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RESUMO

Cancer é um termo utilizado para um grupo de doencas malignas com elevada
complexidade e que representam um importante problema de saude publica. O
Glioblastoma Multiforme (GBM) é um tumor do sistema nervoso central, com
caracteristicas biologicas agressivas e de alto poder de invasividade. Sabe-se que
GBM possui resisténcia biolégica a varias classes de agentes quimioterapicos, sendo
o farmaco temozolomida (TMZ) o mais utilizado para o tratamento. Outro tipo de
cancer que representa um desafio significativo para a salde global é o cancer de
mama por ser o cancer mais frequentemente diagnosticado no mundo e a principal
causa de mortalidade por essa doenca entre as mulheres. A busca por farmacos
eficazes para o tratamento de cancer que seja seletivo para células cancerosas € um
desafio para a comunidade cientifica. Nesse cenario, a pesquisa por novos farmacos
anticancer se faz necessaria, a fim de se obter terapias mais eficazes e que
apresentem menos reacdes adversas. O objetivo geral deste estudo foi selecionar,
sintetizar e testar novas quinazolinas candidatas a farmacos anticancer e avaliar a
atividade antitumoral nas linhagens tumorais de GBM (U87-MG e T98G) e de cancer
de mama (MCF-7). Para isso, foram realizados estudos computacionais que
corroboraram para selecdo de moléculas promissoras com bons parametros
farmacocinéticos para serem sintetizadas. Um teste in vitro inicial foi realizado para
uma triagem das moléculas sintetizadas para avaliar a capacidade de inibicdo da
viabilidade celular em linhagens tumorais de glioblastoma. Duas moléculas
denominadas KDY3 e KDY23 foram as mais promissoras e a quinazolina KDY3 foi
explorada neste estudo. A inibicdo da viabilidade celular promovida por KDY3 em
linhagens de GBM e cancer de mama foi significativamente maior do que a promovida
pela temozolomida (TMZ) e doxorrubicina (DOXO) que sao farmacos de referéncia
para tratamento de GBM e cancer de mama. A analise de expresséo diferencial de
genes envolvidos em vias de sobrevivéncia celular demonstrou que KDY3 age por
mecanismos diferentes do farmaco TMZ. Portanto, KDY3 pode ser considerado um

promissor candidato a farmaco para tratamento de GBM e cancer de mama.

Palavras-chave: glioblastoma multiforme, cancer de mama, quinazolinas, farmaco

anticancer



ABSTRACT

Cancer is a term used for a group of highly complex malignant diseases that represent
an important public health problem. Glioblastoma Multiforme (GBM) is a tumor of the
central nervous system, with aggressive biological characteristics and high
invasiveness. It is known that GBM has biological resistance to several classes of
chemotherapy agents, with the drug temozolomide (TMZ) being the most used for
treatment. Another type of cancer that represents a significant challenge to global
health is breast cancer as it is the most frequently diagnosed cancer in the world and
the leading cause of mortality from this disease among women. The search for effective
drugs for the treatment of cancer that are selective for cancer cells is a challenge for
the scientific community. In this scenario, research for new anticancer drugs is
necessary in order to obtain more effective therapies that present fewer adverse
reactions. The general objective of this study was to select, synthesize and test new
quinazoline candidates for anticancer drugs and evaluate antitumor activity in GBM
(U87-MG and T98G) and breast cancer (MCF-7) tumor lines. For this, computational
studies were carried out that corroborated the selection of promising molecules with
good pharmacokinetic parameters to be synthesized. An initial in vitro test was carried
out to screen the synthesized molecules to evaluate their ability to inhibit cell viability
in glioblastoma tumor lines. Two molecules called KDY3 and KDY23 were the most
promising and quinazoline KDY3 was explored in this study. The inhibition of cell
viability promoted by KDY3 in GBM and breast cancer lines was significantly greater
than that promoted by temozolomide (TMZ) and doxorubicin (DOXO), which are
reference drugs for treatment of GBM and breast cancer. Differential expression
analysis of genes involved in cell survival pathways demonstrated that KDY3 acts
through different mechanisms than the drug TMZ. Therefore, KDY3 can be considered

a promising drug candidate for the treatment of GBM and breast cancer.

Keywords: glioblastoma multiforme, breast cancer, quinazolines, anticancer drug



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

LISTA DE ILUSTRACOES

Estrutura quimica da temozolomida.............ccccvvvvereeeeeeeeeeennn. 19
Estrutura quimica das quinazolinas............ccccueveeeeeeniiiiieeeeennns 24

Procedimento de ciclizacdo para derivados de 4-(3H)-
QUINAZOIINONAS.......ccciiiieeeeee e 28

Esquema da formacéo dos derivados quinazolin-4-onas......... 30

Esquema das etapas para formacdo de derivados de
cloroquinazolinas e aminoquinazolinas............cccceeveveeviiiiines 30

Esquema das estruturas quimicas dos derivados quinazolinicos
Propostas para a SiNtESE.............ovvvveeieiieiiiii e eeeeeeeee e, 39

Espectros de infravermelno da  molécula KDY3
S 1 (=114 T - VPR 41

Espectro de RMN !'H de KDY3 em DMSO ds com suas
AtMDUICOES. ... e 43

Viabilidade celular das células de GBM (U87-MG) apés
tratamento COM KDYS.....oooiuiiiiie e 44

Viabilidade celular das células de GBM (T98G) apéds tratamento

com precursores de KDY 3. 46
Dose resposta de KDY3 em linhagem de glioblastoma (U87-
Y TR OO 47

Imagens das células de glioblastoma (U87-MG) apés
tratamento por 24 horas com (A) DMSO, (B) KDY3 na
concentragéo de 50 uM e (C) TMZ em 400 pUM........evvvvevreeenn. 48

ICso de KDY3 em linhagem tumoral de glioblastoma (U87-
Dose resposta de KDY3 em linhagem de glioblastoma
Imagens das células de glioblastoma (T98G) apds tratamento

por 24 horas com (A) DMSO, (B) KDY3 na concentracao de 50
HM € (C) TMZ €M 400 UM.......cooirieeeeeeeeeeeeeee e e, 51



Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

ICs0 de KDY3 em linhagem tumoral de glioblastoma (T98G).52

Dose resposta de KDY3 em linhagem tumoral de cancer de
MAMA (MCF-7). .o e 53

Dose resposta de KDY3 em linhagem n&o tumoral de
MAcCréfagos (JTTA.AL) oo 55

Avaliacdo da expresséao génica dos genes EGFR, PI3K, AKT-1,
MTOR e Src apos tratamento das células T98G com KDY3....58

Esquema ilustrativo da via EGFR...........ccccceviiiiiiiiiiii, 20



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Sequéncia de nucleotideos utilizados na reacdo de gRT-

Caracteristicas quimicas dos precursores e dos produtos

ObtIdOS NA SINEESO...e e 40



LISTA DE ABREVIATURA E SIGLAS

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AKT AKT serinal/treonina quinase 1

ATP Adenosina trifosfato

BHE Barreira hematoencefélica

cDNA DNA complementar

EMA European Medicines Agency

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DOXO Doxorrubimicina

EGFR Receptor do fator de crescimento epidérmico
FAK Quinase de Adeséo Focal

FDA Food and Drug Administration

GBM Glioblastoma multiforme

GTP Trifosfato de guanosina

ICs0 | Concentracgdo inibitéria

MAPK Proteinas quinases ativadas por mitbgenos
MCF-7 Linhagem cellular de cancer de mama
MGMT Metilguanina-metil transferase

MRNA RNA mensageiro

mTOR Alvo mamifero da rapamicina

MTT Brometo de dimetiltiazol difeniltetrazdlio
OMS Organizacdo Mundial da Saude

PCR Reacdao polimerase em cadeia

PDB Banco de dados de proteina

PI3K Fosfoinositideo 3 quinase

QSAR relacbes quantitativas de estrutura-atividade
RMN Ressonancia Magnética Nuclear

RNA Acido ribonucléico

RTG Resseccéo total bruta

RTQ Receptores de tirosina quinase

Src Tirosina quinase

SNC Sistema nervoso central



T™MZ Temozolomida
T98G Linhagem celular de glioblastoma
u87-MG Linhagem celular de glioblastoma

3D Estrutura tridimensional



SUMARIO

LINTRODUGAOD ..ottt ettt ettt ettt e et e aee st e e e seeanes 14
1.1 DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS........coiiiieiee e 14
1.2 CANCER ..ottt ettt ettt 16
1.3 GLIOBLASTOMA . .. e e e e e e e et e e e e e eaaaeeeaas 17
1.4 CANCER DE MAMAL......oooueoeeieeeee ettt et eeae et e e eae e eae e 21
L5 QUINAZOLINAS ...ttt e e e e e e e e st e e e e e e e e s s e nnnaereeeeeaens 23
P2 1O S I | (O N I Y 26
SOBUIETIVO GERAL ..ottt et e e e e e e e s 27
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 27
AMATERIAIS E METODOS .....ooitiiieeeeeeeeeeee ettt e eaeste st saestesae e 28
4.1 ESTUDOS IN SILICO ... uiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e ennnnnees 28
4.2 SINTESE DE MOLECULAS MAIS PROMISSORAS ......ccooeiiiieinieeneeieeseene s 29
4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA ......cooovieieceeeeeeeeeeeeeeee e, 31
4.3.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR) ...................... 31
4.3.2 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) .........cccooeviiiiiiiiiiiiiienieeenn, 31
4.4 CULTURA CELULAR ..ottt e e e e e e e e 31
4.5 AVALIAQAO DA VIABILIDADE CELULAR ... 33
4.5.1 Avaliacao da atividade antitumoral em linhagens de glioblastoma, cancer de
mama e linhagem NA0 tUMOFAl ...........ccooiiiiiiiii e 33
4.6 AVALIAGAO DA EXPRESSAO GENICA.......coiiirieieieieeeeeiee et 34
4.6.1 Extrac@o de RNA TOtal ........oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 34
4.6.2 Quantificacdo das amostras de RNA total..........cccoeevvviiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e, 35
4.6.3 Analise da expressao de transcritos por PCR em Tempo Real........................ 35
4.7 ANALISES ESTATISTICAS......oviiiitiieteeieiete ettt 37
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....oviiviieeieeceeee ettt 38
5.1 ESTUDOS IN SILICO ....i e e s 38
5.2 SINTESE DE MOLECULAS MAIS PROMISSORAS. ........ccooviiiieiiisieenieieieeienes 39
5.3 CARACTERIZACAOQ FiSICO-QUIMICA ......cooueieeeeeeceeeeeeeeeeeeeeee e 40
5.3.1 Espectroscopia Vibracional na Regiédo do Infravermelho com Transformada de
o T L= (I 1 PP 40

5.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e Ponto de fusdo..42
5.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR.........cceoiiueieeeeeteeeeeeeee e e, 43



5.4.1 Ensaio de viabilidade celular com linhagem de glioblastoma ap6s tratamento
com 0S compOStoS KDYS SINtEtIZAUOS ........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43
5.4.2 Ensaio de viabilidade celular com linhagem de glioblastoma apds tratamento
COM 0S PrecursSores de KDY 3. ... e e e e e e e e e e e e a s 46
5.4.3 Avaliagao do efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular em linhagens
de glIODIASTOMA .....eeiie e 47
5.4.4 Avaliacéo do efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular em linhagem
A€ CANCET B MAMIA. ..o 52

5.4.5 Avaliagéo do efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular em linhagem

NAO0 TUMOTAl (J774.AL) ... e e e e e e e e e e e e e 54
5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAQO GENICA.......ciiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 56
5.5.1 Avaliagcdo de expressao génica das células T98G apds tratamento com

(0 )< TR 56
X ol0] N o] U1 7Y TR 62
TREFERENCIAS ...ttt ettt ettt et st e et eee e 63
APENDICE A = KDY3 € teSteS iN SIliCO ...viiviiviieiieecieciecee e 71

APENDICE B — Patente das moléculas KDY3 € KDY23.....oovveieeooieeeeeeeeeeeeeeeenn 72



14

1 INTRODUCAO
1.1 DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS

O processo de descoberta e aprovacao de novos farmacos pode ser dividido
em quatro etapas que sao conhecidas como: descoberta, realizacdo dos testes preé-
clinicos, ensaios clinicos e a aprovacao pela agéncia reguladora. Nos Estados Unidos,
a Food and Drug Administration (FDA) é responséavel pela fase de registro de
medicamentos para uso no pais; na Europa esse cargo € da European Medicines
Agency (EMA), e, no Brasil cabe a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(FERREIRA et al., 2022).

A primeira etapa baseada na busca de novas moléculas bioativas € realizada
através de triagens reais ou virtuais de produtos naturais, compostos sintéticos ou
colecdes combinatérias. O objetivo € a descoberta de hits (moléculas mais
promissoras), ligantes e alvos moleculares de interesse. Em seguida, as moléculas
candidatas sao testadas com o objetivo de analisar se apresentam atividade no alvo
bioldgico. Apds moléculas promissoras serem identificadas e otimizadas, iniciam-se
os testes pré-clinicos com o objetivo de avaliar parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos, assim como a eficacia e a seguranca através de testes de
toxicidade. Para a realizacdo das andlises sdo utilizados ensaios in vitro para
inspecionar os efeitos diretos na proliferacdo celular e também ensaios in vivo em
modelos animais (FERREIRA, 2022; DEORE, 2019).

Para incluir um farmaco no mercado, em média, sdo necessarios de 10 a 15
anos e de 500 a 800 milhdes de ddélares (CUI et al., 2020). Por essa razao, nas ultimas
décadas, os métodos computacionais tornaram-se uma ferramenta essencial no
processo de descoberta de novos farmacos, uma vez que podem reduzir 0s custos de
pesquisa e acelerar o processo de desenvolvimento de farmacos (FANTACUZZI,
AGAMENNONE, 2024).

A abordagem de descoberta de moléculas promissoras a farmacos auxiliados
por computador (in silico) € uma técnica de desenvolvimento de medicamentos que
tem eficacia comprovada e podem reduzir os custos de producao de farmacos em até
50%. Isso é possivel pois existem modelos computacionais que podem rastrear
milhares de compostos antes que seja realizado o processo de sintese e dos testes
in vitro das moléculas analisadas (JOHNSON, 2023; EJALONIBU, 2021).
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Uma molécula candidata a farmaco preferencialmente deve ter uma boa
absorcao, uma distribuicdo extensa, deve ser capaz de atingir o alvo desejado e nao
ser toxica. Além disso, essas moléculas devem ter a sintese possivelmente
executada. Um dos maiores desafios no desenvolvimento de farmacos tem sido a
sintese das moléculas mais promissoras, e 0s estudos computacionais podem auxiliar
para selecionar previamente moléculas com bons pardmetros farmacocinéticos, alta
atividade biologica e também com simplicidade de sintese (SA, 2022). Plataformas
computacionais, tais como Molinspiration (molinspiration.com) permitem que
moléculas sejam avaliadas quanto a capacidade de inibir quinases, que séo proteinas
geralmente envolvidas com o cancer. Além disso, essa plataforma pode auxiliar na
selecdo de moléculas promissoras que permitem avaliar se uma molécula candidata
a farmaco esta dentro da regra de cinco de Lipinski (KARAMI et al., 2022) Esta regra
auxilia na selecdo de moléculas promissoras quanto ao parametro farmacocinético de
biodisponibilidade oral. Esta metodologia baseia-se em dados que demonstram que a
maioria dos farmacos administrados oralmente e que séo eficazes sejam moléculas
relativamente pequenas e moderadamente lipofilicas (ROSKOSKI et al., 2023).

Segundo a regra de cinco de Lipinski, a permeacéo ou absorcao ruim de um
farmaco é mais provavel se a molécula tiver mais de 5 doadores de ligacao de
hidrogénio, mais que 10 receptores de ligacdo hidrogénio, uma massa molecular
maior que 500 Da ou um valor de log P calculado maior que 5. No entanto, nas duas
Gltimas décadas, os parametros anteriormente empregados se tornaram mais flexiveis
e houve aumentos estatisticamente significativos para massa molecular e receptores
de ligacéo de hidrogénio, enquanto o numero para doadores de ligacdo de hidrogénio
e Log P permaneceram razoavelmente constantes (CARMICHAEL; DAY, 2022).

O desenvolvimento de farmacos inibidores de quinases com atividade
antitumoral vem crescendo nos ultimos anos, visto que estas proteinas desenvolvem
um papel chave no desenvolvimento do cancer. As proteinas quinases representam
uma familia grande e diversificada de enzimas componentes-chave de vias de
sinalizacdo celular que através de uma rede de sinalizacdo em cascata, fosforilam
receptores de superficie e enzimas citoplasmaticas ligando grupos fosfato (de ATP ou
GTP) principalmente a residuos de serina, treonina e/ou tirosina. A fosforilacdo tem
muitos efeitos nas proteinas e pode ativar diferentes mecanismos envolvidos na
proliferacdo, diferenciacdo e angiogénese, promovendo o desenvolvimento tumoral
(BAIER; SZYSZKA, 2020).
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Alteracdes genéticas que causam superexpressdo ou desregulacdo da
proteina quinase estéo envolvidas na oncogénese de varios tipos de cancer, tornando-
se alvos farmacéuticos altamente atraentes, levando ao desenvolvimento de
numerosos inibidores de quinase Uteis para o tratamento de uma ampla gama de
tumores cerebrais. Estes inibidores sdo pequenas moléculas que podem atravessar
as membranas celulares e interagir com diferentes locais de ligacdo de proteinas
quinases. A prevencao da fosforilacdo da proteina quinase leva ao bloqueio de varias
cascatas de sinalizacdo envolvidas na proliferacdo, diferenciacdo e angiogénese
celular, importantes para o desenvolvimento tumoral (ARTER, 2022; FILIPPONE,
2022).

1.2 CANCER

O cancer representa um conjunto de mais de 277 doencas caracterizadas pela
perda de capacidade de auto-regulacdo das células, que passam a se proliferar sem
controle. Essas células podem invadir tecidos adjacentes e 6rgaos a distancia por
meio da corrente sanguinea e sistema linfatico, originando tumores em outros locais,
processo denominado metastase. Esse grupo de doencas apresenta elevada
complexidade e representa um importante problema de saude publica. O céancer é a
segunda maior causa de mortes no mundo, perdendo apenas para as doencas
cardiovasculares, e é responsavel, anualmente, pela morte de dez milhdes de
pessoas, 0 que representa uma em cada seis mortes (SOUSA et al., 2021).

O desenvolvimento do cancer € um processo de multiplas etapas, durante o
gual as alteracdes genéticas conferem tipos especificos de vantagens de crescimento
impulsionando a transformacdo progressiva de células normais em células
cancerigenas malignas. O crescimento maligno € caracterizado por varias alteracbes
importantes, como: autossuficiéncia de sinais de crescimento, insensibilidade a sinais
anticrescimento, fuga do apoptose, potencial de proliferacdo desregulado, aumento
da angiogénese e metastase. Cada uma dessas mudancas € complicada e realizada
por esforcos combinados de varios processos de sinalizacdo (SINGH et al., 2019).

O réapido crescimento da incidéncia e da mortalidade por cancer se tornou um
desafio global para a saude. A forma de reduzir a taxa de mortalidade relacionada

com o cancer tem atraido atencéo significativa do governo, da industria farmacéutica
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e comunidades cientificas, esperando o rapido desenvolvimento de farmacos eficazes
e seguros para o tratamento do cancer (CUI et al., 2020).

A busca por uma forma de tratamento eficaz contra o cancer € um dos grandes
desafios da pesquisa, pois a eficacia dos tratamentos esta relacionada a eliminacao
seletiva das células cancerosas, afetando o menor numero possivel de células
saudaveis. O grau de alteragcdo na qualidade de vida do paciente e eventual
expectativa de vida estd diretamente relacionado a essa capacidade de
direcionamento do tratamento (BRANNON-PEPPAS, BLANCHETTE, 2004).

1.3 GLIOBLASTOMA

Gliomas referem-se a tumores originados de células gliais, sdo o tipo mais
comum de tumores do sistema nervoso central (SNC) e representam cerca de 80%
de todos os tumores cerebrais malignos (RAJARATNAM, 2020; BOCCELLATO;
REHM, 2022). O sistema de classificacdo da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para gliomas baseia-se em atipia, mitose, proliferacdo endotelial e necrose. Tumores
sem nenhuma dessas caracteristicas sdo de grau | e com qualquer uma dessas
caracteristicas sdo de grau Il. Os tumores de grau | e |l sédo considerados benignos e
possuem crescimento mais lento; tumores de grau lll sdo malignos e grau IV além de
malignos sdo 0s mais agressivos e de crescimento mais rapido (RAJESH et al., 2017).

O glioblastoma multiforme (GBM) € um glioma que possui grau de malignidade
IV e uma média de sobrevida mundial de 10 a 20 meses ap6és o diagndstico (TOUAT
etal., 2017). E um dos canceres malignos mais agressivos e também o tumor primario
maligno mais comum do SNC, sendo responsavel por cerca de metade dos tumores
malignos do SNC (CZARNYWOJTEK et al., 2023).

A incidéncia do GBM é relativamente baixa em comparacdo com outros tipos
de cancer, com aproximadamente 3,23 novos casos por 100.000 pessoas anualmente
nos Estados Unidos. A idade média do diagndstico é de 64 anos, com taxas mais
elevadas no grupo de 75 a 84 anos. O glioblastoma é 1,6 vezes mais comum em
homens em comparagao com mulheres (SMOLARSKA et al., 2023).

A ressonancia magnética é a modalidade diagnostica padréo-ouro para
pacientes com suspeita de GBM podendo determinar o tamanho, forma e localizagcéao
do tumor. O GBM tem predilecdo por envolver os hemisférios cerebrais, sendo os

lobos frontal e temporal os mais envolvidos (MELHEM et al., 2022).
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Dependendo do papel funcional da area do cérebro afetada, as apresentacdes
clinicas incluem fraqueza persistente, dorméncia, perda de visdo ou alteragdo da
linguagem. A dor de cabeca € um sintoma inicial muito comum, enquanto a convulséao
ocorre apenas em aproximadamente 25% dos pacientes (BOCCELLATO; REHM,
2022).

Apesar dos avancgos no estudo da patogénese do GBM, a etiologia deste tipo
de tumor ainda permanece incerta. Apenas 20% dos pacientes com glioblastoma tém
historico familiar de cancer e a definicdo de genes de suscetibilidade ou predisposi¢ao
permanece um desafio. No entanto, descobriu-se que alguns casos familiares estao
associados a sindromes genéticas raras, como a sindrome de Li-Fraumeni e
neurofibromatose dos tipos 1 e 2 (BOCCELLATO; REHM, 2022). Existem poucos
fatores de risco validados para glioblastoma. A exposicédo a radiacdo ionizante € o
fator de risco mais forte associado e € o Unico fator de risco potencialmente
modificavel conhecido (TAN et al., 2020).

O tratamento do glioblastoma é extremamente desafiador. As dificuldades em
encontrar uma terapia eficaz devem-se principalmente a quatro razfes: as suas
propriedades invasivas, a sua heterogeneidade, o seu rapido desenvolvimento de
resisténcia a radioquimioterapia e a presenca da barreira hematoencefalica (BHE),
que a maioria dos farmacos ndo consegue atravessar (BOCCELLATO; REHM, 2022).

As estratégias atuais de tratamento para GBM concentram-se principalmente
na remocao cirdrgica da massa tumoral localizada. Como o GBM ¢é caracterizado pela
sua natureza infiltrativa, com 80-90% dos tumores crescendo em proximidade do local
priméario do cancer, a resseccéo cirargica deve ser acompanhada de quimioterapia e
radioterapia (SMOLARSKA et al., 2023). A resseccdo total bruta (RTG), se viavel, &
geralmente recomendada, porém, a sobrevivéncia também pode ser melhorada com
a ressecc¢do maxima de forma que a funcdo neuroldgica ndo seja comprometida. A
resseccdo maxima viavel com seguranca € o0 principio orientador da cirurgia de
glioblastoma (BRASIL, 2020; TAN, 2020). Devido ao seu comportamento migratorio
agressivo, as células do glioblastoma escapam a ressecgdo cirdrgica completa e,
portanto, o tumor geralmente reaparece alguns centimetros de sua localizacao original
(BOCCELLATO; REHM, 2022).

Entre as principais condutas adjuvantes a cirurgia em pacientes com gliomas
de alto grau, a radioterapia € comprovadamente a mais eficaz (BRASIL, 2020). Apesar

da sua efetividade, a radioterapia é limitada, uma vez que o centro do tumor esta
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hipoxico e a presenca de oxigénio € essencial para uma radioterapia eficaz. Além
disso, a radioterapia também representa um risco significativo de danificar o tecido
cerebral saudavel. A recorréncia tumoral e a radiorresisténcia limitam a eficacia das
abordagens radioterapéuticas (RAJESH, 2017; SMOLARSKA, 2023).

A quimioterapia concomitante e adjuvante a radioterapia € superior em termos
de eficacia quando comparada a radioterapia isolada (BRASIL, 2020). A
temozolomida (TMZ) é o farmaco mais utilizado na quimioterapia padrdo para GBM
recém-diagnosticado (Figura 1). A TMZ € um agente alquilante oral que exerce sua
citotoxicidade transportando um grupo metil que se liga as guaninas em sua posi¢ao
O ®durante o processo de replicagdo do DNA. Com isso, forma-se uma O -
metilguanina que entdo emparelha com um nucleotideo base de timina em vez de
uma citosina. Tal emparelhamento de bases incompativel provoca quebras de DNA,
com a consequente parada do ciclo celular, seguida de morte celular por apoptose.
MGMT (metilguanina-metil transferase) € uma enzima de reparo de DNA que remove
adutos de alquila e metila formados na posicdo O © das guaninas, antagonizando
assim os efeitos letais de agentes alquilantes como a TMZ. As células tumorais com
gene MGMT metilado sédo mais suscetiveis aos efeitos citotoxicos da TMZ do que as
células com MGMT funcional. Embora melhore a sobrevida dos pacientes, o beneficio
de sobrevida permanece insatisfatorio e a resisténcia a temozolomida é comum na
clinica (BOCCELLATO; REHM, 2022; KHABIBOV, 2022; LUN, 2016).

Figura 1 — Estrutura quimica da temozolomida
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Embora a TMZ apresente potencial terapéutico significativo contra o GBM
durante a fase inicial do tratamento, mais de 40% dos pacientes com GBM
desenvolvem gradualmente resisténcia a TMZ, dificultando o sucesso do tratamento

e consequentemente levando ao agravamento do quadro da doengca e a morte.
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Atualmente, superar a resisténcia a TMZ continua sendo um grande desafio para o
tratamento do GBM (YANG et al., 2022).

GBM é uma doenca complexa e outra caracteristica que dificulta o tratamento
€ a presenca da barreira hematoencefalica (BHE) que impede a passagem de varias
células imunes e quimioterapicos. A BHE é responsavel pela integridade do sistema
nervoso central controlando o transporte de diferentes moléculas através de uma
complexa barreira fisica manifestada por juncdes estreitas e vias enzimatico-
metabdlicas. A BHE dificulta a entrega de farmacos no compartimento cerebral,
restringindo a penetracdo de 98% de moléculas pequenas e aproximadamente 100%
de moléculas grandes. Este cenario constitui um obstaculo para o desenvolvimento
de terapias eficazes, o que é refletido na falta de aprovacdo de farmacos na ultima
década (KHADDOUR; JOHANNS; ANSSTAS, 2020).

Todos os processos do GBM de instabilidade genética, perda de controle do
ciclo celular, superexpressdo de fatores de crescimento e seus receptores,
angiogénese, migracao, invasao e apoptose aberrante sdo regulados por varias vias
de sinalizacdo. A tentativa de direcionar moléculas que interfiram nas vias de
sinalizagdo que séo alteradas em GBM é uma promessa para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas (NAKADA et al., 2011; TANG et al., 2021).

Estudos moleculares mostraram que a maioria dos tumores apresenta
alteracdes recorrentes que interrompem as principais vias envolvidas na regulacdo do
crescimento, receptores de tirosina quinase (RTQ), proteinas quinases ativadas por
mitdégenos (MAPK), vias de sinalizacdo de fosfoinositideo 3 quinase (PI3K), ciclo
celular, reparo do acido desoxirribonucleico (DNA) e apoptose (TOUAT et al., 2017).
Esses eventos de sinalizacdo regulam a sobrevivéncia, a proliferacao e a angiogénese
das células (BEHL et al., 2021).

O receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) desencadeia uma
variedade de cascatas de sinalizacdo envolvidas na proliferacdo de células tumorais,
angiogénese, motilidade, diferenciacdo e sobrevivéncia (JORISSEN et al., 2003; XU
et al., 2017). A estrutura de EGFR consiste em dominio extracelular, dominio
transmembrana e dominio intracelular da tirosina quinase. A ativagdo do EGFR leva
a ativacdo de numerosas vias de sinalizacdo a jusante, como PI3K-AKT-mTOR
(KHABIBOV et al., 2022; SIGISMUND et al., 2017).
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1.4 CANCER DE MAMA

O céncer de mama descreve uma série de malignidades que ocorrem nas
glandulas mamarias, que coletivamente representa um desafio significativo para a
saude global: € o cancer mais frequentemente diagnosticado no mundo, e a principal
causa de mortalidade por cancer entre as mulheres (WILKINSON; GATHANI, 2022).
Mundialmente, foram estimados 2,3 milhdes de novos casos de cancer de mama em
2020 e cerca de 645 mil obitos decorrentes da doenca. No Brasil, de acordo com o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), as estimativas de incidéncia de cancer de mama
para 2020 foram de 66.280 casos, 0 que representa 29,7% dos canceres em
mulheres. Em 2019, ocorreram 18.068 mortes de mulheres por cancer de mama no
pais (BRASIL, 2024).

A idade avancada é considerada o principal fator de risco para o cancer de
mama feminino, uma vez que as taxas de incidéncia aumentam a partir de 40 anos.
Outros fatores de risco associados incluem sexo feminino, menarca precoce,
menopausa tardia, nuliparidade, falta de amamentacdo, histéria familiar positiva,
tecido mamario denso, terapia hormonal e histérico de radioterapia no térax (TRAYES;
COKENAKES, 2021). Considera-se que o prognostico é mais favoravel quando o
cancer de mama é diagnosticado e tratado precocemente comparado ao diagnéstico
em estadios avancados ou com metastases sistémicas (BRASIL, 2024).

Segundo a Diretriz para a deteccédo precoce do cancer de mama no Brasil
(rastreamento e diagnostico precoce), as estratégias adotadas foram o rastreamento
mamografico em mulheres de 50 a 69 anos a cada dois anos e a conscientizagdo
sobre 0s sinais e sintomas suspeitos para encaminhamento ao servico de diagnostico
de cancer mamario (BRASIL, 2015). A identificacdo de fatores de risco da doenca em
seu estagio inicial e o encaminhamento agil e adequado para o atendimento
especializado dao a Atencao Primaria um carater essencial para um melhor resultado
terapéutico e prognostico dos casos. Atualmente, a mamografia € o método mais
utilizado para detectar o cancer de mama. No entanto, devido a enorme quantidade
de dados e as fracas caracteristicas de imagem do cancer de mama em fase inicial, o
diagnostico precoce € muito dificil (ZHANG et al., 2021).

O manejo com intengéo curativa para o cancer de mama invasivo refere-se ao
tratamento multimodal prescrito para a doenga em estagio | a lll, incluindo cirurgia de

mama, radioterapia e tratamento sistémico adjuvante/neoadjuvante, juntamente com
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cuidados de suporte apropriados para gerenciar a dor relacionada ao cancer,
toxicidades e efeitos colaterais da terapia (MUTEBI, M et al., 2020).

O tratamento ndo medicamentoso do cancer de mama inclui as seguintes
abordagens: cirurgia do tumor e reconstrucdo da mama, avaliacdo e esvaziamento
axilar e radioterapia. A cirurgia, associada ou ndo a radioterapia, continua a ser a base
do tratamento precoce do cancer da mama, o que inclui a intervengcdo na mama
(exérese do tumor e reconstrucdo) e na axila (avaliacao e retirada de linfonodos). As
abordagens cirargicas podem ser parciais ou totais, dependendo das caracteristicas
clinicas do tumor e do prognostico de cada paciente. Ao longo do tempo, 0s
procedimentos cirdrgicos evoluiram de tratamentos mais agressivos para menos
invasivos, apresentando maior ganho estético, sem afetar os desfechos de cura
(BRASIL, 2024).

Como tratamento medicamentoso, a quimioterapia pré-operatoria é usada para
pacientes com grandes tumores primarios em relacdo ao tamanho da mama em
pacientes que desejam cirurgia conservadora da mama. Também é usada para
pacientes com doenca inoperavel. O propdsito da terapia sistémica pré-operatoria €
diminuir o tamanho de tumores de mama (permitindo melhores resultados estéticos e
de tratamento) e tornar os tumores operaveis. A radioterapia é usada apos a excisao
cirirgica do cancer de mama para eliminar qualquer doenca subclinica restante. O
tratamento sistémico adjuvante é responsavel por grande parte da reducdo da
mortalidade por cancer de mama (TRAYES; COKENAKES, 2021). Os farmacos
associados a maior efetividade para pacientes de estdgio mais avancado sdo os
antraciclicos (doxorrubicina ou epirrubicina) e taxanos (paclitaxel, docetaxel)
(BRASIL, 2024).

Nos ultimos anos, a tendéncia se da em direcdo a terapias especificas para
cancer de mama que apresentem menos efeitos sistémicos nas células
saudaveis. Estes novos tratamentos devem demonstrar uma compreensdo mais
ampla das caracteristicas moleculares e biolégicas dos tumores e das formas
cientificamente inteligentes de os utilizar em nosso beneficio no tratamento. E
essencial uma lideranca forte por parte dos criadores de ensaios clinicos, dos
cientistas translacionais do cancer e dos médicos oncologistas que tratam pacientes
com cancer de mama para encontrar formas mais eficientes de adaptar os regimes
adjuvantes as necessidades de cada paciente (BEN-DROR; SHALAMOV;
SONNENBLICK, 2022).
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Devido a grande variedade de subtipos de cancer de mama e suas
caracteristicas clinicas, o progndstico e a resposta ao tratamento de pacientes com
cancer de mama variam. Portanto, é crucial desenvolver um tratamento mais eficaz,
geral e inovador para o cancer de mama. Apesar dos tratamentos aprimorados para
diferentes subtipos de cancer de mama, ainda h& respostas terapéuticas e
prognaosticos ruins (RAMAZI et al., 2023).

1.5 QUINAZOLINAS

Os compostos heterociclicos e, em particular, os compostos contendo
nitrogénio tém um enorme valor na area da quimica medicinal. Com uma infinidade
de atividades farmacoldgicas potenciais, os derivados contendo nitrogénio continuam
a despertar interesse de pesquisadores em todo o mundo com suas propriedades
terapéuticas, e esta é a razdo pela qual os compostos heterociclicos sao utilizados
para o desenvolvimento de muitos farmacos e produtos farmacéuticos (DHUGURU;
GHONEIM, 2022).

Embora as quinazolinas tenham sido inicialmente reconhecidas pela sua
atividade antimalarica, hoje seus derivados encontram diversas aplicacdes, tais como
antimicrobiana, antifingica, anticonvulsivante, antitumoral, anti-hipertensiva,
antidiabética, anti-inflamatoria, anti-HIV, e inibicdo de quinases (DHUGURU;
GHONEIM, 2022). Devido a isso, a comunidade cientifica tem grande interesse em
buscar novos derivados de quinazolinas e descobrir suas propriedades no combate a
doencas (WDOWIAK et al., 2021).

A estrutura do membro principal deste grupo — quinazolina — contém dois anéis
fundidos de seis membros: um anel de benzeno combinado com um anel de pirimidina
(Figura 2) (WDOWIAK et al., 2021). Apresenta-se de forma cristalina, se dissolve em
agua, com leve tonalidade amarela, massa molar de 130,15 g.mol * e férmula
molecular CBH6N2 (FAISAL; SAEED, 2021; INDUMATHY, 2023).
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Figura 2 - Estrutura quimica das quinazolinas
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Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A FDA autorizou muitos farmacos de derivados de quinazolina como
medicamentos anticancer, incluindo Erlotinibe e Gefitinibe para cancer de pulméao e
Lapatinibe e Caneratinibe para cancer de mama (AHMED; KHALIFA; EED, 2022).

Os efeitos antitumorais das quinazolinas podem manifestar-se através de
inUmeras vias. Um mecanismo anticancerigeno eficaz € a inibicdo da fosfatidilinositol-
3-quinase (PI3K). Esta via PI3BK/AKT/mTOR ¢é crucial nas funcdes regulatdrias em
muitas atividades celulares, como crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. Muitas doencas cancerigenas se desenvolvem através da
ativacdo dessa rede de sinalizacdo. A inibicdo dos componentes desta rede pode,
portanto, ter utilidade no tratamento do cancer (WDOWIAK et al., 2021).

Outras propriedades anticancerigenas dos derivados de quinazolina podem ser
receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR). Os RTQs, que estdo envolvidos
na sinalizacdo transmembrana, estdo associados aos receptores de varios fatores de
crescimento, como o fator de crescimento epidérmico e fator de crescimento vascular.
As quinazolinas também podem exibir propriedades apoptéticas em linhas celulares
cancerigenas por atuarem como inibidores da tubulina. A tubulina é a proteina
estrutural dos microtibulos e desempenha um papel crucial na divisdo celular. Se a
droga se ligar a tubulina, evita a formagdo dos microtubulos necessérios para a
formacao do fuso mitético. Esta propriedade pode levar a uma acdo antimetastatica
devido a inibicdo da migracao celular e invasividade (WDOWIAK et al., 2021).

Em estudos com derivados de quinazolinas, algumas moléculas foram
sintetizadas e testadas quanto ao potencial citotoxico contra linhagens celulares de
cancer de mama (MCF-7), cancer de pulméo (A549) e glioblastoma (SHSY-5Y), e a
maioria dos compostos foram considerados mais potentes contra a linhagem celular

de glioblastoma em comparagdo com as outras linhagens celulares. Assim, 0s
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derivados de quinazolina tém potencial para serem desenvolvidos como potentes

moléculas anticancerigenas para glioblastoma (DWIVEDI et al., 2022).
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2 JUSTIFICATIVA

A terapia padrdo para glioblastoma inclui resseccao cirurgica, radioterapia e
quimioterapia. Porém, este tipo de terapia permanece ineficaz devido ao risco
significativo de dano do tecido cerebral saudavel, metastase, recorréncia tumoral e
resisténcia a quimioterapicos, especialmente com a ingestéo crénica de temozolomida
(CZARNYWOJTEK et al., 2023). A resisténcia adquirida aos farmacos na terapia
adjuvante apés a resseccao cirurgica € um dos principais desafios para o tratamento
do cancer. Esse desafio juntamente com a inviabilidade pratica de remover
cirurgicamente toda a massa tumoral, leva a grande possibilidade de recidiva tumoral
(BOCCELLATO; REHM, 2022).

A TMZ, um agente alquilante oral de segunda geracdo, é o0 agente
guimioterapico de primeira linha para pacientes com GBM. No entanto, as melhorias
no progndstico para os tumores cerebrais demoram a ser concretizadas, pois muitos
pacientes desenvolvem resisténcia e recidivas apds um periodo de sobrevida livre de
progressao de 7 a 10 meses (LU, 2020; GAO, 2022).

A incidéncia cada vez maior de cancer de mama é uma grande preocupacao
de saude publica. Além disso, a resisténcia a quimioterapia, especialmente em alguns
subtipos de cancer de mama, representa um grande obstaculo para a melhora da
sobrevida de pacientes. A progressao do cancer na ultima fase do desenvolvimento
do tumor pode ocorrer em casos de resisténcia aos farmacos e € definida por uma
velocidade aumentada no crescimento e na invasividade das células tumorais,
levando a aquisicdo de potencial metastatico (KOUAL et al., 2020).

Nesse contexto, a busca por novos farmacos eficazes para GBM e cancer de
mama é desafiadora a toda comunidade cientifica e industria farmacéutica. No
entanto, tais buscas tornam-se cada vez mais necessarias, uma vez que novos
medicamentos acarretam em novas possibilidades terapéuticas e, portanto, menor
resisténcia aos tratamentos. Uma vez que as quinazolinas possuem efeitos
antitumorais e apresentam potencial citotéxico contra linhagens celulares de
glioblastoma e cancer de mama, os derivados de quinazolinas foram selecionados e

estudados quanto a atividade antitumoral para o desenvolvimento de novos farmacos.
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3 OBJETIVO GERAL

Selecionar, sintetizar e testar novos derivados quinazolinicos candidatas a
farmacos antineoplasicos e avaliar a atividade antitumoral das moléculas mais
promissoras nas linhagens tumorais de glioblastoma (U87-MG e T98G) e em linhagem

tumoral cancer de mama (MCF-7).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar estudos in silico para selecionar moléculas promissoras como
candidatas a farmacos anticancer;

e Sintetizar as moléculas mais promissoras;

e Realizar as caracterizacfes fisico-quimicas das moléculas sintetizadas, i.e.,
adquirir e analisar os espectros no infravermelho e RMN;

e Realizar triagem das moléculas sintetizadas em cultura de glioblastoma para
selecionar as moléculas mais promissoras;

e Avaliar a capacidade de inibir a viabilidade celular em linhagens tumorais e ndo
tumorais;

e Avaliar a expressao génica em uma via de sobrevivéncia celular nas linhagens

tratadas com as moléculas mais promissoras.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTUDOS IN SILICO

Um esquema de rotas sintéticas conhecidas foi utilizado para selecionar

possiveis moléculas com potencial para serem sintetizadas (Figura 3).

Figura 3 - Procedimento de ciclizagdo para derivados de 4-(3H)-quinazolinonas
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Reagentes e condicdes: I) Ciclizagéo: (a) acetato de formamidina, 140°C, 8 horas (Tobe, M.
et al., 2003); (b) dicloridrato de guanidina; NaOEt, EtOH, 130°C, 5 horas. (c) dibromoidrato de
2 aminoacetamidina, MeOH, 80°C, 6horas; (Connolly, T.J.; et al., 2005) (d-e) anidridos acético
e benzadico, refluxo, 2horas e NH3; (f-h) (i) Cloreto de o, m, p-anisoila, Et3N, THF, TA, 3 horas;
(i) NH3; (iii) 5% KOH aq, EtOH, refluxo, 1hora.

II) Formagéo do Cloroquinazolinico: 1) SOCI2 ou POCI3, DMF catalitico, refluxo, 3horas; 2)
CH2CI2, H20, NaHCOa3. (ii) 1) NH3, isopropanol, refluxo, 2horas.

[Il) Formagéo de aminoquinazolinas: R1, isopropanol, refluxo, 12horas.

(R1 = anilinas arométicas substituidas)

Fonte: ANTUNES, J. E., 2013

Os substituintes R1 foi racionalmente testados para analisar a possibilidade de
execucao da sintese e as outras etapas de estudos in silico. A partir da rota sintética
escolhida foram testadas 98 moléculas e para todas foi mantido o0 mesmo grupo
farmacoforico quinazolinico variando apenas o substituinte R1.

Todas as moléculas propostas foram desenhadas em programas
computacionais tais como ChemSketch e MarvinSketch. Em seguida, todas as
moléculas foram submetidas em plataformas computacionais para avaliar parametros
farmacocinéticos.

A plataforma computacional Molinspiration (https://www.molinspiration.com/)

permitiu selecionar moléculas com probabilidade para ter boa biodisponibilidade oral
de acordo com a “Regra dos cinco de Lipinsk”. Essa plataforma também permitiu que

as moléculas testadas pudessem ser avaliadas quanto a capacidade de inibicdo de
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quinases. Tal ferramenta também pode representar a capacidade de uma molécula
apresentar-se bioativa.
A plataforma ADMETIlab (https://admet.scbdd.com/) permitiu calcular a

probabilidade das moléculas testadas terem capacidade de atravessar a Barreira
Hematoencefalica (BHE). As moléculas propostas foram introduzidas nesta
plataforma e foi calculada a probabilidade de atravessarem a BHE.

Os calculos para todas as moléculas propostas foram realizados. As
plataformas computacionais utilizadas apresentam resultados para os calculos como
sendo uma probabilidade do resultado para cada parametro analisado. Assim, os
resultados normalmente sdo expressos em numeros de probabilidade variando de
0,00 a 99,99. Quanto maior numero, maior a probabilidade de o resultado reproduzir
um teste experimental de uma fracdo de cada molécula que ja foi realizado tal teste in
vitro. Portanto, foram realizados os calculos para todas as moléculas criando um score
(moléculas mais promissoras > moléculas menos promissoras). Para isso, foi adotado
pesos para 0s principais critérios deste estudo: capacidade de atravessar a BHE —
peso 3, capacidade de ser inibidor de quinase - peso 2 e inibidor de enzima - peso 1
(SA; ANTUNES, 2022).

4.2 SINTESE DE MOLECULAS MAIS PROMISSORAS

ApOs o0s estudos computacionais prévios onde foram avaliados boa
biodisponibilidade por via oral, afinidade com proteinas quinases, probabilidade de
atravessar a barreira hematoencefalica e estudos de molecular docking, foram
selecionadas as moléculas mais promissoras para a sintese, levando em
consideracao os recursos financeiros para a aquisicao de reagentes.

As sinteses das quinazolinas seguiram metodologias ja padronizadas na
literatura cientifica (TOBE et al., 2003) e (CONNOLLY, et al., 2005) conforme estao

descritas nos esquemas de sintese das Figuras 4 e 5.
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Figura 4 - Esquema da formacéo dos derivados quinazolin-4-onas

Derivados R1 I R
R1 MH
2 de amidinns, Hﬁ/
de anidridos
e de cloretos de anisoll B NH
R; COOH - 1
(8]
Derivados de Derivados de
dcidos antranilicos (1-5) gquinazolin-4-onas

1) R1 = OCHs
2)R=Cl

Legenda: Procedimento de ciclizag@o para derivados de 4-(3H)-quinazolinonas. Reagentes e
condicdes: (a) acetato de formamidina, 140 °C, 8 horas (TOBE et al., 2003); (b) dicloridrato
de guanidina; NaOEt, EtOH, 130°C, 5 horas. (c) dibromoidrato de 2- aminoacetamidina,
MeOH, 80 °C, 6 horas; (CONNOLLY, et al., 2005) anidrido acético e benzdico, refluxo, 12
horas e NH3; (i) Cloreto de o, m, p-anisoila, Et3N, THF, TA, 3 horas; (ii) NH3; (iii) 5% KOH aq,
EtOH, refluxo, 1hora (Rendimento ~76%).

Fonte: ANTUNES, J. E., 2013

Figura 5 - Esquema das etapas para formacéao de derivados de cloroquinazolinas e

aminoquinazolinas

R1 M R R1 I R A1 M F
"m'\[/ W, %‘[/ a0 -\\I/'
-
MH MH MH
H-| Q1 F‘!1
Q C MH;

4-(3H)-quinazolinas 4-cloroquinazolinas 4-aminoquinazolinas
(s fllHa GHs
0 NH
o = ey s ey
—_— -
H.C .
™o COOH HGC‘*O NH HG{“-\.D
0 NH,

1) R1=Benziloxianilina; 1H-imidazol-1-iL) anilina; 4-(1H-pirazol-1-yl) anilina; 4-(4-
Fluorophenoxy)anilina

Legenda: Reagentes e condi¢bes: Derivado clorado: 1) SOCl, ou POCI;, DMF catalitico,
refluxo, 3 horas (i); 2) CH.Cl,, H,O, NaHCO:s. (ii) e 3) NH3, ou anilinas aromaticas, isopropanol,
refluxo, 12 horas (ii)). (TOBE et al., 2003) (Rendimento ~67%).

Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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4.3 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA

4.3.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm-!) das
moléculas puras foram obtidos utilizando um espectrofotémetro da Perkin Elmer (série
Spectrum TwoTM) com transformada de Fourier, a partir de pastilhas das amostras
prensadas com KBr. Elas foram preparadas macerando a molécula desejada
juntamente com o KBr na proporcéo de 1:100, em um gral de agata. Esse material foi
transferido para o pastilhador e prensado utilizando uma prensa manual. Os espectros
foram obtidos como a média de 8 varreduras consecutivas e resolugéo de 2 cm-1. O
programa Perkin Elmer Spectrum ES (versdo: 10.03.08.0133) foi utilizado para a
aquisicdo dos espectros. Os dados foram exportados para edicdo no programa

Microcal Origin 9.0.

4.3.2 Analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de H* RMN foram registrados em um espectrometro Oxford
Instruments Pulsar (60 MHz), usando-se DMSO-¢6 como solvente. Todos o0s
experimentos foram realizados a 37 °C. Os dados foram tratados usando o programa
MESTRENOVA 12.0.

4.4 CULTURA CELULAR

u87-MG, T98G e MCF-7

Neste estudo foram utilizadas as linhagens celulares U87-MG e T98G como
modelo para glioblastoma multiforme. U87-MG € uma linhagem humana de células
epiteliais originalmente obtida do cérebro de um paciente homem de idade
desconhecida (U-87 ATCC® HTB-14). As amostras foram gentilmente cedidas pelo
CIPOI (Centro Integrado de Pesquisas Oncohematologicas na Infancia) localizado na
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.
A linhagem celular humana T98G de células semelhantes a fibroblasto foi

originalmente obtida do cérebro de um paciente branco, homem, de 61 anos, com
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glioblastoma multiforme (T98G ATCC® CRL-1690) e foi adquirida do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) cédigo 0406. Também foi utilizada a linhagem
celular MCF-7, uma linhagem humana de células epiteliais originalmente obtidas de
glandula mamaria (MCF7 ATCC® HTB-22) como modelos para cancer de mama
doadas pela professora Sandra Bertelli da Faculdade de Medicina do Mucuri da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

As linhagens celulares foram cultivadas em meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute - RPMI 1640 (LONZA, 12-702F) acrescido de 1% de
Penicilina/Estreptomicina (LONZA, 21F095302) e 20% de soro fetal bovino (LGC
Biotecnologia, 10-BIO500), previamente inativado por tratamento em banho maria a
56 °C por 30 minutos. As células foram acondicionadas em garrafas de cultura e
mantidas em estufa (atmosfera de 95% de Oz suplementado com 5% CO2 a 37 °C).
Ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram removidas da garrafa utilizando
uma solucéo de tripsina 0,25% (Sigma Aldrich T4049) e centrifugadas por 10 minutos
a 1500 rpm, 4 °C. O precipitado foi homogeneizado em meio de cultura, as células
foram contadas com o corante azul de tripan (Sigma Aldrich, 15250-061) em camara
de Newbauer (Hausser Scientific 3100) e plaqueadas em diferentes densidades de

acordo com o0 ensaio experimental.

J774A.1

Para avaliar a capacidade da quinazolina denominada KDY3 para inibir a
viabilidade celular de linhagens nao tumorais, foi utilizada a linhagem celular animal
J774.A1 de macrofagos originalmente obtidos de camundongos fémeas (J774A.1
ATCC® TIB-67) doadas pela colaboradora neste estudo, a professora Sandra Bertelli.

Os macrofagos murinos foram cultivados em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 1% de
aminoacidos essenciais e 0,5% de solucdo penicilina/estreptomicina (10.000 UI/mL,
10 mg/mL, respectivamente). Apds atingirem confluéncia, as garrafas foram raspadas
e as células colocadas em placas de 96 pogos na concentracéo de 2 x 10° células/mL
para o ensaio de viabilidade por MTT. As células foram entdo incubadas em atmosfera
Uumida de 5% de CO2 a 37 °C.
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4.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

4.5.1 Avaliacao da atividade antitumoral em linhagens de glioblastoma, cancer

de mama e linhagem néo tumoral

A viabilidade celular foi determinada utilizando a técnica de MTT (MOSMANN,
1983) que tem como principio a reducdo do sal sollvel tetrazolium, [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide] de coloracdo amarela, pela
desidrogenase mitocondrial presente nas células viaveis, resultando em um produto
chamado de formazam, um precipitado insoltvel parpura liberado no meio de cultura.
A concentracdo de cristais formados e detectados colorimetricamente € diretamente
proporcional ao niumero de células viaveis em cultura (STOCKERT et al., 2018).

As células foram plaqueadas em placa de 96 pocos, na quantidade de 2 x 10*
células em cada poco e foram incubadas durante 24 horas em estufa (atmosfera de
95% de O2 suplementado com 5% CO2) para permitir a adesao das células nas placas.
Apos esse tempo, iniciou-se os tratamentos durante 24 horas. Em seguida foram
adicionados 20 pL de uma solucdo de MTT a 5 mg/mL (Sigma Aldrich, M5655), com
posterior incubacéo a 37 °C em estufa de CO?, durante quatro horas. Posteriormente,
as células foram centrifugadas a 2000 rpm durante trés minutos em temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo, retirou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 200 pL de
DMSO (Sigma Aldrich, D8418). As placas foram incubadas novamente a 37 °C em
estufa durante 30 minutos. Terminado o periodo de incubacéo, foi realizada a leitura
em leitor de microplaca (ThermoFisher Multiskan FC 51119000) a 570nm. Atraves
dessa leitura foi possivel calcular a média da absorbancia das triplicatas, subtraida da
média da absorbancia dos testes do branco utilizando como controle o DMSO que foi
considerado como 100% de viabilidade para a confec¢édo dos graficos de viabilidade
celular em porcentagem.

Nos primeiros ensaios de viabilidade celular, foram testadas 4 moléculas
sintetizadas. Por estarem em processo de pedido de patente, as moléculas foram
denominadas KDY3, KDY5, KDY6, e KDY23, e todos os tratamentos foram testados
na mesma concentracdo de 50 uM na linhagem de glioblastoma T98G. As células
também foram tratadas com a temozolomida (TMZ), farmaco referéncia no tratamento

de GBM, com o quimioterapico doxorrubumicina (DOXQO), ambos na concentragéo de
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50 uM e com dimetilsulfoxido (DMSO) utilizado como solvente. A concentracdo de
DMSO por poco de tratamento foi em torno de 1%.

No estudo da triagem das moléculas sintetizadas foi possivel identificar as
moléculas que obtiveram melhor atividade antitumoral: KDY3 e KDY 23. Nesse estudo,
analisamos principalmente a atividade de KDY3. Para avaliar a relagao dose/resposta
do tratamento de glioblastoma com KDY3 e determinar o ICso, 2x10* células das
linhagens U87-MG e T98G foram tratadas com KDY3 nas concentracdes de 1 uM, 5
UM, 7,5 uM, 10 uM, 25 pM e 50 puM (UB7MG) e 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 25 uM, 50 pM,
100 uM e 200uM (T98G). As células também foram tratadas com TMZ na
concentracéo de 400 uM, além de DOXO em 10 uM e DMSO.

Para avaliar a viabilidade celular das células de cancer de mama MCF-7
tratadas com KDY3, também foi utilizada a técnica de MTT. As células MCF-7 foram
tratadas com KDY3 nas concentracdes de 1 uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 pM, 25 pM e 50 uM
e também com TMZ e DOXO nas concentragfes de 50 puM.

Para avaliar a viabilidade celular das células de macrofago J774.Al tratadas
com KDY3, também foi utilizada a técnica de MTT. As células foram tratadas com
KDY3 nas concentra¢cbes de 1 uM, 5 uM, 7,5 uM,10 pM, 25 uM e 50 uM e também
com TMZ e DOXO nas concentracdes de 50 uM.

4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

4.6.1 Extracdo de RNA total

Para extracdo do acido ribonucléico (RNA) total, as células T98G foram
cultivadas como descrito anteriormente e plagueadas na densidade de 1,68 x 10°
células por placa de petri de 6 mm3. Os tratamentos foram realizados com KDY3 na
concentragéo de 50 pM, com TMZ em 400 uM e PBS como controle. Foi adicionado
1 mL de Trizol® em cada placa para obtencdo de RNA total. As células foram
removidas das placas com ajuda de um espalhador de células tipo scraper,
transferidas para microtubos e centrifugadas a 12000g, 4 °C durante 10 minutos. Os
sobrenadantes foram transferidos para outros microtubos, foi adicionado 200 pL de
cloroférmio em cada, foram homogeneizados e levados ao vortex durante 15
segundos. Em seguida os microtubos foram incubados durante 5 minutos em

temperatura ambiente e logo apés, foram centrifugados novamente (12.000g, 4 °C,
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por 10 minutos). Foi observada a separagdo da fase aquosa (superior) contendo o
RNA total, a qual foi transferida para um novo microtubo. Para precipitar o RNA total
foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico. As amostras foram incubadas
novamente em temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugadas a 12.000 g por
10 minutos a 4 °C. O RNA formou um precipitado em forma de gel no fundo e nas
paredes do microtubo. Para lavagem do RNA, o sobrenadante foi removido e o
precipitado foi lavado uma vez utilizando 1 mL de etanol 75% (minimo de 1mL por mL
de Trizol utilizado). A amostra foi misturada em voOrtex durante 15 segundos e
centrifugada a 7500g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi retirado e o pellet foi
seco durante 30 minutos em temperatura ambiente. O RNA foi dissolvido em 20 pL

agua livre de RNAse, incubado durante 10 minutos a 55 °C e estocado a -80 °C.

4.6.2 Quantificacdo das amostras de RNA total

A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada no equipamento
espectofotdbmetro Nano Vue plus (GE®) sendo a concentracdo calculada em pg.mL™.
A qualidade do RNA foi analisada com base na razdo da absorbancia
A260nm/A280nm, que representa a concentracdo de RNA em relacdo a concentracao

de proteina.

4.6.3 Analise da expressdao de transcritos por PCR em Tempo Real

O PCR em tempo real (QRT-PCR) foi utilizado para verificar a expressao de
genes importantes nos processos de sobrevivéncia e proliferacdo celular. A sintese
de cDNA foi realizada incubando-se 2 ug de RNA total extraido a partir da cultura de
células de GBM (T98G) com iniciadores randémicos (Randon Primer 250 ng -
Invitrogen), 50U da enzima Super Script III™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) e os
seguintes ciclos: 37 °C por 60 minutos; 95 °C por 5 minutos.

A gRT-PCR foi realizada em um sistema 7500 Fast Real-Time (Applied
Biosystems®, utilizando sistema SYBR green. O fluoréforo SYBR green é um corante
que se liga na alca menor da dupla fita de DNA emitindo luz fluorescente. A
fluorescéncia € mensurada a medida que os produtos de amplificacdo sdo gerados.
Quanto maior o numero de duplas fitas de DNA formadas durante a reagédo de PCR,

maior a emissao de fluorescéncia. A presenca de DNA dupla fita na solucao € capaz
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de aumentar essa emissdo em até 10 vezes para uma mesma concentracdo de SYBR
green. Os primers foram desenhados utilizando Primer Express Software
(PerkinElmer Life Sciences) e validados através da analise das curvas de dissociacédo
e modelo de titulacdo. Cada qRT-PCR (volume final de 20 uL) contém 30 ng de RNA
transcrito (cDNA), 400 nM de cada primer e 10 yL de gPCRBio SYBR Green Mix 2X
(PCR Biosystems). Cada amostra foi analisada em triplicata. As condi¢cdes da PCR
foram: 95 °C por 2 minutos (1 ciclo), 95 °C durante 5 segundos, 60 °C por 30 segundos
(40 ciclos). Os resultados foram avaliados pelo método do CT comparativo (User
Boletim n® 2, PerkinElmer Life Sciences) sendo os valores comparados pelas
eficiéncias de cada par de oligonucleotideos previamente padronizados no laboratério.
Os produtos (amplicons) obtidos durante a gqRT-PCR foram detectados através da
curva de amplificacéo gerada ao longo da reacdo denominada de ciclo limiar da fase
logaritmica da amplificacdo ou CT (Cycle threshold). O CT reflete o nUmero do ciclo
no qual a fluorescéncia gerada na reacdo atravessa o limiar ou linha de base e é
inversamente proporcional a concentracdo de DNA ou RNA da amostra analisada.
Assim, uma unidade de CT equivale ao dobro do produto amplificado de copias iniciais
de amplicons.

O gene GAPDH foi usado como controle. A Tabela 1 mostra a sequéncia de
nucleotideos utilizados na reagdo de qRT-PCR.

Tabela 1 - Sequéncia de nucleotideos utilizados na reacdo de gRT-PCR

GENES SEQUENCIA (5" - 3")

GAPDH senso GTTCGTCATGGGTGTGAACC
GAPDH anti-senso CCAGGGGTGCTAAGCAGTTG
EGFR senso CTACAACCCCACCACGTACC
EGFR anti-senso GAGCCGTGATCTGTCACCAC
PI3K senso TGGACGGCGAAGTAAAGCATT
PI3K anti-senso AGTGTGACATTGAGGGAGTCG
AKT-1 senso TTGTGAAGGAGGGTTGGCTG
AKT-1 anti-senso TCACGTTGGTCCACATCCTG
m-TOR senso GACGAGAGATCATCCGCCAG
m-TOR anti-senso ACAAGGGACCGCACCATAAG

Src senso AAGCTGAGGCATGAGAAG
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Src anti-senso GTACTCCGTGACGATGTAA

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para realizacdo da analise estatistica foi utilizado o programa GraphPad Prism
versdo 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Para andlise do ICso foram
utilizados os testes de regressdo nao linear e a curva de dose resposta foi obtida
utilizando o software GraphPad Prism (log [KDY3] vs. resposta — slope variavel). Para
analise dos dados de viabilidade e expressdo génica, foi empregado o teste de
ANOVA seguido de post-test de Tukey. Os resultados apresentados sé&o
representativos de pelo menos 3 experimentos independentes, em triplicada e foram
mostrados como média * desvio padrdo. Os resultados foram considerados

significantes quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDOS IN SILICO

Em um estudo prévio foi utilizada a plataforma computacional Molinspiration

(https://www.molinspiration.com/) para selecionar as moléculas que ndo violaram a

regra dos cinco de Lipinski. Foram estudadas 98 moléculas para avaliar os perfis
farmacocinéticos in silico, levando em consideracdo a possibilidade de sintese das
moléculas propostas. Foram excluidas 24 moléculas por violarem a regra dos cinco
de Lipinksi, sendo consideradas pobres em biodisponibilidade oral, ou seja, que
provavelmente possuem ma absorcdo (SA; ANTUNES, 2022). O uso dessa
plataforma permite selecionar moléculas com maior probabilidade para apresentarem
boa biodisponibilidade oral, que provavelmente podem apresentar boa absorcéo e
distribuicdo (KARAMI, 2022; ROSKOSKI, 2023).

O derivado de quinazolina denominada KDY3 foi uma das moléculas
selecionadas neste estudo que apresentou um score de 2,85 considerado acima do
score minimo estipulado em outro estudo para obter moléculas promissoras
candidatas a farmaco anticancer. A molécula KDY 3 apresentou bons resultados para
a regra dos cinco de Lipinski (logP = 2,8; MM = 362,39; Doadores de ligacao de
hidrogénio = 3; Receptores de ligacdo de hidrogénio = 8) e alta bioatividade, isto é,
elevada capacidade de inibir quinases/enzimas (SA; ANTUNES, 2022). Neste mesmo
estudo KDY3 apresentou também um bom resultado para um importante parametro
farmacocinéticos que foi a probabilidade de 51% de atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE) (Apéndice A). De acordo com Khaddour (2020), a presenca
da BHE € um grande obstaculo que dificulta o tratamento do glioblastoma impedindo
a passagem de diversos quimioterapicos. Assim, a possibilidade da molécula KDY3
atravessar a BHE pode ser considerada um resultado promissor. Mesmo com
resultado in silico promissor para atravessar a BHE, ainda assim, nosso grupo de
pesquisa pretende realizar uma nanoestruturacdo desta molécula com intuito de
melhorar o transporte de KDY 3 pela BHE. A nanoestruturacdo de KDY 3 sera realizado
em estudos futuros.

Estudos computacionais prévios para o desenvolvimento de novos farmacos
podem ser executados para selecionar moléculas com bons parametros

farmacocinéticos, alta atividade bioldgica de forma que exclua moléculas que néo
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possam, por exemplo, ter boa absorc¢éo, distribuicdo, metabolismo, excrecéo e ser
toxica, ou seja, utilizando metodologia como um filtro para selecionar moléculas mais

promissoras com bons parametros farmacocinéticos (FERNANDES et al., 2015).

5.2 SINTESE DE MOLECULAS MAIS PROMISSORAS

As analises dos resultados dos estudos computacionais e a disponibilidade de
recursos financeiros permitiram seleciona alguns reagentes para sintese. Assim,
foram selecionadas algumas moléculas mais promissoras no estudo in silico para
sintese e posterior testes in vitro, que sdo considerados etapas iniciais do
desenvolvimento de novos farmacos. Inicialmente foram sintetizadas quatro derivados
de quinazolinas que foram denominadas KDY3, KDY5, KDY6 e KDY23. Tal
denominacéo foi necessaria para protecdo das moléculas que estavam em pedido de
patente. As estruturas quimicas dos derivados quinazolinicos, seus precursores e 0S

respectivos produtos estao representados na Figura 6.

Figura 6 - Esquema das estruturas quimicas dos derivados quinazolinicos propostas
para a sintese. Patente BR 10 2024 019192 7.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

As caracteristicas quimicas dos produtos das sinteses, levando em

consideracao o aspecto, cor e massa de produto séo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Caracteristicas quimicas dos precursores e dos produtos obtidos na
sintese.

Aspecto (estado de

Molécula ~ Formacéao de produto
agregacao/ cor)
R1 P6 branco -
R2KDY3 Pé branco -
KDY3 P6 branco 356mg
R2KDY5 Cristais brancos a bege -
escuro
KDY5 P6 cinza 280 mg
R2KDY®6 Pé branco -
KDY6 P6 branco 149,7mg
R2KDY23 P6 bege -
KDY23 P6 marrom claro 256mg

Legenda: R1: precursor 1 (comum a todos as moléculas); R2KDY3 precursor 2 KDYS;
R2KDY5 precursor 2 KDY5; R2KDY6 precursor 2 KDY6; R2KDY23 precursor 2 KDY23.
Fonte: Elaborado pela autora (2024).

5.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

5.3.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho com

Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica analitica sensivel e ndo invasiva da interacao da luz na regido do infravermelho
com uma molécula e, portanto, fornece os grupos funcionais de compostos organicos
e inorganicos, determinados por perfis de absor¢do e emissdo. Quando a amostra €
irradiada com uma fonte de luz na regido do infravermelho, as ligacdes quimicas que
mantém os a&tomos juntos absorvem essa radiacdo em frequéncias que correspondem
aos seus modos de vibragdo (HORNEMANN, 2017; RAMOHLOLA, 2020).

A técnica de FTIR foi utilizada para avaliar se houve diferenca nos espectros
da amostra sintetizada comparada com seus precursores. Essa diferenca de padrbes
de bandas indica que a molécula sintetizada € um produto diferente de seus
precursores. Durante a formacdo de uma nova molécula, diversas ligacbes quimicas
acontecem provocando mudancas nos atomos que compdem as moléculas

envolvidas, e a mudanga nos modos vibracionais dara origem a um deslocamento de
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banda no espectro, no qual cada banda espectral representa um grupo funcional
diferente (RAMOHLOLA et al., 2020).

Na Figura 7 estdo apresentados os espectros de infravermelho da molécula
KDY3. Tal molécula é uma das mais promissoras em relacdo aos resultados dos
estudos in vitro, que serdo mostrados a diante. Os espectros foram obtidos na regido
do infravermelho médio (400-4000 cm™) por possibilitar a observacéo dos principais
modos vibracionais de moléculas organicas, tais como estiramento de ligacdes
simples (O-H, C-H e N-H) (MOHAMED et al., 2017).

Ao comparar 0s espectros obtidos (Figura 7), é possivel observar que
ocorreram mudancas significativas do produto KDY3 em relagdo ao precursor 2,
sendo observado o desaparecimento de bandas relacionadas ao grupo amina. Isso
ocorre principalmente em relacdo a R2KDY3, com o desaparecimento das bandas na
regido 3000 a 2200 cm* atribuidas ao sal de amonio quaternario (NHs").

E possivel observar a mudancga nos espectros vibracionais da molécula em
comparacao com seus respectivos precursores, sugerindo a formacdo de novos

grupos funcionais e formacao de novo produto da reacéo.

Figura 7 - Espectros de infravermelho da molécula KDY3 sintetizada
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Legenda: R1: precursor 1 (comum a todos as moléculas); KDY3: produto formado; R2KDY3:
precursor 2.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os derivados de quinazolina apresentam principalmente trés regides de bandas
de absorgédo em espectros de infravermelho: 1478-1517, 1566-1581 e 1612-1628 cm
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-1; essas bandas estdo correlacionadas aos grupos C-N, C=C e C=N, todas
originadas de vibracdes dos anéis aromaticos (HASHEM, 2019; UDREA, 2021).

5.3.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e Ponto de

fusdo

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) permite a
determinacdo de informacdes de nivel atémico sobre interacdes intermoleculares,
estrutura molecular e dindmica molecular no ambiente celular. E um dos métodos
amplamente utilizados para identificacdo e caracterizacdo de espécies moleculares
(PHAM; RAINEY, 2021).

O principio da técnica € a absorcao da radiacdo eletromagnética na regido das
radiofrequéncias, sendo o fendmeno observado em ndcleos que possuem um
momento magnético. Quando colocados em um campo magnético, 0S momentos
nucleares se alinham em uma orientacéo determinada pelo spin nuclear, que € uma
propriedade fundamental de certos nucleos. Os sinais de RMN refletem as mudancas
detectadas pela radiacdo emitida quando os nucleos excitados retornam ao seu
estado fundamental. O espectro obtido na RMN permite confirmar as interacdes
intermoleculares e/ou formacé&o de novas ligagbes evidenciando as variagdes no
deslocamento quimico, alteracbes no perfil do sinal ou nas suas intensidades
(SWARBRICK, 2007; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

Apo6s as andlises do FTIR, realizaram-se as andlises de RMN de *H na molécula
KDY3. A Figura 8 apresenta os espectros de RMN de 'H obtidos.

Os dados de H! RMN corroboram com os obtidos pelos espectros vibracionais
de infravermelho demonstrando através dos espectros de deslocamento de hidrogénio
que houve a formacdo de uma nova molécula. O pico apresentado na regido 4 do
espectro de KDY3 pode ser atribuido aos grupos metoxila do seu precursor 1 (4-
amino-2-cloro-6,7-dimetoxiquinazolina). E possivel observar também nesse espectro,
0 aparecimento de novos sinais de hidrogénio na regido de 8,75 a 10,5 atribuidos a
novos grupos NH formados na molécula. Ja os multiplos sinais presentes em KDY3
na regiao entre 7 e 8 podem ser atribuidos aos anéis aromaticos provenientes de seus

precursores que se encontram sobrepostos.
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Figura 8 - Espectro de RMN *H de KDY3 em DMSO ds com suas atribui¢cdes
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Legenda: RMN de H: ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

5.4 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

5.4.1 Ensaio de viabilidade celular com linhagem de glioblastoma apés

tratamento com os compostos KDYs sintetizados

A andlise da viabilidade celular é essencial para grande parte dos ensaios in
vitro. O ensaio colorimétrico de MTT é uma das ferramentas mais amplamente
utilizadas para estudos de viabilidade celular, proliferacdo e citotoxicidade in vitro
como meio de encontrar novos candidatos a farmacos para inibicdo de células
cancerigenas. Comparado com métodos alternativos, o MTT é mais simples e menos
demorado, e também permite avaliacdo semiautoméatica usando placas multipogos e
leitores de placas fotométricos (GASPARINI, 2017; STOCKERT, 2018).

O mecanismo bioquimico do teste envolve enzimas oxidorredutases celulares
gue convertem o corante de MTT amarelo insoluvel, por meio da reducdo do seu anel

tetrazolico, em cristais solUveis de formazan de coloracdo azul-violeta. Apos a redugéo
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do MTT, o meio de cultura é removido e os depositos de formazan sdo avaliados
colorimetricamente. A intensidade da cor do formazan é proporcional ao nimero de
células viaveis e metabolicamente ativas (STOCKERT, 2018; BURANAAMNUAY,
2021).

Primeiramente realizamos uma triagem inicial com as moléculas j& sintetizadas
denominadas KDY3, KDY5, KDY6, KDY23. Os resultados dos ensaios de viabilidade
celular apo6s tratamento com tais moléculas, e com os controles positivos TMZ, e
DOXO (todos na concentracdo de 50 upM), pelo periodo de 24 horas, estdo

representados nas Figura 9.

Figura 9 — Viabilidade celular das células de GBM (U87-MG) apdés tratamento com
KDYs

160

Viabilidade celul

DMSO KDY3 KDY5 KDY6 KDY23 T™™Z DOXO

) 50 uM !

*p<0,05 células tratadas a uma concentracao de 50uM por 24 horas vs DMSO. Os
resultados sao representativos de um experimento apenas.

DMSO: dimetilsulfoxido; TMZ: temozolomida; DOXO: doxorrubimicina

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O teste com a linhagem tumoral de glioblastoma (GBM) foi escolhido porque,
em outro estudo realizado por Antunes (2013), moléculas analogas ja haviam
demonstrado reduzir mais a viabilidade celular em linhagens de glioblastoma do que

em outras linhagens.
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A 1S0:100993-5 define que um material sera considerado citotdxico se, no
ensaio de viabilidade celular, a porcentagem de absorbancia celular estiver abaixo de
70% (1S0:10993-5, 2009).

Nessa triagem inicial, pode ser observado um resultado bastante promissor
para duas moléculas denominadas KDY3 e KDY23. Assim, KDY3 reduziu
significativamente em aproximadamente 55% da viabilidade celular e KDY23 reduziu
aproximadamente 87%. Os tratamentos com KDY5 e KDY6 nao reduziram
significativamente a viabilidade celular, assim como os controles TMZ e DOXO
também néo reduziram.

As moléculas KDY3 e KDY23 na concentragdo de 50 uM mostraram-se mais
promissoras para inibir a viabilidade celular na linhagem tumoral de GBM do que o
farmaco de referéncia para glioblastoma — temozolomida (TMZ). Nessa mesma
concentracdo a temozolomida nao foi capaz de reduzir a viabilidade celular. As
moléculas KDY3 e KDY23 também apresentaram maior efeito em reduzir a viabilidade
celular em GBM comparada com DOXO, um importante quimioterdapico utilizado em
terapias de diferentes tipos de cancer.

No trabalho desenvolvido por Tresch et al. (2021) onde avaliava dentre outros
a viabilidade celular in vitro de células gliais humanas e caninas utilizando diferentes
dosagens de TMZ, foi demonstrado que para a linhagem U87-MG a dosagem de TMZ
utilizada para diminuir a viabilidade celular em 91% foi de 400 uM, concentragao muito
superior a que foi utilizada nesse trabalho para KDY3 e KDY23.

Em estudo realizado por Atif et al. (2015) foi realizada uma exposicao repetida
a diferentes concentracdes de TMZ por 3 dias e nao houve reducéo da viabilidade das
células U87-MG, mesmo na concentracdo mais alta de 200 uM. Apos 6 dias de
exposicao repetida, a viabilidade celular apresentou uma diminuicdo nessa mesma
concentracdo, mas de apenas 20%.

Outro trabalho que apresentou alguns dados da viabilidade celular de TMZ
utilizando o mesmo método e a mesma linhagem celular de GBM utilizada no presente
estudo foi o realizado por Pazhouhi e colaboradres (2016). Foi testada a associagao
do farmaco a timoquinona a fim de avaliar um efeito sinérgico da TMZ. Os resultados
apresentados demonstraram que a viabilidade celular apds 24 horas de tratamento
com TMZ associada a timoquinona numa concentracdo de 200 yM reduziu a um

pouco mais de 20% a quantidade de células viaveis.
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As moléculas KDY3 e KDY23 apresentaram maior efeito de citotoxicidade nas
células de glioblastoma de acordo com a triagem inicial. Assim, neste presente estudo,
os demais ensaios foram direcionados principalmente para KDY3, de forma que
KDY23 foi analisada com mais énfase em outro estudo por integrante do mesmo grupo

de pesquisa.

5.4.2 Ensaio de viabilidade celular com linhagem de glioblastoma apés

tratamento com os precursores de KDY3

Um ensaio de viabilidade celular foi realizado com os precursores utilizados na
sinese de KDY3. Tal experimento visa assegurar que a inibicdo da viabilidade celular
mediada por KDY3 em células de glioblastoma esta ocorrendo devido ao produto da
reacao de formacgédo de KDY3 e néo de seus precursores. Entéo, foi utilizado ensaio
de MTT, para viabilidade das células de glioblastoma (T98G) apds tratamento com 0s
precursores de KDY3 (Figura 10).

Figura 10 — Percentagem de viabilidade celular das células de GBM (T98G) ap0s
tratamento com precursores de KDY3

DMSO R1 R2 R1+R2 KDY3

L 50 uM .

FONTE: Elaborada pela autora (2025)

*p<0,05 vs DMSO. Os resultados séo representativos de dois experimentos independentes.
R1: 4-amino-2-cloro-6,7-dimethoxiquinazolina

R2: 4-(1H-Pyrazol-1-yhaniline
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A Figura 10 mostra que os precursores da sintese de KDY3 isolados (R1 e R2)
ou misturados (R1+R2) na concentracdo de 50uM néo diminuiram a viabilidade das
células de GBM. O resultado obtido sugere que o efeito citotéxico apresentado nas

células de glioblastoma foi devido a presenca do produto da sintese de KDY 3.

5.4.3 Avaliacdo do efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular em

linhagens de glioblastoma

Para avaliar o efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular da linhagem
de glioblastoma (U87-MG) foram realizados novos ensaios de MTT com diferentes
concentracdes de KDY3 (1 uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 puM, 25 uM e 50 pM), representado
na Figura 11.

Figura 11 - Dose resposta de KDY3 em linhagem de glioblastoma (U87-MG)

120
110
X 100
90—
80—
70—
60—
50—
40—
30—
20—
10
0_

)

Viabilidade celular (

DMSO 1M  5,M 7,5)M 10yM 25.M 50yM 400pM 10.M

. KDY3 i |TMZ| |DOXO

*p<0,05 tratamento realizado por 24 horas vs PBS. Os resultados séo representativos de um
experimento apenas.

DMSO: dimetilsulfoxido; TMZ: temozolomida; DOXO: doxorrubimicina

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

No grafico de dose-resposta foi observado que a medida que a concentracao
de KDY3 aumenta, seu potencial citotéxico na linhagem de glioblastoma também
aumenta, isso ocorre atraves da reducdo da viabilidade celular. O tratamento com
KDY3 nas concentragdes 1 pM, 5 uyM, 7,5 pM e 10 pM néo induziu alteragéo

significativa da viabilidade. O tratamento com DOXO na concentracdo de 10uM
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também néo reduziu significativamente a viabilidade. Os tratamentos com 25 pM e 50
UM de KDY3 reduziram significativamente a viabilidade celular, sendo observada a
reducdo de aproximadamente 76% na concentracdo de 50 uM de KDY3. Como foi
visto em estudos de Tresch et al. (2021) que a dosagem de TMZ utilizada para
diminuir a viabilidade celular havia sido de 400 pM, testamos a TMZ nessa
concentracdo também, e a reducao da viabilidade foi de aproximadamente 61%. Este
resultado demostra que KDY3 na concentracdo de 50 uM apresenta maior reducao
da viabilidade celular quando comparado com a reducédo promovida pela TMZ em
concentracdo mais alta, que é de 400 puM.

O céancer do tipo glioblastoma possui uma maior incidéncia em idosos, e devido
a degeneracao da funcdo imunoldgica nesses pacientes, a tolerancia e sensibilidade
ao tratamento com TMZ séo enfraguecidas. Portanto, o tratamento de longo prazo
com dose convencional de TMZ pode aumentar o risco de reacdes adversas e
complicagbes em pacientes idosos (TAO et al., 2022). De acordo com Beth-Tasdogan
(2022), um fator de risco para reacfes adversas a medicamentos sdo doses mais
elevadas do farmaco, assim, KDY3 pode apresentar vantagens em relacdo a TMZ
porque conseguiu inibir a viabilidade celular em glioblastoma em uma concentragéo
oito vezes menor, 0 que sugere uma possivel reducao de efeitos adversos em relacéo
a TMZ.

A morfologia das células de glioblastoma U87-MG pode ser avaliada em
experimentos. Assim, a Figura 12 ilustra a morfologia das células U87-MG em DMSO,
apoés o tratamento com KDY3 na concentragdo de 50 uM e ap0s o tratamento com
TMZ em 400 pM.

Figura 12 — Imagens das células de glioblastoma (U87-MG) apés tratamento por 24
horas com (A) DMSO, (B) KDY3 na concentracao de 50 uM e (C) TMZ em 400 uM
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Aumento de 20x
Legenda: (A) DMSO, (B) KDY3 e (C) TMZ
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Nas imagens € possivel observar que as células tratadas com KDY3 perderam
sua forma de lanca conica caracteristica dessa célula e adquiriram uma morfologia
arredondada. E nitido também a diminuicdo expressiva do nimero de células
comparadas ao controle DMSO. Além disso, nota-se que as células apresentam
morfologia parecida quando tratadas com KDY3 na concentracdo de 50 uM e TMZ em
400 uM, o que significa que o KDY3 traz resultados semelhante a TMZ, porém em
concentracdes reduzidas.

A partir dos resultados de citotoxicidade obtidos na analise de dose-resposta,
foi calculado o valor da concentracdo inibitéria responsavel por diminuir 50% da
viabilidade celular (ICs0) de KDY3 na linhagem U87-MG. Posteriormente, foi feita
andlise de regressdo ndo linear e plotado um grafico com a viabilidade em
porcentagem versus log da concentracdo de KDY3. Conforme indicado na Figura 13,

a concentracao que reduziu em 50% a viabilidade das células U87-MG foi de 22,2 uM.

Figura 13 - ICso de KDY3 em linhagem tumoral de glioblastoma (U87-MG)
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Em estudos realizados por Poon et al. (2021) foi avaliada a sensibilidade a TMZ
medida pela metade da concentracéo inibitéria maxima (ICso) em diferentes linhagens
celulares. A dose obtida para linhagem U87-MG para TMZ foi de 123,9 pM. Este

resultado demonstra que KDY3 utiliza de doses muito baixas para a diminuicdo da
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viabilidade celular de GBM, sugerindo maior eficacia in vitro comparada ao farmaco

de primeira escolha para o tratamento da doenca.

Uma outra linhagem tumoral de glioblastoma (T98G) foi utilizada para
confirmacéo da capacidade em reduzir a viabilidade celular de KDY 3 em glioblastoma.
Assim, foi avaliado a reducgéo da viabilidade celular na linhagem T98G por diferentes
concentracbes de KDY3 (5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 25 pM, 50 uM, 100 pM e 200 uM),

representado na Figura 14.

Figura 14 - Dose resposta de KDY3 em linhagem de glioblastoma (T98G)

DMSO 5M 7.5,M 10,M 25,M 50uM 100,M 200.M 400,M 10uM
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*p<0,05 tratamento realizado por 24 horas vs PBS. Os resultados sao representativos de
trés experimento independentes.

DMSO: dimetilsulféxido; TMZ: temozolomida; DOXO: doxorrubimicina

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O resultado obtido com a linhagem T98G visto na Figura 14 mostra que da
mesma forma que na linhagem U87-MG, a medida que a concentracdo de KDY3
aumenta, seu potencial citotoxico também aumenta. O tratamento nas concentracdes
5uM, 7,5 uM, 10 uM e 25 uM néo induziu alteracao significativa da viabilidade celular.
TMZ e DOXO também néo reduziram significativamente a viabilidade. Os tratamentos
com 50 uM, 100 pM e 200 uM de KDY3 apresentaram reducado significativa, de
aproximadamente 84%, 93% e 97% respectivamente. Estes resultados demonstram
que KDY3 nestas trés concentracdes mais baixas que a de TMZ (400 pM), ainda

apresenta melhor resultado de citotoxicidade para a linhagem T98G.
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Em outros estudos com a linhagem celular T98G, foi observado que essas
células sdo mais resistentes ao tratamento com TMZ em comparacdo a outras
linhagens de glioblastoma. Em ensaios de viabilidade celular realizados com algumas
linhagens celulares, a T98G apresentou maior resisténcia ao medicamento
quimioterapico TMZ com reducdo de apenas 20% da viabilidade celular. Foi
observado que, diferente das outras linhagens, na T98G, o tratamento com TMZ nao
resultou na parada do ciclo celular e causou menor quantidade de danos ao DNA.
Esses dados confirmaram a resisténcia acentuada ao tratamento com TMZ das
células T98G, e a importancia de novas alternativas de tratamento para glioblastoma
(SOUZA et al., 2022).

A Figura 15 mostra a morfologia das células T98G em DMSO, ap6s o

tratamento com KDY3 e ap0s o tratamento com TMZ.

Figura 15 - Imagens das células de glioblastoma (T98G) apds tratamento por 24 horas
com (A) DMSO, (B) KDY3 na concentracao de 50 uM e (C) TMZ em 400 uM
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Legenda: (A) DMSO, (B) KDY3 e (C) TMZ
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Nas imagens é possivel observar que as células T98G tratadas com KDY3
também perderam sua morfologia de lanca conica caracteristica para adquirir uma
morfologia arredondada, além de terem reduzido expressivamente o numero de
células comparadas ao controle DMSO. A proporcao de células que perderam sua
morfologia foi menor no tratamento com TMZ, assim como a reduc¢do do namero de
células, o que indica a resisténcia das celulas T98G frente a temozolomida.

Os dados obtidos na anélise de dose-resposta foram utilizados para calcular o

valor de ICso de KDY3 na linhagem T98G. Assim, foi feita analise de regressdo néo
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linear e plotado um grafico com a viabilidade em porcentagem versus log da
concentracédo de KDY3. Conforme indicado na Figura 16, a concentragéo que reduziu
em 50% a viabilidade das células T98G foi de 35 uM.

Figura 16 - ICso de KDY3 em linhagem tumoral de glioblastoma (T98G)
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Poon et al. (2021) avaliou a sensibilidade a TMZ medida pela metade da
concentracdo inibitéria maxima (ICso) em diferentes linhagens celulares. O ICso de
TMZ para linhagem T98G foi de 438,3 uM. Este resultado demonstra que KDY 3 utiliza
doses mais baixas para a diminuicdo da viabilidade celular de GBM, sugerindo maior

eficacia in vitro comparada a TMZ.

5.4.4 Avaliacdo do efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular em

linhagem de cancer de mama

A inibicdo da viabilidade celular da linhagem celular tumoral MCF-7 de cancer
de mama foi avaliada apos tratamento com diferentes concentracdes de KDY3 (1 uM,
5uM, 7,5 uM, 10 pM, 25 uM e 50 uM), representado na Figura 17.

No caso do cancer de mama, as células MCF-7 sdo comumente aplicadas
como modelo na pesquisa do cancer para definir o progndstico e as especificidades
do tratamento em nivel molecular, que podem entdo ser utilizadas para o

desenvolvimento de farmacos anticancer (RAMAZI et al., 2023).
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Figura 17 - Dose resposta de KDY3 em linhagem tumoral de cancer de mama
(MCF-7)
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

No experimento para obter a dose-resposta (Figura 17) foi observado que a
medida que a concentracdo de KDY3 aumenta, seu potencial citotoxico para a
linhagem tumoral MCF-7 também aumenta devido a reducdo da viabilidade celular
nesta linhagem celular. Apenas o tratamento de KDY3 na concentragao de 1 uM néo
induziu alteracao significativa da viabilidade celular. Os tratamentos com 25 uM e 50
UM de KDY3 apresentaram melhores resultados reduzindo significativamente a
viabilidade celular em mais de 90% em ambas as concentracdes. Este resultado
demostra que o tratamento com KDY3 na concentragdo de 25 puM apresenta maior
reducgéo da viabilidade celular quando comparado com a redugéo promovida pela TMZ
e DOXO em concentracdo mais alta, ou seja, na concentracédo de 50uM dos farmacos
citados.

De acordo com estudos realizados por Kheradmand et al. (2021) a DOXO tem
efeitos antitumorais nas células MCF-7 de uma maneira dependente da dose. Células
tratadas com DOXO em 1 pM, 5 pM e 10 pM apresentaram reducdo de
aproximadamente 18%, 32% e 60% da viabilidade celular. No presente estudo, os
resultados seguiram na mesma proporcao visto que a DOXO na concentracdo de 50

UM reduziu a viabilidade celular em aproximadamente 75%.
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A doxorrubicina (DOXO) é um dos medicamentos mais comumente usados no
tratamento de pacientes com cancer de mama. Apesar disso, seu uso clinico €
amplamente restrito devido aos seus efeitos adversos criticos, como: mucosite,
alopecia, mielossupressao vomitos e insuficiéncia cardiaca (RAMAZI et al., 2023). A
DOXO deve ser administrada em altas doses durante o tratamento quimioterdpico
devido & sua baixa capacidade de distribuicdo e tem sido associada a causar
toxicidades em varios 6rgdos, como coracao, figado e rim (DHUNGEL et al., 2024).
Diante disso, € importante a busca por outras alternativas terapéuticas que possam
apresentar melhores resultados de citotoxicidade para células tumorais, em doses
menores e com menores efeitos adversos. Assim, o resultado obtido por KDY3 em
apresentar uma maior reducéo da viabilidade celular em linhagem tumoral de cancer
de mama em relacdo a DOXO, sugere uma possibilidade de novo tratamento com
uma provavel dose efetiva menor do que a DOXO. Isso pode acarretar menor
possibilidade de reac6es adversas.

Uma vez que a DOXO é conhecida por causar danos cardiacos, diminuindo a
funcao cardiaca em até 11%, Chen et al. (2023) realizou ensaios de MTT para avaliar
a reducdo da viabilidade celular induzida pela DOXO em células saudaveis de
cardiomiécitos humanos da linhagem celular AC16. Os resultados demonstraram
diminuicao de 6,5%, 22,3% e 37,2% em tratamento com 0,1 uM, 0,2 uM e 0,3 puM de
DOXO, respectivamente, confirmando que DOXO induz toxicidade em células
saudaveis. Conforme foi descrito acima, um dos grandes problemas do tratamento
com a DOXO é provocar toxicidade cardiaca (DHUNGEL et al., 2024). Considerando-
se que diversos farmacos da mesma classe do KDY3 possuir o grupo farmacoforico
guinazolina ndo apresentar relatos de toxicidade cardiaca, isso pode ser considerado

uma vantagem de KDY3 em relacdo a DOXO para o tratamento do cancer de mama.

5.4.5 Avaliagdo do efeito dose-resposta de KDY3 na viabilidade celular em
linhagem n&o tumoral (J774.A1)

A avaliacdo da inibicdo de viabilidade celular em uma linhagem n&o tumoral
também foi realizada. Assim, foi utilizado a linhagem de células ndo tumorais de
macréfagos J774 para avaliar o efeito citotoxico de KDY3 nessas células. Foi realizado
tratamento com diferentes concentracdes de KDY3 (1 pM 5 pM, 7,5 uM, 10 uM, 25
MM e 50 uM) representado na Figura 18.
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Figura 18 - Dose resposta de KDY3 em linhagem ndo tumoral de macrofagos
(JTT4.AL)
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*p<0,05 tratamento realizado por 48 horas vs J774A.1. Os resultados sdo representativos de
trés experimentos independentes.

DMSO: dimetilsulfoxido; TMZ: temozolomida; DOXO: doxorrubimicina

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

O tratamento com KDY3 reduziu a viabilidade celular de JTT4.A1 em todas as
concentracfes. TMZ e DOXO também reduziram significativamente a viabilidade
celular.

Embora a seletividade seja uma caracteristica positiva em um quimioterapico,
a grande maioria dos farmacos hoje disponiveis para tratamento de cancer atinge
também as células ndo cancerosas, isso acontece também com a TMZ que embora
seja o farmaco padrdo para tratamento de GBM, apresenta, dentre alguns pontos
negativos ja citados nesse trabalho, uma toxicidade severa que desencadeia varios
efeitos adversos (RAMALHO, 2019; KADHIM, 2022). Frequentemente, até mesmo 0s
medicamentos antineoplasicos mais eficazes atualmente usados na clinica nao
permitem a cura completa de forma eficiente devido a toxicidade relacionada. A razéo
para a toxicidade esta na falta de seletividade para células cancerigenas da grande
maioria dos agentes anticancer.

A quimioterapia tradicional afeta as principais vias de sinalizagao, proliferacao
celular, sobrevivéncia, migracdo, adeséo, diferenciacdo e superexpressdo em varios
tumores solidos. No entanto, alguns tecidos saudaveis tém uma alta taxa fisioldgica

de proliferacédo e os danos as células normais ndo podem ser evitados (CATANZARO
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et al., 2020). A maioria dos agentes anticancerigenos atuais nao diferencia entre
células cancerigenas e normais, levando a toxicidade sistémica e efeitos adversos.
Uma possibilidade viavel pode ser a utilizacado de nanotecnologia, empregando
metodologias para preparar materiais e dispositivos com caracteristicas e tamanhos
anicos, muitas vezes na faixa de 1 a 100 nanémetros. As nanoparticulas poliméricas
demonstraram aumentar a biodisponibilidade do farmaco para as células cancerosas,
ao mesmo tempo em que superam a resisténcia a multiplos farmacos, proporcionando
assim uma entrega segura atraveés da circulacao sistémica e através da administracao
oral direta, se adotada (KADHIM et al., 2022; BAHJAT et al., 2022; PATRA et al.,
2018). Conforme j& foi relatado, nosso grupo de pesquisa ira pesquisar a possibilidade
de realizar a nanoestruturacdo das moléculas mais promissoras (KDY3 e KDY23) para

o tratamento do glioblastoma e cancer de mama.

5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA

5.5.1 Avaliacdo de expressdo génica das células T98G ap0s tratamento com
KDY3

Os ensaios de qRT-PCR foram realizados através da extracdo de RNA total
das células T98G tratadas com PBS, KDY3 (50 uM) e TMZ (400 uM). A Tabela 3
apresenta a quantificacdo do RNA total e os valores da razdo da absorbancia A260nm

/ A280nm, que mostram a qualidade do RNA extraido.

Tabela 3 - Quantificacdo de RNA total e razdo da absorbancia A260nm/ A280nm

Amostras Quantificagcdo RNA total Relacdo Abs 260/280
PBS 68,4 ng/pL 1,379
KDY3 76 ng/uL 1,377
T™Z 106,8 ng/uL 1,467

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Através dos ensaios de gRT-PCR foi avaliada a expressdo de genes
relacionados com a sobrevivéncia e a proliferacdo celular afim de verificar a(s) via(s)

de sinalizagcé&o que sao modificadas positiva ou negativamente apos o tratamento com
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KDY3 em células T98G. Foram avaliados 6 genes sendo um deles o normalizador
GAPDH.

Para quantificar com precisdo os niveis de mRNA em diferentes tipos de
amostras de estudo, é fundamental normalizar os dados de RT-gPCR utilizando um
gene de manutencéo apropriado como controle interno, conhecido por expressar-se
de forma estavel em todas as condi¢cBes experimentais. Esses genes sdo chamados
de normalizadores porque sua expressao permanece constante nas células ou tecidos
sob investigacdo (VERMANI; KUMAR; KUMAR, 2020). Entre muitos genes de
manutencdo, o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) tem sido amplamente
utilizado para normalizagéo de dados de expressao génica (SIKAND et al., 2012).

Além do gene normalizador GAPDH, foram avaliados os genes: EGFR, PI3K,
AKT-1, mTOR e Scr. Todos esses genes expressam proteinas relacionadas as vias
de proliferacédo, apoptose, migracdo e/ ou angiogénese celular. A hiperativacdo do
EGFR, que é amplamente encontrado na maioria dos GBMs, pode ativar Src. A
relacdo entre a ativacdo de Src e a progressao do cancer parece ser significativa e
pode ter influéncia no desenvolvimento do fenétipo metastatico (FANG, 2021; IRBY;
YEATMAN, 2000).

O receptor EGFR € um dos alvos terapéuticos mais utilizadas para bloquear a
progressado de diversos tipos de tumores malignos, incluindo cancer de pulméo,
mama, esbfago, colon, pancreas e prostata. A primeira geracédo de agentes inibidores
de tirosina quinase, gefitinib e erlotinib reduzem rapidamente o tamanho do tumor no
tratamento de cancer de pulméao de células ndo pequenas, bem como, lapatinib é
reconhecido como um inibidor duplo de EGFR e HER2 (receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano), aprovado para cancer de mama metastatico. Esses
inibidores de tirosinas quinases (gefitinibe, erlotinibe e lapatinibe) sdo competidores
reversiveis contra o sitio de ligacdo do EGFR e tém sido usados com sucesso clinico.
EGFR € um dos alvos de farmacos mais valiosos para o tratamento do cancer de
pulméo de células ndo pequenas (SUN, 2020; CUARTAS, 2021; LI, 2019).

Estudos demonstraram que a via PI3K/AKT/mTOR esta presente nos
processos biologicos de células cancerigenas, incluindo a iniciagdo, crescimento,
metastase, senilidade e morte. Ja foi demonstrado que a via PI3K/AKT contribui para
0 crescimento e a sobrevivéncia de varios tumores e que mTOR, uma das proteinas
a jusante na via PI3K/AKT, é considerada o ponto de verificagdo central para a

regulacéo negativa da autofagia (XING et al., 2023).
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Na Figura 19 podemos observar que a analise por PCR em tempo real dos
grupos tratado com KDY3 apresentou aumento expressivo no nivel de RNA
mensageiro (MRNA) em todos os genes transcritos (EGFR, PI3K, AKT-1, mTOR e
Src) de 295%, 139%, 212%, 472% e 540% respectivamente comparado ao grupo
controle (PBS). O tratamento com TMZ apresentou aumento no nivel de mRNA em
relacdo ao controle nos genes transcritos EGFR, PI3K e Src de aproximadamente
16%, 105% e 234% respectivamente, e apresentou reducéo nos niveis de mRNA nos
genes transcritos AKT-1 e mTOR de aproximadamente 25% em ambos comparados

ao grupo controle.

Figura 19 - Avaliacdo da expresséo génica dos genes EGFR, PI3K, AKT-1, mTOR e
Src apos tratamento das células T98G com KDY3
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*p<0,05 vs PBS
Legenda: (A) EGFR, (B) PI3K, (C) AKT-1, (D) mTOR, (E) Src
Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Diante dos resultados apresentados € possivel observar que KDY 3 nao reduziu
a expressao de EGFR, PI3K, AKT, mTOR e Src em relacdo ao controle PBS, o que
sugere que ndo é através da inibicdo desses genes que esta quinazolina exerce seu
mecanismo de acdo de morte celular em T98G. Em vez disso, KDY3 aumentou
significativamente a expressdo de todos os genes transcritos. Isso pode sugerir a
possibilidade de KDY3 estar atuando na inibicdo de outra via de sobrevivéncia das
células, e com isso, através de uma resposta celular compensatéria, pode estar
aumentando a expresséo da via EGFR/PI3K/AKT/mTOR como mecanismo de defesa
das células cancerigenas na tentativa de sobrevivéncia quando tratadas com KDY3.

A via RAS/RAF/MEK/ERK € uma via de sinalizac&o critica na transmisséo de
sinais das membranas para o nucleo. E assim como PI3K/AKT/mTOR, a ativacao das
vias de sinalizacdo RAS/RAF/MEK/ERK foi observada em uma grande fracdo de
canceres solidos. Ambas as vias compartilham entradas comuns e também podem
ser ativadas via RAS (Figura 20). Além disso, quando uma via € suprimida, a outra
via pode oferecer eficacia compensatoria, de forma que as vias interagem
extensivamente para regular positiva e negativamente uma a outra (MENDOZA,;
BLENIS, 2011; JOKINEN; KOIVUNEN, 2015). Uma vez que KDY3 aumentou a
expressdo génica da via PI3BK/AKT/mTOR, é possivel que seja uma resposta
compensatoria da inibicdo da via RAS/RAF/MEK/ERK.
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Figura 20 - Esquema ilustrativo da via EGFR
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Inicialmente foi avaliada apenas a via PI3K/AKT/mTOR de proliferacdo e
sobrevivéncia celular, sendo importante avaliar a atuacdo do KDY3 na reducéo da
expressdo de outros genes que atuem em outras vias importantes, como a
RAS/RAF/MEK/ERK. Essa hip6tese é possivel uma vez que as quinazolinas podem
atingir multiplos alvos intracelulares, caracteristica que possibilita a acdo do KDY3 em
outras vias de sobrevivéncia celular (PENG et al., 2016).

E bem conhecido que o EGFR é superexpresso na maioria dos glioblastomas
humanos e desempenha um papel critico na formacéo de tumores regulando a via de
sobrevivéncia PI3K/Akt/mTOR. Porém, a alta malignidade do GMB se deve
principalmente ao seu genoma altamente mutado, que € caracterizado pela
desregulacdo de muitas vias de sinalizacdo importantes envolvendo crescimento,
proliferacéo, sobrevivéncia e apoptose. E fundamental explorar novas estratégias
diagndsticas e terapéuticas que visem estas vias para melhorar o tratamento do GMB
no futuro (DAI, 2018; MAO, 2012).

O resultado do estudo da expressédo génica demonstrou que KDY3 age de
modo diferente na expressao dos genes EGFR, AKT-1 e mTOR em relacdo a TMZ.
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Isso pode ser uma vantagem de KDY3 em relacdo a TMZ, pois novas possibilidades
de tratamento através de mecanismos de acdo diferentes podem levar a diminuigéo

da resisténcia do farmaco anticancer e assim, aumentar a eficacia do tratamento.
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6 CONCLUSAO

Devido ao alto grau de malignidade e agressividade do glioblastoma multiforme
e as alternativas terapéuticas ineficazes, € de extrema importancia a busca por novas
moléculas promissoras candidatas a farmacos anticancer. O presente estudo
demonstrou que KDY3 €& uma molécula promissora visto que apresentou bons
parametros farmacocinéticos em estudos in silico e nos estudos in vitro reduziu
significativamente a viabilidade celular das linhagens U87-MG e T98G de glioblastoma
e de células MCF-7 de cancer de mama. Tais resultados foram obtidos em
concentracfes mais baixas que TMZ e DOXO, que séo farmacos de referéncia para
o tratamento do glioblastoma e cancer de mama. Além disso, KDY3 age de modo
diferente na expressdo dos genes EGFR, AKT-1 e mTOR em relacdo a TMZ. Isso
pode ser uma vantagem em relacdo a TMZ, pois novas possibilidades de tratamento
podem levar a diminuicao da resisténcia do farmaco anticancer e assim, aumentar a
eficicia terapéutica.

Os resultados obtidos neste estudo contribuiram para a concessdo de uma
patente das moléculas KDY3 e KDY23 (BR1020240191927) (Apéndice B). Portanto,

esse registro evidencia a relevancia cientifica e tecnoldgica deste estudo.
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Thtulo da Invengio ou Modelo de DERIVADOS DE 2-ANILINOQUINAZOLINA PARA PREPARAGCAO

Utilidade (54):
Resumo:;

Figura a publicar:

DE FARMACQ PARA TRATAMENTO DE GLIOBLASTOMA E
CANCER DE MAMA

Esta invengao refere-se ao produto da sintese de derivados 2-
anilinoquinazolinas cuja denominagao IUPAC é 8,7-dimethoxy-N3-[4-
(1H-pyrazol-1-yl)phenylJnaphthalene-1,3-diamine com efeito
antitumoral para tratar de cancer cerebral do tipo glioblastoma e
também de cancer de mama. Também se refere ac produto da
sintese de derivados 2-anilinoguinazolinas cuja denominacgao IUPAC
& 6,7 dimethoxy-2-(4-benzyloxyanilino)-4-quinazolamine para tratar
de céncer cerebral do tipo glioblastoma e também de cancer de
mama. Os produtos derivados da sintese de derivados 2-
anilinoquinazolinas foram selecionados apds estudos
computacionais considerando parametros farmacocinéticos
satisfatdrios. Os produtos sintéticos apresentaram, além de efeito
citotoxico em linhagens tumorais, efeitos diferentes nas vias de
proliferagao e sobrevivéncia celular daquele demonstrado pelos
farmacos de referéncia para o tratamento desses tipos de cancer.
Portanto, os produtos sintéticos requeridos nesta invengao
apresentam mecanismos de agdo diferentes do farmaco de
referéncia, acarretando em novo tratamento para cancer cerebral do
tipo Glioblastoma e o cancer de mama. Os tratamentos
farmacologicos para cancer cerebral do tipo glioblastoma sao
normalmente ineficazes o que diminui a sobrevida dos pacientes,
assim novas possibilidades de tratamentos farmacologicos sdo
extremamente necessarios.
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