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RESUMO

O melanoma € um tipo de cancer potencialmente fatal devido ao seu perfil metastético e de
quimiorresisténcia aos tratamentos convencionais, como a quimioterapia. Embora a
imunoterapia e as terapias direcionadas tenham aumentado as chances de cura dos
pacientes, ainda sdo necessdrias novas abordagens de tratamento que minimizem o0s
problemas relacionados a seletividade, resisténcia e baixa taxa de resposta. Diante disso, o
presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos antitumorais da molécula
PQM-162 [(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N'- ((E)-4-metoxibenzilideno)
acrilohidrazida], um derivado hibrido de curcumina-resveratrol. Para isso, foi realizada a
indu¢do tumoral em roedores C57BL/6, utilizando a linhagem celular de melanoma murino
B16-F10. Apés desenvolvimento do tumor, os animais foram tratados, durante cinco dias
consecutivos, por via subcutanea (sc), com dimetilsulféxido (DMSO 5 %); cisplatina
[CDDP 7 mg/kg peso corpdreo (pc)]; PQM-162 2 mg/kg pc e PQM-162 combinado com
CDDP. A massa do tumor foi utilizada como parametro para avaliacdo da atividade
antitumoral. Sinais de toxicidade foram monitorados através da massa corporal, consumo
hidrico e niveis séricos de creatinina, ureia, transaminase oxalacética (TGO) e
transaminase pirtvica (TGP). Andlise da expressdao de proteinas por imuno-histoquimica
(IHC) e de transcritos de mRNA por Reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) foram realizadas para investigagdo dos mecanismos moleculares. O tratamento
com PQM-162 diminuiu significativamente a massa tumoral sem causar redu¢cao na massa
corporal e dos orgdos, sem aumentar significativamente os niveis dos biomarcadores de
toxicidade hepatica e renal, sem ocasionar citogenotoxidade significativa na medula 6ssea,
no sangue periférico e nos hepatdcitos quando comparado com tratamento com CDDP. A
coadministracio de PQM-162 e¢ CDDP revelou efeito antitumoral efetivo, menor
toxicidade sistémica mediante a comparagdo com o tratamento isolado de CDDP. O
tratamento com PQM-162 isolado e combinado com CDDP reduziu a expressao de PCNA
e [P-catenina e aumentou os niveis dos transcritos de mRNA de Caspase 3 e 9. Os
resultados demonstraram que PQM-162 exerce efeito antitumoral significativo através da
reducdo da proliferacdo celular e modulacdo de vias apoptoticas, sem causar toxicidade
sistémica relevante, levando a concluir que a molécula pode ser uma candidata importante

para terapia do melanoma.

Palavras-chave: cincer; hibridizacdo molecular; quimioterapia; cisplatina; B-catenina.



ABSTRACT

Melanoma is a potentially fatal type of cancer due to its metastatic profile and
chemoresistance to conventional treatments, such as chemotherapy. Although
immunotherapy and targeted therapies have increased patients' chances of cure, new
treatment approaches are still needed to minimize issues related to selectivity, resistance,
and low response rates. In this context, the present study aimed to investigate the antitumor
effects of the molecule PQM-162
[(E)-3-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-N'-((E)-4-methoxybenzylidene)acrylohydrazide], a
curcumin-resveratrol hybrid derivative. For this purpose, tumor induction was performed
in C57BL/6 rodents using the B16-F10 murine melanoma cell line. After tumor
development, the animals were treated subcutaneously (sc) for five consecutive days with
dimethyl sulfoxide (DMSO 5 %); cisplatin [CDDP 7 mg/kg body weight (bw)]; PQM-162
2 mg/kg bw; and PQM-162 combined with CDDP. Tumor weight was used as a parameter
to assess antitumor activity. Signs of toxicity were monitored by measuring body weight,
water intake, and serum levels of creatinine, urea, oxaloacetic transaminase (AST), and
pyruvic transaminase (ALT). Protein expression analysis by immunohistochemistry (IHC)
and mRNA transcript analysis by reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) were performed to investigate the molecular mechanisms. Treatment with
PQM-162 significantly reduced tumor mass without causing a decrease in body or organ
weight, without significantly increasing hepatic and renal toxicity biomarkers, and without
inducing significant cytogenotoxicity in bone marrow, peripheral blood, or hepatocytes
compared to CDDP treatment. The co-administration of PQM-162 and CDDP
demonstrated effective antitumor activity with lower systemic toxicity compared to CDDP
alone. Treatment with PQM-162 alone and combined with CDDP reduced the expression
of PCNA and B-catenin and increased the levels of Caspase 3 and 9 mRNA transcripts.
The results demonstrated that PQM-162 exerts significant antitumor effects by reducing
cell proliferation and modulating apoptotic pathways, without causing relevant systemic
toxicity, leading to the conclusion that the molecule may be an important candidate for

melanoma therapy.

Keywords: cancer; molecular hybridization; chemotherapy; cisplatin; B-catenin.
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1 INTRODUCAO

Em definicdo, o cancer ¢ uma doenga de natureza multicausal, caracterizada por
capacidades funcionais adquiridas pelas células a medida que passam de estado fisiologico
normal para estado de crescimento neoplasico (Peters; Gonzalez, 2018). Essa alteragdo ¢
causada pela associa¢do entre suscetibilidade genética e fatores ambientais, que iniciam o
processo de tumorigénese induzido por mutacdes genéticas (Hanssapour, Dehghani, 2017)
com consequentes alteragdes fenotipicas em nivel celular (Mbemi et al, 2020). Apos
adquirirem o fenotipo mutado, as células tumorais compartilham caracteristicas semelhantes
no seu desenvolvimento e progressdo, tais como: proliferacio continua e desordenada,
resisténcia a morte celular (apoptose), evasdo do sistema imune, indu¢do de angiogénese,

dentre outras (Figura 1) (Hanahan, 2022).

Figura 1 — Caracteristicas adquiridas pelas células tumorais no

decorrer do processo de transformacao maligna.

Sustaining Evading
proliferative signaling growth suppressors
Unlocking Nonmutational
phenotypic plasticity epigenetic reprogramming
Deregulating ‘ V4 Avoiding immune
cellular & destruction

metabolism

Resisting cell Enabling
death replicative
immortality
ins?a?}irllﬁ;‘]; ' 4 ' Tumaor-promoting

mutation A LY inflammation

Polymorphic

Senescent cells ! ricroblemes

Inducing or accessing Activating invasion &
vasculature metastasis

Fonte: = Hanahan; Weinberg (2022).

Legenda: Os autores Hanahan e Weinberg, apresentam 14 caracteristicas adquiridas que, em conjunto,
sdo responsaveis por tornar as células neoplasicas entre as quais podem ser mencionadas a
sinalizagdo proliferativa sustentada, evasdo de supressores de crescimento, resisténcia a
morte celular, potencial replicativo ilimitado, angiogénese e instabilidade gendmica. Juntas,
essas marcas permitem que as células cancerosas evitem os controles normais que regulam o
crescimento e a divisdo celular, permitindo que continuem a se dividir e proliferar, formando
um tumor que pode invadir tecidos préximos e se espalhar para outras partes do corpo.
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O cancer constitui uma das principais causas de mortalidade em escala global,
ocupando a primeira ou segunda posi¢do nos rankings de Obitos na maioria dos paises
(Soerjomataram; Bray, 2021). Segundo a International Agency for Research on Cancer
(TARC, 2024), essa doenca representa um grave desafio para a saude publica, impactando
significativamente a expectativa de vida da populagdo (Cao; Bray; Soerjomataram, 2018).
Projec¢des indicam que, até 2030, a incidéncia de cancer atingira aproximadamente 21 milhdes
de novos casos anuais, evidenciando a necessidade de estratégias eficazes para seu controle e
tratamento (IARC, 2022).

Dentre os diversos tipos de cancer, o melanoma cutaneo destaca-se como uma
neoplasia maligna altamente agressiva, com elevado potencial metastatico e resisténcia
intrinseca aos tratamentos quimioterapicos convencionais (Ghosh, 2019; Dhanyamraju; Patel,
2022). Em estagios avancados, a quimioterapia torna-se a principal modalidade terapéutica,
com destaque para agentes como a dacarbazina (DTIC), a temozolomida (TMZ) e a cisplatina
[CDDP - cis-diaminodicloroplatina (II)]. No entanto, apesar da comprovada eficacia desses
farmacos, observa-se uma elevada toxicidade sistémica e a ativacdo de mecanismos de
resisténcia tumoral, o que limita sua eficacia clinica (Ghosh, 2019; Dhanyamraju; Patel,
2022).

Nesse contexto, compostos bioativos de origem natural e moléculas sintéticas
derivadas de produtos naturais t€ém sido amplamente investigados como alternativas
terap€uticas promissoras para o tratamento do melanoma. Essas substancias atuam em vias
moleculares especificas, mitigam os efeitos adversos associados a terapia convencional e
modulam mecanismos de sinalizagdo envolvidos na carcinogénese (Ijaz et al., 2018; Dehelean
et al., 2021). Dentre os mecanismos propostos, destacam-se o aumento da capacidade de
reparo do DNA, a indu¢do do retardo no ciclo celular em células mutadas e a inibicao de
processos metastaticos (Dehelean et al., 2021).

Entre os compostos naturais que tém demonstrado potencial antitumoral, temos como
destaque para a curcumina e o resveratrol. A curcumina, um diarilheptanoide da subclasse dos
fenois presente no acafrio-da-terra, exibe atividades pro-apoptoticas, antioxidantes e
antiproliferativas (Hashem et al., 2022). Ja o resveratrol, um estilbeno pertencente a classe
das fitoalexinas, ¢ encontrado em uvas, amendoins e frutas vermelhas, atuando como agente
protetor contra estresses ambientais e invasdes microbianas. Estudos recentes evidenciam
suas propriedades antiproliferativas, antioxidantes, anti-inflamatorias e pro-apoptoticas,

destacando seu potencial terapéutico no tratamento do melanoma (Lin et al., 2020).
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Considerando os efeitos promissores destacados na literatura para curcumina e
resveratrol, nosso grupo de Pesquisa, sintetizou, a partir de técnicas de hibridiza¢ao
molecular, uma molécula hibrida de curcumina-resveratrol PQM-162
[(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N'- ((E)-4-metoxibenzilideno) acrilohidrazida] com o
objetivo de melhorar a polaridade e biodisponibilidade, e consequentemente, a
potencializacdo dos efeitos evidenciados anteriormente pelos fitoquimico precursores (De
Freitas-Silva et al., 2018). Neste sentido, este trabalho explorou os efeitos antitumorais da
PQM-162 em sistema de monoterapia e terapia combinada com a cisplatina (CDDP), além de
avaliar a toxicidade sistémica dos tratamentos em camundongos C57BL/6 com melanomas

induzidos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MELANOMA CUTANEO

4

A pele ¢ composta por duas camadas principais: a epiderme, camada superior
constituida por células epiteliais e melandcitos pigmentados, e a derme, camada inferior que
contém tecido conjuntivo, vasos sanguineos e outros tipos celulares (Perez et al., 2022). A
etiologia do cancer de pele estd relacionada a proliferagdo anormal de células cutaneas,
geralmente desencadeada por mutagdes genéticas e alteragdes epigenéticas que comprometem
os mecanismos reguladores do ciclo celular (Dildar ez al., 2021).

O cancer de pele ndo melanoma, o mais frequente entre os canceres de pele, origina-se
na epiderme e pode ser classificado, de acordo com o tipo celular envolvido, como carcinoma
de células escamosas (CEC) ou carcinoma basocelular (CBC). O CBC ¢ o subtipo mais
comum, responsavel por cerca de 80 % dos casos de cancer de pele, enquanto o CEC ¢ mais
agressivo e esta associado a um maior risco de metastases (Linares; Zakaria; Nizran, 2015;
Skin Cancer Foundation, 2023).

Por outro lado, o melanoma cutaneo, embora menos frequente, ¢ a forma mais
agressiva de cancer de pele, apresentando altas taxas de mortalidade mundialmente. Ele
caracteriza-se pela proliferacdo anormal de melanocitos na epiderme, com potencial de
invasdo para a derme subjacente e disseminagdo metastatica. Os melandcitos, células
dendriticas derivadas da crista neural, migram para a epiderme durante a embriogénese ¢ sdo
encontrados principalmente na camada basal da pele, na interface entre a epiderme e a derme
(Marghoob; Liopyris; Jaimes, 2019; Wick, 2017). Sua principal fun¢do ¢ a producgdo de
melanina, que, ao ser transferida para os queratinécitos, protege o nucleo celular contra danos
no DNA induzidos pela radiagao ultravioleta (UV).

Fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma incluem historico familiar da
doencga, exposi¢cdo solar excessiva, queimaduras solares na infincia e presenca de lesdes
pigmentadas na pele, como nevos (pintas). Com relacdo ao risco individual, a suscetibilidade
genética pode ser considerada como fator contribuinte, uma vez que cerca de 7 a 15 % do
total de casos ocorre em individuos com antecedentes familiares (Leonardi et al, 2018).
Pintas adquiridas, especialmente aquelas com atipias em formato ou coloragdo, estdo
associadas a um maior risco de melanoma (Pereira et al, 2015). Adicionalmente, variantes

genéticas em genes como CDKN2A, BRAF, e NRAS tém sido identificadas como importantes



19

marcadores de predisposicdo ao melanoma, influenciando diretamente seu progndstico e
resposta ao tratamento (Yang et al., 2020).

O melanoma cutidneo ¢ uma neoplasia maligna cuja incidéncia ¢ mais prevalente em
individuos de meia-idade, com uma idade média de diagnostico de 57 anos. Observa-se um
aumento linear na incidéncia da doenga entre os 25 e¢ 50 anos, com diferencas significativas
entre os sexos. Mulheres jovens (25-40 anos) apresentam maior probabilidade de diagndstico
em comparagdo aos homens da mesma faixa etdria. No entanto, apds os 75 anos, a incidéncia
¢ significativamente maior em homens e estes, possuem um risco até trés vezes maior de
desenvolver melanoma em relagao as mulheres. Globalmente, homens t€ém uma probabilidade
1,5 vezes maior (Leonardi et al., 2018).

De acordo com o relatério do INCA, estima-se que, entre 2023 e 2025, ocorram
aproximadamente 9 mil novos casos de melanoma por ano no Brasil, configurando-se como
um importante problema de satde publica. Estudos indicam que at¢ 90 % dos casos de
melanoma poderiam ser evitados por meio de medidas eficazes de protecdo solar e mudangas
comportamentais, o que ressalta a relevancia de politicas publicas voltadas a prevencao e a
educagdo da populagao (Siegel, 2024).

O melanoma esta associado a uma ampla gama de mutagdes somaticas que afetam
genes-chave envolvidos na proliferacao celular e na ativagdo de vias de sinalizagdo, incluindo
BRAF, NRAS e NFI (Leonardi et al, 2018). Além disso, outras vias criticas sdo
comprometidas, como aquelas relacionadas ao crescimento e metabolismo (PTEN, KIT),
manuten¢do da identidade celular (4RID?2), resisténcia a apoptose (7P53), regulacao do ciclo
celular (CDKN2A4, que codifica pl6INK4A e pl4ARF) e replicacdo celular (TERT) (Hodis et
al., 2012). As vias de sinalizacdo mais frequentemente alteradas no melanoma incluem
MAPK, PI3K/AKT, KIT, além de vias relacionadas a apoptose e senescéncia celular (Vanni et
al., 2020).

O melanoma metastatico apresenta resisténcia significativa aos tratamentos
convencionais, como a quimioterapia, resultando em uma taxa de sobrevida em 5 anos
inferior a 10 % para pacientes com a forma avangada da doenga (O’neil; Scoggins, 2019;
INCA, 2023). Historicamente, o tratamento do melanoma inclui cirurgia, radioterapia,
imunoterapia e quimioterapia, frequentemente em abordagens combinadas. No entanto, a
quimioterapia classica apresenta limitagdes considerdveis, como baixa taxa de resposta e
efeitos adversos significativos decorrentes da bioacumulacdo dos farmacos no organismo

(Domingues et al., 2018).
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Entre os agentes quimioterdpicos mais utilizados no tratamento do melanoma
metastatico, destacam-se os compostos a base de platina, como a CDDP, que promove danos
ao DNA, induzindo morte celular. Além disso, outros agentes alquilantes, como a TMZ ¢ a
DTIC, sao amplamente empregados na pratica clinica, no entanto, a eficacia limitada desses
tratamentos impulsionou a busca por abordagens terapéuticas inovadoras (Mishra et al,
2018).

Diante dos desafios clinicos impostos pelo melanoma metastatico, a pesquisa
cientifica tem avancado na identificacdo de barreiras biologicas e no desenvolvimento de
terapias mais eficazes e menos toxicas. Nos ultimos anos, a imunoterapia emergiu como um
dos pilares do tratamento do melanoma avangado, com o uso de inibidores de checkpoint
imunolégico, como os anticorpos monoclonais anti-CTLA-4 (ipilimumabe) e anti-PD-1
(nivolumabe e pembrolizumabe), que tém demonstrado melhora significativa na sobrevida
global dos pacientes (Domingues et al., 2020). Além disso, terapias-alvo, como os inibidores
de BRAF (vemurafenibe, dabrafenibe) e MEK (trametinibe, cobimetinibe), oferecem opgdes
terapéuticas promissoras para pacientes portadores de mutagdes especificas (Ullah et al.,

2022).

2.2 CISPLATINA NA TERAPEUTICA DO MELANOMA

A sintese da CDDP teve inicio no século XIX, com o objetivo de quantificar seus
efeitos inibitdrios sobre a proliferagdo bacteriana (Ghosh, 2019). Apos aproximadamente um
século de estudos, determinou-se a eficacia deste composto no tratamento de diversos tipos de
neoplasias, incluindo cancer de pulmao, bexiga, hepatico, pele e outros (Rodriguéz et al.,
2016).

A CDDP ¢ caracterizada por sua estrutura de coordenagdo metalica com geometria
molecular quadrada plana, na qual um atomo central de platina se liga a dois atomos de cloro
e dois grupos amodnia (Dasari et al., 2014; Ghosh, 2019) (Figura 2). Essa configuragao
molecular ¢ fundamental para sua atividade antitumoral, permitindo a interagdo com

biomoléculas essenciais, como o DNA.
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Figura 2 - Estrutura quimica da cisplatina
[CDDP -Cis-diaminodicloroplatina(II)].
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Fonte: Barrabas et al., 2008.

A atividade antitumoral exercida pela CDDP ¢ realizada por meio da inducao de
apoptose, mediada por multiplos mecanismos inter-relacionados. O principal mecanismo
envolve a formagao de adutos de DNA, nos quais a CDDP se liga covalentemente as bases de
guanina (Dasari et al., 2022), causando distor¢des na dupla hélice e interferindo na replicagao
e transcricdo do DNA. Essas alteracdes estruturais desencadeiam defeitos no ciclo celular,
ativam sistemas de reparo de DNA e, em casos de danos irrepardveis, levam a morte celular
programada. Além disso, a CDDP promove a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), que induzem estresse oxidativo e danificam componentes celulares essenciais, como
membranas e proteinas. A ativacdo de vias apoptoticas também ¢ facilitada por lesdes na
membrana celular e por sinais intracelulares decorrentes dos danos ao DNA. Esses
mecanismos combinados conferem a CDDP uma potente atividade citotoxica (Galanski;
Jakupec; Keppler, 2005; Siddik, 2003), consolidando seu papel como um dos quimioterapicos
mais eficazes (Barrabas et al., 2008) no tratamento de diversos tipos de cancer (Florea et al.,
2011; Ghosh, 2019).

Embora amplamente utilizada como agente antineopldsico no tratamento do
melanoma, a CDDP apresenta modestas e imprevisiveis taxas de resposta, com duragdo
limitada e rapida recidiva. Esses resultados sdo comparaveis aos observados em regimes de
terapia isolada com quimioterdpicos mais modernos, como a TMZ e a DTIC (Ernst;
Giubellino, 2022; Gupta; Gomes; Lorigan, 2017).

No Brasil, a CDDP ¢ um dos tratamentos mais comumente empregados na pratica
clinica, conforme diretrizes do Instituto Nacional de Cancer (INCA). O farmaco esta
disponivel no Sistema Unico de Saude (SUS) e é frequentemente utilizado em protocolos de
quimioterapia para melanoma avancado, especialmente em casos onde outras terapias, como

imunoterapia ou terapias-alvo, ndo estdo disponiveis ou nao sdo viaveis. Contudo, sua
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administracdo estd associada a efeitos colaterais significativos, decorrentes da bioacumulacao
do farmaco nos tecidos, o que eleva a toxicidade sistémica. Entre os principais efeitos
adversos (Figura 3) destacam-se a nefrotoxicidade (Aldossari, 2019), hepatotoxicidade (Crona
et al., 2017), neurotoxicidade (Avan et al., 2015), cardiotoxicidade e mielossupressao (Ghosh,

2019).

Figura 3 — Principais efeitos adversos da cisplatina no organismo humano.
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Fonte: Criado em https://BioRender.com pelo autor (2025).

Diante dos desafios relacionados a toxicidade e resisténcia aos farmacos, estratégias
terapéuticas combinadas tém sido exploradas, seja por meio da associacdo com terapias
clinicas em fase de teste ou pelo uso de produtos naturais com propriedades quimioprotetoras
e sinérgicas, como a curcumina e o resveratrol. Esses compostos podem potencializar a
eficacia da CDDP e, ao mesmo tempo, reduzir seus efeitos toxicos (Hashem et al., 2022; Lin
et al., 2020).

Embora tenham proporcionado discretos aumentos na eficacia do tratamento do
melanoma metastatico, essas estratégias ndo demonstraram ainda diferencas significativas na
taxa de sobrevida média em comparacdo com o uso isolado da CDDP (Gupta; Gomes;
Lorigan, 2017; Ernst; Giubellino, 2022). Isso ressalta a necessidade de investigar novas
abordagens de quimioterapia envolvendo a aplicacio de novas estruturas isoladas e

combinadas para otimizar o tratamento do melanoma, visando reduzir a toxicidade
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ocasionada pelo tratamento convencional a fim de melhorar os desfechos clinicos ¢ a

qualidade de vida dos pacientes.

2.3 CURCUMINA, RESVERATROL E A MOLECULA HIBRIDA

A utilizacdo de compostos bioativos, tais como flavonoides e antioxidantes, no
contexto do cancer, ¢ respaldada por investigagdes cientificas contemporaneas, as quais tém
delineado um extenso repertorio de substincias capazes de inibir a proliferacdo celular
neoplésica, induzir apoptose e potencializar a eficécia da terapia convencional (Raskin ef al.,
2002). Diversas dessas moléculas, muitas de origem botidnica ou microbiana, tém
demonstrado propriedades anticancerigenas significativas em ensaios pré-clinicos e clinicos
(Peterle et al., 2023).

A pesquisa em oncologia tem avancado progressivamente em direcdo a tratamentos
personalizados, utilizando as propriedades especificas dessas moléculas para direcionar
intervengoes terapéuticas de acordo com as caracteristicas genéticas do paciente e do tumor.
Nesse sentido, a aplicacdo de compostos bioativos emerge como uma perspectiva terapéutica
promissora no combate ao cancer, oferecendo alternativas mais eficazes e com menor
incidéncia de efeitos adversos para os individuos afetados pela doenca (Nabavi et al., 2018).
Essa abordagem representa um avango significativo no campo da oncologia, ao integrar
conhecimentos multidisciplinares que visam ndo apenas a eficacia terapéutica, mas também a
reducdo dos impactos negativos associados aos tratamentos convencionais.

A curcumina ¢ um metabdlito secundario encontrado predominantemente na Curcuma
longa L., pertencente a familia Zingiberaceae. Trata-se de um curcuminoide, um fenol natural
da classe dos diarilheptanoides
[1E,6E-1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)hepta-1,6-dieno-3,5-diona]. Os efeitos benéficos da
C. longa estao associados a presenca dessa substancia polifendlica lipofilica, responséavel pela
coloragdo amarelo-alaranjada de seus rizomas. Estudos t€ém demonstrado o potencial da
curcumina em diversas atividades biologicas, incluindo acdo antimicrobiana, antitumoral,
anti-inflamatoria (Srimal e Dhawan, 1973; Satoskar et al., 1986), anticancerigena (Kuttan et
al., 1985), antioxidante (Sharma, 1976; Toda et al., 1985) e cicatrizante (Sidhu et al., 1998;
Negi et al., 1999).

A estrutura quimica da curcumina ¢ caracterizada pelo equilibrio ceto-enolico,

composta por dois sistemas de anéis aromaticos contendo grupos o-metoxifenol, interligados
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por um ligante de sete carbonos que inclui uma por¢ao B-dicetona a,B-insaturada (Figura 4)
(Priyadarsini, 2014; Jackubczyk et al., 2020).

A forma ceto, mais estavel termodinamicamente, predomina em solugdes aquosas ou
em pH neutro, fendmeno explicado pela capacidade dos oxigénios carboxilicos atuarem como
fortes aceptores de ligagdes de hidrogénio intermoleculares (De Freitas-Silva et al., 2018;
Strimpakos & Sharma, 2008), além de ser menos reativa quimicamente em comparagao com a
forma enol, o que pode influenciar em sua interacdo com alvos biologicos e sua eficacia
terapéutica (Priyadarsini ef al., 2014). Esta também possui baixa absor¢dao no corpo humano
devido a pouca solubilidade em agua e a presenca de sitios labeis ao metabolismo da
substancia faz com que a mesma tenha uma metaboliza¢do hepatica rapida com alto teor de
eliminagdo e instabilidade no pH intestinal, o que de fato limita sua agdo terapéutica

(Dudhatra et al., 2012; Reuter et al., 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica da curcumina [1E, 6E

1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil) hepta-1,6- dieno-3,5-diona].
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Fonte: Nabavi ef al (2018).

Estudos sobre a curcumina indicam seu potencial na terapia anticancerigena, com
evidéncias demonstradas em analises in vitro (Chen et al., 2015; Shi et al., 2013) e in vivo
(Zhou et al., 2017), associadas a inibi¢do de diferentes estagios da carcinogénese, incluindo
promocgao, angiogénese e crescimento tumoral, devido a sua capacidade de modular diversos
alvos moleculares (Dosoky; Setzer, 2018). Entre seus mecanismos de a¢do, destacam-se a
reducdo dos fatores de crescimento associados a tirosina quinase; a diminuicao da expressao
da ciclina D1 e a amplificagdo de genes-chave de supressao tumoral, como o p353; a reducao
da expressdo de fatores de transcrigdo essenciais para a progressao tumoral, como B-catenina
e AP-1; e, por fim, a diminuicdo da producao de citocinas inflamatdrias que podem favorecer

a progressao tumoral, como TNF-a (Tomeh; Hadianamrei; Zhao, 2019). Estudos in vitro em
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linhagens de melanoma demonstraram que a curcumina inibiu o crescimento, a proliferacao e
a viabilidade celular, além de induzir a apoptose. J& em modelos in vivo, a curcumina levou a
reducdo do volume tumoral, a supressdo do crescimento e a inibi¢do de atividades
metastaticas (Navabi et al., 2018).

O resveratrol (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) foi isolado pela primeira vez em 1940
como constituinte das raizes do Veratrum grandiflorum, também encontrado naturalmente em
uvas (Rocha-Gonzales et al., 2008), framboesas, amendoins e outros (Tokusoglu et al., 2005).
Pertencente a subclasse dos estilbenos € um fenol natural, uma fitoalexina, substancia quimica
sintetizada em resposta a ataques de microrganismos, exposi¢ao a radiagdo UV e danos
mecanicos, amplamente estudado por suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e
cardioprotetoras (Baur; Sinclair, 2006).

Estruturalmente, o resveratrol consiste em dois anéis fenolicos conectados por uma
ponte de etileno, formando um esqueleto de estilbeno, com grupos hidroxila nas posi¢des 3, 5
e 4' (Jang et al, 1997) (Figura 5). A configuracdo trans do resveratrol ¢ a forma
biologicamente ativa mais comum, embora a forma cis também possa ocorrer sob certas

condi¢des, como exposi¢do a luz ultravioleta.

Figura 5 - Estrutura quimica do trans-resveratrol (3,5,4’-trihidroxiestilbeno).
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Fonte: Pubchem, 2024.

A presenca dos grupos hidroxila no anel fenolico confere ao resveratrol a capacidade
de neutralizar radicais livres e modular vias de sinalizacdo celular, contribuindo para os
efeitos benéficos na saude (Rauf et al., 2018). Estudos estruturais utilizando técnicas como

cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN) tém elucidado a
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conformac¢do molecular e as interacdes do resveratrol com alvos bioldgicos, como proteinas e
DNA (Piotrowska; Kucinska; Murias, 2012), que contribuem para os seus efeitos
quimiopreventivos e cardioprotetores (Breuss; Atanasov; Uhrin, 2019) e outras propriedades
que tém sido exploradas (Aluyen et al., 2012; Rauf et al., 2018).

Em um estudo realizado em 1997, demonstrou que a aplicagdo topica de resveratrol
protegeu camundongos da tumorigénese em um modelo de cancer de pele (Jang et al., 1997).
Quando analisados em experimentos in vitro, o resveratrol inibiu rotas de iniciacdo tumoral,
atuando nas vias de progressdao (Kalra et al., 2008), promovendo parada do ciclo celular
(Carter et al., 2014) e levando a apoptose de células tumorais. O resveratrol também
demonstrou diminuir a atividade de ligagdo ao DNA do fator nuclear kB (NF-kB) e
impulsionar a transcri¢do de genes que retardam o crescimento tumoral (Roy et al., 2009),
essas propriedades foram demonstradas em canceres de mama, célon, prostata e pulmao, entre
outros (Wu et al., 2022).

Estudos em seres humanos demonstraram que o resveratrol suprime a expressao de
IGF-1 e IGFBP-3, proteinas de sinalizacdo essenciais na carcinogénese, além de modular
citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF-a, e promover a metilagdo da PGE2, sugerindo
efeitos antiproliferativos e anti-inflamatorios (Salehi ef al., 2018). Em pacientes com cancer
colorretal, o resveratrol demonstrou atividade pro-apoptotica e aumento de marcadores de
estresse oxidativo nos tecidos tumorais (Buhrmann et al., 2016). Além disso, tem sido
utilizado em associagdo com outros quimioterapicos com o objetivo de potencializar a
atividade de farmacos convencionais, reverter a resisténcia e reduzir a toxicidade sistémica
decorrente do tratamento (Salehi ef al., 2018).

Apesar dos efeitos promissores, a principal dificuldade encontrada para aplica¢des
mais especificas e eficientes do resveratrol consiste na baixa biodisponibilidade devido a sua
baixa solubilidade, correlacionada a rapida metabolizagdo no trato gastrointestinal (Bellina et
al., 2015; Ren et al, 2019). Logo, a formulagdo de um hibrido de curcumina-resveratrol
tornou-se uma forma de contornar os aspectos limitantes do resveratrol e da curcumina como
a solubilidade e a biodisponibilidade (Posey, 2024). Nesse sentido, De Freitas e colaboradores
(2018) realizaram a hibridizagdo molecular para a jungao das moléculas de resveratrol e
curcumina e adicdo de novas subunidades, a partir da ligacdo da subunidade 3-metoxi-4-
hidroxicinamilo da curcumina ao sistema O-substituido-fenil-conjugado do resveratrol
gerando moléculas com estrutura quimica hidrica. Para isso, e para aperfeicoar o revés da

solubilidade e da absorc¢ao, dispuseram de um grupo funcional espagador N-acil-hidrazona, o
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qual promove uma maior polaridade e capacidade de doacdo e aceitagdo de locais de ligagdes
de hidrogénio, favorecendo, dessa forma, propriedades farmacocinéticas como absor¢do,
distribuicdo, metabolismo e excrecao (Chen, 2015; De Freitas-Silva et al., 2018; Neves et al.,

2012). Como resultado, a molécula hibrida denominada PQM-162 foi sintetizada (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura molecular de PQM-162
[(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida].
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Fonte:  De Freitas-Silva et al (2018).

Legenda: O anel lateral da curcumina com sua hidroxila (-OH) e metoxila (-OCH3) foram preservados,
além de uma ligag¢do dupla conjugada a uma cetona. A esta, foi adicionado um espacador
N-acilidrazonico, aumentando a polaridade, hidrossolubilidade, absor¢do e eficacia
terapéutica da molécula. O anel do resveratrol, ligado ao espagador, possui uma metoxila no
lugar da hidroxila original racionalizado para aumentar sua capacidade antiproliferativa (De
Freitas-Silva et al., 2018).

O perfil de citotoxicidade de PQM-162 foi avaliado em linhagens celulares
representativas de tumores humanos, incluindo HepG-2 (hepatocarcinoma humano), A549
(carcinoma de pulmao), MCF-7 (carcinoma de mama humano) e HT 144 (melanoma). Os
resultados demonstraram que PQM-162 foi capaz de inibir o ciclo celular e induzir a apoptose
nas células testadas. A seletividade foi verificada em linhagem normal de fibroblastos de pele
(CCD 1059 Sk) e os resultados demonstraram um indice de seletividade significativo de 3.9.
Interessantemente, esse indice se mostrou, inclusive, maior que o indice de seus precursores
isolados (curcumina: 1,93 e resveratrol: 1,45).

No que se refere a analise do ciclo celular, foi observada uma redu¢ao da populacao
celular em GO/G1 e S, e aumento concomitante da populacdo G2/M associado a capacidade
do hibrido de intervir na dindmica do alinhamento cromossomico e de perturbar a mitose e
sua progressdo. Os niveis dos transcritos, que codificam para o supressor de tumor CDKNIA,

foram maiores nas amostras tratadas com PQM-162 em comparagdo com as amostras tratadas
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concomitantemente com curcumina e resveratrol na mesma concentragao (De Freitas-Silva et
al., 2018).

PQM-162 também se mostrou eficaz na reducdo de lesdes pré-neoplasicas em coélons
de ratos Wistar, modulando a expressdao de genes envolvidos em vias inflamatorias, como
COX-2 e TNF-a, além de agir em vias que inibem a proliferagao celular, demonstrando
atividade quimiopreventiva e quimioterapéutica (Baptistella et al., 2023).

Esses resultados indicam que a estrutura quimica inovadora PQM-162 possui um
consideravel potencial antitumoral, justificando a realizagdo de novos estudos pré-clinicos

que possam validar seu efeito antitumoral in vivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a atividade antitumoral da molécula hibrida
(E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida (PQM-162) em

modelo de melanoma murino induzido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a atividade antitumoral de em sistema de monoterapia (tratamento isolado);
b) Investigar a atividade antitumoral em tratamento combinado com CDDP;
C) Monitorar a toxicidade hepatica, renal, na medula dssea e no sangue periférico;

d) Elucidar os mecanismos moleculares subjacentes a atividade antitumoral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PQM-162

PQM-162 foi sintetizada e gentilmente cedida pelo Prof®. Dr. Cléudio Viegas Junior
do grupo de Pesquisa em Quimica Medicinal (PeQuiM), da Universidade Federal de Alfenas
(UNIFAL-MG) conforme descrito por de Freitas-Silva et al., 2018. PQM-162 foi utilizada na
dose de 2 mg/kg peso corporeo (pc) diluida em dimetilsulféxido (DMSO 5 %) e agua
destilada no momento do uso. A escolha desta dose foi baseada em estudos anteriores
realizados pela nossa equipe de pesquisa que demonstraram seu potencial na redugdo dos

Focus de Criptas Aberrantes (FCA) do colon de ratos Wistar (Baptistella et al., 2023).

4.2 CISPLATINA

A cisplatina (CDDP) (CAS: 15663-27-1), (Sigma-Aldrich) foi utilizada na dose de
7 mg/kg pc, solubilizada em DMSO (5 %) e agua destilada anterior a administragao, ajustada
apos experimentos pilotos seguindo, inicialmente, as doses investigadas nos estudos de

Rinaldi Neto et al., 2021 e Cruz et al., 2022.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados, para este experimento, camundongos machos da linhagem
CS57BL/6, espécie Mus musculus, com idade de 5 semanas e aproximadamente 23 g/pc. Os
animais foram cedidos pelo Centro de Bioterismo da UNIFAL-MG e mantidos em caixas
plasticas, em sala experimental, em condi¢des de temperatura de (23 + 2 °C), umidade (50 +
10 %) e ciclo claro-escuro de 12 horas, com acesso ad libitum a ragdo padrdao e agua, e
monitoramento didrio quanto as condi¢cdes ambientais, fisicas e comportamentais. Os
protocolos de manuseio realizados neste trabalho foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIFAL-MG (Protocolo 0003/2022 —
Anexo A).
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4.4 LINHAGEM CELULAR E CONDICOES DE CULTIVO

A linhagem celular derivada de melanoma murino (B16-F10) 6 (Ya et al., 2015) foi
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Marcos Vinicios Salles Dias, do Laboratorio de Biologia
Molecular no Instituto de Ciéncias da Natureza da UNIFAL-MG.

As células foram mantidas em cultivo em meio de cultura Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM; Gibco) suplementado com 10 % de Soro Bovino Fetal (SBF), 1,2 g/mL
de bicarbonato de sodio, 0,1 g/mL de estreptomicina e 0,06 g/mL de penicilina. O cultivo foi
realizado em monocamada, em frascos de cultura descartaveis de 25 cm? de area a 36,5 °C em
estufa timida 5% de CO,. A manutenc¢do do cultivo foi feita por tripsinizac¢do. Para a indugao
tumoral, foram utilizadas células entre a 4* ¢ a 6* passagens, com confluéncia celular de

aproximadamente 90 %.

4.5 INDUCAO TUMORAL

A inducdo dos tumores foi realizada ap6s uma semana de aclimatag¢do dos animais de
acordo com os procedimentos descritos por Ferreira et a/ (2018). As células cultivadas foram,
portanto, tripsinizadas com 2 mL de tripsina 0,01 % e, em seguida, foi realizada a viabilidade
celular utilizando o método de Azul de Tripano em camera de Neubauer para visualizagao e
contagem das células que foi realizada em microscopio invertido (Levenhuk MED IM400KH
model).

Células refringentes ou transparentes foram quantificadas como viaveis, enquanto as
células azuis escuras, coradas devido as ligagcdes com proteinas intracelulares em decorréncia
de danos de membrana foram quantificadas como ndo vidveis (Tsuboy et al., 2007). Cerca de
7 x 10° células viaveis, ressuspendidas em 0,1 mL de meio DMEM suplementado com 10 %
de SBF foram inoculadas na regido dorsolateral direita por via subcutinea (sc) apoOs prévia

tricotomizacao da regido.

4.6 TRATAMENTOS

ApoOs o tumor atingir um volume de aproximadamente 700 mm?, os tratamentos foram
iniciados e administrados por via sc, na regido do dorso (sc), a uma distancia aproximada de 1

cm do tumor (Ferreira et al., 2018; Rinaldi Neto et al., 2021) em volume de 100 pL durante 5
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dias consecutivos, uma vez ao dia. Os seguintes grupos foram estabelecidos: 1. controle
negativo (CN) (sem implante tumoral e sem tratamento); II. controle implante (CI) (com
implante tumoral, sem tratamento); III. controle solvente (CS) (com implante tumoral e
tratado com DMSO 5 % sc.); IV. CDDP (com implante tumoral e tratado com CDDP 7
mg/kg pc sc); V. PQM-162 (com implante tumoral e tratado com 2 mg/kg pc sc de
PQM-162); VI. PQM-162 + CDDP (com implante tumoral e tratado com 2 mg/kg pc sc de
PQM-162 + 7 mg/kg pc sc de CDDP.

Ap6s 24 horas do ultimo dia de tratamento, os animais foram anestesiados com uma
solugdo contendo 100 pL de Cetamina 10 % (100 mg/kg pc) e Xilazina 2 % (10 mg/kg pc),
via intraperitoneal (ip) para coleta de sangue via puncdo cardiaca. Posteriormente a
confirmagdo da morte do animal, o tumor e demais 6rgdos/amostras foram coletados de

destinados as analises descritas na sequéncia.

4.7 ATIVIDADE ANTITUMORAL

O efeito antitumoral foi diariamente acompanhando através do do calculo do volume
tumoral (mm?) [comprimento (mm) X largura (mm) / 2), mensurado com o auxilio de um
paquimetro (Ferreira et al., 2018). Apods eutandsia, o tumor foi extraido e a massa tumoral foi

aferida em balanga de precisdo andlitica.

4.8 TOXICIDADE SISTEMICA

A massa corporal dos animais e dos 6rgdos, o consumo hidrico e alimentar e os
biomarcadores de toxicidade hepatica [transaminase oxalacética (TGO), transaminase
piravica (TGP)] e renal [creatinina e ureia] foram utilizados como parametros para avaliacao
da toxicidade sistémica. Adicionalmente, a toxicidade também foi monitorada, na medula
Ossea, no sangue periférico e nos hepatdcitos em pardmetros adicionais que acompanham os
ensaios de genotoxicidade e mutagenicidade, conforme descrito nas se¢des seguintes. A
massa corporal e foi diariamente avaliada com o uso de uma balanga de precisao (MARTE
BL3200H) e apds a eutanasia, a massa dos orgdos foi aferido utilizando a mesma balanga. O
consumo hidrico foi diariamente avaliado pela diferenga entre o volume final de 4gua

consumida no ultimo dia e o volume inicial disponibilizado por grupo (~ 300 mL).
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Para a quantificacdo bioquimica, amostras de sangue foram obtidas por pungdo
cardiaca em tubos de coleta de sangue a vacuo com EDTA, centrifugadas a 3000 rpm por 10
min, para a separacdo do plasma. Foram utilizados os kits de creatinina cinética (1108
GtGroup), uréia enzimatica (1132 GtGroup), TGO (1117 GtGroup) e TGP (1118 GtGroup) de
acordo com as instrugdes do fabricante e com algumas adaptacdes. A quantificagdo foi
realizada no analisador automatico bioquimico de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) para a
creatinina em 510 nm de comprimento de onda e, em espectrofotdmetro (Hitachi High-tech,

Toquio, Japao) de cubeta para os demais em 580 nm para treia e 340 nm para TGO e TGP.

4.9 GENOTOXICIDADE

A genotoxicidade foi monitorada por meio do ensaio cometa alcalino em células do
figado. A obtencao dos hepatdcitos foi realizada de acordo com Sasaki et al. (1997) e o ensaio
seguiu o protocolo proposto por Tice et al. (2000) com modificagdes desenvolvidas por
Burlinson et al. (2007) e revisadas pela OECD 489 (2016), além do protocolo de Collins et al.
(2023). Apds eutanasia, uma porcao do figado foi coletada (400 mg) e macerada em 1 mL de
solu¢do contendo DMSO (0,2 mL) e PBS (1,8 mL) e filtrada em gase, obtendo-se assim
células tnicas (Sasaki ef al., 1997). A citotoxicidade dos tratamentos foi avaliada previamente
a realizacdo do ensaio utilizando o método de exclusdo por Trypan blue (Tsuboy et al., 2007).

Cerca de 110 pL da solugdo celular foi misturada com agarose de baixo ponto de fusao
(Invitrogen, UltraPure 16520-050) e, em seguida, gotejadas em laminas (Olen) previamente
cobertas com um fina camada de agarose normal e cobertas com laminula. Apds
gelatinizagcdo, a laminula foi retirada e as laminas permaneceram por 24 horas a 4 °C em
solucdo de lise que consistiu em NaCl (2,5 M), EDTA (100 Mm), Tris (10 M), Lauril
sarcosinato (L-4509 Sigma), Triton X-100 e DMSO. Na sequéncia, as ladminas foram
previamente lavadas com PBS 1:10, dispostas sobre a cuba de eletroforese mantida em gelo e
protegida da luz por 20 minutos em tampao alcalino (300 Mm NaOH + 1 Mm EDTA). Em
seguida, procedeu-se com a corrida da eletroforese (25 volts € 300 mA). Ao final da corrida,
foi utilizado um tampao de neutralizagdo (Tris 0,4 M + Agua deionizada) para realizar trés
lavagens consecutivas, com duracdo de 5 minutos cada. Posteriormente, as ldminas foram
fixadas em alcool etilico por 10 minutos e colocadas para secagem. Todos os procedimentos
foram realizados em ambiente escuro.

Para a andlise, as laminas foram coradas com 35 pL de Gel Red diluido em 4gua

deionizada (1 pL/1100 pL) e recobertas com laminulas. A visualizagcdo dos danos no DNA foi
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realizada utilizando um microscopio de fluorescéncia BX53 (Olympus) com aumento total de
400x. As imagens foram capturadas e analisadas por meio do software ImagelJ, utilizando o
plugin OpenComet. Os danos ao DNA foram quantificados em 100 nucledides por animal,

avaliados com base na porcentagem de DNA presente na cauda do cometa.

4.10 MUTAGENICIDADE

O ensaio do micronucleo foi realizado em células da medula 6ssea e do sangue
periférico para avaliar a mutagenicidade dos tratamentos.

Para a coleta de sangue periférico, os animais foram imobilizados individualmente e,
apds anestesia com lidocaina na ponta da cauda, foi realizado um pequeno corte € uma gota
de sangue foi gotejada na lamina de acordo com Oliveira et al. (2024). Em seguida, foi
realizado o esfregaco sanguineo que apds seco, foi fixado em metanol por 5 minutos e corado
Giemsa diluido em tampao fosfato (pH 6,8) 1:10 por 25 minutos.

Para obtencao de células da medula 6ssea foi realizada a técnica de Macgregor et al.
(1987). Apos a eutanasia, os fémures foram retirados e o conteudo medular foi extraido com o
auxilio de uma seringa e depositado em SBF. O material coletado foi centrifugado a 1.000
rpm por 5 minutos e, com uma pipeta Pasteur o sobrenadante foi retirado e do pellet de
células, uma gota foi depositada em lamina limpa e seca para confec¢do do esfregaco.
Posteriormente, o material foi fixado em metanol durante 5 minutos, e as laminas foram
coradas com Giemsa diluido em tampao fosfato (pH 6,8) na propor¢ao 1:30 por 5 minutos.

A andlise foi realizada em microscopio 6ptico (Nikon Eclipse E200) de campo claro
na objetiva de 100x. A frequéncia de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMNs)
foi determinada a partir da analise de 2000 PCEs por animal. A citotoxicidade dos
tratamentos foi monitorada utilizando-se as mesmas laminas utilizadas para quantificacdo da
frequéncia de EPCMNSs tendo sido realizada por meio da analise de 2.000 eritrocitos totais
por animal onde foi determinada a razdo de EPC (eritrécitos policromatico) / EPC+ENC

(eritrécitos normocromaticos) (Hayashi et al., 2000; OECD, 2016).
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4.11 INVESTIGACAO DOS ALVOS MOLECULARES

4.11.1 Quantificacdo da expressao de transcritos de mRNA

A expressao de transcritos de mRNA envolvidos em diversas vias-alvo que dizem
respeito ao processo de tumorigénese foram avaliados, no tecido tumoral, pela técnica da
Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) Foram escolhidos reguladores
apoptoéticos (Bcl-2 e Bax; Caspase 3 e 9) e de ciclo celular (p21 e p27) (Tabela 1).

ApoOs a eutanasia dos animais, o tecido tumoral foi removido e armazenados com em
freezer - 80°C. A quantificacdo do RNA total foi realizada por leitura espectrofotométrica
utilizando o NanoDrop® NDI1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Em seguida,
foi realizada a incubagdo do RNA total com DNase, por 15 min em termociclador a 37°C, a
fim de se eliminar possivel contaminacdo com DNA gendmico. Feito isso, o0 RNA total foi,
entdo, submetido a reacdo de transcrigdo reversa utilizando Randon primers e High Capacity
c¢DNA Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, Sao Paulo, 186 SP, Brasil), conforme
as instrugdes do fabricante. Ressalta-se que, todos os reagentes foram incubados a 25 °C por
10 min, 37 °C por 120 min e entdo, 85 °C por 5 min para promover a inativagao da enzima.

A expressao dos genes alvo foi investigada utilizado o sistema Power Sybr®Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Sao Paulo, SP, 191 Brasil) no ABI Prism 7500
Sequence Detection System (Applied Biosystems, Sao Paulo, SP, Brasil). Todas as reacgdes
foram efetuadas obtendo-se um volume final de 25 pL e os genes foram amplificados
seguindo as seguintes condi¢des experimentais: 95 °C por 10 min (1 ciclo), desnaturagdo a
95°C por 10 segundos, seguido pelo anelamento a 60 °C e extensdo por 1 min (40 ciclos). A
normaliza¢do dos valores de expressdo dos genes alvo foi realizada utilizando a expressao do
gene constitutivo B-actina. O método AACt com correg¢do da eficiéncia foi empregado para
calcular a expressao relativa de cada gene e, uma amostra controle foi usada como calibradora
(PFAFFL, 2001), sendo esta o tumor coletados dos controles implantes, para uma
quantificagdo arbitraria.

Os valores médios de eficiéncia para cada gene foram mensurados através do perfil de
amplificacdo de cada amostra, através do auxilio do programa LinRegPCR (Ramakers et
al.2003, Baptistella et al. 2023 e Oliveira et al. 2023. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.
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Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho do fragmento amplificado

utilizados nas reagdes de RT-PCR.

Transcrito Primers Tamanho (pb)
CASP 9 F: 5 GGCTTCATTTGGTTGGTTGG 3’
R: 5>GGCCAGAACTTGGGAATAAGA 3’ 99
p21 F: 5> CCTGGTGATGTCCGACCTG 3’
R: 5 CCATGAGCGCATCGCAATC 3° 103
p27 F: 5> AGTGTCCCTTTCGGTAAGAATG 3°
R: 5’ TCAGAACCTCCAAGTGAGAATAAG 3’ 118
Bcl-2 F: 5 ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC 3’
R: 5 GGTATGCACCCAGAGTGATGC 3’ 120
Bax F: 5 GGAGATGAACTGGACAGCAATA 3°
R: 5 GAAGTTGCCATCAGCAAACAT 3° 117
CASP 3 F: 5> TGGTGATGAAGGGGTCATTTATG 3°
R: 5> TTCGGCTTTCCAGTCAGACTC 3’ 105

Fonte:  Elaborada pelo autor (2025).

Legenda: F: forward primer (sense); R: reverse primer (antisense); pb: pares de base;Casp 9: Caspase
9; p21: CDKNI1A (Inibidor de cinase dependente de ciclina 1A) ; p27: CDKNI1B (Regulador
do Ciclo Celular); Bc/-2: Linfoma de células B; Bax: Proteina X associada a Bcl-2; Casp 3:
Caspase 3.

4.11.2 Imuno-histoquimica

A quantificagdo da expressdo de proteinas foi realizada por imuno-histoquimica de
acordo com os procedimentos publicados por Baptistella et al. (2023) e Oliveira et al. (2023),
com modificagdoes. Amostras dissecadas do tecido tumoral foram mantidas em solucao de
paraformaldeido por 24 horas, seguida de alcool 70 % até o inicio do processo de inclusao em
parafina. Durante essa etapa, as amostras foram submetidas a uma série de banhos sequenciais
em alcool e xilol para desidratacdo, seguidos por um banho em parafina a 60 °C durante uma
noite em estufa. No dia seguinte, os tumores foram emblocados em Paraplast Plus (Leica, ref.
39601006) e cortes histologicos com espessura de 4 a 5 pym foram realizados em ldminas
silanizadas.

Inicialmente, procedeu-se a desparafinizacdo do material em estufa a 60°C por uma
hora, seguida de banhos sequenciais em xilol e etapas de reidratagdo. Posteriormente, foi
realizada a recuperacdo antigénica por meio da manipulagdo das laminas em tampao citrato
10 mM (pH 6,0) aquecido (80 °C) em panela elétrica com agua por 20 minutos. Na sequéncia

as laminas foram lavadas com Tris-buffered saline with Tween® 20 (TBST) por 5 minutos.
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Foi realizado também a retirada da melanina, na qual os materiais sdo mantidos em solugao
de permanganato de potassio 0,5 % por 30 minutos, e submersas por 30 segundos em solucao
de 4cido oxalico 5 %. Para reduzir marcas inespecificas, foi realizado o bloqueio da
peroxidase enddgena por meio de incubacdo das laminas em solucdo de perdoxido de
hidrogénio a 3 % por 10 minutos. Adicionalmente, o bloqueio de proteinas inespecificas foi
resolvido com a incubagdo das l&minas por 10 minutos em solugdo de leite desnatado a 5 %,
preparado em TBST ajustado a pH 7,6.

Apods o bloqueio, as laminas foram lavadas em TBST e incubadas, durante a noite,
com o anticorpo primario direcionado a antigeno nuclear de proliferacao celular (PCNA)
(Abcam, Cambridge, UK, Cat.: ab29; monoclonal) na dilui¢do de 1: 2000 e PB-catenina
(Abcam, Cambridge, UK, Cat.: ab32572; monoclonal): diluicdo 1: 1000. No dia seguinte as
amostras foram lavadas e incubadas por 1 hora com o anticorpo secundario IgG anti-coelho
produzido em cabras e conjugado com peroxidase (Dako EnVisionTM+ Dual Link
System-HRP, Aguilent, Santa Clara, CA, USA).

A coloracdo foi realizada utilizando 3,3’-diaminobenzidina (DAB) a 0,5 % por 30
minutos, seguida de contra-coloragdo com hematoxilina de Harris (100 %) filtrada, por 7
segundos. Em seguida, as laminas foram submetidas a trés lavagens consecutivas em agua
destilada e cobertas com resina Entellan e laminula.

A expressao protéica foi avaliada de forma semi-quantitativa utilizando imagens
capturadas em microscopia Optica com aumento de 400x. A andlise foi realizada no software
Imagel] Fiji® (versao 1.2; WS Rasband, National Institute of Health, Bethesda, MD),

seguindo os principios metodologicos descritos de acordo com Crowe e Yue (2019).

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente por analise de varidncia (One-way
ANOVA) para experimentos inteiramente aleatorizados, com o calculo da estatistica F e de
seu respectivo “p-value”. Nos casos em que p < 0,05, as médias de tratamentos foram
comparadas pelo método de Tukey, com o calculo da diferenga minima significativa para o =

0,05, utilizando o programa Graph Pad Prism (Versao 8.4.3).
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5 RESULTADOS

5.1 ATIVIDADE ANTITUMORAL

A Figura 7A e B apresenta os resultados da redu¢do da massa tumoral (g) apos cinco
dias de tratamento com PQM-162 e seus controles. A massa tumoral formada apresentou
consisténcia gelatinosa, com margens nao totalmente claras e morfologia variando entre
ovoides ou esféricos (Figura 7B). Os resultados obtidos demonstraram diferencas
significativas na redu¢do da massa tumoral em todos os grupos de tratamento testados, exceto
no CI e CS que ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si. O grupo CDDP apresentou
diferencas estatisticamente significativas em relagcdo aos grupos CI e CS. Os animais tratados
com a molécula teste PQM-162 tiveram uma reducdo significativa na massa tumoral em
comparagdo com CI e CS, inclusive ndo diferindo significativamente do grupo tratado com
CDDP. A coadministracdo de PQM-162 com CDDP demonstrou reducao significativa na
massa tumoral quando comparado com os grupos CI, CS e CDDP. Essa redu¢do na massa
tumoral foi de 64,77; 76 ¢ 70 % para PMQ-162 combinado com CDDP, CDDP ¢ PQM-162,

respectivamente (Figura 7A e B).

Figura 7 - Massa tumoral (g) (A) e fotomicrografia representativa (B) dos tumores

nos diferentes grupos de tratamento.
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Fonte:  do autor (2025).

Legenda: (A) Grafico das massas tumorais em g. (B) Imagem representativa da atividade antitumoral
média em cm. CI - Controle implante; CS - Controle solvente dimetilsulféxido (DMSO) 5%;
CDDP - Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutineo (sc); PQM-162 (E)-
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2 mg/kg/pc sc). Os



39

valores sdo média + desvio padrio (n=5). Barras com as mesmas letras ndo sdo
significativamente diferentes entre si Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way seguida
pelo teste de Tukey).

5.2 DOS ALVOS MOLECULARES

A andlise imuno-histoquimica do tecido tumoral de camundongos C57BL/6 tratados
com PQM-162 e seus respectivos controles revelou diferengas significativas na expressao das
proteinas PCNA e -catenina (Figura 8A-C).

Na fotomicrografia apresentada na Figura 8A, observa-se que a expressdo de PCNA ¢
mais evidente nos grupos controle (CI e CS), enquanto os grupos tratados com CDDP,
PQM-162 e a combinagdo PQM-162+CDDP apresentam menor marcacao, indicando uma
reducdo na proliferacdo celular. Essa tendéncia ¢ confirmada pela quantificacdo absoluta
mostrada na Figura 8B, onde os grupos CI e CS exibem valores significativamente mais
elevados de PCNA em comparagdo aos grupos tratados (CDDP, PQM-162 e
PQM-162+CDDP), os quais nao diferem estatisticamente entre si. A reducao da expressao de
PCNA foi de aproximadamente 69 % e 72 % para os grupos tratados com PQM-162 e
PQM-162+CDDP respectivamente quando comparado ao CI, enquanto a cisplatina reduzir a

marcagdo de PCNA em 58,63 % (Figura 8A e B).
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Figura 8 — Quantificacdo imuno-histoquimica no tecido tumoral de camundongos C57BL/6

tratados com PQM-162 e respectivos controles.
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Fonte: do autor, 2025.

Legenda: (A) Fotomicrografia ilustrativa representando a expressao de PCNA e -catenina em pixels
2080 x 1540, em (B) quantificagdo absoluta de PCNA e (C) de P-catenina. PCNA —
antigeno de proliferagdo celular; CI - Controle implante; CS - Controle solvente
dimetilsulféxido (DMSO) 5 %; CDDP - Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutaneo
(sc); PQM-162 (E)- 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2
mg/kg/pe sc). Os valores sdo média + desvio padréo (n=5). Barras com as mesmas letras

ndo sdo significativamente diferentes entre si Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way

seguida pelo teste de Tukey).

Em relagdo a expressdo de B-catenina (Figura 8A), os grupos CI e CS apresentam
maior marcag¢do imuno-histoquimica quando comparados ao grupo CDDP, o qual demonstra a
menor expressao dessa proteina. A quantificacdo absoluta da [-catenina (Figura 8C)

corrobora essa observagdo, evidenciando uma redugdo estatisticamente significativa da
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expressao no grupo CDDP em relagdo aos demais. Os grupos tratados com PQM-162 e
PQM-162+CDDP apresentam valores intermediarios de B-catenina, sendo estatisticamente
superiores ao grupo CDDP, porém inferiores ao grupo CI. A reducdo da expressdo de
B-catenina foi de aproximadamente 30,8 % e 18,1 % para os grupos tratados com PQM-162 e
PQM-162+CDDP respectivamente quando comparado ao CI, enquanto a cisplatina reduzir a
marcagdo de em 51,1 % (Figura 8A e B).

A andlise da abundancia relativa dos transcritos d¢ mRNA em camundongos tratados
com PQM-162 foi realizada a fim de investigar quais seriam os transcritos envolvidos na
redu¢do da proliferacdo celular revelada pela imuno-histoquimica. De modo geral, os
resultados demonstraram alteragdes significativas nos niveis de expressdo relativa de
transcritos envolvidas na regulacdo da apoptose e do ciclo celular (Figura 9A-G ).

A expressdo de Caspase 3 (Figura 9A) foi significativamente maior nos grupos
tratados com CDDP, PQM-162 ¢ PQM-162+CDDP em comparagao ao grupo CS, indicando
uma maior ativagdo da via apoptdtica. O grupo CI apresentou os menores niveis de expressao
da caspase, diferindo estatisticamente dos demais (exceto do CS) (Figura 9A). A Caspase 9
(Figura 9B) seguiu um padrao semelhante, com niveis mais elevados nos grupos tratados
(CDDP, PQM-162 e PQM-162+CDDP) em comparagao ao CS.

Em relacdo aos reguladores do ciclo celular, observou-se um aumento expressivo na
expressao de p27 (Figura 9C) no grupo tratado com CDDP, que foi significativamente maior
do que nos demais grupos. O grupo tratado com PQM-162 apresentou uma expressao
significativamente menor do que o grupo tratado com CDDP, inclusive ndo se diferenciando
da expressdo dos grupos CI e CS. O grupo tratado com PQM-162+CDDP apresentou uma
expressdo intermedidria de p21/, superior a dos controles, mas inferior a do grupo CDDP
(Figura 9C). Ja os niveis de p27 (Figura 9D) permaneceram relativamente constantes entre os
grupos, sem diferencas estatisticas significativas.

A expressdo do gene pro-apoptotico Bax (Figura 9E) foi significativamente elevada no
grupo tratado com CDDP, sendo superior a dos demais grupos. O tratamento com
PQM-162+CDDP resultou em um nivel intermediario de expressao, significativamente maior
que o dos controles (CI e CS), mas inferior ao do grupo CDDP. O grupo tratado com
PQM-162 apresentou uma expressao significativamente menor do que o grupo tratado com
CDDP, ndo se diferenciando da expressdao dos grupos CI e CS. A expressdo do gene
antiapoptotico Bcl-2 (Figura 9F) ndo apresentou diferencgas significativas entre os grupos

experimentais. No entanto, a razdo Bax/Bcl-2 (Figura 9G) foi significativamente maior no
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grupo tratado com CDDP em compara¢do aos demais grupos. Os grupos tratados com
PQM-162 e PQM-162+CDDP apresentaram uma razao Bax/Bcl-2 que ndo se diferenciou
significativamente dos grupos CI e CS (Figura 9G).

Figura 9 - Abundancia relativa dos transcritos de mRNA em camundongos tratados

com PQM-162 e respectivos controles.
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Fonte:  do autor (2025).
Legenda: Em (A) Caspase 3, (B) Caspase 9, (C) p21, (D) p27, (E) Bax, (F) Bcl-2 e (G) Razéo
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Bax/Bcl-2. CI - Controle implante; CS - Controle solvente dimetilsulfoxido (DMSO) 5 %;
CDDP - Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutineo (sc); PQM-162 (E)-
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2 mg/kg/pc sc). Os
valores sdo média + desvio padrio (n=5). Barras com as mesmas letras ndo sdo
significativamente diferentes entre si. Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way seguida
pelo teste de Tukey).

5.3 TOXICIDADE SISTEMICA

5.3.1 Massa corporal, dos 6rgaos e consumo hidrico

A Figura 10, apresenta os resultados de ganho/perda de massa corporal (A) e o
consumo hidrico (B) dos animais nos diferentes grupos apos 5 dias consecutivos de
tratamento. Os valores acima de zero representam ganho de massa corpodrea e, abaixo, perda
de massa corpdrea durante o periodo de tratamento (Figura 10A). A taxa de sobrevivéncia dos
animais foi de 100 % em todos os grupos.

Os grupos CN, CI, CS e PQM-162 nao apresentaram ganho/perda de massa corporal
significativa. Os grupos tratados com CDDP e PQM-162+CDDP demonstraram perda de peso
significativa quando comparados entre si e aos demais grupos de tratamento. De modo geral,
o grupo tratado com a molécula hibrida PQM-162 isolada apresentou um ganho de peso
corporal de 8,34 % durante o periodo do tratamento. Em contraste, o grupo tratado com
CDDP apresentou uma perda de peso corporal de 17 % (aproximadamente 4 g) em
comparagao aos grupos CN e CI, indicando alta toxicidade do tratamento. O grupo tratado
com a combinagdo de PQM-162 e CDDP apresentou uma perda de peso corporal de 9 % em
relacdo aos grupos CN e CI (Figura 10A).

Quanto ao consumo hidrico (Figura 10B), os resultados demonstraram que o grupo
tratado com PQM-162 apresentou um consumo médio de cerca de 36,43 mL/10g enquanto o
grupo tratado com CDDP consumiu uma média aproximada de 42,50 mL/10g, revelando um
aumento significativo no consumo. Por outro lado, a combinagdo PQM-162+CDDP resultou
em uma redug¢do expressiva no consumo hidrico para cerca de 22 mL/10g, sendo
significativamente menor que todos os demais grupos.

A massa relativa dos diferentes 6rgdos como figado, bago, rins, coragdo, estobmago,
cérebro e pulmdes foi calculada para cada 10 g da massa corporal € utilizada como pardmetro
adicional entre as interpretagdes de toxicidade sistémica (Figura 11A-G). A massa relativa do
figado nao apresentou diferencas estatisticamente significativas entre os grupos CS e CI. No

entanto, o grupo tratado com CDDP e PQM-162 isolados apresentaram uma leve reducgdo,
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enquanto o grupo tratado com PQM-162 + CDDP demonstrou reducdo significativa na massa
do 6rgao quando comparado aos demais grupos, exceto ao CN (Figura 11A).

A massa relativa do rim foi menor nos grupos tratados com cisplatina ¢ PQM-162 +
CDDP em comparacao aos grupos CS e CI (Figura 11B). Comportamento similar foi
demonstrado para o baco (Figura 11C). A massa relativa do coragdo (Figura 11 D) e estomago
(Figura 11 G) ndo apresentou variagdes significativas entre os grupos, indicando que os
tratamentos ndo influenciaram diretamente nesses 6rgaos. A massa relativa do pulmao foi
menor nos grupos CS e CI em comparacao ao grupo tratado com PQM-162 + CDDP, que
apresentou aumento significativo.

Nos animais tratados com PQM-162 ndo houveram diferencas significativas quando
comparados aos grupos controles (Figura 11E). No que diz respeito ao cérebro, o grupo
tratado com PQM-162 ndao demonstrou diferenca significativa em relacdo aos demais
tratamentos, ja sobre os animais combinados com a CDDP foi demonstrado que houve uma

reducdo significativa (Figura 11F).

Figura 10 — Ganho/perda de massa corporal (g) (A) e consumo hidrico relativo

(mL/10g de massa corporal) (B) durante o periodo de tratamento com PQM-162.
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Fonte:  do autor (2025).

Legenda: CI - Controle implante; CS - Controle solvente dimetilsulfoxido (DMSO) 5%; CDDP -
Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutdneo (sc); PQM-162 (E)-
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2 mg/kg/pc sc). Os



45

valores sdo média + desvio padrio (n=5). Barras com as mesmas letras ndo sdo
significativamente diferentes entre si. Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way seguida

pelo teste de Tukey).
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3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2 mg/kg/pc sc). Os
valores sdo média + desvio padrio (n=5). Barras com as mesmas letras ndo sdo
significativamente diferentes entre si. Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way seguida
pelo teste de Tukey).

5.3.2 Creatinina, ureia, TGO e TGP

Biomarcadores de toxicidade renal e hepatica foram quantificados no soro dos
roedores e os resultados estdo apresentados na Figura 12 (A-D). Os niveis séricos de
creatinina foram significativamente elevados no grupo tratado com CDDP, apresentando a
maior meédia entre os grupos. Os grupos controle CN, CI, CS exibiram valores
significativamente inferiores, enquanto o grupo tratado com PQM-162 apresentou niveis
moderadamente elevados. O grupo que recebeu a combinagdo PQM-162 + CDDP apresentou
valores reduzidos em comparagdo a cisplatina CDDP (Figura 12 A). Na Figura 12B, os niveis
séricos de ureia também foram mais elevados no grupo CDDP, diferindo significativamente
dos demais grupos. Os grupos controle CN, CI, CS e os grupos tratados com PQM-162,
isolado ou em combinacdo com CDDP, apresentaram valores similares entre si,
significativamente inferiores ao grupo CDDP, indicando um possivel efeito nefroprotetor de
PQM-162.

Os niveis de TGP (Figura 12C) foram mais elevados no grupo CDDP, diferindo
significativamente dos grupos CN, CI e CS. Os grupos CN, CI e aqueles tratados com
PQM-162, isolado ou em combinagdo com CDDP, apresentaram valores intermedidrios, sem
diferengas estatisticamente significativas entre si. Os niveis de TGO (Figura 12D) foram
significativamente menores no grupo CN, enquanto todos os demais grupos apresentaram
valores elevados, sem diferencas significativas entre si. Valores encontrados no estudo
mediante ao grupo CN, estdo de acordo com a faixa de referéncia fisiolégica demonstrada por

Zhou e Hansson (2004) em relagdo a idade e sexo do animal.

5.3.3 Genotoxicidade

O ensaio cometa foi realizado para investigar a genotoxicidade dos tratamentos
(Figura 13A e B). As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia ilustram os achados
quantitativos revelando nucleos celulares com pouca ou nenhuma migragdo de DNA até
nucleos com um aumento expressivo no tamanho da cauda do cometa, indicando maior

fragmentacdo do DNA (Figura 13A).
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Os resultados demonstraram que os grupos CN, CI e CS apresentaram baixa
porcentagem de DNA na cauda do cometa, indicando niveis minimos de danos no DNA. O
grupo tratado com CDDP exibiu um aumento significativo da porcentagem de DNA na cauda,
evidenciando seu efeito genotoxico. O tratamento com PQM-162, por si sO, nao resultou em
um aumento significativo na genotoxicidade em comparacdo com o grupo CDDP, apenas
quando comparado aos controles (CN, CI e CS). No entanto, a combinagdo de PQM-162 +
CDDP apresentou um perfil de genotoxicidade semelhante ao da CDDP, indicando que a
coadministragdo do composto nao aumentou significativamente os danos ao DNA além dos

efeitos ja observados no tratamento com CDDP.
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Figura 12 - Marcadores bioquimicos de fungdo renal e hepatica nos diferentes grupos

Fonte:
Legenda:

de tratamento.
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do autor (2024).
Em (A) niveis séricos de creatinina, (B) ureia, (C) TGP e (D) TGO. TGO — Transaminase

Oxalacética; TGP - Transaminase Piravica; Controle implante; CS - Controle solvente
dimetilsulféxido (DMSQO) 5%; CDDP - Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutineo
(sc); PQM-162 (E)- 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2
mg/kg/pc sc). Os valores sdo média + desvio padrao (n=5). Barras com as mesmas letras ndo
sdo significativamente diferentes entre si. Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way

seguida pelo teste de Tukey).
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Figura 13 — Genotoxicidade em hepatdcitos de camundongos C57BL/6 apds 5 dias de

tratamentos consecutivos.
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Fonte: do autor (2025).

Legenda: Em (A) % de DNA na cauda do cometa e (B) fotomicrografias representativas dos danos no
DNA em cada grupo de tratamento. Analise realizada a partir de 50 cometas por ldmina
através do software OpenComet. Imagens ilustrativas de cometas em amostras visualizadas
em microscopio de fluorescéncia apds coloragcdo com GelRed (1:1100) de acordo com o
respectivo tratamento. Controle Controle implante; CS - Controle solvente dimetilsulfoxido
(DMSO) 5 %; CDDP - Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutineo (sc); PQM-162
(E)- 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2 mg/kg/pc sc). Os
valores sdo média + desvio padrdo (n=5). Barras com as mesmas letras ndo sdo
significativamente diferentes entre si. Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way seguida
pelo teste de Tukey).
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5.3.4 Mutagenicidade

Na medula o6ssea, a analise da razdo EPC/EPC+ENC revelou que os animais dos
grupos CI e CS apresentaram diferencga estatistica em relagdo ao grupo CN. O tratamento com
CDDP resultou em uma redugdo significativa na quantidade de eritrdcitos policromaticos
disponiveis para andlise, em comparagdo com os grupos CN, CI e CS. Os grupos tratados com
a molécula testada isoladamente (PQM-162) apresentaram reducdo na frequéncia de
eritrocitos policromaticos em relacdo ao grupo CN, sendo essa redugdo relativamente maior
do que a observada no grupo CDDP. A combina¢ao de PQM-162 ¢ CDDP, quando comparada

aos grupos CN, CI, CS e PQM-162, demonstrou uma reducao significativa. No entanto, ao ser
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comparado com o grupo CDDP, esse tratamento apresentou um aumento na razao
EPC/EPCH+ENC (Figura 14A).

No sangue periférico, o grupo CS apresentou diferenca significativa em relagdo aos
grupos CN e CDDP. Os animais tratados com CDDP apresentaram auséncia de eritrocitos
policromaticos para contagem e posterior analise, indicando a citotoxicidade da dose
administrada em compara¢do com os grupos controle CN, CI e CS. O grupo tratado com
PQM-162 apresentou diferencas significativas em relacdo aos grupos CN e CDDP, uma vez
que o grupo controle positivo demonstrou carater citotoxico, evidenciado pela auséncia de
eritrocitos jovens disponiveis para contagem. Por sua vez, o grupo tratado com a combinagao
PQM-162 + CDDP apresentou diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos
CI, CS e PQM-162. Embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica significativa
quando comparado ao grupo CDDP, verificou-se que a razdo EPC/EPC+ENC foi maior
(Figura 14B).

Os animais do grupo CDDP apresentaram um aumento significativo na frequéncia de
eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMNSs) em comparacdo com os grupos CN, CI
e CS. O tratamento com PQM-162 resultou em uma redugdo significativa na quantidade de
EPCMNs em relagdao ao grupo CDDP. Além disso, os animais tratados com a combinagao de
PQM-162 e CDDP apresentaram diferencas estatisticas em relagdo aos grupos CN e CDDP
(Figura 14C).

Nas analises do sangue periférico, observou-se que os grupos CI e CS apresentaram
diferenca estatistica em relacdo ao grupo CN. Os animais tratados com CDDP nao
apresentaram eritrocitos policromaticos, resultando na auséncia de microntcleos. Ja os
animais tratados com PQM-162 isolado apresentaram diferencga estatistica em relacdo aos
grupos CN e CDDP, com um aumento na frequéncia de EPCMNs em comparagdo ao grupo
CDDP. Por fim, o grupo tratado com a combinagdo de PQM-162 ¢ CDDP apresentou uma
reduc¢do significativa na frequéncia de EPCMNs no sangue periférico em comparagdo com os

grupos CI, CS e PQM-162, mas um aumento em relagdo ao grupo CDDP (Figura 14D).
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Figura 14 — Citogenotoxicidade na medula 6ssea (A, C) e no sangue periférico

(B e D) camundongos C57BL/6 tratados.
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Fonte: do autor (2025).

Legenda: A) Razdo EPC/EPC+ENC na medula 6ssea; B) Razdo EPC/EPC+ENC no sangue
periférico; C) EPCMNs na medula 6ssea; D) EPCMNs no sangue periférico. EPC — eritrocitos
policromaticos; ENC — eritrocitos normocromaticos; EPCMNs — eritrocitos policromaticos
micronucleados; Controle implante; CS - Controle solvente dimetilsulféxido (DMSO) 5%;
CDDP - Cisplatina 7 mg/kg/peso corporal (pc) subcutineo (sc); PQM-162 (E)-
3-(4-hidroxi-3-metoxifenil) -N’- (4-metoxibenzilideno) acrilidrazida 2 mg/kg/pc sc). Os
valores sdo média + desvio padrao (n=5). Barras com as mesmas letras nio sdo
significativamente diferentes entre si. Referéncia para p< 0,05 (ANOVA one-way seguida pelo
teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

Embora os tratamentos quimioterapicos atuais tenham efeitos positivos na supressao
do crescimento tumoral, juntamente com os beneficios clinicos existem deficiéncias
caracterizadas pelos efeitos adversos como a nefrotoxicidade, neurotoxicidade (Acklin et al.,
2020), ototoxicidade (Breglio et al., 2017), gonadotoxicidade, toxicidade gastrointestinal
(Nardini et al., 2020), atrofia muscular (Moreira-Pais;Ferreira;Gil Da Costa, 2018) e anemia
(Zhang et al, 2020). Neste trabalho demonstramos que o tratamento de roedores com
melanomas induzidos com PQM-162 apresentou efeito quimioterapéutico significativo sem
induzir sinais severos de toxicidade sistémica e que, a combinagdo de PQM-162 com o
classico quimioterdpico CDDP, além de reduzir os melanomas, demonstrou reduzir efeitos
adversos do tratamento.

Resultados prévios obtidos in vitro j4 demonstravam o potencial de PQM-162 em
reduzir a proliferacdo celular de diversas linhagens representativas de tumores como HepG2,
A549, MCF7, HT144 e HCT-8 em consequéncia da parada do ciclo celular e/ou morte celular
(De Freitas-Silva et al., 2018; Baptistella et al., 2021). A curcumina e o resveratrol, quando
isolados, demonstram vastas evidéncias de seu potencial antineoplasico (Gundewar et al.,
2015; Baek et al., 2016).

A curcumina, sendo uma das precursoras da PQM-162, apresenta evidéncias positivas
como agente quimioterapico contra diferentes tipos de tumores (Patel et al., 2019). Seus
efeitos farmacoldgicos contra o melanoma concentram-se nas principais vias envolvidas na
inducdo de apoptose em células malignas (Shou et al., 2023), bem como na redu¢do da
proliferagdo celular, da invasividade e da metastase (Mirzaei et al, 2016). Em um modelo
experimental de melanoma murino em camundongos C57BL/6, Wang et al. (2017)
demonstraram que o tratamento com curcumina encapsulada em nanoparticulas, na dose de
50 mg/kg, resultou na reducdo da massa tumoral. Além disso, a administragdo intraperitoneal
de curcumina nas doses de 2 mg/kg e 10 mg/kg reduziu a frequéncia de metastases e a
invasao de células tumorais (Shimada et al., 2018).

Nanoparticulas contendo resveratrol, administradas por via intraperitoneal em modelo
de melanoma, apresentaram efeitos antitumorais por meio da redu¢do da massa tumoral e do
potencial imunorregulador nas doses de 5 mg/kg (Carletto et al, 2016) e 40 mg/kg
(Davoodvandi et al., 2020). Por meio da regulacao da via p53 e das proteinas Bcl-2 e PKM2,

o resveratrol demonstrou capacidade de induzir apoptose, além de reduzir a viabilidade
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celular da linhagem B16-F10 (Carletto ef al., 2016; Zhao et al., 2018; Davoodvandi et al.,
2020). Os resultados obtidos neste trabalho com a aplicagdo da molécula hibrida de
curcumina-resveratrol PQM-162 permite evidenciar que o processo de hibridizacio
molecular, no qual houve uma racionalizacao para a sintese de uma molécula com incremento
em poténcia e seletividade antiproliferativa foi mantido, caracterizado pela sua eficiéncia em
reduzir os melanomas com menor toxicidade sistémica. Experimento de Kumar et al. (2017),
demonstraram resultados positivos para a coadministragdo de curcumina ¢ CDDP em cancer
de mama baseado na alta atividade antineoplésica e baixa renotoxicidade. A combinagdo de
paclitaxel+curcumina, exibiu reducdo do tamanho do tumor mamario em camundongos efeito
relacionado & modula¢do de marcadores moleculares como proteina quinase C, telomerase,
NF-kB e HDACs (Roy et al.,, 2011). A terapia combinada de curcumina e dissulfiram, no
trabalho de Fontes et al. (2022), inibiu sinergicamente o crescimento de células de melanoma
B16-F10 em camundongos C57BL/6.

Considerando a significativa atividade antitumoral aliada a literatura prévia sobre
PQM-162 e seus precursores curcumina e resveratrol acerca da capacidade de reducdo da
proliferagdo celular, investigamos a expressao imuno-histoquimica de PCNA e B-catenina no
tecido tumoral parafinizado. O antigeno de PCNA, uma proteina associada a proliferacao
celular e ao reparo do DNA, foi identificado inicialmente como uma molécula altamente
abundante durante a fase S do ciclo celular, apresentando niveis extremamente baixos em
células quiescentes e senescentes (Kelman, 1997). Podendo atuar como uma bracadeira
deslizante, formando um anel homotrimérico em torno do DNA para ancorar as DNAs
polimerases, a PCNA também € reconhecida como um regulador central do ciclo celular. Ela
participa ativamente na transi¢do da fase G1 para a fase M e contribui para a degradacao de
inibidores de CDK, como p2/ e Xicl (Choe; Moldovan, 2017; Gonzélez-Magana; Blanco,
2020; Zhou et al., 2018). Os niveis de expressao de PCNA nos animais tratados com
PQM-162 foram relativamente baixos em comparagdo aos CI, evidenciando o efeito
antiproliferativo nas células tumorais. Congruentemente, o uso concomitante de PQM-162 e
CDDP também demonstrou reducdo sem diferencas estatisticas em relagdo ao grupo de
CDDP nos levando a interpretar que a terapia combinada ndo apresentou melhores efeitos na
inibicao de PCNA.

A via Wnt/B-catenina esta intrinsecamente envolvida na patogénese de varios canceres
(Li et al., 2019). No melanoma, sua ativacao estd associada a progressao tumoral (Gaujox et

al., 2011) e a resisténcia terapéutica (Yi et al, 2016). Evidéncias sugerem que a -catenina
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modula o microambiente tumoral, promovendo a evasdo imune e a manutengdo de
células-tronco tumorais, caracteristicas que contribuem para a agressividade da doenga (Chien
et al., 2009; Klopschinski et al., 2021; Riesenberg et al., 2015). Na auséncia de estimulo Wnt,
a P-catenina ¢ mantida em niveis reduzidos por meio de sua degradacdo mediada por um
complexo multiproteico composto por APC, Axina, Casein kinase I (CK1) e Glycogen
synthase kinase 3 beta (GSK-3p). Entretanto, a ativacdo da via Wnt impede a degradagdo da
B-catenina, permitindo sua translocagdo para o nucleo, onde atua como fator de transcrigao,
modulando a expressdo de genes-alvo, incluindo os proto-oncogenes c-Myc, Ciclina D1 e
PCNA.

Os niveis de B-catenina influenciam a diferenciacdo tumoral e regulam as vias de
sinalizacdo MAPK/Erk e PI3K/Akt. A ativacdo coordenada das vias Wnt/B-catenina ¢ AKT
tem sido implicada na quimiorresisténcia e no aumento da capacidade invasiva de linhagens
celulares de melanoma (Damsky et al., 2011; Pai et al., 2017). Alteracdes na expressao de
PCNA refletem diretamente a taxa de proliferagdo celular, enquanto a expressao de B-catenina
estd mais relacionada a processos de sinalizacdo e adesdo celular. Desse modo, a redugdo na
expressao de PCNA e B-catenina (mesmo que discreta), pode indicar PQM-162 como um
agente de interesse com capacidade de atuar sobre a proliferacdo, sobrevivéncia e
quimiorresisténcia celular. Além disso, o resveratrol e a curcumina ja demonstraram reduzir a
expressdo de PB-catenina e PCNA em diversos modelos de estudo e tipos tumorais, o que
contribui para justificar os efeitos observados neste trabalho (Frampton et al., 2010; Ji et al.,
2013; Xiong et al., 2019).

A 1inibigdo da proliferagdo celular descontrolada pode estar associada aos mecanismos
desencadeadores da morte celular programada, neste sentido, a apoptose pode ser mediada
por diversos fatores moleculares e sinalizadas por ativagdo e inativacdo de vias importantes
para a morte celular regulada (Fuchs e Steller, 2015; Negroni et al., 2015). A Caspase 3 ¢ 9,
estdo correlacionadas em seus mecanismos apoptdticos, sendo uma executora e outra
iniciadora (Van; Lamkanfi, 2019) respectivamente. A ativacdo das caspases ocorre em
resposta a danos ou estresses celulares causados por tratamentos. Esse processo comeca com
a clivagem de proteinas da familia BH3, como a BID, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo. Como consequéncia, ocorre a liberagdo do citocromo C das mitocondrias para o
citoplasma. O citocromo C se associa a proteina Apafl, formando o apoptossomo, que recruta
e ativa a pro-caspase-9. A caspase-9, por sua vez, cliva a pro-caspase-3, ativando a caspase-3,

que executa a apoptose (Araya et al., 2022).
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Liu et al. (2018) em analises de Western blot demonstraram que o tratamento com resveratrol
alterou significativamente a expressdo das caspase-9 e caspase-3. A curcumina em células de
cancer de pulmao levou a regulagdo positiva da atividade da caspase 3/9 (Ye et al., 2012).
Demonstramos que o tratamento com PQM-162 isolado ou em combinagdo com CDDP,
aumentou a expressao de mRNA das caspases-3 e -9, sugerindo ativagao da via apoptotica,
enquanto um aumento significativo do mRNA de p2/ e do regulador proé-apoptdtico Bax foi
demonstrada apenas para o grupo tratado com CDDP.

Como consequéncia dos mecanismos de inibicdo da proliferacdo celular, p21 ¢
conhecido por ser um forte inibidor de cinase dependente de ciclina que facilita a parada do
ciclo celular ao interagir com diferentes estimulos, como p353, processo de reparo de DNA,
CDK, E2F1, MYC, PCNA, STAT3 AP4, proteassomas, K1F, CDX2 e ER-a (Parveen ef al.,
2016). Seus mecanismos estdo intimamente relacionados em sua atuagdo como gene
supressor de tumor quanto como um inibidor de apoptose ao interagir com varias moléculas e
fatores de transcricdo (Kumar; Vadlamudi, 2002). Outra proteina reguladora do ciclo celular ¢
a p27, que opera como um supressor tumoral, inibindo a progressao do ciclo celular na
transi¢do da fase Gl para S ao bloquear a atividade dos complexos CDK2/ciclina E e
CDK4/ciclina D, valores baixos de p27 estdo correlacionados com prognosticos ruins aos
pacientes (Gururaj; Rayala; Kumar, 2005).

A diversidade dos sistemas biologicos e suas implicagdes uns com os outros, tornam o
entendimento e medicao das vias apoptéticas complexas, genes como Bax e Bcl-2 estdao
intimamente relacionados, podendo implicar de forma favoravel e desfavoravel para a
apoptose e/ou proliferacdo. O gene Bax (Bcl-2 X associado) atua como um agonista da morte,
promovendo a apoptose quando superexpresso em resposta a sinais de morte celular. Por
outro lado, a expressdo de Bcl-2 (linfoma de células B2) suprime a apoptose por meio de sua
heterodimerizacdo com Bax, inibindo assim o processo de morte celular. Demonstramos
discreto aumento nos niveis de expressdo do mRNA de Bax e nenhuma diferenca entre os
niveis mRNA de Bcl-2 e, consequentemente, na razado Bc/-2/Bax. No entanto, de acordo com
Bargou et al. (1996) o aumento da expressao de Bax pode promover a sensibilidade das
células a agentes apoptoticos, inibindo posteriormente o crescimento do tumor.

Podemos apontar que PQM-162 exerce efeito antitumoral através da reducao da
proliferacdo celular. Embora tenha sido demonstrado discreto aumento na expressdo de p2le
Bax e auséncia de modulacdo da expressdao de p27 e Bcl-2 acompanhadas de aumento das

Caspases 3 e 9, esses achados sugerem que a inibi¢do da proliferagao celular ocorre
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independente de p2/ e p27, muito provavelmente através da inducdo de apoptose
mitocondrial ou interferéncia em vias mitogénicas e de sobrevivéncia celular, como PI3K/Akt
e NF-«kB, sem ativagdo de mecanismos compensatorios de resisténcia.

Os grupos tratados com PQM-162 isolada exibiram aumento significativo no consumo
hidrico, o que pode refletir diminui¢cdo da toxicidade. A variacao no peso dos animais foi
evidenciada nos grupos PQM-162 pelo ganho de peso em comparagdo ao CDDP isolado.
Siddiqui et al. (2009) demonstraram que camundongos com tumor de colon MACI16
(adenocarcinoma murino 16) tratados com 100 mg/kg de curcumina obtiveram prevengao da
perda de peso. O uso de doses maiores de até¢ 250 mg/kg pc também alcangaram um aumento
progressivo do peso corporal em comparagdo ao controle placebo. O efeito da curcumina
isolada para tratamento antitumoral em cancer de mama, foi avaliado por Kumar et al. (2017),
na qual os resultados expressaram um ganho de peso nos animais tratados com curcumina
(120 mg/kg) em comparacao aos animais tratados com CDDP (7,5 mg/kg pc). O resveratrol,
em xenoenxertos de cancer de prostata demonstrou aumento da massa corporal em
comparag¢do ao grupo controle veiculo (Dias ef al., 2013).

O tratamento combinado de PQM-162+CDDP, apresentou uma reducao do peso dos
animais ao ser comparada com a CDDP, os dados demonstram que este valor de perda de peso
¢ relativamente menor do que o visto no grupo CDDP. Doses maiores de CDDP (10 mg/kg
pc) aplicadas duas vezes no periodo de 5 dias demonstraram que os animais apresentaram
perda de peso acentuada de 13 % (Lee et al., 2023), sendo o percentual proximo ao observado
em nosso experimento (17 %). J& os animais tratados com PQM-162 + CDDP, apresentaram
perda de peso de aproximadamente 9 %, evidenciando o efeito positivo da molécula teste.

Durante o processo de carcinogénese, ocorrem alteragcdes no metabolismo celular para
suprir as necessidades energéticas do tumor (Hanahan, Weinber, 2011). Muitos pacientes
oncologicos apresentam estado de caquexia desencadeado a partir de tratamentos oncoldgicos
(Argilés et al., 2014; Baracos et al., 2018; Nishikawa et al., 2021), incluindo tratamentos com
CDDP, como ja demonstrado em modelos experimentais com roedores (Lee et al., 2023;
Patel; Damile, 2013). A caquexia ¢ uma sindrome caracterizada por mudangas metabdlicas e
redugdo da ingestao de alimentos, podendo levar a desnutri¢do e, consequentemente, a perda
de peso (Schiessel et al., 2023).

A curcumina e o resveratrol mostraram dispor de efeitos benéficos visualizados na
preservagdo dos oOrgdos, assim como verificado neste estudo. Segundo Goel e Aggarwal

(2010), a curcumina embora atue como quimiossensibilizador e radiossensibilizador para
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tumores, esta demonstrou proteger 6rgaos normais como figado, rins, mucosa oral e coracao
da toxicidade induzida por quimioterapia e radioterapia. Em com cortes histologicos e analise
da hematopoiese hepatica e renal, a curcumina demonstrou melhorar a hematopoiese
extramedular em figados e bacos de camundongos portadores de tumor induzida por VEGF
(Zhongping et al., 2015) derivado de tumor . De forma analoga, a curcumina também
demonstrou prevenir a formacgdo de metastases em outros 6rgaos como pulmdes (Liu ef al.,
2023) pela cascata de EROS/KEAP1/NRF2/ miR-34a/b/c. In vivo o resveratrol demonstrou
acdo protetiva contra os danos induzidos pela doxorrubicina em modelos cardiovasculares
(Kim et al., 2018), efeitos protetores contra doengas neurodegenerativas e aumento secre¢ao
de neurotransmissores (Kodali et al., 2015). O resveratrol também demonstrou acelerar a
atividade dos osteoblastos e o crescimento dsseo e promover a formagdo Ossea de
camundongos C57Bl/6 de forma dependente da Sirtl (Zhao et al., 2018).

O bago e o figado sdo 6rgaos que desempenham fungdes essenciais na filtragem do
sangue. O baco, por sua vez, promove a reciclagem eficiente do tecido sanguineo por meio da
captura e eliminacdo de células envelhecidas (Johns; Cristovao, 2012; Lewis et al., 2019). O
figado € responsavel pelo metabolismo de medicamentos, liberando enzimas que inativam os
farmacos, os quais sdo posteriormente transportados aos rins para excrecdo. De modo
semelhante, a insuficiéncia renal e a atrofia dos rins podem ocorrer devido a alta deposi¢do de
CDDP, que frequentemente afeta esses 6rgaos pela producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e pela excrecdo inadequada de metabodlitos dos farmacos provenientes do figado
(Ghosh, 2019; Makovec, 2019; Wu et al., 2023; Zhang et al., 2021).

Em uma andlise protedmica para avaliagdo da hepatotoxicidade induzida por CDDP,
Cho et al. 2012, identificaram 19 vias de degrada¢do dos hepatécitos. O estudo de Hae-Ran et
al. (2020) observou que camundongos C57BL/6 tratados com CDDP em um regime de 6
doses de 3 mg/kg da massa corporal ao longo de 20 dias apresentaram uma diminui¢do
significativa na massa do figado e dos rins, com reducdes de 18,98 % e 17,87 %,
respectivamente. Esses resultados indicam o impacto adverso da CDDP nesses o6rgaos,
evidenciando seus efeitos toxicos em longo prazo em modelos animais, confirmado também
pelos nossos achados.

Os ensaios bioquimicos sdo eficientes para a avaliacdo da funcdo renal e hepatica,
além de serem de féacil manipulacdo para o monitoramento dos diferentes tratamentos
antineoplasicos (Wang; Ran; Jiang, 2014). Em nosso experimento demonstramos o

comprometimento ocasionado pelo tratamento com CDDP, que elevam os valores da



58

creatinina de aproximadamente trés vezes maiores do que o tratamento com PQM-162 isolado
e combinado a CDDP, estando, portanto, em consonancia outros trabalhos da literatura (Peres
e da Cunha 2013; Chen et al,, 2014; Wang et al., 2015). Em ensaios clinicos randomizados de
Abdollahi et al. (2023), o resveratrol administrado em concentragdes de 8-1000mg/d para
analise de biomarcadores de saude renal demonstra ocasionar diminui¢ao nos niveis séricos
de creatinina. Estes resultados corroboram os dados coletados por Batista-Jorge et al. (2020)
os parametros bioquimicos do efeito do resveratrol comparado ao placebo revela que a
suplementagdo com uso de 250mg/dia durante 4 semanas diminuiu os valores da creatinina e
ureia, assim como TGO e TGP.

Considerando que o maior acimulo de CDDP acontece nos rins acarretando
toxicidade aguda (Ghosh, 2019) relacionada ao estresse oxidativo gerado pelo aumento de
EROs e 6xido nitrico (ON) (Babaeenezhad et al., 2021; Tohamy, 2016), a manutencio dos
niveis adequados de creatinina sérica nos grupos tratados com PQM-162 pode estar
relacionada a atividade dos seus precursores. A curcumina e o resveratrol possuem atividades
positivas como a capacidade de modular os niveis séricos de creatinina (Gupta et al., 2012),
uréia, TGO e TGP, em que provavelmente se relacionam com a inibi¢ao de rotas inflamatorias

como a IL-6,IL-8 e IL-1P como ja descrito por Kim et al. (2005) em modelos de lesdo renal

com tratamento com curcumina demonstraram redugdo significativa nos niveis de expressao

de marcadores inflamatorios como TNF-k, IL-6 e IL-1P e restaura¢do da expressdo de IL-10

em tecidos renais (Kumar et al., 2017), ou seja, reducdo da nefrotoxicidade dos tratamentos.
O resveratrol também ¢ um potente antioxidante (Wang et al., 2005), em que elimina radicais
livres, EROs e ainda apresentam atividade antiproliferativa contra células tumorais, associada
a presenga dos radicais fenil presentes na molécula (Ruwizhi; Anderibigbe, 2020), e assim
inibir a lipoperoxidacao celular e danos ao DNA.

De acordo com nossos achados, Cruz et al. (2022) observaram que a CDDP (5
mg/kg/p.c.) também foi capaz de reduzir a massa corpdrea, do bago, figado e rins de
camundongos machos C57BL/6, aumentando os niveis séricos de creatinina. Ferreira et al.
(2018) também observaram redu¢do do consumo hidrico, perda de massa corpdrea (13 %) e
do figado (44 %) e altos niveis de creatinina em animais C57BL/6 tratados com CDDP (5
mg/kg/p.c.). De forma oposta, camundongos Swiss com carcinoma de Ehrlich tratados por 7
dias com CDDP (1 mg/kg/p.c.) ndo demonstraram diferencas estatisticas quando comparados
aos controles. Isso, no entanto, pode ser explicado pela baixa dosagem do farmaco utilizado

(Andrade et al., 2022).
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Os resultados obtidos na medula 0ssea para a avaliagdo da mutagenicidade evidenciam
que os animais tratados com CDDP apresentaram mielossupressdo devido ao tratamento,
impossibilitando a avaliagcdo desse grupo pela auséncia de eritrocitos policromaticos, o que
confirma os dados de Florea et al. (2011). No estudo de Masubuchi et al. (2006) em ratos, a
CDDP também induziu insuficiéncia renal aguda e regulacdo negativa do citocromo hepatico
P450 (P450) de maneira seletiva para isoenzimas. Peres et al. (2013) descrevem a atividade
citotoéxica da CDDP, a qual ocorre devido ao grau de "platinagdo", que esta mais comumente
associado a entrada da CDDP no nucleo celular, seguida pelo acamulo do farmaco. A ligagao
entre a platina e o DNA gera "adutos", ou novos compostos que ativam varias respostas
celulares, incluindo a sinalizacdo do dano ao DNA, pontos de checagem do ciclo celular,
reparo do DNA e morte celular. No entanto, os animais tratados com PQM-162 e os grupos
controle exibiram menor supressao celular na medula 6ssea do que aqueles tratados com
CDDP.

O ensaio do micronticleo tem como objetivo avaliar a mutagenicidade e citotoxicidade
provenientes dos tratamentos, bem como sua capacidade de alterar efeitos mutagénicos e
citotoxicos e, consequentemente, a carcinogénese. Observamos em nossos estudos que
animais com tumores € sem tratamento também apresentaram um numero consideravel de
micronticleos, demonstrando que o microambiente tumoral € altamente heterogéneo e
caracterizado por uma instabilidade gendmica continua. Estudos recentes de Guscott et al.
(2022) relatam que os microntcleos participam ativamente do inicio e desenvolvimento do
cancer. Anteriormente, acreditava-se que os micronucleos fossem estruturas passivas,
resultantes de algum dano genético; no entanto, evidéncias atuais demonstram que esses
também estdo envolvidos na resposta imune por meio da via cGAS-STING, além de
participarem ativamente da progressao tumoral.

Na contagem da frequéncia de micronucleos na medula 6ssea, foi possivel identificar
uma quantidade significativa de MN no grupo tratado com CDDP, demonstrando os efeitos
citotoxicos desse tratamento. Entre os animais tratados com a molécula hibrida, observou-se
uma reducdo na frequéncia média de MNEPCs. Em outra perspectiva, estudos de
Corona-Rivera et al. (2007) indicam que a curcumina exerceu efeito protetor contra a
formag¢do de MN em camundongos submetidos a exposi¢do ao cobre por um periodo de 48
horas. Shafaghati et al. (2014) incubaram linf6citos humanos com curcumina em doses de 5,
10 e 50 pg/mL para investigar seus efeitos radioprotetores contra danos genotoxicos em

linfécitos periféricos. Apds uma hora, os linfocitos foram incubados com I-131 (100 pCi/1,5
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mL) por duas horas, e os efeitos protetores maximos na frequéncia de micronucleos foram
observados na dose de 50 pg/mL de curcumina, resultando em uma redugdo de 52 %.

Ao investigar a genotoxicidade dos tratamentos pelo ensaio cometa, demonstramos que o
tratamento com PQM-162 apresentou uma taxa reduzida de danos no DNA quando
comparado a CDDP e que a combinacdo com CDDP nao revelou potencial aumento. De
forma semelhante a curcumina, administrada em dose Unica de 80 mg/kg diminuiu os efeitos
genotdxicos induzido (Eke et al, 2017). No estudo de Dobrzynska e Gajowik (2021), o
tratamento de linfocitos humanos com resveratrol 1 hora antes ou imediatamente apos a
exposi¢ao a radiacdo mostrou protecao contra danos ao DNA induzidos pela radia¢dao. Os
resultados, obtidos no ensaio, juntamente com a interpretagdo dos resultados obtidos no teste

de micronucleo reforcam a questdo de que PQM-162 atua de maneira seletiva.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo indicam que o tratamento com PQM-162 reduziu
significativamente a massa tumoral, de forma comparivel a cisplatina (CDDP). A
coadministragdo de PQM-162 com CDDP potencializou essa reducdo, sugerindo efeito
terapéutico sinérgico, além de ndo apresentar toxicidade sistémica ao ser avaliado pelo
consumo hidrico, perda/ganho de massa corporal e 6rgaos. Biomarcadores hepaticos e renais
permaneceram estaveis com PQM-162 isolado, enquanto sua associagdo com CDDP reduziu
os niveis séricos de creatinina e ureia, sugerindo efeito protetor renal. Além disso, PQM-162
diminuiu a citotoxicidade da CDDP, evidenciada pela redu¢do de EPCMNs e melhora na
razdo EPC/EPC+ENC.

Em adicdo, os dados coletados da IHC onde sugere-se inibi¢ao da proliferagdo celular,
além da interferéncia na sinalizagdo tumoral. A analise de mRNA foi visto que houve uma
reducdo da proliferacdo podendo estar ligada a apoptose mitocondrial ou a modulacao de vias
como PI3K/Akt e NF-kB, de forma independente de p21/p27.

Em resumo, PQM-162 demonstrou potencial terapéutico ao modular biomarcadores
de proliferagdo e apoptose sem causar toxicidade relevante. Sua combinacdo com CDDP
atenuou efeitos colaterais, especialmente a nefrotoxicidade, indicando seu potencial como
agente complementar em terapias oncologicas, ressaltando que em efeitos comparativos do
tratamento isolado ¢ a combinagdo de PQM-162+CDDP, essa demonstra-se mais efetiva na
resposta terapéutica. Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para explorar melhor suas

vias de acdo e eficacia em modelos pré-clinicos mais abrangentes.
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