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RESUMO

Atualmente o câncer é uma das doenças que mais matam no mundo, mesmo com
todo o avanço nos métodos de diagnósticos e nos procedimentos quimioterápicos.
Associado às mutações que acontecem frequentemente no genoma das células
cancerígenas, novos métodos de tratamento frequentemente não obtêm êxito. Com
isso, as neoplasias são difíceis de se tratar e em muitas situações os tratamentos
não curam essa enfermidade por completo. Dentre as neoplasias que podem
acometer o sistema nervoso central encontramos os gliomas, tumores com origem a
partir das células da glia. O tipo mais comum de glioma é o glioblastoma (GBM).
Especificamente nesta doença, ainda que a ressecção tumoral apresente o melhor
resultado possível, onde todo o tumor foi removido, existem células infiltrativas que
escapam do procedimento cirúrgico, levando a uma recidiva da doença. Adjuvante à
ressecção, o tratamento segue com a quimio e radioterapia, visando apenas a
sobrevida que ainda é curta. A maioria dos pacientes diagnosticados com esta
neoplasia não sobrevivem por mais do que 15 meses a partir do diagnóstico. Com
base nesses resultados não esperançosos dos tratamentos comumente utilizados
para o GBM e também pela característica difusa desse tumor, estudos acerca de
novos procedimentos terapêuticos devem ser realizados. É sabido que os
compostos naturais podem exibir atividade inibindo o crescimento de células
cancerígenas, atuar no controle de certas vias de expressão gênicas que estão
ligadas à atividade tumoral, assim como também apresentar efeitos antioxidantes,
anti-inflamatórios e anti metastáticos. Um grande exemplo de produto natural que
apresenta as atividades citadas é o eugenol. Por isso, esses compostos, e também
outros fármacos obtidos a partir deles, representam um vasto campo de
possibilidades para a obtenção de procedimentos terapêuticos seguros e eficazes.
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnológico de derivados do eugenol como possíveis candidatos a fármacos para
o tratamento do glioblastoma. Para isto, utilizamos a linhagem U87MG e realizamos
os ensaios in vitro de metabolismo celular (MTT) para triar e selecionar o composto
com melhor atividade, migração por meio do ensaio de cicatrização de feridas,
proliferação e formação de colônias. Com base nestes experimentos foi possível
observar um efeito anti-tumoral do derivado 5V, inibindo todos os parâmetros
analisados. Assim, este derivado se mostrou como um candidato promissor para o
desenvolvimento de um novo fármaco para o tratamento do glioblastoma.

Palavras-chaves: Câncer, glioblastoma, derivados sintéticos; eugenol,

desenvolvimento de fármacos



ABSTRACT

Currently, cancer is one of the most deadly diseases in the world, even with all the
advances in diagnostic methods and chemotherapy procedures.Associated with
mutations that frequently occur in the genome of cells, new treatment methods are
often unsuccessful. Thereby, neoplasms are difficult to treat and in many situations
treatments do not completely cure this disease. Among the neoplasms that can
affect the central nervous system, we find gliomas, tumors originating from glial cells.
The most common type of glioma is glioblastoma (GBM). Specifically in this disease,
although tumor resection presents the best possible result, where the entire tumor
has been removed, there are infiltrative cells that escape the surgical procedure,
leading to disease recurrence. As an adjunct to resection, treatment continues with
chemo and radiotherapy, aiming only at survival, which is still short. Most patients
diagnosed with this neoplasm do not survive more than 15 months from diagnosis.
Based on these hopeless results of commonly used treatments for GBM and also
due to the diffuse nature of this tumor, studies about new therapeutic procedures
should be carried out. It is known that natural compounds can exhibit activity by
inhibiting the growth of cancer cells, acting in the control of certain gene expression
pathways that are linked to tumor activity, as well as exhibiting antioxidant,
anti-inflammatory and anti-metastatic effects. A great example of a natural product
that has the aforementioned activities is eugenol. Therefore, these compounds, as
well as other drugs obtained from them, represent a vast field of possibilities for
obtaining safe and effective therapeutic procedures. Thus, the present study aimed
to evaluate the biotechnological potential of eugenol derivatives as possible drug
candidates for the treatment of glioblastoma. For that, we used the U87MG lineage
and performed in vitro cell metabolism assays (MTT) to screen and select the
compound with the best activity, migration through the wound healing assay,
proliferation and colony formation. Based on these experiments, it was possible to
observe an anti-tumor effect of the 5V derivative, inhibiting all analyzed parameters.
Thus, this derivative proved to be a promising candidate for the development of a
new drug for the treatment of glioblastoma.

Keywords: Cancer, glioblastoma, synthetic derivatives; eugenol, drug development
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1. INTRODUÇÃO

1.1. CÂNCER

O termo câncer é utilizado para representar um grande número de doenças que

podem afetar qualquer sistema caracterizado pela rápida expansão de células

defeituosas, podendo estas migrarem para regiões distantes de onde iniciou-se o

tumor (Zari et al., 2021). A formação de células aberrantes pode ser devido a fatores

químicos, físicos ou biológicos (Zakiryanova et al., 2018). A ativação dos oncogenes

assim como a inativação de genes supressores de tumor são responsáveis pelo

desenvolvimento tumoral, processo que promove o descontrole do ciclo celular

(Dodurga et al., 2018; Xiao et al., 2022). Todas essas alterações fazem com que a

célula adquira novas capacidades como proliferação descontrolada, imortalidade

replicativa e invasão de outros tecidos, processo conhecido como metástase, sendo

esta a principal causa de mortalidade das doenças cancerígenas (Abu-Helil & Van

Der Weyden, 2019; Benisty et al., 2020; Kontomanolis et al., 2020).

O processo de formação do câncer é chamado de carcinogênese ou

oncogênese (Fig.1), onde a célula normal é modificada em célula tumoral num

processo lento, no qual os genes responsáveis pelos mecanismos de regulação da

proliferação, crescimento e diferenciação celular vão sofrendo mutações

repetidamente resultando em uma proliferação desordenada das células (Almeida et

al., 2005; Caponero, 2008). Esse processo pode ser dividido em três estágios

diferentes, chamados: 1) Estágio de iniciação - onde há exposição das células

normais a algum agente cancerígeno, fazendo com que ocorra alguma alteração do

DNA dessas células; 2) Estágio de promoção - onde as células, já com seu material

genético alterado, sofrem agora a ação de agentes oncopromotores, os quais

transformarão essas células em malignas, num processo lento e contínuo; 3) E por

último o estágio de progressão, que corresponde à proliferação descontrolada

característica da célula cancerígena, e o aparecimento de manifestações clínicas.

Nesse último estágio essas células podem invadir novos tecidos e órgãos, causando

a perda parcial ou total da função do órgão invadido (Abu-Helil & Van Der Weyden,

2019; Li et al., 2019; INCA, 2022).
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Fig 1. Carcinogênese. A) Iniciação B) Promoção C) Progressão (INCA, 2022)

De acordo com a Organização mundial da saúde (OMS)(2018), o câncer é a

segunda principal causa de morte no mundo, representando assim uma das

principais causas de morbilidade e mortalidade mundial, sendo considerado uma

das principais barreiras para o aumento da expectativa de vida global (Fidler et al.,

2018; Bray et al., 2021; Zari et al., 2021). Dados estatísticos revelam que uma em

cada oito mortes no mundo ocorrem devido ao câncer, e que a cada ano são

descobertos nove milhões de novos casos da doença. Além disso, estimativas

apontam que em 2030 as doenças cancerígenas estarão em número um no ranking

das causas de mortes globais, e que por ano aproximadamente dez milhões de

pessoas morrem por conta dessas enfermidades (Karavasiloglou et al., 2022; Salari

et al., 2022). Estudos apontam uma correlação positiva entre o aumento da

expectativa de vida e o número de incidência de câncer, fato que corrobora com as

estatísticas que preveem aumento do número de casos da doença nas próximas

16



décadas, elevando assim os custos com a saúde pública (Fidler et al., 2018;

Miraghajani et al., 2018).

Atualmente, a falta de cuidado com a saúde, hábitos de vida não saudáveis,

juntamente com o uso abusivo de pesticidas e agrotóxicos, além do aumento da

expectativa de vida, são fatores críticos para aumento do número de casos de

câncer (Begum et al., 2022). No entanto, de acordo com a OMS, em países onde há

um sistema de saúde melhor preparado, o número de pacientes com cânceres que

sobrevivem à doença estão aumentando, isso devido ao fato do tratamento nas

fases iniciais da doença ser mais acessível e de qualidade. Os tratamentos

disponíveis para o câncer envolvem processos cirúrgicos para retirar a maior

quantidade possível de massa tumoral (ressecção tumoral), assim como a quimio e

radioterapia, para diminuir o tamanho do tumor e/ou combater possíveis células

remanescentes após a ressecção (Nalli et al., 2021; Begum et al., 2022; Lau et al.,

2022).

1.2. TUMORES DO SNC

O sistema nervoso, apesar de todas suas características peculiares, pode ser

acometido por tumores de várias naturezas. Neoplasias nesse sistema contabilizam

cerca de 1% das demais no corpo humano. Essas podem ser primárias ou

secundárias - conhecidas como metastáticas, benignas ou malignas, e intra-axiais

ou extra-axiais. Estes tumores são atípicos quando comparados com as demais

partes do corpo, assim como também com outras enfermidades que afetam o tempo

de vida de uma pessoa e podem atingir adultos e crianças. (Alomar, 2010; Thanka

et al., 2021)

O sistema nervoso central (SNC) é dividido anatomicamente no encéfalo e a

medula espinhal. Nele podemos identificar dois grupos celulares, os neurônios -

também conhecidos como células nervosas, que possuem a função de receber,

armazenar e transmitir informações, além das células da neuroglia ou simplesmente

células da glia, que estão intimamente associados aos neurônios e dando suporte a

eles. São conhecidos quatro tipos de células da glia no SNC: os astrócitos, células

ependimárias, oligodendrócitos, e a micróglia (Fig. 2) (Thanka et al., 2021).

Existe uma grande diversidade de tumores do sistema nervoso central

compreendendo diferentes histologias, aspectos clínicos, intervenções e desfechos.

17



Apesar de serem infrequentes, estes tumores possuem uma alta taxa de

mortalidade resultando em uma pequena quantidade de indivíduos que sobrevivem

num período de 5 anos após receberem o diagnóstico (Alomar, 2010; Ruano-Ravina

et al., 2019; Miller et al., 2021).

Fig 2. Células do SNC (Tramontina, 2008).

O SNC encontra-se alocado dentro da caixa craniana, a qual não é extensível

(com a exceção dos neonatos e crianças pequenas), com isso, quaisquer novos

acréscimos só podem acontecer em detrimento das estruturas já presentes dentro

do crânio e da coluna vertebral. A sintomatologia desses tumores varia de acordo

com a localização deles no SNC, assim como também o índice de crescimento da

neoplasia. Os sintomas podem consistir em sinais e sintomas focais, que se referem

ao efeito do tumor em estruturas específicas, e também em sinais e sintomas

gerais; aumento da pressão intracraniana, sonolência, confusão, cefaleia, náuseas,

vômitos, papiledema, convulsões e comprometimento cognitivo. A tomografia

computadorizada e ressonância magnética são as técnicas com base na produção

de imagens que são de total importância para a localização desses tumores e

posterior realização de biópsias (Alomar, 2010; Gómez-Vega et al., 2019).
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Durante anos, os cânceres no SNC se perpetuaram como sendo alguns dos

casos clínicos mais intratáveis da farmacologia. Os tumores malignos nas regiões

do encéfalo e medula espinhal são de tratamento complicado devido à dificuldade

na entrega e resistência à ação dos fármacos, assim como também pelo fato de

danos aos tecidos adjacentes serem graves para o paciente. Dado a escassez

desses tumores, há uma carência em padrões de tratamento para grande parte

deles. (Schor, 2009; Franceschi et al., 2020).

1.3. GLIOBLASTOMA

Os gliomas cerebrais são um conjunto de tumores no Sistema Nervoso

Central, que acometem as células de glia. A ocorrência por ano de gliomas é baixa,

sendo de aproximadamente seis casos a cada 100.000 indivíduos em todo o mundo

(Weller et al., 2021).

Podem resultar numa grande variedade de tumores que segundo a sua

periculosidade são classificados em graus (I, II, III e IV) (Pla et al., 2021). Estudos

anteriores subdividiam os gliomas em ependimomas, oligodendrogliomas,

oligoastrocitoma e astrocitomas, no entanto, de acordo com a revisão da OMS de

2016, os gliomas não são mais classificados somente pelas suas respectivas

células formadoras/ características histopatológicas, e sim, também de acordo com

aspectos genético-moleculares (Louis et al., 2016; Villa, et al., 2018; Pereira at el.,

2019).

Dentre os gliomas, o glioblastoma (GBM) é o subtipo mais frequente,

possuindo a mais alta classificação de tumores, sendo considerado como grau IV

(Wirsching & Weller, 2017; Ohgaki & Kleihues, 2007). De acordo com aspectos

moleculares, pode-se afirmar que o GBM origina-se a partir de células tronco

neurais (NSCs), astrócitos originários dessas NSCs e de células precursoras de

oligodendrócitos (OPCs) (Fig. 3) (Yao et al., 2018; Clancy et al., 2021; Wu et al.,

2021). Pode ser subdivididos de acordo com a mutação no gene IDH da enzima

Isocitrato Desidrogenase em IDH mutante, IDH selvagem e NOS (onde não é

possível analisar a mutação IDH) (Louis et al., 2016; Tan et al., 2020; Weller et al.,

2021). Já considerando os aspectos histológicos, os subtipos são classificados

como neoplasias astrocíticas, pois não é possível diferenciá-los apenas com este
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parâmetro (Aldape et al., 2015; Romani et at, 2018; Maghe et al., 2020). De acordo

com sua apresentação clínica, o GBM pode ser definido em dois subtipos; um

glioblastoma primário que se manifesta sem uma evidência de lesão menos maligna

já existente, ou o glioblastoma secundário que se desenvolve a partir de um glioma

existente de grau 2 ou 3, processo que leva vários anos para acontecer (Marumoto

& Saya, 2012).

Fig 3. Células Tronco Neurais (NSCs) podem gerar neurônios, astrócitos, e as células precursoras de
oligodendrócitos (OPCs) que originarão os oligodendrócitos maduros. Adaptado de Ledur, 2015.

O glioblastoma apresenta uma baixa incidência anual levando em

consideração outros cânceres, como por exemplo o de mama e o de próstata

(Wirsching & Weller, 2017). Dado a sua classificação, é um dos tumores mais

difíceis de serem tratados por causa da sua agressividade, sendo o tumor mais

prevalente e letal dentre os gliomas, representando cerca de 57% deles e 48% dos

tumores malignos primários do SNC. O GBM leva a 4% de todas as mortes por

tumores, com uma sobrevida média de aproximadamente 15 meses, e apenas 2%

dos casos sobrevivem por até 5 anos (Holland, 2000; Romani et al., 2018; Ostrom et

al., 2019; Singh et al., 2021; Al-Holou et al., 2023). Além disso, dados estatísticos

revelam que a incidência do GBM aumenta com a idade, sendo que o índice de sua
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sobrevivência é inversamente proporcional à idade (Wirsching & Weller, 2017; Wu et

al., 2021). Com o aumento da expectativa de vida mundial, espera-se que o número

de casos de glioblastoma também aumente, dado o maior número de idosos. Dessa

forma, é de suma importância que ocorram avanços nos tratamentos desses

tumores, melhorando os padrões de cuidados para esses pacientes (De Moraes &

Laperriere, 2017).

O GBM é geralmente encontrado nos hemisférios cerebrais, sendo que as

regiões mais afetadas são o lobo temporal, parietal e frontal, sendo que o

glioblastoma do tronco cerebral e do cerebelo é mais comum em crianças e raro em

adultos (Stark et al., 2010). A sintomatologia varia de acordo com o local que o

tumor está localizado, mas de modo geral, os sintomas vão de dores de cabeça,

déficits neurológicos focais, confusão mental, até sintomas como alterações de

personalidade, problemas de memória e convulsões (Netto et al., 2019).

Os GBMs são heterogêneos no conjunto de células que os compõem, seja de

um mesmo paciente (intratumoral) ou até mesmo entre diferentes pacientes

(intertumoral). Segundo suas características histológicas, o glioblastoma é um tumor

neuroglial com variação de forma e tamanho das células e seus núcleos, aparência

anormal e irregular dos núcleos celulares, hipercelularidade, rápido crescimento e

divisão das células, proliferação microvascular e necrose (Stark et al., 2010; De

Moraes & Laperriere, 2017; Lebel et al., 2021).

O prognóstico dos pacientes diagnosticados com esta doença é ruim, e a

medida que a evolução da doença ocorre a qualidade de vida se deteriora, sendo

que a maioria dos pacientes morrem em aproximadamente 3 meses após o

diagnóstico, se não tratados (Ohgaki & Kleihues, 2007; Netto et al., 2019; Clancy et

al., 2021). Ainda que tratados, estes pacientes não sobrevivem por muito tempo.

Assim, dado ao fato da baixa expectativa de vida após a descoberta da doença e

não terem praticamente uma sobrevida longa, esses tumores têm chamado atenção

(Holland, 2000).

Mesmo que avanços nos tratamentos de GBMs tenham sido observados, os

resultados vistos não são encorajadores, já que ainda não existe cura para esse tipo

de tumor. Os tratamentos utilizados até o momento buscam apenas dar uma

sobrevida com uma qualidade de vida melhor ao paciente, sendo que o tratamento

padrão é a ressecção tumoral juntamente com a químio e radioterapia (Alexander &

Cloughesy, 2017). Todavia, mesmo após tais procedimentos, grande parte dos
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pacientes têm a doença recorrente em aproximadamente 6 meses, sendo que

nestes casos de recidiva, não há um tratamento padrão utilizado pelas equipes

médicas. Entretanto, a quimioterapia alquilante é comumente empregada nessa

situação (Tan et al., 2020).

A primeira etapa do tratamento do glioblastoma é a cirurgia, desempenhando

um importante papel no tratamento desses tumores. O objetivo da ressecção

tumoral é extrair o máximo possível do tumor, sem que haja maiores danos aos

tecidos circunvizinhos, ou seja, sem comprometer a função neurológica, e quanto

maior o grau da ressecção, maior a sobrevida do paciente posteriormente (Tan et

al., 2020; Pla et al., 2021). No entanto, dada a característica invasiva do tumor e o

risco de morbidade significativa, a ressecção radical da massa tumoral primária não

leva a cura e, mesmo retirando as células tumorais visíveis, tanto quanto for

possível, ainda sim permanecem células remanescentes infiltradas nos tecidos

circunvizinhos, levando à reincidência da doença posteriormente (Wilson et al.,

2014; Davis, 2016).

Após a ressecção cirúrgica, a radio e a quimioterapia entram em ação. Na

radioterapia é recomendado o uso de cerca de 60 Gy de radiação para realizar

radioterapia conformacional na área da lesão por um período de seis semanas (Tan

et al., 2020; Gilard et al., 2021). Já para a quimioterapia, é sabido que o tratamento

quimioterápico tem um papel reduzido no tratamento do glioblastoma. Tal limitação

ocorre em grande parte devido a barreira hematoencefálica, que delimita a entrada

de fármacos no cérebro, reduzindo assim o seu efeito. O agente de quimioterapia

mais utilizado para o GBM é a temozolomida (TMZ), um agente alquilante de DNA,

utilizado via oral, que dado às suas características lipofílicas consegue passar pela

barreira hematoencefálica (Najman & Gadelha, 2002; Davis, 2016;

Campos-Sandoval et al., 2021). No entanto, foi observado que cerca de 50% das

pessoas com casos de glioblastoma não respondem a TMZ, ocorrendo resistência

ao medicamento e efeitos colaterais graves (Campos-Sandoval et al., 2021).

Até o presente momento, não existe um protocolo de terapia eficaz contra o

GBM, um dos tumores mais desafiadores existentes, sendo claro a extrema

importância de estratégias terapêuticas aprimoradas e eficientes. Os estudos de

compostos naturais podem representar uma alternativa de solução mais eficaz e

que não apresente os efeitos colaterais e resistência que estão presentes nos
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protocolos de tratamentos atuais de GBMs (Campos-Sandoval et al., 2021; Turkez

et al., 2021).

1.4. COMPOSTOS NATURAIS

A humanidade utiliza muitos recursos oferecidos pela natureza há milhares

de anos para combater uma gama de enfermidades. Os produtos naturais podem

ser extraídos de diferentes fontes, como animais, microrganismos, plantas e

organismos marinhos. Dado à evolução, estas moléculas são diversas, fornecendo

estruturas químicas variadas que podem demonstrar um bom potencial terapêutico,

como uma boa absorção na forma farmacêutica, e maior equilíbrio ao interagir com

os constituintes ativos, demonstrando assim o potencial de serem utilizadas na

descoberta de novas drogas. Porém, alguns dos produtos naturais encontram

dificuldades de serem utilizados de forma direta na clínica e por serem boas

inspirações para a síntese de análogos, são feitas modificações nessas moléculas

com o objetivo de se obter medicamentos viáveis e eficazes (Barreiro & Bolzani,

2009; Pan et al., 2010; Lahlou, 2013; Guo, 2017; Park et al., 2017; Majhi & Das,

2021).

Hoje em dia, a importância e magnitude dos produtos naturais como fonte de

fármacos é confirmada através do significativo número de medicamentos

disponíveis no mercado, advindos de fontes naturais ou inspirados neles. No

período de 1981 a 2019, dos 1881 novos fármacos aprovados, cerca de 3,8% (71)

são provenientes direto de fontes naturais, 0,8% (14) advêm das drogas botânicas,

18,9% (356) são derivados de produtos naturais, 22,5% (424) mimetizam os

produtos naturais e 27,8% (528) são sintéticos (Newmann & Cragg, 2020). Assim,

vemos a importância dos produtos naturais como fonte e inspiração de novos

fármacos. Exemplos de medicamentos advindos de fontes naturais podem ser

facilmente observados como o taxol (Taxus brevifolia), artemisinina (Artemisia

annua), morfina (Papaver somniferum) e penicilina (Penicillium sp).

No contexto do câncer, os produtos naturais devido a sua menor toxicidade e

tolerância em concentrações mais altas, por exemplo, são uma boa alternativa para

tentar driblar os efeitos indesejados que a quimioterapia apresenta atualmente.

Muitos fitoquímicos são descritos pela comunidade científica com propriedades
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antineoplásicas e demonstram ser bons candidatos para o desenvolvimento de

novas drogas para o tratamento do câncer (Lagoa et al., 2020; Padhy et al., 2022).

A exemplo de fármacos utilizados para o tratamento antitumoral derivados a partir

de fontes naturais temos a Vincristina e a Vinblastina que são encontradas na

Catharanthus roseus, e representam uma classe de alcalóides utilizados por mais

de 40 anos no tratamento do câncer. (Souza et al., 2007)

Atualmente, cerca de metade dos medicamentos disponíveis contra o câncer,

possuem a substância que exerce efeito farmacológico (princípios ativos), advinda

de fontes naturais ou então são derivados semi-sintéticos. (Souza et al., 2007;

Sznarkowska et al., 2017). Entre janeiro de 1991 e dezembro de 2014, de todas as

136 drogas registradas que atuavam na luta contra o câncer, cerca de 113 (83%)

eram naturais ou sintetizadas a partir de compostos naturais (Silva, 2017).

Apesar do uso extenso de compostos naturais na produção de fármacos,

grande parte desses recursos ainda não foram explorados para esta finalidade pela

indústria farmacêutica. Através desses dados, fica claro a importância dos estudos e

testes de novas fontes naturais como oportunidade de se descobrir novos fármacos

para o combate das neoplasias, levando ao desenvolvimento de protocolo

terapêutico a partir de compostos não explorados (Aung et al., 2017; Chinembiri et

al., 2014).

1.5. EUGENOL

O Eugenol (Fig.4) é um composto fenólico encontrado em diversas plantas

tais como, cravo, soja, feijão, café, banana, e também em ervas, como;

nós-moscada, manjericão, canela, sendo que o cravo da índia (Syzygium

aromaticum) pode ser considerado a principal fonte deste composto (Bezerra et al.,

2017; Padhy et al., 2022).

Fig 4. Estrutura química do eugenol. Nisar et al., 2021.
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O eugenol tem sido aplicado em diferentes áreas, como na indústria de

alimentos, medicina, perfumaria, cosméticos, aromatizantes e farmacêutica (Zari et

al., 2021; Padhy et al., 2022). É classificado como “geralmente considerado seguro”

para a administração oral, de acordo com a Food and Drug Administration (FDA)

(Rasul et al., 2022). Está presente na medicina tradicional chinesa devido a sua

ação antibacteriana, antisséptica e analgésica (Liang et al., 2015). Possui diversas

outras atividades farmacêuticas já descritas como: antimicrobiana, anti-inflamatória,

antiviral, anticonvulsivante, antioxidante, pró-oxidante, neuroprotetora,

antimutagênicas e antitumoral. Há estudos também que comprovam que o eugenol

é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica - um grande obstáculo para a

ação de fármacos no sistema nervoso, onde ele foi capaz de demonstrar sua

atividade neuroprotetora (Won et al., 1998; Kabuto et al., 2007; Yogalakshmi et al.,

2010; Manikandan et al., 2010; Jaganathan & Supriyanto, 2012; Fangjun & Zhijia,

2018; Li et al., 2020; Zari et al., 2021).

Estudos relatam que o eugenol apresenta efeitos anticancerígenos em

diversos tipos de câncer como cólon, fígado, próstata, mama, melanoma, pulmão,

entre outros (Gosh et al., 2005; Carrasco et al., 2008; Gosh et al., 2009; Hussain et

al., 2011; Al-Sharif et al., 2013; Abdullah et al., 2018; Fangjun & Zhijia, 2018; Zari et

al., 2021; Nisar et al., 2021; Ulanowska & Olas, 2021; Petrocelli et at., 2021).

De acordo com a literatura, seu efeito antitumoral se dá por diferentes vias

mecanísticas (Fig.5), levando à apoptose, parada do ciclo celular, inibição da

inflamação, angiogênese, invasão e metástase (Manikandan et al., 2010; Abdullah

et al., 2018; Padhy et al., 2022; Begum et al., 2022). Além disso, estudos relatam o

duplo efeito que o eugenol possui, atuando tanto como antioxidante (em baixas

concentrações) e também como pró-oxidante (em concentrações mais altas) (Yoo et

at., 2005; Bezerra et al., 2017; Gorrini et al., 2013).

As vias pelas quais o eugenol atua são dependentes do tipo de câncer, além

da dose/tempo de tratamento (Padhy et al., 2022). Ademais, o eugenol, por ser um

óleo, apresenta lipossolubilidade e hidrofobicidade. Tais características facilitam a

sua absorção pelas membranas celulares e a chegada aos alvos desejados, se

tornando acessível à organelas, como por exemplo as mitocôndrias, além de

permitir a sua penetração da barreira hematoencefálica, fator importante quando se

trata de doenças que afetam o SNC (González Escobar, 2002; Usta et al., 2002;
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Nisar et al., 2021). Dessa forma, de acordo com as propriedades do eugenol

apresentadas, justifica-se o interesse por esta molécula versátil, a qual se mostra

como um bom candidato antitumoral.

Fig 5. Mecanismos moleculares antitumorais do eugenol. Adaptado de Padhy et al., 2022.

Sabe-se que a descoberta de novos fármacos quando se trata de fontes

naturais pode ocorrer por diferentes formas, como por meio da utilização de extratos

brutos, derivados semi sintéticos e derivados totalmente sintéticos (Mello, 2014).

A partir de substâncias naturais biologicamente ativas, a modificação

molecular vem sendo utilizada como estratégia para potencializar os efeitos

biológicos positivos, bem como para reduzir possíveis efeitos colaterais (Victoria et

al., 2013; Da Silva et al., 2018; Zengin et al., 2020). Com isso, os produtos

semissintéticos e também os análogos sintéticos baseados a partir de produtos

naturais se demonstram importantes para as indústrias química, farmacêutica e de

alimentos, por exemplo (Fonseca, 2017). Assim, tendo em vista a gama de

mecanismos antitumorais do eugenol em diferentes tipos de câncer, além da

possibilidade de potencializar os efeitos desta molécula, é de interesse no presente

trabalho obter e avaliar o potencial biotecnológico de diferentes derivados triazólicos

do eugenol para o tratamento do glioblastoma, sabendo que na literatura já é
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descrito e relatado a utilização de derivados sintéticos de eugenol na busca por

novas alternativas para o tratamento de câncer (Carrasco et al., 2008; Bar et al.,

2010).

1.6. NÚCLEO 1,2,3 TRIAZOL

Os 1,2,3-triazóis são compostos heterocíclicos, aromáticos e nitrogenados de

cinco membros, contendo três átomos de nitrogênio (Fig.6) (Bozorov et al., 2019;

Alam, 2022). Esta classe de compostos são produzidos de forma sintética utilizando

a reação 'click', ou seja, a cicloadição de azida-alcino catalisada por cobre (reação

CuAAC) (Bozorov et al., 2019; Ouyang, et al., 2018).

Fig 6. Estrutura do 1,2,3 triazol (Melo et al., 2006)

Estes compostos têm despertado interesse nos últimos tempos por

possuírem um amplo campo de aplicações. Estudos relatam propriedades

antifúngicas, antibacterianas, antivirais, antiinflamatórias, antituberculares,

inseticidas, anti-HIV, antiproliferativa, anticancerígenas, entre outras (Abdel-Wahab

et al., 2012; Tripolszky et al., 2019; Alam, 2022; Dos Reis et al., 2022).

De acordo com a literatura, os efeitos anticancerígenos do 1,2,3 triazol ocorre

por meio de diferentes mecanismos de ação, estes podem ser através da inibição

da atividade de enzimas, tais como: anidrases carbônicas, timidilato sintase,

aromatase, triptofano 2,3-dioxigenase, assim como também a inibição de receptores

teciduais, como receptor do fator de crescimento endotelial vascular e o receptor do

fator de crescimento epidérmico (Kim et al., 2010; Sanphanya et al., 2013; Röhrig et

al., 2016; Banerji et al., 2018; Kumar et al., 2018; Baraniak et al., 2019; Alam, 2022).

O núcleo 1,2,3 triazol possui a capacidade de realizar interações com

diferentes alvos através de ligações químicas, como ligações de hidrogênio,
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dipolo-dipolo e empilhamento π. Sendo assim, ao ser incorporado a uma molécula

bioativa, este pode melhorar a eficácia do novo derivado sintetizado (Dheer et al.,

2017; Lima et al., 2022). Além disso, o 1,2,3 triazol também podem ser usados

  como ligantes entre duas ou mais substâncias de interesse a fim de promover a

potencialização de suas atividades farmacológicas (Freitas, et al., 2011).

Com base na literatura, pesquisas realizadas com derivados 1,2,3 triazólicos

já são relatadas e demonstram suas aplicações (Gazolla et al., 2018; Teixeira et al.,

2018; De Almeida Lima et al., 2018; Rodrigues et al., 2019; De Oliveira et al., 2019).

Desta forma, tendo em vista as propriedades já descritas para o eugenol e também

para o 1,2,3 triazol, têm-se interesse na investigação do efeito antitumoral dos

derivados de eugenol provenientes da união destas duas moléculas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Triar e avaliar o potencial biotecnológico de derivados de eugenol como

possíveis candidatos para tratamento de Glioblastoma.

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Avaliar o efeito in vitro dos derivados de eugenol em células cancerígenas de

glioblastoma, linhagem U87-MG, avaliando o metabolismo celular;

● Selecionar o derivado que apresentar melhor efeito na redução do

metabolismo celular;

● Avaliar a citotoxicidade do derivado selecionado em células não tumorais;

● Avaliar o efeito do derivado na inibição da migração celular de células

U87-MG;

● Avaliar o efeito do derivado na taxa de proliferação celular de células

U87-MG;

● Avaliar o efeito do derivado na formação de colônias de células U87-MG.
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3. METODOLOGIA

3.1. CULTIVO CELULAR

As células da linhagem celular de glioblastoma humano, U87MG, foram

gentilmente cedidas pela Profª. Drª Cíntia Lopes de Brito Magalhães do Instituto de

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Ouro Preto, obtidas comercialmente

do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células 3T3 (fibroblasto murino)

foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Jônatas Santos Abrahão do Departamento

de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, obtidas da ATCC. As

células J774 (macrofágo murino) foram gentilmente cedidas pelo professor Dr. Frank

Silva Bezerra do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Ouro

Preto.

As células foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium (DMEM) (pH 7,2; Thermo Fisher). O meio foi suplementado com 10% (v/v)

de soro fetal bovino (SFB) (Thermo Fisher), L-glutamina (0,2 g/ml) (Sigma-Aldrich) e

penicilina/estreptomicina (100 U/ml de penicilina e 0,01 g/mL de estreptomicina)

(LGC Biotecnologia). As células foram mantidas em estufa incubadora a 37°C em

uma atmosfera umidificada com 5% de CO2 e repicadas quando atingiram

aproximadamente 80-90% de confluência. Em experimentação, as células foram

utilizadas na fase logarítmica de crescimento.

3.2. OBTENÇÃO E DILUIÇÃO DOS COMPOSTOS

O eugenol e três compostos derivados a partir dele (5V, 5Y e 5Z) foram

sintetizados pelo Grupo de Síntese e Pesquisa de Compostos Bioativos,

coordenado pelo Prof. Dr. Róbson Ricardo Teixeira, do departamento de química da

Universidade Federal de Viçosa (UFV). A síntese dos compostos estudados neste

trabalho foi realizada através da junção da cadeia principal da molécula do eugenol

à fragmentos 1,2,3-triazólicos, alterando apenas os radicais dessa junção. Suas

fórmulas estruturais e as massas molares estão descritas no quadro 1. Os

compostos utilizados foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) (Neon) em uma
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concentração estoque de 20 mM, separados em pequenas alíquotas e

armazenados a -80 ºC.

Quadro 1. Código, fórmula estrutural e massa molar de cada composto
estudado.

3.3. ENSAIO DE METABOLISMO CELULAR

O eugenol e os compostos derivados (5V, 5Y e 5Z) foram submetidos ao

ensaio de triagem de metabolismo celular, para avaliar e selecionar o(s)

composto(s) que melhor reduzia(m) o metabolismo celular para ser(em) utilizado(s)

nos ensaios subsequentes.

O metabolismo celular foi analisado pelo ensaio colorimétrico de MTT

(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). Este método é uma ferramenta

amplamente utilizada para rastrear potenciais drogas quimioterápicas em linhagens

celulares (Berridge & Tan, 1993; Hayon et al., 2003). O ensaio se baseia na

atividade de enzimas oxidoredutases em células metabolicamente ativas, que
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reduzem o sal amarelo de MTT em cristais roxos denominados formazan, cuja a

redução é proporcional a quantidade de células metabolicamente ativas. O método

possibilita a triagem simultânea de diferentes drogas e concentrações, utilizando as

mesmas condições experimentais, otimizando assim o uso de células e drogas

(Mosmann, 1983; Berridge & Tan, 1993; Hayon et al., 2003; Do Vale et al., 2022).

Dessa forma, as células U87MG foram plaqueadas em placas de 96 poços

em uma densidade de 1,5 x 104 células por poço. Após 24 horas de semeadura, o

meio de cultura foi substituído e as células foram tratadas com os compostos em

diferentes concentrações (50, 100 e 150 µM) durante 24, 48 e 72 horas. Para o

controle, os poços foram tratados com DMSO (0,4% v/v). Decorrido o tempo de

tratamento, o meio de cultura com tratamento foi retirado e 150 μl de uma solução

de MTT (0,5 mg/ml em DMEM) (Thermo Fisher) foram adicionados aos poços e as

células foram incubadas overnight em estufa incubadora a 37 °C. Decorrido o tempo

de incubação, o meio contendo MTT foi removido e foram adicionados 100 µl de

DMSO a fim de solubilizar os cristais de formazan formados. Posteriormente, a

placa foi agitada por uma hora e foi realizada a leitura da absorbância em 530 nm

utilizando leitor de microplacas VICTOR™ X3 (PerkinElmer) (Sousa et al., 2021). Foi

considerado o metabolismo celular de 100% das células no tratamento controle. Já

o efeito dos compostos foi analisado como a porcentagem de absorbância em

relação aos poços de controle.

Dados os resultados deste ensaio de triagem (Tópico 4.1), o composto 5V se

mostrou o derivado mais promissor ao diminuir o metabolismo celular das células

U87MG. Após selecionar este composto, a concentração inibitória média (IC50) na

U87MG foi determinada através da análise de diferentes concentrações do

composto (12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 µM) durante 24 horas. O cálculo foi feito

utilizando-se o Software GraphPad Prism 8.0.2.

Após a determinação da concentração inibitória média, o composto escolhido

foi testado nas concentrações de 25, 50 e 100 µM em linhagens celulares não

tumorais de macrofágos (J774) e fibroblastos (3T3) a fim de avaliar seu potencial

citotóxico para além das células tumorais. Estes ensaios ocorreram de acordo com

o mesmo procedimento descrito acima.

Para os ensaios foram realizados dois experimentos independentes em

sextuplicata (n=12).
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3.4. ENSAIO DE CICATRIZAÇÃO DE FERIDA

A capacidade do composto 5V para inibir a migração celular foi analisada

usando o ensaio de cicatrização de feridas (Fig. 6). O ensaio se baseia em criar

uma ferida através de um arranhão e avaliar a taxa de migração das células através

dessa ferida (Almeida et al., 2020). Para isso, as células U87MG foram plaqueadas

em uma densidade de 1,0 x 105 células por poço em placas de 24 poços. Após 24

horas de plaqueamento e a confluência das células formando uma monocamada, foi

feito um risco simulando uma ferida em cada poço, usando uma ponta de pipeta

estéril de 200 µl (kasvi). Logo após a confecção das feridas, o meio de cultura foi

removido e os poços foram lavados com meio fresco para a remoção de debris que

foram desprendidos durante o procedimento. Posteriormente, as células foram

tratadas com o composto 5V nas concentrações de 25, 50 e 100 µM utilizando

DMEM suplementado com 2% de SFB, durante 24 horas. O tratamento com DMSO

(0,4% v/v) foi usado como controle. Foram obtidas fotos de dois campos da ferida

por poço em cada tempo usando um microscópio invertido AE2000 (Motic, New

Route), acoplado a uma câmera fotográfica (AmScope MU300) utilizando uma

objetiva de 20x. As imagens foram capturadas no mesmo local, no momento em que

a ferida foi realizada (0h) e 24 horas após o tratamento. Todas as imagens de

migração celular foram analisadas usando o Software ImageJ. Foi realizada uma

média da área entre as duas imagens por cada poço/tempo. O fechamento das

feridas foi calculado como a diferença entre a área da ferida em 0h e 24h, ou seja,

área inicial e área final, respectivamente. Os resultados são expressos em

porcentagem de migração celular.

Para este ensaio, foram realizados dois experimentos independentes em

sextuplicata (n=12).
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Fig 7. Representação esquemática do ensaio de migração celular.

Adaptado de: https://cytosmart.com/resources/resources/wound-healing-assay-what-why-and-how

3.5. ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR

Para avaliar a atividade antiproliferativa do composto 5V (Fig. 7) (Teixeira et

al., 2013), as células U87MG foram cultivadas em placas de 6 poços a uma

densidade de 1,0 x 105 células por poço. Após 24 horas de plaqueamento, 3 poços

do controle 24 horas foram contados a fim de se observar o quanto as células

proliferaram até o momento do tratamento. O restante dos poços foram tratados em

diferentes concentrações do composto (25, 50 e 100 µM) por um período de 24

horas. O controle de 48 horas recebeu meio suplementado com DMSO (0,4% v/v).

Decorrido o tempo de tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas,

ressuspendidas e contadas em câmara de Neubauer com auxílio de azul de tripan.

Para este ensaio, foram realizados dois experimentos independentes em

triplicata (n=6). Os resultados estão expressos em números absolutos de células.
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Fig 8. Representação esquemática do ensaio de proliferação celular
(Elaborado pela autora)

3.6. ENSAIO DE FORMAÇÃO DE COLÔNIA

O ensaio de formação de colônias serve como uma boa ferramenta para

avaliar se determinada droga contra o câncer pode reduzir a sobrevivência e

proliferação clonogênica das células tumorais. O ensaio se baseia na capacidade de

células individuais de proliferar e se transformar em uma colônia (Fig. 8) (Yang,

2012). Para isso, as células U87MG foram plaqueadas em placas de 6 poços em

uma densidade de 1 x 103 células por poço. Após 24h, as células foram tratadas

com o composto 5V nas concentrações de 12,5; 25 e 50 µM, utilizando DMEM

suplementado com 2% de SFB, durante 24 horas. Os poços controle foram tratados

com veículo DMSO (0,4% v/v) em DMEM suplementado com 2% de SFB. Após o

tratamento, o meio foi trocado por meio completo, e as células foram cultivadas

durante 7 dias. A cada dois dias o meio de cultura foi trocado por meio fresco para

garantir os nutrientes necessários para as células. Decorrido o tempo de incubação,

as colônias foram então fixadas com paraformaldeído (4% v/v) por 40 minutos em

temperatura ambiente e coradas com azul de toluidina. As placas foram lavadas em

água corrente e deixadas para secar à temperatura ambiente. As capturas dos

poços foram obtidas através de uma lupa estereoscópica. As imagens das colônias
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foram contadas usando o software ImageJ e para o controle foi considerado como

100% a formação das colônias. Já nos tratamentos, os resultados foram expressos

como uma porcentagem das culturas em relação ao controle.

Para este ensaio, foram realizados dois experimentos independentes em

triplicata (n=6).

Fig 9. Representação esquemática do ensaio de colônia. Adaptado de:
https://cytosmart.com/resources/resources/clonogenic-assay-what-why-and-how

3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA

A análise estatística dos resultados obtidos foi realizada através do Software

GraphPad Prism 8.0.2. Os resultados foram submetidos à análise de One-way

ANOVA, seguido do teste de Dunnett ou Two-way ANOVA, seguido do teste de

Tukey, conforme especificado em cada legenda. Os valores numéricos foram

colocados sob a forma média ± desvio padrão (SD). Para a realização do cálculo do

IC50 o mesmo software foi utilizado, analisando os resultados por regressão não

linear. Valores de p ≤ 0.05 (*) foram considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

4.1. ENSAIO DE METABOLISMO CELULAR

O eugenol e seus compostos derivados 5V, 5Y e 5Z foram inicialmente

avaliados com respeito aos seus efeitos citotóxicos contra a linhagem U87MG. Esta

linhagem foi tratada com diferentes concentrações dos compostos (50, 100 e 150

µM) por diferentes tempos (24, 48 e 72 horas). Os testes foram realizados em dois

experimentos independentes em triplicata e os resultados obtidos para o

metabolismo celular estão representados na Figura 9.
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Fig 10. Avaliação do metabolismo celular por MTT em células da linhagem U87MG após o tratamento com o eugenol e os

derivados 5V, 5Y e 5Z, comparados ao controle. As barras representam a média ± SD do metabolismo celular em percentual

para cada derivado x concentração x tempo estudados, após tratamento com os compostos. A análise estatística foi avaliada

através do teste Two-Way ANOVA, com p ≤ 0.05 (*).
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Os resultados do ensaio de metabolismo celular mostram que nos tempos de

24 e 48 horas e na concentração de 50 µM, nenhum dos compostos foram capazes

de reduzir o metabolismo celular de forma significativa. Em contrapartida, quando se

analisa o eugenol e o composto 5V nestes mesmos tempos, ambos apresentam

diferença significativa do controle quando tratados com as concentrações de 100 e

150 µM3, reduzindo assim o metabolismo celular. Já o composto 5Z apresenta

diferença significativa apenas 48 horas após a incubação e na maior concentração

testada de 150 µM. Com o aumento do tempo de incubação, em 72 horas após a

incubação, apenas o composto 5V apresenta diferença significativa na concentração

de 50 µM e os demais compostos apresentam redução do metabolismo nas

concentrações de 100 e 150 µM.

Dessa forma, os resultados do ensaio de triagem mostraram que o composto

5V foi o derivado triazólico do eugenol mais citotóxico em relação ao próprio

eugenol e os compostos 5Y e 5Z, diminuindo assim o metabolismo celular das

células U87MG se comparadas ao veículo DMSO (controle). Os dados gerados

pelos resultados deste experimento nos permitiram inferir que os efeitos citotóxicos

observados para o composto 5V são dose-tempo dependentes. Com base nestas

observações, o composto 5V foi escolhido para as análises subsequentes.

Dados os resultados de triagem e a escolha do derivado 5V, uma nova

alíquota foi sintetizada e testada para se analisar o IC50 com diferentes

concentrações do composto (12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 µM). Após a obtenção do

gráfico de dose resposta (R²= 0,93), o IC50 estabelecido para o composto 5V foi de

aproximadamente 48,53 µM.

Adicionalmente, avaliamos o efeito deste composto em células não

tumorigênicas de macrófagos (J774) e fibroblastos (3T3) (Fig.10). O composto 5V
não foi capaz de reduzir significativamente o metabolismo das células nos

tratamentos em comparação ao controle, nas concentrações de 25 e 50 µM para as

duas linhagens. Na concentração de 100 µM, ou seja, uma concentração acima a do

IC50 para a U87MG, o derivado 5V reduziu o metabolismo de ambas as linhagens

(3T3: 77%; J774: 87%) de forma significativa.
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Fig 11. Avaliação do metabolismo celular por MTT em células da linhagem 3T3 e J774 após o tratamento com o

derivado 5V, comparados ao controle. As barras representam a média ± SD do metabolismo celular em

percentual, para cada concentração x linhagem estudadas após tratamento com o composto. A análise

estatística foi avaliada através do teste One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett, com p ≤ 0.05 (*).

4.2. ENSAIO DE CICATRIZAÇÃO DE FERIDAS

A capacidade do composto 5V de interferir no processo migratório das

células tumorais de glioblastoma humano (U87MG) foi analisada através do ensaio

de cicatrização de feridas. Através dos resultados apresentados na figura 12-A,

observa-se que após o tempo de incubação de 24 horas, a concentração de 25µM

apresentou uma taxa de fechamento de ferida de 65%, valor estatisticamente

inferior ao apresentado pelo controle (85%). Na concentração de 50µM, podemos

observar uma taxa de fechamento de aproximadamente 40%, sendo esta inferior à

observada em tratamentos com 25µM. Com base nas imagens microscópicas

capturadas para cada um dos tratamentos (Fig. 12-B), percebe-se que além de

inibir a taxa de cicatrização das feridas, o composto 5V, nas concentrações

utilizadas, foi capaz de provocar alteração na morfologia e também promoveu efeito

citotóxico para as células, à medida que a concentração foi aumentada, sendo que

na concentração de 100µM as células morreram durante a incubação, após o

tratamento (dados não mostrados).
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Fig 12. Efeito do derivado 5V na migração celular em células U87MG. (A) Gráfico de porcentagem da taxa de

fechamento da ferida, comparados ao controle (Barra: Média ± SD); (B) A fotomicrografia corresponde a uma

das triplicatas representativa do experimento (Aumento de 20x). A análise estatística foi avaliada através do

teste One-Way ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett, com p ≤ 0.05 (*).
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4.3. ENSAIO DE PROLIFERAÇÃO CELULAR

No ensaio de proliferação celular, as células U87MG foram inicialmente

plaqueadas em uma densidade de 1x105 por poço (tempo 0h). A curva no tempo

24h indica que houve uma pequena proliferação das células (1,2 x 105 células/poço )

antes do tratamento. Nesta etapa, o composto 5V foi adicionado aos poços nas

concentrações de 25, 50 e 100 uM, salvo o controle, que permaneceu sem

tratamento com o derivado. Após as 24 horas de tratamento, na concentração de 25

uM (1,9 x 105 células/poço) não foram encontradas diferenças estatisticamente

significativas em comparação às células não tratadas (2,1 x 105 células/poço ). Nas

concentrações de 50 e 100 uM houve uma queda significativa na proliferação

celular, reduzindo o número de células por poço à 1,7x105 e 1,2 x105,

respectivamente (Fig.13).

Fig 13. Avaliação da proliferação de células U87MG após o tratamento com o composto 5V, comparadas ao

controle (Barra: Média ± SD). A análise estatística foi avaliada através do teste Two-Way ANOVA, com p ≤ 0.05

(*).
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4.5. ENSAIO DE FORMAÇÃO DE COLÔNIA

A capacidade clonogênica de células isoladas, U87MG, após o tratamento

com o composto 5V foi evidenciada no ensaio de formação de colônia. Ao se

multiplicarem, estas células isoladas começam a formar pequenos agregados. A

figura 14-B representa, microscópicamente, o quanto as células foram capazes de

proliferar durante 7 dias após a exposição ao composto 5V. As concentrações

utilizadas no ensaio clonogênico foram concentrações menores ou iguais ao IC50.

Podemos observar com os resultados que todas as concentrações testadas 12,5; 25

e 50µM do composto 5V inibiram significativamente a formação de colônias, para

67%, 42,5% e 18,7% (respectivamente), quando comparadas com o controle sem

tratamento (Fig. 14-A). Destacando a concentração de 50µM (18,7%), observa-se

que nela houve uma inibição expressiva da formação das colônias. Com base

nestes resultados, o composto 5V demonstrou ser capaz de inibir a formação de

agregados de células tumorais da linhagem U87MG e de diminuir também o

tamanho destes, tendo assim, um efeito citotóxico e citostático.
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Fig 14. Efeito do derivado 5V na formação de colônias em células U87MG, após tratamento de 7 dias nas

concentrações estudadas, comparados ao controle. (A) Gráfico de porcentagem do número de colônias

(Barra:Média ± SD) (*p ≤ 0.05; ***p ≤ 0,001 ); (B) A fotomicrografia corresponde a uma das triplicatas

representativa do experimento.
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5. DISCUSSÃO

Neste estudo, descrevemos a triagem de novos compostos derivados do

eugenol, a fim de selecionar a(s) molécula(s) que melhor se destacasse(m),

reduzindo o metabolismo em células da linhagem U87MG, em busca de possíveis

candidatos terapêuticos para o tratamento do glioblastoma.

Vimos com os resultados do ensaio de metabolismo celular que o eugenol,

molécula a partir da qual os derivados foram baseados, apresentou atividade

citotóxica, nas concentrações de 100 e 150 µM em todos os três tempos testados.

Padhy et al., 2022 em sua revisão, relata e descreve a eficácia do eugenol contra

várias linhagens de células tumorais como próstata, mama, colo do útero,

leucemias, osteossarcoma, pulmão, melanoma, gliomas, entre outros. Li et al., 2020

investigaram o efeito do Nanopolímero de quitosana carregado com o eugenol na

viabilidade de células da linhagem C6 (glioma de rato) onde as células tiveram uma

redução significativa na viabilidade de 40% e 60% em 7,5 e 10 μg/ml

respectivamente. Na pesquisa de Liang et al., 2015, em células da linhagem

DBTRG-05MG (glioblastoma humano), o eugenol foi citotóxico para as células em

todas as concentrações testadas (100-500 μM). Investigando a causa da

citotoxicidade causada pelo eugenol, os autores descreveram que esta se dá

através da via mitocondrial da apoptose (dependente da concentração). Esta

apoptose ocorreu devido a produção de espécies reativas de oxigênio, diminuição

do potencial de membrana mitocondrial, liberação do citocromo c e ativação de

caspase-9/caspase-3.

A faixa de concentração de eugenol e seus derivados, escolhida para o

ensaio de metabolismo celular em células U87-MG, têm sido utilizadas em outros

estudos in vitro, com diferentes linhagens de células tumorais. Foi demonstrado que

o eugenol em concentrações de 40-200 μM por 48h levou à inibição da fosforilação

oxidativa e oxidação de ácidos graxos em células MCF10A-ras (células epiteliais de

mama humana transfectadas com o oncogene H-ras) (Yan et al., 2017). Permatasari

et al., 2019 em seu estudo, observou que o óleo de cravo, contendo o composto

ativo eugenol, levou a ativação da proteína p53 e caspase-3 em células HeLa

(câncer cervical) quando administrados em concentrações de 50-200 µM por 24h.

Além disso, a redução da viabilidade celular, quando estas células foram tratadas

nestas mesmas concentrações durante 24, 48 e 72h também foi observada, sendo
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que a diminuição da viabilidade celular foi dose e tempo dependentes. Assim, os

dados encontrados na literatura sobre a atividade citotóxica do eugenol em

diferentes linhagens celulares corroboram nossos achados na linhagem U87MG,

nas concentrações de 100 e 150 µM.

Estudos com concentrações de eugenol ainda maiores ou iguais também

foram descritas para outros tipos de linhagens celulares, como Caco-2 e SW-620

(600-1000 µM); HT-29 (100-700 µM); HB8065 (50-1500 μM); A549 (50-1000 µM)

(Petrocelli et al., 2021; Ghodousi-Dehnavi et al ., 2021; Majeed et al., 2014; Fangjun

& Zhijia., 2018). Neste presente trabalho, o eugenol foi capaz de reduzir o

metabolismo celular das células U87MG em concentrações menores ou iguais, se

comparadas àquelas estudadas pelos autores citados anteriormente. Porém, o

derivado 5V, foi significativamente mais ativo que o próprio eugenol no ensaio de

triagem de metabolismo celular, o que despertou um interesse particular nesta

molécula.

Nos últimos anos, estudos demonstram que os produtos naturais ou

derivados sintetizados a partir deles possuem grandes atividades biológicas. Devido

a isso, a descoberta de medicamentos, principalmente de origem natural ou semi

sintética têm chamado a atenção e sido pesquisada (Bendre et al., 2016). Carrasco

et al., 2012 sintetizaram e avaliaram derivados do eugenol que mostraram

atividades antifúngicas. Em outro estudo realizado por Carrasco et al. 2008, foi

explorado in vitro as atividades anticarcinogênicas do eugenol e seus derivados

contra as linhagens celulares DU-145 (células de câncer de próstata insensíveis a

andrógenos) e KB (células de carcinoma escamoso oral) através do ensaio de MTT.

Neste estudo, os derivados reduziram significativamente o crescimento de células

tumorais humanas. Bar e cols, 2010 descreveram compostos citotóxicos derivados

do eugenol como inibidores da invasão do câncer de mama. Dessa forma,

encontramos na literatura, exemplos de atividades biológicas já descritas e

estudadas com derivados do eugenol.

Após a escolha do derivado 5V com base em seus resultados significativos

no ensaio de metabolismo celular, uma nova alíquota foi sintetizada e testada para

se analisar o IC50. Este parâmetro indica o valor da concentração inibitória

necessária para reduzir pela metade o metabolismo celular. Portanto, quanto menor

for o valor de IC50, mais eficiente será o composto (Costa et al., 2020). Após a

obtenção do gráfico de dose resposta, o IC50 estabelecido para o composto 5V foi
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de aproximadamente 50 µM. O glioblastoma geralmente apresenta altos valores de

IC50 para seu tratamento padrão com a temozolomida (TMZ) (Ananta et al., 2015).

De acordo com o trabalho de Poon et al., 2021 a linhagem U87MG quando tratada

com temozolomida por 24h, apresentou IC50 de 123,9 μM. Já no trabalho de Liu et

al., 2015 as linhagens U251, U118 e SHG-44 quando tratadas com TMZ por 72h,

apresentam IC50 maiores que 320 μM ao passo que a linhagem U87MG apresentou

IC50 de 135 μM. Assim, o IC50 do composto 5V se encontra abaixo dos valores

encontrados para a temozolomida, medicamento padrão para o tratamento do GBM,

em diferentes linhagens celulares.

Embora o IC50 seja um parâmetro utilizado por muitos estudos, também é

crucial para o estudo da farmacologia de antineoplásicos, analisar o efeito do

composto sobre linhagens celulares não tumorigênicas, pois é preciso a busca por

quimioterápicos que não sejam tóxicos às células normais, a fim de amenizar os

efeitos colaterais que acometem os pacientes oncológicos (Souza et al., 2018). De

acordo com a FDA (Food and Drug Administration) o eugenol é seguro, além de ser

considerado não cancerígeno e não mutagênico para humanos. De acordo com a

Organização Mundial da Saúde, seu limite de absorção é de até 2,5 mg/kg por dia

(Jaganathan & Supriyanto, 2012; Bendre et al., 2016). Hussain et al., 2011

demonstraram em seu estudo que o eugenol (10μM-1mM) induz citotoxicidade

seletiva em células HeLa quando tratadas por 24h e que não houve efeito citotóxico

significativo do eugenol em linfócitos isolados de um adulto saudável. Em nosso

estudo, o eugenol induziu a diminuição do metabolismo celular nas células J774 e

3T3 em concentração acima do IC50 encontrado para a U87MG. Chen et al., 2009

em seus experimentos demonstraram que o eugenol puro causou mortes de células

3T3 acima da concentração de 0,31 mg/mL, mas quando este óleo foi encapsulado

com nanopartículas de quitosana, essa citotoxicidade diminuiu. Assim, uma

alternativa para driblar o possível efeito citotóxico que este composto possa

apresentar para as células normais, seria o encapsulamento do derivado para

potencializar a estabilidade e eficácia de liberação da droga, otimizar e direcionar

sua entrega para células cancerígenas, em vez de células saudáveis, dentre outros

aspectos (Silva et al. 2013; Padhy et al., 2022). Além disso, seria interessante testar

o derivado 5V em células de linhagem normal humana, para avaliar se este padrão

também se repetiria.
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Além do efeito do derivado 5V no metabolismo celular, outro parâmetro

analisado no presente trabalho foi seu efeito na migração celular. Uma das

principais causas de morte em pacientes com câncer é a metástase, um processo

complexo que envolve adesão, migração e invasão celular. Adicionalmente para o

glioblastoma, a migração agressiva das células tumorais explica a recidiva da

doença e a baixa sobrevida dos pacientes (Boccellato & Rehm, 2022). Em nosso

estudo demonstramos que as células U87MG apresentaram redução na migração

celular em comparação com as células de controle quando tratadas com o derivado

5V nas concentrações de 25 e 50μM por 24h. Células da linhagem C6 tratadas com

o eugenol encapsulado com nanopolímero de quitosana, apresentaram indução da

atividade apoptótica e anti metastática. O eugenol foi capaz de inibir a expressão da

proteína NF- κβ, MMP-9 e o ativador do plasminogênio do tipo uroquinase (Li et al.,

2020). Permatasari et al., 2021 demonstraram que células HeLa quando tratadas

com 0, 50, 100 e 200 μM de eugenol durante 72 horas apresentaram porcentagem

de migração celular de 53,4%, 42,5%, 23,7% e 15,4%, respectivamente. Rajoriya et

al., 2019 observaram que uma concentração de 25 µM de eugenol inibiu

significativamente a migração celular e suprimiu a metástase de células MDA

MB-231 (câncer de mama triplo negativo) em 24 e 48h. De acordo com esta

pesquisa, o eugenol apresenta efeitos anti-cancerígeno, anti-proliferativos e

anti-metastáticos através do seu direcionamento à metaloproteinase da matriz. Com

base em nossos resultados e na literatura, o derivado 5V se mostrou uma

importante ferramenta de prevenção da metástase e da invasão das células

cancerígenas, por possuir esse papel anti-migratório, in vitro, em células

cancerígenas de glioblastoma.

As células de câncer se caracterizam por apresentar uma proliferação celular

descontrolada (Hanahan & Weinberg, 2011). Característica essa, marcante em

tumores agressivos como por exemplo o glioblastoma. Dessa forma, avaliar a

capacidade antiproliferativa in vitro, tanto de uma única célula quanto de células em

conjunto é uma etapa crucial para a descoberta e desenvolvimento de novos

fármacos antineoplásicos (Souza et al., 2018). Em nosso trabalho investigamos o

efeito do derivado 5V para inibir a proliferação de células de glioblastoma. Os

resultados indicaram que o derivado inibiu a proliferação, sendo capaz de reduzir

significativamente a proliferação das células para 80% e 57% quando estas células

foram tratadas com 50 e 100 µM, respectivamente. Pisano et al., 2007 avaliaram a
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atividade antiproliferativa do eugenol e seis derivados contra linhagens celulares de

melanoma. Os autores observaram que o eugenol e isoeugenol não apresentaram

atividade antiproliferativa contra as linhagens quando tratadas com 100 µM por 24

horas. Por outro lado, os derivados diminuíram a taxa de crescimento celular das

linhagens. Ghosh et al., 2005 relataram que o eugenol foi capaz de inibir a

proliferação das células de melanoma maligno. Quando camundongos B16

receberam um xenoenxerto, o tratamento com eugenol (125 mg/kg, duas vezes por

semana) foi capaz de atrasar significativamente o crescimento do tumor, levando a

uma diminuição em cerca de 40% no tamanho do tumor. Cerca de 50% dos animais

sem tratamento morreram em decorrência do crescimento metastático, enquanto

que no grupo tratado, nenhum apresentou qualquer sinal de invasão ou metástase.

Carrasco et al., 2008 avaliaram o efeito do eugenol e seus análogos na proliferação

celular de duas linhagens celulares de câncer humano (DU-145 e KB). De acordo

com os autores, todos os compostos mostraram atividade de inibição do

crescimento celular nas células cancerígenas examinadas. No estudo realizado por

Shin et al., 2007, o eugenol foi capaz de reduzir significativamente a proliferação

celular da linhagem HOS (osteossarcoma) de forma dependente da dose e induzir

uma morte celular do tipo apoptótica.

Ao migrarem e invadirem os tecidos circunvizinhos, as células do

glioblastoma acabam escapando da ressecção tumoral completa, sendo a principal

causa de reincidência tumoral. Dessa forma, o ensaio de formação de colônia é uma

ferramenta útil para avaliar a capacidade proliferativa de células individuais. No

trabalho de Fangjun & Zhijia, 2018 o eugenol foi capaz de reduzir o crescimento

clonogênico de células A549 (câncer de pulmão), quando estas foram tratadas com

400 µM durante 24h. Já De sa junior et al., 2016 relatou que o eugenol apresentou

capacidade inibitória da formação de colônias nas linhagens (MDA-MB-231, MCF-7

(câncer de mama), SIHA (câncer de colo do útero) e células de melanoma

(SK-Mel-28 e A2058). Além disso, o eugenol levou à alterações morfológicas das

colônias tratadas. Através dos nossos resultados evidenciados no ensaio de

formação de colônia, constatamos que o tratamento com o derivado 5V levou a uma

redução do potencial proliferativo e do número de colônias em todas as três

concentrações avaliadas. Refletindo sobre as condições da doença, isso indica um

resultado promissor, pois, por mais que a ressecção tumoral não seja capaz de

eliminar todas as células malignas, as células restantes proliferariam menos e mais
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lentamente, levando assim à diminuição da progressão tumoral e

consequentemente a recidiva da doença.
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Considerações finais



6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O Glioblastoma é uma doença extremamente agressiva e aqueles que

recebem este diagnóstico apresentam um prognóstico ruim. Ainda não existe um

tratamento que seja totalmente eficaz e que leve à cura dos pacientes, sendo que

as terapias atuais auxiliam apenas no aumento da sobrevida do paciente. Dessa

forma, o presente trabalho avaliou o eugenol e seus 3 derivados como candidatos a

fármacos para o tratamento do glioblastoma. Para isto, utilizamos a linhagem

U87MG e empregamos metodologias acessíveis ao laboratório em tempos de

pandemia.

Para avaliar a capacidade dos compostos em reduzir o metabolismo celular

utilizamos o ensaio de MTT, no qual o composto 5V foi o que mais se destacou se

mostrando citotóxico para as células U87MG. A partir daí, avaliamos alguns dos

pontos chaves para o estabelecimento e progressão tumoral como a proliferação,

migração e formação de colônias.

Com base em nossos achados descritos anteriormente, o derivado 5V se

mostrou um inibidor eficaz em todas as metodologias testadas na linhagem U87MG,

exibindo um importante efeito anti-cancerígeno in vitro, sendo este, o primeiro

estudo a avaliar o potencial biotecnológico deste composto.

Em contrapartida, foi observado um efeito citotóxico em células não tumorais

quando estas foram tratadas com a maior concentração utilizada. Com base nestas

observações, nosso próximo objetivo para esta pesquisa é encapsular este derivado

em busca de diminuir seu possível efeito citotóxico para células normais humanas.

Além disso, o encapsulamento será útil para direcionar e auxiliar a entrega da droga

às células tumorais. Visto que, se tratando de um câncer que acomete o SNC, é

imprescindível avaliar a capacidade do composto de atravessar a barreira

hematoencefálica e caso apresente dificuldade neste processo é preciso buscar

uma alternativa drug delivery para conduzi-lo ao local de interesse. De acordo com

resultados promissores, o derivado isolado, em combinação com outros

quimioterápicos convencionais e/ou encapsulado, pode se apresentar como um

candidato viável para o desenvolvimento de um fármaco derivado a partir do
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eugenol com propriedades antiproliferativas e antimetastáticas para o tratamento do

glioblastoma.

Outro ponto interessante de ser investigado é a ação do derivado 5V em

outras linhagens tumorais, visto que o eugenol, molécula a partir da qual ele foi

sintetizado, é amplamente estudado pela comunidade científica em outras linhagens

de câncer como pulmão, mama, próstata, melanoma entre outras.

Esta pesquisa nos permitiu selecionar um derivado que até então se mostra

promissor contra células de GBM, utilizando metodologias simples e acessíveis.

Com base nesta pesquisa inicial, podemos aprofundar nossa investigação, sabendo

que o derivado afeta parâmetros como metabolismo celular, proliferação, migração e

formação de colônias. Embora interessantes, esses resultados devem ser tratados

com cautela e estudos adicionais são necessários para elucidar os mecanismos de

ação, moleculares e bioquímicos deste composto nas células de GBM, visto que,

este trabalho é o primeiro estudo envolvendo esses derivados inéditos do eugenol.

7. CONCLUSÃO

Através deste estudo foi possível observar que o derivado 5V inibiu o

metabolismo, a proliferação, migração e capacidade clonogênica em células da

linhagem U87MG, se mostrando potencialmente eficaz e útil para o

desenvolvimento de um novo fármaco para o tratamento do glioblastoma.
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