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RESUMO

O melanoma ¢ a forma mais agressiva e letal do cancer de pele, caracterizado por processos
metastaticos, e apesar dos avangos terapéuticos, como a terapia direcionada e a imunoterapia,
ainda existem desafios relacionados a resisténcia aos tratamentos. Estudos recentes sugerem
que derivados de xanteno podem ser novas opgdes terapéuticas promissoras para o melanoma,
devido a sua estrutura que permite a incorporagdao de grupamentos quimicos capazes de
desencadear atividades terapéuticas. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial
antimelanoma de um novo derivado de xanteno, o PDO1, por meio de abordagens in silico, in
vitro e in vivo. A triagem virtual foi realizada utilizando técnicas de docking molecular para
avaliar a afinidade de intera¢do entre o composto PD01 e o medicamento de referéncia
vemurafenib. Os pardmetros farmacocinéticos do PDOl foram analisados por meio da
plataforma SwissADME. A caracterizagdo fisico-quimica do PDOl foi realizada com
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e espectrofotometria de absor¢do no Infravermelho
(IV). Ensaios de Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)
foram realizados para investigar a estabilidade térmica do PDO1. Nos ensaios in vitro, foram
utilizadas em trés linhagens celulares: melanoma humano (SK-MEL-28), melanoma murino
(B16-F10) e fibroblasto humano (MRC-5) e a citotoxicidade foi avaliada pelo método de
Alamar Blue. A morfologia celular foi analisada por coloragao com kit panotico rapido, € o tipo
de morte foi verificada pela coloracdo diferencial com acridina orange e brometo de etidio. O
composto PDO1 foi testado em um modelo in vivo de melanoma murino, e comparado com o
controle positivo (doxorrubicina) para avaliagdo da inibi¢cao do crescimento tumoral. A analise
histologica foi realizada para verificar o comprometimento dos 6rgdos. Na triagem virtual, o
PDO1 apresentou melhor afinidade de interacdo (-11,1 kcal/mol) quando comparado com o
medicamento de referéncia, Vemurafenib (-9,204 kcal/mol), além de indicar um perfil de
lipofilicidade. As analises de RMN e espectrofotometria IV indicaram que o PD0O1 possui uma
estrutura molecular definida. Os ensaios TGA e DSC mostraram uma perda de massa de 57,72%
entre 26 e 600 °C, com picos observados a 60,2 °C e 299,47 °C. A molécula foi citotoxica, com
valores de Clso para SK-MEL-28 de 5,07 = 1,28 uM, B16-F10 de 18,85 + 3,28 uM e MRC-5
de 4,94 + 0,72 pM. As andlises morfoldgicas revelaram que o PD01 induziu morte celular por
apoptose, com células em apoptose e necrose observadas, especialmente com a concentragao
de 10 uM. No modelo in vivo de melanoma murino, o PD0O1 foi menos eficaz que a
doxorrubicina, com inibi¢do do crescimento tumoral de 5,96% e 10,16% nas doses de 3 mg e
30 mg, respectivamente, enquanto a doxorrubicina obteve 29,49%. A histologia dos 6rgdos nao
mostrou comprometimento significativo, sugerindo que o PDO1, com doses otimizadas, poderia
apresentar melhores resultados terapéuticos. Em conclusdo, o derivado de xanteno PDO1
apresentou atividade citotoxica contra células de melanoma, induzindo apoptose, com
resultados promissores em estudos iniciais. No entanto, a sua eficacia em modelos in vivo foi
inferior aos tratamentos convencionais. Futuros estudos devem melhorar sua formulagao,
solubilidade e biodisponibilidade para potencializar seus efeitos terapéuticos e possibilitar
ensaios clinicos.

Palavras-chave: xanteno, caracterizacao fisico-quimica, citotoxicidade, melanoma.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive and lethal form of skin cancer, characterized by metastatic
processes. Despite therapeutic advancements, such as targeted therapy and immunotherapy,
challenges related to treatment resistance persist. Recent studies suggest that xanthene
derivatives may represent promising therapeutic options for melanoma due to their structure,
which allows the incorporation of chemical groups capable of triggering therapeutic activities.
This study aimed to evaluate the antimelanoma potential of a novel xanthene derivative, PDO1,
using in silico, in vitro, and in vivo approaches. Virtual screening was performed using
molecular docking techniques to assess the interaction affinity between PDO1 and the reference
drug vemurafenib. The pharmacokinetic parameters of PD0O1 were analyzed through the
SwissADME platform. The physicochemical characterization of PD01 was conducted using
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Infrared (IR) absorption spectrophotometry.
Thermogravimetric (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC) assays were
performed to investigate the thermal stability of PDO1. In vitro assays were conducted on three
cell lines: human melanoma (SK-MEL-28), murine melanoma (B16-F10), and human
fibroblasts (MRC-5), with cytotoxicity evaluated by the Alamar Blue method. Cell morphology
was analyzed using a rapid panotic staining kit, and the type of cell death was assessed by
differential staining with acridine orange and ethidium bromide. PDO1 was tested in a murine
melanoma in vivo model and compared to the positive control (doxorubicin) for tumor growth
inhibition evaluation. Histological analysis was performed to assess organ integrity. In the
virtual screening, PD0O1 showed better interaction affinity (-11.1 kcal/mol) compared to the
reference drug vemurafenib (-9.204 kcal/mol), also indicating a lipophilic profile. NMR and IR
spectrophotometry analyses revealed that PD0O1 possesses a defined molecular structure. TGA
and DSC assays showed a mass loss of 57.72% between 26 and 600 °C, with peaks observed at
60.2 °C and 299.47 °C. The molecule was cytotoxic, with IC50 values of 5.07 + 1.28 uM for
SK-MEL-28, 18.85 + 3.28 uM for B16-F10, and 4.94 + 0.72 uM for MRC-5. Morphological
analyses revealed that PD01 induced cell death through apoptosis, with apoptotic and necrotic
cells observed, particularly at the 10 uM concentration. In the murine melanoma in vivo model,
PDO1 was less effective than doxorubicin, with tumor growth inhibition of 5.96% and 10.16%
at doses of 3 mg and 30 mg, respectively, while doxorubicin achieved 29.49%. Histology of the
organs did not show significant damage, suggesting that PD0O1, with optimized doses, could
yield better therapeutic outcomes. In conclusion, the xanthene derivative PDO1 exhibited
cytotoxic activity against melanoma cells, inducing apoptosis, with promising results in
preliminary studies. However, its efficacy in in vivo models was inferior to conventional
treatments. Future studies should improve its formulation, solubility, and bioavailability to
enhance its therapeutic effects and facilitate clinical trials.

Keywords: xanthene, physicochemical characterization, cytotoxicity, melanoma.
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1. INTRODUCAO

O cancer de pele ¢ o mais comum entre todos os tipos de cancer. O principal fator de
risco para o desenvolvimento dessa neoplasia ¢ a exposi¢ao a radiacao ultravioleta, que induz
a lesdes no DNA (Instituto Nacional do Cancer, 2022). De forma geral, o cancer de pele ¢
classificado conforme a origem celular, portanto, existe o cancer de pele do tipo melanoma que
se forma nos melanocitos e o cancer de pele do tipo ndo melanoma que sdo provenientes dos
queratinocitos, este ultimo, podendo ainda ser categorizado em carcinoma basocelular e
carcinoma espinocelular (Gruber; Zito, 2023). O melanoma corresponde a aproximadamente
1% de todos os casos de cancer de pele, porém € responsavel pela maioria das mortes associadas
a essa neoplasia, devido a sua natureza agressiva, alto potencial metastatico e progndstico
desfavoravel quando nao diagnosticado e tratado em estagios iniciais (Guy et al., 2015; Ferlay

etal., 2021).

As opcdes terapéuticas para o melanoma sdo determinadas pelo estagio e pela
localizagdao do tumor. Para os casos iniciais, a cirurgia ¢ o tratamento principal, enquanto nos
estagios mais avancados, especialmente na presenca de metéstases, pode ser necessario recorrer
a terapias complementares, como quimioterapia, radioterapia, imunoterapia ou terapia
direcionada (American Cancer Society, 2024). O melanoma estd associado a um prognostico
geralmente desfavordvel e frequentemente requer tratamentos combinados. Embora
imunoterapia, terapia direcionada e quimioterapia tenham representado avangos significativos
no tratamento dessa neoplasia, esses tratamentos enfrentam desafios consideraveis, incluindo a
heterogeneidade do paciente e do tumor, as doses clinicas tolerdveis e os mecanismos de

resisténcia (Lugowska et al., 2018; Domingues et al., 2018).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2022), em 2020 o cancer de pele ndo
melanoma foi o quinto cancer mais comumente relatado no mundo, com 1,20 milhdes de casos.
Segundo o Instituto Nacional do Cancer (2022), neste mesmo periodo, o melanoma resultou em
1.923 6bitos no Brasil. Destes, 1.120 ocorreram em homens, com uma taxa de mortalidade de
1,08 por 100.000 homens, enquanto em mulheres foram registrados 803 6bitos, correspondendo
a uma taxa de mortalidade de 0,91 por 100.000 mulheres. Para cada ano do triénio de 2023 a
2025 sao estimados 8.980 novos casos de cancer de pele melanoma, com risco estimado de 4,37
casos novos a cada 100 mil homens e 3,90 a cada 100 mil mulheres, sendo mais incidente na

regido sul quando comparado as outras regides, independentemente do sexo.
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Embora estatisticamente o cancer de pele ndo melanoma seja superior no nimero de
casos, 0 melanoma possui uma maior propensao de disseminacdo para outras areas do corpo do
que o cancer de pele ndo melanoma e por isso representa uma das formas mais agressivas da
doenca. As taxas de sobrevivéncia de cinco anos para o melanoma em geral ¢ de 94%, variando
de >99% para casos diagnosticados em estagio localizado a 32% para doengca em estagio

distante (American Cancer Society, 2023).

Embora os tratamentos convencionais, como cirurgia, quimioterapia e radiagdo, sejam
amplamente utilizados, sua eficicia ¢ frequentemente prejudicada pela resisténcia e efeitos
colaterais, o que tem impulsionado a busca por terapias alternativas. As abordagens terapéuticas
para o melanoma estdo avancando rapidamente, mas a eficiéncia desses tratamentos também
pode ser reduzida devido ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, o que reforca a

necessidade de explorar novos alvos terapéuticos (Domingues et al., 2018).

Nas ultimas décadas, os xantenos, classe de compostos triciclicos distribuidos na
natureza podendo ser obtidos também por meio de sintese quimica, receberam atengao especial
em virtude de suas diversas atividades biologicas. Modificagdes na estrutura quimica desses
compostos geram derivados de xanteno que representam compostos bioativos em potencial,
exibindo atividade farmacologicas relevantes tais como antibacteriana, antifingica e inseticida,
antidiabética, anti-Alzheimer, anti-inflamatoria e antitumoral (Maia et al., 2021; Ghahsare et

al., 2019).

Entre as diversas atividades identificadas nesses compostos, a atividade antitumoral
destaca-se como uma das principais areas de interesse na pesquisa. Em 2015, Thompson e seus
colaboradores conduziram um estudo multicéntrico de fase II, no qual trataram 80 pacientes
com melanoma em estagio IIl e IV utilizando uma solu¢do a base de um corante xanteno
fotossensibilizante denominado PV-10. Esse tratamento proporcionou controle local duravel,
alcangando uma taxa de resposta global de 51% e uma taxa de resposta completa de 26% para
lesdes-alvo. Vale ressaltar que o composto investigado neste estudo ndo ¢ derivado da estrutura

do PV-10.

A identifica¢do de novos candidatos a drogas antimelanoma dessa classe de compostos
sdo atraentes tendo em vista os relatos sobre a citotoxicidade e aplicagdes de xantenos e seus
derivados. Portanto, o proposito deste trabalho objetiva caracterizar fisico-quimicamente um
derivado de xanteno e investigar o potencial antimelanoma dessa molécula em modelos

experimentais in silico, in vitro € in vivo, avaliando os provaveis mecanismos de morte celular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antimelanoma de um novo derivado de xanteno por meio de abordagens in

silico, in vitro € in vivo.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar através de softwares parametros fisico-quimicos, farmacocinéticos,

lipofilicidade, semelhanca com drogas e quimica medicinal da molécula PDO1.

e Confirmar a estrutura da molécula PDOI através de métodos espectroscopicos € sua

estabilidade térmica.

e Analisar o potencial citotoxico e o tipo de morte celular induzido in vitro pela molécula

PDO1.

e Avaliar a atividade antitumoral de PD01 em modelo in vivo de melanoma murino e seus

achados histopatologicos.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Cancer de pele

Os canceres de pele possuem uma das maiores incidéncias globais de qualquer forma
de cancer. Os tumores sdo classificados de acordo com a origem celular, seguindo duas
categorias principais: cancer de pele ndo melanoma, o qual surge a partir de queratinocitos,
classificado em carcinoma basocelular e espinocelular, sendo mais comum no sexo masculino;
e o cancer de pele melanoma, que surge a partir dos melanocitos e possui incidéncia igual entre
0s sexos, representando o tipo mais grave entre os canceres de pele porque sdo propensos a

metastases, sendo responsavel por até 90% das mortes (Apalla et al., 2017; Jones et al., 2020).

Os principais fatores de risco para o carcinomas de queratindcitos sdo pele branca,
cabelos ruivos/loiros, olhos azuis/esverdeados, imunossupressdo, tabagismo (somente para
carcinoma espinocelular) e menos comuns o contato com arsénico e psoralénicos, ulceras
cronicas, cicatrizes de queimaduras, albinismo e xeroderma pigmentoso. Para o melanoma,
causas associadas ao desenvolvimento desse tipo de cancer de pele incluem pele branca,
historico familiar/pessoal de cancer de pele, nimero de pintas e imunodeficiéncia (Jones et al.,

2020).

O pigmento da pele ¢ uma condi¢do inerente para a evolucdo da doenga, sendo mais
incidente na populagdo branca do que em outros grupos étnicos-raciais. Além disso, a idade
também esta fortemente associada a incidéncia do cancer de pele, ocorrendo principalmente em
pessoas com 50 anos de idade até aquelas com mais de 75 anos (Jones et al., 2020). Outra
caracteristica que os canceres de pele compartilham, e que ¢ o principal fator de risco para o
desenvolvimento da carcinogénese de pele € a radiagdo ultravioleta solar ou artificial, sendo os
raios UVA e UVB as principais bandas de radiagdo ultravioleta (UV) que atingem a superficie
terrestre. Os raios UVA causam danos oxidativos ao DNA através da indugdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROS), enquanto os raios UVB podem ser absorvidos diretamente pelas

moléculas de DNA (Liu-Smith et al., 2017).

Os danos induzidos pelos raios UVB estdo relacionados a mecanismos quimicos que
envolvem a excitacdo das bases de pirimidina, produzindo principalmente dimeros de
ciclobutano pirimidina, sendo essas as lesdes mais frequentes no DNA. O UVA, além de induzir
a formacao direta de dimeros de ciclobutano pirimidina, induzem a formagdo de EROS

responsaveis pela oxidacdo de bases nitrogenadas como a reagdo de oxidagdo de
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quimioexcitagdo em melandcitos que gera oxigénio molecular singleto (10,). A insurgéncia do
cancer de pele pode ocorrer quando danos ao DNA ndo sdo reparados ou quando as células
danificadas ndo sdo eliminadas por apoptose, o que leva a expressao de propriedades
mutagénicas, como ativagao de proto-oncogenes ou inativagao dos genes de supressao tumoral

(Cadet; Douki, 2018).

3.2 Melanoma

O desenvolvimento de neoplasias melanociticas, as quais podem variar em lesdes
benignas ou malignas, nomeadas respectivamente como nevos melanociticos e melanoma, tém

origem nos melanocitos, que sao as células produtoras de melanina (Mort et al., 2015).

A gravidade do melanoma esta relacionada ao grau de envolvimento e disseminagdo
para linfonodos e outros tecidos. No estdgio I e II ndo existe comprometimento linfonodal e
metastase, diferentemente do estagio III em que podem ocorrer metastases linfonodais. O
estagio IV ¢€ caracterizado pela metastase de células malignas do local de origem para 6rgaos
distantes, portanto, considerada a fase mais avancada do cancer de pele. Por essa razio, os
indices de cura para o cancer de pele ndo melanoma sdo altos se detectados precocemente

(Nguyen et al., 2020).

Epiderme — !
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Figura 1. Estagios de desenvolvimento tumoral do melanoma. Estagio I: Tumor restrito a epiderme, com espessura
<Ilmm com ulceragdo ou <2mm sem ulceragdo; Estagio II: Tumor pode ultrapassar a epiderme, com espessura
entre 1 a 4mm com ulcera¢do ou >4mm sem ulceragdo; Estagio III: O cancer atinge a derme e pode se espalhar
para linfonodos; Estagio IV: O cancer se espalha para outras partes do corpo, atingindo o sistema linfatico e a
corrente sanguinea. Adaptada de: Instituto de Fisica de Sdo Carlos, 2016.
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O melanoma pode apresentar caracteristicas clinicas evolutivas e distintivas que
auxiliam no diagnostico inicial, os quais enquadram-se nos critérios da chamada regra
“ABCDE”, onde “A” representa assimetria, nesse parametro ¢ verificado se uma metade da
lesao difere da outra metade na aparéncia; “B” representa bordas, em geral, lesdes de melanoma
possuem contornos irregulares; “C” significa cor, nesse critério sdo verificados se as lesdes
apresentam mais de uma coloragdo; “D” significa didmetro, as lesdes de melanoma podem
apresentar didmetro maior que seis milimetros; e “E” representa evolugdo, onde sdo avaliados
se houve alteragdes da lesdao ao longo do tempo em algum aspecto como forma, cor, tamanho

ou espessura (American Cancer Society, 2023; Elder et al., 2018).

Em 2018, a Organizacdo Mundial da Saude classificou o melanoma em nove subtipos,
caracterizando-os de acordo com a exposi¢do ao sol, epidemiologia, mutacdes e localizagao
anatomica. Entre os melanomas associados ao dano solar cumulativo estdo os de disseminacdo
superficial, sendo a forma mais comum de melanoma nos paises ocidentais, localizado
normalmente no dorso em homens e na parte superior das pernas e panturrilhas em mulheres,
alguns fatores de risco incluem o numero total de nevos, especialmente se sdo clinicamente
atipicos; o lentigo maligno, relacionado principalmente a populagdes que estdo fortemente
expostas aos raios solares, as manchas tendem a ter uma borda irregular tanto clinicamente
quanto histologicamente e a pigmentacdo pode ser menor, as vezes at¢ completamente
amelandticas; e os desmoplasicos, que também estd associado a um alto dano solar cumulativo
assim como o melanoma lentigo, as lesdes sdo comumente amelanoticas ou pouco pigmentadas,
em alguns casos o tumor pode se desenvolver a partir de uma mancha pigmentada preexistente,
apresentando um padrao de crescimento desmopléasico com células fusiformes que diferem das

demais células (Elder et al., 2018).

Os melanomas que ndo estdo associados ao dano solar cumulativo sdo de Spitz, os quais
geralmente apresentam lesdes na forma de papulas ou nddulos amelanoticos, as vezes ulceradas,
com bordas elevadas simétricas e uma epiderme esticada cobrindo a lesdo; os acrais, que
ocorrem na pele glabra, sendo os mais frequentes em todo o mundo; os mucosos, 0s quais
ocorrem em mucosas, principalmente nas cavidades orais, nasais, conjuntivas e em genitais; em
nevos congénitos, que podem ocorrer no componente juncional ou dérmico dos nevos
congénitos, sendo 0s nevos gigantes 0s que possuem maior risco para o surgimento de
melanoma; em nevos azuis, que sao raros € ocorrem como uma nova populacio de células que
geralmente se desenvolvem no fundo de um nevo azul celular, apresentando uma distribui¢ao

dispersa de células fusiformes que sao manifestadas na forma de lesdes expansivas bulbosas
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que se estendem até o tecido subcutaneo; e os uveais, também um subtipo raro que surge no
trato uveal do olho, podendo manifestar alteragdes na visdo ou outros sintomas oculares, alguns
fatores de risco para esse subtipo incluem a presen¢a de nevos comuns e atipicos, olhos claros,

nevos da iris e propensao a queimaduras solares (Elder et al., 2018; Carvajal et al., 2023).

Figura 2. Subtipos de melanoma. A: Melanoma lentigo maligno; B: Melanoma de disseminag@o
superficial; C: Melanoma uveal; D: Melanoma nodular. Adaptada de: Melanoma Brasil, 2024.

3.2.1 Epidemiologia

Segundo a International Agency for Research on Cancer (2020), os paises que possuem
as maiores propor¢des em prevaléncia de casos de melanoma no mundo por 100 mil habitantes
em 5 anos a contar de 2020, para ambos os sexos em todas as idades, sdo Australia (226.2),
Nova Zelandia (203.2) e Dinamarca (177.6). Entre os paises da América do Sul que possuem
as maiores proporcdes em prevaléncia de casos de melanoma, considerando os mesmos
parametros, estdo Uruguai (24.0), Franga, Martinica (14.9), Chile (14.5), Porto Rico (12.8),
Argentina (12.1), Brasil (11.9) e Peru (11.2).

No Brasil, o nimero de novos casos de cancer de pele melanoma estimados, para cada
ano do triénio de 2023 a 2025, ¢ de 8.980, o que corresponde a um risco de 4,13 por 100 mil
habitantes, sendo mais incidente na regido sul quando comparado com as demais regides do
pais. Desse total de novos casos, 4.640 ocorreriam em homens e 4.340 em mulheres, que
correspondem a um risco estimado de 4,37 novos casos a cada 100 mil homens e 3,90 a cada
100 mil mulheres. O estado com maior nimero de casos estimados ¢ Sao Paulo (3.120), seguido

por Santa Catarina (1.040) e Minas Gerais (900) (INCA, 2022).
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A incidéncia de cancer de pele do tipo melanoma para regido norte do Brasil para o ano
de 2023, considerando o total de casos para ambos os sexos foi de 190 casos, para o Estado do

Amazonas foram estimados 40 novos casos e para Manaus 20 casos (INCA, 2022).

3.2.2 Fisiopatologia

Os melanomas sao tumores heterogéneos e seguem vias de evolugdo distintas que
variam de acordo com o subtipo de melanoma, podendo diferenciar quanto a origem da célula,
aos niveis cumulativos de exposicao a radiagao UV, apresentacao clinica, padrao de metastase,
mutacdes genéticas entre outras categorias biologicamente distintas. O estabelecimento do
melanoma inicia a partir do ganho de fungdo em um dos varios oncogenes que poderdo dar

origem a um nevo melanocitico benigno (Bastian, 2014).

A progressdao do melanoma compreende a formagdo de um nevo displasico, que incluira
duas fases de crescimento, a radial, também chamado de melanoma in situ, caracterizada pelo
crescimento lateral, sem competéncia para metastase, pois raras células conseguem atingir a
derme, e a vertical ou melanoma invasivo, onde as células terdo capacidade de romper a camada
basal da epiderme e invadir a derme, onde sd@o encontrados os vasos sanguineos. Dessa forma,
uma vez que as cé¢lulas tumorais conseguem atingir a circulacdo sanguinea, estas poderao

disseminar para outros 0rgaos, caracterizando o melanoma metastatico (Shain; Bastian, 2016).

A classificagdo gendmica do melanoma cutaneo sugere quatro principais mutacdes
genéticas relacionadas a doenga, sendo em BRAF e NRAS, ambas envolvidas na ativagdo da
via MAPK, além do NF1, um gene regula negativamente a atividade de RAS, e o tipo selvagem
triplo, que representa um grupo caracterizado pela falta de mutacdes BRAF, N/H/K-RAS ou
NF1 (Akbani et al., 2015). As mutagdes em BRAF sdo as mais frequentes, sendo encontrada
em cerca 50% dos melanomas, principalmente a oncogene BRAF V600E, que resulta da
substituicdo de um aminoacido de valina (V) por um acido glutdmico (E) na posigao 600

(Richtig et al., 2017).

Fisiologicamente, a proteina BRAF presente na via das MAPK ¢ ativada pela ligacao
entre os sinais extracelulares e o seu receptor de membrana, normalmente tirosina quinase, que
sinaliza para a proteina MEK, que ativa ERK atuando na proliferagdo, crescimento e
sobrevivéncia celular. Quando ocorre uma mutacdo no gene BRAF essa sinalizagdo ¢

hiperativada, acarretando no desenvolvimento tumoral (Vanni et al., 2020).
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Figura 3. Representacdo da cascata de sinalizagdo da via MAPK, na qual RAS ativa BRAF, que por sua vez
sinaliza para MEK, levando a ativagdo de ERK que resulta em proliferagdo, crescimento e sobrevivéncia celular.
Fonte: Autoral.

O oncogene mais comum nos melanomas de disseminacdo superficial ¢ o BRAF,
principalmente o V60OE. O lentigo maligno tem uma carga de muta¢des gendmicas muito alta,
incluindo o gene NF1, BRAF V600K, mutagdes nao-V600E, gene NRAS 38 e em menor grau,
no gene KIT. O melanoma desmoplésico segue uma trajetoria evolutiva distinta da maioria dos
outros melanomas devido a oncogenes como BRAF e NRAS estarem geralmente ausentes.
Apesar disso, possuem uma carga de mutacdo muito elevada, dentre estas em genes NF1,
NFKBIE e outras diversas mutagdes ativadoras da via MAPK. As alteragdes gendmicas
encontradas em tumores Sptiz sao distintas, sendo descritas principalmente mutagdes nos genes
ROSI1, NTRKI1, NTRK3, ALK, BRAF, MET, RET e HRAS. Os melanomas acrais possuem
mutacdes em BRAF, NRAS e KIT. As principais mutagcdes gendmicas descritas para o
melanoma mucoso sao em KIT e NRAS. E entre as mutagdes mais comuns em melanomas de
nevos congénitos grandes e intermediarios estdo as NRAS. J4 para os melanomas em nevos
azuis sdo os genes GNAQ e GNAI11 os mais frequentes encontrados e para os melanomas

uveais ¢ mais comumente observado o ongene BAP1 (Elder et al., 2018).

3.2.3 Tratamento

Até inicio dos anos 2000, a quimioterapia era a base do tratamento para o melanoma
metastatico, sendo a dacarbazina a primeira medicacdo aprovada pela Food and Drug
Administration (FDA). Ao longo dos anos, estudos demonstraram que as taxas de respostas ¢
os efeitos a longo prazo da dacarbazina eram baixos, o que acarretou na busca pelo
desenvolvimento de outros agentes quimioterapicos como temozolomida e fotemustina, os
quais, em geral, ndo apresentaram melhora significativa na sobrevida no tratamento do

melanoma (Nguyen et al., 2020).

A resisténcia aos medicamentos quimioterapicos para o melanoma esta provavelmente
associada a um mecanismo de resisténcia a apoptose. Apesar disso, a quimioterapia € até os

dias atuais indispensavel, sendo principalmente indicado para terapia paliativa de tumores
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progressivos e recidivantes. Outra opgdo terapéutica que associada ao tratamento sistémico,
confere maior beneficio € a ressec¢do cirurgica, que pode ser utilizada a depender do estagio
em que o tumor se encontra, inclusive, podendo ser a primeira escolha de tratamento em estagio
I ao ITI. Normalmente, os procedimentos cirurgicos incluem excisao da lesdo com margens de
seguranca a depender das caracteristicas do tumor (Domingues et al., 2018; Nguyen et al.,

2020).

A radioterapia normalmente ¢ utilizada em conjunto com outras terapias, sendo
principalmente indicada para o tratamento de metdstases Osseas, cutaneas e cerebrais. Uma
alternativa aos tratamentos convencionais para o tratamento paliativo do melanoma em estagios
IIT ou IV ¢ a terapia fundamentada na luz, denominada terapia fotodinamica, que baseia-se no
estresse oxidativo desencadeado pela ativagdo de um farmaco fotossensibilizador em
determinado comprimento de onda. Esta terapia apresenta alguns inconvenientes para o
tratamento do melanoma como mecanismos de protecdo por pigmentacdo e resisténcia ao

estresse oxidativo (Domingues et al., 2018).

Com o advento da medicina de precisdo, avangos significativos no entendimento da
biologia tumoral e do papel fundamental do sistema imunoldgico permitiram a criagdo de
terapias personalizadas contra o cancer. Entre as imunoterapias atualmente disponiveis para o
melanoma metastatico ou irressecavel estao os receptores de morte programada (anti-PD-1),
nivolumabe, pembrolizumabe e o anticorpo monoclonal (anti-CTLA-4), ipilimumabe. Entre as
terapias direcionadas para o melanoma, destacam-se os inibidores de BRAF como
vemurafenibe e dabrafenibe, e os inibidores de MEK cobimetinibe e trametinibe (Lugowska et

al., 2018; Domingues et al., 2018).

Apesar das imunoterapias e terapias direcionadas demonstrarem efeitos significativos
no tratamento do melanoma, principalmente no que se refere ao aumento da sobrevida dos
pacientes, estas terapias também sao prejudicadas pela resisténcia aos medicamentos e reagoes
adversas em pacientes. Dessa forma, combinac¢des entre tratamentos medicamentosos vém
sendo estudadas ao longo dos anos com o intuito de melhorar a resposta terapéutica (Nguyen et

al., 2020; Domingues et al., 2018; Ostrowski; Fisher, 2021).

A resisténcia aos medicamentos inibidores BRAF acontecem ap6s meses de terapia,
sendo na maioria das vezes ocasionado pela reativacdo da via MAPK/ERK ou pela regulagao
positiva de vias de proliferacdo e sobrevivéncia, desencadeados a partir de mecanismos

genéticos e epigenéticos, como a metilagdo do DNA, modifica¢des de histonas, a estabilidade
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do RNA, o posicionamento nucleossomico e a remodelacdo da cromatina (Czarnecka et al.,
2020). Na imunoterapia, cerca de 40% dos pacientes com boa resposta as imunoterapias acabam
recidivando (resisténcia adquirida) ou podem, inclusive, ndo apresentar uma resposta inicial
(resisténcia inata), podendo incluir mecanismos de resisténcia como a perda da maquinaria de
apresentacao de antigenos e deficiéncia na sinalizac¢ao do interferon (Ostrowski; Fisher, 2021).
Além disso, a toxicidade continua sendo um ponto critico para imunoterapias (Brahmer et al.,

2021).

3.2.4 Busca por novas moléculas para o tratamento do melanoma

Nos tltimos anos, grandes avangos na terapia do melanoma, principalmente no que se
refere as terapias direcionadas e imunoterapias, beneficiaram a sobrevida de pacientes, com
uma diminui¢do de cerca de 4% nas taxas de mortalidade de melanoma (Ernst; Giubellino,
2022). Apesar das vantagens desses progressos, as imunoterapias e terapias direcionadas
continuam enfrentando alguns obstaculos como a resisténcia aos tratamentos (Ostrowski;
Fisher, 2021). A eficacia dessas terapias, mesmo em combinagdo, atingiram um platoé (Huang;
Zappasodi, 2022). Portanto, a busca por novas moléculas para o tratamento do melanoma ¢ uma

necessidade, dado a gravidade da doenga e os mecanismos de resisténcia.

3.3 Desenvolvimento de novos farmacos

A descoberta de novos farmacos desde a pesquisa até a aprovacao para comercializagdo
¢ um processo complexo, longo e extremamente importante. De maneira geral, os estagios de
desenvolvimento de um novo farmaco envolvem a /) descoberta do farmaco, onde as moléculas
candidatas sdo escolhidas com base em suas propriedades farmacologicas, seguido pelo 2)
desenvolvimento pré-clinico, durante o qual sdo realizados diversos estudos ndo humanos,
como os testes de toxicidade, analise farmacocinética e formulacdo, e o 3) desenvolvimento
clinico, onde sdo realizados teste de eficacia, efeitos adversos e de potenciais perigos em

voluntarios (Rang et al., 2016).

Cerca de metade das moléculas candidatas a farmacos falham durante a fase de
desenvolvimento pré-clinico, que compreende a etapa que objetiva satisfazer as exigéncias
experimentais antes dos testes em humanos. Dentre as causas que explicam estes fracassos estao

problemas derivados da biodisponibilidade e toxicidade, que podem estar relacionados ao
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escasso conhecimento acerca da natureza da molécula em estudo (Rang et al., 2016). Dessa
forma, o uso de métodos in silico, estudos fisico-quimicos, ensaios em modelos in vitro e in

vivo sdo uteis na determinacao dessas respostas.

3.3.1 Analise in silico e caracterizacio fisico-quimica na avaliacio de novos farmacos

Uma alternativa para diminui¢cdo dos custos associados ao desenvolvimento de
medicamentos, muito utilizado por pesquisadores e pelas industrias farmacéuticas na triagem
de candidatos a farmacos, ¢ a técnica computacional conhecida como docking molecular. Esta
técnica usa as estruturas 3D de duas moléculas, o ligante e seu alvo, prevendo a orientagao
preferencial da primeira em relagdo a segunda para formar um complexo estavel, sendo possivel
estimar através do ligante qual uma maior atividade apresentada frente a um alvo farmacolédgico

conhecido (Crampon et al., 2022).

Na descoberta de medicamentos, o ligante ¢ o principio ativo e o alvo ¢ uma
macromolécula bioldgica, por exemplo, uma proteina ou DNA. Para obter a estrutura 3D de
uma molécula podem ser empregados varios métodos experimentais como os baseados em
raios-X, Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Microscopia Eletronica (EM). Além disso,
existem bancos de dados de estruturas 3D de proteinas, por exemplo, o Banco de Dados de
Proteinas (PDB), que incluem quase 90% das estruturas resolvidas com cristalografia de raios-

X e quase 8% resolvidos com RMN (Crampon et al., 2022).

Outros aspectos que desempenham papéis cruciais na escolha de moléculas referem-se
aos processos farmacocinéticos (absor¢do, distribuicdo, metaboliza¢do e excre¢do) de um
farmaco, os quais estao intrinsecamente relacionados a sua capacidade de atravessar membranas
e, consequentemente, a sua solubilidade relativa em 6leo e agua, que ¢ definida lipoficilidade
(Silva, 2012; Andrei et al., 2012). Estes pardmetros podem ser estimados através de softwares
como a ferramenta SwissADME, os quais auxiliam na investigacdo de potenciais candidatos a

farmacos (Daina et al. 2017).

O desenvolvimento de moléculas com potencial terapéutico requer uma série de estudos
que comprovem principalmente sua identidade, pureza, solubilidade e estabilidade em meios
biologicos. Para identificagdo estrutural da molécula, algumas analises espectrométricas como

RMN de hidrogénio (‘H) e de carbono (*C) e a espectrometria de absor¢do na regido do
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Infravermelho (IV) e do Ultravioleta (UV) sdo tuteis no controle de qualidade de produtos,

relacionado a pureza (Andrei et al., 2012).

As substancias possuem diferentes padroes de absorcao, dessa forma, a espectrometria
permite identificar substancias com base no espectro gerado. A RMN de 'H e de !*C fornecem
dados sobre a quantidade, o tipo ¢ o ambiente dos atomos de hidrogénio e carbono,
respectivamente, o que auxilia na determinagdo estrutural e oferece informacdes sobre a
estereoquimica da molécula analisada. O IV e UV oferecem informagdes sobre os grupos
funcionais presentes, tais como grupamentos carbonila, anéis aromaticos, presen¢a de

insaturacgdes, hidroxilas, entre outros (Silva, 2012; Andrei et al., 2012).

Uma abordagem amplamente empregada utilizada para avaliar as propriedades fisico-
quimicas de fAirmacos sdo os métodos de andlise térmica, os quais exigem apenas pequenas
quantidades de amostra, com preparacao simples e medicao rapida (Wesolowski; Leyk, 2023).
Entre os principais métodos aplicados a produtos farmac€uticos solidos estdo a
Termogravimetria (TGA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), as quais determinam
os limites de temperatura em que a substancia alvo pode ser processada sem que suas
propriedades fisico-quimicas sejam alteradas, indicando, portanto, pardmetros de estabilidade,

compatibilidade e pureza (Jendrzejewska et al., 2023; Silva, 2012).

3.3.2 Ensaios pré-clinicos na avaliacdo de novos farmacos

No desenvolvimento pré-clinico, ¢ iniciado uma série de ensaios que compreendem
principalmente testes de seguranca e toxicidade do farmaco, os quais estimam o risco associado
a exposi¢ao do candidato a fArmaco no contexto das necessidades terapéuticas e da provavel
duracdo de seu uso. De acordo com a proposta de utilizacdo do medicamento, os testes pré-
clinicos de toxicidade podem incluir toxicidade aguda, subaguda, subcronica e cronica, além
do efeito sobre o desempenho reprodutivo, potencial carcinogénico e mutagénico (Katzung;

Trevor, 2017).

Em diversos estudos bioldgicos, a avaliagdo da atividade citotdéxica em cultura de
células ¢ importante pois identifica a viabilidade celular de uma determinada populacdo. Dessa
forma, os ensaios de citotoxicidade sdo utilizados como uma triagem inicial que ¢ comumente
empregada para avaliar a resposta de células a uma molécula ou agente quimico (Adan et al.,
2016). O teste da reducdo de resazurina, também conhecida como ensaio do Alamar Blue, ¢

rotineiramente utilizado para medicao tanto da citotoxicidade quanto da proliferagao celular. O
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principio do teste baseia-se na capacidade oxirredutora da resazurina, que ¢ um corante azul
ndo fluorescente que pode ser reduzida por NADPH, NADH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato reduzido, Nicotinamida Adenina Dinucleotideo reduzido), entre outros,
a resorufina, altamente fluorescente de cor rosa. Além da versatilidade, o ensaio da resazurina
possui facil execugdo, aplicabilidade para células aderentes ou suspensas e ¢ comparativamente

econdmico (Rampersad, 2012).

Em ensaios pré-clinicos, o uso de modelos animais na pesquisa oferece uma série de
contribuicdes para o entendimento e o avanco da medicina moderna, especialmente na
compreensdo dos processos de doencas humanas, prevendo respostas e eficacia terapéutica
(Robinson et al., 2019). Dessa forma, podem ser determinados parametros como dose nao
toxica maxima, analises usual de perda de peso, histologicas e bioquimicas, além de testes
farmacocinéticos de absor¢ao, metabolismo, distribui¢do e eliminagdo (estudos ADME), assim
como podem ser feitas correlacdes entre os efeitos farmacoldgicos e/ou toxicologicos e

concentracdo plasmatica e exposi¢do ao farmaco (Rang et al., 2016).

Dentro desse contexto, os ensaios in vivo assumem um papel central, especialmente no
desenvolvimento de terapias anticancerigenas. Em particular, os modelos de xenoenxerto, onde
linhagens celulares tumorais sdo enxertadas em camundongos imunocomprometidos, avaliando
a farmacologia, a eficacia e os perfis de seguranca do candidato a farmaco. Os tumores
singénicos sdao os modelos pré-clinicos mais utilizados para avaliar a terapia anticancerigena,
tendo como exemplo a linhagem de camundongos C57BL/6 para estudos de melanoma (Olson

et al., 2018).

Nas ultimas décadas, os xantenos ganharam notoriedade dos pesquisadores devido as
diversas propriedades biolodgicas apresentadas por estes compostos, incluindo atividades
antitumorais contra o melanoma (Maia et al., 2021). Dessa forma, xantenos representam

substancias com potencial para investigacdo como candidato a farmaco antimelanoma.

3.4 Xantenos

Os xantenos pertencem a uma classe de compostos triciclicos caracterizados por dois
anéis de benzeno ligados a um anel pirano no centro (Figura 4). Podem ser encontrados na
natureza, mas sao na maioria dos casos sintetizados, sendo mais comumente obtidos através de

modificacdes em xantonas (Maia et al., 2021). A estrutura quimica basica do xanteno ¢
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considerada versatil porque permite a incorporagdo de grupos substituintes em seu nticleo, os
quais estdo intimamente relacionados as diversas propriedades biologicas apresentadas por este

composto (Silva et al., 2022).

@)

Figura 4. Estrutura quimica do xanteno.
Fonte: Autoral.

Entre as principais aplicagdes dos xantenos podem ser destacadas sua ampla

funcionalidade como sondas fluorescentes para visualizacdo de biomoléculas, incluindo
fluoréforos conhecidos como fluoresceina, rodamina B e eosina (Colas et al., 2021), na
utilizacdo do rosa bengala e derivados de xantenos como sensibilizador em terapia fotodinamica
anticancer (Panzarini et al., 2014; Wang et al., 2020) e como corante em alimentos (Tabara et
al.,, 2011; Sato et al., 2020). Além disso, os xantenos e seus derivados sao amplamente
associados a uma extensa gama de atividades farmacoldgicas efetivas como antibacteriana,
antifungica e inseticida, antidiabética, anti-Alzheimer, anti-inflamatéria e antitumoral

(Ghahsare et al., 2019).

Viarios métodos sintéticos podem ser utilizados para obtenc¢do de xantenos, os quais irdo
depender do derivado de xanteno que se pretende obter (Silva et al., 2022). A incorporacdo de
grupos substituintes em seu nucleo, particularmente na posicao 9, demonstram influenciar as
propriedades fisico-quimicas de modo a desencadear compostos bioativos em potencial, sdo
exemplos 9H-Xanteno, 9-hidroxixanteno, xanteno-9-acido carboxilico e seus derivados, os
quais expressam atividades de neuroprotecdo, antiparasitaria, citotoxica, antibacteriana, entre

outras (Maia et al., 2021).

A atividade antitumoral ¢ uma das principais areas de interesse no estudo das atividades
bioldgicas de derivados de xantenos. Diversas pesquisas tém documentado a citotoxicidade
desses compostos, principalmente em linhagens celulares de carcinoma hepatocelular humano,
mama, prostata, pulmao, entre outros (Maia et al., 2021). Um estudo realizado por Wang et al.
(2020), demonstrou a atividade fotossensibilizante de um derivado xanteno-indolico,
denominado DHX-1, contra células de adenocarcinoma mamario e de fibroblastos, tanto na

forma de molécula livre quanto associada a um carreador lipidico nanoestruturado.
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Em 2015, Thompson et al., realizaram um estudo multicéntrico de fase II tratando 80
pacientes com melanoma em estagio Il e IV com uma solucdo a base de um corante xanteno
fotossensibilizante denominada PV-10, o qual promoveu controle local duravel, produzindo
uma taxa de resposta global de 51% e uma taxa de resposta completa de 26% para lesdes-alvo.
Em 2019, uma patente de Singer et al., revelou métodos de tratamento utilizando o PV-10 em

tumores solidos cancerosos pediatricos que provocaram a supressao de células tumorais.

3.4.1 Xanteno PD01

O 9H-Xanteno ¢ uma classe geral de compostos heterociclicos naturais e sintéticos que
possui um amplo espectro de atividades biologicas como antibacteriana, antiviral, antimalarica,
antifingica, anti-inflamatodria, anticancerigena, entre outras. Em detrimento a tais propriedades,
uma pesquisa realizada por Carneiro e colaboradores (2016) sintetizaram a partir do 9H-
Xanteno, 8 novos derivados preparados por diferentes metodologias. Dentre os derivados de
xanteno formados, o 6H-dibenzo[b,h]xanteno (PDO1) foi escolhido para o presente estudo
devido um screening realizado no Laboratério de Atividades Biologicas da Universidade
Federal do Amazonas, que avaliou a citotoxicidade de mais de 30 substancias em linhagem
celular de melanoma humano (SK-MEL-28) e demonstrou melhores resultados para o derivado
PDO1. A crescente evidéncia da eficacia de xantenos e seus derivados em terapias anticancer,
juntamente com resultados positivos de estudos pré-clinicos e clinicos, ressalta o potencial

dessa classe como uma alternativa promissora para o tratamento do melanoma.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Organograma experimental
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Figura 5. Delineamento experimental dos ensaios realizados.
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4.2 Obtencao da molécula

O derivado de xanteno PD01 (6H-dibenzo[b,h]xanteno) foi sintetizado através da reagdo
de lawsona com benzaldeido na presenca de uma quantidade catalitica de acido p-
toluenossulfonico a 80 °C, a qual a partir de técnicas espectroscopicas revelaram a estrutura
quimica observada na Figura 6. A molécula foi cedida pelo professor Dr. Vitor Francisco
Ferreira para estudos bioldgicos subsequentes, tendo sido sintetizada no Laboratorio de Sintese
de Carboidratos e Nucleotideos do Departamento de Quimica Organica da Universidade

Federal Fluminense.

Benzaldeido 6H-dibenzo[b,h]xanteno

Acido p-toluenossulfonico
Il + 80 °C
)
—_—P

Lawsona

Figura 6. Reagdo de sintese para obtencdo da molécula de classe 6H-Dibenzo[b,h]xanteno (PDO1).

4.3 Estudos in silico
4.3.1 SwissADME

O advento da bioinformética consolidou varios programas que podem ser acessados para
prever alguns parametros-chave que auxiliam na descoberta de medicamentos, como a
ferramenta SwissADME, que fornece gratuitamente modelos preditivos rapidos e robustos que
estimam propriedades fisico-quimicas, lipofilicidade, farmacocinética, semelhanga com drogas
e quimica medicinal (Daina et al., 2017). Assim, o PDO1 foi avaliado através da plataforma

SwissADME quanto aos parametros supracitados.

4.3.2 Docking molecular

A estrutura tridimensional da proteina BRAF (PDB ID: 5JRQ) foi obtida na base de
dados Protein Data Bank, onde foi dado prioridade ao ano mais recente de publicagdo, e
especialmente um ligante cristalizado para validagdo dos protocolo por redocking (Grasso et

al., 2016). O receptor foi inicialmente preparado utilizando o software Schrodinger Maestro
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2023-4, onde adicionou-se atomos de Hidrogénio a estrutura no pH = 7, 4, removeu-se
moléculas de agua, cofatores e ligantes pré-existentes. Quanto ao ligante, um 7-Phenyl-7,13-
dihydro-8H-dibenzo[b,h]xanthene-5,6,8,13-tetraone foi desenhado no software MarvinS- ketch
23.17 e gerado sua estrutura 3D a partir de uma otimizagao com o campo de forca MMFF94.
Em seguida, foi utilizado o software Gaussian 09W para otimizagao estrutural considerando o
formalismo quantico de sua estrutura eletronica por meio da abordagem DFT (Density
Functional Theory) com as bases 6-311g (2d,p) e funcional B3LYP. O pacote AutoDock Tools
v.1.5.7 foi utilizado para conversao dos arquivos do receptor e ligante para .pdbqt, onde foram

atribuidos as cargas parciais Gasteiger e definido as liga¢des rotacionaveis do ligante.

O software de docking molecular utilizado foi o AutoDock Vina v.1.2.5 (Eberhardt et
al., 2021) onde o parametro exaustividade foi ajustado para 96, o que aumentou o tempo de
busca pelas conformagdes do ligante. As coordenadas do sitio de ligagdo foram center x = -
11.461952; center y = -4.338429; center z = -29.450848, enquanto as dimensdes do gridbox
ou caixa de busca foram de 40A. No redocking, considerou-se como critério de validade um
RMSD (raiz quadrada do desvio médio quadratico) inferior a 2A para o alinhamento estrutural
entre a conformacao tedrica e experimental da medicagao Vemurafenib. A etapa de alinhamento

foi realizada com a ferramenta LS-Align (https://zhanggroup.org/LS-align/).

4.3.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H') e Carbono (RMN 3C)

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrometro Bruker Advance III HD,
observando os nucleos de 'H e de °C a 500,13 e 125,76 MHz, respectivamente, equipado com
uma sonda multinuclear de 5 mm com gradiente de campo na dire¢do Z, utilizando cloroférmio
deuterado (CDCIl3) para solubilizar a substancia. Os dados obtidos das injegdes foram
processados através do software Mestrenova e comparados com os dados da literatura para
elucidagao estrutural das substancias. As analises foram realizadas na Central Analitica no

Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Amazonas.

4.3.4 Espectrometria de absorcao na regiao infravermelho (IV)

O espectro no infravermelho foi obtido utilizando-se o equipamento PerkinElmer®
(Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de seleneto

de zinco. As amostras analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do
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dispositivo de ATR, sendo o resultado obtido da média de 10 varreduras, de 4000 a 650 cm™,

na resolu¢dio de 4 cm.

4.3.3 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TGA)

As analises de sensibilidade térmica foram realizadas em um equipamento SDT Q600
V20.9 Build 20 da TA Instrument, no Laboratério de Ensaios Fisico-Quimicos dos Materiais
da Universidade Federal do Amazonas. A amostra foi aferida a 5,325 mg, a taxa de aquecimento
foi de 10 °C/min, da temperatura ambiente até a temperatura final de 600 °C, com fluxo de gas
de Nitrogénio N 5.0 de 30 mL/min. O cadinho utilizado nos testes foi o de aluminio de 90

microlitros sem tampa.

4.4 Cultivo celular

As linhagens celulares de melanoma humano (SK-MEL-28), melanoma murino (B16-
F10) e fibroblasto humano (MRC-5) foram mantidas em garrafas de polipropileno, contendo
meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB, Gibco by Life Technologies) e 50 pug/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco by
Life Technologies), em estufa umidificada a 37°C e 5% de CO;. O crescimento celular foi
acompanhado diariamente com auxilio de microscopio otico invertido e a troca do meio de
cultivo ocorreu sempre que o limite de confluéncia das células era alcangado, ou quando
houvesse necessidade de repor nutrientes. Para a manutencdo das linhagens, foi utilizada
solugdo de tripsina EDTA a 0,25% (Gibco by Life Technologies) para dissociar as células das

garrafas de cultura.

4.5 Avaliacao do potencial citotoxico in vitro
4.5.1 Avaliacio da citotoxicidade pelo método Alamar Blue

A atividade citotoxica do derivado xanteno PDO1 foi realizada através do ensaio de
Alamar Blue®, segundo metodologia descrita por Ahmed e seus colaboradores (1994), em trés
linhagens celulares de SK-MEL-28, B16-F10 e MRC-5. Em microplacas de 96 pocos, as células
foram semeadas (100 pL) na concentragdo de 0,5x10* células/pogo. A fim de determinar os

valores de Clso (indice de citotoxicidade que causa a morte celular de 50%), as células foram
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tratadas com o PD01 nas concentragdes crescentes que variaram de 1,25 a 20 uM (triplicata)
em tempos de exposicdo de 72 horas. Apos esse tempo, 10 uL da solugdo de alamar blue 0,4%
foram adicionados em cada poco da placa, seguindo para incubagao de 2 horas para as linhagens
de melanoma e 3 horas para a linhagem de fibroblasto. Apds o periodo de incubagdo, foi
realizada a leitura de fluorescéncia com filtro e excitagdo de 540 nm e filtro de emissao de 585
nm em equipamento DTX800 Beckman e Coulter. A determinacdo do valor de concentragdo
inibitoria de 50% (Clso) foi realizada por teste de regressdo ndo-linear através do software

GraphPad Prism 6.0.

4.5.2 Analise morfolégica pela coloracio diferencial por Kit Panético Rapido

O estudo da morfologia celular foi realizada em SK-MEL-28, B16-F10 e MRC-5,
segundo metodologia descrita por Wang e seus colaboradores (2009). As células foram
semeadas em placas de 24 pocos na concentragio de 7x10* células/mL. No dia seguinte, as
células foram tratadas com o PD0O1 nas concentragdes de 2,5; 5 ¢ 10 uM. Apos o periodo de
incubacao de 48 horas as células foram tripsinizadas e uma aliquota (100 puL) de cada amostra
foi citocentrifugada a 2000 rpm por 5 min. Apos secas, as laminas foram coradas com kit
Panotico Rapido Laborclin (cédigo 620529) com a sequéncia de 10/10/3 mergulhos em cada
corante. As alteragdes morfoldgicas foram analisadas por microscopia optica (Eclipse Nikon)
utilizando o software Nis-Elements 4.30.01 (Nikon). O controle negativo foi tratado com o

veiculo (DMSO a 0,2%) utilizado para diluir a substancia testada.

4.5.3 Avaliacao da morte celular pelo método de Acridina Orange e Brometo de Etidio

(AO/BE)

O ensaio de coloragdo diferencial usando acridina orange e brometo de etidio foi
utilizado para diferenciar células vidveis, em apoptose ou necrose em B16-F10 (RALPH et al.,
2016). As células B16-F10 foram cultivadas em placas de 12 pogos a 6 x 10* células/pogo e
tratadas com o PD0O1 a 2,5; 5 e 10 uM. O DMSO (0,02%) foi utilizado como controle negativo.
Ap0s 24 horas de tratamento, as células foram retiradas da placa com tripsina para obtencdo da
suspensao celular. A suspensdo de células foi centrifugada a 3000 rpm por 5 min para obtengao
do pellet de células, descartado do sobrenadante, as células foram ressuspensas em 100 pL de
meio de cultura. Uma solucao contendo 10 pL desta ressuspensdo celular e 15 pL de cada

corante AO/BE (100 pug/mL) foi preparada e incubada por 5 min. Posteriormente, os 40 uL
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desta solu¢do foram transferidos para uma lamina e recoberta com laminula, seguindo para
analise por microscopio de fluorescéncia (Eclipse Nikon) utilizando filtros DAPI, EGFP e
TRICT (358-461 nm, 460-510nm e 528-590 nm, respectivamente). As células foram
fotografadas e posteriormente contadas, diferenciando-as em viaveis (morfologia nuclear
uniforme, com nucleo e citoplasma verde brilhante), em apoptose (nicleo condensado ou
fragmentado, com coloracdo verde fluorescente) e em necrose (estrutura celular desorganizada,

com nucleo e citoplasma laranja/vermelho).

4.6 Avaliacao do potencial antitumoral in vivo
4.6.1 Animais

Um total de 40 camundongos C57BL/6 (machos e fémeas, 25 a 30 g) foram adquiridos
do Centro Multidisciplinar para Investigacio Biolégica na Area da Ciéncia em Animal de
Laboratorio vinculado a Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e alojados em gaiolas
com acesso livre a alimentos e d4gua. Todos os animais foram mantidos sob um ciclo luz-escuro
de 12:12 horas (luzes acesas as 6:00 da manhd). Os animais foram tratados de acordo com os
principios éticos para experimentagdo animal da SBCAL (Associagdo Brasileira de Zootecnia
Animal), Brasil. O projeto foi submetido e aprovado ao Comité de FEtica Animal da

Universidade Federal do Amazonas, ad hoc sob o N. 005/2021.

4.6.2 Protocolo experimental

O efeito antitumoral in vivo foi avaliado em camundongos C57BL/6 inoculados com
melanoma B16-F10 como previamente descrito por Costa et al. (2015). Células tumorais (2x10°
células por 500 pL) foram implantadas subcutaneamente na regido axilar direita dos
camundongos. Os tratamentos com PDOl e os controles foram iniciados um dia apods a
inoculagdo das células. Os animais foram tratados intraperitonealmente (200 pL por animal)
uma vez por dia durante 13 dias consecutivos. Os animais foram divididos em quatro grupos
diferentes: Grupo 1 - animais que receberam injecdes do veiculo (2% de DMSO + 2% de kolifor
em soro fisiologico, controle negativo, n = 10); Grupo 2 - animais que receberam injegdes de
doxorrubicina (0,5 mg/Kg/dia, controle positivo, n = 10); Grupo 3 - animais que receberam
injecdes de solucao do xanteno (3 mg/Kg/dia, n = 10); Grupo 4 - animais que receberam

injecdes de solucdo de xanteno (30 mg/Kg/dia, n = 10). Os animais foram sacrificados por
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deslocamento cervical, e os tumores foram excisados e pesados. Os tecidos de pulmdes, figados
e rins foram excisados e preservados em formol, juntamente com os tumores, para posterior
analise histopatologica. Os efeitos do farmaco foram expressos como percentagem de inibi¢do

em relagdo ao controle.

4.6.3 Histopatologia

O processamento histologico consistiu em uma série de etapas descritas por Nunes e
Cinsa (2016) com as adequagdes necessarias ao estudo. Os tecidos de figado, rins, pulmao e
tumores foram clivados para inclusdo em parafina em cortes longitudinais e transversais
utilizando pinga e bisturi. Para desidratacao, clarificacdo e impregnagdo em parafina, os tecidos
foram submetidos a solugdes de alcoois, xilois e parafina, com tempos de 30 minutos em cada
solugdo quando 6rgdos e 1 hora quando tumores, seguindo a bateria: alcool 96%, éalcool
absoluto, alcool absoluto, xilol absoluto + alcool absoluto, xilol absoluto, e, por fim, na estufa
a 60° dois banhos de parafina para impregnagdo. Para emblocar as pecas em parafina foram
utilizados moldes de aluminio para inclusdo dos tecidos em parafina na temperatura de 60° C,

sendo mantido em placa fria até o endurecimento do bloco e armazenados em geladeira.

O microtomo Leica RM2245 semiautomatizado e navalhas para micrétomo de alto
perfil (Leica 818) foram utilizados inicialmente para fazer o desbaste dos blocos de parafina,
fazendo cortes de 15 um de espessura e posteriormente foram feitos os cortes histologicos das
pecas em segdes de 5 um de espessura. As fitas histologicas foram colocados em agua a
temperatura ambiente para captura dos cortes em ladminas, seguido de uma répida insercao das
laminas em banho-maria a 35 — 40 °C para que a fita histoldgica se distendesse. As laminas
foram mantidas em estufa a 60° por até 24 horas para retirada da parafina residual e melhor

fixagao dos cortes.

A técnica de coloracdo utilizada foi a de Hematoxilina e Eosina (HE), a qual iniciou
com dois banhos em xil6is absolutos cada um com duracao de 5 minutos para desparafinizagdao
das laminas, seguido de uma breve espera para secagem das laminas em temperatura ambiente.
Apos esse tempo, as ldminas foram reidratadas seguindo as solugdes de alcool absoluto, 4lcool
etilico 95%, alcool etilico 70% e mais dois banhos em dgua, com 10 mergulhos em cada
solucdo. Na sequéncia, as laminas foram coradas com hematoxilina de Harris por 7 minutos
tanto para os 6rgaos quanto para os tecidos tumorais, seguido de trés banhos em agua, sendo os

dois primeiros apenas um mergulho e o Gltimo por 5 minutos. Apds esse tempo, as laminas
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foram coradas com eosina por 1 minuto quando 6rgdos e por 50 segundos quando tumores,
seguido de banho em 4lcool etilico 95% e mais dois banhos em éalcool absoluto, cada um com
10 mergulhos. Ao final, as laminas eram levadas a estufa para secagem por cerca de 2 a 5
minutos e depois, com algumas gotas de balsamo do Canadd, as laminulas eram fixadas as
laminas para, por fim, serem analisadas em microscopio Optico e os componentes histologicos

fotografados.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrao da média e/ou Clso e seus
intervalos de confianca de 95% (CI 95%) obtidos por regressdo nao linear. As diferencas entre
0s grupos experimentais foram comparadas através da anélise de varidncia (ANOVA) seguida
do teste de Student-Newman-Keuls (p <0,05). Todas as andlises estatisticas foram realizadas

usando GraphPad (Intuitive Software for Science, San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos in silico
5.1.1 Docking molecular

As simulagdes de docking molecular foram realizadas no software o AutoDock Vina
v.1.2.5 com devidos ajustes na configuracdo quanto aos parametros de exaustividade,
coordenadas do sitio de ligagao e dimensdes da caixa de busca, conforme apresentado na Figura

7.

receptor = 5jrq_BRAF_prep_maestro.pdbqt

ligand = molecule_xanthene_6_311G.pdbqt
center x = -11.461952

center y = -4.338429

center_z = -29.450848

size x = 40.000

size y = 40.000

size z = 49.000

out = dockingl 5jrq_BRAF_xanthene 6 311G.pdbgt
exhaustiveness = 96

Figura 7. Arquivo de configuracéo utilizado nas simulagdes de docking molecular.

Na triagem virtual, a proteina BRAF foi o alvo biologico escolhido para o estudo in
silico devido sua maior frequéncia de mutagdes na doenga (Ascierto et al., 2012). A afinidade
de interagdo do PD0O1 com o receptor BRAF com a mutacao V60OE (PDB ID: 5JRQ) foi de
-11.1 kcal/mol, um valor superior a medicacao de referéncia, Vemurafenib, usada no tratamento

de melanoma metastatico que apresentou uma afinidade de -9.204 kcal/mol.

O docking envolve a avaliagdo de varias possiveis formas como um composto pode se
ligar a um alvo. A energia de ligacdao associada, ou seja, afinidade de ligacdo, quantifica a
extensao em que o composto se liga ao alvo em comparagao com a sua permanéncia no solvente
circundante. A fun¢do de pontuacdo estima qual dessas formas ¢ mais estavel e favoravel em
termos de energia. Dessa forma, quanto menor for a energia de ligagdo estimada, maior ¢ a
probabilidade de o composto se ligar eficazmente ao alvo (Paggi et al., 2024). A Figura 8 mostra

a interagao do complexo BRAF e xanteno obtido a partir do docking molecular.



Figura 8. Interacdo do complexo BRAF e o xanteno obtido a partir do docking molecular.

Tabela 1. Resultados de docking molecular em kcal/mol obtidos com o algoritmo AutoDock Vina
v.1.2.5 considerando o receptor totalmente rigido.

. BRAF
Ligante
(kcalinol)
Medicamento de referéncia (Vemurafenib) -9.204

7-Fenil-7,13-di-hidro-8H-dibenzo[b,h]xanteno-5,6,8,13-tetraona  -11.100

41
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No redocking, optou-se pela segunda conformagdo obtida no docking com o
Vemurafenib, visto que a primeira obtida, e portanto, a de menor energia livre teve um RMSD

superior a 2A, enquanto a outra conformagio foi em torno de 1, 6A.

RMSD = 1,646 A

Figura 9. Alinhamento estrutural no redocking entre a conformacao tedrica obtida por docking
molecular do Vemurafenib e a conformagao experimental da cristalografia PDB ID: 5JRQ.

Ao analisar o diagrama de interagdes quimicas, foram formadas duas importantes
ligagdes de Hidrogénio com os aminoacidos Ser536 e Ser465, ambos Serina com o grupo
hidroxila —OH, que teve um papel fundamental. Isso pode contribuir para maior estabilidade
estrutural na interacao farmaco-receptor. Além disso, uma interacao do tipo pi-pi empilhamento
foi formada pelos aminoacidos Tyr538 (Tirosina) e Trp531 (Triptofano) com a cadeia aromatica
da molécula. Assim, os resultados de docking indicam que o PD0O1 tem uma interagdo mais
forte com o receptor BRAF mutado, o que pode conferir vantagens terapéuticas em relagdo ao

Vemurafenib.
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Figura 10. Visualizagdo tridimensional dos aminoacidos que interagem com o xanteno no sitio de ligacdo da
BRAF.
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Figura 11. Diagrama das interagdes quimicas formadas entre BRAF e o xanteno.
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5.1.2 Parametros farmacocinéticos

A plataforma SwissADME estimou que o PDO1 apresenta alta absor¢ao gastrointestinal
e solubilidade moderada a intervalo insoltvel em dgua, indicando propriedades fisico-quimicas
de lipofilicidade, com um valor médio de Log P aproximado de 4,0. Esse aspecto ¢ relevante a
ser considerado, uma vez que os ensaios in vitro, € até in vivo, muitas vezes assumem uma
solubilidade em &gua. Portanto, pode-se inferir que, para melhorar a utilizagdo da substancia
nos experimentos, pode ser necessario realizar modificagdes na estrutura molecular ou adotar
estratégias de encapsulamento que promovam uma maior biodisponibilidade e aproveitamento

da substancia.

A molécula apresentou peso molecular de 418,40 g/mol e Log Kp de -6,05 cm/s. Além
disso, foi identificado como um inibidor dos citocromos CYP 1A2, CYP 2C19, CYP 2C9 e
CYP 3A4, o que pode influenciar sua farmacocinética e interacdes medicamentosas (Gougis et
al., 2021). Esses dados reforcam a avaliagdao do PD0O1 e apontam um perfil farmacocinético

relevante para sua utilizagdo terapéutica.

5.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H') e Carbono (RMN 3C)

Os espectros de RMN 'H de RMN '*C gerados foram processados utilizando o sofiware
Mestrenova, e, com base na estrutura molecular, os sinais dos dados experimentais foram

preditos conforme ilustrado nas Figuras 12 e 13, respectivamente, para cada espectro.
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Figura 12. Espectro '"H RMN para a molécula da classe dos xantenos dissolvida em cloroférmio deuterado
(CDCI3) juntamente com seus respectivos assinalamentos processados no software Mestrenova.
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Figura 13. Espectro '*C RMN para a molécula da classe dos xantenos dissolvida em cloroformio deuterado
(CDCI3) juntamente com seus respectivos assinalamentos processados no software Mestrenova.
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A analise espectrométrica de 'H RMN e '*C RMN foi realizada para validar a estrutura
do PDO1. Os sinais observados nos espectros de foram comparados com o artigo de sintese do
PDO1 e mostraram concordancia entre os sinais obtidos experimentalmente, com a identificagao
de poucos picos adicionais ou fora de posi¢cdo, como mostram as Tabelas 2 e 3, respectivamente.
Destacaram-se 0s sinais simétricos no espectro de *C RMN, incluindo os sinais 156,1 e 148,5,

. N . 1
correspondentes aos carbonos ligados a oxigénio do anel pirano, enquanto o espectro de 'H
RMN exibe sinais assimétricos na regido aromatica, relacionado aos grupos p-quinona, o-

quinona e o anel fenil (Carneiro et al., 2016).

Tabela 2. Sinais de '"H RMN a 500,13 MHz para amostra do PDO01 dissolvida em CDCl;.

Artigo * Deslocamento quimico Experimental °
8,26 dd,J=7,8¢e1,0Hz, 'H 8,28
8,19¥8,21 m, 'H 8,21
8,14 dd,J=7,8¢1,0Hz, 'H 8,15
8,0678,04 m, 'H 8,06
7,83 dt,J=7,8e¢1,0Hz, 'H 7,83
7,79¥7,74 m, H 7,79
7,64 dt,J=7,8e1,0Hz, 'H 7,64
7,45¥746 m, H 7,47
7,25 7,28 m, °H 7,28
7,17§7,20 m, 'H 7,19
5,37 s, 'H 5,39

# sinais obtidos no artigo de sintese da molécula.
b sinais obtidos no espectréometro Bruker Advance III HD, processado no sofiware Mestrenova.



Tabela 3. Sinais de *C RMN a 125,76 MHz para amostra do PD01 dissolvida em CDCl;.

Artigo * Experimental °
182.4 182.5
177.9 178.0
177.4 177.4
177.3 177.3
156.1 156.1
148.5 148.5
140.9 140.9
135.6 135,6
134.7 134,7
134.0 134.0
131.8 131.8
131.6 131.6
130.6 130.6
129.9 129.9
129.8 129.8
129.7 129.7
128.8 128.8
127.8 127.8
126.8 126.8
126.6 126.6
125,2 125.2
1249 124.9
116.1 116.1
33,2 33,2

2 sinais obtidos no artigo de sintese da molécula.
® sinais obtidos no espectrémetro Bruker Advance III HD, processado no software Mestrenova.
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5.1.4 Espectrometria de absorcao na regiao infravermelho (IV)

O espectro na regido IV do PDO1 exibe picos caracteristicos, predominantemente
associados as bandas tipicas dos anéis aromaticos presentes na molécula, conforme a
apresentado na Figura 14. Essas bandas incluem as vibragdes de deformagdo angular SH
adjacentes que absorvem intensamente no comprimento de onda de 719 cm™, além da
deformacao angular aguda em 1190,8 cm™ e a absor¢ao do C=C de alceno no comprimento de
onda de 1660,5 cm™, também com alta intensidade. Além disso, as bandas de deformacao
angular fora do plano CH=CH; absorvem no comprimento de onda de 946,7 cm™, e 0o C=C

aromatico € observado em 1608,3 cm™, ambos com intensidade média.

16083

946,7

1660,5

713
1990,8

I ol " ] i) ]
4000 3000 2000 1000
cm™!

Figura 14. Espectro na regido do infravermelho da molécula PDO1 utilizando equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR), sendo o
resultado obtido da média de 10 varreduras, de 4000 a 650 cm’!, na resolucdo de 4 cm™'.

Os espectros de infravermelho gerados para o PDOl foram comparados com os
espectros apresentados no artigo de descricao e identificagdo do xanteno PD01 (Carneiro et al.,
2016), demonstrando conformidade nas bandas (Tabela 4). Esses resultados, junto a analise de
RMN, confirmam a identidade estrutural do PDO1, validando a molécula por diferentes técnicas

espectroscopicas.



Tabela 4. Espectros infravermelho gerados para a molécula PDOI.
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Artigo ? Bandas ° Intensidade Grupo funcional

1659 cm-1 1660,5 Forte C=C alceno

1590 cm-1 1608,3 Médio C=C aromatico

1489 cm-1 1490,9 Fraco C=C aromatico

1456 cm-1 1449,9 Fraco C=C aromatico

1361 cm-1 1358,6 Médio C-H

1191 cm-1 1190,8 Forte

944 cm-1 946,7 Média RCH=CH2 Deformacéo angular fora do plano

774 cm-1 773 Meédia Anel aromatico — Deformagao angular 3H
adjacentes

720 cm-1 719 Forte Anel aromatico — Deformagao angular SH
adjacentes

699 cm-1 698 Fraco Anel aromatico — Deformagao angular SH

adjacentes

?bandas obtidas no artigo de sintese da molécula.

® bandas obtidas na média de 10 varreduras de 4000 a 650 cm™ com resolugdo de 4 cm'!
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de ATR.

no espectrometro

5.1.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TGA)

Para complementar a caracterizagdo do PDO1, as andlises térmicas por DSC e TGA

também forneceram informagdes relevantes sobre as propriedades do PDO1. A Figura 15

contém sinais de TGA. O primeiro sinal indicou uma perda de massa de -7,75% na faixa de 26

a 105 °C, correspondente ao processo de desidratacdo. Em seguida, observou-se uma perda

adicional de -4,46% na faixa de 105 a 186,8 °C. O ultimo sinal apresentou uma perda de massa

de -13,06% na faixa de 248,7 a 364,9 °C, resultando em uma perda total de -57,72% ao longo

do intervalo de 26 a 600 °C, o que indica que ainda havia uma quantidade significativa de

material organico a ser convertida em cinzas, ou seja, ndo ocorreu uma degradacdo completa

do PDOI.
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Figura 15. Sinais TGA analisados a 10 °C/min, desde a temperatura ambiente até¢ 600 °C, para uma amostra de
5,3250 mg de PDO1. A derivada da perda de massa ¢ representada pela linha azul.

Tabela 5. Sinais TGA correspondentes a perda de massa em func¢do da temperatura.

Intervalo (°C) Massa (%) T onset (°C) T pico (°C)
26 - 105 -7,75 - -
105 - 186,8 -4,46 123,85 157,15
248, 7 — 3649 -13,06 288,13 287,48

Faixa de temperatura em que houve perda de massa (%). T onset corresponde a integracdo ou interse¢do em que
a temperatura comega a degradar. T pico corresponde a temperatura maxima em que a reagdo acontece mais
rapido.

Os eventos TGA estdo em concordancia com os resultados obtidos no DSC, Figura 16.
O primeiro evento no DSC ¢ endotérmico, correspondente a desidratacdo; o segundo evento,
também endotérmico, apresentou um Tpico de 60,2 °C, com uma energia envolvida de 58,16 J/g;
e o terceiro evento, exotérmico, coincidiu exatamente com a etapa de degradagao, apresentando

um Tpico de 299,47 °C e uma energia envolvida de 191,6 J/g.
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Figura 16. Sinais DSC analisados a 10 °C/min, desde a temperatura ambiente até 600 °C, para uma amostra de
5,3250 mg de PDO1. A derivada ¢é representada pela linha vermelha.

Tabela 6. Sinais obtidos durante a analise DSC e o perfil do fluxo de calor injetado na amostra.

Intervalo (°C) T pico (°C) Energia (J/g) Processo
42,2 - 94,4 60,02 58, 16 Endotérmico
257,7-335,4 299,47 191,6 Exotérmico

T pico corresponde a temperatura maxima em que a reag@o acontece mais rapido em determinado intervalo de
temperatura e a energia envolvida (J/g) no processo.

As propriedades térmicas demonstradas na analise corroboram com o estudo de Pan e
colaboradores (2023), que mostraram que um derivado de xanteno, denominado polixanteno
(PX) apresentou alta estabilidade térmica com perda de peso de 95%, que foi relatada como a
temperatura de decomposi¢ao (Tg,05), em 361 °C no TGA e a temperatura de transi¢do vitrea
(Tg) de 280 °C no DSC, correspondente as caracteristicas térmicas observadas para o PDO1, que
apresentou o maior percentual de perda em massa no intervalo de 240 a 365 °C com Tpico de
299 °C. Esse comportamento térmico ¢ uma informagao adicional da estabilidade e da estrutura
do PDO1, validando suas propriedades tanto em termos espectroscOpicos quanto térmicos.
Assim, as andlises térmicas e espectroscopicas juntas fornecem informacdes sobre as

propriedades fisico-quimicas e corroboram a identidade estrutural da molécula PDO1.
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5.2 Avaliacao do potencial citotoxico in vitro
5.2.1 Avaliacio da citotoxicidade pelo método Alamar Blue

A avaliagdo das propriedades biologicas de PD0O1 também ¢ crucial para entender seu
potencial terapéutico. Nesse contexto, a citotoxicidade do PDO1 foi analisada pelo ensaio do
Alamar Blue, a qual utilizou concentragdes crescentes de 1,25; 2,5; 5; 10 e 20 uM em linhagens
de células tumorais de melanoma humano (SK-MEL-28) e melanoma murino (B16-F10) e uma
linhagem de células ndo tumorais de fibroblasto humano (MRC-5) pelo periodo de 72 horas.
Os valores estao representados como ICsg (intervalo de confianga de 95%) ilustrados na Tabela
7, onde PDO1 apresentou efeito citotoxico com valores de Clso entre 18,85 + 3,28 uM (15,57 -
22,13) na SK-MEL-28 ¢ 5,07 + 1,28 uM (3,79 - 6,35) para B16-F10. Na linhagem MRC-5
também pode ser observada atividade citotoxica de PDO1, demonstrando toxicidade na
concentragdo de 4,94 + 0,72 uM (4,22 — 4,94), sugerindo que PDO1 exibe atividade citotoxica

também em células ndo cancerigenas.

Tabela 7. Atividade citotoxica em linhagens tumorais de melanoma humano (SK-MEL-28) e melanoma
murino (B16-F10) e ndo tumoral de fibroblasto humano (MRC-5) tratadas com concentrag¢des de 1,25;
2,5;5; 10 ¢ 20 uM de PDO1 apos 72 horas.

ICs0 (M) (IC 95%)
MRC-5 SK-MEL-28 B16-F10
4,94+ 0,72 utM 18,85 + 3,28 M 507+ 1,28 uM
(4,22 — 4,94) (15,57 -22,13) (3,79 - 6,35)

A determinagdo da concentragdo inibitoria de 50% (Clso) foi realizada, representando o indice de
citotoxicidade necessario para induzir a morte celular em 50% das células, com intervalo de confianca
de 95% (IC 95%).

A citotoxicidade ¢ avaliada pela concentragdao inibitoria minima (ICso), sendo que
valores menores indicam maior poténcia citotdxica e efeito anticancerigeno. A Clso mais baixa
na linhagem B16-F10 (5,07 £ 1,28 uM) sugere que PDO1 pode ser mais eficaz contra essas
células em comparagao com as células SK-MEL-28 (CI50 de 18,85 + 3,28 uM), indicando que
0 composto pode ter uma agao citotdoxica mais especifica para linhagem murina em relagao a
linhagem de melanoma humano, com uma menor concentragdo necessaria para induzir morte
celular. Por outro lado, o fato do PD01 também apresentar atividade citotoxica em células nao
cancerigenas (MRC-5), com uma Clso de 4,94 + 0,72 uM, sugere que o composto ndo ¢ seletivo

o suficiente para ser utilizado como um agente antitumoral seguro (Femina et al., 2023).
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Os derivados do xanteno sdo reconhecidos por sua atividade inibitéria em linhagens
celulares neoplésicas, evidenciando propriedades anticancerigenas promissoras em comparagao
ao proprio xanteno. Esses efeitos podem ser atribuidos a natureza e a posi¢do dos grupos
substituintes presentes na estrutura molecular. Um estudo realizado por Giri et al. (2010),
avaliou a citotoxicidade de xantenos substituidos em linhagens tumorais de prostata, mama e
cervical, e destacou que a adi¢do de substituintes aumentava a atividade dos compostos,
especialmente o derivado 9g, que demonstrou inibicdo do crescimento celular nas trés
linhagens, com ICso entre 36 ¢ 50 uM podendo ser potencializado com a incorporagdao de um

substituinte 7-fluoro neste derivado.

Outras investigacoes demonstram a citotoxicidade de derivados de xanteno em
linhagens tumorais. Um estudo conduzido por Song et al. (2017) avaliou a citotoxicidade de
uma série de derivados de xanteno sintetizados em linhagens de carcinoma hepatocelular
humano e células de leucemia promielocitica aguda. Os derivados 6¢ — 6e mostraram-se agentes
citotoxicos potentes em comparagdo com outras linhagens cancerigenas, especialmente em
relagdo as células de leucemia promielocitica aguda, apresentando valores de ICso de 0,52 uM
e 0,76 M, respectivamente, significativamente inferiores ao valor de 5,31 uM do trioxido de

arsénio, utilizado como controle positivo.

Neste estudo, a maioria dos derivados xantenos apresentaram forte atividade inibitoria
nas linhagens testadas, que foram atribuidas a multiplos fatores, incluindo as cadeias laterais
nas posi¢des C-3 e C-11, as quais exercem forte efeito na atividade antitumoral; a natureza do
substituinte no grupo 14-fenil, que mostrou melhor atividade inibitéria do que as outras
posigdes e as caracteristicas especificas das linhagens celulares testadas, que apresentaram
maior seletividade de inibi¢do para determinadas células tumorais enquanto outras ndo (Song

etal., 2017).

Embora o PDO1 tenha demonstrado citotoxicidade nas linhagens celulares no ensaio do
Alamar Blue, ¢ importante destacar que esse resultado ndo reflete exclusivamente o seu
mecanismo de a¢do. Além da citotoxicidade, a molécula pode interferir em processos celulares
como a proliferagdo e o ciclo celular, que também podem contribuir para seus efeitos
biologicos. Do mesmo modo, a falta de seletividade de PDO1 entre células cancerigenas e
normais ¢ um ponto crucial a ser abordado no desenvolvimento de um medicamento
antitumoral. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar completamente os

mecanismos subjacentes a sua atividade.
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5.2.2 Analise morfologica

Para verificar as alteracdes morfoldgicas desencadeadas pelo PDOI1, as linhagens
celulares B16-F10, SK-MEL-28 ¢ MRC-5 foram tratadas com o xanteno nas concentragoes de
2,5; 5 e 10 uM durante 48 horas, coradas com kit Pandtico Rapido Laborclin (codigo 620529).
O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO) utilizado para diluir a substancia testada.
A Tabela 8 apresenta os resultados observados na analise das células por microscopio Nikon Ti

Eclipse com ampliagdo de 20x.

As células apresentaram irregularidades citoplasmaticas e nucleares, com retracdo de
volume a medida que a concentragdo de PDO1 aumentava, intensa condensagdo e
marginalizacdo da cromatina (picnose), além de perda da integridade da membrana plasmatica.
Também foi identificada a presenga de corpos apoptoticos, especialmente nos tratamentos com
10 uM nas células MRC-5 e B16-F10. No entanto, ¢ importante ressaltar que a solubilidade da
substancia deve ser levada em consideracao, o que ja era previsto nos ensaios iz silico, pois foi
possivel observar a presenca de cristais de PDO1 no tratamento das células SK-MEL, o que
pode influenciar os resultados observados. Todas as alteracdes morfoldgicas observadas foram
sugestivas de um processo apoptdtico (Khalil et al., 2023) e indicam que o mecanismo de agao

desse composto pode envolver o comprometimento estrutural das células tumorais.
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Tabela 8. Efeito do PDO01 na morfologia celular de melanoma humano (SK-MEL-28), melanoma murino (B16-
F10) e fibroblasto humano (MRC-5) tratadas com concentragdes de 2,5; 5 ¢ 10 uM de PDO1 apos 48 horas.

MRC-5 SK-MEL-28 B16-F10

Controle
negativo

2,5 uM

10 pM

O controle negativo recebeu o veiculo (DMSO) utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste. 1 — perda da
integridade de membrana; 2 — degeneragdo citoplasmatica; 3 — nucleos picndticos; 4 — corpos apototicos; 5 —
cristais de PD01. Coloragdo: pandtico. Aumento: 20x.
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5.2.3 Avaliacio da morte celular pelo método de Acridina Orange e Brometo de Etidio
(AO/BE)

As células B16-F10 foram tratadas com diferentes concentragdes de PD0O1 por 24 horas
para distinguir através da coloracdo diferencial por AO/BE células viaveis, em apoptose ou
necrose, induzido pelo derivado xanteno. As alteragdes morfoldgicas observadas no ensaio com
kit Panotico Rapido Laborclin (codigo 620529), coincidem com os padrdes de apoptose e
necrose detectados neste ensaio. Estes dois padrdes de morte celular foram demonstrados apos
o tratamento com PDO1 nas concentragdes de 2,5 uM, 5 uM e 10 uM, conforme ilustrado na

Figura 17.

No controle negativo, foram observadas exclusivamente células viaveis, caracterizadas
por nucleos e citoplasmas visiveis, integros e bem definidos. A partir da menor concentragdo
(2,5 uM), notou-se a presenca de células com dupla marcagdo, indicando a ocorréncia de
apoptose, evidenciada pela fluorescéncia verde, e de necrose, marcada em laranja quase
vermelho. Na concentracdo mais elevada (10 uM), o padrdo de necrose tornou-se claramente
aparente, com c¢lulas picnoticas apresentando coloragdo vermelha, sem visualizagdo do
citoplasma, refletindo as alteracdes morfoldgicas observadas, como a condensagdo nuclear e a

perda de estrutura celular.
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CONTROLE NEGATIVO

Figura 17. Efeitos na inducdo de apoptose ¢ necrose em melanoma murino (B16-F10) apos tratamento
com 2,5; 5 ¢ 10 uM de PDO1 por 24 horas. O controle negativo recebeu o veiculo (DMSO) utilizado
para solubilizar e diluir a substéancia teste. 1 — células integras com citoplasma e nticleos visiveis; 2 —
células apoptoticas; 3 — células necroticas; Coloracao: AO/BE. Aumento: 20x.
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A andlise quantitativa do padrdo de morte celular também corrobora esses achados. Os
resultados obtidos neste estudo, conforme demonstrado no Grafico 1, revelam que a anélise da
previsdo celular apos o tratamento com o xanteno PDOl em relagdo a apoptose inicial
apresentou uma diferenga estatisticamente significativa na concentragao de 10 uM, com um
percentual de 61,18% em comparagdo ao controle negativo. Em contrapartida, na avalia¢do da
apoptose tardia, foram encontradas diferencas significativas em todas as concentragdes testadas
em relagdo ao controle negativo. Além disso, o padrao de necrose foi identificado, apresentando
diferencas significativas nas concentragoes de 2,5 uM e 5 uM, com valores de 29,22% e 38,2%,

respectivamente.
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Grafico 1. Padrao de morte celular induzido pelo xanteno PD0O1 em células B16-F10. Cada barra corresponde a
média + desvio padrio de trés experimentos independentes. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle
negativo por ANOVA (analise da variancia) seguido por teste de comparagdo multipla de Newman-Keuls.

Esses dados sugerem que o PDO1 induz tanto a apoptose quanto a necrose, com o
aumento da concentragdo exacerbando a resposta celular, conforme evidenciado pelos dois
métodos de analise, corroborando com o estudo de Hahnvajanawong e colaboradores (2010),
que demonstrou a inducao de apoptose por xantonas em células de colangiocarcinoma no ensaio
de AO/BE, resultando em encolhimento celular, forma¢ao de bolhas na membrana, além de
evidenciar alteragdes morfologicas como condensacdao da cromatina e fragmentagdo nuclear,
que sdo caracteristicas tipicas de células apoptdticas. Neste estudo, também foi observado que

o nimero de células em apoptose aumentava conforme o tempo de exposicao.
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5.3 Avaliacao do potencial antitumoral in vivo

Os testes in vitro realizados com o xanteno PD01 demonstraram que o composto poderia
ter potencial antitumoral em condi¢gdes mais complexas, como as observadas no modelo murino
in vivo. Nesse contexto, as células B16-F10 e a linhagem murina C57Bl/6 foram escolhidas por
serem singénicas e, portanto, representarem o modelo murino melhor estabelecido para o
melanoma (Fidler, 1975; Liu et al., 2017), proporcionando uma plataforma adequada para

avaliar a eficacia do composto em um ambiente bioldgico mais proximo da realidade clinica.

A inoculacdo das células B16-F10 em camundongos C57Bl/6 resultou em crescimento
tumoral caracteristico do melanoma, havendo perda de apenas dois animais. Contudo, todos os
animais inoculados com as células apresentaram desenvolvimento tumoral caracterizado por
nddulos macroscopicamente multinodulares, encapsulados, com aspecto gelatinoso e um

padrao de crescimento uniforme, conforme ilustrado na Figura 18.

Figura 18. Fotografia macroscopica de tumor controle negativo de camundongo C57Bl/6.

A Tabela 9 apresenta o peso dos tumores e o percentual de inibi¢ao observado apos o
tratamento com xanteno PDO1. Pode-se observar que o crescimento tumoral in vivo apresentou
inibi¢do de 5,96% e 10,16% nas doses de 3 e 30 mg/Kg/dia, respectivamente. O controle

positivo da doxorrubicina na dose de 0,5 mg/kg/dia inibiu o crescimento tumoral em 29,49%.
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Tabela 9. Efeito do xanteno PDO1 sobre o peso final da massa tumoral oriundas de camundongos
inoculados com células B16-F10 e tratados por 13 dias consecutivos.
Tratamento Dose (mg/Kg) Sobrevida Tumor (g) Inibicdo tumoral (%)

Controle - 10 4,86+1,37 -
Doxorubicina 0,5 9 3,42+0,80* 29,49%
PDO1 3 9 4,57+1,64 5,96%
PDO1 30 9 4,36+1,38 10,16%

Os valores do tamanho tumoral correspondem a média + erro. O grupo controle (ndo tratado) recebeu
o veiculo (20 pL Kolifor + 20 uL. DMSO + 1.960 pL salina) utilizado para solubilizar e diluir a
substancia teste. A doxorrubicina foi usada como controle positivo. ¥*Representa valores de P<0,05 apos
analise por 1lway ANOVA seguida de pos teste de por Student Newman-Keuls de dados de tratamento
versus controle negativo (DMSO).

A doxorrubicina, usada como controle positivo, demonstrou uma inibi¢ao
significativamente maior do crescimento tumoral (29,49%) em comparagido ao PDO1, embora
em uma dose inferior (0,5 mg/kg/dia). Esse contraste entre a eficicia do PDOl e da
doxorrubicina ¢ esperado, pois a doxorrubicina ¢ uma quimioterapia amplamente utilizada e
bem estabelecida, enquanto o PDO1 ainda esta em parametros iniciais de avaliagdo. A diferenca
de eficacia também pode estar relacionada ao perfil farmacocinético e a distribuicdo do PDO1

no organismo, além de outros fatores, como a solubilidade.

A andlise realizada na plataforma SwissADME, indicou que o PDO1 possui uma
solubilidade em 4gua moderada e um perfil lipofilico, com Log P de aproximadamente 4,0, o
que poderia indicar dificuldade de absor¢do em sistemas bioldgicos aquoso. Essas
configuragdes fisico-quimicas podem ter influenciado na biodisponibilidade do composto in
vivo, pois foi observado uma retengdo do PDO1 em alguns tecidos, conforme demonstrado na
Figura 19, particularmente proximo ao local de administragdo da droga, o que levou a
diminuicdo da sua absorcdo sistémica e, consequentemente, a redugcdo da sua eficacia

antitumoral.

Figura 19. Retencdo do PDO1 nos tecidos.
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Os dados referentes a massa corporal e a massa imida dos 6rgaos apontam a seguranca
do uso do composto PDO01, pois nao houve diferenca significativa entre os resultados do grupo
controle nao tratado e dos grupos tratados (Tabela 10), com excecdo ao figado onde foi
observado um leve aumento deste 6rgao no grupo tratado com PDO1 a 3 mg/Kg. Foi realizada
uma correlacdo entre os dados e a andlise histopatoldgica para investigar possiveis efeitos
hepatotoxicos. No entanto, a hipotese de hepatotoxicidade foi considerada pouco provavel, uma
vez que o grupo tratado com a concentragdo mais alta (30 mg/kg) ndo apresentou alteracdes

significativas.

Tabela 10. Efeito de PD01 nas doses de 3 e 30 mg/kg sobre a massa corporea ¢ a massa umida dos
orgaos de camundongos C57Bl6 inoculados com a linhagem B16F10 e tratados por 13 dias
consecutivos, imediatamente posteriores a inoculagao.

Figado Rins Pulmio Peso Peso
Dose corporal corporal
Tratamento N  (g/100g de (g/100g de  (g/100g de inicial final
(mg/Kg) massa massa massa
corpoérea) corporea) corporea) (€3] (g)
Nao tratado - 10 3,87+0,27 0,43+0,02  0,54+0,04 22,20+1,46 26,90+1,82

Doxorrubicina 0,5 9  4,64+0,31 0,50+0,03  0,58+0,05 22,89+1,07 24,78+1,29
PDO1 3 9 5,07£0,38*  0,49+0,02  0,58+0,05 22,89+0,63 24,00+1,28

PDO1 30 9 4324022  0,53£0,02 0,59+0,04 19,67+0,52 22,76+0,70

Resultados expressos em média + erro. Doxorrubicina 0,5 mg/kg foi usada como controle positivo. O
controle (ndo tratado) recebeu o veiculo (20 pL Kolifor + 20 pL DMSO + 1.960 pL salina) utilizado
para solubilizar e diluir a substancia teste. Nao houve diferengas significativas entre animais do grupo
controle (ndo tratado) e animais tratados.

Um estudo realizado por Xu e colaboradores (2016) apresentou poténcia antitumoral in
vivo de produtos naturais semelhantes a xantonas em modelos de xenoenxerto de
hepatoblastoma quando comparada ao medicamento antitumoral 5-fluorouracil, utilizado como
controle positivo. Nesse estudo, foi feito o melhoramento da solubilidade em agua e
permeabilidade do composto DDO-6101 gerando o denominado 8n, o qual exibiu efeito
inibitdrio significativo e dependente da dose, com diminui¢ao do volume do tumor de 27,97%,
38,50% e 48,36%, nas doses, 2 vezes ao dia, de 2,5, 5 e 10 mg/kg respectivamente, em
compara¢do com o controle positivo que teve uma redugdo de 50,95%, enquanto que o DDO-

6101 teve uma redugao de 36,81%.
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A atividade in vivo do 8n também foi avaliada apds administrag@o oral com a dosagem
de 50 mg/kg e apresentou redugdo do crescimento tumoral de 30,12%, indicando uma boa
biodisponibilidade. Portanto, pode-se concluir que as propriedades fisico-quimicas melhoradas
do 8n em comparagdo com DDO-6101 foram determinantes para a inibicdo do crescimento
tumoral in vivo (Xu et al., 2016), reforcando que o melhoramento da solubilidade ¢ fator crucial

para observacao da atividade biologica.

5.3.1 Histopatologia

A analise histologica foi realizada em tecidos hepaticos, renais e pulmonares de grupos
de animais que receberam anteriormente a administragdo de células B16-F10. Os grupos
experimentais foram classificados da seguinte forma: o grupo controle negativo consistiu em
animais que nao receberam nenhum tratamento; o grupo controle positivo foi composto pelos
animais que receberam o tratamento com 0,5 mg/Kg/dia de doxorrubicina; o grupo tratado com
PDO1 foi subdividido em dois subgrupos, um dos quais recebeu a dose de 3 mg/Kg/dia e o

outro, a dose de 30 mg/Kg/dia de PDO1.

Na analise histologica dos orgdos, observou-se uma consideravel variagdo entre os
animais, de modo que, em alguns individuos, foi identificado comprometimento de
determinados 6rgdos, enquanto em outros, 0s mesmos O0rgaos se apresentaram preservados. A
excecdo foi o pulmao, no qual foram observadas alteragdes evidentes em todos os animais

analisados.
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A Figura 20 apresenta a histologia renal dos animais, da qual foi observado que para o
grupo controle negativo, os rins apresentaram desorganiza¢do do parénquima renal, com
glomérulos comprometidos, variacdo no espago de Bowman, além de células em apoptose e
degeneragdo tubular com diminui¢do da luz dos tiibulos. No controle positivo, também foi
observada comprometimento do parénquima renal e glomérulos, e, presenga mais intensa de
macrofagos. Nos grupos tratados com o PDOI1, observou-se um padrao semelhante de
comprometimento tecidual, incluindo presenca de vasos congestos, tubulos edemaciados e
hipercelularidade nos glomérulos e tibulos. Esses achados histologicos sugerem que, embora o
PDOI tenha apresentado uma menor eficacia in vivo comparado a doxorrubicina, ele pode

induzir efeitos adversos nos rins semelhantes aos de quimioterapicos como a doxorrubicina.

N

. Controle negativo

Figura 20. Cortes histologicos de rins de camundongos C57BL/6 inoculados com células de melanoma
murino (B16-F10) tratados por 13 dias com doses de 3 e 30 mg/Kg/dia de PDO1. A doxorrubicina 0,5
mg/kg foi usada como controle positivo. O controle (ndo tratado) recebeu o veiculo (20 uL Kolifor + 20
pL DMSO + 1.960 uL salina) utilizado para solubilizar e diluir a substincia teste. 1 — células em
apoptose; 2 — degeneracdo do parénquima renal; 3 — glomérulo sem capsula de Bowman; 4 — vasos
congestos; 5 — macrofagos; 6 — hipercelularidade de tibulo. Coloragdo: HE. Aumento: 40x.
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O figado ndo apresentou variagdes significativas entre os grupos avaliados, que
exibiram padrdes semelhantes. Observou-se a presenga de hepatocitos binucleados, células de
Kupffer mais evidentes, acaimulo discreto de gordura, granulos de glicogénio, areas com
coloragdo mais intensas em comparagdo com outras, presenca de algumas células em apoptose
e leve congestdo de vasos, como ilustra a Figura 21. Apesar de ter sido observada um leve
aumento no figado de alguns animais tratados com uma dose de 3 mg/kg no ensaio antitumoral
anterior, ndo foram observadas varia¢des significativas entre os grupos tratados com PDO1 e o
controle negativo. Dessa forma, em termos de toxicidade geral, o PDO1 ndo induziu efeitos
hepéticos graves, o que € um aspecto positivo, pois sugere que o composto pode apresentar um

perfil de toxicidade mais controlado.

Figura 21. Cortes histologicos de figados de camundongos C57BL/6 inoculados com células de
melanoma murino (B16-F10) tratados por 13 dias com doses de 3 ¢ 30 mg/Kg/dia de PDO1. A
doxorrubicina 0,5 mg/kg foi usada como controle positivo. O controle (ndo tratado) recebeu o veiculo
(20 uL Kolifor + 20 pL DMSO + 1.960 pL salina) utilizado para solubilizar e diluir a substincia teste.
1 — hepatocitos binucleados; 2 — célula apoptotica; 3 — células de Kupffer; 4 — gordura; 5 — veia
centrolobular com hemacias. Coloragdo: HE. Aumento: 40x.
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Os pulmdes apresentaram musculatura bem desenvolvida, como ¢ possivel observar na
Figura 22. No grupo controle negativo foi exibido parénquima pulmonar e bronquiolos
espessados, com maior comprometimento das regides peribronquiolares, vasos congestos e
infiltrados inflamatoérios. Nos grupos tratados tanto com doxorrubicina quanto com o PDO1
foram identificados os mesmos padrdes de comprometimento tecidual e desorganizacao
estrutural observados no controle negativo, com a adi¢do da presenca de ninhos e massas

tumorais estabelecidas.
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Figura 22. Cortes histologicos de pulmoes de camundongos C57BL/6 inoculados com células de
melanoma murino (B16-F10) tratados por 13 dias com doses de 3 ¢ 30 mg/Kg/dia de PDO1. A
doxorrubicina 0,5 mg/kg foi usada como controle positivo. O controle (ndo tratado) recebeu o veiculo
(20 uL Kolifor + 20 uL DMSO + 1.960 pL salina) utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste.
1 — espessamento do parénquima pulmonar; 2 — congestdo vascular; 3 — infiltrado inflamatorio; 4 —
massa tumoral. Coloracdo: HE. Aumento: 10x.

A linhagem B16-F10 tem uma afinidade particular pelos pulmdes, o que ¢ bem
documentado na literatura. Fidler e Nicolson (1976) observaram que as células B16-F10 tém
uma alta capacidade de formar metdstases pulmonares, seja a partir de uma inoculacao

subcutanea primaria ou de uma inje¢do intravenosa. A afinidade da linhagem B16-F10 pelo
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ambiente micropulmonar foi desenvolvida por Fidler em 1973, ao selecionar variantes de
melanoma murino com maior capacidade de metastase pulmonar (Fidler, 1973; Nicolson et al.,
1978). Esse fendmeno foi amplamente observado nos grupos tratados com PDO1 e
doxorrubicina, com a presenca de nédulos e massas tumorais evidentes no pulmao, indicando
que ambos os tratamentos, embora com alguma atividade antitumoral in vivo, ndo impediram

completamente a formacao de metastases pulmonares.

Os tumores apresentaram um padrdo tumoral consistente entre os grupos avaliados
(Figura 23). Estes apresentavam melanécitos de morfologia poliédrica, caracterizados por atipia
celular com nucleos evidentes e também presenca de células neoplasicas malignas binucleadas.
Em algumas regides, foram identificados melanocitos expressando melanina. Observou-se
capacidade angiogénica significativa, além da presenga de adipdcitos e tecido conjuntivo.
Todos os tumores exibiram, macroscopicamente, uma estrutura capsular que envolvia uma

massa tumoral, que era predominantemente composta por tecido conjuntivo.
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Figura 23. Cortes histologicos dos tumores de camundongos C57BL/6 inoculados com células de
melanoma murino (B16-F10) tratados por 13 dias com doses de 3 ¢ 30 mg/Kg/dia de PDO1. A
doxorrubicina 0,5 mg/kg foi usada como controle positivo. O controle (ndo tratado) recebeu o veiculo
(20 uL Kolifor + 20 pL DMSO + 1.960 pL salina) utilizado para solubilizar e diluir a substancia teste.
1 — melandcitos; 2 — producao de melanina; 3 — adipdcitos; 4 — tecido conjuntivo; 5 — vascularizagdo; 6
— nticleos picnoéticos. Coloragdo: HE. Aumento: 10x.

A integragao dos resultados in vivo e histologicos sugere que o PDO1 possui alguma
atividade antitumoral, mas com uma eficacia limitada em comparagao a doxorrubicina. Embora
tenha demonstrado algum efeito sobre o crescimento tumoral primdrio, a presenga de
metastases pulmonares em todos os grupos, incluindo os tratados com PDOI, indica que a
linhagem B16-F10 tem uma forte tendéncia a se disseminar para os pulmdes,
independentemente do tratamento. Além disso, os efeitos adversos observados em 6rgaos como
os rins, embora menos pronunciados no grupo PD01, indicam que o composto pode ter efeitos
toxicos locais, o que refor¢a a importancia de otimizar a dosagem e a formulagdo do PDO1 para

reduzir esses danos € melhorar sua eficacia.
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6. CONCLUSAO

As simulacdes computacionais demonstraram que o PD01 possui uma interagao mais
forte com o receptor BRAF mutado (V600E) do que o medicamento de referéncia, o
Vemurafenib. Esse achado indica um potencial mais promissor do PD01 em combater tumores
relacionados a essa mutagdo, o que ¢ um ponto fundamental para o desenvolvimento de

tratamentos direcionados e personalizados.

As analises espectroscopicas confirmaram a estrutura quimica da molécula PDO1, que
juntamente com as analises térmicas forneceram dados importantes sobre suas propriedades
fisico-quimicas. Esses dados corroboram a identidade estrutural da molécula, fornecendo
seguranca quanto a pureza e estabilidade do composto, aspectos essenciais para a formulacao

de medicamentos.

Os resultados in vitro demonstraram a atividade citotoxica significativa do PD01 contra
as linhagens de melanoma avaliadas, SK-MEL-28 e B16-F10, além da linhagem nao tumoral
MRC-5. Esses ensaios também evidenciaram a morte celular por apoptose e necrose,

confirmando o potencial anticAncer do composto.

Embora os ensaios in vitro tenham mostrado resultados promissores, os testes em
modelo murino in vivo revelaram que o PDOl tem um efeito antitumoral limitado,
especialmente quando comparado a doxorrubicina, um medicamento conhecido e eficaz. Esse
dado ¢ crucial, pois destaca a diferenga entre os resultados in vitro e a eficacia no organismo
vivo, indicando que o PDOl1 ainda enfrenta desafios, como a farmacocinética e

biodisponibilidade.

Para maximizar a eficacia antitumoral do PD01 e minimizar efeitos adversos, sdo
necessarias pesquisas adicionais, com foco na otimizacao da formulagdo e das dosagens do
composto. A compreensdo da seletividade do PDO1 e dos mecanismos subjacentes ao seu efeito

citotoxico sdo pontos cruciais para a viabilidade clinica do composto.
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