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SOUZA, R.R.M. Um novo complexo sulfonilditiocarbimato de indio(lll) apresenta
atividade anticancer in vitro contra células de céancer colorretal. 2025. 127 f.
Dissertagao (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — UFPB/CCS,
Jodo Pessoa.

RESUMO

O cancer colorretal (CCR) figura entre os tumores mais incidentes e letais no mundo.
Apesar dos avancgos terapéuticos, as opg¢oes disponiveis ainda apresentam limitacoes
relacionadas a toxicidade e a quimiorresisténcia, evidenciando a necessidade de
novas alternativas. O objetivo deste estudo foi investigar o efeito citotoxico e os
mecanismos moleculares associados a acdo do complexo de indio(lll) com
sulfonilditiocarbimato (InFP) em linhagens de CCR. Por meio do ensaio de MTT, a
concentracéo capaz de inibir 50% a viabilidade celular (Clso) foi avaliada nas linhagens
HCT-116, HT-29, LoVo e HEK-293 revelando que o InFP foi mais citotdxico para a
linhagem HCT-116 (Clso: 2,87 + 0,14uM). A doxorrubicina (DXR) foi usada como a
droga padréao para os experimentos apresentando Clso de 2,53 + 0,14uM. Ao comparar
com a linhagem n&o tumoral HEK-293 (Clso: 107,7 £ 2,07uM), o indice de seletividade
(IS) foi de 37,53 e 0,20 para o InFP e DXR, respectivamente, indicando que composto
€ mais seletivo que a droga padrao. O InFP induziu morte celular por apoptose, a partir
da presenga da condensacao e fragmentagcao da cromatina e formacéao de blebs de
membrana, observados por meio de microscopia de fluorescéncia confocal a /laser,
utilizando o laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP). A quantificagado mostrou
um aumento significativo de células em apoptose inicial na menor concentragao
testada (1,5 uM: 71,62 £ 3,76%; p<0,05), enquanto nas maiores concentragdes houve
um aumento significativo de apoptose tardia/necrose (76,57 £ 1,15% e 84,29 + 1,03%,
para 3 e 6 UM, respectivamente; p<0,05). O Hoechst 34580 reiterou a condensagao
da cromatina, aumentando em 122,11 + 12,36% e 173,0 + 12,53% (3 e 6 UM,
respectivamente; p < 0,01), o percentual de fluorescéncia emitido pelas células HCT-
116. Por meio da marcacao com JC-1, foi possivel observar que o InFP induz perda
do potencial de membrana mitocondrial (A¥m), assim a apoptose € por meio da via
intrinseca. Além disso, o efeito citotéxico do InFP é dependente de estresse oxidativo.
O pré-tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC, 5 mM) preveniu
significativamente a citotoxicidade induzida pelo composto (viabilidade > 80% para 3
MM do InFP). Investigou-se também o envolvimento das vias de sinalizacdo MAPKs
por meio dos inibidores SP600125 (JNK), U0126 (MEK/ERK1/2) e PD169316 (p38).
Observou-se que a inibicdo de JNK (viabilidade < 23% para 1,5 uM do InFP) e p38
(viabilidade < 45% para 1,5 yM do InFP) potencializou o efeito citotéxico do InFP.
Esses achados apontam que o InFP induz apoptose em células HCT-116 de forma
dependente de estresse oxidativo e modulado por MAPKSs, configurando-se como um
candidato promissor para o tratamento do CCR.

Palavras-chave: HCT-116; complexo de indio(lll); apoptose; estresse oxidativo;
MAPKs.



SOUZA, R.R.M. A new indium(lll) sulfonyldithiocarbimate complex exhibits in
vitro anticancer activity against colorectal cancer cells. 2025. 127 f. Dissertation
(Master’s in Natural and Synthetic Bioactive Products) — UFPB/CCS, Joao Pessoa.

ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) ranks among the most prevalent and lethal tumors worldwide.
Despite therapeutic advances, available options still present limitations related to
toxicity and chemoresistance, highlighting the need for novel alternatives. The aim of
this study was to investigate the cytotoxic effect and molecular mechanisms associated
with the action of the indium(lll) sulfonyldithiocarbimate complex (InFP) in CRC cell
lines. Using the MTT assay, the concentration capable of inhibiting 50% of cell viability
(ICs0) was evaluated in HCT-116, HT-29, LoVo, and HEK-293 cell lines, revealing that
InFP was more cytotoxic to HCT-116 cells (ICso: 2.87 £ 0.14 pM). Doxorubicin (DXR)
was used as the reference drug, showing an ICso of 2.53 + 0.14 yM. When compared
to the non-tumorigenic HEK-293 cell line (ICso: 107.7 + 2.07 uM), the selectivity index
(SI) was 37.53 and 0.20 for InFP and DXR, respectively, indicating that the compound
is more selective than the reference drug. InFP induced cell death by apoptosis,
evidenced by chromatin condensation and fragmentation, as well as membrane
blebbing, observed through confocal laser fluorescence microscopy using acridine
orange (AO) and propidium iodide (PI). Quantification showed a significant increase in
early apoptotic cells at the lowest concentration tested (1.5 uyM: 71.62 + 3.76%; p <
0.05), whereas higher concentrations significantly increased late apoptosis/necrosis
(76.57 £ 1.15% and 84.29 + 1.03% for 3 and 6 uM, respectively; p < 0.05). Hoechst
34580 staining confirmed chromatin condensation, with fluorescence increasing by
122.1 £ 12.36% and 173.0 £ 12.53% (3 and 6 uM, respectively; p < 0.01) in HCT-116
cells. JC-1 staining revealed that InFP induces loss of mitochondrial membrane
potential (AWm), indicating that apoptosis occurs via the intrinsic pathway. Moreover,
the cytotoxic effect of InNFP was dependent on oxidative stress. Pretreatment with the
antioxidant N-acetylcysteine (NAC, 5 mM) significantly prevented compound-induced
cytotoxicity (viability > 80% for 3 puM InFP). The involvement of MAPK signaling
pathways was also investigated using the inhibitors SP600125 (JNK), U0126
(MEK/ERK1/2), and PD169316 (p38). Inhibition of JNK (viability < 23% at 1.5 yM InFP)
and p38 (viability < 45% at 1.5 uM InFP) enhanced the cytotoxic effect of InNFP. These
findings demonstrate that InFP induces apoptosis in HCT-116 cells in an oxidative
stress-dependent manner, modulated by MAPKSs, establishing it as a promising
candidate for CRC treatment.

Keywords: HCT-116; indium(lll) complex; apoptosis; oxidative stress; MAPK.
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1. INTRODUGAO

O céncer € um conjunto de mais de 100 doengas O6rgao especifica
caracterizadas pelo crescimento celular descontrolado e pela capacidade de invadir
tecidos e se espalhar pelo organismo de forma espontadnea, causando metastase.
Essa progressao da célula tumoral resulta de alteragdes genéticas e epigenéticas que
comprometem vias fundamentais, como reparo do DNA, proliferacédo e resisténcia a
morte celular (Ahmad; Ahsan, 2020; Hanahan, 2022). Estas e outras caracteristicas
fazem do cancer um grande desafio de saude publica global, com cerca de 20 milhdes
de novos casos e 9,7 milhdes de mortes registradas em 2022 no mundo (Bray et al.,
2024). No Brasil, estimam-se mais de 700 mil novos casos por ano no triénio de 2023
a 2025 (INCA, 2022).

O cancer colorretal (CCR) é um dos tipos mais prevalentes, com alta incidéncia
e uma origem ligada a transformacao de lesbes benignas em malignas que afetam a
parte final do intestino grosso (célon e reto) (INCA, 2022; Murphy; Zaki, 2024). Sua
natureza heterogénea influencia diretamente no seu prognostico e tratamento que
pode envolver a retirada cirurgica do tumor, radioterapia, imunoterapia e,
principalmente, quimioterapia (Abedizadeh et al., 2024; Salva de Torres et al., 2024).

Apesar de sua ampla aplicagao, os esquemas quimioterapicos convencionais
para o tratamento do CCR impdem diferentes limitacdes, como toxicidade sistémica e
a resisténcia adquirida pelas células tumorais. O que tem impacto negativo direto no
prognostico dos pacientes, especialmente em casos metastaticos (Salva de Torres et
al., 2024). Diante desse cenario, torna-se essencial a busca por novas moléculas
bioativas que apresentem maior seletividade, eficacia antitumoral e menor toxicidade.

Assim, a quimica medicinal tem se dedicado ao desenvolvimento de compostos
sintéticos com alta seletividade e menor toxicidade, entre os quais se destacam os
complexos metalicos, como os de platina, ouro, cobre e ruténio. Esses compostos
apresentam propriedades estruturais e atividade redox que permite a inducéo da
apoptose e inibicao da proliferagao celular (Alhoshani et al., 2021; Lucaciu et al., 2022;
Zhang et al., 2022; Kazimir et al., 2024).

Atualmente, complexos metalicos tém ganhado destaque na area biomédica
devido as suas propriedades quimicas e potencial crescente de uso no diagnéstico e
tratamento de varias doengas. Os complexos de indio(lll) apresentam maior

biodisponibilidade e menores efeitos colaterais em comparagao aos sais inorganicos
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(Ajiboye et al.,, 2023). Dentre as diferentes classes de ligantes que podem ser
exploradas, os ditiocarbimatos tém se destacado por sua elevada capacidade de
coordenacao, estabilidade e propriedades farmacolédgicas relevantes, representando
uma estratégia promissora no desenvolvimento de novas moléculas bioativas contra
o cancer (Alhoshani et al., 2021; Ajiboye et al., 2023).

Frente a urgéncia por tratamentos mais eficazes e seguros, o grupo de
pesquisa recentemente testou uma série de seis complexos de sulfonilditiocarbimato
de indio(lll) em diferentes linhagens tumorais e o bis(N-
metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio (InFP) foi o composto mais ativo
para a linhagem de cancer colorretal HCT-116 com Clso de 3,02 uM em 72 horas
(Carvalho et al., 2025). Assim, levantamos a hipétese de que o InFP é capaz de induzir
morte celular programada de forma seletiva para células de cancer colorretal e
modular vias de sinalizacdo especificas necessarias para a sobrevivéncia ou morte
celular, configurando-se como uma alternativa promissora a quimioterapia

convencional.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Aspectos gerais do cancer colorretal (CCR)

O céancer € uma neoplasia maligna e é caracterizada pelo crescimento celular
anormal, com potencial para invadir o 6érgdo de origem e se espalhar para outras
partes do corpo (Hanahan, 2022). A natureza espontanea invasiva ou metastatica do
cancer ocorre por meio do acumulo de multiplos fenétipos malignos, resultado de
alteragbGes genéticas e epigenéticas que interrompem vias celulares essenciais, como
aquelas envolvidas em danos e reparos no DNA, controle da proliferagao celular e
evaséo da resposta imunoldgica (Ahmad; Ahsan, 2020; Hanahan, 2022).

A descrigao feita por Hanahan e Weinberg em 2000 de "The Hallmarks of
Cancer" forneceu uma unificagdo para as caracteristicas funcionais cruciais que as
células adquirem ao transitar do estado normal para o crescimento neoplasico,
identificando o conjunto de caracteristicas que definem a malignidade. Inicialmente,
seis aspectos foram descritos: sinalizagao proliferativa sustentada, evasao de
supressores de crescimento e da apoptose, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada e invasao tecidual e metastase (Hanahan; Weinberg, 2000).

Posteriormente, mais dois aspectos foram adicionados: reprogramacao do
metabolismo celular e evasdo da resposta imune. Além disso, a instabilidade do
genoma e a inflamagdo promotora de tumores foram propostas como meios pelos
quais as células tumorais poderiam adquirir essas caracteristicas, denominadas
"enabling characteristics" (Hanahan; Weinberg, 2011). A atualizacdo mais recente
incorpora novos parametros aos Hallmarks, incluindo plasticidade fenotipica,
reprogramagao epigenética ndo mutacional, microbioma polimorfico e células
senescentes (Hanahan, 2022).

Entre os diferentes tipos de cancer, o colorretal se destaca por apresentar
grande parte dessas caracteristicas, que, em conjunto, desempenham papel central
em sua iniciagao, progressao e resposta as terapias (lonescu et al., 2023; Salva de
Torres et al., 2024) (figura 1).

O cancer colorretal (CCR) surge na mucosa do célon e do reto, manifestando-
se inicialmente como um crescimento anormal de células (pdlipos) ndo tumorais
(Svec; Onhajzer; Korinek, 2024; Yang et al., 2024).
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Figura 1. Os hallmarks associados ao cancer colorretal (CCR).
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Fonte: elaborado pelo autor. Criada com BioRender.com

Nas ultimas décadas, avangos significativos foram alcangados na
compreensao dos processos celulares e moleculares que sustentam a patogénese do
CCR. Globalmente, esse conhecimento tem servido de base para programas atuais
de rastreamento, estratégias de prevencao e manejo terapéutico (Gharib; Robichaud,
2024). A natureza altamente heterogénea do CCR exerce influéncia direta na resposta
as terapias e no prognoéstico clinico (INCA, 2022; Murphy; Zaki, 2024; Yang et al.,
2024).

Apesar dos avancos, estima-se que, em 2020, ocorreram cerca de 2 milhdes
de novos casos de cancer colorretal e aproximadamente 1 milhdo de mortes pela
doenca, representando 10,7% de todos os casos novos de cancer e 9,5% de todos os
Obitos por cancer no mundo, respectivamente (GLOBOCAN, 2022; Morgan et al.,
2022). O Brasil segue essa tendéncia global e o CCR corresponde ao terceiro tipo de
cancer mais incidente, sendo estimados mais de 45 mil novos casos para cada ano
do triénio de 2023 a 2025 (INCA, 2022).
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Em termos de mortalidade no Brasil, dados do INCA revelam um aumento
expressivo no numero de 6bitos por cancer colorretal ao longo dos anos: em 2017,
foram registrados 16.696 Obitos, numero que subiu para 20.245 em 2020 (INCA, 2017,
INCA, 2022). Esses dados refletem n&o apenas o aumento da incidéncia, mas
também desafios persistentes relacionados ao diagndstico precoce e ao acesso aos
tratamentos, 0 que mais uma vez destaca a presenca de lacunas criticas que podem
ser plenamente exploradas para otimizar os desfechos clinicos (YU; HEMMINKI,
2020).

O envelhecimento populacional e as mudangas na prevaléncia e distribuigao
dos fatores de risco associados ao desenvolvimento socioecondmico sao os principais
fatores relacionados a incidéncia e mortalidade por CCR (GLOBOCAN, 2022;
Munteanu; Schwartza, 2024). O desenvolvimento do CCR é influenciado por uma
combinagao de fatores de risco ndo modificaveis (idade avangada, sexo, presencga de
doenca inflamatdria intestinal (DII) e predisposicao genética) e fatores modificaveis,
(sobrepeso ou obesidade, o tabagismo, o sedentarismo e padrbes alimentares
inadequados) (Seppala; Burkhart; Katona, 2023; lonescu et al., 2023) (Quadro 1).

Quadro 1. Fatores de risco associados ao cancer colorretal (CCR).

Fatores de risco ndao modificaveis Fatores de risco modificaveis
Etnia, sexo e idade Estilo de vida sedentario
Mutacdes e canceres hereditarios Obesidade

Doencas inflamatdrias intestinais Dieta

Radioterapia abdominal Tabagismo

Fibrose cistica Consumo de alcool
Acromegalia Diabetes e resisténcia a insulina
Colecistectomia Microbiota intestinal

Uso de hormdnios andrégenos ou

derivados

Fonte: Adaptado de lonescu et al., 2023.

Juntos, esses fatores contribuem para a complexa etiologia multifatorial do
CCR. A incidéncia do adenocarcinoma colorretal varia entre os diferentes grupos
populacionais, sendo ligeiramente mais elevada em individuos negros em
comparagao com brancos (La Vecchia et al., 2024). No entanto, essa diferenca parece

refletir determinantes sociais de saude, como acesso a servigcos médicos, renda,
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escolaridade e padrdes alimentares, mais do que fatores genéticos propriamente ditos
(Gharib; Robichaud, 2024; La Vecchia et al., 2024).

A idade segue como um dos principais fatores de risco, com maior incidéncia
em individuos acima dos 65 anos (Svec; Onhajzer; Korinek, 2024). Porém, o
crescimento de casos em faixas etarias mais jovens reforga a necessidade de atengao
aos fatores de risco modificaveis, incluindo os ambientais e bioldgicos. Além disso,
homens apresentam risco cerca de 1,5 vez maior do que as mulheres, embora a taxa
de mortalidade seja maior para o publico feminino (Abedizadeh et al., 2024; Chu et al.,
2025).

Cerca de 30% dos individuos diagnosticados com CCR apresentam um
componente familiar, sendo que até 5% possuem uma variante patogénica distinta
associada a sindromes hereditarias de CCR ja conhecidas (Aoun; Kalady, 2024,
Yamada; Kondo, 2025). O cancer hereditario refere-se a uma predisposig¢ao
aumentada ao desenvolvimento de tumores malignos em decorréncia de defeitos
genéticos herdados, risco poligénico, fatores epigenéticos ou caracteristicas ainda
nao completamente elucidadas (Seppala; Burkhart; Katona, 2023). Entre as principais
sindromes hereditarias associadas ao aumento do risco gastrointestinal, destacam-se
a sindrome de Lynch (SL) e a polipose adenomatosa familiar (PAF), ambas condi¢des
pré-neoplasicas e relacionadas a carcinogénese colorretal precoce e agressiva (Aoun;
Kalady, 2024; Yamada; Kondo, 2025).

Dentre as condicdes predisponentes, destacam-se as doencas inflamatdrias
intestinais, como colite ulcerativa e doenca de Crohn, especialmente em casos de
inflamacao extensa e duradoura (Yu; Hemminki, 2020; Seppala; Burkhart; Katona,
2023; Yamada; Kondo, 2025). O risco €& potencializado pelo historico de radioterapia
abdominal, fibrose cistica e colecistectomia. Fatores comportamentais e metabdlicos,
como dieta pré-inflamatéria, obesidade, tabagismo, etilismo e diabetes mellitus tipo 2,
também sao implicados na carcinogénese colorretal, por promoverem inflamagao
cronica, alteragdes no eixo insulina/IGF-1 e disbiose (La Vecchia et al., 2024; Svec;
Onhajzer; Korinek, 2024; Chu et al., 2025).

Nesse contexto, o0 microbioma intestinal exerce papel critico (Hanahan, 2022),
com desequilibrio entre microrganismos benéficos e patobiontes, favorecendo a
inflamacédo, o metabolismo tumoral e a progressdo neoplasica (Li et al., 2021,

Hanahan, 2022). Evidéncias crescentes indicam que alteragdes na microbiota
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intestinal, a comunidade de microrganismos que habita o trato gastrointestinal (TGI),

estdo implicadas na iniciagao e promoc¢ao do CCR (Permain et al., 2024).

2.2. Patogénese do Cancer colorretal

O carcinoma colorretal surge a partir de alteragdes genéticas em enterdcitos da
porcao final do intestino. O intestino grosso mede aproximadamente 1,5 metro de
comprimento. E composto pelo ceco e apéndice, célon, reto e anus. O célon pode ser
divido em ascendente, transverso, descendente e sigmoide. Sua principal funcao € a
absorcao de agua e eletrolitos, a formagao das fezes e a fermentacao de residuos nao
digeridos por ac&o da microbiota intestinal (BRASIL, 2024).

A parede do intestino grosso apresenta as camadas tipicas dos 6rgéos do trato
gastrointestinal: mucosa, submucosa, camada muscular e serosa (Svec; Onhajzer;
Korinek, 2024). A mucosa do célon € composta por epitélio, lamina propria e muscular
da mucosa. O epitélio normal do cdélon é formado por estruturas chamadas “criptas de
Lieberkiihn”, que sdo numerosas invaginagdes da mucosa e desempenham um papel
fundamental na funcdo adequada do intestino grosso (Gharib; Robichaud, 2024). E
composto por diferentes tipos celulares altamente especializados, que atuam de
maneira coordenada para manter a integridade funcional do célon. Os principais tipos
celulares encontrados nas criptas incluem células absortivas (enterdcitos), células
caliciformes, células enteroenddcrinas, células de Paneth e células-tronco (Bonis;
Rossell; Gehart, 2021; Santucci; Velez, 2023; Gharib; Robichaud, 2024) (figura 2).

Os enterdcitos representam a populagcado celular mais numerosa e absorve
agua, eletrolitos e nutrientes. Intercaladas a esses, as células caliciformes sao
responsaveis pela secrecdo de muco, fundamental para a lubrificacdo da mucosa
intestinal protegendo contra o atrito mecanico e possiveis danos quimicos provocados
pelo conteudo fecal (Santucci; Velez, 2023). Outro tipo celular relevante sao as células
enteroenddcrinas que regulam digestdo e a motilidade intestinal, secretando
horménios (Gharib; Robichaud, 2024).

Embora sejam classicamente encontradas no intestino delgado, células de
Paneth podem estar presentes na base das criptas do colén e secretam enzimas,
fatores de crescimento e peptideos antimicrobianos, como defensinas, participando
na defesa e controle da microbiota da mucosa. Ainda na base das criptas, encontram-

se as ceélulas-tronco epiteliais intestinais (ISCs) multipotentes, que expressam
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receptor 5 acoplado a proteina G, ricas em leucina (LGR5") e sdo responsaveis pela
renovagao continua do epitélio, garantindo a manutengao da arquitetura e da fungao
epitelial (Bonis; Rossell; Gehart, 2021; Choi; Augenlicht, 2024) (figura 2).

Figura 2. Homeostase e regeneragao do epitélio intestinal.
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Fonte: Svec; Onhajzer; Korinek, 2024.

Representacdo esquematica da morfologia e dos tipos celulares do intestino delgado (A) e do intestino
grosso (B). (C) Regeneracdo do epitélio do intestino delgado danificado. O epitélio intestinal se
regenera apos o dano por meio da desdiferenciacao celular, desde as células amplificadoras de transito
(TA) até a base da cripta. Este processo permite a regeneragdo completa das criptas intestinais
danificadas e a restauragédo de sua fungdo. As vias de sinalizagdo mais importantes que controlam a
homeostase intestinal também s&o mostradas como gradientes. Proteina morfogenética 6ssea (BMP);
Fator de crescimento epidérmico (EGF).

As ISCs LGR5" sao responsaveis por renovar o epitélio das criptas
constitutivamente. Elas residem no fundo das criptas, regido conhecida como posi¢ao
+4, juntamente com as células de Paneth. As células-filhas das células-tronco
proliferam e formam uma populacédo de células amplificadoras de transito (TA), que
estdo na regido de rapida proliferagcao e dao origem as diversas células presentes no
parénquima intestinal (Testa; Pelosi; Castelli, 2018; Choi; Augenlicht, 2024). O
processo de diferenciacdo e autorrenovagdo das ISCs é regulado por vias de
sinalizagado, como as mediadas por Wnt, proteina morfogenética 6ssea (BMP) e fator

de crescimento epidérmico (EGF) (Svec; Onhajzer; Korinek, 2024).
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A sinalizagcao Wnt é fundamental para a manutencéo do fenétipo proliferativo
das células-tronco, sendo sustentada por uma comunicagdo paracrina. Essa
regulagcdo ocorre por meio de uma complexa interacdo entre o microambiente
intestinal e sinais moleculares especificos, como os ligantes Wnt e as proteinas da
familia R-spondina (RSPOs), secretados principalmente por células de Paneth. As
RSPOs, ao interagirem com o receptor LGR5, amplificam e potencializam a via Wnt
(Choi; Augenlicht, 2024). A sinalizacdo BMP, por sua vez, atua como mecanismo
contraposto a via Wnt, favorecendo a diferenciacdo celular e evitando a
hiperproliferagao epitelial. O EGF completa esse sistema regulatério promovendo a
sobrevivéncia celular e estimulando a proliferagao (Xue et al., 2025).

A via Wnt pode ser classificada em duas grandes categorias: canénica,
dependente de B-catenina, e ndo candnica, independente dessa proteina. Na via
candbnica, na auséncia de sinalizacao, a 3-catenina é continuamente degradada por
um complexo destruidor formado pelas proteinas glicogénio sintase quinase 3B
(GSK3pB), caseina quinase 1a (CK1a), polipose adenomatosa coli (APC), proteina
fosfatase 2 A (PP2A). Quando os ligantes Wnt se ligam aos seus receptores, esse
complexo € inibido, permitindo o acumulo de B-catenina no citoplasma e sua
translocacao ao nucleo, onde se associa aos fatores de células T/intensificador
linfoide (TCF/LEF) para induzir a transcricao de genes relacionados a proliferagao e
manutengado das células-tronco. Ja nas vias ndo canénicas, como as vias Wnt/PCP
(plano de polaridade celular) e Wnt/Ca?*, os efeitos sdo mediados por mecanismos
alternativos, modulando processos como polaridade celular, migragdo e adeséo
intercelular, que sao igualmente relevantes para a morfologia e funcionalidade do
epitélio (Svec; Onhajzer; Korinek, 2024; Xue et al., 2025).

No contexto da carcinogénese colorretal, a ativacdo aberrante da via Wnt
representa um dos eventos iniciais e mais criticos (Svec; Onhajzer; Korinek, 2024)
(Figura 3). A carcinogénese é caracterizada pela transformacéao progressiva de células
normais em células malignas, resultado da acumulagao de alteracbes genéticas e
epigenéticas que afetam genes reguladores do ciclo celular, apoptose, diferenciagao,
reparo do DNA e sinalizagéo celular (Orlandi et al., 2023).

Embora existam varias vias pelas quais o CCR pode se desenvolver, a via mais
comum envolve a progressao de uma cripta aberrante para um polipo adenomatoso
benigno e, finalmente, para CCR (figura 3). Mutagdes no gene APC ocorrem

precocemente em aproximadamente 70% dos pacientes com adenomas colorretais,
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0 que leva ao primeiro passo da carcinogénese, a iniciagdo (lonescu et al., 2023).
Mutacgdes que inativam no gene APC, comprometem a ubiquitinagdo da [-catenina,
resultando em sua estabilizacdo e ativacdo constitutiva da via candnica da Wnt
(JIANG et al., 2023; Gharib; Robichaud, 2024; Yang et al., 2024).

As células iniciadas comeg¢am a sofrer crescimento anormal (expansao clonal)
e formam pdlipos benignos chamados adenomas, que podem variar em tamanho e
forma (Figura 3). Etapa conhecida como promog¢ao, segundo passo da carcinogénese.
Com o tempo, alguns adenomas podem progredir para uma maior desdiferenciagcéo
celular (displasia) que favorece o surgimento de células pré-malignas com maior
instabilidade gendmica e capacidade proliferativa aumentada (Gharib; Robichaud,
2024; Zhou et al., 2025). Por fim, se ndo forem tratados, alguns adenomas displasicos
na fase de progressédo podem se transformar em carcinoma, onde as células anormais
invadem as camadas do colon ou reto e potencialmente se espalham para linfonodos
préximos inicialmente ou érgaos distantes. O potencial proliferativo e invasivo do CCR
€ associado a mutacdes em KRAS e TP53 (Zhou et al., 2025).

Figura 3. Evolucao do cancer colorretal (CCR).
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A evolugdo do CCR envolve duas vias principais. Primeiramente, a via adenoma-carcinoma,
caracterizada pelo acumulo de mutagbes nas vias de sinalizagdo WNT, MAPK, PI3K, TGFB e p53,
levando a uma progressao sequencial de adenoma para carcinoma. Por outro lado, ha a via serrilhada
(serrated pathway), que apresenta mutacbes especificas nos genes KRAS ou BRAF, resultando na
hiperativagdo da via de sinalizagdo MAPK. Os estagios do CCR sao determinados pela extensédo do
tumor e pela presencga de metastases. Criada com BioRender.com
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A mutacdo em KRAS resulta na ativagao continua de vias que promovem o
crescimento e a sobrevivéncia celular, levando a transicdo de adenoma para
carcinoma (lonescu et al., 2023). A alteragdo genética final € a inativagdo do gene
TP53, que desempenha um papel critico no reparo do DNA, na regulagao do ciclo
celular e na apoptose (JIANG et al., 2023; Yang et al.,, 2024). Esses eventos sao
frequentemente chamados de via "APC-KRAS-TP53" ou modelo de Vogelstein de
transicdo fenotipica adenoma-carcinoma-metastase (Fearon; Vogelstein, 1990;
Nakanishi; Diaz-Meco; Moscat, 2019; Zhou et al., 2025). Vale ressaltar que o modelo
de Vogelstein representa uma estrutura simplificada para a compreensao dos eventos
genéticos envolvidos na progressao do CCR e que alteragdes genéticas adicionais e
interagbes complexas entre varios genes e vias podem corroborar a patogénese
dessa doenca (Abedizadeh et al., 2024).

Um mecanismo alternativo a via adenoma-carcinoma convencional envolve o
surgimento do cancer colorretal a partir de pdlipos serrilhados (Li et al., 2021). O
modelo de Vogelstein afirma que o surgimento do CCR é na base das criptas
intestinais se desenvolvendo no sentido do lumen do 6rgéo, tragando o perfil “bottom-
up”. Os polipos ou adenomas serrilhados representam um grupo heterogéneo de
lesdes neoplasicas, caracterizadas por uma arquitetura epitelial com morfologia em
“‘dente de serra”, evidenciada principalmente pelo padrao serrilhado do epitélio das
criptas intestinais (O’Brien; Gibbons, 1996; Ma et al., 2018). A via serrilhada pode se
originar de diferentes populagdes celulares do epitélio intestinal, caracterizando assim,
um processos de metaplasia (Chen et al.,, 2021; Martin-Garcia; Garcia-Aranda;
Redondo, 2024) (figura 3).

Foi proposto que a neoplasia serrilhada possa surgir por meio de uma
transformacao associada a metaplasia de células diferenciadas localizadas na porgao
superior das criptas do colon, podendo adquirir caracteristicas neoplasicas em
resposta a alteragdes no microambiente e estimulos inflamatérios (Svec; Onhajzer;
Korinek, 2024). Caracterizando um modelo de tumorigénese denominado "top-down".
Nesse contexto, o papel do microambiente tumoral e a influéncia da microbiota
intestinal tém sido alvo de intensas investigacdes, sugerindo que comunidades
microbianas distintas podem modular vias de carcinogénese especificas (Chen et al.,
2021; Avelar-Barragan et al., 2022).

As principais alteragcbes moleculares observadas nessas lesdes envolvem

mutac¢des no gene BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase), sendo a
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BRAFV69E g mais relevante (Aiderus et al., 2024). Essa mutagéo leva a ativagéo
constitutiva da proteina quinase BRAF, impactando diretamente a sinalizagcdo da via
MAPK/ERK 1/2. Cerca de 10% dos casos de cancer colorretal evoluem por essa via
serrilhada de neoplasia (Aiderus et al., 2024; Chen et al., 2021) (figura 3).

O cancer associado a colite (CAC) € uma forma especifica de CCR relacionada
a inflamacgao crénica do célon, especialmente em pacientes com doenca inflamatodria
intestinal (DIl), como a retocolite ulcerativa (RCU) persistente ou severa (Li et al.,
2021), que passa a promover alteragdes genéticas e moleculares no epitélio do coldn,
aumentando o risco de transformagdes malignas (Hanahan, 2022; Marynczak et al.,
2022). Esse risco é proporcional ao tempo e a extensao da inflamagao (Marynczak et
al., 2022). O CAC apresenta particularidades etiolégicas, genéticas e terapéuticas
(Lichtenstern et al., 2020.). Pacientes com RCU extensa e duradoura, especialmente
com acometimento de todo o célon, estdo entre os mais suscetiveis. No entanto, a
maioria dos individuos com DIl ndo desenvolve CAC, que representa cerca de 2% de
todos os casos de CCR (Gharib; Robichaud, 2024).

Podemos observar que, semelhante aos outros tipos de cancer, o CCR é uma
doengca complexa caracterizada predominantemente por alteragdes gendmicas
(JIANG et al.,, 2023). O acumulo de mutacbes em genes e de aberragdes
cromossdmicas durante o desenvolvimento e progressédo dos tumores € chamado de
instabilidade gendmica (Hanahan, 2022). Este processo se refere a uma maior
propensao para alteragbes genéticas dentro das células e desempenha um papel
significativo no desenvolvimento e progressdo do CCR. Existem duas formas
principais de instabilidade do genoma no CRC: instabilidade cromossdémica (CIN, do
inglés chromosomal instability) e instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés
microsatellite instability) (Li et al., 2021; JIANG et al., 2023; Martin-Garcia; Garcia-
Aranda; Redondo, 2024).

A CIN esta presente em aproximadamente 85% dos casos de CCR é
caracterizada por alteragdes no numero (aneuploidia) e na estrutura dos
cromossomos, como delegdes, insercoes, amplificacdes e translocagdes, resultando
em perda de heterozigosidade (LOH) e variagdes no numero de cépias génicas. No
CCR, esse processo afeta diretamente genes-chave, como APC, TP53, KRAS e
BRAF. A progressdo do adenoma ao carcinoma, conforme descrito no modelo de
Vogelstein, € um reflexo tipico da instabilidade cromossémica (Dunne; Arends, 2024;
Yang et al., 2024)
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Por outro lado, cerca de 15-20% dos CRCs evoluem pela via da instabilidade
de microssatélites (MSI) (Yamada; Kondo, 2025). Microssatélites sado regides
repetitivas curtas do DNA que representam cerca de 3% do genoma humano. Essas
regides, devido a sua natureza repetitiva, sdo particularmente suscetiveis a erros
durante a replicacdo do DNA (Yang et al.,, 2024). Normalmente, esses erros sao
corrigidos pelo sistema de reparo de pareamento incorreto (MMR, do inglés mismatch
repair) de bases.

MLH1 (do inglés, MutL homolog 1), MSH2 e MSH6 (do inglés, MutS homolog 2
e 6), PMS2 (do inglés, Postmeiotic segregation increased 2) e EPCAM (do inglés,
Epithelial Cell Adhesion Molecule) sdo exemplos de proteinas que em condicdes
normais formam dimeros que reconhecem os erros e conduzem o reparo (Ambrosini
et al., 2025). No entanto, mutag¢des ou hipermetilagdo nos genes MMR comprometem
esse reparo, caracterizando assim um fenétipo de MSI deficiente (dMSI) ou ineficaz.
Uma alta instabilidade de microssatélites (MSI-H) é intrinsecamente relacionada a
sindrome de Lynch. Além de MSI-H, a MSI pode ser classificada em baixa (MSI-L) ou
estavel (MSS). A presenga de MSI em pacientes com CCR esta associada a uma
maior taxa de sobrevida e a um progndéstico mais favoravel quando comparada a
instabilidade microssatélite estavel (MSS) (Dunne; Arends, 2024).

O fendtipo metilador de ilhas CpG (CIMP, do inglés CpG Island Methylator
Phenotype) é um processo epigenético caracterizado por metilagdes anormais de
regides ricas em citosina-guanina (CpG) proximas de promotores de genes. Esse
processo resulta no silenciamento de genes supressores tumorais, como MLH1,
MGMT (do inglés, O-6- methylguanine-DNA methyltransferase) e CDKN2A (do inglés,
cyclinde pendent kinase inhibitor 2A) (Kim; Bodmer, 2022; Sadien et al., 2024).
Tumores positivos para o CIMP estdo comumente relacionados a via serrilhada de
tumorogénese e podem ser subclassificados em alto ou baixo CIMP, frequentemente
associado a mutacdes em BRAF ou KRAS, respectivamente (He et al., 2025).

Apesar da ampla utilizagao dos marcadores moleculares isolados, sua tradugéo
clinica nem sempre é consistente (Yamada; Kondo, 2025). Com o avango do
sequenciamento molecular e o maior entendimento dos mecanismos envolvidos no
cancer, tornou-se possivel adotar uma abordagem mais organizada e padronizada
para caracterizar os tumores (Wang et al., 2023; Yang et al., 2024). Nesse contexto, a
classificagdo por subtipos moleculares consensuais (CMS, do inglés Consensus

Molecular Subtypes) representou uma transicdo do modelo tradicional centrado em
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mutacdes para uma tipagem baseada no transcriptoma. Esse modelo ganhou
relevancia na era da medicina de precisao por permitir um entendimento mais refinado
da heterogeneidade do CCR, além de auxiliar na definicdo de progndstico e escolha
terapéutica (Yamada; Kondo, 2025).

Em 2015, um consércio internacional propds a classificagdo molecular
consensual do CCR, a partir da analise de dados transcriptdmicos de
aproximadamente 4.000 pacientes. Foram definidos quatro subtipos principais, CMS1
a CMS4, com caracteristicas moleculares e clinicas distintas (Guinney et al., 2015;
Abedizadeh et al., 2023). O CMS1, conhecido como “imune” ou “MSI-imune”,
representa cerca de 14% dos casos e é caracterizado por MSI-H, hipermetilagao e
forte infiltracdo de células imunes, apresentando um melhor prognéstico (Shen et al.,
2024). O CMS2, chamado “canénico”, € o mais prevalente (cerca de 37% dos casos)
e exibe ativacdo das vias WNT e MYC, além de diferenciacao epitelial classica. Ja o
CMS3, “metabdlico”, corresponde a aproximadamente 13% dos casos e apresenta
desregulagéo de vias metabdlicas, mutagbes em KRAS, além de possivel associagéo
com MSI e o CIMP. Por fim, o CMS4, denominado “mesenquimal’, compreende cerca
de 23% dos casos, sendo marcado por intensa infiltragdo estromal, ativagéo da via
TGF-B, transicao epitélio-mesenquimal (EMT) e angiogénese, estando
frequentemente associado a piores desfechos clinicos e resisténcia ao tratamento
convencional (Guinney et al., 2015; Shen et al., 2024; Yamada; Kondo, 2025).

A tipagem por CMS representa um marco importante na compreensdo da
complexidade biolégica do CCR, sendo considerada uma ferramenta promissora na
pratica clinica por oferecer um panorama mais integrado do comportamento tumoral.
Ela complementa e, em muitos casos, supera a abordagem baseada exclusivamente
em alteragdes genéticas, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais especificas e eficazes (Gharib; Robichaud, 2024; Matsuda;

Fujimoto; Igarashi, 2025).

2.3. Diagnéstico e tratamento do CCR

Os avancos na compreensdo da biologia tumoral do CCR, incluindo a
identificacdo de vias moleculares distintas e a caracterizagdo dos subtipos
moleculares, tém ampliado significativamente o0 conhecimento sobre a

heterogeneidade da doenca (Cafiellas-Socias; Sancho; Batlle, 2024). Essa evolugao



36

tem repercutido diretamente na pratica clinica, especialmente no campo diagnostico
e terapéutico, impulsionando o desenvolvimento de novos farmacos direcionados e
estratégias de tratamento mais personalizadas (Salva de Torres et al., 2024).

No entanto, apesar desse progresso, lacunas importantes ainda persistem,
particularmente em relagéo a traducgéo clinica da complexidade molecular observada
(Abedizadeh et al., 2023; Mosele et al., 2024). Um dos principais entraves é a
heterogeneidade tumoral, tanto em fungdo dos diferentes pacientes (intertumoral),
como as diferentes células num mesmo tumor (intratumoral), o que dificulta a
identificacdo de biomarcadores universalmente validos e a padronizagdo de
abordagens terapéuticas eficazes (Kim; Bodmer, 2022; Sadien et al., 2024; Yang et
al., 2024). Assim, o aprofundamento no entendimento dos mecanismos moleculares e
o refinamento das ferramentas diagnosticas tornam-se essenciais para o avango da
medicina de precisdo no manejo do CCR (Ciardiello et al., 2022; Martin-Garcia;
Garcia-Aranda; Redondo, 2024).

A deteccdo precoce do cancer colorretal € fundamental para melhorar o
prognéstico e ampliar as opgdes terapéuticas (BRASIL, 2024). Nesse contexto,
distinguem-se duas principais estratégias: o diagnostico precoce e o rastreamento
(Murphy; Zaki, 2024). O diagnéstico precoce envolve a investigagdo ativa em
individuos com sinais e sintomas sugestivos, como alteragdes no habito intestinal, dor
abdominal persistente, emagrecimento inexplicado, anemia ferropriva e presenca de
sangue nas fezes. Ja o rastreamento tem como foco individuos assintomaticos, por
meio de exames periddicos capazes de identificar lesdes precursoras, como palipos,
ou mesmo tumores em estagio inicial, aumentando as chances de cura e permitindo
intervencdes menos invasivas (BRASIL, 2024; Liu; Zhang, 2024; Wang, 2024,
DISTRITO FEDERAL, 2025).

A confirmacdo diagnodstica do CCR é realizada por meio do exame
anatomopatoldégico de amostras tumorais obtidas por colonoscopia, bidpsias
direcionadas ou durante cirurgias. O sistema TNM de estadiamento é o mais utilizado
e 0 quadro 2 demonstra de forma simplificada essa classificagdo para o CCR.
Elaborado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), esse sistema utiliza as
categorias T (tamanho e extensao do tumor primario), N (acometimento do linfonodo)
e M (metastase a distancia) para a classificagdo dos tumores malignos, a partir da
pega cirurgica coletada (Chen et al., 2021; BRASIL, 2024).



37

Quadro 2. Sistema TNM de estadiamento para o CCR.

E . Tumor Primario  Linfonodos Regionais Metastases a Distancia
stadiamento
(T) (N) (M)

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO

T2 NO MO
Estadio Il T3 NO MO

T4 NO MO
Estadio I Qualquer T N1 MO

Qualquer T N2 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: elaborado pelo autor, com base em BRASIL, 2024.

Sao utilizadas trés categorias para a classificagdo dos tumores malignos: T para o tamanho e
extensao do tumor primario, podendo ser de T1-4; N, designando acometimento linfonodal
(NO-2); e M para indicar (M1) ou nao (MQ) metastase a distancia. Tis: Carcinoma in situ.

O tamanho do tumor primario esta diretamente relacionado a profundidade da
invasao da parede intestinal (Figura 4). Quando restrito a mucosa, classifica-se como
carcinoma in situ (Tis). A partir da invasdo das camadas mais profundas, o
estadiamento estadiamento progride de T1 a T4, sendo que o T4 representa lesbes
mais agressivas, associadas a invasao do peritbnio visceral e/ou estruturas
adjacentes, geralmente compativel com estagios mais avangados da doenga
(Estadiamento I1l) (BRASIL, 2024).

Figura 4. Progressao e estadiamento do cancer colorretal (CCR).
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Fonte: elaborado pelo autor

Legenda: O sistema de estadiamento varia de 0 a IV de acordo com o comprometimento da lesao,
presenga de células tumorais nos linfonodos ou em 6rgédos mais distantes (metastase). Criada com
BioRender.com.

Mesmo lesdes primarias menores (T1 ou T2) podem apresentar progndstico
desfavoravel na presenca de comprometimento linfonodal, especialmente quando ha
invasdo de 1 a 3 linfonodos regionais (N1). Apresencga de metastases a distancia (M1),

comumente no figado, pulmdes ou peritbnio, também indica pior desfecho clinico,
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independentemente da extensao tumoral local (Abedizadeh et al., 2023; Canellas-
Socias; Sancho; Batlle, 2024).

Ap06s a confirmacgéo do estadiamento, € essencial a avaliagdo da doenga com
tomografias de contraste do térax, abdome e pelve, especialmente antes da
abordagem cirurgica, para avaliagdo da presenca de metastases (Breekveldt, et al.,
2022; Dunne; Arends, 2024). Em situagbes especificas, exames como a ressonancia
magnética e a tomografia por emissdo de podsitrons/tomografia computadorizada
(PET/CT) podem ser indicados, especialmente para avaliagcdo hepatica ou
detalhamento anatébmico em tumores de reto. Além disso, 0 exame de antigeno
carcinoembrionario (CEA) sérico, embora nao diagndstico, pode auxiliar no
acompanhamento terapéutico e no prognéstico (Dunne; Arends, 2024; Liu; Zhang,
2024; DISTRITO FEDERAL, 2025).

A analise molecular também tem ganhado relevancia no cenario clinico
(Fernandez-Montes et al., 2024.). A avaliacdo da MSI ou da eficiéncia dos sistemas
de reparo de DNA é recomendada para todos os casos confirmados de
adenocarcinoma colorretal, permitindo ndo apenas a identificagdo de sindromes
hereditarias como a de Lynch, mas também contribuindo para decisdes terapéuticas
(Chen et al., 2021; Shen et al., 2024; Yamada; Kondo, 2025).

No contexto terapéutico do adenocarcinoma colorretal, a ressecgao cirurgica
permanece como a unica abordagem com potencial curativo, especialmente nos
casos de tumor localizado (BRASIL, 2024). A cirurgia consiste na remogao do tumor
primario e dos linfonodos regionais, estando condicionada as caracteristicas
anatomopatoldgicas da lesao, incluindo: extensao, margens comprometidas, numero
e localizagdo de linfonodos acometidos, bem como o envolvimento de 6rgaos
adjacentes (BRASIL, 2014; Chen et al., 2021; BRASIL, 2022).

Em situacdes especificas, como na presenca de metastases hepaticas ou
pulmonares ressecaveis, a cirurgia pode ser adotada com inteng¢ao curativa. Ja nos
casos de doenca disseminada e irressecavel, o procedimento pode assumir carater
paliativo (Ambrosini et al., 2025). Nestes casos, a quimiorradioterapia representa uma
importante abordagem complementar, podendo ser administrada de forma
neoadjuvante, antes do procedimento para redu¢cdo da massa tumoral e melhora das
taxas de ressecabilidade, ou adjuvante, com o objetivo de eliminar micrometastases

residuais e reduzir o risco de recidiva pés cirurgicas (BRASIL, 2024).
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Nos casos em que a cirurgia esta contraindicada ou n&o é possivel devido a
extensdo da doencga ou ao estado clinico do paciente, o tratamento pode incluir
esquemas combinados de radioterapia ou terapias sistémicas, como quimioterapia,
terapia-alvo e/ou imunoterapia (Smith et al., 2024; Ambrosini et al., 2025).
A quimioterapia permanece como uma das principais modalidades terapéuticas no
CCR, contribuindo significativamente para o controle da evolugéo da doenca (Mosele
et al.,, 2024). Sua acdo baseia-se no uso de agentes citotoxicos capazes de
interromper a rapida proliferacdo das células tumorais, atuando no material genético
da célula, em diferentes fases do ciclo celular ou induzindo morte celular (Hussein et
al., 2024; Munoz et al., 2025).

O 5-fluorouracil (5-FU) representa a base dos esquemas terapéuticos utilizados
no CCR. Descoberto em 1957, trata-se de um analogo nucleosidico pertencente a
classe dos antimetabdlitos, mais especificamente aos analogos da pirimidina, capaz
de interferir nas vias biossintéticas essenciais para a replicagao e reparo do DNA
(Hussein et al., 2024) (figura 5).

Figura 5. Mecanismo de agao do 5-f|uoroure(1)ci| (5-FU) e seus principais metabdlitos ativos.
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Fonte: Avendafno; Menéndez, 2023.
Os principais metabdlitos ativos do 5-fluorouracil (5-FU) sdo 5-fluoro-2’-desoxiuridina monofosfato (5-
FAUMP) e 5-fluorouridina trifosfato (5-FUTP). O esquema destaca a inibicdo da timidilato sintase (TS),
0 aumento dos niveis de desoxiuridina monofosfato (dUMP) e de uridina trifosfato (UTP), o desequilibrio
no total de desoxinucleotideos, a incorporagao errénea de 5-fluoro-2’-desoxiuridina trifosfato (5-FAUTP)
no DNA e de 5-FUTP no RNA, resultando em danos no DNA e no RNA, além da ativacdo da via da
proteina supressora de tumor p53.
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Uma vez metabolizado a 5-fluoro-2’-desoxiuridina monofosfato (FAUMP), o
farmaco mimetiza a estrutura do seu equivalente fisioldgico e exerce agéao
multidirecional, tanto pela incorporagéo de seus metabalitos no RNA e no DNA, quanto
pela inibicdo da enzima timidilato sintase (TS). Como a timidina é indispensavel para
a sintese e reparo do DNA, o bloqueio da TS leva a redugéo acentuada dos niveis de
timidina trifosfato (dTTP) e ao acumulo significativo de desoxiuridina trifosfato (dUTP).
Esse excesso de dUTP favorece sua incorporacido equivocada no DNA, substituindo
o dTTP, o que provoca interrupcéo da replicacado e desencadeia ciclos de reparo futeis,
resultando em quebras de fita e morte celular programada (Hussein et al., 2024;
Shaham; Vij; Tripathi, 2025).

A associagao de leucovorina (acido folinico ou 5-formil-THF) intensifica a agéao
do 5-FU, sendo essa combinacéo o primeiro tratamento sistémico comprovadamente
eficaz para o cancer colorretal metastatico (MCCR) desde a década de 1980 (Smith
et al., 2024; Singh; Kokkanti; Patnaik, 2025). Por ser uma forma reduzida de folato, o
5-formil-THF n&o necessita da acido da diidrofolato redutase para participar do ciclo
do folato, elevando a concentragao intracelular de 5,10-metilenotetrahidrofolato,
cofator essencial para a ligagdo do FAUMP a TS. Isso torna o complexo FAUMP-TS—
folato mais estavel, prolongando a inativacdo enzimatica e ampliando o efeito
citotoxico do 5-FU (Avendafo; Menéndez, 2023; Hussein et al., 2024).

Para contornar problemas de alta toxicidade e baixa biodisponibilidade do 5-
FU, foi desenvolvida a capecitabina, um pro-farmaco administrado por via oral que se
converte seletivamente no tumor em 5-FU ativo. Essa caracteristica aumenta a
concentracao intratumoral do farmaco, melhora a tolerabilidade e oferece maior
conveniéncia ao paciente ao dispensar infusdes intravenosas continuas (Smith et al.,
2024). O 5-FU isolado apresenta taxas de resposta entre 10% e 15%, mas quando
associado a outros agentes antineoplasicos, como nos esquemas FOLFOX (5-FU,
leucovorina e oxaliplatina) (Wang et al., 2025) e FOLFIRI (5-FU, leucovorina e
irinotecano) (Siritientong et al., 2025), essas taxas podem alcancar 40% a 50%
(Paldino et al., 2014; Sethy; Kundu, 2021; Munoz et al., 2025).

A oxaliplatina € um composto de coordenagao a base de platina que penetra
nas células por meio do transportador de cobre (Cu?*) de alta afinidade (CTR1),
induzindo a degradacgéo desse transportador. No meio intracelular, os ligantes oxalato
da molécula sdo substituidos por moléculas de agua, originando um composto

carregado positivamente que reage com sitios nucleofilicos presentes no DNA e nas
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proteinas (Wang et al., 2025). Diferentemente de outros analogos de platina, a
citotoxicidade da oxaliplatina ndo depende dos sistema de reparo MMR funcional, o
que pode explicar sua maior eficacia no tratamento do CCR (Fan et al., 2025; Wang
et al., 2025).

As camptotecinas s&o potentes agentes antineoplasicos citotoxicos,
originalmente isolados da arvore Camptotheca acuminata, que tém como alvo a
enzima nuclear topoisomerase |. Entre seus derivados, apenas o irinotecano e o
topotecano estdo atualmente aprovados para uso clinico, sendo o primeiro utilizado
no CCR (Hussein et al., 2024; Bugano et al., 2024; Siritientong et al., 2025). As
topoisomerases (Il e Il) sdo enzimas nucleares que aliviam o estresse torcional no DNA
superenovelado, permitindo que regides especificas da molécula se desenrolem o
suficiente para possibilitar a replicagédo, o reparo e a transcri¢ao (Siritientong et al.,
2025). Os analogos de camptotecina ligam-se e estabilizam o complexo DNA-
topoisomerase |, inibindo o religamento e acumulando quebras de fita simples no
DNA. Essas lesbes sao reversiveis e, isoladamente, ndo séo letais para a célula.
Contudo, quando a forquilha de replicagdo colide com uma dessas fitas clivadas,
ocorre uma quebra irreversivel de fita dupla no DNA, evento que leva a morte celular
(Gach-Janczak et al., 2024; Gharib; Robichaud, 2024).

Essas informacbdes reforcam a importancia de estratégias combinadas,
capazes de atuar em multiplas vias bioldgicas, no manejo do CCR (Gach-Janczak et
al., 2024; Shaham; Vij; Tripathi, 2025). Entretanto, essa abordagem n&do consegue
distinguir totalmente entre células malignas e saudaveis, o que leva a lesées também
em células normais e, consequentemente, a efeitos adversos (Gach-Janczak et al.,
2024; Bugano et al., 2024).

Apesar dos avancos na terapia sistémica, as recidivas e a recorréncia do
cancer continuam sendo desafios importantes, reduzindo a eficacia do tratamento ao
longo do tempo (Singh; Kokkanti; Patnaik, 2025). Essa limitagao esta frequentemente
associada a uma maior incidéncia de toxicidades relacionadas ao tratamento,
incluindo neurotoxicidade, toxicidade hematoldgica e hepatotoxicidade. Tais eventos
adversos podem exigir mudancas na posologia, como redugao® de dose, levar a
interrupgéo precoce do tratamento e, em ultima instancia, prejudicar a qualidade de
vida dos pacientes (Fan et al., 2025).

Além dos efeitos adversos provocados pela quimioterapia, as células tumorais

podem desenvolver mecanismos de resisténcia que comprometem a eficacia do
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tratamento. Essa resisténcia esta associada a alteragbes genémicas dindmicas, como
amplificagdes e deleg¢des génicas, modificacées epigenéticas (incluindo metilagdo do
DNA e alteragbes em histonas) e rearranjos estruturais de proteinas que surgem sob
a pressao dos agentes quimioterapicos. Tais modificacées favorecem a adaptagao
celular por meio da ativagao de vias de sinalizacdo e mecanismos de escape imune
(Sun et al., 2022).

Atualmente, o tratamento mais eficaz para o CCR envolve a associagao da
quimioterapia a terapias-alvo, cuja selegdo € guiada pela detecgdo de marcadores
moleculares preditivos. As terapias-alvo consistem em abordagens que utilizam
farmacos ou outros agentes capazes de atacar seletivamente as células tumorais,
promovendo sua destruicdo de forma mais precisa e reduzindo os efeitos adversos
(Morris et al., 2022; Gharib; Robichaud, 2024).

Essas terapias podem atuar por diferentes mecanismos, entre eles: impedir ou
reduzir a formagao da rede de vasos sanguineos que nutre o tumor, inibir ou diminuir
a atividade de células cancerigenas, estimular o sistema imunoldgico a reconhecer e
eliminar células tumorais e identificar células especificas e direcionar o farmaco
diretamente a elas (Shaham; Vij; Tripathi, 2024).

No contexto do CCR, o bloqueio da neoangiogénese representou a primeira
estratégia bioldgica com efeito aditivo ou sinérgico quando associada a quimioterapia.
A angiogénese induzida pelo tumor € um dos marcos da progressao de neoplasias
sélidas, incluindo o CCR (Salva de Torres et al., 2024). O sistema de sinalizagédo do
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em mamiferos € composto por cinco
glicoproteinas da familia VEGF (A a E), que se ligam a receptores tirosina-quinase,
principalmente em células endoteliais vasculares. Entre eles, o VEGF-A é o principal
mediador da angiogénese tumoral, atuando predominantemente por meio do receptor
VEGFR-2 (Dominguez; Yilmaz; Steele, 2023). Essa ligacao ativa vias de sinalizagao
intracelular, como a PLC-y/PKC/Ras/Raf/MEK/ERK, fundamentais para o processo
angiogénico no CCR (Abedizadeh et al., 2024; Salva de Torres et al., 2024).

No tratamento de primeira linha, anticorpos monoclonais contra o VEGF-A,
como o bevacizumabe, e contra o EGFR, como o cetuximabe e o panitumumabe, sao
frequentemente combinados a esquemas quimioterapicos como FOLFOX e FOLFIRI
(Svec; Onhajzer; Korinek, 2024). Na segunda linha terapéutica, destacam-se o
aflibercepte, que inibe VEGF; o regorafenibe, inibidor de VEGFR; e o ramucirumabe,

anticorpo contra VEGFR-2 (Hussein et al., 2024). Mais recentemente, o fruquitinibe,



43

um inibidor oral de tirosina-quinase aprovado em 2023 para o tratamento de terceira
linha, passou a ser utilizado por bloquear o sinal do VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3
(Dasari et al., 2023; Matsuda; Fujimoto; Igarashi, 2025).

Embora ainda n&o exista um marcador preditivo definido para o uso de terapias
anti-VEGF, ja se sabe que mutagcdes nos genes KRAS e NRAS estdo associadas a
baixa resposta as terapias anti-EGFR (Pinheiro; Moreira; Ghidini, 2024). Em
contrapartida, o surgimento de novos protocolos terapéuticos para o CCR com
mutagdo BRAFV8E presente em aproximadamente 8% dos casos e associada a
prognostico desfavoravel. Desde 2020, a combinacdo do anticorpo anti-EGFR
cetuximabe com o inibidor oral de BRAFY6%E encorafenibe tornou-se o padrio de
tratamento de segunda linha (Tabernero et al., 2021).

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), quando ativado,
desencadeia uma cascata de sinalizagado por meio da ativagado de Ras, RAF, MEK e
ERK, mediada por uma série de eventos de fosforilagdo. Essa via de sinalizagdo Ras—
Raf-ERK é fundamental para o controle do crescimento celular, da diferenciagao e da
sobrevivéncia (Shaham; Vij; Tripathi, 2025). Esse mecanismo é particularmente
relevante em certos tipos de cancer, incluindo o mCCR, nos quais o EGFR
desempenha papel crucial na proliferacdo e sobrevivéncia tumoral. O uso de
cetuximabe pode potencializar a eficacia terapéutica, especialmente em pacientes
com tumores do tipo RAS wild-type, proporcionando uma abordagem direcionada
quando combinado a outros tratamentos (Abedizadeh et al., 2024). O encorafenibe,
por sua vez, reforca o efeito inibitério do cetuximabe ao bloquear a isoforma mutada
da proteina BRAF. Resultados ainda mais promissores tém sido observados quando
essa combinagdo é associada a um inibidor de MEK, como o binimetinibe (Tabernero
et al., 2021; Svec; Onhajzer; Korinek, 2024).

A pesquisa por alteragdes nos genes Ras e BRAF, assim como a avaliagdo do
MSI, representa atualmente o padrao-ouro para a caracterizagcdo molecular do mCCR,
etapa essencial para a selegao das terapias mais adequadas (Ciardiello et al., 2022).
Entre os biomarcadores mais promissores no CCR esta o perfil de reparo de DNA.
Tumores com deficiéncia no sistema MMR/MSI-alto apresentam maior carga
mutacional e respondem melhor a inibidores de checkpoints imunolégicos PD-1/PD-
L1 (Sahin et al., 2023; Hamid et al., 2024). Assim, a testagem do status MMR/MSI é
fundamental para identificar pacientes com CCR e com maior probabilidade de se

beneficiarem de imunoterapias (Smith et al., 2024).
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A imunoterapia representa um avango no tratamento oncoldgico, ao utilizar o
préprio sistema imune para combater o tumor de forma mais eficaz. Essa estratégia
atua sobre os mecanismos moleculares dos chamados pontos de verificagao
(checkpoints) imunologicos, responsaveis por manter a tolerancia imunoldgica em
condigdes normais e modular a resposta contra patdgenos, um fator-chave para o
sucesso dessa abordagem (Sahin et al., 2023; Abedizadeh et al., 2024; Gharib;
Robichaud, 2024).

Entre esses mecanismos, destaca-se a interacdo entre o receptor PD-1
(programmed death receptor 1), expresso nos linfécitos T, e seu ligante PD-LA1,
produzido por células tumorais. Essa ligacdo suprime a atividade das células T,
favorecendo a evasao tumoral (Hamid et al., 2024; Ambrosini et al., 2025). No CCR,
os anticorpos monoclonais e inibidores de PD-1, bevacizumabe, cetuximabe e
nivolumabe, demonstraram respostas clinicas significativas em pacientes com
tumores avangados portadores de MMR deficiente ou MSl-alto (Hamid et al., 2024;
Pinheiro; Moreira; Ghidini, 2024; Ambrosini et al., 2025). Esse perfil tumoral no CCR,
por apresentar maior instabilidade genémica, torna-se mais suscetivel ao bloqueio de
checkpoints, revertendo a imunossupressao e potencializando a resposta antitumoral
(Ciardiello et al., 2022; Abedizadeh et al., 2024).

Apesar dos avangos no diagndstico e estadiamento, o tratamento sistémico do
CCR ainda depende, em grande parte, da quimioterapia convencional. Embora eficaz,
muitas vezes apresenta alta toxicidade e baixa seletividade para células tumorais,
limitando seu uso prolongado e impactando a qualidade de vida dos pacientes. Nesse
cenario, cresce a necessidade de desenvolver novas moléculas citotoxicas com maior
seletividade tumoral, capazes de modularem vias de sinalizagdo especificas e com
menos efeitos adversos e dentre elas, destacam-se as drogas metalicas como uma

classe promissora.

2.4. Morte celular programada ou apoptose

A apoptose, também chamada de morte celular programada do tipo |, € um
mecanismo biolégico fundamental para a manutencdo da homeostase tecidual, pois
promove a eliminagdo de células desnecessarias ou potencialmente perigosas,
regulando o crescimento e evitando a proliferagdo descontrolada (D’Arcy, 2019). Esse

processo ocorre de forma fisioldgica durante o desenvolvimento embrionario, no
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envelhecimento e como defesa frente a células danificadas por infec¢des, agressdes
quimicas, radiagdo ou mutagdes genéticas (Yan; Elbadawi; Efferth, 2020).

Em tecidos saudaveis, o equilibrio entre proliferacdo e apoptose é rigidamente
controlado. No entanto, no cancer, incluindo o CCR, esse equilibrio é frequentemente
rompido, favorecendo a sobrevivéncia de células geneticamente alteradas e
resistentes a sinais de morte celular (Yu et al., 2019). Lesbes pré-cancerosas no célon
e reto, por exemplo, costumam apresentar alteragcdes no DNA que deveriam induzir
apoptose, mas que, quando ndo ativada adequadamente, permitem a progressao para
tumores invasivos (Morana; Wood; Gregory, 2022).

A apoptose apresenta caracteristicas morfolégicas e bioquimicas distintas.
Inicialmente, ha condensacdo da cromatina, fragmentagdo do DNA e exposicao de
fosfatidilserina na membrana plasmatica. Nos estagios finais, formam-se corpos
apoptaticos resultantes da desintegracao nuclear e citoplasmatica, acompanhados
pela perda da integridade da membrana (Bock; Tait, 2020). Essas alteragdes sao
controladas principalmente por caspases, proteases especializadas que atuam em
cascata. Caspases iniciadoras (como 2, 8, 9 e 10) ativam caspases executoras (3, 6
e 7), responsaveis por degradar componentes estruturais e nucleares, sinalizar para
fagdcitos e finalizar o processo de morte celular (Yuan; Ofengeim, 2024) (Figura 6).

A apoptose e os genes que a controlam tém uma influéncia significativa nos
processos de carcinogénese. Dessa forma, a apoptose € a principal forma de morte
produzida por agentes antitumorais, os quais induzem esse processo por diferentes
vias (Morana, Wood e Gregory, 2022). A ativagdo da apoptose pode ocorrer por duas
vias principais: via extrinseca e a intrinseca ou mitocondrial. A via extrinseca € iniciada
por sinais extracelulares, como ligantes de receptores de morte (FasL/FasR,
TNF/TNFR, TRAIL/TRAILR), frequentemente produzidos por linfocitos T citotdéxicos
para eliminar células anormais. Esses ligantes recrutam proteinas adaptadoras, como
FADD, formando o complexo DISC e ativando caspases iniciadoras (8 ou 10), que por
sua vez ativam as executoras (Voss; Strasser, 2020). No CCR, alteragdes nessas vias
podem tornar células tumorais resistentes a acéo do sistema imune (Yuan; Ofengeim,
2024).

A familia de proteinas BCL-2 protege as células da morte celular programada
por, pelo menos, dois mecanismos principais. Primeiramente, essas proteinas inibem
a formacao de poros na membrana mitocondrial externa, processo mediado por BAX

e BAK. Esses poros atuam como canais para ions e proteinas, de maneira semelhante
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aos dominios de insercao de membrana presentes em toxinas como a diftérica e as
colicinas. As proteinas antiapoptoticas BCL-2 e BCL-XL, localizadas na face
citoplasmatica da membrana mitocondrial externa, interferem na formacéo desses

poros, impedindo a liberagcdo do citocromo ¢, o que bloqueia a montagem do

Figura 6. Vias intrinseca e extrinseca da apoptose.
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Legenda: a apoptose extrinseca (a direita) € mediada pela ativagao de receptores de morte localizados
na membrana plasmatica (como os receptores TNFR1, Fas e TRAIL DR4 e DRS) por seus ligantes
cognatos (como TNF, FasL e TRAIL, respectivamente). A apoptose intrinseca (a esquerda) pode ser
ativada pela retirada do fator de crescimento, dano mitocondrial, dano ao DNA e medicamentos
quimioterapicos como o taxol. A ativacdo de membros da familia BCL-2 exclusivamente BH3, como a
indugao transcricional de NOXA e PUMA por p53, a modificagdo pdés-traducional de BAD e BIM e a
clivagem de BID pela caspase-8, induz dano mitocondrial ao inativar membros da familia BCL-2 pro-
sobrevivéncia, como BCL-2, BCL-xL e MCL-1, e ativar a oligomerizacdo de membros da familia BCL-2
pré-morte, BAX e BAK. O dano mitocondrial leva a liberagao de citocromo ¢ e do segundo ativador de
caspase derivado de mitocondrias (SMAC; também conhecido como DIABLO) para promover a
ativagdo da caspase-9 mediada por APAF1. A caspase-9 ativada, por sua vez, cliva as caspases a
jusante, caspase-3 e caspase-7, para mediar a execug¢do da apoptose intrinseca. As caspases-3 e 7
ativadas também podem exercer ativagéo por retroalimentagédo das caspases a montante, permitindo

a amplificacdo das cascatas de caspases. RE, reticulo endoplasmatico; UV, ultravioleta.
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apoptossomo e, consequentemente, a ativagao da via intrinseca da apoptose (Lopez
et al., 2022).

A via mitocondrial é desencadeada por danos internos, como mutacdes
irreparaveis, hipdxia, estresse oxidativo ou agao de quimioterapicos. Esses estimulos
ativam proteinas pré-apoptéticas (Bax e Bak), que comprometem a membrana
mitocondrial externa e liberam fatores apoptogénicos, como o citocromo c. Este se
associa ao Apaf-1, formando o apoptossomo, que ativa a caspase 9 e, em seguida,
as executoras 3, 6 e 7 (Elmore, 2007; Giacomello et al., 2020).

No contexto do CCR, a resisténcia a apoptose € uma das principais barreiras
para o sucesso terapéutico, ja que muitas células tumorais desenvolvem mutagdes
em genes reguladores desse processo, como p53 ou membros da familia Bcl-2. Isso
reduz a eficacia de tratamentos que dependem de vias apoptéticas, como diversos
quimioterapicos e terapias-alvo. Por outro lado, justamente por ser um mecanismo
central na morte de células tumorais, a apoptose € um alvo recorrente no
desenvolvimento de novas drogas, incluindo farmacos capazes de reativar sinais

apoptoticos em tumores refratarios (Morana; Wood; Gregory, 2022).

2.5. Estresse oxidativo e espécies reativas de oxigénio (ROS)

O estresse oxidativo € definido como um estado de desequilibrio entre a
producdo e a remogao de espécies reativas de oxigénio (ROS ou EROs) e de
nitrogénio (RNS ou ERNSs), resultando em danos moleculares e disfuncdes celulares
(Kruk et al., 2019; Sies, 2020). Essas moléculas apresentam alta reatividade quimica
devido a presenca de elétrons desemparelhados, o que lhes confere capacidade de
oxidar lipidios, proteinas e acidos nucleicos, alterando a homeostase redox. Como
consequéncia, podem desencadear ou agravar diversas doengas?2, incluindo doengas
neurodegenerativas, cardiovasculares e cancer (Liguori et al., 2018).

As EROs englobam radicais derivados do oxigénio, como anion superoxido
(O,*7), radical hidroxila (*OH), radical peroxila (RO,°¢), além de moléculas nao
radicalares como perédxido de hidrogénio (H,O,), acido hipocloroso (HOCI), ozbnio
(O3) e oxigénio singleto ('O,). Ja as RNS incluem espécies como o 6xido nitrico (NO-)
e o peroxinitrito (ONOQO™) (Liu et al., 2020).

Essas espécies reativas sdo produzidas predominantemente como

subprodutos do metabolismo oxidativo em organelas como mitocéndrias,



peroxissomos e reticulo endoplasmatico. Em condigbes fisioldgicas, desempenham
fungdes sinalizadoras essenciais, participando da modulagéo de vias de transdugéao
de sinais. No entanto, quando em excesso, interagem de maneira deletéria com
componentes celulares, levando a peroxidacéo lipidica, oxidacdo de proteinas e
danos ao DNA (Perillo et al., 2020) (Figura 7). Além da produg¢ao endogena, fatores
externos como radiagao ultravioleta (UV), metais pesados, solventes orgéanicos e
poluentes ambientais também contribuem para o aumento intracelular dessas

espécies (Bodega et al., 2019).

Figura 7. Sinalizacao celular induzida por ROS no cancer
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Legenda: A produgdo aumentada de EROs no cancer pode atuar tanto na sinalizagado pré-tumoral
quanto antitumoral. Niveis moderados de EROs presentes em células tumorais ativam vias como
PI3K/AKT, MAPK/ERK1/2 e PKD, promovendo a sobrevivéncia e proliferagdo celular, enquanto inibem
proteinas pro-apoptoéticas como Bad, Bax, Bim, Foxo e PTEN. Por outro lado, niveis toxicos de EROs
induzem apoptose por via mitocondrial (intrinseca), com liberagdo de citocromo c e ativagdo de
caspases, ou por via extrinseca, via receptores de morte como o TNFR1, com ativagédo das caspases
8 e 3 e clivagem da proteina Bid.

A manutencdo da homeostase redox depende de um sistema antioxidante
complexo, dividido em componentes enzimaticos e ndo enzimaticos. Entre as enzimas

antioxidantes destacam-se a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
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peroxidase (GPx), peroxirredoxinas e tioredoxinas, que catalisam reacgbes de
neutralizagdo das espécies reativas. No grupo nao enzimatico, incluem-se
antioxidantes enddgenos, como glutationa, bilirrubina, melatonina e acido urico, bem
como moléculas obtidas pela dieta, como vitaminas A, C e E, selénio e [3-caroteno
(Klieser et al., 2019; Liu et al., 2020).

No contexto do cancer, as EROs apresentam um papel dual, funcionando tanto
como mediadores da sobrevivéncia e proliferacdo celular quanto como indutores de
morte celular, dependendo de sua concentracdo e do microambiente tumoral
(Moloney; Cotter, 2018). Em niveis moderadamente elevados, as EROs favorecem a
progressao tumoral ao ativar vias de sinalizagdo como PI3K/Akt, MAPK e PKD,
promovendo proliferacdo, evasao de apoptose e resisténcia a terapias. Alteracdes
genéticas em oncogenes e genes supressores de tumor, como mutagdes no p53,
também podem potencializar esses efeitos pro-tumorais (Reczek; Chandel, 2018;
Moloney; Cotter, 2018).

Durante a progressao da carcinogénese, niveis elevados de EROs estimulam
a sinalizagao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), favorecendo
angiogénese, invasao e metastase (Fiocchetti et al., 2019). Por outro lado, quando a
producao de EROs atinge niveis excessivos, ocorre dano oxidativo irreversivel,
resultando em parada do ciclo celular e indugcédo de apoptose. Esse efeito citotdxico
pode ser mediado pela ativacdo de vias como JNK, que estimulam tanto a apoptose
pela via intrinseca quanto a via extrinseca (Liu et al., 2020).

Diversos agentes antitumorais exploram essa vulnerabilidade, promovendo
acumulo de EROs para induzir apoptose. A doxorrubicina, por exemplo, interage com
o DNA e promove a geragao de radicais livres, enquanto a cisplatina induz danos
oxidativos e apoptose (Davalli et al., 2018; Yu et al., 2020). De forma semelhante, a
radioterapia aumenta a produgdo de EROs nas células tumorais, contribuindo para
seu efeito citotdxico (Chatterjee; Chatterjee, 2020).

Assim, o direcionamento terapéutico baseado na modulacdo do estresse
oxidativo representa uma estratégia promissora no tratamento do cancer. A indugao
seletiva de niveis toxicos de EROs em células tumorais, associada a preservagao da
homeostase redox em células normais, desponta como um objetivo central no

desenvolvimento de novas abordagens e farmacos antineoplasicos.

2.6. Proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPKSs)
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Todos os organismos vivos possuem a capacidade de responder a estimulos
externos. A célula, considerada a menor unidade de resposta a estes estimulos, traduz
0os sinais recebidos do meio extracelular (Ma; Nicolet, 2023), como fatores de
crescimento, citocinas e hormdnios (Park; Baek, 2022), em cascatas de sinalizagao
intracelulares permitindo, desta forma, a obtencdo de uma resposta celular (Ma;
Nicolet, 2023).

As cascatas das MAPKSs estao conectadas a praticamente todos os estimulos
extracelulares, as quais, apesar de serem mecanisticamente semelhantes, modulam
uma variedade de atividades downstream distintas (Maik-Rachline; Wortzel; Seger,
2021).

As MAPKs sao familias de serina/treonina cinases ativadas por diversos sinais
extracelulares, como fatores de crescimento, citocinas e estresse oxidativo (Kciuk et
al., 2022), destacando-se as familias das Proteinas Cinases Reguladas por Sinais
Extracelulares 1 e 2 (ERK1/2), das Cinases c-Jun N-terminal 1, 2 e 3 (JNK1, JNK2 e
JNKS, respectivamente) e das Proteinas Cinases Ativadas por Mitégeno p38 a, B, y e
0 (p38a MAPK, p38B MAPK, p38y MAPK e p388 MAPK, respectivamente) (Wu;
Becker; Park, 2020).

De forma geral, a ativagdo das vias de sinalizacdo das MAPKs pode ocorrer
pela ativagdo de receptores tirosina cinase (RTKs) por sinais extracelulares,
culminando na ativagdo de pequenas proteinas de ligagdo ao GTP, a exemplo das
proteinas Ras e Rac. A partir de entdo uma série de proteinas cinases € ativada. As
MAPK cinase cinases (MAPKKKSs) fosforilam e ativam as MAPK cinases (MAPKKSs)
que, por sua vez, fosforilam e ativam as MAPKs. Por fim, as MAPKs ativadas podem
fosforilar seus alvos, tais como a Proteina Cinase Ativada por ERK (RSK), o fator de
transcricdo c-JUN e o fator de transcricdo ativador-2 (ATF2) (Figura 8) (Garcia-
Hernandez et al., 2022).

A sinalizagcdo das MAPKs regula diversos processos celulares, como
proliferagdo, migracgéo, diferenciagcao e apoptose (Yue; Lopez, 2020). No cancer, as
MAPKSs exercem importantes papéis na carcinogénese, principalmente em canceres
como o de pulméo, o colorretal e o melanoma (Ostrowski; Fisher, 2021). Contudo, tem
sido observado que, a depender do contexto mutacional e celular, também pode

ocorrer uma sinalizagao supressora tumoral (Braicu et al., 2019).
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Figura 8. Cascatas de sinalizagao das proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKSs)
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Legenda: Apds estimulacdo externa, as tirosina quinases receptoras (RTKs) ativam o médulo quinase
de trés camadas, composto por MAPKK, MAPKK e MAPK, por meio da fosforilagdo sequencial de
proteinas. As MAPKSs ativadas s&o translocadas para o nucleo e desencadeiam respostas celulares.

2.6.1. Via de sinalizagao intracelular das Proteinas Cinases Reguladas por
Sinais Extracelulares (ERK) e o cancer

Ao interagir com ligantes extracelulares, a exemplo do fator de crescimento

epidérmico (EGF) (Sabbah; Hajjo; Sweidan, 2020), RTKs ativam-se apés dimerizacao
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e transfosforilazacdo de seus residuos de tirosina em seus dominios intracelulares
(Cordover et al., 2020). Esta ativacao induz o recrutamento de proteinas adaptadoras,
principalmente a Proteina Ligada ao Receptor do Fator de Crescimento 2 (Grb2). A
interacdo da Grb2 com os RTKs recruta fatores de troca de nucleotideos de guanina
(GEFs), em especial a proteina son of sevenless (SOS) (Seiler et al., 2022). A SOS
favorece a troca do difosfato de guanosina (GDP) pelo trifosfato de guanosina (GTP)
em Ras (Baltanas et al., 2020; Park; Baek, 2022), cujas isoformas incluem a K-Ras, a
N-Ras e a H-Ras (Nussinov et al., 2021). Ao ligar-se ao GTP, Ras torna-se ativa (Ras-
GTP) e estimula a formagédo de homodimeros ou heterodimeros de proteinas Raf (A-
Raf, B-Raf e C-Raf) (Junior, 2019; Seiler et al., 2022). As proteinas Raf fosforilam as
Proteinas Cinases Ativadas por Mitégenos 1 e 2 (MEK1/2), ativando-as (Zhang et al.,
2022). As MEK1/2 ativas fosforilam a sequéncia de residuos treonina-glutamato-
tirosina no segmento de ativagao das proteinas ERK1/2, ativando-as. Posteriormente,
as proteinas ERK1/2 ativas fosforilam seus alvos citoplasmaticos, como a proteina
cortactina e a Proteina Cinase da Cadeia Leve de Miosina (MLCK), e nucleares, a
exemplo dos fatores de transcricdo c-Myc, c-Fos e c-Jun (Ullah et al., 2022) (Figura
9). A regulacao desta via mantém a homeostase celular (Sugiura; Satoh; Takasaki,
2021) e envolve as proteinas fosfatases de dupla especificidade 5 e 6 (DUSP5 e
DUSP®6) que catalisam a desfosforilagao e inativagdo das ERK1/2 (Junior, 2019).

Fisiologicamente, a sinalizacdo ERK1/2 esta envolvida em diversos processos
celulares controlados, incluindo proliferagdo, sobrevivéncia, crescimento,
metabolismo, migracao e diferenciacao celulares (Lavoie; Gagnon; Therrien, 2020).
Contudo, a desregulacado desta cascata de sinalizagao esta envolvida com diversas
doencas, como esclerose lateral amiotréfica (Sahana; Zhang, 2021), Alzheimer
(Khezri et al., 2023), autismo (Erickson et al., 2023) e cancer (Gong et al., 2023).

Nas células tumorais, € bem relatado o papel dessa via na tumorigénese,
proliferacao, diferenciacao, angiogénese e metastase (Guo et al., 2020). No CCR, por
exemplo, a via de sinalizacdo ERK1/2 mostra-se fundamental para o desenvolvimento
e progressao deste tumor (Savoia et al., 2019) com aproximadamente 15% dos
canceres colorretal apresentando mutagao do oncogene BRAF, o que leva a ativagao
constitutiva dessa via (Buchbinder; Giobbie-Hurder; Ott, 2023).

Figura 9. Estrutura e mecanismo de ativacdo das cinases RAS e RAF na cascata de
sinalizacdo RAS/RAF/MAPK.
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a. Componentes a montante de RAS. Diversos mitégenos, incluindo TGF-a, EGF, VEGF e PDGF-j,
ligam-se aos seus respectivos receptores e levam a ativacao de RAS e a subsequente estimulagéo da
via MAPK.b. Ciclo da GTPase. As GEFs estimulam a transicdo de RAS inativo ligado a GDP (RAS-
GDP) para RAS ativo ligado a GTP (RAS-GTP), permitindo a transmissao de sinais de proliferacdo e
diferenciagdo por meio de seus efetores a jusante. Subsequentemente, o RAS ativo pode ser
rapidamente desativado pela acao das GAPs. ¢. Dominio de RAS. d. Estrutura do dominio de RAF. e.
Dimerizacao de RAF. A dimerizagdo desencadeia a fosforilagdo mutua dos componentes do dimero,
ativando totalmente a cinases. A fosforilagdo e ativagdo de proteinas-alvo, como MEK1 e MEK2,
propagam a cascata MAPK, culminando na ativagdo de ERK1/ERK2.

No contexto da sobrevivéncia das células tumorais, a sinalizagdo ERK1/2

modula negativamente a apoptose, por regular as atividades e os niveis de proteinas
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da familia Bcl-2, como a proteina pré-apoptotica BIM e a proteina anti-apoptética MCL-
1, além de inibir a apoptose induzida pelo receptor de morte Fas ou pelos receptores
dos fatores de necrose tumoral (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021).

O conhecimento do envolvimento e importancia da via de sinalizagdo Ras-Raf-
MEK-ERK no cancer tem permitido o desenvolvimento de terapias direcionadas aos
componentes desta via, como os anticorpos monoclonais vemurafenibe e dabrafenibe,
que tém como alvo a proteina Raf, e encorafenibe, cobimetinibe, trametinibe e
binimetinibe que s&o anticorpos anti-MEK1/2, utilizados para o tratamento do mCCR
(Florent et al., 2023).

Apesar de serem observados efeitos pro-tumorais mediados pela sinalizagao
ERK1/2, tem-se relatado o envolvimento destas MAPKs na indu¢cao da morte das
células tumorais, o que é dependente do tipo celular e do estimulo. Este efeito
antitumoral esta associado a ativagado apoptose pela via intrinseca, mediada pela
liberacdo do citocromo c¢ e ativagdo da caspase-9, ou extrinseca dependente da
ativagao da caspase-8. Atualmente, diversos estimulos tém sido relacionados a esse
efeito indutor de morte das células tumorais mediado pela ativacdo de ERK1/2, e estes
incluem as ROS e alguns agentes antineoplasicos, como cisplatina, doxorrubicina,
etoposideo, carboplatina e paclitaxel (Sugiura; Satoh; Takasaki, 2021). Desta forma,
diante do papel dual da via de sinalizagcado ERK1/2 no cancer, o desenvolvimento de

terapias que modulem esta via mostra-se util para o tratamento dessa doenca.

2.6.2. Via de sinalizacao intracelular das Proteinas Cinases c-Jun N-terminal

(JNK) e o cancer

A JNK, também conhecida como Proteina Cinase Ativada por Estresse (SAPK)
(Lee et al., 2022), é expressa sob trés isoformas codificadas por genes altamente
relacionados: JNK1 (JNK17) e JNK2 (JNK2) expressas de forma ubiqua, e JNK3 (JNK3)
restrita ao cérebro, coragéo e testiculo (Nakano; Nakayama; Sugiya, 2020; Latham;
O'donnell; Croucher, 2022). A via JNK é modulada principalmente por estresse
ambiental ou genotéxico (Martinez-Limén et al., 2020), como pela agao de citocinas
pré-inflamatérias e consequente ativagao de RTKs, radiagao ultravioleta ou estresse
osmotico (Ha et al., 2019). Estes fatores externos induzem a ativagdo de MAPKKKSs,
como as Cinases Ativadoras da MAP Cinase 1-4 (MEKK1-4) e as Cinases
Reguladoras de Apoptose 1 e 2 (ASK1/2). As MAPKKKs ativam as MAPKKs como as
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Proteinas Cinases Ativadas por Mitégenos 4 e 7 (MKK4 e MKK7) que, por sua vez,
ativam as JNKs por fosforilagdo dos seus residuos de treonina e tirosina na sequéncia
treonina-prolina-tirosina (Park; Baek, 2022). As JNKs ativas regulam diversos fatores
de transcrigdo como c-Jun e c-Fos (Ahn et al., 2023) (Figura 10) e varios membros da
familia BCL-2, pr6 e anti-apoptéticos, em nivel transcricional e/ou pés-transcricional
(Yue; Lopez, 2020). A regulagao negativa dessa via da-se pela agao das fosfatases
DUSP, como DUSP1, DUSP2 e DUSP3 (Ha et al., 2019).

A sinalizagdo JNK esta envolvida na regulagdo de diversos processos
fisiolégicos, como progresséao do ciclo celular, sobrevivéncia celular e apoptose (Ha et
al., 2019), e patolégicos, como o desenvolvimento de doengas como fibrose pulmonar
idiopatica (Popmihajlov et al., 2022), Huntington, Parkinson (Corrales; Losada-Pérez;
Casas-Tinto, 2021) e cancer (Hammouda et al., 2020).

No cancer, a sinalizacdo JNK esta envolvida no desenvolvimento e progresséo
tumoral (Wu et al., 2020), modulando a proliferagao celular, a metastase, a autofagia,
o metabolismo celular e o0 escape ao sistema imune, além de resisténcia a
quimioterapia (Lee et al., 2022).

Foi relatado que a ativagao de JNK encontra-se significativamente elevada em
tecidos de cancer de bexiga humano e murino, e que esta envolvida na fuga imune de
células das linhagens de cancer de bexiga 5637 e J82 (Ni et al., 2022). No cancer de
préstata, evidencia-se, em estudo com células das linhagens de cancer prostatico
DU145 e LNCaP, que a ativagado da JNK se encontra envolvida com progresséo e
metastase (Sung et al., 2018).

Outros estudos in vitro mostraram o envolvimento da ativacdo da JNK com a
sobrevivéncia de células da linhagem de adenocarcinoma pulmonar A549 (Jiang et
al., 2022) e a viabilidade de células da linhagem de cancer de pulm&o com mutagao
em K-Ras H2122 (Hoang et al., 2020). Ainda, foi relatado que o tratamento de células
da linhagem de cancer de mama MCF-7 resistentes a paclitaxel (PTX-res MCF-7) com
o inibidor seletivo de JNK, JNK-IN-8, suprimiu o perfil mesenquimal destas células,
reforcando o envolvimento da via JNK na metastase (Kilbas et al., 2020).

Diversos fatores extracelulares ativam a via de sinalizacdo das proteinas

cinases c-Jun N-terminal (JNKs) como estresse oxidativo, radiagéo ultravioleta (UV),

Figura 10. Cascata de sinalizagédo das proteinas cinases c-Jun N-terminal (JNKs)
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Legenda: Os ativadores a montante e alvos a jusante da via JNK. Varios tipos de estimulos, como
citocinas inflamatodrias, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e fatores de crescimento, podem induzir
a ativagao de membros da familia MAPKKK. Outros fatores, como estresse oxidativo e irradiagdo UV,
também podem levar a ativagdo de MAPKKK. A proteina-esqueleto JNK-interacting protein-1 (J1P) liga
a MAPKKK e os membros da familia MAPKK as JNKs e facilita a ativacdo das JNKs. As JNKs ativadas
podem se dissociar desse complexo e induzir apoptose dependente de mitocéndrias por meio do
linfoma de células B (BCL-2) e da proteina X associada a BCL-2 (BAX). Por outro lado, as JNKs
ativadas também podem promover a transcricdo de genes envolvidos na proliferacéo, diferenciacéo,
crescimento e apoptose celular por meio da fosforilagdo dos alvos a jusante.

citocinas, fatores de crescimento e o fator de necrose tumoral a (TNF-a). Nesta via,
as proteinas MAPK cinase cinases (MAPKKKs)sao a ASK1/2, TAK1, MLK2/3, MEKK1-
4, DLK e TAO1/2. As MAPKKKs ativam por fosforilacdo as proteinas MAPK cinases
MKK4 e MKK7 que, associadas a proteina de interagdo a JNK 1 (J1P), fosforilam e
ativam as proteinas JNK1/2/3. As JNKs ativas induzem diversos efeitos celulares
como proliferacdo celular, por fosforilacdo de fatores de transcricdo como c-Jun, e

apoptose, por modular a atividade das proteinas BCL-2 e BAX.
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Em contrapartida, evidéncias apontam para o papel antitumoral da JNK,
tornando esta proteina um alvo atrativo para o tratamento do cancer (Abdelrahman et
al., 2021). Em células de carcinoma ovariano, a ativagdo da morte celular dependente
de autofagia pode ser induzida por modulagéo positiva da JNK (Dou et al., 2019).

A apoptose de células tumorais tem sido induzida por ativacdo de JNK por
produtos sintéticos. O tratamento de células das linhagens de osteosarcoma 143B e
U20S com metformina induziu o aumento da produgdo de ROS e ativagao da JNK,
causando a morte destas células (Li et al., 2020b). Ainda, a exposicao de células das
linhagens SCC12 e SCC13 (carcinoma escamoso de pele) a pitavastatina induziu
apoptose por ativacao de JNK (KIM et al., 2023). Por fim, Kang e colaboradores (2023)
observaram indugéo de apoptose por ativagao da via JNK/p53 em células da linhagem
de cancer colorretal HCT-116 apds exposicdo ao composto codificado como

MHY2251, um analogo da 2,3-dihidroquinazolin-4-ona.

2.6.3. Via de sinalizagao intracelular das Proteinas Cinases Ativadas por

Mitégenos p38 (p38 MAPK) e o cancer

A p38 MAPK é descrita sob quatro isoformas, p38a, p38p3, p38y e p386 (Ma;
Nicolet, 2023), expressas de forma ubiqua, mas com diferentes niveis de expressao
em varios tecidos (Phan et al., 2023). De forma semelhante ao observado na via de
sinalizagdo da JNK, a ativacdo dessas proteinas é dependente principalmente de
estimulos extracelulares relacionados ao estresse (Martinez-Limén et al., 2020).

Ainda, assim como na via da JNK, os estimulos extracelulares, como fatores
de crescimento e estresse oxidativo, podem ativar, por exemplo, ASK1/2 e MEKK1-4.
Estas cinases fosforilam e ativam as Proteinas Cinases da Proteina Cinase Ativada
por Mitogenos 3, 4 e 6 (MKK3, MKK4, MKK®6, respectivamente). As MKK3, MKK4 e
MKK6 ativam a p38 MAPK que pode modular outras proteinas cinases, como a
Proteina Cinase Ativada por Proteina Cinase Ativada por Mitégeno 3 (MK3) ou fatores
de transcrigdo, como o transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1 (STAT1) (Pua et
al., 2021) (Figura 11). A regulagao desta via é realizada por fosfatases como DUSP1,
DUSP10 e DUSP16 (Chen; Chuang; Tan, 2019), e sua desregulagao encontra-se
envolvida em diversas doencas (Canovas; Nebreda, 2021).

Figura 11. Cascata de sinalizagdo das Proteinas Cinases Ativadas por Mitégenos p38 (p38
MAPK)
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Legenda Os quatro membros da familia p38 MAPK (p38a, p3883, p38y e p38d) sdo ativados por
estresse externo, citocinas inflamatérias ou radiacédo UV, o que é semelhante a via JNK. Uma vez
ativada, essa via inicia a producdo de fatores de transcricdo pro-apoptéticos para inflamagao,
diferenciagéo, proliferacao, apoptose, senescéncia e splicing de RNA.
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No cancer, tem sido observado que a via p38 MAPK esta associada a
tumorigénese de carcinoma nasofaringeo por modulagdo da proliferagdao celular,
inflamacéo, angiogénese e metastase (Pua et al., 2022). Em células de melanoma
BRAF mutantes (A375 e SK-MEL-28), a ativagdo da p38 MAPK encontra-se associada
a regulacédo negativa de bombas de Ca2+ da membrana plasmatica do subtipo 4b
(PMCA4b), um supressor de metastase (Naffa et al., 2020).

Em seu trabalho de revisdo, Phan e colaboradores (2023) reuniram
informagdes acerca do envolvimento da p38 MAPK com os tumores gastrointestinais.
No cancer de esbfago, a maior expressdo de p38 MAPK estad associada a pior
prognostico, sendo observada correlagao significativa entre os niveis de p38y MAPK
e o surgimento de metastases. No cancer gastrico, o tratamento de células das
linhagens de cancer gastrico humano AGS, HGC-27 e GES-1 com interferon-y (IFN-
y) evidenciou regulagcdo negativa da p38y MAPK e consequente inibicdo da
proliferagcao celular.

Diversos estimulos como o fator de necrose tumoral a (TNF-a) ativam a via da
proteina cinase ativada por mitégenos p38 (p38 MAPK) que € expressa sob quatro
isoformas: p38a, p38p3, p38y e p38d. Nesta via de sinalizagao intracelular, as proteinas
ASK1/2, TAK1, MLK2/3, MEKK1-4, DLK e TAO1/2 (MAPK cinase cinases - MAPKKKSs)
fosforilam e ativam as proteinas MAPK cinases MKK3, MKK4 e MKKG6 que, por sua
vez, fosforilam e ativam as proteinas p38a/B/y/d. Quando se encontram ativadas, as
p38a/B/y/d fosforilam diversos fatores de transcricdo como ATF2 ou outras proteinas
cinases, a exemplo da MSK1/2 que, por sua vez, fosforilam alvos como a proteina
STAT1. A ativacao da via da p38 MAPK pode induzir inflamacao, diferenciagao celular,
proliferacao celular, senescéncia celular ou apoptose.

Contudo, tem sido observado que a via de sinalizacdo da p38 MAPK exerce um
papel pleiotropico no cancer (Pranteda et al., 2020). De fato, diversos farmacos
antineoplasicos utilizados na clinica como a oxaliplatina, a irinotecano, o 5-FU e a
doxorrubicina induzem a ativacdo da p38 MAPK como um dos seus mecanismos de
acao antitumorais (Martinez-Limon et al., 2020; Pranteda et al., 2020).

Atualmente, diversas pesquisas tém demostrado que outros compostos
naturais e sintéticos tém exercido efeito anticAncer por ativacdo dessa via de
sinalizagdo. Ao avaliar o efeito antitumoral da lobaplatina em células A549

(adenocarcinoma pulmonar), Zhang e colaboradores (2019b) observaram que a
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apoptose nestas células € mediada pela indugéo de estresse oxidativo e ativagao da
p38 MAPK.

Em adigdo, a saponina esteroidal timosaponina Alll e polissacarideos
sulfatados derivados da microalga Synechococcus sp. exercem significativo efeito
antitumoral por ativagado da p38 MAPK frente as linhagens de células humanas de
cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e colorretal (Caco-2), respectivamente
(Zhang et al., 2021a; Srimongkol et al., 2023). Assim, a modulagdo da p38 MAPK

mostra-se uma abordagem promissora para o tratamento do cancer.

2.7. O indio(lll) e drogas metalicas

A necessidade por novas e melhores terapias farmacologicas contra o cancer
ainda persiste. Embora existam abordagens eficazes para alguns tipos especificos da
doencga, como a terapia anti-hormonal no cancer de mama (Abedizadeh et al., 2024)
e 0 uso de anticorpos monoclonais contra receptores anormais, a heterogeneidade
intrinseca dos tumores muitas vezes exige regimes quimioterapicos altamente toxicos.
O desenvolvimento de farmacos antitumorais seletivos e com baixa toxicidade
continua sendo um dos principais desafios da comunidade cientifica (Singh et al.
2023).

Os efeitos adversos decorrentes do tratamento oncolégico comprometem tanto
a adesao terapéutica quanto a qualidade de vida dos pacientes e de seus familiares
(Lucaciu et al., 2023; Abedizadeh et al., 2024). Nesse contexto, as quimioterapias
baseadas em metais tém atraido grande atengao desde a introducédo da cisplatina
(Kamoon; Nadhum; Mohammed, 2020), devido as propriedades unicas dos metais,
como a capacidade de realizar reacdes redox, diferentes modos de coordenacgao e
reatividade frente a compostos organicos. Diversos compostos metalicos vém sendo
desenvolvidos por meio da modificagdo ou substituicdo de ligantes, resultando em
maior eficacia citotoxica e melhores propriedades farmacocinéticas (Lucaciu et al.,
2023).

ions metalicos e coligantes n&o labeis podem formar ligacdes covalentes com
biomoléculas essenciais, como DNA, proteinas e enzimas, prejudicando seu
funcionamento e levando a morte celular por vias como apoptose e necrose (Chan;
Ang; Hamid, 2021). As terapias baseadas em platina tornaram-se padrédo no

tratamento de diferentes malignidades, incluindo cancer de ovario, colo do utero,
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pulmédo, cabeca e pescogo, bexiga e linfomas (Dilruba; Kalayda, 2026), mas sua
utilizagao € limitada por nefrotoxicidade, neurotoxicidade e resisténcia tumoral, seja
intrinseca ou adquirida (Abd Aziz et al., 2023). Esses problemas impulsionam a busca
por novos metalofarmacos (metalodrugs) com melhor perfil terapéutico, alguns ja em
avaliagao pré-clinica ou clinica avangada (Monk et al., 2018; Hua et al., 2019; Liu et
al., 2020; Ferraro et al., 2023).

Analises de relagdo estrutura-atividade (SAR, Structure—Activity Relationship)
demonstraram que, para certos complexos metalicos, o tipo de ion metalico, a posigao
e o comprimento de cadeias alquilas sao determinantes para uma atividade citotoxica
eficiente (Hildebrandt et al., 2022). Entre os ligantes promissores, destacam-se os
ditiocarbamatos (DTC, Dithiocarbamates), compostos quelantes de metais com
aplicagbes médicas diversas, incluindo tratamento de infec¢gbes bacterianas e
fungicas, possivel uso contra AIDS e, mais recentemente, cancer. Os DTCs séo
inibidores potentes da via de sinalizagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e, mais
recentemente, foram identificados como inibidores do proteassoma (Kamoon;
Nadhum; Mohammed, 2020), caracteristicas que reforgam seu potencial como
agentes antineoplasicos (Singh et al., 2023).

Complexos metalicos apresentam grande diversidade quimica e versatilidade,
influenciada pelo metal escolhido, estado de oxidagao, numero e tipo de ligantes
coordenados, além de propriedades magnéticas e/ou dpticas especificas (Hildebrandt
et al.,, 2022). Compostos de platina, cobre, ruténio e ouro ja demonstraram
propriedades antitumorais promissoras, alguns deles aplicados na pratica clinica para
diagndstico e tratamento (Lucaciu et al., 2023; Kazimir et al., 2024).

O indio (In) é um metal maleavel, ductil e mais macio que o chumbo, com baixo
ponto de fusdo. Seu estado de oxidagdo mais estavel € +3, e seus sais reagem com
diversos ligantes para formar complexos organometalicos. Compostos de indio(lll)
vém sendo estudados para aplicagdes antimicrobianas (Oliveira et al., 2017; Saini et
al., 2009; Zhang et al., 2022), radiofarmacéuticas (Arrowsmith et al., 2011; Green et
al., 2005), de imagem e terapia (Zhang et al., 2022; Arrowsmith et al., 2011), além de
atividades citotoxica (Tai et al., 2016; Aguirre et al., 2019) e anticancer (Bajju et al.,
2014).

Embora a cisplatina apresente alta taxa de resposta inicial em diversos
tumores, a resisténcia adquirida e seus efeitos adversos limitam a sobrevida dos

pacientes (Lucaciu et al., 2023). Dentro dessa classe de compostos, o principal efeito
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citotoxico observado é a indugao de apoptose, que pode ocorrer por dois mecanismos
principais: (i) intercalagdo no DNA, impedindo sua replicagdo adequada, ou (ii)
ativagdo de processos bioquimicos que desencadeiam morte celular programada
(Kazimir et al., 2024).

Assim, a hipotese central deste trabalho é que o complexo bis(N-
metilsulfonilditiocarbimato)indio(lll) de tetrafenilfosfonio (InFP) possua potencial efeito
antitumoral, atuando na modulagao de vias bioquimicas associadas a proliferacéo e
sobrevivéncia de células cancerigenas, sendo capaz de induzir morte celular por
apoptose em células de cancer colorretal. Assim, este trabalho se propds a explorar
alternativas terapéuticas mais eficazes e seletivas, contribuindo para o avango
cientifico no desenvolvimento de compostos bioativos a base de selénio e no

enfrentamento de doencas complexas como o cancer.

Figura 12. Estrutura  molecular  bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll)
tetrafenilfosfénio (InFP).
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Fonte: Carvalho et al., 2025.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro do bis(N-
metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio (InFP) em linhagem de cancer

colorretal

3.2. Objetivos especificos

¢ Avaliar a citotoxicidade do InFP em diferentes linhagens de cancer colorretal
humanas (HCT-116, HT-29 e LoVo);

e Avaliar a citotoxicidade do InFP em linhagem de células ndo tumorais de rim
embrionario humano HEK293;

e Determinar o indice de seletividade (IS) do InFP;

¢ Avaliar se o InFP induz apoptose ou necrose em células HCT-116;

¢ Investigar o envolvimento do estresse oxidativo na citotoxicidade induzida pelo
INFP em células HCT-116;

e Avaliar a participacao de Proteinas Cinases Ativadas por Mitégenos (MAPKSs)

na citotoxicidade do InFP em células HCT-116.



Material e métodos



66

4. MATERIAL E METODOS
4.1. Local da pesquisa

Os ensaios farmacolégicos in vitro do bis(N-
metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio (InFP) foram realizados no
Laboratério de OncoFarmacologia (OncoFar) - Programa de Pds-graduagdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (PPgPNSB) do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS/UFPB), localizado no Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos
(IPeFarM/UFPB), bem como no Laboratorio de Biofotonica do Centro de Biotecnologia
(CBiotec/UFPB).

4.2. Material
4.2.1. Amostra teste

O composto (InFP) foi sintetizado no Laboratério Curie de Sintese, LaCSin, do
Instituto de Fisica e Quimica da Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI), pelo Dr.
Lucas Raposo Carvalho, conforme descrito em Carvalho e colaboradores (2025)

(Figura 13) e cedido pelo Prof. Dr. Eder do Couto Tavares.

Figura 13. Sintese do bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio (InFP).
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Fonte: Carvalho et al., 2025
Em a, producdo do sal de potassio N-metilsulfonilditiocarbimato di-hidratada, a partir da
metilsulfonamida, o sal reagiu com nitrato de indio (In(NO3)3) (b) obtendo o complexo de indio(lll).
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O sal de potassio N-metilsulfonilditiocarbimato di-hidratado (13a), de formula
geral K,(CH3;—SO,N=CS,)-2H,0, foi sintetizado a partir da metilsulfonamida por
reagcao com dissulfeto de carbono (CS,, 1,5 eq) e hidroxido de potassio (KOH, 2 eq)
em dimetilformamida (DMF). A adi¢cao fracionada do KOH em duas etapas, com
intervalo de aproximadamente uma hora, evitou a formagdo de aglomerados e
aumentou o rendimento da reacdo. O produto obtido apresentou-se como sélido
amarelo, soluvel em agua e insoluvel em solventes organicos como DMF e acetona.

O produto 13a foi confirmado por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), com bandas caracteristicas em 1255 cm™ (v C=N) e
967 cm™ (vas CS,), bem como pela auséncia de bandas atribuidas ao grupo —NH,
(~3400 cm™), confirmando a conversao da sulfonamida em ditiocarbimato.

O complexo de indio(lll), [In(CH3;—SO,N=CS,),]” (13b), foi preparado pela
reacao de 13a com nitrato de indio (In(NOs)s;, 1 eq) em solugdo metanol:agua (1:1),
na proporg¢ao metal:ligante de 1:2, seguida de precipitagdo com PPh,Cl. O produto foi
obtido em bom rendimento, com sintese simples em duas etapas, sem necessidade
de purificagao cromatografica.

A caracterizacao do InFP foi realizada por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), espectrometria de massas de alta resolu¢gao (HRMS)
e ressonancia magnética nuclear (RMN), confirmando a coordenagéo do ligante ao

centro metalico.

4.2.2. Substancias e reagentes

O azul de ftripan, solucdo fosfato tamponada (PBS), brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT), meio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640, meio Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM), acido 4-(2-hidroxietil)-1
piperazinoetanossulfénico (HEPES), solugéo estabilizada de penicilina (100 Ul/mL) -
estreptomicina (100 pg/mL), doxorrubicina e laranja de acridina foram adquiridos na
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA. O soro fetal bovino (SBF), N-acetilcisteina
(NAC), peroxido de hidrogénio (H202), cloreto de sddio (NaCt), cloreto de potassio
(KCY), cloreto de calcio (CaCt2), sulfato de magnésio (MgSQOa4), sulfato de sdédio
(Na2S04) e tripsina 0,25% com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) foram
adquiridos na GIBCO®, Grand Island, New York, EUA. O dimetilsulféxido (DMSO) foi

adquirido na Dinamica®, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil. A L-glutamina foi adquirida na
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Nutricell®, Campinas, S&o Paulo, Brasil. O Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) foi
adquirido na Exodo Cientifica®, Sumaré, Sao Paulo, Brasil. Os marcadores JC-1,
Hoechst 34580 e iodeto de propideo foram adquiridos na Thermo Fisher®, Rochester,
New York, EUA. Os inibidores de MAPKs SP600125, U-0126 e PD169316 foram
adquiridos na Cayman Chemical®, Ann Arbor, Michigan, EUA.

As drogas e as solugdes reagentes foram preparadas imediatamente antes do

uso.

4.2.3. Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: centrifuga Rotina 380R (Hettich®,
North Rhine-Westphalia, Alemanha), microscépio invertido Nikon eclipse TS100
(Olympus®, Toquio, Japdo), balanga analitica eletrénica SHI-AUW220D (Shimadzu®,
S&o Paulo, Brasil), cabina de fluxo de ar laminar vertical Aeolus V (Telstar®, Sdo Paulo,
Brasil), incubadora de CO2 MCO-18ACL-PA (Panasonic®, Osaka, Japao), leitor de
multidetecgdo Synergy HT (BioTek®, Vermont, EUA), autoclave vertical linha CS-A
(Prismatec®, Sao Paulo, Brasil), estufa de secagem (DelLeo® equipamentos
laboratoriais, Rio Grande do Sul, Brasil), microscopio confocal de varredura a laser
(Leica®, Hesse, Alemanha), banho 70 maria AQUAline (LAUDA®, S&o Paulo, Brasil),
geladeira DFN49 (Electrolux®, Parana, Brasil), agitador MS 3 digital (IKA®, Baden-
Wirttemberg, Alemanha).

4.2.4. Linhagens celulares tumorais e nao tumoral humanas

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as seguintes linhagens
de cancer colorretal: HCT-116, HT-29 e LoVo. Também, foi utilizada a linhagem nao
tumoral de rim embrionario humano HEK-293. As células foram obtidas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ, Brasil) e cultivadas nos meios de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ou RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute). Os meios foram suplementados com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1%
de penicilina-estreptomicina, e as culturas mantidas a 37 °C, em atmosfera umida com
5% de CO,.

A manipulagcdo das células foi realizada em fluxo laminar e o crescimento

monitorado a cada 24 h. Quando as culturas atingiam aproximadamente 80% de
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confluéncia, procedia-se ao repique celular por adicado de 2a 4 mL de solugao de
tripsina e incubagao por 5 a 15 min para desprendimento da monocamada aderida ao
frasco de cultura. Em seguida, adicionava-se volume equivalente de meio
suplementado com SBF para inativar a tripsina. As células foram centrifugadas a 500
x g por 5min e ressuspendidas em meio completo para contagem em camara de
Neubauer. A viabilidade celular foi avaliada por excluséo do corante azul de tripan e a

concentragéo ajustada para 5 x 10* células/mL entre os repiques.

4.3. Métodos

4.3.1. Preparo da amostra

Para a realizacdo dos ensaios farmacolégicos, o InFP (1 mg) foi solubilizado
em DMSO (100%), obtendo-se uma solugao-estoque com concentragao final de 20
mM. A partir dessa solugao-estoque foram preparadas diluigdes sucessivas para
alcangar as diferentes concentragdes de InFP utilizadas no tratamento das células.
Em todas as condigcbes experimentais, garantiu-se que a concentracao final de DMSO

por pogo n&o ultrapassasse 1%.

4.3.2. Avaliagao da citotoxicidade do InFP em linhagens de células tumorais e

nao tumoral humanas e determinagéo do indice de Seletividade (IS)

A citotoxicidade do InFP foi avaliada em linhagens de células tumorais € néo
tumorais humanas por meio do ensaio de redugédo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazodlio difeniltetrazolio (MTT). O MTT é um sal amarelo permeavel a
membrana plasmatica que, nas células viaveis, é reduzido, por desidrogenases
mitocondriais, a cristais insoluveis de formazan de coloragao purpura. A intensidade
dessa coloracao pode ser quantificada por espectrofotometria, sendo proporcional ao
numero de células metabolicamente ativas presentes no pogo (Mosmann, 1983).

As células foram semeadas em placas de 96 pogos nas seguintes
concentragdes: 2 x 10° células/mL para HEK-293, 3 x 10° células/mL para HCT-116 e
HT-29 e 5 x 10° células/mL para LoVo; adicionando-se 100 pL por pogo. Apds 24 h de
aderéncia, foram adicionados 100 uyL das solugbes de InFP (2,34-100 uM) ou
doxorrubicina (DXR) (0,16-20 uM), todas solubilizadas em DMSO a uma
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concentracdo final < 1%. As células foram incubadas por 72 h a 37 °C e 5% de CO..
Decorrido o tempo de incubacéo, retiraram-se 110 uL do sobrenadante e adicionou-se
10 yL da solugdo de MTT (5 mg/mL), seguindo-se de incubacédo por mais 4 h nas
mesmas condi¢cdes. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos com SDS
(100 uL), e overnight e a densidade optica foi quantificada a 570 nm em leitor de
microplacas (Duarte et al., 2022). Os dados obtidos foram usados para determinar a
Clso (concentracédo necessaria para inibir 50% da viabilidade celular). Foram
realizados trés experimentos independentes com cinco replicatas para cada linhagem
celular.

O indice de Seletividade (IS) foi calculado de acordo com a férmula descrita a

sequir:

IS = CI50 da linhagem celular nao tumoral (HEK 293)

CI50 da linhagem celular tumoral

4.3.3. Investigagao do tipo de morte celular induzida pelo InFP por microscopia

de fluorescéncia confocal a laser

4.3.31. Analise morfolégica de células HCT-116 utilizando laranja de

acridina e iodeto de propideo

Foi realizada a anélise morfolégica de células HCT-116 por coloragdo com
laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP), apds tratamento com o composto
InNFP. O LA é um corante fotossensibilizador, metacromatico, permeavel as
membranas celulares e com alta afinidade por acidos nucleicos (Gao et al., 2020). Em
células viaveis, liga-se RNA e DNA citoplasmatico e nuclear (Banké et al., 2021). Por
sua vez, o IP € um corante que depende da perda da integridade da membrana
plasmatica; quando isso ocorre, intercala-se ao DNA, permitindo a detecgao de células
necroticas ou em estagio avangado de apoptose (Baskic¢ et al., 2006).

Nesse ensaio, as células HCT-116 foram semeadas em placas de 24 pogos, na
concentragdo de 3 x 10° células/mL, e tratadas com o composto InFP nas
concentracdes de 1,5; 3 ou 6 pM, correspondentes, respectivamente, a metade da
concentragao que inibe 50% do crescimento das células (Cls,), a Clso € ao dobro da
Clso. Como droga padrao, foi utilizada a doxorrubicina (DXR) na concentragéo de 2,5

MM, equivalente a sua Clso. Os compostos foram previamente dissolvidos em DMSO,
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garantindo que a concentracéo final de solvente n&o ultrapassasse 1%. Apos 48 horas
de incubacéo, as células foram coletadas, centrifugadas (500 x g, 5 minutos, 20 °C),
ressuspensas em PBS e coradas com LA (1 mg/mL) e IP (10 pg/mL). As células
recém-coradas foram observadas em microscopio confocal a laser, com ampliagdo de
4000x, utilizando os lasers com comprimentos de onda de excitagdo de 488 e 552 nm,
e deteccdo de emissao nas faixas de 510-541 nm e 639-701 nm. Foram capturadas
imagens de trés campos aleatérios para cada amostra, em um total de trés
experimentos independentes em ftriplicata. A contagem das células por campo foi
realizada por meio do software Image J. (Sousa et al., 2023).

Os critérios estabelecidos para contagem foram: a) células viaveis
apresentavam nucleo verde claro e estruturas celulares preservadas; b) células em
apoptose inicial exibiam nucleo verde intenso com cromatina condensada ou
fragmentada; c) células em apoptose tardia mostravam areas de condensacgao e
fragmentacao da cromatina evidenciadas por fluorescéncia alaranjada, resultante da
sobreposicao das coloragdes verde e vermelha, além da formacdo de blebs de
membrana; e d) células necroticas ou mortas eram coradas exclusivamente em
vermelho (Renvoisé et. al., 1998; Tan et al., 2018).

4.3.3.2. Analise de alteragoes nucleares em células HCT-116 ap6s marcagao
com Hoechst 34580

O corante Hoechst 34580 € amplamente utilizado para marcacao da cromatina,
sendo permeavel a membrana celular e emitindo fluorescéncia azul intensa. Trata-se
de um agente néo intercalante que se liga preferencialmente ao sulco menor do DNA,
com afinidade aumentada por regides ricas em pares de bases adenina-timina (A-T).
Essa propriedade torna o Hoechst 34580 uma ferramenta eficaz para a avaliagao de
alteracbes nucleares associadas a apoptose, tais como condensacdo e/ou
fragmentacdo da cromatina e encolhimento nuclear (picnose). (BuceviCius;
Lukinavi€ius; Gerasimaité, 2018).

Para este ensaio, as células HCT-116 foram semeadas em placas de 24 pocos,
na concentracao de 3 x 10% células/mL, e incubadas a 37° C com 5% de CO2. Apos
24 h, foram expostas ao InFP (1,5 ou 3 uM) ou DXR (2,5 uM) e mantidas em incubagao
por mais 48 h. Posteriormente, foram ressuspensas em PBS e coradas por 20 minutos

com 20 uL de Hoechst a 10 yg/mL, a temperatura ambiente e protegidas da luz. A
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analise foi realizada em microscopio confocal a laser, com 4000x de amplificagao,
utilizando laser de excitacdo a 405 nm e coleta de emissao na faixa de 410-600 nm.
Foram capturadas trés ou quatro imagens de campos aleatorios por amostra,
totalizando trés experimentos independentes em ftriplicata. A fluorescéncia foi

quantificada por meio do software Image J.

4.3.3.3. Analise de células HCT-116 marcadas com JC-1

O cloreto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina
(JC-1) é um corante lipofilico, permeavel a membrana, que se acumula seletivamente
nas mitocondrias e exibe fluorescéncia verde (monémeros) em baixos potenciais de
membrana e fluorescéncia vermelha (agregados J) em potenciais elevados. Assim, a
despolarizagdo mitocondrial € indicada por uma redugdao na razao fluorescéncia
vermelha/verde (Smiley et al., 1991).

Para este ensaio, as células HCT-116 foram semeadas em placas de 24 pocos
(3 x 10° células/mL) e incubadas a 37° C com 5% de CO2. Apos 24 h, foram tratadas
com InFP (1,5 ou 3 pyM) por 48 h ou com cianeto de carbonila 3-clorofenilhidrazona
(CCCP a 4 uM) utilizado como controle positivo, por cinco minutos. Em seguida foi
adicionado 10 pL de JC-1 a 2,5 uyM por 15 minutos nas mesmas condigdes.
Posteriormente, as células foram ressuspensas em PBS e analisadas em microscépio
confocal a laser, com 4000x de amplificacéo, utilizando laser de excitacdo a 488 nm e
coleta de emissao na faixa de 520-542 e 580-614 nm. Foram capturadas quatro
imagens de campos aleatérios por amostra, em um total de dois experimentos
independentes em triplicata. A fluorescéncia foi quantificada por meio do software

Image J.

4.3.4. Avaliagdao da citotoxicidade do InFP na preseng¢a ou auséncia de N

acetilcisteina (NAC)

A N-acetilcisteina (NAC) é uma molécula antioxidante que atua reduzindo
ligagdes dissulfetos, eliminando radicais livres e servindo de precursor para a
biossintese de glutationa (Kwon, 2021). Nesse contexto, foi avaliada a influéncia das
espécies reativas de oxigénio (ROS) no efeito citotéxico do InFP em células pré-

tratadas com NAC.
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Para isto, as células HCT-116 foram semeadas em placas de 96 pogos a uma
concentragdo de 3 x 105 células/mL. Apds 24 h, as células foram incubadas na
presenga ou auséncia da NAC (5 mM) por 4 h. Decorrido este periodo, as células
foram tratadas com 1,5 ou 3 yM do InFP ou 2,5 yM de DXR. Apds incubagao por 72
h, o sobrenadante foi descartado e a solugdo de MTT (5 mg/mL) foi adicionada e
incubada por mais 4 h. O formazan depositado foi dissolvido com SDS overnight
(Yedjou; Tchounwou, 2007) e as densidades 6pticas foram medidas usando um leitor
de microplacas em A = 570 nm e usadas para determinar a viabilidade celular (%).

Foram realizados trés experimentos independentes em quadruplicata.

4.3.5. Avaliacao da citotoxicidade do InFP na presenga ou auséncia de
inibidores de MAPKs (iMAPKs)

Para avaliar o envolvimento das vias de MAPKs na citotoxicidade do InFP,
células HCT-116 foram pré-tratadas com inibidores especificos das proteinas
MEK/ERK1/2 (U0126), JNK (SP600125) ou p38 MAPK (PD169316). Para isso, as
células foram semeadas em placas de 96 pocgos, na concentragdao de 3 x 10°
células/mL. Apds 24 horas de incubacéao, foram tratadas por uma hora na presenca
ou auséncia dos inibidores: U0126 (5 uM), SP600125 (20 uM) ou PD169316 (20 uM).
Em seguida, as células foram expostas ao InFP na concentragcdo de 1,5e 3 uM ou a
DXR a 2,5 uM. Apds 72 horas de incubagao, o sobrenadante foi removido e adicionada
solugao de MTT (5 mg/mL), com nova incubagao por 4 horas. O formazan formado foi
solubilizado com SDS e incubado overnight, conforme descrito por Sousa e
colaboradores (2025). As densidades Opticas foram medidas em leitor de microplacas
a 570 nm e utilizadas para o célculo da viabilidade celular (%). Foram realizados trés

experimentos independentes, cada um em quadruplicata.

4.3.6. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando GraphPad Prism 8.0.2 (Graphpad
Software Inc, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM).

A analise estatistica dos dados foi realizada por meio da Analise de Variancia

(ANOVA) one-way, seguida do teste de Tukey (p < 0,05). A concentragao que inibe
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50% da viabilidade celular (Clso0) e seus intervalos de confianga de 95% foram obtidos
por analise de regressao nao-linear. O indice de seletividade (IS) foi obtido a partir da

raz&do entre a Clso da célula n&o tumoral pela Clso da célula tumoral (Ferreira et al.,
2023).



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1. Citotoxicidade do InFP em diferentes linhagens de cancer colorretal

Na tabela 1 estdo expressos os valores da concentragéo capaz de reduzir 50%
da viabilidade celular (Clso) para o composto de coordenacdo de indio (InFP) e a
doxorrubicina (DXR), para as linhagens humanas de cancer colorretal (HCT-116, HT-
29 e LoVo) e para a linhagem n&o tumoral de rim embrionario humano HEK-293, apos

72 horas de tratamento, utilizando o ensaio do MTT.

Tabela 1. Citotoxicidade e indice de seletividade (IS) do composto de coordenagdo de indio
(InFP) ou doxorrubicina (DXR) em linhagens de células de céncer colorretal e na linhagem
nao tumoral HEK-293 apds 72 h de tratamento, por meio do ensaio do MTT.

Linhagem de células Clso (M) indice de seletividade (IS)
humanas InFP DXR InFP DXR
HCT-116 2,87 £0,14 2,53+0,14 37,53 0,20
HT-29 3,86 +0,35 1,250,092 27,83 0,64
LoVo 49,9+8,0 - 2,16

HEK-293 107,7 £ 2,07 0,51 + 0,03 - -

Fonte: elaborado pelo autor.

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de trés experimentos
independentes realizados em triplicata ou quadruplicata, apresentados em valores de Clso obtidos por
regress&o n&o linear com intervalo de confianga de 95%. indice de seletividade (IS): calculado como
Clso da linhagem HEK-293 dividido pela Clso da linhagem tumoral correspondente. InFP: bis(N-
metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio; DXR: doxorrubicina.

Conforme demonstrado na Tabela 1, o composto de coordenagado ao indio
(InFP) apresentou o menor valor de Clso para a linhagem HCT-116 (2,87 + 0,14 uM).
Para a linhagem HT-29, o valor de Clso foi de 3,86 + 0,35 yM, enquanto para as
linhagens LoVo e HEK-293, menos sensiveis ao composto, os valores foram de 49,9
+ 8,0 uM e 107,7 £ 2,07 uM, respectivamente. A doxorrubicina (DXR), utilizada como
controle positivo, apresentou Clso de 2,53 + 0,14 yM em HCT-116 e valores 1,25 +
0,092 uM e 0,51 + 0,03 uM em HT-29 e HEK-293, respectivamente.

O indice de seletividade (IS), calculado pela razdo entre a Clso da linhagem
HEK-293 e a Clso das células tumorais, foi de 37,53 para HCT-116, 27,83 para HT-29
e 2,16 para LoVo. Em contrapartida, a doxorrubicina apresentou valores de IS
menores que 1 (0,20 para HCT-116 e 0, 64 para HT-29).
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5.2. Morfologia das células HCT-116 por analise de microscopia de
fluorescéncia confocal a laser apés marcagao com laranja de acridina e iodeto

de propideo

A Figura 14 apresenta imagens representativas das células de cancer colorretal
HCT-116 marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP) apés 48

horas de tratamento.

Figura 14. Avaliacao morfolégica da morte celular por coloragao com laranja de acridina (LA)
e iodeto de propidio (IP) em células HCT-116 tratadas com InFP ou doxorrubicina (DXR) por
48h.

Controle P 1,5‘ MM MM

LA

Sobreposicao

Fonte: elaborada pelo autor.

Imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia confocal a laser da coloragdo com
laranja de acridina (LA, exc. 488 nm/emis. 510-541 nm) e iodeto de propidio (IP, exc. 510 nm/emis. 639-
701 nm) em células de cancer colorretal HCT-116 apds 48 h de tratamento. As imagens correspondem
as marcagoes individuais do LA e IP e a sobreposicdo das duas coloragdes, respectivamente. O
controle apresenta células com nucleos verde claro, enquanto as células tratadas com InFP (1,5; 3 e 6
pUM) e doxorrubicina (2,5 pM) apresentam aumento da marcac¢édo do nucleo em verde brilhante e do
vermelho, indicando diferentes estagios de morte celular por apoptose. As imagens sdo representativas
de pelo menos trés experimentos independentes. InFP: bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll)
tetrafenilfosfonio; DXR: doxorrubicina. barra de escala: 100 pm.

No grupo controle, observa-se a fluorescéncia verde do nucleo marcado por
LA, compativel com estruturas nucleares intactas. Apds o tratamento com DXR ou as
diferentes concentracdes de InFP, nota-se a presenca de células com nucleo verde

brilhante, evidenciado pelas areas verdes densas, mostrando a condensacdo da
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cromatina na apoptose inicial (observada principalmente na concentragao de 1,5 uM
de InFP).

Com o aumento da concentracao do InFP, verifica-se um aumento da marcagao
por IP (vermelho), indicando perda na integridade da membrana, fragmentacéo da
cromatina e formacgédo de areas alaranjadas (sobreposicdo de verde e vermelho),
compativeis com apoptose em estagio avangado. A presenga de células com nucleos
vermelhos estruturalmente intactas indica morte por necrose.

Na ampliacdo das imagens (figura 15A), a condensacédo da cromatina esta
indicada pela seta purpura, enquanto a formacgéo de blebs de membrana esta indicada
pela seta azul. A fragmentagao nuclear é destacada pela seta vermelha. Na Figura
15B, a reconstrugédo tridimensional das células tratadas com 1,5 uM de InFP confirma
a formacéo de blebs de membrana e a presencga de corpos apoptoticos, reforcando

os achados morfolégicos observados nas imagens bidimensionais.
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Figura 15. Imagens representativas das caracteristicas da apoptose em células de cancer
colorretal HCT-116 apds 48 h de tratamento com composto de coordenacao de indio (InFP),
marcadas com laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP).

InFP 1 InNFP 3 p

LA+IP

Fonte: elaborado pelo autor.

Imagens representativas de células duplamente coradas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de
propideo (IP). Em (A), a seta purpura indica condensacédo da cromatina; seta azul indica blebs de
membrana e seta vermelha indica fragmentacdo do DNA. Em (B), imagem representativa tridimensional
das células tratadas com 1,5 uM do InFP por 48 h, mostrando a formagao de blebs de membrana. InFP:
bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio; barra de escala: 50 um.
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A Figura 16 apresenta o percentual das células de cancer colorretal HCT-116
em diferentes estagios de morte celular apds 48 horas de tratamento com o composto
de coordenagao de indio (InFP) ou doxorrubicina (DXR), analisadas por coloragao

com laranja de acridina (LA) e iodeto de propidio (IP).

Figura 16. Efeito do composto de coordenacao de indio (InFP) ou doxorrubicina (DXR) em
células de cancer colorretal humano HCT-116, apés 48 h de tratamento, analisada por
coloracao de laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP)
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Fonte: elaborado pelo autor.

Porcentagem de células marcadas com laranja de acridina (LA) e/ou iodeto de propideo (IP). Os dados
estdo expressos como média £ EPM de dois experimentos independentes realizados em ftriplicata e
analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre os grupos experimentais para cada condigao, em que p < 0,05.
InFP: bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio; DXR: doxorrubicina.

As células viaveis foram predominantes no grupo controle, representando a
maioria da populagao celular (93,58 £ 0,51%). Ap6s o tratamento com InFP, observou-
se uma reducéo significativa da populacao viavel (5,58 + 1,12%; 0,77 + 0,17% e 0,17
t 0,1%, respectivamente para 1,5 yM, 3 uM e 6 uM; p < 0,05). No tratamento com
DXR (2,5 uM), o percentual de células viaveis foi de 9,92 + 2,44% (p < 0,05).

O numero de células em apoptose inicial aumentou de 5,02 £ 0,45% no grupo
controle para 71,62 + 3,76% apos o tratamento com InFP (1,5 uM) (p < 0,05). Na
mesma concentragdo, observou-se um aumento significativo da populagdo em
apoptose tardia para 20,82 £ 3,37% (p < 0,05) (Figura 16).

Nas concentragdes de 3 e 6 yM do composto de indio(lll), houve um aumento
significativo da populagdo em apoptose inicial (21,01 £ 0,94% e 13,79 + 0,99%,
respectivamente; p < 0,05) em relagao ao controle. Da mesma forma, o percentual de
células em apoptose tardia aumentou de forma significativa, atingindo 76,57 £ 1,15%

e 84,29 + 1,03%, respectivamente.
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O tratamento com DXR (2,5 pM) também reduziu a viabilidade celular e
aumentou a populagéo em apoptose inicial (43,91 + 4,04%) e tardia (38,20 + 5,64%);
p< 0,05.

O total de células apoptoéticas (apoptose inicial + tardia) no grupo controle foi
de 5,11 + 0,43%. O tratamento com 1,5 yM de InFP elevou significativamente esse
total para 92,44 + 1,32%, sendo ainda maior nas concentracbes de 3 e 6 uM,
alcancando valores proximos a 98%, quando comparadas com a menor concentragao
do composto (p < 0,05). Em adicdo, o total apoptético induzido pela DXR foi de 82,11
1 2,13%.

5.3. Alteragoes nucleares induzidas por InFP em células HCT-116 analisadas

por microscopia confocal a laser apés coloragao com Hoechst 34580.

AFigura 17 apresenta imagens representativas das células de cancer colorretal
HCT-116 marcadas com Hoechst 34580 (HO458) apds 48 horas de tratamento. No
grupo controle, observa-se o nucleo das células fracamente marcados em azul. Apos
o tratamento com 1,5 e 3 uyM de InFP ou DXR (2,5 uM), as células passaram a

apresentar nucleos azul brilhante e aumento da intensidade de fluorescéncia.
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Figura 17. Imagens representativas de células de cancer colorretal humano HCT-116
marcadas com Hoechst 34580 apds 48h de tratamento com composto de coordenacao de
indio (InFP) ou doxorrubicina (DXR).
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Fonte: elaborado pelo autor.
Imagens representativas de células coradas com Hoechst 34580. As células viaveis apresentam nucleo
fracamente corado em azul, enquanto as células apoptoticas exibem um nucleo azul brilhante,
indicando  condensagdo da  cromatina. InFP: bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll)
tetrafenilfosfonio; DXR: doxorrubicina. barra de escala: 100 pm.

A Figura 18 apresenta a o percentual de fluorescéncia de HO458 nas células
HCT-116 apds 48 horas de tratamento com InFP ou DXR. Do ponto de vista
quantitativo, as células do controle obtiveram uma média de 100,0 + 5,53%
intensidade de fluorescéncia. O tratamento com InFP na concentracdo de 1,5 pM
aumentou significativamente para 222,1 + 12,36%, enquanto 3 uM obteve um
percentual de fluorescéncia de 273,0 + 12,53% (p < 0,01). ADXR na concentracao de
2,5 UM induziu um aumento de 184,9 + 9,5% (figura 18).
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Figura 18. Efeito do composto de coordenacao de indio (InFP) ou doxorrubicina (DXR) em
células de cancer colorretal humano HCT-116, apés 48 h de tratamento, marcadas com
Hoechst 34580.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Percentual de fluorescéncia de células marcadas com Hoechst 34580. Os dados estao expressos como
média + EPM de trés experimentos independentes realizados em triplicata e analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) one-way seguido pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas
significativas entre os grupos experimentais, em que p < 0,01. CTRL: controle negativo; InFP: bis(N-
metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio; DXR: doxorrubicina.

5.4. Efeito do InFP no potencial de membrana mitocondrial em células HCT-
116

A Figura 19 apresenta imagens representativas das células de cancer colorretal
HCT-116 marcadas com JC-1 apds 48 horas de tratamento com InFP. No grupo
controle, observa-se predominancia de fluorescéncia vermelha, indicando a presenca
de agregados de JC-1. Em contraste, os grupos tratados com InFP exibem
fluorescéncia verde intensa e reduzida fluorescéncia vermelha, evidenciando a perda
do potencial de membrana mitocondrial (AWYM).

O grupo controle apresentou uma razdao média de fluorescéncia
significativamente maior quando comparado com os demais grupos experimentais
(1,47 £ 0,02). As células tratadas com InFP nas concentragbes de 1,5 e 3 uyM
apresentaram uma reducdo significativa nessa razédo (0,15 £ 0,01 e 0,12 £ 0,01,
respectivamente; p < 0,001), e ndo diferindo do controle positivo para despolarizagao
mitocondrial, o carbonil cianeto p-trifluorometoxifenil-hidrazona (CCCP) (0,11 £ 0,003)
(figura 20).



84

Figura 19. Imagens representativas de células de cancer colorretal HCT-116 apds 48 h de
tratamento com composto de coordenacao de indio (InFP) e marcadas com JC-1.
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Fonte: elaborado pelo autor.
Imagens representativas de células coradas com JC-1. O JC-1 é um corante catibnico que em sua
forma monomeérica emite uma fluorescéncia verde brilhante, ao se acumular no interior de mitocdéndrias
com alta diferenca de potencial de membrana (Aym), formam agregados, emitindo uma fluorescéncia
vermelha. InFP: bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio; CCCP: carbonil cianeto p-
trifluorometoxifenil-hidrazona. barra de escala: 100 ym.
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Figura 20. Razao da fluorescéncia do JC-1 em células de cancer colorretal HCT-116 tratadas
com o composto de coordenagao de indio (InFP) apds 48 h.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Razao entre a intensidade de fluorescéncia dos agregados (vermelho) e dos mondémeros (verde) do
corante JC-1 em células HCT-116. A reducido desta razdo indica despolarizacdo da membrana
mitocondrial. Os dados estdo expressos como média + EPM de dois experimentos independentes
realizados em ftriplicata e analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way, seguida pelo teste de
Tukey. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
experimentais (p < 0,001). InFP: bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfénio; CCCP:
carbonil cianeto p-trifluorometoxifenil-hidrazona.

5.5. Citotoxicidade do InFP em células HCT-116 na presenga ou auséncia de
N-acetilcisteina (NAC)

A figura 21 mostra a citotoxicidade do InFP ou DXR na presenca ou auséncia
da N-acetilcisteina (NAC). Apds 72h de tratamento com o InFP na auséncia da NAC,
observou-se redugao significativa na viabilidade celular. As concentragcdées de 1,5e 3
MM de InFP reduziram a viabilidade de 100 + 1,33% (controle) para 55,23 + 1,2% e
51,55 *+ 2,1%, respectivamente (p < 0,05).

O pré-tratamento por 3h com NAC (5 mM) reduziu significativamente o efeito
citotoxico do InFP nas células HCT-116 (figura 21). A viabilidade celular aumentou de
forma significativa para 91,08 + 2,8%, quando tratadas com 1,5 yM do composto, e
83,77 + 2,0% para as células tratadas com 3 pM, quando comparado com seus
respectivos grupos experimentais néao pré-tratados com o NAC (p < 0,05).

Para a doxorrubicina (2,5 uM), o efeito citotoxico também reduziu apos a adigao
da NAC, com viabilidade celular de 18,07 + 1,83% e 61,55 * 5,3%, respectivamente
na auséncia e presenca do antioxidante (p < 0,01) (figura 21).
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Figura 21. Citotoxicidade do composto de coordenagao de indio (InFP) ou doxorrubicina
(DXR) na linhagem de cancer colorretal HCT-116 na presenca ou auséncia N-acetilcisteina
(NAC) apds 72 h de tratamento
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Fonte: elaborado pelo autor.

Viabilidade celular (%) apds 72 h de tratamento com InFP ou DXR na presenga ou auséncia de NAC
(5 mM). Os dados estéao expressos como média £ EPM de trés experimentos independentes realizados
em quadruplicata analisados por Analise de Variancia (ANOVA) one-way seguido do teste de Tukey.
Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos experimentais para cada condigéo e
# representa diferenga significativa entre a presenca ou auséncia do NAC, em ambos os casos, p <
0,05. NAC: N-acetilcisteina; InFP: bis(N-metilsulfonilditiocarbamato)indio(lll) tetrafenilfosfonio; DXR:
doxorrubicina.

5.6. Citotoxicidade do InFP em células HCT-116 na presenga ou auséncia de
inibidores das MAPKs.

Quanto a avaliagdo do efeito citotoxico em células HCT-116 do InFP na
presenca ou auséncia de inibidores das Proteinas Cinases Ativadas por Mitégeno
(MAPKSs), obteve-se a figura 22. Observa-se que na auséncia dos inibidores de JNK,
p38 e MEK/ERK-1/2 apds 72 horas de tratamento com o InFP nas concentragdes de
1,5 e 3 uM, verificou-se reducéo significativa da viabilidade celular (59,36 + 1,87% e
55,43 £ 1,15%, respectivamente; p < 0,05), quando comparado ao grupo controle (100
+4,22%).

O pré-tratamento com o inibidor de JNK (iJNK, SP600125) potencializou o
efeito citotoxico do InFP em células de céncer colorretal HCT-116, reduzindo a
viabilidade celular para 23,20 + 0,74% e 11,92 + 3,63% (p < 0,05), em 1,5 e 3 yM do
InFP, respectivamente, quando comparado com os respectivos grupos na auséncia do
iJNK (figura 22A). O uso do inibidor de p38 (ip38, PD169416) também potencializou o

efeito citotoxico do InFP em células de cancer colorretal HCT-116 (45,01 £ 0,39% e
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Figura 22. Citotoxicidade do composto de coordenagao de indio (InFP) ou doxorrubicina
(DXR) na presencga ou auséncia dos inibidores de MAPK na linhagem de céncer colorretal
HCT-116 apds 72 h de tratamento, através do ensaio do MTT.
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Viabilidade celular (%) ap6s 72 h de tratamento com InFP ou DXR na presenca ou auséncia de
SP600125 (20 pM, inibidor de JNK1/2) (A), U-126 (5 pM, inibidor de MEK/ERK1/2) (B) ou PD169416
(20 pM, inibidor de p38) (C). Os dados estdo expressos como média £+ EPM de trés experimentos
independentes realizados em quadruplicata analisados por Andlise de Varidancia (ANOVA) one-way
seguido do teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os grupos
experimentais, em que p < 0,05.
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44,77 + 0,33%, em 1,5 e 3 yM, respectivamente; p < 0,05), quando comparado aos
grupos tratados com esse composto de indio na auséncia do ip38 (figura 22C).

Quando comparado com o grupo na auséncia do inibidor de MEK/ERK1/2
(IMEK/ERK 1/2, U-0126), o pré-tratamento com o iIMEK/ERK1/2 n&o foi capaz de
alterar de forma significativa o efeito citotéxico do InFP para ambas as concentragdes
testadas (figura 22B). Também, nado foram observadas diferengas significativas na
citotoxicidade da DXR em células HCT-116 auséncia ou presenca dos diferentes
inibidores testados (iJNK, ip38 e IMEK/ERK 1/2).
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6. DISCUSSAO

O céancer colorretal (CCR) apresenta alta incidéncia global e esta entre as
principais causas de mortalidade por cancer (Abedizadeh et al., 2024). As opgdes
terapéuticas atuais incluem principalmente cirurgia e quimioterapia citotdxica, que,
com agentes como 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatina e irinotecano, contribuem para o
controle da doenga e melhoram a sobrevida (Kotlarza et al., 2019; Gach-Janczak et
al., 2024). Apesar desses avangos, a eficacia € frequentemente limitada pela
resisténcia adquirida das células tumorais e pelos efeitos adversos sistémicos, que
comprometem a qualidade de vida dos pacientes. Estratégias como o uso da
capecitabina e esquemas combinados com efeito sinérgico mitigaram parcialmente
essas limitagdes, mas permanecem insuficientes para alcancar a remissdo completa,
especialmente em casos metastaticos, reforcando a necessidade urgente de novas
abordagens capazes de superar a estes problemas (Shaham; Vij; Tripathi, 2025).

Nesse contexto, o desenvolvimento de novas moléculas citotéxicas com maior
seletividade, poténcia e eficacia farmacoldgica tem atraido crescente atengéo, com
destaque para compostos metalicos obtidos por modificagdo ou substituicado de
ligantes, o que pode potencializar a atividade antitumoral e otimizar propriedades
farmacocinéticas. Entre eles, os complexos de ditiocarbimato de indio(lll) surgem
como alternativas inovadoras para o tratamento do CCR, com potencial para superar
limitagdes associadas aos farmacos atualmente disponiveis.

Em estudos prévios, conduzidos em colaboragdo com o Dr. Lucas Carvalho e
o Prof. Eder Tavares, foram sintetizados seis complexos inéditos de
sulfonilditiocarbimato de indio(Il1), dentre 0s quais o) bis(N-
metilsulfonilditiocarbimato)indio(lll) de tetrafenilfosfénio (InFP) apresentou a maior
citotoxicidade e seletividade para a linhagem de adenocarcinoma colorretal HCT-116,
quando comparada a linhagens de melanoma (SK-MEL-28) e de adenocarcinoma de
mama (MCF-7) (Carvalho et al., 2025). Considerando esse perfil de seletividade,
optou-se por ampliar a investigagao para diferentes linhagens de cancer colorretal, de
forma a avaliar se o efeito observado era restrito 8 HCT-116 ou se se estendia a outros
subtipos tumorais com origens genéticas distintas. Também, foi incluida a linhagem
nao tumoral de rim embrionario humano (HEK-293), para estimar o indice de

seletividade (IS) do composto.
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O ensaio de reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) é um dos testes colorimétricos mais utilizados para avaliar
citotoxicidade (Deepthi et al., 2023). O ensaio de MTT baseia-se na utilizagdo de um
sal de tetrazolio amarelo e hidrossoluvel que, na presencga de células metabolicamente
ativas, € reduzido por enzimas mitocondriais, formando cristais de formazan, de cor
purpura e insoluveis em meio aquoso. A quantidade de formazan produzida é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis presentes na amostra
(Manimegalai et al., 2023).

A partir das curvas de concentragao-resposta por meio do ensaio de MTT, o
InFP apresentou efeito citotoxico significativo em todas as linhagens de CCR testadas,
sendo a HCT-116 a mais sensivel em comparacéao as linhagens HT-29 e LoVo. Essa
diferenca pode ser atribuida a origem e as caracteristicas genéticas e epigenéticas
distintas de cada linhagem.

A HCT-116 foi isolada de um tumor primario localizado no célon ascendente de
um homem de 48 anos com CCR metastatico (estadiamento TNM IV) (Brattain et al.,
1981a; Brattain et al., 1981b; Eshleman et al., 1995). A HT-29 também foi derivada de
um tumor primario, mas de uma paciente de 44 anos com CCR em estagio Ill (TNM
lll) (Fogh et al., 1975), estagio no qual o tumor ja invade estruturas adjacentes e ha
envolvimento linfonodal, mas sem metastases distantes. Ja a LoVo foi obtida a partir
de metastases linfonodais na regido supraclavicular de um homem de 56 anos
(Drewinko et al., 1976).

No trabalho de Ahmed et al. (2013), foi realizada uma caracterizacao
abrangente de 24 linhagens de cancer colorretal, com foco em perfis genéticos e
epigenéticos, avaliando fendtipos moleculares importantes, incluindo instabilidade de
microssatélites (MSI), fenétipo de ilhas CpG metiladas (CIMP) e mutagbes em genes-
chave relacionados a tumorigénese do CCR. Foi apontado que ambas, HCT-116 e
LoVo, possuem uma alta MSI e a presenca de CIMP, apesar de ndo apresentarem
vias de instabilidade cromossémica (CIN). Em contraste, HT-29 possui microssatélites
estaveis (MSS), auséncia de CIMP e presenca de CIN. Com relagdo aos genes
mutados, HCT-116 e LoVo apresentam apenas mutagdes em KRAS (G13D para
ambas e A14V para LoVo), enquanto HT-29 apresenta mutagbes em BRAF (V600E)
e em TP53 (R273H).

O estudo molecular de células tumorais deve ser de grande relevancia na

pesquisa nao-clinica, pois tais alteracdes influenciam diretamente na resposta aos
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tratamentos desenvolvidos ou em desenvolvimento, ndo somente para determinar o
mecanismo de ag¢ao, mas também associar a possiveis mecanismos de resisténcia
que limitam a eficacia terapéutica e o uso clinico dos novos farmacos (Kotlarza et al.,
2019; Azarian et al., 2024).

Assim, a maior sensibilidade da HCT-116 ao InFP pode estar relacionada ao
seu perfil molecular, que a torna mais suscetivel a agdo de agentes citotoxicos,
possivelmente pela combinacdo entre alta MSI e auséncia de mutagdes em TPS53,
fatores que podem comprometer a capacidade de reparo do DNA e favorecer a
indugdo de morte celular (Abd Aziz et al., 2023). A mutagdo em KRASC'™D esta
envolvida em ativagao constitutiva da sinalizagao proliferativa MAPK/ERK, o que torna
as células cancerigenas independentes de outras vias para o crescimento e
intrinsecamente resistente as terapias anti-EGFR, como o cetuximabe e
panitumumabe, tornando linhagens celulares com essas mutagdes importantes para
pesquisas, devido as limitagdes na terapéutica (Adachi-Fernandez et al., 2023).
Também, diferencas no status mutacional de p53, levando a sua inibicdo, presente na
linhagem HT-29, podem contribuir para a menor sensibilidade observada, visto que a
p53 € a principal proteina associada na indugdo de morte celular por apoptose
(Azarian et al., 2024 Nano; Montell, 2024).

Esses achados reforgam a importancia da busca por novos quimioterapicos
com estruturalmente inovadores e capazes de superar barreiras impostas pela
heterogeneidade genética e pelos multiplos mecanismos de resisténcia intrinseca
presentes no CCR.

Complexos de indio(lll) representam alternativas inovadoras com diversas
aplicagbes médicas, cujas propriedades terapéuticas dependem primariamente do
ligante coordenado ao metal (Ajiboye et al.,, 2024). Entre esses ligantes, os
ditiocarbamatos destacam-se como grupos de coordenagao versateis, amplamente
investigados por seu potencial anticancer (Ajibade et al., 2020; Moghadam et al., 2023;
Abdalrazaq et al., 2024; Castro et al., 2024; Chan; Ang; Hamid, 2024). O presente
estudo constitui o primeiro relato da avaliacao da atividade antitumoral de complexos
de indio(lll) contendo ditiocarbamatos.

Complexos de indio(lll) com acido piridinocarboxilico ndo apresentaram
citotoxicidade em nenhuma linhagem tumoral testada (RendoSova et al., 2025). Ao
avaliar complexos de indio(lll) e zinco(ll) com fenotiazinil porfirinas, Balazs e

colaboradores (2025) demonstraram que a presenga do In(lll), ndo s6 foi mais
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citotoxica que os complexos de Zn(ll), como também potencializou o efeito citotdxico
da porfirina ndo complexada em células de cancer de ovario, o que reforgca a
necessidade do estudo do papel dos complexos de indio na atividade antitumoral.

Complexos de platina com ditiocarbamatos avaliados em diferentes linhagens
de cancer colorretal (HT-29 e HCT-116), mama (MCF-7) e pancreas (Panc1),
demonstrando maior citotoxicidade para esta ultima e que sua acado depende
diretamente de interagbes com o DNA (Moghadam et al., 2023). Castro e
colaboradores (2024) também avaliaram complexos de ditiocarbimatos de platina,
identificando que essa interagao ocorre por intercalagao (inser¢ao da molécula entre
pares de bases adjacentes) e por ligacao direta aos sulcos do DNA. Considerando
que o InFP apresenta nucleo ditiocarbimato, tais achados sugerem que interagdes
analogas possam estar envolvidas em sua atividade antitumoral, sendo necessarios
estudos confirmatoérios para confirmar a hipotese.

Apesar de ser a forma de tratamento mais utilizada contra o cancer, a
quimioterapia antineoplasica nao é seletiva (Muhamad et al., 2018). Por ter como alvo
moléculas comuns a todas as células e afetar processos essenciais a proliferacédo
celular, esse tratamento também atinge diretamente células sadias de alta taxa
proliferativa (Blagosklonny, 2023). Como consequéncia, pode causar mielotoxicidade,
nauseas, vomitos ou diarreia, enquanto infusbes continuas podem levar a
neurotoxicidade ou cardiotoxicidade (Singh; Kokkanti; Patnaik, 2025). Nesse contexto,
o desenvolvimento de novas terapias seletivas para células tumorais € crucial para
reduzir a toxicidade associada ao tratamento.

O estudo do IS é fundamental, pois permite avaliar a capacidade de um
composto em inibir o crescimento de células tumorais com minima toxicidade para
células normais. Dessa forma, compostos com alto IS apresentam maior potencial de
desenvolvimento como agentes antitumorais, uma vez que podem maximizar a
eficacia terapéutica e reduzir efeitos colaterais.

Complexos de indio(lll) com o lapachol, por exemplo, foram citotoxicos para
diferentes linhagens de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB), porém nao foram
seletivos (De Carvalho et al., 2024). Ajibade e colaboradores (2020) avaliaram a
citotoxicidade em duas linhagens tumorais (MRC5-SV2 e Hela, cancer de pulméo e
cervical, respectivamente) e em células ndo tumorais MRC5 (fibroblastos
pulmonares), a fim de determinar o IS dos complexos de ditiocarbamato de manganés,

cobre, zinco e platina. Ao comparar com a cisplatina (droga padrao), que apresentou
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maior poténcia e seletividade (IS = 1,7), todos os complexos testados exibiram valores
de Clso mais elevados para as linhagens tumorais e IS inferiores a 1,1, indicando
menor eficacia antitumoral e auséncia de seletividade relevante (Ajibade et al., 2020).
No presente trabalho, o InFP apresentou baixa citotoxicidade para a linhagem nao
tumoral HEK-293, associada a maior atividade contra células HCT-116 de CCR,
sugerindo potencial aplicagao clinica. Essa performance é especialmente relevante
quando comparada a doxorrubicina, farmaco amplamente utilizado na clinica e
adotado como controle positivo na maioria dos ensaios in vitro, mas cuja citotoxicidade
nao é seletiva e cuja principal limitagdo é a cardiotoxicidade (Sousa et al., 2023).

Assim, com base nos resultados obtidos, a linhagem HCT-116 foi selecionada
para os experimentos subsequentes de caracterizacdo do efeito antitumoral do InFP.
Considerando a Clso de 2,87 £ 0,14 uM do composto apds 72 horas de tratamento, foi
utilizado o valor aproximado (3 uM), metade (1,5 uM) e o dobro (6 uM) da Clso e 48
horas de incubagao para melhor avaliar o desencadeamento do processo citotoxico
do composto em diferentes niveis de exposigéo.

A apoptose € o0 modo mais comum e mais bem descrito de morte celular
programada, frequentemente considerada a “via padrao” de inducéo de morte celular
pelos quimioterapicos (Brianna; Lee, 2023). A apoptose, uma vez iniciada, segue de
forma continua, sendo caracterizada por uma sequéncia de modificagdes bioquimicas
e morfolégicas. Tradicionalmente nos modelos in vitro, esse processo é dividido em
duas fases: inicial e tardia. Na apoptose inicial, ocorre a ativagdo de caspases,
responsaveis pela clivagem proteolitica de seus alvos especificos. Nesse estagio, os
principais marcadores morfolégicos incluem a condensagao da cromatina e a picnose
nuclear. Ja na apoptose tardia, a acdo continuada das caspases, associada a ativacao
de outros marcadores bioldgicos, leva a alteragcbes mais drasticas, como
fragmentagao do nucleo, perda da integridade da membrana plasmatica, formacéao de
blebs e geragao de corpos apoptoticos. Em um sistema multicelular, esses corpos
apoptéticos sédo rapidamente fagocitados, evitando a liberagdo de conteudo
intracelular e, consequentemente, prevenindo a inducdo de inflamacido. Esse
mecanismo contribui para a manutencdo da integridade do tecido adjacente
(Chesnokov et al., 2024; Souza et al., 2024).

Células cancerigenas possuem uma notavel capacidade de contornar os
mecanismos de morte celular e sobreviver a condi¢gdes adversas no microambiente

tumoral (Hanahan, 2022; Peng et al., 2022). Diante de diferentes tipos de estresse,
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como danos ao DNA, escassez de recursos e terapias antineoplasicas, essas células
desenvolveram diversas estratégias para evitar a morte, o0 que permite que o cancer
prospere mesmo frente aos inumeros desafios que enfrenta (Wang et al., 2022; Nano;
Montell, 2024 ). Superar a resisténcia a apoptose tornou-se um dos principais focos da
pesquisa oncoldgica, visando aumentar a eficacia das terapias atuais (Wang et al.,
2022; Gharib; Robichaud, 2024).

Dentre as estratégias, a proteina p53 desempenha um papel central, exercendo
diversas funcdes antitumorais. Sua ativacdo ocorre em resposta a diferentes formas
de estresse celular, como danos ao DNA, hipdxia, senescéncia e processos de reparo
gendmico, promovendo a interrupg¢ao do ciclo celular para permitir a recuperagao da
célula ou, caso o dano seja irreparavel, desencadear a apoptose, predominantemente
pela via intrinseca (Orlandi et al., 2023). No CCR, mutagdes no gene TP53 estao
presentes em mais de 50% dos casos, comprometendo a fungdo supressora tumoral
(Gharib; Robichaud, 2024).

Nessa perspectiva, a deteccdo da apoptose constitui uma ferramenta
fundamental no desenvolvimento de novos farmacos anticancer. Para esse fim,
diversas técnicas podem ser empregadas, incluindo a microscopia confocal a laser
associada a marcagao com laranja de acridina (LA) e iodeto de propideo (IP), bem
como com Hoechst 34580 (HO348) (Atale et al., 2014; Ferreira, 2023; Marques, 2024).
A microscopia confocal utiliza uma fonte de luz pontual gerada por lasers e sistemas
opticos que eliminam a luz desfocada, permitindo a excitagdo em comprimentos de
onda especificos e a observacdo de regides celulares restritas em resolugéo e
contraste, essenciais para a avaliagao morfolégica e funcional de células em apoptose
(Elliott, 2020; Jayamohanan, 2022).

A andlise das imagens obtidas apds o tratamento das células HCT-116 com
InNFP e marcagao por LA/IP revelou alteragdes morfologicas tipicas das células em
estagios de apoptose inicial e tardia, incluindo condensacéo da cromatina, formacéao
de blebs de membrana e fragmentagcdo do DNA. A susceptibilidade das células HCT-
116 ao InFP pode estar relacionada a suas caracteristicas genéticas descritas
anteriormente, apesar de possuir uma mutacao ativadora de KRAS, levando a uma
sinalizagao proliferativa sustentada, o alto MSI e a auséncia de mutagdes em TP53
possibilitam que ocorram mais danos no DNA, ativando a p53 e induzindo a apoptose.

A literatura € escassa com relagao a investigagcao de complexos de In(lll) e sua

atividade pré-apoptética. Apesar de existirem varios artigos demostrando seu
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potencial anticancer, nenhum avaliou os mecanismos relacionados a esse mecanismo
de citotoxicidade, portanto o presente trabalho relata de forma inédita esse resultado.
Apesar disso, ha relato de varios complexos metalicos de ditiocarbamato.

Alhoshani e colaboradores (2021), por exemplo, demonstraram em células
MCF-7 que complexos de ditiocarbamato de ouro(lll) induzem danos ao DNA
dependente de concentragao, reduzindo a capacidade da célula de evadir da morte
celular, forcando a apoptose. Corroborando com os achados, complexos derivados de
ditiocarbamato de bismuto(lll) também foram capazes de induzir apoptose em células
MCF-7 (Chan; Ang; Hamid, 2024). Os dados apresentados Sulaiman e colaboradores
(2022) também vao de concordancia com o presente estudo ao determinarem que
complexos com diciclopentadieno e ditiocarbamato de platina(ll) induziram apoptose
tardia em linhagem de melanoma (CHL-1) dependente de concentragdo. Complexos
de ditiocarbamato de zinco(ll) e de ouro(ll) induzem morte celular por apoptose em
células tumorais a partir da inibicdo do proteassoma (Milacic et al., 2008; Tomasello et
al., 2017).

Processos cruciais para a carcinogénese, como proliferagdo celular, a
apoptose, a angiogénese e a motilidade, sdo regulados pelo sistema ubiquitina-
proteassoma (UPS, do inglés ubiquitin-proteasome system). Esse sistema & um
complexo multiproteico responsavel por controlar a estabilidade e degradar centenas
de proteinas na célula (Voutsadakis, 2008). No epitélio colorretal, o UPS participa da
regulagcédo da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina/APC, a qual coordena a proliferagao
das células epiteliais presentes no colon. No CCR, mutagdes inativadoras no gene
APC comprometem a capacidade do proteassoma de degradar a [-catenina,
resultando em proliferagao celular descontrolada. Além disso, outras moléculas-chave
envolvidas na carcinogénese colorretal, como p53 e Kras, também sdo moduladas
pelo UPS (Manasanch; Orlowski, 2017; Zagirova et al., 2021; Ma et al., 2025)

Inibidores do proteassoma, como bortezomibe, ixazomibe e carfilzomibe, séo
moléculas importantes no tratamento de alguns tipos de cancer, como linfoma e
mieloma. Estudos recentes indicam que o uso de inibidores pode reduzir a resisténcia
ao 5-FU no CCR (Ding et al.,, 2023). Nesse contexto, moléculas como os
ditiocarbimatos também podem desempenhar um papel relevante, destacando-se o
InNFP como uma nova perspectiva terapéutica a ser explorada.

Assim, para corroborar a apoptose induzida pelo InFP, células de CCR foram

expostas ao composto e analisadas por microscopia confocal a laser, utilizando o
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corante intercalador de DNA, HO348. Como nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas no total de células apoptéticas entre as concentragdes
de 3 e 6 uM de InFP, optou-se por utilizar apenas as concentragdes de 1,5 e 3 yM nos
experimentos subsequentes, que confirmaram a presenca de alteragdes na topologia
nuclear relacionadas com a apoptose. Diante destes resultados, pode-se inferir que o
efeito antitumoral em células HCT-116 apresentado pelo composto InFP envolve a
ativacao da apoptose.

A apoptose em células de mamiferos pode ser classificada em duas vias
principais: a via extrinseca e a via intrinseca. A via extrinseca é desencadeada pela
ativacao de receptores de morte na membrana plasmatica, enquanto a via intrinseca
ocorre independentemente de receptores (Nano; Montell, 2024). Na condigdo wild-
type (selvagem), o TP53 atua como um regulador transcricional-chave, ativando
membros pré-apoptéticos da familia Bcl-2, como Bax, em resposta a danos no DNA
ou ao estresse oxidativo induzido por quimioterapicos. Essa ativacdo promove o
aumento da permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial (MOMP), culminando
na via intrinseca da apoptose por meio da liberagdo de moléculas como o citocromo
c, que ativam a cascata de caspases e resultam na morte celular programada (Kim;
Kin; Beck, 2024).

O JC-1 é um corante catidnico que em sua forma monomérica (livre) emite uma
fluorescéncia verde. No interior da mitocéndria, dependendo do ambiente
eletroquimico favoravel da organela passa a formar agregados, que emitem uma
fluorescéncia vermelha. A reducao da razao entre os agregados € os monémeros do
JC-1 indica comprometimento da membrana mitocondrial, perda do potencial e
ativagao da intrinseca da apoptose (Smiley et al., 1991; Zaib et al., 2022).

A analise da razao de fluorescéncia do corante JC-1 por microscopia confocal
a laser demonstrou que o tratamento com o composto InFP induziu perda do potencial
da membrana mitocondrial (AYm) em células de CCR. Esses dados sugerem que o
InFP promove apoptose através da via intrinseca.

Dados da literatura corroboram com os dados obtidos, Balazs e colaboradores
(2025) determinaram que complexos de In(lll) com fenotiazinil porfirinas induziam um
efeito citotoxico por alterar a fungdo mitocondrial de células de cancer de ovario.
Complexos de ditiocarbamato de ouro(l) induziram apoptose pela via intrinseca em
células de cancer colorretal (caco-2) por meio da redugéo no AWm, além disso, houve

ativagao de caspase-3, causando parada no ciclo celular em G1 e ativacdo da p53
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(Quero et al., 2022). Também, complexos de ditiocarbamato de platina(ll) ativou a via
intrinseca da apoptose ao inibir a sintese de BCL-2, induz altera¢gées no MOMP, o que
libera o citocromo C, formando o apoptossomo e ativa as caspases 3 e 7 (Sulaiman
et al.,, 2022), sugerindo mais uma vez o importante papel pro-apoptotico dos
complexos metalicos de ditiocarbamato no CCR.

Notavelmente, Alhoshani e colaboradores (2021) concluiram que o aumento
das espécies reativas de oxigénio (ROS) e o dano ao DNA causado por complexos de
ditiocarbamato de ouro(ll) levaram a despolarizagdo da membrana mitocondrial,
ativando a via intrinseca da apoptose. Evidéncias descritas na literatura indicam que
complexos metalicos provavelmente exercem sua acdo citotoxica por meio de
alteracdes no estado redox celular, danos ao DNA, desregulagéo do ciclo celular e
comprometimento da fungdo mitocondrial, eventos que em conjunto culminam na
ativagdo da apoptose (Sulaiman et al., 2022). Com essa premissa, foi avaliado o
impacto do InFP sobre o estado redox das células HCT-116.

Em condi¢des fisiologicas, a atividade metabdlica das mitocéndrias gera ROS
que, em concentragdes basais, participam de processos de sinalizacido intra e
extracelular, regulando proliferacao, diferenciacdo e morte celular (Manoharan et al.,
2024). Esse equilibrio € mantido por um sistema antioxidante endégeno, cuja fungao
€ impedir o acumulo de radicais, preservando a homeostase redox (Gao et al., 2020).

Quando ha producéo excessiva de ROS, geralmente associada a disfungao
mitocondrial, esse equilibrio € comprometido, resultando em estresse oxidativo. Nessa
condicao, as espécies reativas assumem multiplos papéis, o que favorece a ativacao
de vias de sobrevivéncia, estimula a proliferacdo de células geneticamente instaveis,
contribui para a progressdo metastatica e intensifica o dano genémico, ampliando a
instabilidade cromossémica e a taxa mutacional (Hernansanz-Agustin; Enriquez,
2021; Cheung; Vousden, 2022).

No CCR, mutacdées em TP53 e KRAS atuam de forma cooperativa na formacao
tumoral, remodelando o metabolismo energético (efeito Warburg) e levando ao
aumento direto e indireto dos niveis de ROS (Basak; Uddin; Hancock, 2020; Kealey
et al.,, 2022; Zhong et al.,, 2022). As células malignas conseguem tolerar essa
sobrecarga oxidativa ao intensificar a expressao de elementos antioxidantes. Tal
adaptacao redox esta diretamente relacionada a quimiorresisténcia, inclusive frente a
farmacos de primeira linha no tratamento do CCR, como 5-fluorouracil e oxaliplatina,

ambos conhecidos por induzirem estresse oxidativo. Essa resisténcia se soma a
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outros mecanismos, como maior expressao de transportadores de efluxo,
instabilidade genémica e bloqueio de vias apoptéticas, frequentemente sustentados
por concentragdes aberrantes de ROS (Basak; Uddin; Hancock, 2020). Nesse cenario,
terapias capazes de explorar a vulnerabilidade oxidativa das células tumorais e
promover morte celular dependente de estresse oxidativo emergem como estratégias
promissoras.

Assim, avaliou-se, por meio do ensaio do MTT, a citotoxicidade do composto
InFP na auséncia ou presenga da N-acetilcisteina (NAC), um antioxidante. Observou-
se que o a NAC preveniu o efeito citotoxico induzido pelo InFP, indicando que o
complexo de indio(lll) induz citotoxicidade dependente de estresse oxidativo, que
pode estar associada ao aumento na producido de ROS.

Esses dados vao de concordancia com a literatura, visto que a citotoxicidade
de complexos de ditiocarbamato de ouro(lll) contendo bipiridinas induzida pelo
aumento de ROS intracelular foi revertida na presenca da NAC em células de cancer
de prostata (PC-3) (Altaf et al., 2019). Também, Chan, Ang e Hamid (2021) ao avaliar
o efeito de complexos de bismuto em MCF-7 concluiram que a apoptose ocorria pela
via intrinseca, com a liberagédo do citocromo C e ativagao da caspase 9, e que este
processo era dependente de ROS. Curiosamente, ocorre 0 mesmo processo em
linhagens de cancer de ovario (resistentes ou nao a cisplatina, A2780cis e A2780,
respectivamente) quando tratadas com complexos de ditiocarbamato de ouro(lll). Os
autores demonstraram que o efeito anticancer do composto foi igual para ambas as
linhagens, dependente do estresse oxidativo e ndo estava associando ao status
mutacional de p53 (Altaf et al., 2017).

Como ja mencionado, a proteina p53 exerce um papel central na resposta
celular aos quimioterapicos, sendo um dos principais componentes da maquinaria de
defesa frente ao estresse. Essa proteina pode modular a resposta redox, atuando de
forma antioxidante ou pro-oxidante a depender da intensidade do estresse celular. Em
condicbes de baixo estresse, p53 estimula mecanismos antioxidantes, enquanto
niveis elevados desencadeiam uma resposta pré-oxidante (Zhou et al., 2023). Quero
e colaboradores (2022) observaram que no CCR, a ativagao de p53 estava associada
ao estresse oxidativo induzido por um complexo de Au(l)-ditiocarbamato.

Uma importante enzima antioxidante modulada por p53 é a heme oxigenase-1
(HO-1) (Andrés et al., 2014; Fahrer et al., 2023). Com fungao protetora por neutralizar

ROS, a indugao de HO-1 é reconhecida como um dos mecanismos de adaptacao das
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células tumorais ao estresse oxidativo, permitindo a evasao da apoptose (Zhou et al.,
2023). Complexos metalicos promoveram estresse oxidativo em células tumorais ao
reduzir a expressdo da HO-1 (Sulaiman et al.,, 2022). Nesse contexto, a
superexpressao de HO-1 ja foi associada ao aumento da quimiorresisténcia no CCR
(Fahrer et al., 2023; Igbal et al., 2024) e potenciais terapias capazes de inibir a
expressao dessa enzima podem ser promissoras.

A adaptacédo das células tumorais ao estresse oxidativo contribui para a
resisténcia a quimioterapia, estando associada a diferentes mecanismos relacionados
a producao de ROS. Evidéncias indicam que niveis moderadamente elevados de ROS
podem exercer efeito pro-tumorigénico ao interagir com diversas proteinas e vias de
transducao de sinal intracelular envolvidas na proliferagcdo e sobrevivéncia tumoral,
como a via das proteinas cinases ativadas por mitégenos (MAPK) (Zhou et al., 2023).

As vias das MAPKSs regulam diversas fungdes celulares, incluindo proliferagao,
diferenciagao, migracao e apoptose (Faroogqia et al., 2019). Trés das principais vias
de MAPK s&o as cinases reguladas por sinal extracelular 1 e 2 (ERK1/2), as cinases
N-terminais de c-Jun (JNKs) e a p38. No CCR, muta¢cdes em KRAS e BRAF resultam
em ativagdo constitutiva da via ERK1/2, promovendo sinais de sobrevivéncia e
proliferagcao celular, fendmeno associado a um progndstico clinico desfavoravel. Ja as
vias JNK e p38 estao envolvidas na resposta ao estresse celular (Yue; Lopez, 2020;
Timofeev et al., 2024). No contexto tumoral, tem sido relatado o papel dual dessas
proteinas, podendo exercer fungdes tanto pré-tumorais quanto antitumorais,
dependendo do tipo celular e do contexto fisiopatoldgico (Lu et al., 2020; Stefani et al.,
2021).

Para a investigacédo sobre a modulagao da atividade das MAPKSs induzida pelo
InFP, as células HCT-116 foram pré-incubadas com inibidores das MAPKs (iIMAPKSs),
a fim de caracterizar o envolvimento da modulagcao das vias de sinalizacdo dessas
proteinas no efeito citotoxico do complexo de indio(lll), utilizando o ensaio do MTT na
presenca ou auséncia de iIMAPKs: SP600125, inibidor de JNK1/2; U-126, inibidor de
MEK/ERK1/2; e PD169416, inibidor de p38. Observou-se que o pré-tratamento com
os inibidores de JNK1/2 e p38 potencializou o efeito citotdxico induzido pelo InFP,
indicando que a modulacdo de vias de sinalizagdo responsaveis pela resposta ao
estresse nas células HCT-116 pode interferir na atividade anticancer do complexo de

ditiocarbimato de indio(lIl).
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Embora estudos anteriores com complexos de ditiocarbamato de Cu(ll) tenham
indicado a participagao de ROS e ativagao de ERK1/2 e JNK em células nao tumorais
(Chen et al., 2010; Wu et al., 2012), a extrapolagao direta desses achados para o
contexto tumoral é limitada, dado que a resposta de células tumorais a quimioterapia
envolve mecanismos de sobrevivéncia muito mais complexos.

Esse resultado sugere que a ativagao de JNK e p38, geralmente associada a
resposta celular ao estresse, pode exercer em células tumorais um papel citoprotetor,
principalmente pela indugcdo de mecanismos de defesa antioxidante. De fato, ja foi
demonstrado que a sinalizagcédo via JNK/p38 esta envolvida na regulagao de fatores
de transcricdo como Fator Nuclear Eritroide 2 Relacionado ao Fator 2 (Nrf2), os quais
modulam a expressao de enzimas antioxidantes, como superéxido dismutase (SOD),
catalase e HO-1, que limitam os efeitos deletérios do estresse oxidativo induzido por
quimioterapicos (Sulaiman et al.,, 2022; Cai et al.,, 2023). Assim, a inibicao
farmacolégica dessas cinases pode comprometer a capacidade adaptativa das células
tumorais frente ao aumento de ROS desencadeado pelo InFP, resultando em maior
acumulo de dano oxidativo e, consequentemente, em maior morte celular.

Um numero crescente de evidéncias indica que a ativacado da via JNK esta
diretamente associada a resisténcia quimioterapica. Por exemplo, células-tronco de
cancer pancreatico apresentam niveis elevados de JNK, o que contribui para a
resisténcia ao 5-fluorouracil (5-FU) e a gemcitabina (GEM) por meio da supressao da
geragdo de ROS; a inibicdo de JNK restaura a sensibilidade a esses agentes,
promovendo apoptose via acumulo intracelular de ROS (Wu et al., 2018; Zhong et al.,
2022; Yan et al., 2024; Timofeev et al., 2024). De forma semelhante, a inibicdo de
JNK1 sensibiliza células de adenocarcinoma colorretal HT29 ao oxaliplatina,
fendmeno associado a redugdo da autofagia e ativagdo da apoptose intrinseca
(Vasilevskaya et al., 2016; Feng et al., 2017; Zhou et al., 2017). Esses dados sugerem
que, embora as MAPKs JNK e p38 sejam classicamente relacionadas a processos de
morte celular, sua ativagdo sustentada também pode induzir mecanismos de
adaptacao ao estresse oxidativo, favorecendo a sobrevivéncia tumoral.

Assim, os achados evidenciam que, em células HCT-116, as vias da JNK e p38
parecem contribuir para a manutencdo da homeostase redox e, portanto, para a
sobrevivéncia tumoral frente ao tratamento com InFP. A inibicdo dessas cinases, ao

reduzir a capacidade antioxidante celular, potencializa os danos oxidativos induzidos
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pelo complexo de indio(lll), resultando em uma potencializagcdo da resposta

antitumoral.



Conclusio
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7. CONCLUSAO

O complexo InFP demonstrou expressiva atividade antitumoral in vitro contra
células de cancer colorretal (HCT-116), com elevada seletividade em relagao a células
nao tumorais. Os resultados indicam que seu mecanismo de a¢ao envolve a inducao
de apoptose, associada a perda do potencial de membrana mitocondrial, ao aumento
do estresse oxidativo e, possivelmente, a modulagdo das vias das proteinas cinases
ativadas por mitégenos (MAPKs), em especial JNK e p38 que estdo intimamente
relacionadas aos processos de sobrevivéncia e morte celular. Esses achados
reforgam o potencial do InFP como candidato promissor para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas contra células de cancer colorretal. Contudo, sao

necessarias investigacdes adicionais para confirmar e expandir esses resultados.
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Pink pepper (Schinus terebinthifolies Aaddi) is a native species  Received 30 May 2023
native from Central and South America that produces an essential ;ngedamm
ail ([EOpp) with promising applications. This work aimed 1o inwesti-

gate the chemical composition and cytotoxic activity of EQpp EEYWORDS
extracted from unnpe (UHECpp) and ripe (RRECpp) pink pepper  volatlle olls; gas
fruits. U-EQpp and R-EQpp were extracted using the hydrodistilla- dltlTutﬂgi_ﬁI;m‘:
tion technique and analysed using MMR and GC-MS. U-EOpp and ~ G-pinens; landrene;
F-EOpp cytotoxic activity was assessed using HL-60 (acute promy-  MTT assay

elocytic leukemnia) and SK-MEL-28 imalignant melanoma) cell ines

by MTT assay. Results showed that o-pinene [(29.16%], d-Limonene

(2065%), and p-cymens | 15.86%) were L-EDpp major componenits.

In addition, phellandrene (33.91%), Syvestrens (23.00%), and

a-pinene [21.65%) were R-EOpp major components. UFEOpp

showed cytotoxic activity at 375 and 187 pg/ml for SK-MEL-23

and HL-60, respectively. R-EQpp showed cytotoxic activity for HL-60

at 100 pg/mL. Therefore, EOpp may repressnt a remarkable source

of active natural compounds uwsed in traditional Brazilian

meedicine.
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Essential oils stand out among natural products for their
complex composition, frequently described in the literature
with a range of biological effects. This study evaluated the
cytotoxic activity against several human cancer cell lines of
essential oils extracted from the leaves of Lippia microphylla
(EO-LM) Cham. (Verbenaceae). The melanoma cell line SK-MEL-
28 was the most sensitive to the EO-LM, presenting an IC,, of
33.38+ 1.16 pg/mL. Afterward, the effects of EO-LM on the cell
cycle, induction of apoptosis, and production of reactive oxygen

species (ROS) were evaluated. We stated a significant increase
in the sub-G1 population, indicating apoptosis, later confirmed
by an increase of SK-MEL-28 cells labeled with Annexin V-FITC
and by the formation of apoptotic bodies and membrane blebs,
observed by confocal microscopy. Additionally, EO-LM reduced
the production of ROS, indicating antioxidant activity. There-
fore, EO-LM exhibits anti-melanoma activity in vitro, suggesting
its potential as an anticancer agent.
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Abstract The characterization and cytotoxicity of the essential oil from Conyza bonarfensis (L.) aerial
parts (CBECY) weme previously conducted. The major compound was (£}-2-lachnophyllum ester (EZ),
and CBEQ exhibited significant ROS-de pendent cytotowdcity in the melanoma cell line SK-MEL-28,
Herein, we employed the Molegro Virtual Docker v.6.0.1 software to investigate the interactions
between the EX and Mitogen- Activated Protein Kinases (MA PEs), the Nuclear Factor kappa B (NF-xB),
and the Protein Kinase B (PKB/ AKT). Additionally, in vitro assays were performed in SK-MEL-28
cells to assess the effect of CBEO on the cell oycle, apoptosis, and these signaling pathways by flow
cytometry and the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1}-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay using
MAPEs inhibitors. CBEQ induced a significant increase in the sub-(G1 peak, as well as binchemical
and morphological changes characteristic of apoptosis. The in-silico results indicated that E¥ interacts
with Extracellular Signal-Fegulated Kinase 1 (EEK1), c-Jun N-terminal Kinase 1 (JNK1), p3sax MAPEK,
NEF-«B, and PKB/AKT. Moreover, CBEQ modulated the ERK1/2, JNK, p38 MAPK, NF-«B, and
PEB/AKT activities in SK-MEL-28 cells. Furthermore, CBEO's cytotoxddty against SK-MEL-28 cells
was significantly altered in the presence of MAPKs inhibitors. These findings support the in vitro
antimelanoma effect of CBEQ through apoptosis induction, and the modulation of ERK, JNEK, p3s
MAPEK, NF-kB, and PKB/AKT activities.

Keywords: natural products; essential oil; antitumor effect
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ABSTRACT: This study explores the combined delivery of
doxorubicin and quercetin using a gelatin-oxidized alginare-based
hydrogel as a promising strategy for localized breast cancer therapy.
Qur approach involves the incorporation of doxorubicin within the
hydrogel matrix and loading quercetin into chitosan-coated zein
nanoparticles. The hydrogel exhibited self-healing properties
attributed to Schiff base cross-linking and demonstrated inject-
ability. Characterization of its microstructural, mechanical, and
textural properties revealed a porous and flexible structure,
demonstrating its suitability for drug release applications. Both
drugs exhibited distinct in vitro release profiles at pH 6.8 (typical of
tumor tissue), with doxorubicin at 81.2% and quercetin at 9.7%.
After 72 h of release, the cytotoxicity against MCF-7 breast cancer
cells was assessed. The hydrogel formulation containing doxorubicin increased the cytotoxic action by 4.66-fold, whereas the
hydrogel composite, containing both doxorobicin and quercetin-loaded nanoparticles, enhanced it by 20.7-fold compared with
doxorubicin alone. Thus, the findings of our study highlight the enhancing effect of the duval release system, thereby expanding the
utility of gelatin-oxidized alginate-based hydrogels as advanced drug delivery systems, as exemplified by the combined delivery of
doxorubicin and quercetin.
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the roots of Acosmivm diffusssimum. The structures were chemi- Fabaceas; caffeoyl
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HRESIMS techniques. Cytotooicity was evaluated against three dif-  MME; MTT assay;
ferent cancer cell lines (MCF-7, HCT-116, SKAMEL-28). Only mixture ~ Molecular docking;

2 showed activity against all strains tested, with more pronounced  antimelanoma
ability to inhibit SK-MEL-28 growth (C,; 25.45pg/ml). Molecular

docking studies suggested that the cytoloxic activity of 2 was

srongly attributed to interactions between os-lupacosmeo] and

trans-lupacosmenl, which are present in mixtures used to treat

melanoma and exhibit activities towards different molecular tar-

gets of importance.
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Fopywords: Copaiba il (000 exhibits notable antinecplastic properties, that can be snhanced when encapeulated within

Capaiba oil. biological products nanoryeterns. Thue, this sudy focused on characterizing, opdmizing, and fumctionalizing C0-loaded nano-

Nanotechnology structured lipid carriers (WLCs) and evaluating their interaction with albumin and MCF-7 bresst cancer celle.

Drug delivary NLCz were produced using solwent injection or hot emulsion with sonicadion (HES) methods, and opdmized by

e Boor-Behnken design, considering OO (1, 5, 9 %), Preciral® (1, 4, 7 5, and Tveen® (0.1, 0L, 0.9 %) 2 varizhles.
The optimized formulation, conmining & % OO, was produced by HES, chowing a particle size of 183 + 1.5 nm,
Pdl of 0.17 + 0.01, and meta patential of —20.7 4+ 0.2 mV. Tween® 50 cignificantly reduced particle gize (B
0.999). Optimized NLC (oMNLC) was functonalized with Pluronic®, cholesteral, chitoran, and PEG, and char-
acterized by infraved spectroscopy. oMNLC-PEG1H and oNLC-Plul%: displayed promising particle sizes {161.1 4
1.1 and 186.4 + 1.6 nom). Infrared spectra confirmed CO encapeulation. Stability teste chowed no significant
changes in samples stored at 4 “C for 90 days, maintaining a spherical chape under slactron microecopy. NLCs
demonstraced great ctabilicy with albumin excepe for aNLC-Phul% after 24h (4343 4+ 267 om) oNLC-Chal
exhibited the highest toodcity againee MCP-T cells (52.49 % inhibition at 25 pg/ml). Thus, functionalized, sta-
ble LCs were produced, displaying waried albumin interaction profiles and high anticancer efficacy, indicating
their potential ac a delivery system
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Abstract: Background/'Obje ctives: Carvacrol a monoterpencid phenol found in essential
oils, exhibits many biological activities, including anticancer properties through mecha-
nisms such as induction of apoptosis. These properties can be enhanced if encapsulated
within nanoparticles. This study focuses on producing functionalized carvacrok loaded nanos-
tructured lipid carriers (NLCs) applied to the treatment of breast cancer Methods: NLCs
were produced by hot emulsification with the sonication method and optimized by the

et Box—Behnken design, considering Precirol® (1, 4, 7%), carvacrol (1, 5, 9%), and Tween® (0.1,
R — 0.5, 0.9%) as independent variables. Results: The optimized NLC containimg 2% carvacrol
Revised: 4 Febaary MES had a particle size of 111 £ 2 nm, Pdl of 026 &+ 001, and zeta pofential of —24 + 0.8 mV.
Acrephat 13 Febvumry 205 The solid lipid (Precitol®) was the variable that most influenced particle size NLCs wem
Prefiatecds 13 March 2005 functionalized with Pluronic® Fé8, cholesterol, chitosan, and polyethylene ghycol (0.05-0.2%),

Citatioe Uichis, A B ; Fuemiga, wiith oNLC-Chol presenting the most promising results, with no significant increase in particle

AL Caonag, A LMK ; R, size [£12 nm) and high encapsulation efficiency (98%,). Inframed spectra confirm effective
P ¥ F

T}Eﬂ‘:;'“fl"' ::M'i::" carvacrol encapsulation, and stability tests showed no significant physicochemical changes for

;.M-L.M‘;fih;.hlizid. ' 120 days of storage at 4 “C. When incubated with albumin (5 mg,/mL), NLCs showed overall

' . good stability over 24 b, except for oNLC-Chol, which increased slightly in size after 24 he In

Oiptiegand and Fuclionabizel

v acnel Loaded Manosbiashued addition, oNLC increased the oytotoxie effect of carvacrol by 12-fold, resulting in an 10y, of
Lipidl Carviens for Enhanard 7 +1 pg/ml. Conclusions: Therefome, it was possible to produce stable, homogeneous NLCs
Cylutenicity in Barast Canoer Cills with nanometric sizes containing 2% carvactol that displayed improved anticancer efficacy;

Fhermarmiies 305, 17, 361
Dbt s ooty 10 390
rhinacn e T IIET

indicating their potential as a delivery systemn.

Keywords carvacrol; nanotechnology; drug delivery; nanostructured lipid carriers;
Copyright £ 2005 by the authod. breast cancer
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Samia Sousa Duarte,” Ramon Ramos Marques de Souza,© Isione Oliveira Castro,”
Eclair Venturini Filho,? Renata Diniz, (2'® Marianna Vieira Sobral,©

Willian Ricardo Rocha ™' ® and Eder do Couto Tavares®

The synthesis, antineoplasic profile, and structural aspects of six Infn) sulfonyldithiocarbimate complexes
[PhyP[RSO:N=CS;z)zIn], 2a~f) are described. The salts were readily obtainable with 38% to 98% yield by
the water-mediated complexation of the ligand (1a—f) in the presence of In(NO4); without further purifi-
cation. Spectroscopic data pointed to the formation of isomers, which were postulated as the result of
three complexation modes — 55-55, SN-5N, and SN-55. DFT calculations furnished AG, H’oq, and 4 values
that indicated a preference for the $5-5SS isomer. Statistical analysis of *C NMR data placed “C=N &
values as efficient probes of the d-electron count of the metal in sulfonydithiocarbimate complexes. The
compounds displayed antineoplasic activity against human colorectal adenocarcinoma (HCT-116) cell
Received 14th April 2025, lines (ICsy = 3.02(21) pmol L™* ta 5.36(42) pmaol L™ with high selectivity compared to HaCaT cells.
Accepted 30th Juna 2025 Moreover, an XRD analysis of 2 water-insoluble decompasition product of a ligand (1b) is also described,
DOI: 10.1039/d5dt00868a showing the formation of a supramolecular-like network and corroborating the use of the metallic com-
rsc lifdalton plexes as biologically active compounds instead of their isolated ligands.
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