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RESUMO

Com a estimativa de 704 mil novos casos diagnosticados no Brasil até 2025, o
cancer apresenta-se atualmente como uma das doencas com maior prevaléncia
mundial. Os tumores que afetam o Sistema Nervoso Central (SNC), como os
gliomas, possuem uma elevada taxa de mortalidade, dentre esses, o glioblastoma
€ o0 tipo mais corriqueiro em adultos, com uma taxa de sobrevivéncia dos
pacientes de apenas 5% em até 5 anos. Apesar da crescente evolucdo das
pesquisas envolvendo a busca para o tratamento desses casos, a melhora dos
quadros clinicos de gliomas ainda permanece insatisfatéria. Com o objetivo de
contornar esse problema, a busca por novas substancias com atividade
antineoplasica tem crescido, pesquisas realizadas com a isatina e seus derivados
tém apresentado uma notavel capacidade de inibir o crescimento de células
cancerosas sem afetar o desenvolvimento normal das células saudaveis. Dentre
essas, 0 derivado sintético de N-metil-isatina (CH3ISACN), um derivado sintético
da isatina, é apresentada como como uma molécula promissora, com atividades
antitumorais em modelos de cancer hepatocelular e de pulméo ja documentadas.
O presente estudo teve como obijetivo investigar a atividade antitumoral da
substancia CHs3ISACN, em modelos experimentais de glioblastoma humano, com
a realizacdo de ensaios de viabilidade celular utilizando as linhagens celulares
U87 e U373-MG e investigacao do mecanismo de acao da CHs3ISACN utilizando
bloqueadores farmacoldgicos. Nos ensaios de citotoxicidade, foi verificado que a
CHsISACN foi citotéxica para as células U373 e U87-MG, com as Clso de 24,26 e
24,23 uM, respectivamente. O indice de seletividade da substancia foi calculado
a partir da Clso da célula ndo tumoral embrionaria humana (HEK-293),
constatando que a CHs3ISACN é 3 vezes mais seletiva para as células tumorais.
No ensaio utilizando microscopia confocal, foram verificadas as morfologias das
células tumorais U87-MG, na concetracdo de 24 pM, indicando apoptose como o
tipo de morte das células tumorais tratadas com o derivado da isatina. A
CHsISACN, foi capaz de diminuir a formacgéao de novas colbnias de células U87-
MG, além de ser capaz de desintegrar os esferoides (modelo de cultura 3D),
diminuindo a area do esferdide para zero. Foi realizada investigacdo da via de
sinalizacao de morte celular, por ensaio com bloqueadores farmacologicos e por
docking molecular, e as vias muscarinicas e glutamatérgicas nao participam do
mecanismo de acdo da substancia, ja no modelo do docking molecular, a via das
MAPKs foi verificada e a substancia possui uma interacdo favoravel com a
proteina ERK.

Palavras chaves: Isatina. Cancer. Gliomas. U87-MG
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ABSTRACT

With an estimated 704,000 new cases diagnosed in Brazil by 2025, cancer is
currently one of the most prevalent diseases worldwide. Tumors that affect the
Central Nervous System (CNS), such as gliomas, have a high mortality rate,
among these, glioblastoma is the most common type in adults, with a patient
survival rate of just 5% in up to 5 years. Despite the growing evolution of research
involving the search for the treatment of these cases, the improvement in the
clinical conditions of gliomas still remains unsatisfactory. In order to overcome
this problem, the search for new substances with antineoplastic activity has
grown, research carried out with isatin and its derivatives has shown a
remarkable ability to inhibit the growth of cancer cells without affecting the normal
development of healthy cells. Among these, the synthetic derivative of N-methyl-
isatin (CH3ISACN), a synthetic derivative of isatin, is presented as a promising
molecule, with antitumor activities in hepatocellular and lung cancer models
already documented. The present study aimed to investigate the antitumor
activity of the substance CH3ISACN, in experimental models of human
glioblastoma, by carrying out cell viability assays using the U87 and U373-MG
cell lines and investigating the mechanism of action of CH3ISACN using
pharmacological blockers. In cytotoxicity assays, it was verified that CH3ISACN
was cytotoxic to U373 and U87-MG cells, with IC50 of 24.26 and 24.23 pM,
respectively. The selectivity index of the substance was calculated based on the
IC50 of the human embryonic non-tumor cell (HEK-293), finding that CH3ISACN
is 3 times more selective for tumor cells. In the assay using confocal microscopy,
the morphologies of U87-MG tumor cells were verified at a concentration of 24
MM, indicating apoptosis as the type of death of tumor cells treated with the isatin
derivative. CH3ISACN was able to reduce the formation of new colonies of U87-
MG cells, in addition to being able to disintegrate the spheroids (3D culture
model), reducing the spheroid area to zero. An investigation of the cell death
signaling pathway was carried out, through testing with pharmacological blockers
and molecular docking, and the muscarinic and glutamatergic pathways do not
participate in the substance's mechanism of action. In the molecular docking
model, the MAPKs pathway was verified and the substance has a favorable
interaction with the ERK protein.

Keywords: Isatina. Cancer. Gliomas. U87-MG
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma das doencas mais prevalentes no mundo, estima-se que
até 2025 cerca de 704 mil pessoas sejam diagnosticadas no Brasil (INCA,2022).
Além disso, aproximadamente, 9,6 milhdes de pacientes no mundo foram a 6bito
no ano de 2022 acometidos pela doenca. Portanto, ela é caracterizada pela
rapida proliferacéo de células andmalas nas quais crescem e se expandem além
do seu limite, dessa forma, podendo afetar diversas partes do corpo humano
(OPAS, 2024).

Os tumores do Sistema Nervoso Central sdo solidos, geralmente sao
descobertos durante a infancia e tem uma alta taxa de mortalidade (DA SILVA,
2020). Os gliomas sdo tumores primarios, com alto grau de mortalidade e
representam mais de 70% das neoplasias do SNC (DOS SANTOS, 2021).
Epidemiologicamente, o tipo mais frequente de glioma em adultos é o
glioblastoma, que segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
corresponde ao grau IV, compreendendo 15% dos tumores primarios do SNC e
a 55% de todos os gliomas. A incidéncia de glioblastoma é de 3,19 para 100.000
com uma sobrevida maxima de 5 anos para menos que 5% dos casos
(VIGNESWARAN, et. al., 2015).

Mesmo com 0s avangos no tratamento, a melhoria dos quadros clinicos
de gliomas ainda néo é satisfatoria. Atualmente o tratamento mais convencional
vem sendo a recessdo cirdrgica maxima, acompanhada da quimioterapia e
radioterapia (DOS SANTOS, 2021). Ainda ha uma grande dificuldade na
administracdo eficiente de agentes terapéuticos através da barreira
hematoencefalica e isso dificulta o tratamento dessas doencas presentes no
SNC (WANG, et. al., 2017).

Dessa forma, a busca por novos medicamentos contra neoplasias se
tornou constante devido ao aumento significativo no nimero de novos casos
nos ultimos anos (DA ROCHA, 2018). Nesse contexto, foi evidenciado um
crescimento na producdo de novas substancias sintéticas com o intuito de
promover um melhor tratamento para diversas doencas.

Os derivados da Isatina com o nucleo 3-hidroxi-2-oxindola-3-
substituidos, sdo ditas substancias privilegiadas, por possuirem diversas

atividades farmacolbgicas, entre elas a atividade antineoplasica
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(PEDDIBHOTLA, 2009). A CHS3ISACN €& uma substancia promissora,
sintetizada através de uma reacéo de adicdo chamada Morita-Baylis-Hillman, a
qual gera compostos polifuncionalizados. Esta compreende uma reacao rapida,
que produz essa substancia em um tempo de aproximadamente 40 minutos e
com um alto rendimento de cerca de 99% (LIMA JUNIOR et. al., 2016).

Adicionalmente, varios trabalhos com a isatina e derivados apontaram
que essas substancias se apresentam como fortes candidatas a agentes
antineoplasicos (PEDDIBHOTLA, 2009), tendo em vista que um derivado da
isatina com o0 nucleo 3- hidroxi-2-oxindola-3-substituidos possuem atividade
antitumoral ja comprovada em modelos de cancer de adenocarcinoma de
pulm&o, carcinoma hepatocelular (FRANZ, et. al., 2007).

Dessa forma, sabendo que o cancer é um problema de saude publica,
com altas taxas de mortalidade, e que o tratamento ainda esta associado com
alta toxicidade e resisténcia, e considerando os efeitos ja descritos de derivados
da isatina, o presente trabalho avaliou a atividade antitumoral do derivado
sintético N-metil-isatina (CH3ISACN) em linhagens tumorais humanas de

glioma.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Substancias Sintéticas

2.1.1 Sintese organica

Nos dias de hoje, os produtos naturais continuam sendo 0s meios mais
utilizados como forma de tratamento em diversas doencas, sendo estes umas
das fontes de pesquisa para novos agentes terapéuticos, tais como
medicamentos fitoterapicos ou ainda utilizando os principios ativos isolados que
possam ser usados na producdo de novos medicamentos (CASANOVA, et. al.,
2019)

Contudo, uma problemética no uso de produtos naturais e derivados se
d& uma vez que esses principios bioativos séo isolados de maneira lenta e em
baixa quantidade, dificultando assim a pesquisa de novas drogas. Com isso, as
substancias sintéticas passaram a ter grande importancia no planejamento de
novos medicamentos. Assim, a sintese organica cresceu muito nos Ultimos anos,
sendo responsavel, hoje, pela grande quantidade de novos farmacos e varios
candidatos a farmacos (SANGI, et.al., 2016)

A atuacdo da sintese organica vem crescendo juntamente com a quimica
medicinal na inddstria farmacéutica, no que diz respeito a producéo e pesquisa
de novos medicamentos, além de sua seguranca e eficacia. E isso também
favorece na diminuicdo do tempo da pesquisa, visto que a sintese organica
demanda um tempo menor para garantir a producao de moléculas (PRAJAPAT,
et.al., 2017).

A sintese organica tem tido grande importancia no desenvolvimento de
novos farmacos, tornando-os mais seletivos aos alvos e proporcionando um
melhor rendimento. Através de modificaces moleculares € possivel deixar o
principio ativo mais estavel, e dessa forma apresentar melhor acdo bioldgica
(LEITE et al, 2015).

2.1.2 Isatina e seus derivados.

Os compostos heterociclicos sdo bastante notaveis na area da quimica

devido a sua capacidade de gerar novas substancias a partir da substituicdo de
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atomos de carbono por heteroatomos. Ainda, esses compostos sdo capazes de
desencadear diferentes respostas farmacoldgicas, 0 que incentiva 0s
pesquisadores a criarem compostos hibridos e explorarem suas propriedades
medicinais. (Rajarshi., et al. 2020)

A isatina é um alcal6ide natural encontrado em diferentes organismos, em
sua estrutura esta presente o nucleo indol, esse que possui boa estabilidade e
possibilita a isatina uma gama de alteracdes em sua estrutura. Esse ndcleo é
uma molécula heterociclica de natureza aromética e biciclica plana, seu anel
benzeno liga-se pelas posi¢cdes 2 e 3 ao anel pirrol, que contém nitrogénio.
Ainda, este composto sofre facilmente reacBes de substituicdo eletrofilica, por
isso € muito utilizado por quimicos para introducao de grupos farmacoforicos na
sua composi¢do, uma vez que quase todas as posi¢cdes da molécula podem ser
modificadas. (Melis et al., 2017; Ding et al., 2020)

A estrutura da isatina é bastante versatil, sendo precursora de diferentes
derivados com uma ampla gama de propriedades biolégicas e farmacoldgicas,
como antimalarica, antidiabética, anti-inflamatéria, analgésica, antimicrobiana,
entre outras. Dessa forma, visando a obtencdo de diversificadas estruturas,
podem ser empregadas diferentes reacdes quimicas para obtencdo desses
derivados. (Thakur et al., 2019; Lahari et al., 2020; Toumi et al., 2021)

2.1.3 Reacgéo de Morita-Baylis-Hilman

A reacdo de Morita-Baylis-Hilman, foi originada em 1968 com Morita
descrevendo a reacdo de aldeidos com acrilatos (MORITA; SUZUKI; HIROSE,
1968), em 1972 Baylis e Hillman complementam essa reagdo com acoplamentos
catalisados entre alcenos ativados e aldeidos. Atualmente, essa constitui uma
das mais Uteis e populares reagdes de ligacdo carbono-carbono. Por meio desta,
cria-se um centro quiral, no qual permite a sintese de valiosos compostos, devido
suas abundantes funcionalidades, os ditos AMBH (adutos de Morita-Baylis-
Hilman). (PELLISSIER, 2017).

Os derivados da Isatina com o nacleo 3-hidroxi-2-oxindola-3-substituidos,
sdo ditas substancias privilegiadas, por possuirem diversas atividades
farmacolodgicas, particularmente a antitumoral. LIMA-JUNIOR (2016) descreve a
atividade citotoxica de trinta e quatro AMBH, dentre esses se destaca o
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composto 2-(3-hidroxi-1-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila, também chamado
por CH3ISACN, esse derivado da isatina € uma substancia promissora,
sintetizada através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman, ocorrendo em um curto
periodo reacional, de aproximadamente 40 minutos, que produz essa substancia

com um alto rendimento, cerca de 99% (Santos, 2009).

2.1.3 Atividade antitumoral da isatina

A pesquisa nesse campo tem revelado que a isatina e seus derivados
apresentam uma notavel capacidade de inibir o crescimento de células
cancerigenas em diversos tipos de tumores. Ainda, alguns estudos indicam que
a isatina pode atuar de forma sinérgica com outros agentes quimioterapicos,
potencializando sua eficacia e reduzindo a resisténcia das células cancerigenas
aos tratamentos convencionais. Assim, tal capacidade de sensibilizar as células
tumorais frente aos tratamentos ja existentes € extremamente promissora no
campo da oncologia. (Busto et al., 2022)

Outro aspecto positivo do uso da isatina como substancia antitumoral é
sua relativa seletividade, ou seja, sua capacidade de atingir seletivamente
células cancerigenas sem afetar, significativamente, as células saudaveis
circundantes. Isso reduz os efeitos colaterais associados aos tratamentos
convencionais contra o cancer, melhorando assim a qualidade de vida dos
pacientes. (Ding et al., 2020)

Contudo, mesmo com avang¢os promissores, ainda h& desafios no
desenvolvimento e utilizagdo clinica da isatina como um agente antitumoral, mais
estudos sdo necessarios para elucidar completamente seus mecanismos de
acao, otimizar sua eficacia e garantir a seguranca do seu uso aos pacientes. No
entanto, os resultados obtidos até 0 momento indicam que a isatina tem potencial
para se tornar uma importante adicdo ao arsenal terapéutico contra o cancer
(Kakkar, 2019).

2.2 Atividade antitumoral

2.2.1 Aspéctos gerais do cancer
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A proliferacdo celular € um processo natural e de suma importancia para
a manutencao e desenvolvimento da vida, na homeostase as células do corpo
se multiplicam de maneira controlada por diversos sinais reguladores o quais séo
responsaveis pelo equilibrio apropriado tanto da divisdo celular, quanto da
apoptose, que é a morte programada da célula (AlBedeary; Getta; Al-Sharaf,
2020) (Morana; Wood, 2022).

Todavia, esse equilibrio pode ser alterado por diversos fatores, levando
ao aparecimento dos tumores (Smith, et al., 2020). Os tumores podem ser
dividos em benignos e malignos (Baloch et al. 2022). Os tumores benignos
apresentam delimitacbes bem marcadas, estdo presentes apenas no tecido de
origem e células bem semelhantes as do tecido local (Boutry et al. 2022).

Em contra partida, os tumores malignos se apresentam como uma massa
de células anormais, geneticamente modificadas, com uma capacidade absurda
de invasao de tecidos subjacentes, ou ainda para tecidos mais distantes,
processo esse denominado de metastase (Galon; Lanzi, 2020).

Dessa forma, o cancer pode ser entendido como um conjunto de doencas
que se caracteriza pela rapida proliferacdo de celllas, acarretada por um
descontrole e mutacdes nos genes codificadores de protéinas envolvidas nos
processos de divisdo celular (PEREIRA, 2019; BERNARDES, 2019).

Segundo a OMS, ainda € uma das principais causas de morte em todo o
mundo, ocupando hoje o segundo lugar no ranking das doencas que mais
matam. Estima-se que cerca de 9,6 milhdes de pessoas morreram dessa doenca
somente em 2018, e o0 seu desenvolmimento ainda esté ligado a fatores como o
tabagismo, consumo de &lcool e uma dieta ndo balanceada (OPAS, 2020).

No Brasil, foram notificados cerca de 704.080 casos da doenga somente
em 2022, sendo mais prevalente o cancer de prostata em homens e o0 de mama
em mulheres. E a estimativa € que até o ano de 2025 mais 704 mil casos serdao
diagnosticados (Inca, 2022).

Podem-se citar diversos tipos de canceres, como carcinomas , que Sao 0s
timpos mais comuns e sdo originados de celulas epiteliais a exemplo do cancer
de tiredide (Prete et al. 2020); os sarcomas, que sao originarios de tecidos moles
e 0sseos (Kohlmeyer et al.2020); as leucemias, as quais se originam de células
sanguineas (Nemkov; D’alessandro; Reisz, 2019), e também os tumores do

sistema nervoso central como os gliomas (Sledzinska et al. 2021).
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Mesmo com varios tipos de canceres diferentes, as células tumorais
apresentam caracteristicas comuns entre si, chamadas de hallmarks do cancer
(L6pez-Otin et al. 2023) sao elas: sinalizacdo proliferativa sustentada;fuga de
supressores do crescimento; reprogramacao epigenética ndo mutacional;
evasdo da destruicdo imune; habilitacdo para imortalidade replicativa;
inflamacé&o promotora do tumor; microbiomas polimérficos; ativacdo da invasao
e metastase; inducdo ou acesso a angiogénese; células senescentes;
instabilidade genémica e mutacéo; resisténcia a morte celular; desregulacdo do
metabolismo celular; e desbloqueio da plasticidade fenotipica (Hanahan, 2022)
(Figura 1).

Figura 1: Caracteristicas bioldgicas do cancer.
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Fonte: adaptado de Hanahan (2022).

Uma série de eventos moleculares estdo associados diretamente com a
tranformacéo de células sadias em células anébmalas, esses eventos alteram a
o ciclo de vida dessas células e seus mecanismos de proliferacdo, e a esse

processo se da o nome de carcinogénese, através das etapas de iniciagao,
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promocao e progressao (Giatagana et al. 2021).

Com altas taxas de mortalidade e morbidade, ainda se encontra
dificuldades para o tratamento dessa doenca, sendo 0S mais comuns a
combinagcdo de cirurgia, radioterapia, quimioterapia e imunoterapia (HUSE &
HOLLAND, et.al., 2010). Por isso, é de grande importancia a busca de

tratamentos alternativos.

2.2.2 Gliomas

Os tumores primarios do sistem nervoso central (SNC) compreendem
cerca de 2% dos tumores primarios e levam a o6bito cerca de 7% das pessoas
com cancer antes dos 70 anos de vida. A incidéncia total de tumores primarios
do SNC é aproximadamente 18,7 para 100.000 pessoas nos Estados Unidos, e
7 para 100.000 pessoas nos demais paises do mundo (Theeler et al.,2012;
Vigneswaran et al., 2015).

No Brasil, de acordo com o Isntituto Nacional do Cancer (INCA), a cada
ano sao diagnosticados cerca de 11.100 tumores do sistema nervoso central,
em geral a probabilidade de se densenvolver um tumor desse tipo € inferior a
1%, e sdo mais comuns em mulheres que homens.

Esses tumores se originam tanto no cérebro quanto na medula espinhal e
podem ser benignos ou malignos (Ostrom et al. 2019). Esses tumores podem se
originar de células da glia, como os gliomas (Youssef; Miller, 2020); de células
meningeais, 0s meningiomas (Maggio et al. 2021) e tumores neuroectodérmicos
primitivos, os meduloblatomas (Orr, 2020).

Os gliomas sao tumores que se originam das chamadas células da glia,
que sdo céluas de suporte, eles podem ser formados em diferentes areas do
cérebro, com um alto grau de invasdo (Yang et al. 2022). Eles podem ser
divididos em quatro graus, de acordo com a severidade: graus | e Il, astrocitoma,
oligodendroma ou oligoastrocitoma; grau I, anaplastico
astrocitoma/oligodendroglioma; grau IV, glioblastoma (Zhang et al. 2015).

As neoplasias do tipo glioblastoma caracterizam-se como tumores
extremamente invasivos e fatais, formados a partir de células astrocitarias que
correspondem a uma das principais causas de morte relacionadas ao cancer em

ambas as populag¢des adulta e infantil. Pacientes com esses tipos de tumores
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apresentam uma sobrevivéncia média de 12 a 15 meses (Huse & Holland et al.,
2010).

O tratamento desse tipo de tumor inclui uma combinacdo de cirurgia,
terapia de radiacao e quimioterapia, contudo s6 oferecem efeitos paliativos para
a sobrevivéncia (Xu et al. 2020). Apesar de muito conhecimento do
microambiente tumoral, e de toda biologia conhecida desses tumores, 0s

gliomas ainda séo tumores incuraveis (Watowich; Gilbert; Larion, 2023).

2.2.3 Apoptose

As células presentes no corpo humano apresentam diferenciadas vias de
sinalizacdes das quais promovem inducdo a sua morte, dentre elas temos a
apoptose. E caracterizada por apresentar um programa fortemente regulado e
evolutivamente conservado para prover a destrui¢cao da célula, sendo primordiais
para desempenho de funcdes a exemplo da embriogénese, a homeostase do
tecido adulto e principalmente de supressor de possiveis células tumorais. Logo,
€ uma resposta fisiolégica normal de morte celular do organismo podendo ser
desencadeada por diferentes fatores como infec¢des, danos, tratamentos com
uso de drogas citotdxicas ou radioterapias (Morana; Wood; Gregory, 2022).

A morfologia das células é especifica do processo podendo apresentar
um encolhimento celular, condensacéo da cromatina nuclear, fragmentacdo do
DNA e formacao de corpos apoptoéticos. Essas modificacfes estruturais ocorrem
em decorréncia do processo da ativagao das caspases, nas quais sao proteases
que se fragmentam em proteinas essenciais para a estrutura e funcionamento
celular (Saraste; Pulkki, 2000).

A via de sinalizacéo envolvida na ativacao das caspases é bem definida,
acontecendo pela via intrinseca ou extrinseca (Figura 2). A primeira citada é
ativada através de estresses internos dos quais ocasionam danos ao DNA ou
acumulos de proteinas anormais (Alberts et al., 2015). Dessa maneira, as
proteinas da Familia Bcl-2 presentes na via sdo responsaveis por regular a
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial, apresentando membros
anti e pré-apoptéticos. Eles sado inibidores de atividade uns dos outros, logo,

quando um esta ativado inibe a acdo do outro, regulando a via. Nesse contexto,
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qguando a célula sofre danos intracelulares, as proteinas pré-apoptose séo

ativadas neutralizando as anti fazendo com que haja a liberacéo das BAX e BAR,

as quais promovem permeabilidade a liberacdo de citocromo C ativador da

caspase-9, por fim, quando ativada induz a morte celular (Carneiro; El-Deiry,

2020).

Por outro lado, a via extrinseca, pode ser desencadeada por estimulos

externos, ou seja, na superficie celular. Esses estimulos ativam receptores de

fatores de morte, como Fes e TNF, através de ligantes como CD95FasL, TNF e

TRAIL (Boice; Bouchier-Hayes, 2019). Esses, sdo responsaveis por ativar o

complexo de sinalizacéo de recrutamento do Dominio de Morte Associado a FAD

(FADD) que induz ativacdo da caspase-8 levando a morte celular (Voss;

Strasser, 2020).

Figura 2: Representacéo da via de sinalizagéo celular intrinseca e extrinseca.
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Portanto, o papel apoptético da célula vem sendo associado cada vez mais ao

cancer, iIsso ocorre porgue as celulas cancerigenas adquiriram com as mutacdes
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génicas resisténcia aos mecanismos indutores que levam a morte

promovendo fracasso aos tratamentos (Morana; Wood; Gregory, 2022).

2.2.4 Linhagens Celulares

As linhagens celulares comumente s&o utilizadas como uma alternativa
interessante para compreender processos farmacodinamicos, como
especificidade de drogas aos receptores e sinalizacéo celular, além de serem
Uteis em ensaios de citotoxicidade utilizando biocompostos ativos,
medicamentos, compostos sintéticos e nanocompostos (ARBO et al., 2015).

A linhagem celular U87 MG (ATCC® HTB-14), é uma linhagem humana
utilizada como modelo experimental de glioma grau IV (glioblastoma). Essa
linhagem tem capacidade aderente, além de formar esferas nas quais contem
células-tronco tumorais, e que séo responsaveis pela formacao de tumores com
as caracteristicas tipicas dos glioblastomas humano (YU, et. al., 2008).

Nessas células foram identificadas a presenca de genes para receptores
Toll-like do tipo TLR2 e TLR4 bem como a co-expressdo de genes para as
proteinas imunes CD14 e MyD88, o que pode relacionar um processo
inflamatério com resposta imune no SNC (MALVANDI, MEHRZAD &
MOGHADDAM, 2011). Além de indicar a presenca de receptores para
progesterona (PR) como sendo importantes para o desenvolvimento do tumor
(GONZALEZ-OROZCO, et. al., 2018).

A linhagem U-373 MG (ATCC® HTB-17) é uma linhagem humana de
glioblastoma-astrocitoma derivada de tumor maligno. Essa linhagem apresenta
alguns receptores de membrana especificos, tais como o receptor taquicinina
NK1, especifico para a substancia P (HEUILLET et. al., 1990), além de receptores
muscarinicos que modulam canais para potassio ativados pelo célcio (tipo BK)
(BORDEY et al., 2000).

23



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antitumoral e mecanismo de a¢éo do derivado sintético de
N-metil-isatina (CH3ISACN)

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar da atividade citotdxica in vitro da substancia sintética CH3ISACN
em células tumorais de glioma U87 e U373-MG;

e Avaliar a citotoxicidade de CH3ISACN em linhagem de celulas sadias
HEK-293 (renal);

e Determinar o indice de seletividade (IS) da CH3ISACN;

e Avaliar o tipo de morte induzido pela CH3ISACN (Apoptose ou necrose)
em células U87-MG;

e Avaliar a formacdo de colonias da linhagem U87-MG pelo ensaio
clonogénico;

e Avaliar a atividade de CH3ISACN em cultura celular 3D das células U87-
MG (esferdides);

e Avaliar o mecanismo de acdo de CHsISACN nas células U87-MG
utilizando bloqueadores farmacoldgicos;

e Determinar o valores de energia de ligacao e os encaixes 2D e 3D entre
CHs3ISACN e as estruturas cristalograficas das Proteinas Cinases
Ativadas por Mitégenos (MAPKSs), da Proteina Cinase B (PKB/AKT) em
células U87-MG.
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6. Material e método

6.1 Locais de Pesquisa

As atividades foram desenvolvidas no Laboratorio de Ensaios
Toxicologicos (LABETOX) — CCS/UFPB e no Laboratério de Cultivo Celular em
colaboracdo com o Prof. Dr. Demétrius Araujo (CBiotec-UFPB). O docking
molecular foi realizado no Laboratdrio de Quimioinformética localizado no
IPeFarM/UFPB em colaboracdo com a profa. Dra. Luciana Scotti, prof. Dr.

Marcus Tullius Scotti e a Me. Natalia Ferreira de Sousa.

6.2 Material

6.2.1 Substancias e reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: azul de tripan (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), solugéo fosfato tamponada (PBS) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), dimetilsulféxido (DMSQO) (Dinamica®,
Indaiatuba, S&o Paulo, Brasil), brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazodlio (MTT) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA), meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA),
Lglutamina (Nutricell®, Campinas, Sado Paulo, Brasil), soro fetal bovino (SBF)
(GIBCO®, 69 Grand Island, New York, EUA), solucéo estabilizada de penicilina
(100 Ul/mL) - estreptomicina (100 pg/mL) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri,
EUA), iodeto de propideo (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA),
anexina VFITC (Thermo Fisher®, Rochester, New York, EUA), tripsina 0,25%
com &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (GIBCO®, Grand Island, New York,

EUA) e violeta de genciana.

6.2.2 Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: centrifuga Rotina 380R
(Hettich®, North Rhine-Westphalia, Alemanha), microscopio invertido Nikon
eclipse TS100 (Olympus®, Téquio, Japdo), balanca analitica eletrbnica SHI-
AUW?220D (Shimadzu®, Sao Paulo, Brasil), cabina de fluxo de ar laminar vertical
Aeolus V (Telstar®, Sao Paulo, Brasil), incubadora de CO2 MCO-18ACL-PA
(Panasonic®, Osaka, Japéao), leitor de multideteccdo Synergy HT (BioTek®,
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Vermont, EUA), autoclave vertical linha CS-A (Prismatec®, Sdo Paulo, Brasil),
estufa de secagem (DeLeo® equipamentos laboratoriais, Rio Grande do Sul,
Brasil), microscopio confocal de varredura a laser (Leica®, Hesse, Alemanha),
banho- 70 maria AQUAIline (LAUDA®, S&o Paulo, Brasil), geladeira DFN49
(Eletrolux®, Parand, Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-Wirttemberg,

Alemanha), microscopio estereoscopio.
6.2.3 Substancia teste

O derivado da isatina 2-(3-hidroxil-metil-2-oxoindolin-3-il) acrilonitrila,
também chamado de CHsISACN (figura 1) foi sintetizado e cedido pelo
Laboratdrio de Sintese Organica Medicinal da Paraiba (LASOM-PB), coordenado
pelos professores Dr. Claudio Gabriel Lima Juanior e Dr. Méario Luiz Aradjo de

Almeida Vasconcellos, do departamentode Quimica da UFPB.

Figura 3: Estrutura quimica de CH3ISACN.
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Fonte: LIMA-JUNIOR et al., 2016

A substancia foi preparada utilizando DMSO (Dimetilsulfoxido) e estocada
como uma solugdo mé&e de concentracdo 2 Mm em PBS. E diluidas nas
concentracOes desejadas antes de cada experimento utilizando tampao fosfato
(PBS).

6.2.4 Linhagens celulares

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizadas as linhagens celulares:
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U87-MG (glioma grau IV humano), U373-MG (glioma grau Ill humano) e HEK-
293 (renal-embrionaria).

As células de linhagem neuronal de glioma U373 e U87-MG e a linhagem
nao tumoral HEK-293 foram alocadas e mantidas aderidas em garrafas de cultivo
celular (T-25), com meio de cultura DMEM high glucose (Sigma Aldrich)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% (v/v) de antibidtico
penicilina/estreptomicina, 1% (v/v) de L-Glutamina, além de manter o Ph do meio
em 7,4. As garrafas foram incubadas a 37°C em uma estufa de cultivo celular
devidamente umidificada, apresentando 5% de CO2 e 95% de O2. Por fim, a
confluéncia celular das garrafas foi monitorada por microscopia éptica até atingir
80%. ApoOs isso as células foram centrifugadas a 1400 rpm por 4 minutos e
ressuspensas em meio suplementado para a contagem em camera de
Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada usando o corante azul de tripan e a

concentracdo celular ajustada para 1 x 10”4 células/mL.

6.3 Método
6.3.1 Ensaio de Viabilidade Celular MTT

As células de glioblastoma e a linhagem ndo tumoral foram semeadas em
placas de 96 pocos e mantidas por24 horas na incubadora de cultivo, em
condicbes padroes e com volume de 100 pL de meio DMEM high glucose
completo, na densidade de 1x10”"4 células por pogo.

Apoés as 24 horas, foi adicionado 100 uL de meio completo em solugéo
com as concentragbes da CH3ISACN e demecolcine, como controle positivo foi
utilizado um agente permeabilizante de membranas, o triton-x 1%, ja no controle
negativo foi usado o proprio meio. Passadas mais 24 horas, o sobrenadante foi
removido e no lugar foi adicionado 100 pL de MTT na concentracao de 5 mg/ml,
incubado por 4 horas na auséncia de luz. Apés as 4 horas, o MTT foi removido
e adicionados 100 pL de DMSO para solubilizagéo dos cristais de formazan. As
densidades opticas foram medidas usando um leitor de microplacas em A =
570 nm e usado para calcular a Clso (concentracdo inibitéria média). Para cada
linhagem celular, foram realizados trés experimentos em triplicata.

O indice de Seletividade (IS) foi determinado de acordo com a férmula:
IS = Clso da linhagem celular ndo tumoral (HEK-293)/Clso da linhagem celular
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tumoral.

6.3.2 Analise morfolégica de células U87-MG por microscopia confocal
apos coloracdo com laranja de acridina e iodeto de propidio

Neste ensaio, foi realizada a analise morfologica de células U87-MG apds
tratamento com a CH3ISACN. As células foram coradas com laranja de acridina
(LA) e IP. LA é um corante metacromético, permeével as membranas celulares,
que possui afinidade por &cidos nucleicos (Gao et al., 2020). Células viaveis séo
coradas em 77 verde, por ligacdo do LA ao RNA citoplasmatico e nuclear (Bankd
et al., 2021). Para isto, as células U87-MG foram plaqueadas (1 x 10"
células/mL) em placas de 24 pocos e incubadas com a CH3ISACN (24 pM/mL,
correspondente a Clso) ou demecolcine 0,05 pM, correspondente a Clso,
dissolvidos em DMSO a 0,2%, por 24 h. Apos este periodo de tratamento, as
células foram coletadas e centrifugadas (500 x g, 20 °C, 5 minutos),
ressuspensas em PBS e coradas com LA (1 mg/mL) e solugédo de IP (10 pg/mL).
As células coradas foram observadas sob um microscépio confocal de varredura
a laser (Sousa et al., 2023). O critérios estabelecidos foram: a) células viaveis
eram aquelas que possuiam nucleo verde claro e estrutura intacta; b) células
apoptoéticas precoces (iniciais), possuiam nucleo verde brilhante, mostrando
cromatina em condensacao; c) células apoptéticas tardias, mostrando areas
alaranjadas densas (coradas em verde e vermelho) de condensacdo da
cromatina e formacao de bolsas apoptéticas (blebs) da membrana; d) e células
necréticas ou mortas, coradas apenas em vermelho (Robbins, Marcus, 1963;
Renviosé et. al., 1998; Tan et al., 2019). Foram realizados trés experimentos

independentes em duplicata.

6.3.3 Ensaio de formacéo de colbnias

As céluas U87-MG foram cultivadas foram semeadas em baixas
densidades em placas 24 pocos, tratadas com diferentes concentracdes (12 e
24 uM/mL) de CHsISACN e incubadas por aproximadamente 7 dias em estufa a
37°C com 5% de CO2, havendo manutencdo com trocas de meio de cultura em
dias alternados. ApoOs esse periodo, os pocos foram lavados com PBS e as

células fixadas com metanol 100% e entdo coradas com solucdo de violeta
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genciana (FRANKEN et al., 2006). As placas foram avaliadas em microscoépio
Otico e estereoscopico, onde os pocos foram fotografados e as colbnias
formadas, com no minimo 50 células, foram contadas com ajuda do software
Image J (NIH, EUA). Droga padrédo como demecolcine foi utilizada como controle

positivo, nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

6.3.4 Ensaio com os bloqueadores farmacoldgicos

As células U87-MG foram semeadas em placas de 96 pocos e mantidas
por 24 horas na incubadora de cultivo, em condi¢cdes padrdes e com volume de
100 pL de meio DMEM high glucose completo, na densidade de 1x10”4 células
por poco.

Apébs as 24 horas, foram acrescidos 100 pL de meio, em solucdo com
CHsISACN na concentracdo de 24 pM/mL, também foram adicionados os
bloqueadores farmacoldgicos 30 minutos antes da adicdo da substancia
CHSISACN, como controle positivo foi utilizado um agente permeabilizante de
membranas, o triton-x 1%, ja no controle negativo foi usado o préprio meio.
Passadas mais 24 horas, o sobrenadante foi removido e no lugar foi adicionado
100 pL de MTT na concentracdo de 5 mg/ml, incubado por 4 horas na auséncia
de luz. Apés as 4 horas, o MTT foi removido e adicionados 100 uL de DMSO
para solubilizacdo dos cristais de formazan. As densidades O6pticas foram
medidas usando um leitor de microplacas em A = 570nm. Para obter os

resultados, foram realizados trés experimentos em triplicata.

6.3.5 Cultura 3D (Esferdides)

Para esse ensaio, foram depositadas gotas contendo 25 pl de uma
suspensao celular, na concentracdo de 4 x 10"4 células/ml, na tampa de uma
placa de petri descartavel e estéril. Em seguida, a tampa foi invertida sobre a
placa de petri, permitindo o acumulo de células na interface liquido/ar e
aguardou-se 3 dias para a formacdo do esferdide. Os esferdides foram
transferidos para uma placa de 48 pogos, um por poco, e a placa foi incubada
por trinta minutos a 37°C e 5% de CO2, a fim de garantir a adesao do esferodide

a placa. Apos os trinta minutos, adicionou-se 1 ml do tratamento, o qual consistiu
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no meio base, CH3ISACN nas concentragdes de sua ICso (24 uM), a metade da
ICs0 (12 uM ).Como controle positivo, foi utilizado o demecolcine na concentracao
de 0.05 uyM. Além disso, cada grupo foi realizado em triplicata. A migracéo
celular foi avaliada por meio de Digifotomicrografias do plano médio dos
esferdides nos tempos de 0,3,6,18 e 24 horas de exposi¢cao aos tratamentos. A
area de migracédo foi mensurada utilizando o software Imaje J e a porcentagem
de migracéo foi obtida pela normalizacdo dos dados, considerando a meédia do
grupo controle (meio base) como 100%. Por fim, a comparacao entre 0S grupos
foi realizada utilizando o teste Anova two-way e poés teste Tuckey, e considerou-
se valores de p menores que 0,05 como nivel critico para rejeicdo da hipétese
de nulidade (p < 0,05).

6.3.6 Docking molecular

A simulacdo de Docking molecular foi utilizada para investigar o
mecanismo do composto teste em estudo que contribua para efeito antitumoral
através da afinidade de ligacdo deste aos respectivos alvos: ERK %2 em
complexo com inibidor piridina carbamato (PDB: 5LCJ), com resolucédo de 1.78
A e obtida pelo método de Difracéo de raios-X; JNK-1 em complexo com inibidor
Pirazoloquinolonas (PDB: 2G01), com resoluc&o de 3.50 A e obtida pelo método
de Difracdo de raios-X e PKB Dominio de Quinase (PDB: 1GZN), com resolu¢éo
de 2.50 A e obtida pelo método de Difracdo de raios-X, esta proteina n&o
apresenta ligante co-cristalizado, entdo foi utilizado como controle o inibidor
MK2206. As estruturas 3D das proteinas em estudo foram obtidas do Protein
Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do).

Previamente ao inicio da simulacdo computacional foi realizado o
desenho das estruturas quimicas dos compostos no Software Marvin Sketch,

ChemAxon (https://chemaxon.com/marvin) e em seguida foi realizada a

padronizacdo das estruturas quimicas em 3D e minimizacdo da energia dos
compostos pelos métodos de mecéanica molecular e pelo método semi-empirico
Austin Model 1 (AM1) por meio do software Spartan 14, WaveFunction

(https://www.wavefun.com/).

Todas as moléculas de agua foram removidas da estrutura cristalina, em

seguida foi criado um “template” entre a enzima e o ligante co-cristalizado, com
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a finalidade de demarcar o sitio ativo da macromolécula, sendo prosseguido o
procedimento com a insercdo da molécula teste, e por fim realizada a simulacéo
de Docking molecular. Para a proteina PKB como esta ndo apresenta ligante co-
cristalizado, o sitio ativo foi identificado por meio dos residuos pertencentes ao
sitio ativo, os quais s&o descritos no artigo de referéncia disponivel na plataforma
PDB por meio do PDB ID 5LCJ. Para isso foram detectadas as cavidades da
enzima e as coordenadas do sitio ativo foram determinadas com o auxilio de
Molecular Pockets Predictions, sendo a plataforma Bit Net - Skoltech I, 2022

(https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenet) a web tool utilizada neste

trabalho.

O desvio quadratico médio Root Mean Square Deviation (RMSD) foi
calculado a partir das poses, indicando o grau de confiabilidade do ajuste. O
RMSD fornece o modo de conexdo proximo a estrutura experimental e é

considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 A.

6.3.6.1 Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) (MOLEXUS, 2019) foi
utilizado com os parametros predefinidos no mesmo software. O ligante
complexado foi usado para definir o sitio ativo. Em seguida, os compostos foram
inseridos, para analisar a estabilidade do sistema através das interacdes
identificadas com o sitio ativo das enzimas, tomando como referéncia o valor
energético do MolDock Score (De Azevedo et al., 2010; Thosem e Christesen,
2006). O algoritmo MolDock SE (Simplex Evolution) foi usado com os seguintes
parametros: Um total de 10 execucdes com um maximo de 1.500 interacdes
usando uma populacdo de 50 individuos, 2.000 etapas de minimizacdo para
cada residuo flexivel e 2.000 etapas de minimizacéo global por simulagdo. A
funcdo de pontuacdo MolDock Score (GRID) foi usada para calcular os valores
de energia de encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi
fixada em 15 A de raio. Para a analise da energia do ligante, foram avaliadas as
interacdes eletrostaticas internas, ligagdes de hidrogénio internas e tor¢des sp2-
sp2 (De Azevedo et al., 2010; Thosem e Christesen, 2006).
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6.3.6.2 Docking consensus

Uma analise de consenso usando duas funcdes de pontuacao diferentes
foi usada para diminuir o numero de falsos positivos. Os resultados da afinidade
dos compostos estudados pelas fungdes MolDock Score, Rerank Score e
PLANTS Score foram considerados no calculo do consenso. Inicialmente, para
cada uma das funcdes de pontuacdo em estudo, foi calculado o valor de (p), que
equivale a dividir a pontuacgao obtida por cada um dos compostos pelo composto
que obteve a menor energia, conforme a Equagéo 01:

Equacéo 01:

Prob= (E Lig) / (EMin Lig)

Onde E Lig é a energia obtida por cada ligante na simulacdo de docking
desenvolvida. Ja o parametro EMin Lig corresponde a menor energia obtida
entre os ligantes em estudo. A segunda analise de consenso refere-se ao calculo
da média geral obtida em todos os biomarcadores em estudo. Desta forma, os
valores de probabilidade de cada um dos compostos em estudo séo calculados
como uma média geral da probabilidade obtida por este em cada um dos
biomarcadores. ApGs a obtencéo dos valores de probabilidade obtidos para os
compostos em cada uma das func¢des de pontuacdo em estudo, procedeu-se ao
calculo da probabilidade total (P), que corresponde a soma dos valores de
probabilidade obtidos para cada uma das fun¢des de pontuacdo em estudo,

dividida pelo nimero total de observacdes, conforme a Equacéo 02:

Equacédo 02: P Total = (P MolDock Score + P Rerank Score) / n

6.10 Analises Estatisticas

Os dados foram expressos como media + erro padrédo da média (EPM) e
analisados por Analise de Variancia (ANOVA One-way), seguidos pelo teste de
Tukey. Os dados serao considerados significantes quando p < 0,05. O programa
estatistico utilizado para a analise dos dados e para a producédo dos graficos foi
GraphPad Prism, versdo 8 (GraphPad, EUA).
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7. Resultados e discussoes
7.1 Citotoxicidade de CHs3ISACN em linhagens de células tumorais

humanas e ndao tumoral embrionaria humana

No esnaio do MTT, a CHs3ISACN induziu citotoxicidade citotoxicidade na
linhagem tumoral de glioma grau lll (U373-MG), Clso: 24,26 + 1,15 pM/mL,
engquanto a linhagem tumoral de glioma grau IV (U87-MG) tambem se mostrou
sensivel a substancia com Clso: 24,23 + 1,18 pM/mL. Em relacdo a célula ndo
tumoral renal embriondria humana (HEK-293), a CHsISACN apresentou
citotoxicidade de Clso: 79,58 £+ 1,34 puM/mL.

Desse modo, a partir dos valores de Clso obtidos, o indice de Seletividade
(IS) de CHsISACN foi calculado, utilizando a linhagem néao tumoral HEK-293, a
CH3ISACN apresentou um IS de 3,3 na linhagem U87-MG e 3,2 na linhagem
tumoral U373-MG, conforme mostrado na tabela . Diante desses resultados
obtidos, a linhagem tumoral de glioma grau IV (U87-MG) foi escolhida para dar

seguimento aos experimentos.
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Figura 4: Citotoxicidade de CH3ISACN em linhagens tumorais humanas U87 e

U373-MG, linhagem nao tumoral embrionaria humana HEK-293, apds 24 horas
de tratamento.
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* indica diferencas significativas entre as condi¢8es; p < 0,05.

Viabilidade celular (%) ap6s 24 h de tratamento com CH3ISACN. Os dados estdo expressos
como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.
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* indica diferencas significativas entre as condi¢des; p < 0,05.

Viabilidade celular (%) ap6s 24 h de tratamento com CH3ISACN. Os dados estdo expressos
como média £ EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por
Andlise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.
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* indica diferencas significativas entre as condic¢des; p < 0,05.

Viabilidade celular (%) apdés 24 h de tratamento com CHs3ISACN. Os dados estdo expressos

como média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por
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Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor

Algumas isatinas possuem atividades como: antitumoral (Ferraz et al.
2021); antioxidante (Muglu; Yakan; Bakir, 2020); antimalarica (Melo, 2020).A
substancia CH3ISACN, é um derivado sintético da isatina, que € produzido em
um tempo médio de 50 minutos, com um rendimento de 95%. Ela possui uma
baixa toxicidade, sendo grau V de toxicidade pelo Sistema Globalmente
Harmonizado de Substancias Quimicas e Misturas (GHS) da OECD 423 (Melo,
2020).

No presente trabalho, a CH3ISACN demonstrou citotoxicidade frente as
linhagens de glioma humano U87 e U373-MG, com as Clso de 24,23 + 1,18
uM/mL e 24,26 £ 1,15 pM/mL respectivamente. Alguns derivados da isatina,
apresentaram citotoxicidade semelhante em linhagens tumorais como MCF-7,
com ICso: 1.04-97,65 uM, o que corrobora com este trabalho (Ding; Zhou; Zeng,
2020).

Além disso, derivados sitéticos da isatina, advindos da reacéo de adicéo
Baylis-Hillman, mesma reacdo de sintese de CHsISACN, foram testados em
linhagens de céancer de colon humano (Colo 205), cancer de ovario de hamster
(CHO) e glioma de rato (C6), as Clso foram definidas a partir de 4 concentracoes,
e na linhagem C6 ficou por volta de 100 uM (Kumar et al., 2014).

Zhang e colaboradores (2019), verificou a atividade antiproliferativa de
alguns derivados da isatina frente a linhagens tumorais de: cancer de pulméo de
células ndo pequenas (H460) com Clso de 28,40 + 14,40 uM; cancer de figado
(HepG2) com Clso 0,42+0,08 uM; e a linhagem HT-29 (Cancer de c6lon humano)
com uma Clsode 34,37+6,30 pM.

Mesmo sendo a forma mais comum de tratamento de céancer, a
guimioterapia antineoplasica ainda ndo é seletiva, podendo atuar tanto em
células tumorais, quanto em células sadias (Blagosklonny, 2023). Portanto é de
suma importancia a descorbeta de novas drogas seletivas para células tumorais,
a fim de evitar os varios efeitos adversos das terapias atuais, fazendo com que
muitas vezes ocorra a desisténcia do paciente ao tratamento (Wei et al., 2021).

Sendo assim, a avaliacdo da citotoxicidade de CH3ISACN em células

embrionarias humanas (HEK-293), permitiu calcular o indice de seletividade da
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substancia, mostrando que a CHsISACN possui uma atividade 3 vezes mais
seletiva para as linhagens de glioma que para a linhagem néao tumoral.

A partir desses resultados e com as linhagens celulares ultilizadas, pode-
se dizer que a CH3ISACN, possui uma significativa atividade antitumoral in vitro
e pouco mais seletivo para a linhagem U87-MG (glioma grau 1V). Esse tipo de
tumor, glioblastoma, € o mais agressivo entre os tipos de gliomas ja descritos,
tendo um alto grau de invasdo e alta resisténcia as terapias atuais
(Venkataramani et al., 2022). Por esse motivo, para esse trabalho, a linhagem

celular escolhida para dar segmento aos experimentos, foi a linhagem U87-MG.

7.2 Morfologia das células U87-MG por microscopia confocal apos

coloracdo com laranja de acridina e iodeto de propideo

A figura 5 mostra o percentual de células U87-MG marcadas com IP e/ou
laranja de acridina (LA), apds 24 h de tratamento com a CH3ISACN (24 pM/mL)
ou demecolcine (0.05 pM). O tratamento com CHs3ISACN induziu aumento
significativo do percentual de células com caracteristicas tipicas de apoptose
inicial (71,21%, p < 0,05) e tardia/necrose (7,5%, p < 0,05), quando comparado
ao grupo controle (0%; e 0%, respectivamente). Quanto ao tratamento com
demecolcine, observou-se um percentual de células em apoptose inicial

(28,82%, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle.

Figura 5: Inducéo da apoptose pela CH3ISACN ou demecolcine analisada por
coloracdo de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP) em células de
glioblastoma humano U87-MG apds 24 h de tratamento.

100 3 Controle
= Controle positivo
_ 804 » *kkk = ISA
° pld
< 60-
)
&
S
E 40- *k%k
o Kekkk -
20- . ;
; : : = B
Viaveis Apoptose inicial  Apoptose tardia/necrose

37



Percentual de células coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (IP). Os
dados estdo expressos como média £+ EPM de dois experimentos independentes realizados em
duplicata analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.

* indica diferencas significativas entre as condi¢des; p < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 6 apresenta imagens representativas das células dos diferentes
grupos experimentais.
Figura 6: Inducdo da apoptoses pela CH3ISACN ou demecolcine analisada por
coloracdo de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP) em células de

glioblastoma humano U87-MG apds 24 h de tratamento.

(A) Controle CH;ISACN (ZQpM) Demecolcine

LA (488/550nm)

IP (553/650nm)
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(B) CH;ISACN (24uM) Demecolcine

Legenda: Imagens representativas ampliadas de células U87-MG ap0s 24 horas
de incubacdo com CHsISACN (24 uM/mL) ou demecolcine (0,05 uM) como
controle positivo, marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo
(IP). A seta amarela indica condensagéo da cromatina; seta azul indica “blebs de
membrana” e seta vermelha indica fragmentacdo do DNA.

A morte por apoptose de células tumorais, tem sido o alvo de
pesquisadores durante anos para o desenvolvimento de novos medicamentos
contra o cancer (Carneiro; El-Deiry, 2020). Esse tipo de morte celular, é essencial
para a manutencdo da homeostase, além de promover a remocao de células
danificadas (Sorice, 2022).

No processo de apoptose, a célula passa por alteracbes, como a
degradacdo de proteinas, blebbing de membrana e clivagem do DNA (Carneiro;
El-Deiry, 2020). As células cancerigenas possuem a capacidade de evitar a
apoptose, e consequentemente manter a sua proliferacéo, através da regulacéo
positiva de proteinas anti-apoptéticas e regulacdo negativa ou inativacao das
proteinas pré-apoptoticas (Lopez et al., 2022). Por sua importancia, essa via é
de grande interesse para a producao de novas drogas anti-cancer e seu estudo
requer a utilizacdo de técinicas como a microscopia (Mratinez-Escardo et
al.,2021).

Para verificar o possivel mecanismo de morte celular, as células U87-MG
tratadas com CHsISACN foram submetidas a microscopia confocal. A
microscopia confocal, utiliza feixes de luz de modo que rejeitam as luzes de fora

do foco do detector, fazendo com que partes coradas sejam visualizadas de
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forma nitida (Elliott, 2020).

Zhang e colaboradores (2019), realizaram um estudo utilizando 5-
acetamido-1- (metoxibenzil) isatina, utilizando linhagens celulares de leucemia
humana (K562). Nesse trabalho, foi avaliado o mecanismo de morte celular
dessa linhagem e foi verificado que esse derivado da isatina foi capaz de induzir
a apoptose de 51,1% das células tratadas, quando comparado ao grupo controle
(5,1%).

Em um estudo adicional, utilizando compostos derivados da isatina, foi
observado que essas substancias foram capazes de induzir a apoptose em
células tumorais de adenocarcinoma colorretal (HT-29) e células metastaticas
(SW620). Essas células foram submetidas a tratamento com um composto
derivado da isatina, denominado 5a, em concentra¢cdes de 20 pM/mL, e
constatou-se que o mecanismo de morte celular foi por apoptose, verificado por
citometria de fluxo. Além disso, altas expressdes de proteinas pré-apoptoticas

nessas células foram verificadas.

7.3 Ensaio de formacéao de colbnias

No ensaio de formacdo de colbnias (clonogénico), foram utilizados 4
grupos: controle (apenas o meio de cultura); metade da Clso (12 uM); um quarto
da Clso (6 uM) e como controle positivo foi utilizado o demecolcine (0.05 pM). A
CHsISACN foi capaz de diminuir a formag¢do de novas colbnias de células, na
concentracédo de 12 pM e no grupo demecolcine, ambos comparados com o
grupo controle. Ja na concetracdo de 6 pM, ndo houve diferenca significativa

guando comparada ao grupo controle. Como pode ser visto na figura 7.
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Figura 6: Fotomicrografias representando a influéncia dos tratamentos com a
CHBSISACN na clonogenicidade das células U87-MG, em 7 dias.

Demecolcine "6 UM (CH3ISACN)
Legenda: As imagens representam os diferentes grupos de tratamento utilizados no ensaio de
clonogenicidade das células U87-MG. O grupo controle recebeu apenas o meio de cultura,
enquando que os grupos tratados com a CH3ISACN recebram as concentragfes de 6 e 12 uM.
No controle positivo foi utilizado o antitumoral demecolcine na concentracdo de 0.05 pM.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7: Numero de colbnias formadas apdés 7 dias de tratamento com
CH3ISACN.
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* indica diferencas significativas entre as condi¢des; p < 0,05.

Ndmero de colbnias apds 7 do tratamento com CH3ISACN. Os dados estdo expressos como
média £ EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Analise

de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.

A clonogenicidade esta ligada a capacidade das células de formar clones
idénticos ou colénias de células (Brix et al., 2021). Os ensaios de
clonogenicidade, sdo usados para investigar a atividade antitumoral de uma
substancia, visto que sao experimentos que medem a capacidade de
proliferacdo celular, além de sua sobrevivéncia (Esquer et al., 2020).

A habilidade de formar novas colbnias € de suma importancia para a
manutencdo de células tumorais (Esquer et al., 2020). Através dela, essas
células conseguem crescer de forma descontrolada, além de facilitar a migragcéo
para outros tecidos (Matsui et al., 2019). A disseminacdo de células tumorais
para tecidos diferentes de sua origiem, é conhecida como metastase, e
representa a principal causa de morte em pessoas com cancer (Suhail et al.,
2019).

Abo-Ashour e colaboradores (2019) verificaram a capacidade de um
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derivado da isatina (n-substituido com um grupo benzila) de inibir a formacéo de
colénias. A linhagem utilizada foi a HCT-116 (cancer colon-retal), e foi
constatado que o derivado da isatina reduziu o numero de col6nias formadas nos
pocos tratados nas concentracdes de 5 e 10 uM.

Um outro estudo utilizando células de adenocarcinoma de colon (HT-29)
e células de melanoma humano (A375), mostrou que um derivado da isatina com
um grupo metoxi foi capaz de diminuir a formacdo de novas coldnias em 40 e
20%, respectivamente (Tumosiené et al. 2021). A N-metil-isatina (CH3ISACN) foi
capaz de reduzir significamente a formacao de novas colonias da linhagem U87-
MG, na concentracdo de 12 uM (medade da Clso), corroborando com os

resultados de outros estudos utilizando derivados sintéticos da isatina.

7.4 Ensaio dos esferdides (Cultura 3D)

Para esse ensaio, foram utilizados 4 grupos: o grupo controle (apenas
meio de cultura; doi grupos tratados com a CH3ISACN nas concentragdes de 12
e 24 uM (correspondendo a medade da Clso e a propria Clso) e um grupo tratado
com demecolcine (droga antitumoral) na concentracdo de 0.05 uM. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata, com um N experimental de 3.

A substancia CHsISACN, na concentracdo de 24 uM, foi capaz de
desintegrar completamente os esferéides a partir do tempo de 18 horas de
tratamento, reduzindo a area do esferdide a zero, diferenca significativa quando
comparada ao grupo controle. Os resultados dos grupos tratados com
demecoilcine e 12 uM (CHsISACN), nao foram significativos, quando comparados

ao grupo controle. E podem ser observados na figura abaixo:
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Figura 8: Efeito de CH3ISACN e demecolcine nos esferdides das células U87-MG nos tempos de 0, 3, 6, 18 e 24 horas.
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Legenda: Imagens dos esferéides formados por U87-MG, tratadas com concentracdes de CH3ISACN durante 24 horas.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 9: Efeito de CH3ISACN e demecolcine nos esferdides das células U87-
MG nos tempos de 0, 3, 6, 18 e 24 horas.
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Area dos esferoides apdés 24 h de tratamento com CH3ISACN. Os dados est&o expressos como
média £ EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata analisados por Anélise
de Variancia (ANOVA) two-way seguido do teste de Tukey.

Os modelos de cultura celular 2D s&o amplamente desenvolvidos e
trabalhados nas primeira etapas para testes de novas drogas, etapas
necessarias para a descoberta de novos medicamentos antitumorais (Jensen;
Teng, 2020). Essa metodologia vem sendo utilizada para o cultivo celula desde
o comeco de 1900 (Ferreira; Gaspar; Mano, 2018). Contudo, apresenta algumas
limitacbes devido a ndo conseguir mimetizar o que ocorre no microambiente
tumoral (Costa et al., 2016).

Nesse sentido, a necessidade de conseguir reproduzir um ambiente mais
semelhante ao encontrado em humanos, fez com que novos modelos de cultura
celular fossem estudados e desenvolvidos (Yuki et al.,2020). A fim de solucionar
os problemas e limitagcdes do modelo 2D, a cultura celular 3D veio com o objetivo
de melhorar unido entre as células tumorais, proporcionando um melhor
desempenho de suas fungdes, a partir de sua unido, conseguindo mimetizar o
ambiente microtumoral e facilitando os seu processos de adeséao e proliferagcéo
(Habanjar et al.,2021).

O derivado sintético N-metil-isatina (CH3ISACN), foi capaz de reduzir

significantemente o tamanho dos esferdides na concentracdo de 24 yuM e no



tempo de 24 horas. Nas bases de dados pesquisadas, até 0 momento nao foram
encontrados nenhum estudo que envolva as isatinas propriamente ditas, com
atividades em esferoides.

Contudo, um estudo utilizando o grupo 2-oxindol, presente nas isatinas,
como grupo substituinte de hidrazonas, mostrou que nas linhagens tumorais de
melanoma (A375) e em células de cancer de célon (HT-29), esses derivados
foram capaz de reduzir significantemente o tamanho dos esferdides quando
comparados com 0 grupo controle num tempo total de tratamento de 14 dias
(Tumosiené et al. 2021).

Sermuksnyte e colaboradores (2022) estudaram os efeitos antitumorais
de hidrazonas contendo o nucleo tiazol, os resultados demonstram que essas
substancias foram capazes de reduzir o tamanho dos esferdides produzidos a
partir das linhagens de cancer de mama (MDA) e cancer pancreatico (Panc-1).
No tempo de 8 dias, foi verificado que as hidrazonas na concentragao de 10 puM,
diminuiram o tamanho dos esferdides de forma significativa quando comparado

com o grupo controle.

7.4 Ensaio com os bloqueadores farmacoldgicos

Nesse ensaio utilizando bloqueadores farmacolégicos, foram utilizados os
seguintes bloqueadores: carbacol (agente parassimpaticomimético); atropina
(blogueador muscarinico); CNQx (antagonista competitivo do receptor
AMPA/Cainato) e MK801 (bloqueador do receptor NMDA). A substancia
CHsISACN também foi usada na concentracéo de 24 uM (Clso).

Os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre os
grupos tratados com CH3ISACN e bloqueadores, quando comparados com o
grupo tratado apenas com o derivado da isatina. Esses resultados inferem que
as vias de sinalizagdo tanto muscarinica quanto glutamatérgica, ndo estao

envolvidas na morte das células tumorais U87-MG.
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Figura 10: O gréfico representa a viabilidade celular (%) das células U87-MG
nos grupos tratados com a CI50 de CH3ISACN e com os bloqueadores
farmacolégicos no tempo de 24 h.
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Letras diferentes indicam diferencas significativas entre as condi¢des; p < 0,05.

Viabilidade celular (%) apos 24 h de tratamento com CH3ISACN e bloqueadores farmacoldgicos.
Os dados estdo expressos como média + EPM de trés experimentos independentes realizados
em triplicata analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A acetilcolina € o principal neurotrasmissor do sistema nervoso central e
periférico, contudo ja se sabe que seu papel ndo estda associado apena ao
sistema nervoso, mas também a sua participacdo em processos apoptoticos em
células tumorais (Calaf et al., 2022). O receptores desse neurotramissor,
conhecidos como receptores muscarinicos, sao aclopados a proteina G
(GPCRS).

Nos tumores do tipo glioblastoma, sdo expressas diferentes subclasses
desses receptores e estdo associados a sobrevivéncia dessas células (Cristofaro
et al., 2020). Varios mecanismos bioquimicos estado ligados a sobrevivéncia de
tumores, entre eles, a ativagdo dos receptores muscarinicos. Contudo, ainda ndo

ha descrito o papel da ativacdo dessa via de sinalizacdo para a promoc¢éao do
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tumor, deixando claro a importancia da pesquisa nessa area para elucidar esse
mecanismo (Terpinskaya et al., 2021).

Em contrapartida, o glutamato é o principal neurotrasmissor excitatorio no
sistema nervoso central, ele é responsavel pela transmissdo sinaptica e
plasticidade neuronal. Entretanto, em processos de desordem, que promovem
sua excessiva liberacdo, esse neurotransmissor pode levar as células a morte
(Czapski; Strosznajder, 2021). Nos gliomas, foi verificado que a atividade
neuronal € capaz de impulsionar tanto o desenvolvimento do tumor, quanto a
migracao de células tumorais (Taylor et al.,2023).

Estudos ja revelaram que em gliomas ocorre uma liberacédo excessiva de
glutamato, a qual promove a sobrevivéncia das cleluas tumorais, essa
descoberta é de grande importancia, pois isso direciona a pesquisa na busca por

novos tratamentos desse tipo de tumor (Corsi; Mescola; Alessandrini, 2019).

7.5 Docking molecular

O composto em estudo foi submetido a simulacdes de Docking Molecular
nas seguintes proteinas: ERK % (PDB: 5LCJ), JNK-1 (PDB: 2G01) e PKB
Dominio de Quinase (PDB: 1GZN). Os resultados foram gerados usando as
funcdes de pontuacdo MolDock Score e Rerank Score. Valores mais negativos
indicaram uma maior afinidade aos alvos em estudo, em seguida foi realizada
uma normalizag&o que consistiu na padronizacdo dos resultados dos compostos
em funcdo dos valores de energia de ligagdo do composto de menor energia
gerando um valor de probabilidade (p).

Antes da realizacdo da simulacédo de docking molecular, foi prosseguida
a validacdo dos alvos em estudo por meio do re-docking entre o ligante e a
proteina co-cristalizada. O valor do RMSD (Desvio médio quadratico do ligante,
do inglés “Root Mean Square Deviation”), indica a distdncia média quadratica
entre 0os atomos do ligante na estrutura cristalina e os &tomos correspondentes
na pose ancorada. A observacao do valor (melhor pontuacdo) de RMSD é uma
boa forma para avaliacdo da capacidade de um método em encontrar o modo de
ligacdo de um ligante em um conjunto de posi¢des. Para que um docking seja

considerado confiavel, é necessario que o valor de RMSD seja igual ou inferior
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a 2.0 A. O valor de RMSD correspondeu a 0.6559 para o ligante co-cristalizado
pirimidina carbamato da Proteina ERK 1/2 (PDB: 5LCJ) e a 0.1605 para o ligante
Pirazoloquinolonas da proteina JNK1 (PDB: 2G01), indicando que as poses
geradas posicionaram o ligante corretamente no local ativo e que o programa
forneceu valores considerados satisfatorios para a validacdo do docking.

Para a enzima PKB (PDB: 1GZN), como esta ndo apresenta ligante co-
cristalizado o sitio ativo foi determinado por cavidade, sendo as coordenadas
Skoltech l, 2022
(https://sites.skoltech.ru/imolecule/tools/bitenet), as quais corresponderam a X: -
22.95, Y: 93.64 e Z: -66.50. A Tabela 01 demonstra os valores de energia de

ligacdo e de probabilidade de atividade, respectivamente do composto teste para

geradas pela plataforma Bit Net

as proteinas em estudo:

Tabela 11: Valores de energia de ligacdo (kj.mol-1) e de probabilidade de
atividade do composto em estudo nas enzimas relacionadas a atividade
antitumoral de acordo com as func¢des de pontuacdo MolDock Score e Rerank
Score.

Proteina ERK 1/2 (PDB: 5LCJ)

Composto MolDock (p) Rerank (P) P Total
Score Score
Composto
Teste -68.5735 0.551655 -56.4325 1 0.775828
Ligante
PDB -124.305 1 -27.3029 0.483815 | 0.741908
JNK1 (PDB: 2G01)
Composto MolDock (p) Rerank (P) P Total
Score Score
Composto
Teste -62.466 0.915302 -43.7617 0.74787 | 0.831586
Ligante
PDB -68.2463 1 -58.5151 1 1
PKB (PDB: 1GZN)
Composto MolDock (p) Rerank (p) P Total
Score Score
Composto
Teste -105.941 0.720202 -71.2755 0.919022 | 0.819612
Controle
positivo -147.099 1 -77.5558 1 1

Legenda: Em negrito encontra-se destacado o composto de maior afinidade.
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De acordo com os resultados demonstrados na Tabela 2, pode-se
observar que o composto teste apresentou valores de energia de ligacao
negativos em todas as proteinas em estudo, indicando interacéo. Além disso, é
importante mencionar que nos dois alvos em estudo o composto teste
apresentou valores de probabilidade (p) superiores aos ligantes PDB, indicando
dessa forma uma maior afinidade.

Para a enzima ERK %2 (PDB: 5LCJ) foi observado que o composto em
estudo apresentou valores de probabilidade correspondentes a 0.775, enquanto
o ligante PDB apresentou valores de probabilidade correspondentes a 0.741,
demonstrando dessa forma uma maior afinidade. Os demais alvos em estudo a
maior afinidade foi demonstrada pelos controles. A Figura 12 demonstra a
interacdo ocorrida entre 0 composto teste, o ligante PDB e a proteina ERK 1/2
(PDB: 5LCJ).

De acordo com a Figura 12 observa-se que as interacdes estabelecidas
pelo composto testem com a proteina ERK 1/2 (PDB: 5LCJ) séo do tipo
interacdes hidrofdbicas (linhas tracejadas em rosa) e interacdes do tipo ligacdes
de hidrogénio (linhas tracejadas em verde). As interagdes hidrofébicas foram as
mais prevalentes sendo observadas principalmente nos grupos ciclicos da
estrutura quimica do composto, com também nos grupos metila (CH3) da
estrutura quimica, as interacdes observadas foram do tipo alkyl e Pi-alkyl e foram
estabelecidas pelos residuos lle 31 (1 interacdo), Val 39 (1 interacéo), Ala52 (1
interacdo), Leu 156 (2 interacdes) e Met 108 (1 interacdo).

Com relacao as interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio (linha tracejada
em verde estas foram observadas nos grupos carbonila por meio dos atomos de
oxigénio (O) e nos grupos nitrilas por meio dos atomos de nitrogénio (N), os
residuos observados foram Thr 110 (1 interacdo), Met 108 (1 interacéo) e Leu
107 (1 interagéao).

Foram observados residuos semelhantes entre o composto teste e o
ligante PDB que corresponderam ao residuo Met 108 das interacfes do tipo
ligacéo de hidrogénio e aos residuos Val 39, Leu 156, Leu 107 e Met 108, sendo
correspondentes as interacdes hidrofébicas do tipo alkyl e Pi-alkyl, indicando que

0 composto teste e o ligante PDB podem compartilhar o mesmo sitio.
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Figura 12: Interacbes 2D e 3D entre o composto teste (A), o ligante co-
cristalizado (B) e a proteina ERK ¥z (PDB: 5LCJ).
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As ligacOes de hidrogénio sdo destacadas em verde, as interacdes estéricas sdo destacadas em
vermelho e as intera¢Bes hidrofébicas sao destacadas em rosa. Residuos: Leu (Leucina), lle
(Isoleucina), Val (Valina), Met (Metionina), Thr (Treonina), Asp (Acido aspartico), Ala (Alannina),
Cys (Cisteina), Glu (Acido glutamico), Lys (Lisina).

O docking molecular é uma ferramenta in silico bastante utilizada para a
pesquisa de novos medicamentos. Essa técnica possibilita a identificacdo de
novas estruturas terapéuticas, prevendo as interacbes ligante-alvo,
determinando a sua estrutura atividade (Pinzi; Rastelle, 2019). Por conseguinte,
essa ferramenta foi utilizada para investigar a probabilidade de ligacdo de

CHsISACN e os ligantes disponiveis no Protein Data Bank (PDP).
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A vias de sinalizacdo das MAPKSs (proteina cinase ativada por mitdgeno)
estdo envolvidas na comunicacao inter e intracelular, e sdo essenciais para o
crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia das células. No cancer, a via
RAS/RAF/MEK/ERK, é de grande importancia no que tange a pesquisa de novos
medicamentos antitumorais, visto que essa via participa da sobrevivencia de
células tumorais e consequentemente da promocéo dos tumores (Degirmenci;
Wang; Hu, 2020). Essa via de sinalizacéo esta alterada em pelo menos 40% de
todos os canceres (Lee; Rauch; Kolch, 2020).

Um estudo utilizando um composto derivado da isatina (1-[(2-
metilbenzimidazol-1-il) metil]-2-oxo-indolin-3-ilideno] amino] tioureia), para o
tratamento de artrite causada por virus, demonstrou que esse derivado foi capaz
de regular de forma negativa todas as vias das MAPKs (De, Saikat et al., 2022)
mostrando a potencial atividade antitumoral dos derivados da isatina. O docking
molecular foi essencial nesse trabalho para a futura elucidagdo do mecanismo
de acdo de CHsISACN.

8. Conclusodes

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que o derivado
sintético da isatina CH3ISACN apresentou atividade antitumoral nas linhagens
tumoral de glioblastoma humano U87-MG e nas células U373-MG, e que a
citotoxicidade foi mais seletiva a essas células quando comparadas com a
linhagem nédo tumoral embrionéria humana HEK-293.

Conclui-se que CHsISACN apresentou efeito antitumoral por induzir
apoptose nas células tumorais, além de ser capaz de diminuir a
clonogenicidades dessas células, diminuindo a formag&o de novas colbnias. A
substancia também foi capaz de desintegrar os esfedides produzidos a partir de
U87-MG. No estudo de docking molecular, CH3ISACN apresentou interacao
favoravel com o sitio de ligacdo Das Proteinas Cinases Ativadas por Mitégeno
(MAPKs) Erk 1/2.
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