajaj, 2020). A iniciagdo concede a célula capacidades proliferativas que podem ou
nao progredir para o estagio de promog¢ao, dependendo de fatores como a dose de

exposi¢ao a um agente cancerigeno (Balmain, 2020).

Na fase de promocgao, as células previamente iniciadas sdo incentivadas a se
proliferar, o que resulta na expansao clonal das células mutadas. Esse processo eleva

a probabilidade de novas mutacgdes e pode, eventualmente, levar a formacado de um
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tumor benigno ou maligno (Zhu et al., 2021; Zhang et al., 2024). A promogao é

geralmente reversivel e depende da exposigdo continua a promotores de tumor,
substancias que, embora ndo sejam carcinogénicas por si mesmas, favorecem a
proliferagao das células iniciadas (Chowdhuri, 2018). Durante essa fase, o aumento
da proliferacédo celular elevam as chances de surgirem mutagdes adicionais, o que

pode resultar na perda do controle sobre o crescimento celular (Koya; Ibrahim, 2024).

A etapa final da carcinogénese € a progressao, que envolve a transformagéao
de um tumor benigno em um tumor maligno. Durante essa fase, as células tumorais
sofrem mutagdes adicionais que conferem a elas caracteristicas mais agressivas,
como a capacidade de invadir tecidos adjacentes e de metastatizar para 6rgaos
distantes (Hanahan, 2022; Fares et al., 2020). A progressao € caracterizada por
instabilidade genética, resultando em maior heterogeneidade tumoral, com diferentes
subpopulagdes de células tumorais surgindo dentro do mesmo tumor. Essas células
podem adquirir habilidades como resisténcia a apoptose, evasdo do sistema
imunoldgico, angiogénese, e capacidade de invasdo e metastatizacao (Bose et al.,
2023; Gonzalez et al., 2018). Nesta fase, o tumor maligno adquire as caracteristicas
que o tornam clinicamente perigoso, incluindo crescimento rapido, invaséo local e
disseminacgao para outras partes do corpo, que sao as principais causas de morbidade

e mortalidade no cancer (Welch;Hurst, 2019; Figura 1).

Figura 1: Fases da Carcinogénese: Iniciacao, Promogao e Progressao.

Carcinogénese
> . @ . g
7 LI
Iniciacao Promocgao Progressao
Os genes sofrem agéo dos Os agentes oncopromotores Fa.se- caracterizada pela
agentes cancerigenos. atuam na célula j4 alterada. multiplicagao descontrolada
e irreversivel da célula.

Fonte: Autoria prépria.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2022 foram
registrados cerca de 20 milhdes de novos casos de cancer e 9,7 milhdes de mortes
em todo o mundo (WHO, 2024). Globalmente, cerca de 1 em cada 5 pessoas
desenvolvera cancer ao longo da vida, e aproximadamente 1 em 9 homens e 1 em 12
mulheres morrerdo devido a doenca. Tipos como cancer pancreatico e colorretal
(CCR) frequentemente sdo diagnosticados apenas em estagios avangados, o que

contribui para a alta taxa de mortalidade (WHO, 2024).

A IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer), projeta que até
2050, o numero de pessoas diagnosticadas com cancer anualmente devera chegar a

35 milhdes, um aumento de 77% em comparagéo com 2022 (Bray, et al., 2024)

O aumento da carga global do céncer € atribuido ao envelhecimento
crescimento populacional e estilos de vida que elevam o risco, como dietas
inadequadas, sedentarismo, uso de tabaco e consumo excessivo de alcool
(Ngoma;Ngoma, 2021). A distribuicdo do cancer varia significativamente entre
regioes, refletindo fatores genéticos, ambientais e comportamentais. O cancer de
mama é o mais comum em todo o mundo, com maior incidéncia em paises
desenvolvidos, enquanto o cancer de figado e o céncer cervical predominam em
paises em desenvolvimento, devido a exposi¢cao mais frequente a agentes infecciosos
como o virus da hepatite B e o papilomavirus humano (HPV) (Bray et al., 2024; sung
et al., 2021).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) prevé cerca de 704 mil novos
casos para cada ano do triénio 2023-2025 e relata 279 mil ébitos relacionados ao
cancer em 2022, tornando-o uma das principais causas de morte no pais (INCA,

2022). Os tipos mais comuns variam entre os canceres de prostata, pulmao e
colorretal entre os homens; e cancer de mama, colo do utero e colorretal entre as
mulheres (INCA, 2022). Fatores como tabagismo, obesidade e consumo de alcool sdo
relevantes, e habitos saudaveis podem reduzir o risco (Marino et al., 2024).

A IARC projeta que o Brasil podera registrar cerca de 554 mil mortes causadas
por cancer em 2050, um aumento de 98,6% em relagao aos o6bitos ocorridos em 2022

(WHO, 2024). Ainda segundo as estimativas da agéncia, que faz parte da OMS, o pais
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também registrara 1,15 milhdo de novos casos até 2050, um valor 83,5% maior do

que a incidéncia de 2022 (627 mil) (WHO, 2024).

2.3 TERAPEUTICA DO CANCER

A terapéutica do cancer abrange uma variedade de métodos avancgados e
interdisciplinares para combater a doenga de forma eficaz (Ahmadi, 2024). A cirurgia
é frequentemente a primeira linha de tratamento para remover tumores localizados,
oferecendo uma chance significativa de cura em estagios iniciais (Shams et al., 2023).
Entretanto, para os tumores mais avangados ou metastaticos, a imunoterapia se
destacou como uma opg¢ao terapéutica revolucionaria. Esta modalidade utiliza agentes
que estimulam o sistema imunoldgico do paciente a reconhecer e destruir células
cancerosas, oferecendo respostas duradouras e potencialmente curativas (Ghemrawi,
2024).

Os farmacos anticancer sdo categorizados por seu mecanismo de agao ou 0s
meios pelos quais a terapia foi derivada, estes incluem: Agentes alquilantes, inibidores
da topisomerase, Antimetabdlitos, Antibidticos, Derivados de plantas,
Hormonios/Antagonistas e Derivados de platina. Cada uma com um mecanismo de
acao especifica (Lemaire, et al., 2021; Finch; Nass, 2014). Entre os alquilantes, estao,
com maior destaque, os farmacos como ciclofosfamida e ifosfamida. Estes agentes
atuam por ligar-se covalentemente ao DNA, formando ligagbes cruzadas que
impedem a replicagao e transcrigdo do DNA, levando a morte celular (Singh et al.,
2023). Ja os inibidores da topoisomerase, geram danos ao DNA e interferem em
muitos eventos metabdlicos do DNA, como transcricao e replicagcao (Nitiss et al.,
2009). Os agentes antimetabolitos interrompem a sintese de acidos nucleicos,
interferindo na produgdo de um metabdlito principal de nucleotideo ou substituindo o
metabdlito natural. Assim como outros agentes anticancerigenos citotoxicos, os
antimetabdlitos também afetam células normais, especialmente aquelas da medula

Ossea e do trato gastrointestinal. (Scholar, 2007).

Os antibidticos citotoxicos, incluindo doxorrubicina e bleomicina,
desempenham seu papel terapéutico ao intercalarem-se com o DNA, o que resulta
em quebras nas fitas de DNA ou inibicdo da sintese de RNA, comprometendo a

integridade genética e levando a apoptose celular (Anand et al., 2022; Newton, 2012).
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Os derivados de plantas, como a vincristina, atuam como agentes antimicrotubulos,

bloqueando a mitoseao ao prender as células na metafase. A interrupcao da formagao
do fuso mitético causada pela vincristina impede o progresso do ciclo celular, levando
a sua paralisagao na fase de metafase. Mais especificamente, outro farmaco derivado
de plantas como o paclitaxel liga-se a superficie interna dos microtubulos, proximo ao
sitio de ligacdo do nucleotideo na B-tubulina. Essa interagado promove a montagem de
subunidades de tubulina em microtubulos estaveis e ndo dinamicos, impedindo sua
desmontagem ou despolimerizagao natural. Com isso, esses agentes bloqueiam a
mitose e induzem a morte celular em células em divisdo ativa (Asma et al., 2022;
Awosika et al., 2023).
Ja os hormonios e seus antagonistas, como o tamoxifeno e o anastrozol, atuam

como moduladores seletivos dos receptores de estrogénio ou inibidores de
aromatase, bloqueando ou modulando a sinalizacdo hormonal essencial para o
crescimento de determinados canceres, como o cancer de mama (ACS, 2024). O
tamoxifeno compete com o estrogénio pelos receptores nos tecidos mamarios,
enquanto o anastrozol inibe a enzima aromatase, reduzindo a sintese de estrogénio
e, consequentemente, a proliferacdo de células tumorais dependentes desse

horménio (Chumsri et al., 2011).

Os farmacos anticancer a base de platina, como cisplatina, carboplatina,
oxaliplatina, nedaplatina e lobaplatina, sdo amplamente utilizados em condug¢éo de
quimioterapia devido a sua eficacia (Zhang et al., 2022). Os analogos de platina
apresentam um mecanismo de acéo semelhante ao dos agentes alquilantes, ligando-
se ao DNA para formar ligacbes cruzadas intra e intercadeias. Essas interagoes
interrompem a sintese e a transcricdo do DNA, inibindo sua fungdo. Quando o dano
ao DNA é severo e irreparavel, a célula é levada a apoptose, promovendo a morte
celular programada (Gartner, 2007). No entanto, sua aplicagdo clinica é
frequentemente limitada por efeitos colaterais significativos, incluindo falta de
seletividade, alta toxicidade sistémica e resisténcia aos medicamentos (Zhou et al.,
2020; Zhang et al., 2022).

A maioria dos antineoplasicos utilizados na quimioterapia tem como alvo
principal o DNA ou o ciclo celular. Esses medicamentos interferem na replicagdo do
DNA, na sintese de RNA ou na formacao de microtubulos, interrompendo o ciclo

celular das células cancerosas e promovendo sua morte (Dhyanl, et al., 2022). A
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complexidade do tratamento do cancer exige uma abordagem multifacetada, que pode

incluir quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, cirurgia e terapias alvo, dependendo

do tipo e estagio do cancer (Miller et al., 2022).

2.3.1 Terapias de indu¢do de Danos ao DNA no cancer

As terapias que induzem danos ao DNA s&o importantes no tratamento do
cancer, pois se trata de uma estratégia onde se pode explorar a vulnerabilidade das
células tumorais ao dano genético. Essas abordagens incluem o uso de agentes
quimioterapicos e radiacdo, bem como inibidores de mecanismos de reparo do DNA
(Huang; Zhou, 2021). Lo et al., (2020), forneceram uma visao abrangente sobre como
essas terapias funcionam e como sao aplicadas no tratamento do cancer. Os agentes
quimioterapicos sao amplamente utilizados para induzir danos ao DNA em células

cancerosas (Lo et al., 2020).

A radioterapia utiliza radiagao ionizante para induzir quebras de cadeia dupla
no DNA das células cancerosas, danos que podem ser letais se nao forem
eficientemente reparados (Huang; Zhou, 2020). A eficacia do tratamento pode ser
potencializada pela combinag¢ao com inibidores de reparo do DNA, como os inibidores
de PARP (Poliadenosina Difosfato-Ribose Polimerase). A PARP, originalmente,
auxilia no reparo de células danificadas. Entretanto, no contexto do cancer, os
inibidores de PARP bloqueiam essa fungao em células tumorais, levando-as a morte
celular e aumentando a eficacia terapéutica significativamente (ACS, 2024; Sun et al.,
2023). Esses inibidores sdao amplamente utilizados no tratamento de canceres que
apresentam deficiéncias na reparacdo por recombinagdo homodloga, como os
canceres de mama e ovario associados a mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2
(Wang et al., 2023).

A combinacgao de terapias que induzem danos ao DNA com outras abordagens,
como imunoterapia e terapias direcionadas, incluindo anticorpos monoclonais,
inibidores do crescimento do cancer, inibidores da angiogénese e inibidores de PARP,
tem mostrado grande potencial no tratamento do cancer. Estudos recentes
demonstram que a indugdo de danos ao DNA em células cancerigenas estimula
respostas imunes tanto inatas quanto adaptativas. Além disso, a combinagéo dessa
estratégia com inibidores de checkpoint imunolégico pode superar o ambiente

imunossupressor dos tumores, potencializando a eficacia terapéutica contra o cancer
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(Wang et al., 2022; Bian et al., 2023; Irish Cancer Society, 2020). Além disso, novas

estratégias também estdo sendo desenvolvidas para induzir danos ao DNA de forma
mais especifica e menos toxica para células normais. Uma dessas abordagens é a
co- inibicdo de proteinas shelterin com moléculas DDR (Resposta a Danos no DNA),
uma estratégia que promove o comprometimento do reparo do DNA de maneira
independente de mutagéo. As proteinas shelterin desempenham um papel essencial
na manutencdo da estabilidade gendmica ao proteger os teldmeros de respostas
inapropriadas. Quando os teldmeros estao desprotegidos, ocorrem DDRs persistentes
células cancerosas dependem de DDR para se proteger contra danos ao DNA e os
efeitos da quimioterapia e radioterapia, essa abordagem representa uma nova direcao
promissora para terapias mais seletivas e eficazes (Jiang et al., 2022; Ng; Akincilar,
2024).

2.4 POTENCIAL ANTICANCER DE DERIVADOS 1,2,3-TRIAZOIS E FTALIMIDA

Os compostos contendo 1,2,3-triazol e ftalimida tém se destacado em estudos
de pesquisa e desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos devido a sua
capacidade de causar danos especificos ao DNA de células tumorais (Liang et al,
2021; Khatab et al., 2023). Em um estudo realizado por Ji et al., (2017) se observou
que os compostos, contendo essas estruturas, demonstraram efeitos genotdxicos
significativos em células cancerigenas. Esses compostos foram capazes de induzir
Quebras de fita dupla de DNA (DSBs), que séo as lesdes de DNA mais citotdxicas,
confirmadas pela fosforilagdo da histona H2AX (yH2AX), marcador conhecido de
resposta a danos no DNA (Ji et al., 2017). Esse mecanismo é crucial porque a
formagdo de DSBs desencadeia uma cascata de eventos celulares que incluem a
parada do ciclo celular ou a indugdo de apoptose, levando a morte das células

cancerigenas (Liu et al., 2017).

Os triazois causam danos ao DNA principalmente por dois mecanismos
interligados. O primeiro envolve a geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que podem oxidar nucleotideos, lipidios e proteinas essenciais, resultando em
quebras na estrutura do DNA e disfungao celular (Aswathanarayanappa et al., 2013;).
Esse estresse oxidativo € exacerbado em células cancerigenas, que possuem um

metabolismo acelerado e, consequentemente, uma maior vulnerabilidade ao acumulo
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de EROs (Guo et al., 2021). As células tumorais desenvolvem um mecanismo onde

se ajustam ao alto nivel de EROs expressando niveis elevados de proteinas
antioxidantes, mantendo a sinalizagéo pré-tumorigénica e a resisténcia a apoptose.
Portanto, a indugéo seletiva de EROs pode ser um alvo potencial para terapias de
cancer (Arfin et al., 2021). O segundo mecanismo esta relacionado a capacidade dos
compostos hibridos triazois e ftalimida de inibir enzimas criticas para a manutencao
do DNA, como as topoisomerases | e IlI, assim como, proteinas envolvidas na
polimerizagado da tubulina, o que impede a progressao normal do ciclo celular e a
replicagédo do DNA (Ji et al., 2017). Como resultado, as células cancerigenas expostas
aos compostos de 1,2,3-triazol e ftalimida entram em apoptose devido a incapacidade
de reparar os danos extensivos ao DNA e a interrupgao de processos vitais para a
divisao celular (Bhat, 2024).

Adicionalmente, Mohamed et al., (2023) ndo observaram danos significativos
ao DNA em células normais, sugerindo que os compostos 1,2,3-triazol tém uma acéo
seletiva contra células tumorais. Essa seletividade € altamente desejavel em terapias
anticancerigenas, pois minimiza os efeitos colaterais em tecidos saudaveis (loele et
al., 2022). As células normais, por apresentarem taxas de proliferagdo mais lentas e
mecanismos de reparo de DNA mais eficientes, sdo menos suscetiveis aos efeitos
genotoxicos desses compostos (Andrioli et al., 2023). Assim, enquanto as células
cancerigenas sofrem danos acentuados, as células normais permanecem

relativamente preservadas (Liang et al., 2021).

Portanto, a combinacdo de 1,2,3-triazol e ftalimida ndo sé potencializa a
capacidade de induzir danos ao DNA em células cancerigenas, como também oferece
uma acao seletiva e menos toxica em células normais (Guo, et al., 2021). Esses
resultados indicam que esses compostos possuem potencial para o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos contra o cancer, direcionando o tratamento de forma

mais eficaz e segura (Mohamed et al., 2023).

2.5 GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade refere-se a capacidade de agentes nocivos, sejam eles

quimicos, fisicos ou biolégicos, de causar danos a informagao genética nas células
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(Ren et al., 2017). Essas substancias genotoxicas promovem alteragdes no material

genético por meio de interagdes com a sequéncia e a estrutura do DNA (Seukep et
al., 2014). O dano inicial que resulta em efeitos genotoxicos pode afetar diretamente
o DNA ou estruturas proteicas, como no caso de lesdes no aparelho mitético ou
meidtico (Alenius et al., 2014). Essa caracteristica € uma preocupacéao central, dado
que mutag¢des desempenham um papel fundamental na origem e progressao da

carcinogénese (Hartwig et al., 2020).

A genotoxicidade e a mutagenicidade sao conceitos relacionados, mas com
diferengas importantes (Menz et al., 2021). A genotoxicidade engloba qualquer efeito
adverso sobre o material genético, porém, estes efeitos genotoxicos nem sempre
resultam em mutacdes (Khan et al., 2021). A mutagenicidade, por sua vez, é uma
manifestagdo especifica da genotoxicidade que se caracteriza pela indugcéo de
mutagdes, ou seja, alteracbes estruturais ou numeéricas hereditarias no DNA que
modificam de forma permanente e irreversivel seu conteudo informacional (Albertini
et al., 2020). Essas mutagdes podem envolver desde um unico gene ou segmento de
gene até blocos de genes ou cromossomos inteiros. A alteragdo genética em si €
chamada de mutacdo, e o agente responsavel por induzir essa mudanga é

denominado mutagénico (Sundar et al., 2018).

As mutacdes podem ocorrer em células germinativas ou somaticas, resultando
em consequéncias distintas (Cleveland Clinic, 2022), quando ocorrem em células
germinativas, ndo afetam diretamente o individuo, mas séo hereditarias e podem ser
transmitidas as geragdes futuras (Wessel et al., 2021) ja as mutagdes em células
somaticas, durante o desenvolvimento celular, podem provocar variagbes na
apresentacao fenotipica de uma linhagem celular. A transformacédo de uma célula
normal em cancerosa também esta associada a uma sequéncia de poucas mutacoes
somaticas, o que define o cancer como uma doencga genética das células somaticas
(Miles; Tadi, 2023; Luzzatto, 2011). Vale ressaltar que, embora todas as substancias
mutagénicas sejam genotoxicas, nem todas as substancias genotoxicas possuem

propriedades mutagénicas (Ren et al., 2017).

A avaliagdo da genotoxicidade € um passo essencial no desenvolvimento de
novos farmacos antineoplasicos, sendo uma exigéncia de érgaos reguladores, como

a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), para assegurar a seguranga
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farmacotoxicolégica dos compostos em desenvolvimento (ANVISA, 2020). A distingao

entre carcinbgenos genotoxicos e ndo genotoxicos € tradicionalmente considerada
crucial na analise de riscos (Hartwig et al., 2020). Além disso, a capacidade de um
composto causar danos genéticos seletivos em células tumorais pode aumentar a
eficacia do tratamento, reduzir os efeitos colaterais e preservar as células saudaveis
(Garg, 2024). Desse modo, a investigacado da genotoxicidade diferencial ndo apenas
ajuda a identificar agentes mais seguros e eficazes, mas também contribui para o

desenvolvimento de terapias direcionadas (Turkez et al., 2017).

Os testes de genotoxicidade, utilizados para detectar substancias que podem
provocar alteragdes genéticas, abrangem métodos que avaliam tanto alteracdes
genéticas irreversiveis, quanto sinais indiretos de danos ao DNA (Luan; Honma,
2021). Esses testes, em geral, empregam uma variedade de ensaios especificos para
identificar os principais tipos de danos genéticos, como lesées no DNA, mutagdes
genéticas e aberragdes cromossOmicas, tanto estruturais quanto numéricas (Alenius
et al., 2014). Testes como Ensaio Cometa ou Eletroforese em Gel de Célula Unica
(SCGE) detectam quebras de fita simples ou dupla medidas no nivel de célula
individual (Beedanagari, 2017). A eletroforese pode ser realizada em condigbes
neutras para detectar apenas quebras de fita dupla, ou em condicdes alcalinas para

detectar quebras de fita simples e dupla (Dunkenberger et al., 2022).

Para a avaliagdo da mutagenicidade, o ensaio de Micronucleo in vitro (MNvit)
é utilizado. Ele analisa o potencial aneugénico e clastogénico de uma substancia com
base na sua capacidade de induzir a formac&o de micronucleos em célula (Farabaugh
et al., 2023), assim como, o teste de Ames é empregado para determinar o potencial
mutagénico de compostos, partindo da premissa de que substancias mutagénicas em

bactérias também podem apresentar potencial carcinogénico (Thomas et al., 2024).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de novos hibridos

de 1,2,3-triazol e ftalimida células normais e cancerigenas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade citotoxica dos hibridos de 1,2,3-triazol e ftalimida (061 e
069) em célula de fibrobalsto murino (L929) e Leucemia Promileocitica Aguda
(HL-60);

e Verificar as possiveis agdes genotoxica e mutagénica dos compostos 061 e
069 nas linhagens L929 e HL-60.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO HiBRIDO DE 1,2,3-TRIAZOL E FTALIMIDA

Os compostos que foram empregados nos estudos foram sintetizados e
caracterizados no Laboratorio de Sintese Organica e Quimica Medicinal (LASOQUIM)
sob supervisao do Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas, professor do Centro de
Educacao e Saude da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). Os hibridos
selecionados foram sintetizados, obtendo-se primeiramente a N-(azidobutil)ftalimida,
a qual foi empregada na reagdo de CUAAC (do inglés Copper-catalyzed azide-alkyne
cycloaddition) para a formagao dos hibridos finais contendo o nucleo 1,2,3-triazélico.

As moléculas testadas estdo descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Compostos hibridos derivados de 1,2,3-triazol e Ftalimida.

Cédigo Estrutura quimica Nome das estruturas
(IUPAC)
o 4-fenil-1-[4-(ftalimido- 4-
r:'f.?f ilbutil]-1,2,3- triazol
061 o &
)
069

4-(3-aminofenil)-1-[4-

0
(N
i :E’ p (ftalimido-4-il)butil]-1H-
th 1,2,3-triazol
NH,

4.2 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas células da linhagem HL-60 (Linhagem celular de leucemia
promielocitica aguda humana) e L-929 (Linhagem celular de fibroblasto murino).
As células de L929 foram cultivadas em frascos de cultura utilizando Meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) e o Meio do Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640) foi utilizado para a linhagem cancerigena acrescido de 1% de
antibidticos e suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e acondicionadas
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em estufa nas condi¢cdes de 37°C em atmosfera com 5% de CO2. As células foram

obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro e mantidas no Laboratorio de
Prospeccdo Farmatoxicologica de Produtos Bioativos (BIOFARMATOX) do
Departamento de Antibidticos — UFPE.

4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS NORMAIS E CANCERIGENAS

A avaliagdo do efeito citotdoxico das amostras foi realizada pelo teste do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) (MOSMANN, 1983;
SCUDIERO et al., 1988). As células HL-60 foram semeadas em placas de 96 pogos
na concentragdo de 3 x 10% células/mL, e as células L929 foram semeadas na
concentragédo de 2 x 10° e incubadas para aderéncia e formagdo da monocamada
celular. Apos 24h, as amostras foram adicionadas em concentragdes seriadas. As
placas foram incubadas por 72 h apds a exposi¢ao aos compostos. Trés horas antes
de completar 72h, foram adicionados 25 pL de solu¢do do MTT (5 mg/mL).
Posteriormente, com o tempo de incubacéao, o sobrenadante foi aspirado e os cristais
de formazan dissolvidos em 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) para a leitura em leitor
de microplacas (560 nm) e célculo dos percentuais de viabilidade celular. Além disso,
a Clso (concentragcédo que inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao controle
negativo) foi calculada, para cada linhagem a partir de regressao nao linear no
software GraphPad Prism 8.0 (DEMQO). Os experimentos foram realizados em

triplicata em dois experimentos independentes.

4.4 ENSAIO DE MICRONUCLEO COM BLOQUEIO DE CITOCINESE

Para avaliagdo da mutagenicidade, foi utilizado o ensaio de micronucleo com
bloqueio de citocinese, seguindo o protocolo de Galucio (2014). Para isso, as células
929 foram semeadas em placas de 12 pogos na concentragdo de 5 x 10° células/mL
em DMEM e a linhagem HL-60 na concentragdo de 3 x 10° em RPMI-1640. As células
foram tratadas em diferentes concentragcbes dos compostos a serem testados e a
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Apds 24 h de tratamento com os
compostos, as células foram expostas a 3 ug/mL de citocalasina-B para o bloqueio da
citocinese por 24 h. Posteriormente, a suspensao celular foi centrifugada a 1200 rpm
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e foi adicionada uma solugao hipotdnica

gelada. A suspensao celular foi novamente centrifugada a 1200 rpm por 5 min, onde
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o sobrenadante foi desprezado e as células foram fixadas com metanol e acido acético

(3:1). As laminas foram montadas a partir dessa suspensé&o celular e coradas com
Giemsa 5% por 5 min (Fenech; Morley, 1985). Foram contadas 1000 células em cada
lamina das concentragdes seriadas por linhagem em microscopio de luz, observando

a presencga ou auséncia de micronucleose e/ou alteragbes cromossomicas.

Figura 2. Exemplificacdo das alteragdes nucleares. (a) Célula binucleada; (b)

Micronucleo; (c) Broto nuclear; (d) Ponte nuclear.

Fonte: Autoria propria.

5.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o teste de normalidade shapiro-wilk
seguido de ANOVA e pos-teste adequado para multiplas comparagodes. Foi utilizado
o software GraphPad Prism versdo 8.0 para os calculos estatisticos. Foram

considerados estatisticamente significativos as comparag¢ées com valor de p > 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a citotoxicidade e genotoxicidade diferencial dos
compostos 061 e 069 em células das linhagens L929 e HL-60. Foi observado que o
composto 061 foi citotoxico nas concentragdes de 6,25 - 25 ug/mL para L929 (p <
0,05) e 0,78 - 25 ug/mL em HL-60 (p < 0,05). O composto 069 também foi citotoxico
nas concentragdes de 6,25 - 25 yg/mL para L929 e reduziu a viabilidade celular na

linhagem HL-60 nas concentragdes de 12,5 - 25 uyg/mL (p < 0,05).

Figura 3: Resultados do ensaio do MTT. (A e B) Citotoxicidade dos compostos
061 e 069 na linhagem L929. (C e D) Citotoxicidade dos compostos 061 e 069 na
linhagem HLGO.
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Legenda: Os valores estédo representados com média e desvio padrao. Os dados
foram comparados com o controle negativo atraves de ANOVA com poés teste de

Dunnett . Foi considerado significativo (*) p < 0,05.

Posteriormente, foi calculado a Clso, onde observou-se que o composto 061
apresentou valores de Clso >25 pg/mL para L929 e 1,91 (1,31 - 2,59) pg/mL para
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HL60, com um indice de seletividade >6,85. O composto 069 demonstrou ICso >25

Mg/mL para L929 e 17,03 (14,09 - 21,63) yg/mL para HL60, com um indice de
seletividade >1,46 (Tabela 2). Portanto, o composto 061 se revelou o mais promissor
devido a sua alta seletividade em relagdo as linhagens celulares investigadas.
Segundo Weerapreeyakul et al., (2012) o indice de seletividade dos compostos que
apresentam um valor de IS > 3 sao considerados altamente seletivos, indicando uma

maior toxicidade para células cancerigenas em comparagao com células normais.

Na literatura, Shankaraiah et al., (2016) realizaram um estudo com diversos
hibridos 1,2,3-triazdlicos ligados a diferentes grupos funcionais, observando que o
hibrido de 1,2,3-triazol com o grupo ftalimida apresentou citotoxicidade elevada (Clso
3,67 - 26,50 uM) frente as diferentes linhagens de células cancerigenas testadas.
Além disso, conjugados 1,2,3-triazolo-naftalimida-ftalimida apresentaram alta
atividade anticancer em células A549 (linhagem de cancer de pulméo), apresentando
Clso de 7,6 £ 0,78 pyM. Os autores ainda observaram por docking molecular que estes
derivados apresentaram potencial intercalar com o DNA destas células (Shankaraiah
et al., 2019). Outro estudo também mostrou que os derivados de 1,2,3-triazdis e
ftalimida apresentaram diferentes niveis de citotoxicidade em linhagens celulares.
Para MCF-7, dois compostos destacaram-se com a maior poténcia, mostrando ICso
de 0,22 + 0,26 yM e 0,56 £ 1,25 uM, respectivamente, indicando alta citotoxicidade e
seletividade (Mohamed et al., 2023). Em relagao as células HepG2, linhagem de célula
de cancer de figado humano, os compostos mostraram ICso de 0,12 + 1,22 uM,
indicando alta citotoxicidade (Mohamed et al., 2023). Ademais, a presenca de
ftalimida halogenada e a ligagdo acetamida parecem influenciar positivamente a
citotoxicidade, aumentando a lipofilicidade e a interagdo com o alvo (lhmaid et al.,
2021). Além disso, parte do mecanismo de acao desses derivados 1,2,3-triazodis e
ftalimidas inclui danos a membrana celular, indugao da apoptose, intercalagdo com o
DNA, fragmentacdo do DNA e aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (Shankaraiah et al., 2019; Ihmaid et al., 2021).

No nosso trabalho, no intuito de avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade
diferencial em células normais e cancerosas, foi utilizado o teste de microntcleo. Os

resultados para o composto 061 estao apresentados na figura 4.

Figura 4: Resultados do teste de micronucleo com bloqueio de citocinese nas

linhagens L-929 e HL-60 tratadas com diferentes concentragdes de 061.



31

Micronucleos (L-929) Micronucleos (HL-60)

150 150
12} (%]
© ©
3 3
<2 <
o [*]
2 2
5 b 5 b
2 100 - 2 100
3 2 E c
8 ! 8 o (o]
o S -]
: g 2 -
2 50 ac ac c 2 s o a Y
° a ° a
£ 3 & i
S a} o o 3] {8:—
E £
= 0 T T T T €0 T T T T T

CN cP ICso Y,1Cs0 114 1Cso CN cP ICso Y21Cs0 114 ICso
061 061
Pontes (L-929) Pontes (HL-60)

150 150
) 8
3 § b
e E]
£ 100 b £ 100 ° b
» 9 o
£ = - be
3 2 c &
o o
=4 S o ﬁ
S 8 o
S 50 c c c S 50
8 a 3 a
£ = i
2 g
T T

*

T T T 0 T T T T T
CN cP ICs0 ",1Cs0 114 1Csg CN CcpP ICs0 151Csg  1/41Cso

061 061

Brotos (L-929) Brotos (HL-60)
150 150

100 = b

+ 23
@ ——

+

0
T T T T T T
CN cp ICso 1,1Cs0 14 1Cso CN cP ICs0 Y51Cs0 114 1Cso

100 —

oo

50— c

n® brotos/1000 células binucleadas
n® brotos/1000 células binucleadas

061 061

Legenda: Efeito do composto 061 na indugao de danos genotdxicos nas linhagens
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comparacao foi utilizado o teste ANOVA e pos-teste de Tukey, p < 0,05 foi
considerado significativo. Letras diferentes indicam diferenga estatistica.

O composto 061 apresentou alteragbes cromossdmicas em todas as
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concentragbes testadas na linhagem saudavel L929. Foi observado que na

concentragdo da ICso houve apenas aumento de pontes nucleares (p < 0,05). As
concentragdes 72 e V2 da ICso apresentaram aumento de pontes e brotos nucleares (p
< 0,05) (figura 4). As analises estatisticas foram realizadas comparando os grupos

tratados e o controle negativo (CN).

Em relagdo a genotoxicidade e mutagenicidade do composto 061 na linhagem
cancerigena HL- 60, n&do foi observada genotoxicidade na concentragao da ICso. Nas
concentragdes da Y2 e 74 da ICso foi observado aumento de micronucleos, pontes e
brotos nucleares (p < 0,05) (figura 4). Com relagao a esses resultados, foi visto que o
composto 061, na concentragdo da ICso, apresentou genotoxicidade mais acentuada
apenas na linhagem normal, L929. Em contrapartida, foi observado que o composto
061, nas concentragdes sub- citotdxicas (2 e Y4 da ICso ), induziu a formagao de
micronucleos apenas na linhagem HL-60. Esses resultados corroboram com os
achados de Nagy et al., (2021) que sugerem que em concentragdes sub-citotoxicas,
compostos podem induzir danos ao DNA sem necessariamente causar morte celular
imediata. Segundo Ramazi et al., (2023), em concentragdes menores que a IC50, as
células podem ainda ser viaveis e capazes de se dividir, 0 que possibilita a detecgao
de danos ao DNA. As células cancerigenas possuem em sua citofisiologia os
mecanismos de reparo de DNA comprometidos e instabilidade genética (Li et al.,
2021). Assim, a exposicao a concentracdes sub-citotoxicas de um composto pode
induzir danos genéticos mais significativos ou mais visiveis do que em células
saudaveis (Andrioli et al., 2023).

As células de linhagem em concentragdes sub-citotéxicas podem ser mais
vulneraveis a danos genéticos ou apresentar alteracbes mais visiveis, como a
formagao de micronucleos, devido a deficiéncias nos mecanismos de reparo do DNA
ou maior propensao a instabilidade genética (Alhmoud et al., 2020). Assim,
concentracbes mais elevadas podem levar a um efeito mais difuso e generalizado,
mascarando ou neutralizando a deteccdo de alteragées genéticas especificas no

cancer (Herceg; Hainaut, 2007).

Popularmente, diversos compostos sido eficazes no ataque as células
cancerigenas, mas também causam danos colaterais as células saudaveis (Pradipta
etal., 2021). Neste estudo, pode-se inferir que a exposi¢ao a concentragdes mais altas

do composto 061 frente a linhagem L929 pode induzir danos que sao detectaveis, pois



33
essas células tém mecanismos de reparo do DNA mais intactos e sdo menos

propensas a instabilidade genética em comparacédo com as ceélulas cancerigenas (Li
et al., 2021). Por outro lado, o composto 069 nao apresentou genotoxicidade em L929
nas concentracoes testadas (figura 5). Entretanto, foi observado aumento na formagéao
de micronucleos, pontes e brotos nucleares, em todas as concentragdes, na linhagem
HL-60 (p < 0,05) (figura 5). Dessa forma, o composto 069 apresentou uma

genotoxicidade diferencial com danos ao DNA mais evidentes na linhagem tumoral.

Figura 5: Resultados do teste de micronucleo com bloqueio de citocinese nas

linhagens L-929 e HL-60 tratadas com diferentes concentracbes de 069.
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Legenda: Efeito do composto 061 na indugdo de danos genotdxicos nas

linhagens L-929 e HL-60. Os resultados estdo expressos em média e desvio padréo.
Para a comparacao foi utilizado o teste ANOVA e pds-teste de Tukey, p < 0,05 foi

considerado significativo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica.

A diferenga na genotoxicidade do composto 069 entre as linhagens celulares
L929 e HL-60 pode ser atribuida a varios fatores relacionados as caracteristicas
especificas dessas células e ao comportamento do composto. De acordo com
Alhmoud et al. (2020), as células de linhagem cancerigena apresentam mecanismos
de reparo de DNA frequentemente comprometidos e uma alta instabilidade genética
(Alhmoud et al., 2020), portanto, estas caracteristicas tornam as células cancerigenas
mais vulneraveis a danos genéticos e mais propensas a acumular alteragdes visiveis,
como micronucleos, pontes e brotos nucleares, mesmo em concentragbes
relativamente baixas da ICso (Ramazi et al., 2023). A incapacidade dessas células de
reparar eficazmente os danos induzidos pelo composto pode levar a uma maior
formagao de alteragcbes genéticas (Torgovnick; Schumacher., 2015). Além disso, as
células saudaveis possuem mecanismos de reparo de DNA hierarquizado e
estruturado e sédo capazes de lidar com danos genéticos (Li et al., 2021). Isso pode
explicar por que o composto 069 ndo apresentou efeitos genotdxicos significativos nas
concentracdes testadas para linhagem L-929. O mesmo acontece em concentragdes
sub-citotoxicas, o composto 069 pode causar danos genéticos mais evidentes nas
células de linhagem cancerigena devido a sua citofisiologia alterada e a capacidade
reduzida de reparar o DNA (Andrioli et al 2023), enquanto as células L929 podem
reparar esses danos de forma mais eficiente, resultando em menos alteragdes visiveis
(Li et al., 2021).

Os compostos contendo 1,2,3-triazol e ftalimida tém se destacado em estudos
de desenvolvimento de novos agentes anticancerigenos devido a sua capacidade de
causar danos especificos ao DNA de células tumorais (Liang et al, 2021; Khatab et
al., 2023). Em um estudo realizado por Ji et al., 2017 se observou que 0os compostos,
contendo essas estruturas, demonstraram efeitos genotoxicos significativos em
células cancerigenas. Esses compostos foram capazes de induzir quebras de fita
dupla no DNA (DSBs), confirmadas pela fosforilagdo da histona H2AX (yH2AX),
marcador conhecido de resposta a danos no DNA (Ji et al., 2017). Este mecanismo &

crucial porque a formacao de DSBs desencadeia uma cascata de eventos celulares
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que incluem a parada do ciclo celular ou a indu¢ao de apoptose, levando a morte das

células cancerigenas (Liu et al., 2017).

Os compostos causam danos ao DNA principalmente por dois mecanismos
interligados. O primeiro envolve a geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que podem oxidar nucleotideos, lipidios e proteinas essenciais, resultando em
quebras na estrutura do DNA e disfungdo celular (Aswathanarayanappa et al., 2013).
O estresse oxidativo € exacerbado em células cancerigenas, que possuem um
metabolismo acelerado e, consequentemente, uma maior vulnerabilidade ao acumulo
de EROs (Guo et al., 2021). As células tumorais desenvolvem um mecanismo onde
se ajustam ao alto nivel de EROs expressando niveis elevados de proteinas
antioxidantes, mantendo a sinalizagado pré-tumorigénica e a resisténcia a apoptose.
Portanto, a inducéo seletiva de EROs pode ser um alvo potencial para terapias de
cancer (Arfin et al., 2021). O segundo mecanismo esta relacionado a capacidade dos
compostos hibridos triazois e ftalimida de inibir enzimas criticas para a manutengao
do DNA, como as topoisomerases | e |l, assim como proteinas envolvidas na
polimerizagado da tubulina, o que impede a progressao normal do ciclo celular e a
replicagédo do DNA (Ji et al., 2017). Como resultado, as células cancerigenas expostas
aos compostos de 1,2,3-triazol e ftalimida entram em apoptose devido a incapacidade
de reparar os danos extensivos ao DNA e a interrupgao de processos vitais para a
divisao celular (Bhat, 2024). Adicionalmente, Mohamed e seus colaboradores (2023)
nao observaram danos significativos ao DNA em células normais, sugerindo que os
compostos 1,2,3-triazol tém uma agdo seletiva contra células tumorais. Essa
seletividade é altamente desejavel em terapias anticancerigenas, pois minimiza os
efeitos colaterais em tecidos saudaveis (loele et al., 2022). As células normais, por
apresentarem taxas de proliferagao mais lentas e mecanismos de reparo de DNA mais
eficientes, sdo menos suscetiveis aos efeitos genotdxicos dessa classe de compostos
(Andrioli et al 2023). Assim, enquanto as células cancerigenas sofrem danos
acentuados, as células normais permanecem relativamente preservadas (Liang et.,
2021).

Desse modo, a combinagao de 1,2,3-triazol e ftalimida néo sé potencializa a
capacidade de induzir danos ao DNA em células cancerigenas, como também oferece
uma acao seletiva e menos téxica em células normais (Guo, et al., 2021). Esses

resultados indicam que esses compostos possuem potencial para o desenvolvimento
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de novos agentes terapéuticos contra o cancer, direcionando o tratamento de forma

mais eficaz e segura (Mohamed et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, o estudo avaliou a atividade citotdxica, genotdxica e
mutagénica dos compostos hibridos 1,2,3-triazol e ftalimida. Os compostos 061 e
069 foram avaliados em linhagens celulares normais (L929) e cancerigenas (HL-60).
O objetivo de avaliar a atividade citotdxica foi atingido, evidenciando a eficacia dos
compostos em células cancerigenas, com destaque para o composto 069, que
apresentou maior seletividade. No entanto, a genotoxicidade observada em ambas
as linhagens celulares, especialmente em células normais para o composto 061,
sinaliza a necessidade de atencdo na avaliagdo de sua seguranca biologica. O
objetivo de investigar os efeitos genotdxicos e mutagénicos foi parcialmente
atendido, visto que, ambos o0s compostos induziram alteragdes genéticas
significativas em células cancerigenas, embora com perfis distintos de
genotoxicidade entre as linhagens. O composto 069 mostrou maior seguranga em
células normais, e maior poder mutagenico e genotoxico nas células cancerigenas,
mas com seletividade citotéxica reduzida em comparagao ao composto 061. Por fim,
os resultados indicam que, embora ambos os compostos tenham potencial
antineoplasico, enfrentam desafios especificos relacionados a genotoxicidade e a
eficacia. Esses achados ressaltam a importancia de estudos adicionais para
entender melhor o mecanismo de agéo desses hibridos e para otimizar a seguranca

biolégica de futuros tratamentos anticancer.
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