UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

HEVERTON MENDES ARAUJO

AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO E POLARIZANTE DE DERIVADO
SINTETICO 1,2,4-OXADIAZOL EM CELUAS DE MELANOMA E MDMO
MURINOS

FORTALEZA — CEARA
2023



HEVERTON MENDES ARAUJO

AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO E POLARIZANTE DE DERIVADO
SINTETICO 1,2,4-OXADIAZOL EM CELUAS DE MELANOMA E MDMO
MURINOS

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal do Ceard,
como requisito para obtencao do grau de

Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Area de concentrac&o: Biologia para
Saude.
Orientador: Prof. Dr. Roberto

Nicolete

FORTALEZA — CEARA
2023



Dados Infemacionsis de Catalogagio na Publicacso
Universidade Federsl do Ceara
Sistema de Biblictecas
Gerads antomaticamente pelo madnlo Catslog, mediznte os dados fornecidos pelo(a) sutor(a)

A6E02  Armijo, Héverton Mendes.
Avaliagio do efeito citotonico e polarizante de derivado sintétion 1,2 4-oxadiazol em céhoas de
melsnoma e mdmo murines / Heverton Mendes Araumjo. — 2023
109 £. - il color.

Tese (dowtorado) — Universidade Faderal do Ceara, Faculdade de Farmacia, Odontologia e

Enfermagem Programa de Pos-Graduagio em Cignciass Farmaceuticas, Formaleza, 2023,
Omientagso: Prof Dr. Roberto Nicolate

1. 1.2 4 pxadiazol. 2. melsnoms murino. 3. TAMs. 4. antitimoral. 5. imunomodalador. I Timulo.
CDD 415




HEVERTON MENDES ARAUJO

AVALIACAO DO EFEITO CITOTOXICO E POLARIZANTE DE DERIVADO
SINTETICO 1,2,4-OXADIAZOL EM CELUAS DE MELANOMA E MDMO
MURINOS

Tese apresentada ao Programa de P0s-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Federal do Cear3,
como requisito para obtencéo do grau de
Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Aprovadoem: [/ /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Roberto Nicolete
Fundacéo Osvaldo Cruz — Ceara

Prof. Dr. Roberto César Pereira Lima Junior
Universidade Federal do Ceara

Prof. Dra. Juliana Navarro Ueda Yaochite
Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Jaime Ribeiro Filho
Fundacéo Osvaldo Cruz — Ceara

Dr. Raphael de Oliveira Rodrigues
Universidade Federal do Ceara



AGRADECIMENTOS
A Deus, pela vida, saude, capacidade e oportunidades que me levaram até este momento.

A minha esposa Déafani, pelo amor, pelo companheirismo de uma vida, pela compreensao,
pela presenca nos momentos mais dificeis, por lutar, sonhar e realizar junto.

A minha mae Flavia, pelo amor e dedicacdo infinitos, pelo exemplo de forca, garra,
perseveranca e por me mostrar que as dificuldades do dia-a-dia sempre podem ser
superadas.

Ao meu pai Ailton, pelo amor, pelo exemplo de hombridade, por nunca ter medido
esforgos para que tivesse acesso a educacdo e salde de qualidade.

A minha vovo Toinha, madrinha Stella (in memorian), padrinho Isaac (in memorian) e
tia Lisieux (in memorian), pela participacédo t&o intensa na minha criagéo, por tanto amor
e carinho, por me proporcionarem uma infancia feliz, uma adolescéncia repleta de
possibilidades e uma vida adulta estruturada.

Aos meus irmdos Hudson e Bianca, pelo amor, pela presenca, pela parceria em todos 0s
momentos.

Aos meus tios paternos Airton, Amilton, Sueli e primos Charles e Davi e tios maternos
Nereide, Dedé, Damido, Airton, Neide, Fernando, Jodo, Fan, Nemeésio, Marilac, Luzinha,
e todos os primos pela unido e exemplo familiar e tantos momentos felizes.

Ao meu orientador, Prof. Roberto Nicolete, por ter me concedido a oportunidade de cursar
o doutorado, pela relacdo educada, respeitosa e amistosa mantida durante esses anos, pela
compreensdo em relagdo aos assuntos externos ao doutorado, pelo exemplo de
competéncia e disposi¢cdo em ensinar aos seus alunos.

Aos amigos do grupo de pesquisa da Fiocruz Yasmin, Gabriel, Marlos, Juliana, Jodo
Pedro, Cristian, Vanessa e Erika, pelos bons momentos vividos e pelo suporte nos estudos
e experimentos.

Ao Prof. Ramon, Emanuel, Lyana e toda o grupo do Laboratério de Toxicologia
Experimental e Analitica (LabTOX) e Laboratorio de Bioprospeccdo Farmacéutica e
Bioquimica Clinica (LBFBC) por abrirem as portas dos laboratorios e pela grande ajuda
na realizacdo dos experimentos.

Aos meus queridos amigos Lucyana, Juliana, Jéssica, Elita e Maxwilliam, colegas de
trabalho, por tornarem mais leves o0s expedientes, por ocuparem com maestria a auséncia
do meu convivio familiar e pelo suporte nas horas dificeis.

A Gabriela, Marta, Alisson e demais integrantes do Biotério do NPDM pelos
ensinamentos e suporte dado durante 0 manejo dos camundongos.

Ao Felipe Barros pelo direcionamento fundamental e disposicdo em auxiliar nos
experimentos.

A Simone, Juliane e Maira pelo empenho em reabilitar a minha salde.



Aos coordenadores e colegiado do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas pela sensibilidade em conceder-me afastamento parcial para que pudesse
cursar o doutorado.

A fundacdo Oswaldo Cruz - Ceara e a Universidade Federal do Ceara pelo suporte
financeiro e administrativo necessarios para a realizacdo deste trabalho.



RESUMO

Cancer € um termo genericamente utilizado para se referir a um conjunto de doencas que
apresentam como caracteristicas marcantes a proliferacdo desordenada de células
malignas e metéstase. Embora o microambiente tumoral (TME) seja formado por diversas
células inflamatorias, os macrofagos os mais humerosos representantes deste grupo e, a
depender da estimulacdo, desempenharem papel pré-tumoral ou antitumoral. O cancer de
pele é o mais frequente dentre todos. Dentro deste grupo destaca-se 0 melanoma que
apesar da baixa incidéncia, apresenta a maior letalidade. Ainda na década de 70, a
dacarbazina foi o primeiro quimioterapico empregado em monoterapia para 0 melanoma
metastatico. O pouco sucesso terapéuticos levou ao emprego de imunoterapia associada
em busca de melhorar a sobrevida dos pacientes. Desde entdo a imunoterapia foi se
desenvolvendo e hoje a abordagem de macréfagos associados ao tumor (TAMSs) vém
ganhando vem apresentando bons resultados. As principais estratégias baseiam-se em
limitar o recrutamento de TAMs através do bloqueio da acdo das quimiocinas CCL2 e
CXCL12, reduzir a quantidade de TAMs M2 induzindo sua morte e repolarizar para o
fendtipo M1 os TAMs no TME através do emprego de agonistas CD40, antagonistas
CDA47, inibidores PI13Ky e de HDAC de classe Il. A classe dos oxadiazois se caracteriza
pela presenca de um heterociclo formado por dois atomos de carbono, dois atomos de
nitrogénio e um atomo de oxigénio e mais duas duplas ligacdes. Um dos isdmeros, o anel
1,2,4-oxadiazol, tem sido descrito na literatura como bioisostero de amidas. O objetivo
do nosso trabalho foi avaliar o efeito antitumoral e imunomodulador de derivado sintético
1,2,4 oxadiazol, o N-ciclohexil-3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina denominado
como molécula 2, por meio de ensaios in vitro. Para tanto, foram avaliadas a
citotoxicidade em linhagem B16-F10 de melanoma e macrdéfagos derivados de medula
6ssea (MDMO) ambos oriundos de murino, pelo método MTT, além da identificacdo de
via de morte por apoptose/necrose por citometria de fluxo em B16-F10, investigacédo de
alteracdo fenotipica nos MDMO apds estimulacdo com a molécula 2, LPS e sobrenadante
de cultura de melanoma murino em condigdes variadas, também por citometria de fluxo,
e dosagem de citocinas nos sobrenadantes recolhidos de MDMO por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A molécula 2 foi capaz de inibir a proliferacdo tanto de B16-
F10 quanto de MDMO, ICso = 50,99uM e ECso = 132,7uM respectivamente. As
concentragdes 50,99, 76,48 ¢ 101,98uM induziram morte celular por necrose em B16-
F10, com porcentagens de marcacdo para 7-AAD entre 70 e 75% das células. A
estimulacdo por 33,17 e 66,35uM alteraram o fendtipo dos MDMO para o0 M1 com
marcacdo CD11b acima de 78% das células e induziram a producdo de TNF-a. A
estimulacdo com os sobrenadantes A, B, C e D, oriundos de cultura de melanoma
alteraram, o fenétipo de MDMO para M1 em diferentes porcentagens. Os sobrenadantes
C e D induziram a producéo de NO, TNF-a e IL-12. A estimulagdo conjunta molécula 2
+ LPS e molécula 2 + sobrenadante A alteraram o fendtipo dos MDMO para M1 com
marcacdes para CD11b acima de 80% das células e induziram a producédo de NO, TNF-
a e IL-12 em diferentes concentragdes. A molécula 2 endossa o potencial farmacologico
da classe dos oxadiazdis. Novos estudos aprofundando as atividades antitumoral e
imunomodulatéria sdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos quais a molécula 2
desempenha suas atividades aqui demonstradas.

Palavras-chave: 1,24 oxadiazol, melanoma murino, TAMs, antitumoral,
imunomodulador



ABSTRACT

Cancer is a term generally used to refer to a set of diseases characterized by the
uncontrolled proliferation of malignant cells and metastasis. The tumor
microenvironment (TME) is composed of various inflammatory cells, with macrophages
being the most numerous representatives. Depending on the stimulation, macrophages
can play a pro-tumoral or anti-tumoral role. Skin cancer is the most frequent among them,
with melanoma standing out due to its low incidence but high lethality. In the 1970s,
dacarbazine was the first chemotherapy used for metastatic melanoma. Limited
therapeutic success led to the use of immunotherapy to improve patient survival. Over
time, immunotherapy targeting tumor-associated macrophages (TAMs) has shown
promising results. Strategies include limiting TAM recruitment by blocking chemokines
CCL2 and CXCL12, reducing M2 TAMs quantity, inducing their death, and repolarizing
TAMs to the M1 phenotype using CD40 agonists, CD47 antagonists, PI3Ky inhibitors,
and class Il HDAC inhibitors. The oxadiazole class, characterized by a heterocycle of two
carbon atoms, two nitrogen atoms, one oxygen atom, and two double bonds, includes the
isomer 1,2,4-oxadiazole, described as a bioisostere of amides. Our study aimed to
evaluate the antitumor and immunomodulatory effects of the synthetic derivative 1,2,4-
oxadiazole, N-cyclohexyl-3-(3-methylphenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-amine, named
molecule 2. In vitro assays assessed cytotoxicity in B16-F10 melanoma and bone
marrow-derived macrophages (BMDMs), both murine, using the MTT method. Flow
cytometry determined apoptosis/necrosis pathways in B16-F10, phenotypic changes in
BMDMs after molecule 2, LPS, and murine melanoma supernatant stimulation, and
cytokine levels in BMDM supernatants by ELISA. Molecule 2 inhibited proliferation in
both B16-F10 (IC50 = 50.99uM) and BMDMs (EC50 = 132.7uM). Concentrations of
50.99, 76.48, and 101.98uM induced necrotic cell death in B16-F10 (7-AAD labeling
between 70-75%). Stimulation with 33.17 and 66.35uM shifted BMDM phenotype to M1
(CD11b > 78%) and induced TNF-a production. Supernatants A, B, C, and D altered
BMDM phenotype to M1 in varying percentages. Supernatants C and D induced NO,
TNF-a, and IL-12 production. Co-stimulation with molecule 2 + LPS and molecule 2 +
supernatant A shifted BMDM phenotype to M1 (CD11b > 80%) and induced NO, TNF-
a, and IL-12 production at different concentrations. Molecule 2 underscores the
pharmacological potential of oxadiazoles, necessitating further studies to elucidate its
demonstrated activities in antitumor and immunomodulation.

Keywords: 1,2,4 oxadiazole, murine melanoma, TAMs, antitumoral, immunomodulator.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A batalha contra o cancer continua a ser um desafio global, apesar dos notaveis
avancos cientificos alcangados em outras areas da saude, como evidenciado pelo rapido
desenvolvimento de vacinas para combater a COVID-19. Enquanto enfrentamos
eficazmente novas doengas, o cancer permanece uma fronteira desafiadora,
principalmente devido a sua complexidade e a diversidade de formas que essa doenca

pode assumir.

Uma das razdes pelas quais o cancer é tdo desafiador é a sua natureza heterogénea.
Existem muitos tipos diferentes de cancer, cada um com caracteristicas Unicas, o que torna
dificil desenvolver uma abordagem Unica e universal para o tratamento. Além disso, as
celulas cancerigenas tém a habilidade de evoluir e adaptar-se, muitas vezes
desenvolvendo resisténcia aos tratamentos convencionais ao longo do tempo. Outro fator
complicador é a deteccéo precoce, que € crucial para o sucesso do tratamento. Em muitos
casos, 0 cancer s é diagnosticado quando ja atingiu estagios avancados, 0 que torna o

tratamento mais dificil e limita as opg¢des disponiveis (WARD et al., 2021).

A principal estratégia atual para o tratamento do cancer é a utilizacdo de
quimioterapicos, que visam eliminar as celulas malignas ao provocar danos em seus
componentes vitais. No entanto, esse arsenal terapéutico, embora muitas vezes eficaz,
acarreta consigo uma série de efeitos adversos graves. A acdo ndo especifica dessas
substancias ndo apenas atinge as células cancerigenas, mas também os tecidos saudaveis
(YADAV et al., 2017).

Os estudos modernos no tratamento de tumores estdo impulsionando a
necessidade de buscar novos compostos antitumorais. A énfase € dada a moléculas com
méaximo efeito tdxico direcionado ao tumor e minimos efeitos adversos prejudiciais.
Ainda em linha com a busca por alternativas menos invasivas e mais eficientes esta a
estimulacdo do sistema imunoldgico para torna-lo mais competente no enfrentamento as
células cancerigenas. A descoberta de moléculas capazes de modular a resposta do
sistema imunologico e processos a ele relacionados abrem um leque de possibilidades
seja como tratamento adjuvante ou até mesmo principal. Baseado nestes preceitos, uma
molécula que combine as duas propriedades teria maior chance de se tornar um tratamento
eficiente (HEGDE; CHEN, 2020).
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Uma anélise abrangente da literatura aponta para um notavel aumento no
desenvolvimento de medicamentos que tém como base estrutural os heterociclos.
Pesquisadores na area da quimica medicinal tém obtido sucesso ao planejar moléculas
para uma determinada atividade bioldgica através da ferramentas computacionais e
técnicas de simulagdo. Essa abordagem tem se revelado uma estratégia promissora para
a criacdo de novos compostos bioativos. Um grupo que vem se destacando nesse cenario
é o0 dos oxadiazdis, conforme apontam estudos recentes conduzidos por BENASSI et al.
(2020). Essa classe de compostos tem demonstrado um notéavel potencial para aplicaces
terapéuticas e, por conseguinte, tem recebido atencdo especial.

A estrutura do anel 1,2,4 oxadiazol é considerada bastante versatil e tem sido
amplamente estudada por suas aplicacdes terapéuticas. A capacidade de abrigar grupos
de natureza quimica diversa desperta grande interesse nas pesquisas para o0
desenvolvimento de moléculas bioativas. A literatura é vasta no que diz respeito as
multiplas atividades biologicas que derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol podem carregar
com muitos resultados promissores, dentre de sua gama destaca-se o efeito anticancer. O
potencial demonstrado tanto em modelos in vitro e in vivo frente distintas linhagens
pavimenta o caminho para o desenvolvimento de nova geracdo de moléculas melhoradas
para a mesma finalidade (BENASSI; DORIA; PIROTA, 2020).

Estudos previos do nosso grupo de pesquisa que abordaram derivados sintéticos
do anel 1,2,4 oxadiazol demonstraram acdo citotoxica frente a linhagens tumorais de
prostata, colon, sistema nervoso central, estdmago e pulmao (DE OLIVEIRA, et al., 2018;
DE OLIVEIRA et al., 2021). Isto nos levou a aprofundar os estudos sobre esta acdo
antitumoral e envolver também sistema imunologico, elencando os macréfagos como as

principais células do sistema imunologico estudadas no atual trabalho.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais do cancer

A descoberta de um osteosarcoma em osso com idade estimada em 1,7 milhdo de
anos oriundo de um individuo da familia Hominidae sugere que o cancer é uma doenca
que afeta os ancestrais humanos a milhares de geragfes. Em estudos realizados em restos
mortais datados de 230 a 3.000 anos antes de Cristo, achados de cancer dos tipos
melanoma multiplo, prostata e mama foram importantes elementos para se chegar ao
entendimento da carcinogénese, uma vez que os fatores de predisposicdo ambientais e
comportamentais eram diferentes dos tempos atuais (PETERS; GONZALEZ, 2018).

Cancer € um termo genericamente utilizado para se referir a um conjunto de
doencas que podem acometer qualquer tecido do corpo humano e apresentam como
caracteristicas primordiais a multiplicacdo desordenada de células malignas e capacidade
invasiva a outros orgaos. De acordo com o modelo prevalente para a carcinogénese
referido como teoria da mutagdo somatica, o cancer é resultado de alteragdes sucessivas
sofridas pelo DNA, o unico componente celular capaz de acumula-las e transmiti-las
adiante. Quando estas alteracfes, denominadas mutagdes, ocorrem em oncogenes ou em
genes supressores de tumor, como por exemplo as que afetam os genes APC, TP53,
KRAS, NRAS, HRAS, EGFR e BRAF, as células em questdo adquirem vantagens
proliferativas e maior sobrevida em relacdo as outras células normais (LUZZATTO;
PANDOLFI, 2015; ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE, 2022; PORTA-
PARDO; VALENCIA; GODZIK, 2020).

No ano 2000, no estudo intitulado The hallmarks of Cancer, Hanahan e Weinberg
propuseram que as células malignas adquiriam 6 capacidades durante o processo de
carcinogénese em consequéncia das mutacbes e que a maioria dos tipos de cancer as
compartilhavam, sdo elas: autossuficiéncia em fatores de crescimento, insensibilidade a
sinais inibidores de crescimento, evasdo de processos apoptoticos, angiogénese
sustentada, ilimitado potencial proliferativo, invasdo tecidual e metastase. Na atualizacéo
do estudo publicada em 2011, os autores abordaram os tumores como sendo um tecido
complexo composto ndo s6 por células malignas, mas também por diferentes tipos
celulares do estroma, parénquima e sistema imunolégico que interagem entre si,
formando um microambiente tumoral. Junto a isto, acrescentaram a evasdo do sistema
imune e reprogramacdo do metabolismo celular como novas capacidades, além de

promocédo de um estado inflamatorio cronico e instabilidade genémica acompanhada de
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mutacBes como estados presentes indispensaveis a formacdo dos tumores. As
caracteristicas estdo apresentadas na Figura 1 (HANAHAN; WEINBERG, 2000, 2011).

Figura 1: Caracteristicas adquiridas durante a carcinogénese
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Legenda: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

O numero de mutacdes encontradas em células malignas varia de tecido para
tecido. Os canceres colorretal, de pulmdo e melanoma se apresentam, em media, com
mais de 100 mutacdes engquanto os canceres de endomeétrio, mama e o glioblastoma
possuem, em média de 20 a 50 mutacOes. Para explicar estes diferentes comportamentos
observados, Volgestein et al. (2013) dividiram as mutacdes em dois tipos, driver e
passageiras. Mutacdes driver sdo definidas como as que diretamente ou indiretamente
conferem vantagens de crescimento para as células que as carregam, ja as mutacdes
passageiras ndo possuem qualquer relagdo com vantagens de crescimento. Entdo, células
com maior nimero de mutacdes acumuladas provavelmente as carregam desde estagios
pré-neoplasicos e sdo em sua maioria mutacdes do tipo passageira.

Sdo fatores conhecidamente associados ao desenvolvimento de canceres as
predisposicdes genéticas passadas entres geracdes familiares tais como mutacbes que
acarretam alteracdes em processos endogenos ou exogenos de sinalizacdo celular, de
metabolismo e de renovagdo tecidual. Infec¢Ges por Papilomavirus Humano (HPV) e

Helicobacter pylori, exposi¢do ao benzeno e arsénico, radiacdo X e gama sdo exemplos
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de agentes bioldgicos, quimicos e fisicos carcinogénicos (RYAN; FAUPEL-BADGER,
2016).

O entendimento dos mecanismos moleculares pelos quais estes fatores de risco
originam tumores nos possibilitam formular estratégias de prevencdo mais eficazes. O
desenvolvimento de vacinas contra 0 HPV como medida preventiva para 0s canceres
uterinos partiu da descoberta de que algumas proteinas transcritas do material genético
viral sdo capazes de inibir a fungdo dos genes supressores de tumores que codificam as
proteinas p53 e proteina do retinoblastoma (pRb). Outro exemplo de como entender a
etiologia da doenca levou a uma estratégia de prevencao de sucesso é vista no tratamento
do céancer de mama ap0s descoberta do papel do estrégeno no processo. O tamoxifeno é
um bloqueador seletivo dos receptores moduladores de estrogeno (SERMs) e foi
desenvolvido tanto para o tratamento como prevencdo do cancer de mama apés a
descoberta de que o estrogeno liga-se ao seu receptor e induz a expressao de genes
envolvidos na proliferacdo celular (RYAN; FAUPEL-BADGER, 2016).

2.2 Epidemiologia

Estudos periodicos realizados por organizacGes nacionais e internacionais de
monitoramento nos mostram uma crescente incidéncia e mortalidade por cancer em todo
0 mundo, 0 que o torna 0 mais importante problema de sadde pdblica. O aumento da
populacdo global, o envelhecimento e a mudanga na prevaléncia dos fatores de risco
contribuem para o agravamento do quadro. Vale destacar também a transicdo observada
em paises em desenvolvimento entre os tipos de cancer, com menor incidéncia de cancer
associados a infeccdo e aumento dos associados a melhores condi¢des socioecondmicas
como alimentacdo inadequada e sedentarismo, semelhante ao que ocorrem em paises
desenvolvidos (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2020).

Dados do ano de 2020 apontam mais de 19 milhdes e 200 mil novos casos de
cancer em todo o mundo com aproximadamente 9 milhdes e 900 mil mortes O cancer de
mama foi o de maior incidéncia, seguido por pulmdo, colorretal, prdstata, estbmago e
figado. Em relacdo a mortalidade, o cancer de pulmdo apresentou maior letalidade,
seguido por colorretal, figado, estdbmago e mama (Figura 2). Considerando apenas o
Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2023, 2024 e 2025, indica que ocorrerdo 704
mil novos casos de cancer. O mais incidente sera o cancer de pele ndo melanoma com

221 mil casos, seguido por mama, préstata, célon e reto, pulmdo, estdmago.
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Desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma que representa entre 25 e 30 % de todos
0s casos em homens e mulheres, os mais incidentes em homens séo prostata, cdlon e reto,
pulmédo, estdbmago e cavidade oral. Nas mulheres s&o mama, célon e reto, colo do Utero,
pulmao e tireoide (Figura 3). Para todo o estado do Ceara no ano de 2023, a estimativa é
de que ocorrerdo mais de 31 mil novos casos de cancer. (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2023; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2020).

Figura 2: Incidéncia e mortalidade mundial do cancer
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Legenda: Adaptado de International Agency for Research on Cancer (2020).

Figura 3: Incidéncia e mortalidade do cancer no Brasil
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Legenda: Adaptado de Instituto Nacional do Cancer (2023).

2.3 Inflamacdao e cancer

Os sistemas bioldgicos buscam sempre manterem-se em homeostase para que suas
funcbes sejam desempenhadas adequadamente, a perturbacao desta implica em processos
biolégicos em busca da volta ao estado inicial, dentre eles a inflamag&o. A inflamacdo é
uma resposta protetora que entra em cena para defender e restabelecer a homeostase

quando ela por si s6 ndo é capaz. Trata-se de um processo vital, que engloba a ativagéo,
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recrutamento e agdo de células do sistema imunolégico direcionados a execucdo de
fungOes para defesa do organismo contra agentes patogénicos e reparacgao, regeneracao e
remodelagdo, necessarias apdes episddios de injurias e perturbagdes teciduais
(MEDZHITOV, 2008).

No contexto da biologia do céncer, a importancia dos processos inflamatérios se
revelou a medida que as pesquisas mudaram sua visdo centrada nas células tumorais para
uma mais inclusiva, considerando o tumor como um microambiente formado por uma
rede interligada também por células do estroma, fibroblastos, células vasculares e células
inflamatorias. Sabe-se hoje que a inflamacdo tem grande influéncia na composic¢do do
microambiente tumoral (TME) e sua presenca € determinante para a concepg¢ao de um
com imunovigilancia ativa e sinais inibitérios desfavoraveis ao tumor, ou de um em que
ha favorecimento a evasao do sistema imunologico e aumento dos sinais estimulatorios
para o desenvolvimento do tumor (GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).

A Figura 4 traca um paralelo entre a inflamagdo relacionada a perda da
homeostasia decorrente de uma infeccdo e a relacionada ao céncer, ambos tém a
instalacdo comum porém desfechos diferentes. A inflamacdo relacionada a perda da
homeostasia funciona como um sensor a danos teciduais causados por agentes infecciosos
e entra em cena para prevenir a perda da funcéo tecidual. O epitélio agredido induz o
recrutamento e ativacdo de células imunologicas, destacadamente o macréfago, que por
sua vez passa a produzir no local alvo citocinas, quimiocinas, espécies reativas de
oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs) e outros mediadores bioativos como a histamina
importantes a continuidade do processo. Ocorre entdo aumento do fluxo sanguineo, da
permeabilidade vascular, exsudacao e infiltracao de leucocitos, tudo coordenado para que
o resultado seja eliminacdo da injdria e também e o estimulo a proliferacdo das células
epiteliais para recomposicdo da barreira fisica anteriormente perdida (ABDULKHALEQ
et al., 2018; GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).

No caso dos tecidos tumorais, fatores como a hipdxia, restos celulares, o fator
estimulante de colbnia de macréfagos (CSF-1 ou CSF-M), além de citocinas e
quimiocinas produzidas pelas células tumorais e demais integrantes do TME, também séo
capazes de recrutar e ativar macrofagos que por sua vez seguirdo com as resposta
imunoldgica. No entanto, uma vez ndo existindo infeccdo a ser combatida a resposta
mediada pelos macrofagos muitas vezes ndo € finalizada, novos leucdcitos sdo recrutados
para 0 local e o processo inflamatorio tende a se tornar crbnico (GRETEN;
GRIVENNIKOV, 2019).
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Em condicdes fisiologicas normais, a resolucdo do dano causador da perda da
homeostase e 0 processo inflamatério todo sdo encerrados em um curto espago de tempo.
Entretanto respostas inflamatorias prolongadas e exarcebadas podem levar a perda
permanente da homeostase e surgimento de um estado inflamatdrio crénico. Neste caso,
0 processo inflamatdrio perde seu propésito e passam a contribuir para surgimento de
uma série de doencgas como as cardiovasculares, diabetes, artrite reumatoide, Alzheimer,

doencas pulmonares, transtornos autoimunes e cancer (KOTAS; MEDZHITOV, 2015).

Figura 4: Semelhancas e diferencas entre processo inflamatorio infeccioso e processo
inflamatorio relacionado ao cancer
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A ligacdo entre inflamacao crdnica e cancer é conhecida ha muito tempo. Ainda
no século XIX, o médico alemao Virchow foi o primeiro a descobrir a presenca de células
inflamatdrias junto de tecidos retirados de tumores malignos. O avango das pesquisas
sobre este tema possibilitou identificar que de fato ha uma conexao e ela é coordenada,
ao passo que os processos inflamatorios contribuem para carcinogénese, mutacoes
genéticas intrinsecas ao cancer também induzem processos inflamatérios crénicos no
TME (CARVALHO, 2012; QU; TANG; HUA, 2018)
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Tecidos sadios ndo contam com espagos sobressalentes capazes de abrigar uma
grande quantidade de células malignas. A consequéncia destes eventos € um aumento dos
danos fisicos aos tecidos circundantes e lise celular. Substancias como fibrinogénio, ATP,
DNA e RNA, restritas ao interior celular, sdo despejadas no meio extracelular. Neste
contexto sdo denominadas como padrdes moleculares associados ao perigo (DAMPS).
Uma vez fora das células, DAMPs sdo reconhecidos por receptores distribuidos na
superficie e interior dos macréfagos como os toll-like e NOD-like e desencadeiam
resposta inflamatoria contribuindo para a cronicidade de uma ja instalada (GALDIERO;
MARONE; MANTOVANI, 2018).

O crescimento desordenado das células malignas implica também em adaptacdes
no metabolismo energético. O baixo suprimento de oxigénio nas regides mais internas da
massa tumoral leva a troca da glicolise aerdbia pela glicolise anaerdbia como a principal
forma de obtencéo energética destas células. Como consequéncia sdo produzidas grandes
quantidades de acido latico tornando o TME mais &cido. A acidificagdo do TME esta
associada ao favorecimento do crescimento tumoral, a agressividade, a metéstase e a
evasdo do sistema imunoldgico. A hipoxia nestas regides ainda leva a producao do fator
induzivel por hipoxia 1 alfa (HIF-1a) e do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fatores que estimulam o crescimento dos vasos sanguineos permitindo a chegada
de nutrientes. Toda esta cadeia de eventos favorece o crescimento tumoral e tornam a sua
destruicdo cada vez mais dificil (GALDIERO; MARONE; MANTOVANI, 2018; JUN et
al., 2017).

2.4 TME

O TME refere-se ao ambiente formado em decorréncia da presenca do tecido
maligno e é composto por células do sistema imunolégico, fibroblastos, células
endoteliais, matriz extracelular (ECM), vasos sanguineos e moléculas de sinalizacéo.
Trata-se de uma zona arquitetada para que ocorram frequentes interacdes entre todos os
seus elementos acarretando em constantes alteracbes fenotipicas. Como visto
anteriormente, 0s estagios iniciais de instalacdo da doenca invariavelmente desencadeiam
processos inflamatérios. Macréfagos e leucocitos recrutados passam a desempenhar
funcbes antitumorais na tentativa de eliminar o agente causador da perda da hemostasia.
A progressao tumoral significa ndo s6 a sobrevivéncia das células malignas, mas também

sua capacidade de manipular todo o0 TME em seu favor. A compreenséo do papel de cada
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componente vai além do surgimento, desenvolvimento e disseminagcdo do tumor e passa

a ser determinante para o sucesso das terapias contra o cancer (WU; DAI, 2017).
2.4.1. Fibroblastos

Os fibroblastos séo as células mais comuns no tecido conjuntivo e desempenham
um papel fundamental na producéo de fibras e proteinas que compdem a ECM. Os
presentes no TME e que prestam suporte ao desenvolvimento dos tumores sdo conhecidos
como fibroblastos associados ao tumor (CAFs). S&o ativados em resposta a fatores de
crescimento ¢ citocinas, como TGFpB, FGF2 e PDGF. Uma vez ativados, sintetizam e
secretam componentes da ECM, promovem a liberacdo de enzimas proteoliticas, como
as metaloproteinases (MMPs) e a heparanase, do fator derivado de célula estromal 1
(SDF1), do fator de crescimento hepatico (HGF), do VEGF, do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) dentre outros. Em conjunto,estes fatores favorecem o
crescimento do tumor, a formacgéo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e contribuem
para a resisténcia aos tratamentos (ARNETH, 2019; MAMAN; WITZ, 2018; WU; DAI,
2017).

2.4.2 Estroma

O estroma presente nos tumores apresenta caracteristicas distintas em comparagéo
ao tecido normal, principalmente devido a ECM que é produzida e remodelada de maneira
alterada sob a influéncia de todas as células que compdem o TME. Esse processo resulta
em um emaranhado complexo de diferentes fibras de colageno, fibronectina, laminina,
vitronectina, tenascina-C e SPARC, gue desempenham um papel crucial no crescimento,
disseminacdo do tumor e resisténcia aos tratamentos. A composicao e organizacdo da
ECM, juntamente com a arquitetura densa do tecido tumoral, formam uma barreira fisica
que dificulta a penetracdo de medicamentos. Além disso, as proteinas presentes na ECM
tém a capacidade de ligar-se a moléculas de medicamentos quimioterapicos e prejudicar
sua distribuicdo (ARNETH, 2019; MAMAN; WITZ, 2018; WU; DAI, 2017).

2.4.3 Células endoteliais

As células endoteliais formam a camada mais interna dos vasos sanguineos. Sao
essenciais para regulacdo da permeabilidade vascular, angiogénese e coagulacdo. Outro
importante fungdo é a producdo de citocinas. Assim como os CAFs, existem células

endoteliais que dao suporte ao desenvolvimento dos tumores, as TECs. Estas apresentam
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maior capacidade de proliferacdo e resposta mais intensa ao fatores de crescimento
epidérmico (EGF) ao VEGF em relagdo as células endoteliais normais como. Os vasos
sanguineos formados por esse tipo de endotélio tendem a ter um fluxo sanguineo caotico
e diapedese de leucdcitos alterada devido a anomalias estruturais e expressdo deficiente
de moléculas de adesdo. A reducdo da expressdo de E-selecina, ICAM1, ICAM2 e
VCAML pelas TECs dificulta o recrutamento de linfocitos T CD8+ citotdxicos (CTLS)
para 0 TME. Também foi observado que as TECs podem suprimir a funcdo destes
mesmos linfocitos ao expressarem moléculas inibidoras, como o ligante 1 da morte
celular programada (PD-L1) (ARNETH, 2019; MAMAN; WITZ, 2018; WU; DAI,
2017).

2.4.4 Células imunoldgicas

As células do sistema imunologico inato (macrofagos, mastocitos, neutréfilos,
células dendriticas, células supressoras derivadas de mieldides (MDSCs) e celulas
Natural Killer (NK) e adaptativo (linfocitos T e B) tém presenca marcante no TME. As
interacdes entre elas por contato direto ou via mediadores sollveis, o estado ativado ou
inibido, a quantidade e a localizacdo sdo fatores cruciais para progressdo tumoral, bem
como para resposta ao tratamento.

As células dendriticas (DCs) atuam como apresentadoras de antigenos tumorais e
sdo centrais na imunovigilancia. S&o capazes de identificar e capturar antigenos derivados
dos tumores e apresenta-los aos linfécitos T. No entanto, o TME pode exercer influéncias
negativas sobre as DCs inibindo-as. Estudos in vitro tém demonstrado que a presenca de
certas substancias, como CCL2, CXCL1, CXCL5 e VEGF, inibem a maturacao das DCs.
Esse mecanismo compromete a capacidade das DCs em apresentar eficientemente os
antigenos tumorais. As células malignas também exploram os checkpoints imunolégicos
ao expressarem PD-L1 e inativarem as DCs impedindo-as de estimular a resposta
antitumoral (LEI et al., 2020).

Os CTLs tem a funcdo primordial de eliminar células tumorais. Sua ativacdo é
mediada por DCs e macrdéfagos que apresentam antigenos tumorais e estabelecem
ligacbes entre os ligantes de superficie CD80-CD86 e os receptores CD27 e CD28
presentes no linfocitos T CD8+. Os CTLs exercem citotoxicidade por meio da exocitose
granulométrica, granzimas e perforinas sdo liberadas e induzem apoptose nas células
tumorais, além da morte mediada por FAS-FASL. Também secretarem interferon-y (IFN-

v) e fator de necrose tumoral o (TNF-a).

30



Estas células também estdo sujeitas a exploragcdo dos checkpoints imunolégicos
por parte dos tumores. Proteinas de morte celular programada 1 (PD-1) estdo presentas
na superficie e quando acionadas por PD-L1 expressos nas células tumorais, resultam na
inativacao das CTLs (LEI et al., 2020).

As células NK desempenham um papel semelhante as CTLs. Quando presentes
TME induzem a morte das células tumorais principalmente por meio de perforinas e
granzimas. Secretam IFN-y, TNF-a, interleucina-6 (IL-6) e fator estimulador de colonias
de granuldcitos e macréfagos (CSF-GM) todos atuam contrariamente a progressdo
tumoral. O acionamento de checkpoints imunoldgicos favorecem a evasdo tumoral (LEI
et al., 2020).

Para que um cancer se desenvolva é necessario que ele frequentemente consiga
escapar da vigilancia do sistema imunoldgico. Por essa razdo, entre as células recrutadas
estdo as chamadas células supressoras imunologicas, responsaveis por promoverem um
TME com caracteristicas imunossupressoras. Dentro deste grupo as principais sdo as
celulas mieloide supressoras (MDSCs) e os linfocitos T regulatorios (Treg) (KUMAR et
al., 2016; WANG; FRANCO; HO, 2017).

MDSCs séo produzidas na medula dssea e encontradas tanto em 6rgéos linfoides
periféricos préximos quanto na propria massa tumoral. Dentre as suas atividades
favoraveis ao crescimento do tumor estdo a inibi¢ao das células NK e CTLs, recrutamento
de linfécitos Treg e favorecimento da polarizacdo dos macréfagos para o fendtipo M2
(KUMAR et al., 2016; WANG; FRANCO; HO, 2017)

Os linfocitos Treg sdo uma subpopulacéo de linfocitos CD4+ que se caracterizam
pela alta expressdo de CD25+ e do fator de transcrigdo supressor FoxP3. Esses linfocitos
tém a capacidade de controlar e desativar as respostas celulares em andamento por meio
de diversos mecanismos. Assim como MDSCs podem inibir a atividade dos linfécitos
CTLs e NK, favorecer a polarizacdo dos macrofagos para o fenotipo M2, além de
converter linfocitos CD4+ em linfécitos Treg, promover a angiogénese por meio da
producdo VEGF e produzir citocinas imunossupressoras, como o TGFf, IL-10 e IL-35
(KUMAR et al., 2016; WANG; FRANCO; HO, 2017).

Os neutrofilos correspondem a mais de 60% dos leucdcitos circulantes e fazem
parte da primeira linha de defesa nos sitios infecciosos e inflamat6rios. Quando inseridos
no TME sdo denominados de neutrofilos associados ao tumor (TANS) e assim como 0s
macrofagos, possuem dois fendtipos diferentes, N1 e N2, com atividades antitumoral e
pro-tumoral respectivamente (COSTA et al., 2021; KIM; BAE, 2016).
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Os neutrofilos migram até o microambiente tumoral atraidos por CXCL8. Em
estagios iniciais do desenvolvimento tumoral estes TANs assumem o fenotipo N1 e
produzem altos niveis de TNF-a, NO e H202 nocivos as células malignas. A medida que
o0 tumor avanca, 0 TGF-B estimula os TANs e os direcionam para o fen6tipo N2. Estas
células passam entdo a desempenhar fungdes pré-tumorais (COSTA et al., 2021; KIM;
BAE, 2016).

2.5 Macrdéfagos
2.5.1 Origem e morfologia

Elie Metchnikoff, em 1884, foi o descobridor e o primeiro a estudar os
macrofagos. Nomeou-os desta forma devido a capacidade destas celulas de “engolir” e
“digerir” residuos celulares e substancias estranhas, o termo em grego significa grande
comedor. Os macrofagos sdo importantes células efetoras do sistema imune inato e
reguladoras do sistema imune adaptativo, participando de tarefas tais como
reconhecimento e destruicdo de patdgenos, apresentacdo de antigenos, reparo de dano
tecidual, sinalizacdo celular e processos inflamatorios. Com o passar do tempo, novos
estudos foram identificando macrofagos com diferentes origens e fungdes. O termo
empregado pela primeira vez em 1884 restrito aquelas células, atualmente faz referéncia
a um grupo bastante dinamico e heterogéneo (FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016;
GENTEK; MOLAWI; SIEWEKE, 2014; VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).

Praticamente todos os tecidos humanos sdo povoados por algum tipo de
macrofago, e eles tem duas origens diferentes. O tipo dos macréfagos residentes teciduais
foi formado antes do nascimento, no saco vitelino. Uma vez alojados, mantém-se de
forma autdbnoma e autorrenovavel dentro do tecido, sem necessariamente precisar de
células hematopoiéticas. Ja em relacdo a segunda origem, os macrofagos podem se
desenvolver a partir de mondcitos circulantes originarios da medula éssea. Este processo
de saida do sangue para os tecidos esta ligado a reac@es inflamatorias, patologicas e
homeostaticas. A micrdglia no cérebro e as células de Kuppfer no figado sdo exemplos
de macrofagos de origem exclusivamente embrionaria, em contrapartida a lamina propria
no intestino e os macréfagos da derme sdo frequentemente repostos por mondcitos
infiltrantes (FRANKEN; SCHIWON; KURTS, 2016; GENTEK; MOLAWI; SIEWEKE,
2014; VAROL; MILDNER; JUNG, 2015).
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Sédo células com morfologia irregular, nicleo e citoplasma volumosos, capazes de
emitir pseudopodes, de formar vaclolos digestivos e possuem granulos repletos de
enzimas capazes de degradar proteinas, membranas de fosfolipidios e acidos nucléicos.
S4&o ricos em receptores presentes tanto na superficie quanto no citoplasma, o que lhes
confere uma grande capacidade de reconhecer diversos ligantes endégenos e exdgenos,
como microrganismos, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, hormonios, fatores
de coagulacdo e componentes da matriz extracelular, entre outros. Possuem como
caracteristica marcante a alta plasticidade que os permite alterar seu fen6tipo e funcéo de
acordo com as condigdes ambientais ao qual estdo submetidos. Desempenham um papel
importante na diferenciagdo, crescimento, sobrevivéncia e modelagem de tecidos. Ainda
sdo responsaveis por eliminar e remover células danificadas e patégenos do sistema
circulatério (GORDON; PLUDDEMANN; MUKHOPADHYAY, 2020; ROSTAM et
al., 2017; TAYLOR et al., 2005).

A Figura 5 traz uma representacao esquematica dos diferentes tipos de receptores
encontrados nos macrofagos segundo Gordon et al. 2020. Esses receptores desempenham
papéis especificos nas atividades dos macrofagos. Os receptores FCR e CR3 estdo
envolvidos na fagocitose de particulas opsonizadas por anticorpos ou fragmentos C3b do
sistema complemento. Os receptores Dectina-1 estdo envolvidos na fagocitose de fungos
através do reconhecimento padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPSs). Os
receptores do tipo scavenger estdo envolvidos na fagocitose de células apoptoticas. Os
receptores CCR2 reconhecem CCL2 um quimiotraente para monocitos. Os receptores
CXCR1 reconhecem a interleucina 8 (IL-8). Os receptores CSF1R reconhecem CSF-1
que tem atividade na proliferacdo de mondcitos e macréfagos. Os receptores de Manose
MR206/CD206 estdo envolvidos no reconhecimento de glicoproteinas com residuos de
manose terminal e tém a funcdo na remocao de fragmentos da circulacéo.

Os receptores Toll-like (TLRs) pertencem a uma familia de receptores que
desencadeiam a expressdo de genes e a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como o
TNF-a, IL-6 e IL-12. Na superficie celular, encontramos os TLR1, TLR2, TLR4, TLR5
e TLR6, enquanto os TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 e TLR10 estdo localizados dentro das
células, nos endossomos. Esses receptores tém um papel fundamental no reconhecimento
de DAMPs e PAMPs derivados de bactérias, virus, protozoarios e fungos. Sdo exemplos
de PAMPs os lipopolissacarideos (LPS), flagelina, peptideoglicano, lipoproteinas, DNA
e RNA. A ativacdo dos TLRs induzem resposta inflamatdria indispensavel para combater
as infecces e os tumores (GORDON; PLUDDEMANN; MUKHOPADHYAY, 2020).
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Figura 5: Receptores presentes nos macrofagos
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Fonte: Gordon et al. (2020).

2.5.2 Plasticidade fenotipica

A plasticidade fenotipica dos macréfagos € a habilidade notavel destas células em
modificar tanto sua forma quanto suas funcGes em resposta aos estimulos ambientais
recebidos, seja em condicdes fisiologicas ou patolégicas. E observado que quando o tipo
de patogeno ou as condi¢cdes do microambiente se modificam, os macr6fagos conseguem
ajustar rapidamente seu fen6tipo. A eficacia da defesa imunoldgica esta intrinsecamente
ligada a prontiddo e a capacidade dos macr6fagos em responder de maneira rapida e
adequada aos estimulos recebidos garantindo que as demais células do sistema
imunoldgico estejam sintonizadas com as demandas especificas do momento.

A relevancia na resposta imunoldgica é evidente. Na resposta inata, fagocitam
células e particulas, reconhecem sinais de perigo e liberam citocinas pré-inflamatdrias.

Na resposta adaptativa, participam juntamento com DCs e linfécitos B da apresentacdo
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de antigenos e secretam citocinas importantes para maturacdo de linfocitos T. Em
conjunto com células NK, neutrofilos e CTLs participam ativamente na eliminacdo de
patdgenos e células tumorais (MALYSHEV; MALYSHEV, 2015). O conceito atual de
plasticidade dos macréfagos postula que fatores pro-inflamatérios, como LPS e IFN-y,
programam o fen6tipo M1 e intensificam a producdo de citocinas pro-inflamatérias. Essas
citocinas direcionam ainda mais o fenotipo dos macro6fagos em direcdo ao M1. Como
resultado, é formado um mecanismo de retroalimentacdo positiva pro-inflamatoria,
permitindo a rapida programacdo do fendtipo M1 possuidor de propriedades
antimicrobianas e antitumorais. Da mesma forma, citocinas anti-inflamatdrias, como IL-
10, IL-13 ou TGF-B, programam o fenétipo M2, intensificando a producdo de citocinas
anti-inflamatorias. Essas citocinas direcionam ainda mais o fendtipo dos macréfagos em
diregéo ao tipo M2, formando novamente um mecanismo de retroalimenta¢do positiva
anti-inflamatoria e pré-tumoral (MALYSHEV; MALYSHEV, 2015; YAO; XU; JIN,
2019).

A ativacdo dos macréfagos ocorre por meio de duas vias distintas: a via classica e
a via alternativa. Essas vias resultam na formacdo de macrofagos com diferentes
caracteristicas e funcbes. Os macrofagos M1 sdo conhecidos por desempenhar um papel
na protecdo contra patdgenos e células cancerosas devido a sua alta atividade citotoxica
e aumento da imunovigilancia que promovem. A ativacdo pela via classica leva ao
fendtipo M1 e é mediada por estimulos como IFN-y, TNF-a, TLRs e LPS, resultando na
producdo de IL-1, IL-12, IL-23, TNF-a. ¢ CXCL10, bem como na geragdo EROs, ERNs
e oxido nitrico (NO). Além disso, os macréfagos M1 expressam altos niveis de moléculas
MHC elevando a apresentacdo de antigenos. A ativacdo pela via alternativa leva ao
fendtipo M2 e ocorre emrespostaa IL-4, IL-10, 1L-13, IL-33 e TGF-f. Os M2 apresentam
alteracdes em vias metabolicas, como no metabolismo de arginina, que resultam na
producdo de ornitina e poliamina em vez de citrulina e NO. Possuem influéncia negativa
na apresentacdo antigénica (MALYSHEV; MALYSHEYV, 2015; YAO; XU; JIN, 2019).

Sendo o fendtipo atuante na cicatriza¢do e remodelagem tecidual, os macrofagos
M2 sdo divididos em quatro subtipos: M2a, M2b, M2c e M2d. Os macrofagos M2a,
ativados por IL-4 ou IL-13, aumentam a expressdo de I1L-10, TGFp, CCL17, CCL18 ¢
CCL22, indispensaveis a atividade endocitica, crescimento celular e reparacdo de tecidos.
J& os macréfagos M2b, ativados por complexos imunes e IL-1p, liberam citocinas pro e
anti-inflamatorias e regulam a amplitude das respostas imunoldgicas. Os macrofagos

M2c, induzidos por glicocorticoides, IL-10 e TGF-B, desempenham um papel importante
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na fagocitose de células apoptoticas. Por fim, os macrofagos M2d, induzidos por
antagonistas dos receptores TLR, liberam IL-10 e o VEGF e promovem a angiogénese.
(YAO; XU: JIN, 2019).

A polarizagdo dos macréfagos € caracterizada por quatro fendmenos. 1)
Amplificacdo de resposta por fator igual ou diferente do que o ativou. Por exemplo, a
ativacdo devido ao IFN-y aprimora a resposta dos macréfagos ativados tanto pelo IFN- y
(amplificacdo direta) quanto pelo LPS (amplificacdo cruzada). 2) Supressédo reciproca do
fendtipo oposto. A ativacdo do fenétipo M1 aprimora a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, a0 mesmo tempo em que suprime a producdo de citocinas anti-
inflamatorias e a polarizacdo do fendtipo M2, e virce-versa. 3) Ativacdo em cascata dos
mecanismos de polarizacdo. Esse fenbmeno proporciona a formacgéo rapida do fenétipo.
4) Feedback. O feedback positivo proporciona a formacgéo rapida do fendtipo desejado
do macrofago. Por exemplo, o fendtipo M1 é produzido quando ha necessidade de
combater um virus, bactéria ou célula tumoral. O feedback negativo impede a formacao
excessiva do fendtipo M1, o que poderia resultar em inflamacdo excessiva seguida do
desenvolvimento de doengas inflamatorias. (MALYSHEV; MALYSHEV, 2015).

A ocorréncia desses fendmenos é desencadeada por varias vias de sinalizacdo. O
equilibrio entre os dois fendtipos é dependente do tempo de exposicdo, momento da
ativacdo, fosforilacdo especifica de serina/tirosina, tipo de ligante, multivaléncia e/ou
intensidade dos estimulos no TME. Os estimulos provenientes do TME podem, ao mesmo
tempo, ativar uma ou mais vias reprogramando os TAMs. O fendtipo M2 esta associado
a ativacdo de PI3K/AKT, JAK/STAT6 ou STAT3 e as vias dependentes de TGF-
B/SMAD. As vias INK, P38, NF-kB p65, JAK/STAT1 e NOTCH estdo associadas ao
fenotipo M1 (KERNEUR; CANO; OLIVE, 2022).

2.6 TAMs e a progressao tumoral

A formacdo e evolucdo dos tumores sdo influenciadas de maneira mais
significativa pelo estagio de inflamacéo presente do que simplesmente pela sua presenca.
A fase inicial de muitos tumores esta associada a uma inflamacdo aguda citotoxica
mediada por macréfagos M1 responsaveis pela producéo de citocinas do padréo Thl. Por
outro lado, a progressdo dos tumores é depende dos macrofagos M2 produtores de
citocinas do padrdo Th2 mediadores de ambiente inflamat6rio crénico em constante

remodelagdo. A populacdo de macrofagos presente no TME que presta suporte a massa
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tumoral é denominada de macréfagos associados ao tumor (TAMSs). A presenca elevada
de TAMs esté frequentemente associada a progndésticos desfavoraveis na maioria dos
tipos de cancer (PAN et al., 2020; ZHANG; LU; PIENTA, 2010).

Grande parte dos TAMs sdo originarios de mondcitos circulantes, pequena parte
se origina da migracdo das populacGes residentes teciduais. Fatores derivados dos
tumores (FDTs) desempenham papel de recrutar esses monadcitos circulantes para o TME.
CCL2 foi identificado como o principal responsavel pelo recrutamento, também
participam CCL3, CCL4, CCL5, CXCL12 e CSF-M. Os mondcitos entdo passam por um
processo de transformacdo para macréfagos, e tendem a polarizar-se em dire¢do ao
fenotipo M2 em pouco tempo. Isso acontece devido baixa quantidade de fatores
polarizantes para M1, em contraste com a presenca significativa de citocinas polarizantes
para M2 como IL-4 e IL-13 secretadas por TAMs preexistentes juntamente com a agéo
de TGF-B e IL-10 produzidos por linfocitos Treg (CANE et al., 2019).

Os primeiros macrofagos infiltrantes que chegam ao TME com a missdo de
eliminar as células transformadas estdo polarizados para M1. A resposta antitumoral
destas células é mediada pela producdo de TNF-a, IL-6 e IL-12, producdo de EROS e
ERNS, aumenta da apresentacdo antigénica e maior atividade fagocitica. Uma vez que
novos macrofagos infiltrantes sejam estimulados por estas citocinas, sdo polarizados
também para o fenotipo M1. Se as respostas celulares e inflamatorias ndo conseguirem
erradicar as células malignas, abra-se brecha para um processo inflamatorio cronico e
patologico, favoravel ao desenvolvimento do tumor. Mediadores sollveis presentes no
TME como HIF-1a, VEGF, TGFp e citocinas IL-4, IL-10, IL-13 reprograma os M1 para
o fenétipo M2 (CHATTERJEE et al., 2020; MUNIR et al., 2021; SICA et al., 2015).

TAMs M2 possuem fungdes indispensaveis para sustentar o crescimento do
cancer. A producao de VEGF e MMP9 induzem a angiogénese e lifangiogénese. IL-1p,
IL-8, e TGF-B contribuem para transicdo epitelial-mesenquimal. Catepsinas, MMP2,
MMP7 e MMP9 e serina protease degradam a matriz extracelular favorecem a
invasividade e metastase. Expressam quantidades elevadas de moléculas PD-L1, PD-L2,
CDB80 e CD86, que interagem com receptores presentes em CTLs, linfécitos B e células
NK resultando na inibicdo da ativacdo dessas células. TGF-f e IL-10 promovem a
formacdo de linfocitos Treg a partir de linfocitos T CD4+, a0 mesmo tempo que
aumentam a expressdo do Foxp3 e a expressdo de CTLA4 (LIN; XU; LAN, 2019).
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2.6.1 Estratégias de imunoterapias direcionadas aos TAMs

Vaérios estudos tém associado a presenca de TAMs no TME com resisténcia
terapéutica, enquanto outros tém procurado lancar ideias para que sejam vistos ndo apenas
como marcadores de prognostico, mas também potenciais alvos terapéutico.
Considerando suas func¢@es opostas pro-tumoral e antitumoral, os TAMs representam um
alvo importante a ser explorado. As estratégias atuais direcionadas aos TAMs estdo
apresentadas na Figura 6 e podem ser divididas principalmente em dois tipos: a inibigdo
dos TAMs pré-tumorais, que envolve a inibicdo do recrutamento e a eliminacao, e a
ativacdo dos TAMs anti-tumorais, que se refere a repolarizacdo dos macréfagos M2 em
M1 (PAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

2.6.1.1. Limitar o recrutamento de mondcitos

A quimiocina CCL2 liberada por monaocitos, células tumorais e células estromais
é responsavel por atrair monaocitos circulantes via ligacao ao receptor CCR2. O bloqueio
do eixo CCL2-CCR2 impede a chegada de mondcitos aos tumores, diminuindo a presenca
de TAMs com caracteristicas M2. Ainda impedem que as celulas efetoras antitumorais
sejam inibidas. CXCL12 é uma quimiocina produzida por ficroblastos capaz de atrair
monacitos e induzi-los a macréfagos com propriedades imunossupressoras Vvia receptor
CXCR4. O blogueio destes receptores em macréfagos reduz significativamente a
quimiotaxia e dos TAMs (L1 et al., 2022; LIN; XU; LAN, 2019; ZHANG et al., 2020).

2.6.1.2 Reducao do nimero de TAMs no TME

Além de inibir o recrutamento, uma estratégia poderosa que visa reduzir a
quantidade de TAMs é induzir a apoptose destas células. O CSF-M é indispensavel para
a maturacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia dos macrofagos. O bloqueio da via de
sinalizacdo CSF-M/CSF-MR resulta na morte em massa por apoptose. Estudos
demonstraram que a elevada expressdo de CSF-M ou CSF-MR esta associada a um
prognostico desfavoravel no linfoma de Hodgkin e carcinoma hepatocelular. A
sinalizacdo CSF-M/CSF-MR também para a mudanca do fenotipo M1 para o M2 (LI et
al., 2022; LIN; XU; LAN, 2019; ZHANG et al., 2020).

Alguns compostos sdo capazes de induzir a apoptose dos TAMs, é o caso da
Trabectedina e de bifosfonatos. Trabectedina é um medicamento antineoplasico para

tratar sarcomas de tecidos moles avancados e cancer de ovario. Seu mecanismo de acdo
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consiste em induzir morte por ligar-se a0 DNA resultando na interrupgéo do ciclo celular
e na quebra da dupla fita. O &cido zoledrénico e o clodronato sdo exemplos de compostos
bifosfonatos, ambos agentes anti-reabsortivos que atuam induzido a morte dos
osteoclastos prevenindo metastases 6sseas. Os macrdfagos pertencem a mesma linhagem
celular dos osteoclastos e também séo afetados pelos bisfosfonatos (LI et al., 2022; LIN;
XU; LAN, 2019; ZHANG et al., 2020).

2.6.1.3 Repolarizagédo dos TAMs

A plasticidade dos macréfagos vem sendo explorada no sentido de alterar o
fendtipo dos TAMs de M2 pro-tumoral para M1 antitumoral. Os macréfagos, expressam
SIRPao em sua superficie, um receptor para CD47. O CD47 é um sinal de "ndo me coma"
frequentemente expresso em diferentes tipos de células tumorais como forma de escapar
da fagocitose. O bloqueio do eixo CD47/SIRPa restaura a fungdo fagocitica dos
macrofagos e é um sinal de feedback positivo para o fenétipo M1. O CD40, um membro
da familia dos receptores do TNF expresso em macrofagos, quando ativado estimula a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e aumenta a expressao de moléeculas
coestimulatorias, como CD80 e CD86 potencializando os efeitos antitumorais dos TAMs
(L1 et al., 2022; LIN; XU; LAN, 2019; ZHANG et al., 2020)

A ativacdo de PI3Ky inibi a via NF-xB e causa imunossupressdo. Estdo seus
inibidores restauram a vigilancia imunoldgica e o estado pro-inflamatério. O emprego de
inibidores das HDACs da classe Ila é uma estratégia emergente para repolarizar TAMs
M2. As HDACs tém a capacidade de remover grupos acetila de proteinas histonas e ndo
histonas, que contém residuos de lisina, e, assim, participam da regulacdo epigenética da
expressdo génica. Estudos indicam que inibidores seletivos de HDACs da classe lla
induzem o recrutamento e a diferenciacdo de macréfagos M1. Os TLRs regulam a
reprogramacao das TAMs. Agonistas dos TLRs 3, 7, 8 e 9 transformam TAMs M2 em
TAMs ML1. O Lefitolimod é um exemplo de agonista do TLR9 que modula efetivamente
0 TME e induz respostas antitumorais por repolarizarem os TAMs (LI et al., 2022; LIN;
XU; LAN, 2019; ZHANG et al., 2020).

39



Figura 6: Estratégias imunoterapéuticas com alvo em TAMs
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Fonte: Zhang et al. (2020)

2.7 Melanoma

Os canceres com maior incidéncia dentre todos s@o 0s que acometem a pele. Sdo
classificados de acordo com a célula que Ihe deu origem, os principais sdo o0 carcinoma
basocelular, carcinoma espinocelular e 0 melanoma. O melanoma é a manifestacdo mais
severa do cancer de pele e impacta predominantemente pessoas de origem caucasiana
independentemente do sexo. Origina-se da ocorréncia de mutacGes genéticas nos
melandcitos, as células produtoras do pigmento melanina. Podem atingir melandcitos ndo
SO da pele mas de outras regides do corpo como olhos, ouvidos internos e leptomeninges
(DOMINGUES et al., 2018).

A estimativa de casos de melanoma para o triénio 20200-2022 no Brasil € de um
total e 8.450 casos, 4.200 em homens e 4.250 em mulheres. Apesar de ser o menos
frequente dentre os trés principais tipos de cancer de pele, o0 melanoma é mais letal,
representou cerca de 5% do total dos casos e foi responsavel por 31% do total de mortes
por cancer de pele no Brasil no ano de 2017 (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER,
2023).

O melanoma é considerado uma doenca multifatorial surgindo da interag&o entre
fatores ambientais e suscetibilidade genética. O fator ambiental mais danoso e mais

importante é a exposicdo aos raios ultravioletas (UV) emitidos pelo sol por causar

40



mutacdes diretas no DNA das células. Foi identificado que a exposi¢do a radiagdo UV de
forma artificial por meio de camaras de bronzeamento é também um fator de risco
importante (LINARES; ZAKARIA; NIZRAN, 2015; RASTRELLI et al., 2014).

Numero de nevos, susceptibilidade genética e histérico familiar sdo fatores de
risco para o surgimento do melanoma. Cerca de 25% dos melanomas tém origem em
nevos. Polimorfismos no gene MCIR estdo ligados a susceptibilidade ao melanoma.
Familias com historico da sindrome FAMMM, em que seus individuos carregam
mutacdes nas proteinas CDKN2A e CDK4, do xeroderma pigmentoso e da sindrome de
Li-Fraumeni também risco aumentado de desenvolver melanoma (TEIXIDO et al., 2021).

Os melanomas podem ser divididos em trés principais subtipos com base no grau
de Carga de Dano Solar (CSD). O grupo predominante compreende os melanomas
associados a uma baixa CSD ou melanomas de espalhamento superficial acometem o
tronco e membros. A alteracdo genética mais comum nesses melanomas € a mutacgéo
BRAFVG600E. Além disso, muta¢des no promotor do gene TERT e mutacdes CDKN2A
também sdo identificadas na maioria dos casos. Em tumores mais avangados, € comum
observar as mutacGes nos genes PTEN e TP53 (TEIXIDO et al., 2021).

O lentigo maligno e os melanomas desmoplasicos sdo considerados melanomas
associados a uma alta CSD. Esses tipos de melanoma surgem em areas da pele
intensamente danificadas pelo sol, como o rosto ou as maos, e tendem a afetar pessoas
mais idosas. Frequentemente apresentam uma alta carga de mutacdes e podem abrigar
mutacdes nos genes NRAS, BRAF ndo-V600E ou NF1. Também é comum encontrar
mutac6es no promotor TERT e mutacdes CDKN2A e no gene KIT. Curiosamente, o
nimero de mutacGes aumenta a medida que o grau de CSD aumenta e 0s melanomas
desmoplasicos apresentam a maior carga de mutacdes (TEIXIDO et al., 2021).

A categoria de melanomas com exposicao baixa ou nenhuma a UV/CSD engloba
melanomas de Spitz, melanomas acrais, melanomas mucosos, melanomas originados de
nevos congeénitos e azuis melanomas uveais. Esses melanomas raramente apresentam
mutac6es nos genes BRAF, NRAS ou NF1. Alguns melanomas acrais e mucosos podem
apresentar mutaces no gene KIT, além de amplificacGes e reorganizacdes estruturais
mais comumente nos genes CCND1 e SF3B1. Estudos gendmicos subsequentes
destacaram que os melanomas acrais € mucosos sao biologicamente distintos de seus
homdlogos cutaneos em areas expostas ao sol. Melanomas de Spitz demonstram uma via

de sinalizagdo oncogénica especifica que envolve fusdes de genes de tirosina quinase ou
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serina-treonina quinase, enquanto melanomas em nevos azuis e melanomas uveais sao
caracterizados por mutacoes nos genes GNA11 ou GNAQ (TEIXIDO et al., 2021).

A dacarbazina foi a primeira monoterapia para 0 melanoma metastatico aprovada
pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1975. Como forma de superar taxas de
resposta resolutiva entre 5-20% e as recidivas piores enfrentadas pelos pacientes novos,
tratamentos surgiram associando a dacarbazina com agentes imunoterdpicos. A
imunoterapia caracteriza-se pelo emprego de medicamentos que atuem na imunidade do
paciente fortalecendo-a contra o tumor e atualmente é a abordagem terapéutica mais
eficaz contra melanomas avangados. S&o imunoterapicos atualmente empregados o IFN-
a2 tem agdo antiangiogénica, imunoregulatoria e antiproliferativa, o Ipilimumab, um
anticorpo inibidor de CTLA-4 atua inibindo a ativacao dos linfécitos Treg, o nivolumab,
um anticorpo inibidor de PD-1, bloqueia a ligagdo com o PD-L1le mantem as CTLs
ativadas e o dabrafenid atua como inibidor de oncogene BRAF. (LEE; MUKHI; LIU,
2012; WADA-OHNO; ITO; FURUE, 2019).

2.8 Derivados 1,2,4-oxadiazois

Oxadiazol é uma classe de compostos quimicos caracterizada pela presenca de um
heterociclo formado por dois &tomos de carbono, dois atomos de nitrogénio e um atomo
de oxigénio e mais duas duplas ligagdes. Estruturalmente sdo comparaveis aos furanos,
mas a troca de dois &tomos de carbono na cadeia dos furanos por dois de nitrogénio
provoca uma reducdo na aromaticidade ao ponto de o anel apresentar um carater de um
sistema de dieno conjugado. O heterociclo tem formula molecular C;H2N20O, massa 70,05
g/mol e a variacdo da posicdo dos atomos origina 4 isémeros: 1,2,3-oxadiazol, 1,2,4-
oxadiazol, 1,3,4-oxadiazol e 1,2,5-oxadiazol como mostrado na Figura 7 (VAIDYA;
PATHAK; SHAH, 2021).

Figura 7: Representacdo dos quatro isbmeros do anel oxadiazol
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Fonte: Adaptado de Vaidya et al. (2021)
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Os oxadiazois sdo versateis grupos introduzidos em moléculas para atuarem como
ponte ligando grupos planos e/ou grupos aromaticos, melhorar o posicionamento de
substituintes e orientacdo espacial, participar de ligacBes quimicas de natureza fraca ou
forte dentre outros . Possuem conformacao favoravel para interagcGes ndo covalentes com
enzimas e receptores e também podem atuar como sendo parte do grupo ou principal
grupo farmacoférico de medicamentos como nos casos do Raltegravir, Zibotetan e
Furamizol (RUAN et al., 2022).

O anel 1,2,4-oxadiazol tem sido descrito na literatura como um bioisostero de
amidas e ésteres com estabilidade metabdlica e hidrolitica. Esta propriedade pode
solucionar alguns problemas relacionados a moléculas bioativas instavei como no caso
de certos peptideos inibidores enzimaticos, neurotransmissores e hormdnios que sao
rapidamente hidrolisados ou degradados pelo efeito de peptidases. Para estes casos, a
substituicdo das amidas pelo anel 1,2,4-oxadiazol traria mais estabilidade a molécula
(MAFTEI et al., 2013).

Durante a década de 1960, a medida que se explorava a capacidade dos
heterociclos de sofrerem rearranjos moleculares, houve um crescente interesse na
utilizacdo sua utilizacdo tanto na quimica medicinal quanto na quimica de materiais. A
quimica de materiais € o ramo da quimica que se dedica a sintese, caracterizacdo e
aplicacdo de compostos. O foco é a criacdo e desenvolvimento de substancias ou
complexos que melhorem tecnologias ja existentes ou que propiciem o surgimento de
novas. Polimeros, cristais liquidos, sais organicos funcionais, sensores, materiais
luminescentes e materiais com propriedades micelares sao alguns exemplos de aplicacfes
que utilizam 1,2,4-oxadiazois que sofreram modificacfes na geometria e polarizacédo
molecular para alcancar um determinado fim (DE FREITAS et al., 2012; PACE et al.,
2015; PACE; PIERRO, 2009).

O anel 1,2,4-oxadiazol impactou a pesquisa na area da quimica medicinal apds o
lancamento do primeiro medicamento pertencente a classe dos oxadiazois, a Oxalamina,
um supressor da tosse. Dai em diante vieram novos langamentos como Prenoxdiazina,
Fasiplon, Pleconaril, Proxazol, Ataluren e Butalamina. O sucesso terapéutico causou um
vislumbre para novas aplicacGes e contribuiu para um aumento expressivo no nimero de
publicacbes envolvendo a sintese e aplicacdes. (DE FREITAS et al., 2012; DEB et al.,
2021).

A sintese de compostos derivados 1,2,4-oxadiazol € bastante difundida na

literatura, as metodologias empregadas utilizam uma variedade de materiais e condigdes
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reacionais. A primeira rota sintética foi estabelecida em 1884 por Tieman e Kruger.
Atualmente, as mais comuns e utilizadas estdo apresentadas nos Esquemas 1, 2 e 3, e
partem de compostos de nitrila j& preparados, como € o caso da a sintese por cicloadigdo
1-3-dipolar de nitrilas e N-6xidos de nitrila e ciclizacdo de amidoximas (ATMARAM,;
ROOPAN, 2022).

Esquema 1: Obtencéo do anel 1,2,4-oxadiazol a partir da cicloadi¢do 1,3-dipolar entre
iminas e oximas
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Fonte: Oliveira (2020) e PACE et al. (2009)

Esquema 2: Obtencéo do anel 1,2,4-oxadiazol a partir da cicloadicdo 1,3-dipolar entre
nitrila e 6xido de nitrilas
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Fonte: Oliveira (2020) e PACE et al. (2009)

Esquema 3: Obtencdo do anel 1,2,4-oxadiazol a partir da condensacdo de N-
acilmidoximas e O-acilmidoximas
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Fonte: Oliveira (2020) e PACE et al. (2009)

Objetivando otimizar a sintese em relacdo ao melhor aproveitamento dos insumos,
maior rendimento dos produtos, menor tempo de reacdo, obtencdo de diferentes

oxadiazdis com substituicdes e de tornar o processo menos danoso ao meio ambiente, a
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irradiacdo por micro-ondas vem sendo aplicada como alternativa as metodologias
convencionais (ATMARAM; ROOPAN, 2022). As micro-ondas geralmente facilitam a
ciclocondensacgdo deixando o método como uma alternativa otimizada capaz de produzir
compostos derivados 1,2,4-oxadiazol mesmo sem uma temperatura controlada ou
agitacdo homogénea (ATMARAM; ROOPAN, 2022; PACE; PIERRO, 2009).

Em paralelo com as pesquisas na area de materiais, vasta também € a quantidade
na area de quimica medicinal. Os primeiros compostos 1,2,4-oxadiaz0is identificados em
produtos naturais foram a forma oxidade do &cido quisquélico, isolado de sementes de
plantas das espécies Quisqualis indica e Quisqualis fructus, e as phidianidinas A e B,
isoladas de moluscos da espécie Phidiana militaris (Figura 8) (CARBONE et al., 2011).
Uma abordagem consagrada empregada no desenvolvimento de novos farmacos € buscar
inspiragdo em substancias oriundas de produtos naturais, estas moléculas carregam
grande diversidade estrutural, propriedades fisico-quimicas Unicas e em muitos casos,
atividades farmacologicas. Para a industria farmacéutica hd economia de recursos
financeiros, de tempo e maior potencial de sucesso ao realizar alteragcdes pontuais para
atingir propriedades farmacoldgicas desejadas em uma molécula ja conhecida do que
seguir o caminho convencional de sintese de moléculas inéditas (HUANG; ZHANG,
2022).

Figura 8: Estruturas do acido quiquaslico, phidanidina A e phidianidina
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Fonte: CARBONE et al. (2011).

Com grande potencial terapéutico, moléculas derivadas do anel 1,2,4-oxadiazol ja
demonstraram vasta gama de atividades bioldgicas, incluindo antitumoral (MOHAN G et
al., 2021), anti-inflamatéria (GOBEC et al., 2015; VIJAYA BHARGAVI et al., 2018),
analgésica (VIJAYA BHARGAVI et al., 2018), anti-helmintica (RUAN et al., 2020),
anti-Alzheimer (WANG et al., 2021), antibacteriana (IBRAHIM et al., 2021), antifingica
(LIU et al, 2022), antiparasitario (ROCHA et al, 2022) anticonvulsivante
(MOHAMMADI-KHANAPOSHTANI et al., 2019), ansiolitico e antipsicotico
(STANKIEWICZ et al., 2022), anti-tuberculose (DEB et al., 2021), antiviral (KIM et al.,
2018), anti-dengue e anti-zika (NAM et al., 2022).
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Adentrando a atividade antitumoral, a literatura mostra que 0S compostos
derivados do anel 1,2,4-oxadiazol séo capazes de causar a morte em um grande grupo de
linhagens tumorais como as de mama (MCF-7, MDA-MB-231, HBL100, T47D, PyMT-
BO1 e 4Tl), préstata (PC3) célon (SW111, HT29, WiDr e HCT116), pele (Dul45, B16-
F10 e SKMEL103, pulmdo (A549, SW1573, Lewis, NCIH460 e NCIH226), leucemias
(MV411, MOLM13, THP-1, OCI-AML3, NB4, HL, CMK, CCRF-CEM, HL69, SR e
outros, por diferentes mecanismos de acdo, tais como apoptose, necrose, inibicdo da
telomerase, inibicdo da polimerizacdo da tubulina, parada do ciclo celular e alteragéo do
potencial de membrana mitocondrial( ARAUJO et al., 2022).

Considerando a atividade moduladora do sistema imunoldgico, sao atribuidos aos
compostos derivados do anel 1,2,4-oxadiazol a reducdo e aumento de infiltrados
leucocitarios em edemas, aumento e reducdo da producgéo 6xido nitrico (NO), reducdo de
citocinas pro-inflamatérias como IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-a, reducédo da ativacdo da via
NF-xB e atividades anti-inflamatdria por inibicdo das enzimas ciclooxigenases (COX)
(ARAUJO et al., 2023).

46



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito antitumoral e imunomodulador de derivado sintético 1,2,4-

oxadiazol, o N-ciclohexil-3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina, denominado como

molécula 2, em células de melanoma e MDMO murinos.

3.2 Objetivos especificos

) Avaliar a citotoxicidade dos compostos VN 147, VN 148, VN 155, VN 157, VN
158, VN 162, VN 164, VN181, VN 185, VN 187 e molecula 2 nas linhagens celulares
HCT-116, PC-3, SNB-19 e RAW264.7 e selecionar 0 mais promissor;

) Avaliar a citotoxicidade da molécula selecionada em células de linhagem de

melanoma e MDMO murino para determinar a 1Cso;

° Identificar a via de morte celular em melanoma murino apos exposic¢ao a molécula
selecionada;
° Investigar o efeito da exposicdo a molécula selecionada sobre o fenotipo dos

MDMO murino com base na expressao dos marcadores F4/80, CD11b e CD206;

° Investigar o efeito da estimulacdo com LPS e sobrenadantes oriundos de

melanoma murino, em diferentes condic6es, sobre o fenétipo dos MDMO murino;

° Dosar a quantidade de nitrito, TNF-a e IL-12 nos sobrenadantes de MDMO
murino expostos a molécula selecionada e estimulados com LPS e sobrenadantes

oriundos de melanoma para avaliar a correla¢do com o fendtipo identificado.
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4. MATERIAL E METODOS

O Fluxograma 1 apresenta a estratégia metodologica do deste estudo. Um
conjunto de dez moléculas sintéticas derivadas de 1,2,4-oxadiazol obtidas pelo método
de irradiacdo por micro-ondas, designadas pelos cddigos molécula 2, VN 147, VN 148,
VN155, VN158, VN181, VN 185 e VN 187, foram avaliadas quanto a sua toxicidade em
células de linhagem, para que pudéssemos eleger a mais promissora. Apos escolha do N-
ciclohexil-3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina, referida como molécula 2 durante
todo o texto a fim de padronizar a nomenclatura usada também por Rocha et al. 2022,
foram realizados testes in vitro para avaliacdo da citotoxicidade em melanoma murino
(linhagem B16-F10) e MDMO murino. Calculados os valores das concentragdes
inibitorias ou efetivas médias para 50% da quantidade inicial de células (ICso ou ECsyp),
definimos as concentracdes a serem utilizadas nos ensaios de identificacdo da via de
morte por apoptose e/ou necrose para 0 melanoma murino, bem como nos ensaios de
investigacdo de alteragdes no fenotipo dos MDMO. Por fim, dosamos a quantidade de
nitrito, TNF-a e IL-12 nos sobrenadantes recolhidos dos MDMO.

Fluxograma 1: Estratégia metodologica empregada no estudo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1 Moléculas

Todas as moléculas utilizadas estdo apresentadas na Tabela 1. Foram sintetizadas,
nomeadas conforme nomenclatura da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(TUPAC) e tiveram os codigos designados em colaboracdo com o Laboratdrio de Sintese
de Compostos Bioativos da Universidade Federal Rural de Pernambuco (LSCB-UFRPE).
Escolhemos fazer referéncia as moléculas pelos seus cddigos para abreviar seus nomes
oficiais e para mantermos a mesma nomenclatura utilizada em estudos ja publicados pelo
NOSSO grupo de pesquisa.

Segundo Oliveira et al. (2021), para a sintese dos compostos N-ciclohexil-1,2,4-
oxadiazol mostrada no Esquema 4, uma solucgédo contendo 1 mmol de arilamidoximas foi
dissolvida em Dimetilformamida (DMF), seguido da adicdo de 1,5 mmol de
diciclohexilcarbodiimida (DCC). Os reagentes foram submetidos a 10 min de irradiacéo
focalizada de micro-ondas, a 150 W de poténcia e 120 °C. Do produto foram purificados,
identificados e isolados os compostos molécula 2, VN 155 e VN 158.

Esquema 4: Sintese dos compostos N-ciclohexil-1,2,4-oxadiaz0is
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Fonte: Oliveira et al. (2021)

Para a sintese dos compostos alcinos-1,2,4-oxadiazol mostrada no Esquema 5, o
produto da reacao apresentada no Esquema 4 foi dissolvido em DMF, seguido da adicao
de 2 equivalente mol de brometo propargilico e 1 equivalente mol de base t- butéxido de
potassio (t-BuOK). Os reagentes foram submetidos a agitacdo em temperatura ambiente
por 2 horas. Do produto foram purificados, identificados e isolados os compostos
molécula VN 147, VN 148, VN 162 e VN 164.

Esquema 5: Sintese dos compostos alcinos-1,2,4-oxadiazdis
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Fonte: Oliveira et al. (2021)
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Para a sintese dos compostos glicoglicero-triazol-1,2,4-oxadiazol mostrada no
Esquema 6, ao produto da reacdo apresentada no esquema 5 foram adicionados 1,5 mL
de 4gua destilada, 0,09 mmol de CuSO4* 5H>0 e 0,135 mmol de ascorbato de sddio. A
solugdo foi misturada com 1,5mL de azido-glicerocarboidrato dissolvido em
diclorometano e mantida sob agitacdo em temperatura ambiente e atmosfera inerte por 45
minutos. Do produto foram purificados, identificados e isolados os compostos VN 181,
VN 185 e VN 187.

Esquema 6: Sintese dos glicoglicero-triazol-1,2,4-oxadiazol

OAc

o
AcO -~ -0 OA
= P CuSO,/H,0/CH,CI, © _ \_\_‘3
N’_<\N ! ~ rt/ 45 min N/\>_\ .
d ‘ —_/X OAc o l\\lr_N N——<\ |
= N =
o | /—X
AcQ e OAc
\_\_N

3

Fonte: Oliveira et al. (2021)

As sinteses resultaram em sélidos de aspecto amorfo e com solubilidade bastante
reduzida em &gua. Para que pudessem ser empregadas nos testes a seguir, foram
inicialmente diluidas em dimetil sulféxido (DMSO) estéril com concentracédo ajustada
para 100mM e a partir desta, foram realizadas diluicdes de acordo com cada metodologia

proposta.
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Tabela 1: Derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol abordados no estudo

Nome IUPAC Cddigo Estrutura molecular
atribuido
N-Ciclohexil-3-(3-metil-fenil)-1,2,4- Molécula 2 — >,_/
oxadiazol-5-amina HC Pt
= N U
O
N-ciclohexil-3-fenil-N-(prop-2-in-1-il)- VN 147 N—0, Q
-oxadiazol-5-ami [ je—
1,2,4-oxadiazol-5-amina I Nﬁ NLE
N-ciclohexil-3-(3-metilfenil)-N-(prop-2-in- VN 148 N0, Q
1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-amina H3C\©/“\N//CRN
/
N-Ciclohexil-3-(4-metilfenil)-1,2,4- VN 155 N—C, )_,/
oxadiazol-5-amina PP
‘ \\\J/ ~N \H
H,C
N-Ciclohexil-3-(4-fluorofenil)-1,2,4- VN 158 N0, Q

oxadiazol-5-amina /@/[ /N
N H
r

N-ciclohexil-3-(4-fluorofenil)-N-(prop-2-in- VN 162 N—C,
1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-amina D/QN/,CRN
A7)
N-ciclohexil-3-(4-nitrophenil)-N-(prop-2-in- VN 164 N—C, f/
1-il)-1,2,4-oxadiazol-5-amina P
ONT N ///
N-ciclohexil-N-[1-(1°-O-(4,6-Di-O-acetil- RO~
2,3-didesoxi-a-Deritro-hex-2-enopiranosil)- VN 181 I o
(2’-acetil-3’-desoxi-sn-gliceril-1H-1,2,3- oAc or w=y \,,N-J(\Nj‘w\fﬁ
triazol-4-il)metil]-3-(4-metoxifenil)-1,2,4- SN [,/L
oxadiazol-5-amina N )
N-ciclohexil-N-[1-(1’-O-(4,6-Di-O-acetil- m\@\
2,3-didesoxi-a-Deritro-hex-2-enopiranosil)- VN 185 o C’/Y\”% o
(2’-acetil-3’-desoxi-sn-gliceril-1H-1,2,3- Ohe Ore Ny ~J<\N¥ NOy
triazol-4-il)metil]-3-(3-nitrofenil)-1,2,4- )\©/
oxadiazol-5-amina
N-ciclohexil-N-[1-(1°-O-(4,6-Di-O-acetil- "“"T“\l
2,3-didesoxi-a-Deritro-hex-2-enopiranosil)- VN 187 AR s R
(2’-acetil-3°-desoxi-sn-gliceril-1H-1,2,3- o O = F//N”<\N“A\/\
triazol-4-il)metil]-3-(4-nitrofenil)-1,2,4- \\ ‘\1 .

oxadiazol-5-amina

Fonte: Elaborado pelo autor.



4.2 Células
4.2.1 Obtencao e cultivo de células de linhagem

As células de linhagem imortalizadas humanas de Préstata (PC-3), Célon (HCT-
116) e Sistema Nervoso Central (SNB-19) e a linhagem tumoral de melanoma murino
(B16-F10) foram cedidas pelo Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) da
Universidade Federal do Ceard (UFC) e cultivadas em meio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 (Gibco, Carlsbad, CA) suplementados com 10% de volume de soro
fetal bovino (SBF) (LGC Biotecnologia ltda.) e 1% de volume de solugdo contendo o0s
antibiodticos penicilina (200 Ul/mL) e estreptomicina (130 mg/L) (LGC Biotecnologia
Itda.). A linhagem de macrofagos murino RAW 264.7 foi cedida pelo Laborat6rio de
Bioprospecgdo Farmacéutica e Bioquimica Clinica da UFC (LBFBC-UFC) e cultivada
em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) high glicose (Gibco, Carlsbad,
CA) suplementado com 10% de volume SBF (LGC Biotecnologia Itda.) e 1% de volume
dos antibidticos penicilina (200 Ul/mL) e estreptomicina (130 mg/L) (LGC Biotecnologia
Itda.). Células e meio de cultura foram transferidos para garrafas plasticas estéreis
proprias para cultivo da marca Kasvi e mantidas em estufas com temperatura de 37 +
0,3°C e atmosfera com 5% de CO2 (GONCALVES; SOBRAL, 2020).

4.2.2 Obtencao e cultivo de MDMO

Foram utilizados camundongos isogénicos fémeas com idade entre 6 e 8 semanas
da linhagem C57BL/6 pesando entre 19 e 22g oriundos do Biotério do Nucleo de Pesquisa
e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da UFC (Figura 9). Todos os animais
foram mantidos nas proprias dependéncias do Biotério, sob condi¢des ambientais
controladas com ciclo claro/escuro de 12/12h, temperatura ambiente em torno de 23°C,
com racdo e agua ad libitum. A aplicacdo dos protocolos e procedimentos experimentais
foram previamente submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
do NPDM (CEUA-NPDM), n° 9676290319.

Os camundongos foram eutanasiados por administracdo de dose letal de
associacdo dos anestésicos Cetamina e Xilazina calculadas conforme a massa de cada um.
Foram retirados os fémures e tibias e transportados em solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS) estéril gelado até o laboratério de cultivo celular na Fiocruz Ceara para a

coleta da medula éssea. Dentro da capela de fluxo laminar as epifises dos o0ssos foram
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cortadas e o conteldo extraido através de injecdo de PBS estéril dentro da cavidade
medular com auxilio de seringa 10 mL e agulha tamanho 23G. Em seguida, 0 material
extraido foi passado através de tamis proprio para células, com 70um de tamanho de
malha, para evitar material ndo desejado nos tubos Falcon (Figura 9).

Figura 9: Representacdo da obtengdo de células imaturas da medula Ossea de
camundongos

A

Legenda: (A) Camundongo C57BL/6. (B) Fémur e tibia. (C) Corte das epifises. (D) Injecao de PBS. (E)
Medula 6ssea extraida.

As células imaturas recolhidas foram direcionadas as etapas de maturacdo e
diferenciacdo em MDMO. Para isso, o pellet celular foi centrifugado, o sobrenadante
descartado, as células ressuspendidas em meio de diferenciacdo de macrdfagos
constituido por DMEM high glicose (Gibco, Carlsbad, CA) suplementado com 10% de
volume de SBF (LGC Biotecnologia ltda.) e 1% de volume de solucdo contendo o0s
antibioticos penicilina (200 UI/mL) e estreptomicina (130 mg/L) (LGC Biotecnologia
Itda.) e mais 10ng/mL de fator estimulante de coldnia de macrofagos (CSF-M) (Sigma-
Aldrich Brasil Ltda.). Foram entdo destinadas ao cultivo em 10mL no mesmo meio de
diferenciacdo em placas de petri estéreis pouco aderentes da marca Kasvi, mantidas em
estufa com temperatura de 37 + 0,3°C e atmosfera com 5% de CO,. Quatro dias apds a
etapa anterior foram adicionados mais 5mL do meio de diferenciagdo de macrdfagos,

volume correspondente a 50% do utilizado inicialmente para o cultivo. Mais trés dias
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adiante, a diferenciagdo celular completou-se, com rendimento entre 2,5x10° e 3,5x10°
MDMO maduros, sendo previamente confirmada por citometria de fluxo conforme
descrito no tépico 5.4.2 para que entdo fossem destinadas a realizacéo dos ensaios (TODA
et al., 2021; TROUPLIN et al., 2013; ZHANG; GONCALVES; MOSSER, 2008).

4.3 Ensaios de citotoxicidade dos derivados 1,2,4-oxadiazol em células de
linhagem e MDMO

A viabilidade celular foi avaliada pela reducao do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol
-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) a (E,Z)-5-(4,5dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan
(Formazan). Este processo ocorre no interior de células vidveis cujas enzimas
desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas estdo preservadas e sdo capazes de
reduzir o sal MTT de coloragdo amarela a sal de Formazan de coloragdo roxa. A
quantidade de sal de Formazan é proporcional a quantidade de células viaveis. Trata-se
de um método colorimétrico cuja leitura ¢ realizada em espectrofotometro (MOSMANN,
1983; MUUL et al., 2011).

Quando as garrafas de cultura de linhagem atingiram 90% de confluéncia, as
células em crescimento foram lavadas com PBS estéril, soltas da superficie de
crescimento com a adicdo de tripsina 1x (0,05g/L), recolhidas em tubo Falcon e
centrifugadas por 5 minutos a 200 x g. Em relacdo aos MDMO, apds confirmagéo
microscopica da diferenciacgéo, as células também passaram por lavagem com PBS estéril
e foram soltas da superficie de crescimento com o auxilio de um cell scraper, recolhidas
em tubo Falcon e centrifugadas por 5 minutos a 200 x g. Os sobrenadantes foram
desprezados, o pellet celular foi ressuspendido em meio completo e uma aliquota de 10uL
foi retirada para fazer a contagem em camara de Neubauer com o emprego do corante
azul de Tripan 0,4%. Foram contados 0s quatro quadrantes externos e a média representou
a quantidade de células por mL, esta etapa foi comum a todos os tipos celulares
(MOLINARO, CAPUTO, AMENDOEIRA, 2010).

Esse corante empregado é permeadvel a membrana plasmatica e nos permite
distinguir células vidveis e ndo viaveis de acordo com a coloracdo observada. Células
viaveis conseguem devolver para 0 meio extracelular o corante presente no seu interior e
se apresentam como ndo coradas quando observadas em microscopio Optico, por outro

lado, as células ndo vidveis se mantém coradas em azul. Esta observacdo prévia é
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importante para avaliarmos a qualidade das células que serdo plaqueadas no teste que visa
avaliar a citotoxicidade causada pelos derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol.

A densidade utilizada para os ensaios do MTT foi de 1x10° células/poco. Foram
distribuidos 100uL desta concentracdo de células em cada poco da placa de 96 pogos de
fundo chato, exceto nos pocos destinados a medida do branco, e incubadas por 24h em
estufa com temperatura de 37 £ 0,3°C e atmosfera com 5% de CO». Foram adicionados
100pl das solucBes contendo as diferentes concentracGes das moléculas empregadas em
nosso estudo, concentracao fixa de 100uM e concentracdes variadas de 400; 200; 100;
50; 25; 12,5; 6,25 ¢ 3,125uM a depender do ensaio. O controle negativo correspondeu a
adicao apenas de meio completo. O DMSO foi avaliado em concentracéo volume/volume
(v/v) correspondente a maior concentracdo da molécula a ser testada, ficando sempre em
concentragdes iguais ou inferiores a 0,4%. Os pocos destinados a medida do branco
ficaram vazios.

As placas foram incubadas por 72h nas mesmas condi¢fes de cultivo celular
descritas anteriormente. Passado este periodo de incubacdo, foram centrifugadas, o
sobrenadante dos pocos foi retirado, foram adicionados 100ul de solucdo de MTT
2,5mg/mL e levadas para nova incubacdo por 3h. Finalizado o tempo, as placas foram
centrifugadas, o sobrenadante retirado, foram adicionados 150l de DMSO e submetidas
a 20 minutos de agitacdo para dissolver os cristais de sal de Formazan formados. Por fim,

a leitura foi realizada em espectrofotémetro a 570nm.

Figura 10: Representacdo esquematica do ensaio do MTT para avaliacdo de
citotoxicidade celular
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Fonte: Elaborado pelo autor. Imagens retiradas do Google.
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4.4 Analises por citometria de fluxo
4.4.1 ldentificacdo de via de morte celular por apoptose/necrose em melanoma murino

O ensaio para identificagdo da via de morte celular foi realizado utilizando
citometria de fluxo e os marcadores 7-aminoactinomicina (7-AAD) e a Anexina V-
conjugada com o fluorocromo Ficoeritrina (PE) (AXPE). A anexina V é uma proteina que
se liga ao fosfolipidio fosfatidilserina, em celulas vivas sua localizag&o fica restrita ao
lado interno da bicamada lipidica da membrana plasmatica. Processos apopt6ticos sao
acompanhados de alteracGes estruturais na membrana e provocam a translocacdo da
fosfatidilserina para o lado externo, o uso de AXPE obijetiva identificar este tipo de
processo de morte. O 7-AAD é empregado em conjunto com a AXPE para ajudar a
distinguir células em processos de apoptose recente, tardia ou necrose, uma vez que se
trata de composto incapaz de adentrar células viaveis cuja estrutura membranar esta
intacta. Este marcador se liga ao DNA celular indicando avancados desarranjos
estruturais celulares e consequente ruptura da membrana plasmatica, caracteristicas
encontradas em processos apoptéticos classificados como tardios e principalmente em
processos necroticos. (MACIEL et al.,, 2014; MUPPIDI; PORTER; SIEGEL, 2004;
STEENSMA; TIMM; WITZIG, 2003).

As células de linhagem B16-F10 foram plaqueadas em placas de fundo chato de
12 pocos. 500uL de solugdo com densidade de 1x10° células por pogo foram adicionados
e levados para incubacdo overnight em estufa com temperatura de 37 + 0,3°C e atmosfera
com 5% de CO,. Em seguida foram adicionados 500uL de solu¢des da molécula 2 nas
concentracdes de 50,99, 76,48, 101,98uM. Estas concentracfes foram escolhidas de
acordo com o valor de ICso obtido nos ensaios de citotoxicidade e representam
respectivamente o valor de 1Cso, 1,5 X ICso, 2 X ICs0. Para 0 controle negativo foi
adicionado 500uL de meio RPMI completo. O veiculo DMSO foi testado em
concentracdo volume/volume correspondente a maior concentracdo da molécula 2
ficando sempre em concentracdes iguais ou inferiores a 0,102%. O volume final para
todos os pocos foi de 1mL.

As placas foram incubadas por 48h mantendo-se as mesmas condicGes anteriores.
Apos incubacdo, os sobrenadantes do controle negativo, abordado daqui em diante como
Sobrenadante A, e dos grupos expostos a molécula 2 nas concentragdes 50,99, 76,48,
101,98uM, abordados daqui em diante como Sobrenadantes B, C e D respectivamente,

foram recolhidos e armazenados para posterior utilizagédo nos ensaios com MDMO.

56



As células foram lavadas com PBS estéril, tripsina 1x (0,05¢/L) foi adicionada
para desprendé-las e possibilitar a transferéncia para tubos eppendorf para que fossem
centrifugados por 5 min a 200 x g. Finalizada a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e foram feitas mais duas lavagens com PBS estéril. A marcacdo das células
foi entdo realizada pela adicdo de 400ul de tampéo de ligacdo, 5ul de solugéo 7-AAD e
5uL de AXPE. Apo6s 15 minutos de incubagdo ao abrigo da luz e em temperatura ambiente,
as células foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi descartado, foram
adicionados 400pul de tampé&o de ligacéo e a leitura realizada por citometria de fluxo no
citbmetro BD FACSCalibur (Figura 11) (MUPPIDI; PORTER; SIEGEL, 2004).

Figura 11: Representacdo esquematica do ensaio de via de morte celular por
apoptose/necrose em melanoma murino
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Fonte: Elaborada pelo autor. Imagens retiradas do Google.

4.4.2 Estratégia de selecdo e identificacdo das populacGes de MDMO

Em todos os ensaios realizados em MDMO e analisados por citometria de fluxo
foram utilizados os marcadores anti-F4/80-PE, anti-CD11b-FITC e anti-CD206-Alexa
Fluor® 647 da marca Biolegend para identifica-los. A figura 12 mostra os graficos do

tipo dotplot. A populacédo de células foi inicialmente selecionada conforme o tamanho e
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complexidade citoplasmatica indicados pelos detectores de dispersdo frontal de luz
Forward Scatter (FSC) e disperséo lateral de luz Side Scatter (SSC) respectivamente
(gate 1). Para evitar a inclusdo de restos celulares ou marcagfes ndo desejadas (debris)
foram escolhidas as células que se apresentaram no grafico com maiores tamanho e
complexidade. A confirmacdo de que esta populacdo selecionada no gate 1 se tratava de
macréfagos maduros confirmando a diferenciacdo celular, foi realizada por meio da
construcdo de novo grafico dotplot FSC vs anti-F4/80-PE, desta vez relacionando o
tamanho das células com a positividade para o marcador anti-F4/80 (gate 2).

As estratégias anteriores precederam todas as analises para avaliacdo do fendtipo
assumido pelos MDMO apds serem postos em contato com a molécula 2, LPS e os
Sobrenadantes A, B, C e D. Definidos os gates 1 e 2, novos gréaficos do tipo dotplot foram
construidos e serdo apresentados a seguir, relacionando os marcadores CD11b-FITC vs
CD206--Alexa Fluor® 647 para identificarmos o fenotipo dos MDMO. Foram
considerados macrofagos maduros em estado de repouso (MO) a populagdo com
F4/80+/CD11b-/CD206-, macrofagos com  fenotipo M1 a  populacdo
F4/80+/CD11b+/CD206- e macrofagos com fendtipo M2 a populagcdo F4/80+/CD11b-
/CD206+.

Figura 12: Graficos dotplot mostrando as regides definidas como Gates 1 e 2
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4.4.2.1 Investigacao de alteraces fenotipicas em MDMO ap0s exposi¢ao a molécula 2 e
LPS

Os MDMO foram expostos a molécula 2 nas concentragfes 33,17uM e 64,34uM,
respectivamente as concentracdes correspondentes a %4EC50 e ¥2EC50 calculadas a partir
dos ensaios de citotoxicidade descrito no tdpico 5.3. Como controle positivo para
polarizacdo ao feno6tipo M1 foi utilizada solugdo de LPS extraido de Escherichia coli na
concentracdo de 500ng/mL da marca Sigma-Aldrich adquirido comercialmente. Como
controle negativo e para mantermos uma populacdo no estado ndo polarizado MO
utilizamos apenas meio DMEM high glicose (Gibco, Carlsbad, CA) com 10% de SBF
(LGC Biotecnologia Itda.) e 1% de volume da solugéo contendo os antibidticos penicilina
(200 UI/mL) e estreptomicina (130 mg/L) (LGC Biotecnologia ltda.). Apds os estimulos,
as celulas foram submetidas a avaliacdo do fenotipo por citometria de fluxo empregando
os marcadores anti-F4/80-PE, anti-CD11b-FITC e anti-CD206-Alexa Fluor® 647 de

forma simultanea.

Com ajuda de um cell scraper, as células foram soltas da superficie da placa de
cultura e adicionadas de 5mL de meio DMEM high glicose com 10% de SBF e 1% de
antibiotico para formar uma suspensdo celular e possibilitar a transferéncia para tubo
Falcon para posterior centrifugacao e contagem. O plagueamento foi realizando em placas
de 12 pocos de fundo chato adicionando-se 500uL de solu¢cdo de MDMO ficando cada
poco com 1x10° células. Em seguida as placas foram incubadas overnight em estufa com
temperatura de 37 £ 0,3°C e atmosfera com 5% de CO,. As ceélulas foram entdo
estimuladas com as solucdes acima citadas através da adicdo de 500 pL e incubacao por
48h. Passado este tempo, 0s sobrenadantes foram coletados e armazenados para posterior
dosagem de nitrito, TNF-a e IL-12. As células foram soltas da superficie de dos pogos
com a utilizacdo do cell scraper, foi adicionado 1mL de PBS estéril para formar uma
suspensdo celular e possibilitar a transferéncia para tubos eppendorf. Os tubos foram
centrifugados por 5 min a 200 x g, o sobrenadante foi desprezado e foram feitas mais duas
lavagens com o PBS esteéril. A marcacdo das células foi entdo realizada pela adicdo de
10pl de solucdo com marcador anti-F4/80-PE, 5ul de solugdo com marcador anti-CD11b-
FITC e SuL de solugdo com anti-CD206-Alexa Fluor® 647 para cada 100uL de
suspensdo celular. Apds 15 minutos de incubagdo ao abrigo da luz e em temperatura

ambiente, as células foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi descartado e
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foram adicionados 100pl de PBS estéril para realizacdo da leitura por citometria de fluxo
no citdbmetro BD FACSCalibur (Figura 13) (YING et al., 2013).

4.4.2.2 Investigacdo de alteragdes fenotipicas em MDMO apés estimulagdo com

sobrenadante de melanoma murino

Os MDMO foram estimulados com os sobrenadantes recolhidos do ensaio de via
de morte celular realizado com a linhagem B16-F10 descrito no tépico 4.4.1, para
simularmos o contato com produtos solveis produzidos por estas células bem como com
restos celulares decorrentes da exposi¢do a molécula 2. Foram utilizados o Sobrenadante
A, coletado dos grupos controle negativo onde foi empregado apenas o meio de cultura
completo, e os Sobrenadantes B, C e D coletados dos trés grupos expostos a molécula 2
nas concentracbes 50,99uM, 76,48uM, 101,98uM respectivamente. Como controle
negativo para este ensaio de estimulacdo dos MDMO utilizamos apenas meio DMEM
high glicose (Gibco, Carlsbad, CA) com 10% de SBF (LGC Biotecnologia Itda.) e 1% de
volume da solucéo contendo os antibidticos penicilina (200 Ul/mL) e estreptomicina (130
mg/L) (LGC Biotecnologia ltda.)

As etapas sdo semelhantes as do ensaio anterior descritas no topico 4.4.2.1. As
células foram plaqueadas em placas de 12 pocos de fundo chato com densidade celular
de 1x10° células/poco e incubadas overnight em estufa com temperatura de 37 + 0,3°C e
atmosfera com 5% de CO,. Foram entdo estimuladas com os quatro grupos de
sobrenadantes citados no paragrafo anterior e incubadas por 48h. Os sobrenadantes foram
coletados e armazenados para posterior dosagem de nitrito, TNF-a e IL-12. As células
foram coletadas, transferidas para tubos eppendorf e submetidas as etapas de
centrifugacdo, lavagens com PBS estéril e marcacdo com anti-F4/80-PE, anti-CD11b-
FITC e anti-CD206-Alexa Fluor® 647. Apds 15 minutos de incubacgéo ao abrigo da luz e
em temperatura ambiente, as células foram novamente centrifugadas, o sobrenadante foi
descartado e foram adicionados 100uL de PBS estéril para realizacdo da leitura por
citometria de fluxo no citdbmetro BD FACSCalibur (Figura 13) (YING et al., 2013).

4.4.2.3 Investigacdo de alteracbGes fenotipicas em MDMO apds estimulacdo pelo

conjunto molécula 2 + sobrenadante A e molécula 2 + LPS.

Os MDMO foram ainda estimulados pelos conjuntos molécula 2 + Sobrenadante

A e molécula 2 + LPS com o objetivo de compara-los com os resultados obtidos nos

60



ensaios que empregaram as substancias de forma isolada e assim verificar a existéncia de
interacOes potencializadoras ou inibitorias. Foram preparadas solugdes de modo que as
concentragdes da molécula 2 fossem 33,17uM (¥ ECso) e 64,34uM (¥2 ECsg) no
Sobrenadante A em relacdo ao volume final dos pogos. Também foram preparadas
solucBes da molécula 2 em meio de cultura de modo que suas concentragdes ficassem
também em 33,17uM e 64,34uM e do LPS em 500ng/mL em relacdo ao volume final dos
pocos. Como controle negativo utilizamos apenas meio DMEM high glicose com 10% de
SBF e 1% de antibidtico. Destas solu¢des contendo os conjuntos de estimulacdo, foram
adicionados 500uL apds incubacdo overnight. As etapas seguintes sdo semelhantes as do
topico 5.4.2.1. e todas as células foram submetidas a avaliagdo do fendtipo por citometria
de fluxo empregando os marcadores anti-F4/80-PE, anti-CD11b-FITC e anti-CD206-
Alexa Fluor® 647 de forma simultanea (Figura 13).

Figura 13: Representacdo esquematica do ensaio de avaliagdo do fendtipo dos MDMO
apos estimulagdo com a molécula 2, LPS e Sobrenadantes oriundos de melanoma murino
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Fonte: Elaborado pelo autor. Imagens retiradas do Google.

15 min incubacao
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4.5 Dosagem de nitrito no sobrenadante celular

A quantificagdo de nitrito (NOy") foi realizada pelo método colorimétrico de
GRIESS (Promega Corporation, WI, USA) nos sobrenadante dos MDMO recolhidos dos
ensaios descritos nos topicos 5.4.2.1, 5.4.2.2 € 5.4.2.3. Por se tratar de uma molécula mais
estavel e menos volatil que NO, a quantificacdo de NO2" é uma maneira comum de se
investigar indiretamente a formagdo do NO (ZAHEDI ASL; GHASEMI; AZ1ZI, 2008).
O ensaio foi realizado conforme instrucdes do fabricante, a sensibilidade do kit foi de
2,5uM. A curva padréo foi confeccionada utilizando uma solugéo padréo de 100uM de
NaNO: inclusa no kit, seguida de dilui¢cdes seriadas (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125, 1,56 e 0
MM). As solucdes de sulfanilamida em meio acido e solucdo de dicloridrato de N-(1-
naftiletilenodiamina) (NED), também inclusas no kit, foram deixadas em temperatura
ambiente por 30 min antes do inicio da pipetagem. 50 pul dos padrdes e amostras foram
adicionados em pocos de placa de fundo chato de 96 pogos seguidos da adicdo de 50ul
da solucdo de sulfanilamida e incubacao por 10 min, temperatura ambiente e prote¢éo da
luz. Na etapa seguinte, 50ul da solucdo NED foram adicionados em cada pogo e
novamente incubados por 10 min, temperatura ambiente e protecdo da luz. Finalizada esta
etapa, foram realizadas as leituras em espectrofotometro a 530nm. Os valores das
absorbéancias dos padrdes e amostras foram subtraidos do valor do branco e plotados em
curva padrdo, os resultados foram expressos em micromolar de NO. (Figura 14)
(GATELY; CHIZZONITE; PRESKY, 2001; MICHELE HOGAN; VOGEL, 2017).

Figura 14: Representacdo esquematica do ensaio de dosagem de nitrito em sobrenadantes
de MDMO
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MDMO 50pL Sulfanilamida por pogo Incubagfio em temp. ambiente 10min
Incubacio em temp. ambiente 10min Leitura 530nm

Fonte: Elaborado pelo autor. Imagens retiradas do Google.

4.6 Dosagem de citocinas

A quantificacéo das citocinas TNF-a e IL-12 foi realizada nos sobrenadante dos
MDMO recolhidos nos ensaios descritos nos topicos 5.4.2.1, 5.4.2.2 € 5.4.2.3, por ELISA

utilizando kits da marca MyBioSource conforme instrugdes do fabricante. O ensaio foi
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realizado conforme instrugdes do fabricante, a sensibilidade do kit foi de 9,38pg/mL e o
intervalo de deteccdo entre 15,63 — 1000pg/mL. A curva padrédo foi confeccionada
utilizando uma solucédo padrdo de 1000pg/mL seguida de diluigdes seriadas (500; 250;
125; 62,5; 31,25, 15,6 e Opg/mL). Todos os reagentes e amostras foram deixados em
temperatura ambiente por 30 minutos antes do inicio do ensaio. Na primeira etapa, 100l
dos padrdes e das amostras foram adicionados aos pocos ja sensibilizados de fabrica com
0s anticorpos direcionados as citocinas de interesse e incubados por 90 min a 37°C. Em
seguida, o sobrenadante foi aspirado e 100l do anticorpo de detec¢éo biotinilado foram
adicionados com posterior incubagdo por 60 min a 37°C. Os sobrenadantes foram
aspirados e descartados, os pogos foram lavados com solugédo tampéo de lavagem e foram
adicionados 100pul de solugdo do conjugado streptavidina-HRP seguida de 30 min de
incubacgéo a 37°C. Os sobrenadantes foram aspirados e descartados, houve nova etapa de
lavagem e adi¢do de 90ul da solugédo do substrato + cromdgeno seguida por incubacao
por 15 min a 37°C. Por fim, foram adicionados 50l de solucéo de parada da reagdo e a
leitura realizada em espectrofotdometro em 450nm. Os valores das absorbancias dos
padrdes e amostras foram subtraidos do valor do branco e plotados em curva padrdo, 0s
resultados foram expressos em picogramas de citocinas por mililitro de sobrenadante
Figura 15).

Figura 15: Representacdo esquematica do ensaio de dosagem de TNF-a ¢ IL-12 em
sobrenadantes de MDMO
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Fonte: Elaborado pelo autor. Imagens retiradas do Google.
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4.7 Andlise estatistica

Os dados numeéricos foram expressos como médias de valores + erro padréo da
media (EPM). Para comparacdo dos grupos experimentais foram utilizados os testes
estatisticos one-way ANOVA e two-way ANOV A seguido de pds-teste de Dunnet ou pds-
teste de Bonferroni, considerando *p<0,05 como critério de significancia para 0s ensaios
de citotoxicidade e *p<0,001 como critério de significancia para os ensaios de citometria,
dosagem de nitrito, TNF-a e IL-12. Para a realizacdo dos testes, foram utilizados os

programas Microsoft Office Excel® 2016 e GraphPad Prism® verséo 8.0.
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o. RESULTADOS

5.1 Derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol foram capazes de diminuir a

viabilidade em células de linhagem

Iniciamos nosso estudo com a proposta de avaliar o efeito citotdxico causado pelo
grupo de moléculas apresentadas na Tabela 1 em quatro linhagens, HCT-116, PC-3, SNB-
19 e RAW264.7, atravées de ensaios in vitro pelo método colorimétrico do MTT. Esta
etapa foi considerada como uma triagem para as moléculas. No presente estudo seria
invidvel seguir 0s ensaios propostos avaliando todas as moléculas, portanto foi escolhida
a mais promissora delas de acordo com critérios elencados no decorrer do estudo.

As porcentagens de inibigdo para a concentracdo de 100uM estdo apresentadas na
Tabela 2. Todos 0os compostos apresentaram atividade antiproliferativa em pelo menos
uma das linhagens celulares. Em alguns casos, ndo foi possivel determinar a porcentagem
de inibicdo de crescimento devido auséncia de reprodutibilidade dos ensaios.
Porcentagens de inibi¢do de crescimento acima de 90% foram observadas ap0s exposicao
a molécula VN 158 na linhagem RAW 264.7, VN 162 nas linhagens HCT-116 e RAW
264.7 e molécula 2 nas linhagens HCT-116 e PC-3.

Tabela 2: Porcentagens de inibi¢do de crescimento apos 72h de exposic¢ao aos derivados

sintéticos 1,2,4-oxadiazol em concentracao fixa de 100 yuM.

HCT-116 PC-3 SNB-19 RAW 264.7
VN 147 73,75 42,55 49,28 ND
71,26 -76,24 | 38.98-46,16 | 47,05-51,51
VN 148 50,43 51,35 33,86 ND
47,17 -53,69 | 47,97 -54,73 | 30,56 —36,16
VN155 55,69 47,53 52,96 ND
49,54 -61,84 | 43,53-51,53 | 50,34 —55,58
VN157 ND ND ND 73,57
64,58 — 82,56
VN 158 88,35 69,07 55,99 97,88
85,83-90,87 | 67,48—-70,66 | 53,37 —-58,61 | 97,50 — 98,26
VN 162 98,41 80,79 ND 99,53
94,26 — 102,56 | 73,49 — 88,09 98,86 — 100,20
VN 164 20,43 29,40 ND ND
16,86 — 24,00 | 23,51 - 35,29
VN 181 45,27 50,20 41,89 ND
39,65-50,89 | 42,86 -57,54 | 38,59 - 45,09
VN 185 80,75 72,07 67,06 81,21
77,82 -83,68 | 66,02-78,16 | 65,45—-68,67 | 76,55 85,87
VN187 76,44 73,09 62,68 ND
73,37—-79,51 | 66,48 -79,70 | 61,32 - 64,04
molécula 2 97,04 90,20 65,34 51,36
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| 96,26 -97,82 | 89,00-91,40 | 59,71-70,97 | 42,17 -60,55 |
Legenda: ND = Néao Determinado. Os dados foram expressos como média da porcentagem de inibicéo +
EPM e avaliados por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet *p<0,05 em relagdo ao grupo controle.
Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes realizados em duplicata.

Os valores da concentracdo inibitoria média para inibir o crescimento de 50% da
populacéo celular (1Cso) e da concentragdo efetiva média para inibir o crescimento de
50% da populacéo celular (ECso)foram determinados também pelo método colorimétrico
do MTT. Foram utilizadas seis concentracdes variadas decrescentes das moléculas para
0 célculo: 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125uM. Foram excluidas do calculo as moléculas
da Tabela 1 cujas porcentagens de inibicdo ndo foram determinadas. De forma geral, a
linhagem SNB-19 se mostrou a mais resistente frente as moléculas e concentragdes
testadas, apresentando os maiores valores para a ICso quando comparado as outras
linhagens. Valores de ICso inferiores a 50uM (destacados em amarelo) foram observados
em HCT-116 e PC-3 apos exposicdo as moléculas VN 158, VN 162, VN 185 e molécula
2. Ainda sobre a molécula 2, foi observado um valor de ECso de 122,9uM (destacado em
azul) na linhagem RAW?264.7, indicando uma menor sensibilidade a ela quando
comparada com as outras moléculas testadas. Todos os valores de ICso e ECsg estéo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valores de IC50 e EC50 expressos em UM ap0s 72h de exposicdo aos derivados

sintéticos 1,2,4-oxadiazol

HCT-116 PC-3 SNB-19 RAW 264.7
VN 147 56,43 107,6 94,48 ND
50,5 -63,39 82,03-161,1 | 80,16 —117,6
VN 148 107,8 89,37 274.3 ND
83,52 -157,2 | 68,26 -133,1 | 1350-1/51,0
VN155 70,62 84,89 95,18 ND
50,69 -116,5 | 61,75-136,4 | 74,33 -138,3
VN157 ND ND ND 33,19
22,96 — 52,27
VN 158 43,93 51,62 83,72 53,8
34,89 -5542 | 44,24-61,09 | 53,79-1253 | 43,02 -64,56
VN 162 35,67 49,04 ND 44,97
30,61 -41,27 | 41,81 57,68 37,95 -52,49
VN 164 ND ND ND ND
VN 181 109,04 74,37 124,8 ND
70,73—-241,8 | 55,27 -113,0 | 100,4-170,9
VN 185 35,27 50,64 68,01 57,25
27,08-46,81 | 42,64-60,89 | 59,65—-78,77 | 43,55-73,15
VN187 53,78 58,12 79,5 ND
41,07 -74,94 | 48,78 -70,28 | 69,45 —95,06
molécula 2 45,41 46,04 79,42 122,9
38,75-52,25 | 37,47-56,81 | 72,33-87,90 | 82,82 -272.2
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Legenda: ND = Nao Determinado. Os dados foram expressos como valores médios de I1Cso € ECso+ EPM
e avaliados por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnet. *p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Os
dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes realizados em duplicata.

Com os valores de 1Cso e ECso, calculamos os indices de seletividade (IS) para as
quatro moléculas previamente citadas com valor de 1Cso menor que 50uM. O IS reflete a
seletividade de uma molécula para determinada linhagem tumoral em relagdo a uma
linhagem nédo tumoral e é definido como a relagdo entre o valor de ECso da molécula
testada obtida da linhagem ndo tumoral, dividido pelo valor de I1Cso da mesma molécula
testada obtida da(s) linhagem(s) tumoral(s).

As células da linhagem RAW 264.7 sdo macrdfagos originarios de tumores
murinos induzidos pelo virus de leucemia murino Abelson. Apesar da origem tumoral, a
utilizacdo desta linhagem como modelo de macrofago é bastante aceita, incluindo
calculos de IS, entdo a consideramos como a linhagem ndo tumoral (TACIAK et al.,
2018). A molécula 2 apresentou os maiores valores IS (destacados em amarelo) indicando
uma atividade antiproliferativa mais seletiva para as linhagens tumorais testadas em

relacdo a linhagem ndo tumoral. Todos os valores de IS estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 4: Valores do IS.

HCT-116 PC-3 SNB-19
VN 158 1,22 1,04 0,64
VN 162 1,26 0,92 ND
VN 185 1,62 1,13 0,84
molécula 2 2,70 2,67 1,55

Legenda: ND = N&o Determinado

Como concluséo desta etapa de triagem dos derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol,
escolhemos a molécula 2 para prosseguirmos com os demais ensaios. Nossa escolha levou
em consideracao os valores encontrados para as porcentagens de inibicéo, 1Cso e ECsp €
o maior indice de seletividade que esta molécula apresentou. Além de que estd mesma
molécula havia sido objeto de estudo em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa
apresentando propriedades antitumorais, antimicrobianas e antiparasitarias (DE
OLIVEIRA et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2021; ROCHA et al., 2022).

Nesta etapa também definimos que o trabalho seguiria investigando o potencial
da molécula 2 em duas frentes biologicamente relacionadas entre si, sua acgdo
imunomoduladora em macrdfagos e a sua agdo antitumoral em outra linhagem tumoral.
MDMO substituiram a linhagem RAW 264.7, apesar de terem o fendtipo e funcbes

similares, a linhagem RAW 264.7 pode apresentar alteracdes a medida que as células séo
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continuamente cultivadas (SERRANO CARDONA; MUNOZ MATA, 2013). A
linhagem B16-F10 de melanoma foi a escolhida por também ser oriunda de murino, pela
agressividade deste tipo de cancer vista nos dados epidemioldgicos apresentados pelo
INCA e pelo fato de que o0 manejo terapéutico do melanoma avangado mais recente
aprovado pelo FDA empregar os imunoterapicos interferon-o. 2b, Vemurafenib e
Ipilimumab (CANCER, 2023; LEE; MUKHI; LIU, 2012).

5.2 A molécula 2 foi capaz de diminuir a viabilidade da linhagem celular de

melanoma murino

Para avaliarmos se a molécula 2 teria acdo citotoxica também em melanoma
murino e, por conseguinte determinar as porcentagens de inibicdo e valor de ICsg,
realizamos ensaios in vitro na linhagem B16-F10 pelo método colorimétrico do MTT. As
ceélulas foram expostas a concentracoes variadas e decrescentes da molécula 2 quais sejam
400; 200; 100; 50, 25; 12,5; 6,25 e 3,125uM. Julgamos necessario aumentar as
concentracbes aqui empregadas para padronizar com as utilizadas no ensaio de
citotoxicidade realizado em MDMO mostrado a seguir. O valor de 122,9uM obtido para
a 1Cso em macrofagos da linhagem RAW 264.7 norteou nossa decisdo e o objetivo deste
ajuste foi obter dados que facilitassem os calculos das porcentagens de inibigcdo e ICso.
Analisando os dados apresentados na Figura 16, é possivel observar que a molécula 2 foi
capaz de inibir o crescimento de B16-F10 de maneira dose-dependente em concentragcdes
acima de 50uM. O valor de I1Cso calculado foi de 50,99uM (48,05 — 54,09uM). N&o houve

inibicdo de crescimento por parte do veiculo cuja concentracao testada foi de 0,4%.

Figura 16: Porcentagens de inibicdo de crescimento e valor de 1C50 de linhagem B16-
F10 apos 72h de exposicdo a molécula 2
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Legenda: CN = grupo controle negativo; V = DMSO. Os dados foram expressos como média da
porcentagem de inibi¢do de crescimento + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste de Dunnet.
*p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos independentes
realizados em duplicata.

5.3 A molécula 2 causou morte por necrose em melanoma murino

Conhecidos a acao citotoxica e o valor de ICso para a molécula 2 em B16-F10,
utilizamos a citometria de fluxo para avaliarmos a via de morte celular envolvida, entre
apoptose e necrose, através dos marcadores AXPE e 7-AAD. O ensaio foi desenvolvido
apoOs exposicdo por 48h a molécula 2 nas concentracdes de 50,99uM, 76,48uM e
101,98uM, respectivamente os valores de ICsp, 1,5 X I1Cs0 € 2 X ICso. Foi possivel
identificar aumento porcentual significativo de marcacao para o corante 7-AAD nas trés
concentracdes utilizadas, respectivamente da menor para a maior 75,10%, 70,54% e
73,22%, quando comparadas com o controle negativo,. Entre si, estes valores nédo
apresentaram diferencas. Também ndo foram observadas diferencas entre 0s grupos
marcados apenas por AXPE e 7-AAD/AXPE (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagens de celulas marcadas com AxPE/7-AAD em ensaio de via de
morte celular realizado em linhagem B16-F10 apds 48h de exposicdo a molécula 2
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Legenda: 50,99uM = ICsq, 76,48uM = 1,5 X ICs0 € 101,98 pM = 2 x ICs. (A) Gréfico de barras indicando
a porcentagem de células ndo marcadas, marcadas por 7-AAD e/ou marcadas por AXPE. (B-F). Grafico
dotplot mostrando o comportamento e porcentagens de marcacdo de cada grupo. Os dados foram expressos
como média das porcentagens de marcacdo + EPM e avaliados por two-way ANOVA com poés-teste de
Bonferroni. *p<0,001 em relacdo ao grupo controle negativo; **p<0,001 em relagdo ao grupo DMSO. Os
dados foram obtidos a partir de 2 experimentos independentes realizados em duplicata.
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5.4 Macrofagos foram obtidos de células imaturas da medula Ossea de

camundongos

Os MDMO foram o produto final das etapas de coleta e diferenciacdo de células
imaturas da medula 6ssea de camundongos C57BL/6. A Figura 18 mostra as alteracdes
na morfologia celular decorrentes do processo de maturacdo de células multipotentes em
macréfagos maduros. A Figura 18A apresenta células imaturas no dia em que foram
coletadas, € possivel observar populacbes heterogéneas com grande variagdo entre 0s
volumes, homogeneidade do conteddo citoplasmatico, auséncia de projecOes
citoplasmaticas, morfologia arredondada e presenca de hemacias em nimero expressivo.
A Figura 18B refere-se ao quarto dia de diferenciacdo, ja é possivel observar transicdes
decorrentes deste processo. A variagdo do volume celular tende a diminuir deixando a
populacdo com aspecto mais homogéneo, ha perda da homogeneidade citoplasmatica,
algumas células passam a apresentar morfologia ovalada com emissdo das primeiras
projecdes citoplasmaticas e 0 nimero de hemécias sofre decréscimo. A Figura 18C refere-
se ao sétimo e ultimo dia do processo de diferenciacdo, observamos células com volumes
pequenos e semelhantes, populagdo homogénea, os citoplasmas sdo heterogéneos,
morfologia fusiforme com grande quantidade de projecdes citoplasmaticas, crescimento

espraiado e auséncia de total de hemécias.

Figura 18: Células coletadas da medula 6ssea de camundongos durante processo de

diferenciacdo de MDMO em diferentes dias

Legenda: Células da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 em cultura durante processo de
diferenciacdo celular em macréfagos maduros. (A, B, C) Respectivamente, primeiro, quarto e sétimo dia
em cultura com meio de diferenciagdo. Fotos com aumento de 400x

Além das observagdes microscopicas, a confirmagdo de que se tratavam de
MDMO foi realizada pela marcacdo com anti-F4/80-PE para analise por citometria de
fluxo. Na Figura 19 é possivel observar a populacdo de células avaliada, o grafico FSC
vs F4/80-PE nos indica marcacéo positiva para F4/80, confirmando que completaram com

sucesso a diferenciacéo.
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Figura 19: Identificagdo de macrofagos apds processo de diferenciagdo
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Legenda: Gates 1 contém a populacdo de células analisadas e Gate 2 confirma a diferenciacdo de células
imaturas da medula 6ssea em macrofagos maduros pela marcagao positiva para F4/80.

5.5 MDMO sédo menos sensiveis que melanoma murino ao efeito citotoxico da

molécula 2

A fim de avaliarmos se a molécula 2 teria acdo citotoxica em MDMO e
consequentemente determinar as porcentagens de inibicdo e valor de ECsg, realizamos
ensaios in vitro pelo método colorimétrico do MTT. As células foram tratadas com
concentracdes variadas e decrescentes da molécula 2 quais sejam 400; 200; 100; 50, 25;
12,5; 6,25 e 3,125uM. Na Figura 20 é possivel observar que a molécula 2 foi capaz de
inibir o crescimento de MDMO de maneira dose-dependente em concentragdes acima de
100uM. O valor de ECso calculado foi de 132,7uM (116,7 — 151,0uM). A concentracéo
porcentual testada do veiculo (DMSO) foi igual da maior concentracdo da molécula 2,
0,4% no pocgo. Este grupo apresentou leve reducdo na viabilidade celular. Apesar disto,
é possivel inferir que a maior contribuicdo para o efeito citotoxico é proveniente da
molécula 2, visto que, ha uma diferenca de mais de 60 pontos porcentuais entre a inibicao
provocada pelo veiculo e a inibicdo provocada pela molécula 2 em sua maior

concentracéo.
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Figura 20: Porcentagens de inibicdo de crescimento e valor de EC50 de MDMO ap6s
72h de exposicdo a molécula 2
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Legenda: CN = grupo controle negativo; V = grupo veiculo (DMSO). Os dados foram expressos como
média da porcentagem de inibicdo de crescimento + EPM e avaliados por one-way ANOVA com pés-teste
de Dunnet. *p<0,05 em relagdo ao grupo controle. Os dados foram obtidos a partir de 3 experimentos
independentes realizados em duplicata.

De posse dos valores de 1Cso para a linhagem B16-F10 e ECso para 0s MDMO, o
IS foi calculado para estimar a seletividade da molécula 2. O resultado nos indicou uma
seletividade de 2,6 vezes para as células tumorais em relagdo aos macrofagos. A Tabela

5 traz um comparativo entre as duas linhagens em relacdo as porcentagens de inibicéo,
ICs0eECsoe IS.

Tabela 5: Porcentagens de inibicéo, valores de IC50 e EC50 e IS ap0s 72h de exposi¢édo
melanoma murino e MDMO a molécula 2

B16-F10 MDMO IS

% Inibic&o (100pM) 91,4% 39,05%

ICs0 € ECso (IM) 50,99 1327 2,60
48,05 — 54,09 116,7 — 151,0

5.6 A molécula 2 polarizou os MDMO para o fenotipo M1 e induziu a
producdo de TNF-a

Utilizando a citometria de fluxo e os marcadores anti-F4/80-PE, anti-CD11b-
FITC e anti-CD206-Alexa Fluor® 647, MDMO foram avaliados quanto a sua ativacao e
consequente alteracdo fenotipica adquirida. Os MDMO foram estimulados com 33,17uM
e 66,35uM da molécula 2, que correspondem respectivamente a “4ECso e “2ECso, e

500ng/mL de LPS. No controle negativo foi adicionado somente meio de cultura
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completo. As populagdes de células foram escolhidas conforme os gates definidos
previamente no topico 5.4.2.

Nos nossos ensaios foi possivel observar grande porcentagem de células
estimuladas pelo LPS com marcacdo positiva para CD11b. Similar a isto, as duas
concentragdes da molécula 2 testadas também apresentaram expressiva marcacdo para
CD11b, superior a 80%, indicando um aumento da expressdo desta glicoproteina
caracteristica de macrofagos ativados pela via classica, fenotipo M1. O grupo veiculo, em
que o DMSO foi o estimulo usado, também apresentou marcacao positiva para o CD11b
em cerca de 48% dos macrofagos, entretanto ao observarmos as porcentagens que
representam as marcagdes CD11b nos grupos LPS e molécula 2, podemos observar que
sdo bem maiores, 0 que nos leva a crer que o efeito polarizante principal é decorrente
destes estimulos. Portanto, para os proximos ensaios de fenotipagem, dosagem de nitrito,
TNF-a ¢ IL-12, 0 DMSO néo foi avaliado. Todos os dados estdo apresentados na Figura
21.

Nos sobrenadantes dos grupos LPS e molécula 2 foram realizadas dosagens para
em busca de quantificar a quantidade de nitrito, TNF-a ¢ IL-12, subprodutos da ativacao
pela via classica. Os dados estdo apresentados na Figura 22. O ensaio para dosagem de
nitrito € bastante utilizado para se estimar de forma indireta a produgdo do NO. Como
esperado, no grupo estimulado com LPS houve grande producdo de nitrito, o valor
quantificado foi de 87,44uM. Ja para a molécula 2, em nenhuma das duas concentracées
avaliadas houve producao significativa. Para 0 TNF-a ¢ IL-12, 0 grupo estimulado com
LPS foi capaz de produzir grandes quantidades destas citocinas pré-inflamatérias, 806,30
e 585,48pg/mL respectivamente. Comparando com os grupos estimulados pela molécula
2, detectamos 102,75pg/mL de TNF-a apenas na maior concentragdo, e em relacdo ao IL-

12 nao houve deteccdo para ambas concentragoes.
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Figura 21: Perfil fenotipico de MDMO apds 48h de estimulacdo com LPS e molécula 2
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Legenda: Controle negativo apenas com meio de cultura. 33,17uM = % ECs € 66,35 uM = % ECs da
molécula 2. (A) Gréfico de barras indicando as porcentagens de MDMO ndo marcado (MO0), marcados por
CD11b (M1) e marcados por CD206 (M2) e duplo marcado. (B-F) gréfico do tipo dotplot mostrando o
comportamento e porcentagens de marcacdo de cada grupo. Os dados foram expressos como média das
porcentagens de marcacao + EPM avaliados por two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *p<0,001
em relagdo ao grupo controle negativo; **p<0,001 em relacdo ao grupo DMSO. Os dados foram obtidos a

partir de 2 experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 22: Valores detectados de nitrito, TNF-a ¢ IL-12 no sobrenadante de MDMO ap0s
48h de estimulacdo com LPS e molécula 2
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Legenda. CN = controle negativo, apenas com meio de cultura. 33,17 uM =% ECs € 66,35 UM = %2 ECs
da molécula 2. (A, B e C) Gréaficos em colunas indicando as concentracGes de nitrito, TNF-a e 1L-12,
respectivamente, nos grupos controle negativo (CN), 500ng/mL de LPS, 33,17uM e 66,35uM da molécula
2. Os dados foram expressos como média da concentracdo + EPM avaliados por one-way ANOVA com

pos-teste de Dunnet. *p<0,001 em relagdo ao grupo controle negativo. Os dados foram obtidos a partir de
2 experimentos independentes realizados em duplicata.
N.D. = N&o detectado

5.7 Sobrenadantes oriundos de melanoma murino polarizaram MDMO para
o fendtipo M1 e induziram producéo de NO, TNF-a e IL-12

Para avaliar o efeito dos sobrenadantes de cultura de melanoma murino sobre o
fendtipo dos MDMO simulando o que acontece no microambiente tumoral, as células
foram estimuladas com os sobrenadantes A, B, C e D. E provavel que todos estes
contenham quantidades de DAMPSs, visto que foram coletados de ensaio de identificacéo
de morte celular, cujos resultados estdo apresentados na Figura 17, e alguma porcentagem
de morte celular foi identificada para todos os grupos. Além disso, € certa a presenca de
FDTs produzidos pelas células B16-F10. Nao foi possivel fazer a identificacdo e

quantificacdo destes fatores.

O sobrenadante A recolhido do grupo controle negativo do ensaio descrito em
5.4.1, ndo possuia qualquer resquicio de DMSO ou da molécula 2 ja que no experimento
de origem apenas meio de cultura completo foi adicionado. Os demais, B, C e D foram
expostos a concentragcdes crescentes da molécula 2 no ensaio de origem e provavelmente
continham alguma quantidade de DMSO e da molécula 2. As populac@es de células foram

escolhidas conforme os gates definidos previamente conforme o topico 5.4.2.
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A excecdo do grupo controle negativo onde foi adicionado somente meio de
cultura, em todos os grupos de MDMO expostos aos quatro sobrenadantes (A, B, C e D)
houveram marcagdes positivas para o CD11b acima de 50%. Inferimos que os
sobrenadantes induziram polarizacdo para o fenétipo M1 (Figura 23). O grupo tratado
com o sobrenadante A apresentou a menor porcentagem de marcacao para CD11b, cerca
de 56%, os demais apresentaram marcacOes maiores e crescentes em relacdo ao
sobrenadante A. O sobrenadante D apresentou valor acima de 81%, semelhante aos
grupos de MDMO tratados diretamente com 33,17uM e 66,35uM da molécula 2 como
pode ser visto na Figura 21.

Os valores encontrados nas dosagens de nitrito, TNF-a e IL-12 estdo apresentados
na Figura 24. O ensaio para quantificacdo de nitrito indicou que nos quatro grupos houve
deteccdo com diferenca significativa em relacéo ao grupo controle negativo. O grupo C
foi o Unico onde a concentracdo foi maior que 10puM. Se compararmos os valores aqui
mensurados com os obtidos apos estimulacdo com LPS e molécula 2 apresentados na
Figura 22, observamos que eles sdo consideravelmente menores em relacéo ao grupo LPS

e sao maiores em relacdo aos grupos estimulados com a molécula 2.

Também em relagdo ao TNF-a, em todos os grupos houve detecgdo desta citocina
em valores significantemente maiores em relacdo ao grupo controle negativo. Nos grupos
C e D, o valor detectado foi superior a faixa de deteccdo do kit e seus valores foram
expressos como maiores que 1000pg/mL. Ao compararmos estes grupos com o ensaio
anterior apresentado na Figura 22, observamos que eles foram capazes de induzir

producdo superior a induzida pelo LPS.

A IL-12 foi detectada em todos os grupos com quantidades acima de 800 pg/mL
com diferencas significante em relacdo ao controle negativo. Novamente no grupo C
observamos que o valor detectado superou a faixa de deteccdo do kit. Comparando com
0 ensaio anterior apresentado na Figura 22, observamos que o estimulo com os quatro
grupos de sobrenadantes foram capazes de induzir a producdo da citocina em quantidades

maiores que o LPS e molécula 2.
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Figura 23: Perfil fenotipico de MDMO ap6s 48h de estimulacdo com sobrenadantes de

melanoma murino
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Legenda: Controle negativo apenas com meio de cultura. Demais grupos oriundos de sobrenadantes de
melanoma murino. Sobrenadante A ndo contém resquicios de DMSO e molécula 2. Sobrenadantes B, C e
D contém alguma quantidade de DMSO e molécula 2 nas concentragbes 50,99, 76,48 e 101,98uM,
respectivamente. (A) Grafico de barras indicando as porcentagens de MDMO nédo marcado (M0), marcados
por CD11b (M1) e marcados por CD206 (M2) e duplo marcado. (B-F) gréfico do tipo dotplot mostrando o
comportamento e porcentagens de marcacdo de cada grupo. Os dados foram expressos como média das
porcentagens de marcacgao + EPM avaliados por two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni. *p<0,001
em relacdo ao grupo controle negativo; **p<0,001 em relacdo ao Sobrenadante A. Os dados foram obtidos
a partir de 2 experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 24: Valores detectados de nitrito, TNF-o ¢ IL-12 no sobrenadante de MDMO
apos 48h de estimulacdo com LPS e molécula 2
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Legenda: CN = controle negativo, apenas com meio de cultura. Sobrenadante A sem exposi¢do a molécula
2 ou DMSO. Sobrenadantes B, C e D expostos a 50,99uM, 76,48uM e 101,98 uM da molécula 2,
respectivamente. (A, B e C) Graficos em colunas indicando as concentracdes de nitrito, TNF-a e IL-12. Os
dados foram expressos como média da concentragdo + EPM avaliados por one-way ANOVA com pos-teste
de Dunnet. *p<0,001 em relagdo ao grupo controle negativo. Os dados foram obtidos a partir de 2
experimentos independentes realizados em duplicata.

N.D. = N&o detectado

5.8 A estimulacéo pelos conjuntos molécula 2 + sobrenadante A e molécula 2
+ LPS polarizaram MDMO para o fenotipo M1 e induziram producéo de
NO, TNF-a e IL-12

De posse dos dados individuais realizados nos ensaios anteriores, avaliamos agora
a acdo da estimulacdo pelos conjuntos molécula 2 + Sobrenadante A e molécula 2 + LPS
sobre o fendtipo dos MDMO. Na Figura 25 estdo apresentados os dados obtidos no ensaio
de fenotipagem dos MDMO. Podemos observar que todos 0s grupos apresentaram forte
marcacdo para CD11b. Os dois grupos estimulados pelo conjunto molécula 2 +
Sobrenadante A apresentaram cerca de 88% de marcacdo para CD11lb, um valor
consideravelmente maior que o observado para o Sobrenadante A isolado (Figura 23),
cerca de 56%. Os dois grupos estimulados pelo conjunto molécula 2 + LPS apresentaram
cerca de 82% de marcacdo para CD11b, valor similar ao observado para o LPS isolado
(Figura 21), cerca de 79%. A comparacao entre o conjunto molécula 2 + Sobrenadante A
e molécula 2 + LPS nos mostram que o primeiro apresenta uma porcentagem um pouco
superior, mas que representa uma diferenca significante em relacdo as porcentagens do
segundo (Figura 25). A molécula 2 parece ter um comportamento sinérgico junto com o

sobrenadante A na polarizacéo para o fenétipo M1.
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Os valores encontrados na dosagem de nitrito, TNF-a e IL-12 estdo apresentados
na Figura 26. Diante das dosagens realizadas para quantificar nitrito, observamos que em
todos os grupos houve deteccdo deste analito em quantidade significativamente maiores
em relacdo ao grupo controle negativo. O estimulo conjunto da molécula 2 + LPS foi
capaz de aumentar a concentracdo de nitrito em mais de 3 vezes em relacéo ao estimulo
conjunto da molécula 2 + Sobrenadante A (Figura 26A). Quando comparamos a
estimulacdo pelos conjuntos 33,17uM + LPS (18,03uM) e 66,35uM + LPS (19,15 uM)
apresentados na Figura 26 A com o do LPS isolado (87,44uM) (Figura 22A), observamos
uma reducgé@o na concentracao de nitrito superior a quatro vezes, provavelmente associada
a presenca da molécula 2. Ao compararmos 33,17uM + Sobrenadante A e 66,35uM +
Sobrenadante A também apresentados na Figura 26A com o Sobrenadante A isolado
(Figura 24A), ndo observamos alteragOes significativas, as concentragdes ficaram em

torno de 7 e 8uM.

Ao observarmos os dados apresentados na Figura 26B, identificamos que em
todos os grupos houve producdo de TNF-a quantificado em altas concentragdes. Para o
grupo controle negativo o analito ndo foi detectado. Nos estimulos conjuntos molécula 2
+ LPS, os valores superaram os dos estimulos conjuntos molécula 2 + Sobrenadante A e
chegaram a passar da faixa de deteccdo do Kit, seus valores foram expressos como maiores
que 1000pg/mL (Figura 26B). Ao compararmos 33,17uM + LPS (>1000pg/mL) e
66,35uM + LPS (>1000pg/mL) com o ensaio LPS isolado (806,30pg/mL) observamos
que a presenca do nosso derivado 1,2,4-oxadiazol provavelmente teve efeito sobre a
producdo de TNF-a (>1000pg/mL), refletido em um maior valor detectado na
estimulacdo conjunta em relacdo ao LPS empregado isoladamente (Figura 22B). O
mesmo ocorre na comparacdo da estimulacdo 33,17uM + Sobrenadante A (841,78pg/mL)
e 66,35uM (897,09pg/mL) + Sobrenadante A e o0 sobrenadante A isolado (373,74pg/mL)
(Figura 24B).

A citocina IL-12 também foi detectada em todos os grupos avaliados. Para o grupo
controle negativo o analito ndo foi detectado. Dentro dos conjuntos de estimulacéo
molécula 2 + LPS e molécula 2 + Sobrenadante A, observamos uma diferenca
significativa entre a concentra¢do mais baixa e mais alta (Figura 26C). Apesar de todo o
cuidado na realizacdo deste ensaio de ELISA para deteccdo da IL-12, a alta variacdo para
os valores detectados poderia estar relacionada a erros pré-analiticos e analiticos. Apesar

desta ressalva, os conjuntos apresentaram valores de IL-12 diferentes em rela¢do ao LPS
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(Figura 22C) e Sobrenadante A (Figura 24C) isolados. Tanto em 33,17uM + LPS
(726,58pg/mL) quanto em 66,35uM + LPS (635,95pg/mL), foram detectadas quantidades
superiores de IL-12 em relacdo ao LPS isolado (585,48pg/mL). O contrério é visto para
33,17uM + Sobrenadante A (845,81pg/mL) e 66,35uM + Sobrenadante A
(318,00pg/mL), onde foram detectadas quantidades inferiores de I1L-12 em relacdo ao
Sobrenatante A (921,30pg/mL) isolado.
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Figura 25: Perfil fenotipico de MDMO apds 48h de estimulacdo pelos

molécula 2 + Sobrenadante A e molécula 2 + LPS
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Legenda: Controle negativo apenas com meio de cultura. Sobrenadante A ndo contém nenhuma quantidade
de DMSO e molécula 2. (A) Gréfico de barras indicando as porcentagens de MDMO néo marcados (MO),
marcados por CD11b (M1) e marcados por CD206 (M2) e duplo marcados. (B-H) Grafico do tipo dotplot
mostrando o comportamento e porcentagens de marcacdo de cada grupo. Os dados foram expressos como
média das porcentagens de marcacdo + EPM avaliados por two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni.
*p<0,001 em relagdo ao grupo controle negativo; **p<0,001 em relagdo ao conjunto de estimulagdo
molécula 2 + LPS. ***p<0,001 em relagdo ao Sobrenadante A isolado. ****p<0,001 em relagdo ao LPS
isolado. Os dados foram obtidos a partir de 2 experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 26: VValores detectados de nitrito, TNF-a e IL-12 no sobrenadante de MDMO apds
48h de estimulacdo pelos conjuntos molécula 2 + LPS e molécula 2 + sobrenadante A
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Legenda: CN = controle negativo, apenas com meio de cultura. Sobrenadante A sem exposi¢do a molécula
2 ou DMSO. (A, B e C) Graficos em colunas indicando as concentracbes de nitrito, TNF-o e IL-12,
respectivamente. Os dados foram expressos como média da concentracdo + EPM avaliados por one-way
ANOVA com pos-teste de Dunnet. *p<0,001 em relacdo ao grupo controle negativo. **p<0,001 em relacdo
ao conjunto de estimulacdo molécula 2 + LPS. ***p<0,001 em relacdo ao Sobrenadante A isolado.
****n<0,001 em relacdo ao LPS isolado. Os dados foram obtidos a partir de 2 experimentos independentes
realizados em duplicata.

N.D. = Nao detectado
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6. DISCUSSAO

A classe dos oxadiazOis é caracterizada por compostos que possuem um
heterociclo formado por um &omo de oxigénio, dois &tomos de nitrogénio, dois a&tomos
de carbono e mais duas ligacbes duplas. A alterndncia de posicbes dos atomos e
insaturacbes conferem ao anel uma plasticidade bastante explorada em pesquisas
cientificas. Grupos quimicos de cadeias grandes ou pequenas, hidrofilicos ou
hidrofébicos, doadores ou receptores de elétrons podem ser adicionados com o objetivo
de acrescentar ou refinar atividades biolégicas (PACE; PIERRO, 2009).

O anel 1,2,4-oxadiazol é especialmente importante para a industria farmacéutica
no que diz respeito ao planejamento racional de novos medicamentos, ja que se trata de
um grupo com volume, distribuicdo eletrénica e propriedades fisico-quimicas
semelhantes a amidas e ésteres, ou seja, um bioisostero destes grupos. A permuta entre
0S grupos acarreta vantagens a molécula deixando-a menos instavel sem prejuizo as
propriedades bioldgicas e também almejam o melhoramento da orientagdo espacial,
aumento da biodisponibilidade, da seletividade, poténcia, dentre outras propriedades
(CASCIOFERRO et al., 2019; GLOMB; SZYMANKIEWICZ; SWIATEK, 2018).

Em artigo de revisdo recentemente publicado, constatamos que grande parte dos
medicamentos pertencentes a classe dos oxadiazois comercializados atualmente sdo
derivados do anel 1,2,4-oxadiazol, vale destacar além da importancia deste isbmero frente
aos demais, a grande diversidade de indicacOes terapéuticas que possuem: vasodilatador,
anti-hipertensivo, supressor da tosse, antirretroviral, antagonista opioide, inibidor da
catecol-O-metil transferase (COMT), para Distrofia Muscular de Duchenne e Esclerose
Maltipla (ARAUJO et al., 2023).

Ainda sobre esse estudo, identificamos diversos trabalhos em que moléculas
derivadas de 1,2,4-oxadiazol apresentaram atividades antitumoral e imunomoduladora. A
inducdo de processos apoptdticos e necrdticos, inibicdo da telomerase, reducdo da
polimerizacdo da tubulina, alteracdo do potencial de membrana mitocondrial e parada do
ciclo celular foram mecanismo propostos para a atividade antitumoral. Ao passo que
reducdo e aumento de infiltrado leucocitério, inibicdo de isoformas das cicloxigenases
(COX), reducédo ou aumento de IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-q, inibi¢ao da ativagdo de NF-kB,
aumento da producdo de 6xido nitrico e reducéo de espécies reativas do oxigénio foram

mecanismos propostos para imunomodulacdo (ARAUJO et al., 2023).
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Diante deste contexto, foi objetivo deste estudo avaliar o efeito antitumoral e
imunomodulador de derivado sintético 1,2,4-oxadiazol, o N-ciclohexil-3-(3-metilfenil)-
1,2,4-oxadiazol-5-amina, denominado como molécula 2, em células de melanoma e
MDMO murinos. Iniciamos a etapa de triagem submetendo células de linhagem a ensaios
de citotoxicidade empregando uma gama de moléculas sintéticas derivadas do anel 1,2,4-
oxadiazol a fim de escolher a mais promissora. Foram empregadas células das linhagens
HCT-116, PC-3, SNB-19 e RAW 264.7 e 0os compostos VN 147, VN 148, VN 155, VN
157, VN 158, VN 162, VN 164, VN181, VN 185, VN 187 e molécula 2. Os ensaios foram
realizados pelo método colorimétrico de reducdo do sal MTT a sal Formazan.

Todos os compostos foram capazes de inibir o crescimento celular em alguma
porcentagem na concentragdo de 100uM como mostrado Tabela 2. Em ordem decrescente
de sensibilidade aos compostos temos as linhagens HCT-116, PC-3 e SNB-19. As
porcentagens médias de inibicao de crescimento calculadas para cada linhagem somando-
se a porcentagem de inibicdo de cada molécula e dividindo pelo namero total de
moléculas, foram 68,65%, 60,63% e 42,90%, respectivamente. VN 164 se mostrou a
molécula menos toxica. As mais toxicas foram molécula 2 e VN 162. Os valores de 1Cso
foram calculados ap0s exposicdo por 72h aos compostos. Os menores valores para as
linhagens acima foram os seguintes: HCT-116 cerca de 35uM, encontrados nos
compostos VN 162 e VN 185; PC-3 cerca de 46p1M, encontrado em molécula 2; SNB-19

cerca de 79uM, encontrados nos compostos VN 187 e molécula 2.

Em estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa foram avaliadas as atividades
antitumoral de varios compostos derivados de 1,2,4-oxadiazol, sendo alguns deles
também empregados neste presente trabalho. As acdes citotdxicas dos compostos
molécula 2, VN 155 e VN 158 aqui demonstradas, foram também demonstradas nos
resultados apresentados por De Oliveira et al. (2018). As porcentagens de inibicdo de
crescimento de HCT-116 quando tratada com molécula 2 e VN 155 sdo bastante
semelhantes, assim como o valor de 1Cso da molécula 2 para PC-3. Ainda sobre a acéo
citotoxica das moléculas VN 147, VN 148, VN 162, VN 164, VN181, VN 185 e VN 187
nossos resultados corroboram os apresentados por De Oliveira et al. (2021) que tambéem
verificaram inibicdo de crescimento de linhagens tumorais em decorréncia da exposicdo
a estes compostos. Além de experimentarem em HCT-116 e PC-3, testaram em mais trés
linhagens tumorais, SKMEL-103, AGP-01 e NCIH-460, com inibi¢do do crescimento em

todas elas. Outros autores também demonstraram a atividade antitumoral de derivados

85



sintéticos 1,2,4-oxadiazol (GOBEC et al., 2015; MARKQV et al., 2020; POTENZA et
al., 2021a; WU et al., 2012; YOUSSIF et al., 2022; ZHANG et al., 2020D).

Um estudo de relagdo estrutura-atividade seria necessario para identificar os sitios
de interacdo dos derivados 1,2,4-oxadiazol, entretanto é possivel extrair algumas
informacGes ao compararmos as estruturas apresentadas na Tabela 1. Todos 0s compostos
possuem substituices nas posicoes 3 e 5 do anel 1,2,4-oxadiazol. Na posi¢do 3 temos a
porcdo variavel das moléculas com alternancia dos radicais H, CHs, F, OCHz e NO;
ligados ao fenil. Na posicdo 5 temos os grupos fixos ciclohexil, alcino e glicoglicero-
triazol ligados ao anel 1,2,4-oxadiazol por fungdes organicas nitrogenadas.

Para os representantes N-ciclohexil-1,2,4-oxadiazol VN 155, VN 158 e molécula
2, a presenca de grupo doador de elétrons, no caso CH3 presente na molécula 2, parece
trazer maior ganho de atividade antitumoral. Para os alcinos-1,2,4-oxadiazol VN 147, VN
148, VN 162 e VN 164, o ganho parece estar associado a presenca de grupo halogénio
como o Fluor ligado ao fenil presenta na molécula VN 162. Para os glicoglicero-triazol-
1,2,4-oxadiazol VN 181, VN 185 e VN 187, o ganho parece estar associado a presenca
de NO: ligado ao fenil, presente nas moléculas VN 185 e VN 187 com discreta diferenca
entre elas. Em seu artigo de revisdo, Biernacki et al. 2020 compilaram resultados de
atividade antitumoral de derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol que corroboram com 0s
nossos em relacdo ao aumento ou diminuicdo de atividade condicionada pelo grupo
ligante ao fenil (BIERNACKI et al., 2020).

A linhagem RAW 264.7 tem seu uso como modelo de macrdfago bastante aceito
e foi considerada como a linhagem ndo tumoral na etapa de triagem das moléculas
(TACIAK et al., 2018). Assim como as demais, observamos que 0s compostos utilizados
também foram capazes de inibir o crescimento desta linhagem. VN 162 exibiu o maior
potencial antiproliferativo com cerca de 99% de inibicdo de crescimento na concentracao
fixa de 100uM, esta molécula também esteve entre as de maior potencial para as HCT-
116, PC-3 e SNB-19. Outra molécula com potencial semelhante foi a molécula 2,
entretanto sua porcentagem de inibicdo para RAW 264.7 foi cerca de 51%, o menor dentre
0s compostos utilizados. Os valores de ECso foram calculados para VN 157, VN 158, VN
162, VN 187 e molécula 2, sendo este ultimo o que apresentou o maior valor, cerca de
122uM. Ao relacionarmos as concentrac@es inibitorias minimas dos compostos foi

possivel calcular o IS. A molécula 2 apresentou os melhores resultados e foi 2,70, 2,67 e
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1,55 vezes mais seletiva para HCT-116, PC-3 e SNB-19 respectivamente, que para 0s
macréfagos RAW 264.7.

O tratamento com a quimioterapia tradicional traz bastante desconforto para os
pacientes ja que os farmacos citotoxicos ndo sao especificos para as células tumorais e
provocam efeitos adversos diversos como fadiga, ndusea, vémitos, diarreia, anemia,
alopecia, leucopenia, rash cutaneo e etc. Também sdo considerados elementos limitantes
a dose e frequéncia de administracdo. Compostos dotados de méaximo efeito téxico
direcionado ao tumor e minimo efeito colateral norteiam as pesquisas e desenvolvimento
de novos medicamentos e neste contexto, moléculas mais seletivas despertam mais
atencdo. (YADAV et al., 2017b).

Considerando os valores das porcentagens de inibicédo de crescimento, 1Csq e ECsyo,
bem como ac¢éo citotoxica mais seletiva para células tumorais em relagdo aos macréfagos
da linhagem RAW264.7, e também guiados por trabalhos prévios publicados pelo nosso
grupo de pesquisa, em que foram comprovadas as atividades antitumoral, antimicrobiana
e antiparasitario da molécula 2 (DE OLIVEIRA, etal., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2021,
ROCHA et al., 2022), optamos por seguir nosso estudo com esta mesma molécula através
uma abordagem em duas frentes biologicamente relacionadas entre si, citotoxicidade para

melanoma murino e imunomodulacdo da imunidade inata, no caso de MDMO.

Foram escolhidas a linhagem tumoral B16-F10, originaria de melanoma de
camundongos C57BL/6, espécie Mus musculus e macrdfagos da mesma raca e espécie,
obtidos por diferenciacdo de células imaturas da medula 6ssea. Dado o insucesso da
quimioterapia isolada para o tratamento de melanomas avancados, agentes
imunoterdpicos sao utilizados associados a outras moléculas capazes de agir
potencializando as respostas imunoldgicas e se tornaram a modalidade mais eficiente
atualmente empregada com resultados bastante positivos para os pacientes (LEE;
MUKHI; LIU, 2012; TIMAR; HEGEDUS; RASO, 2018). Em individuos, os TAMSs s&o
0 tipo de leucécito mais comum em tumores sélidos e tendem a assumir o fendtipo M2.
O resultado é que desempenham funcGes favoraveis ao crescimento do tumor como a
promocdo do crescimento de novos vasos sanguineos e diminui¢do da imunovigilancia.
Este papel central no desenvolvimento dos tumores tornaram essas células alvos

terapéuticos em que se busca a eliminacdo das células ja presente no TME, inibi¢do do
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recrutamento de novos macréfagos e repolarizacdo dos presentes para o fenotipo M1
(L1U; JOSHI, 2020; QIAN et al., 2017).

Células da linhagem B16-F10 foram submetidas a ensaio de citotoxicidade in vitro
pelo método colorimétrico do MTT para avaliacéo das porcentagens de inibigéo e calcular
0 valor de 1Cso. Assim como nos ensaios anteriores, a molécula 2 foi capaz de inibir o
crescimento desta linhagem celular em diferentes concentragdes, resultando num valor de
ICso de 50,99uM. Conhecido o efeito citotoxico em B16-F10, prosseguimos com 0s
ensaios para investigacdo da via envolvido na morte celular através de ensaio in vitro
utilizando os marcadores AXPE e 7-AAD e leitura por citometria de fluxo. Os dois
métodos mais bem caracterizados e prevalentes para se estudar morte celular sdo apoptose
e necrose. O emprego desses marcadores permite a identificacdo de células viaveis
(AXPE-/7-AAD-), em processo de apoptose inicial (AXPE+/7-AAD-), apoptose tardia
(AXPE+/7-AAD+) e necrose (AXPE-/7-AAD+) por citometria de fluxo. As células
tratadas com as trés concentragdes empregadas da molécula 2 apresentaram elevada
porcentagem de marcacOes caracteristicas para processos necréticos (NIRMALA;
LOPUS, 2019).

Processos apoptoticos sdo programados e controlados caracterizados por ativacao
da via das caspases, aumento da permeabilidade mitocondrial, arredondamento celular,
diminuicdo de volume, condensacao de cromatina e fragmentacao nuclear e de membrana
plasmatica com formacdo de blebs. Em situacfes em que as células sofrem injdrias
repentinas como hipoxia, radiacdo, calor e exposicdo a agentes quimicos citotoxicos,
ocorre morte por via distinta e ndo orquestrada conhecido como necrose. E um processo
independente de gasto energético onde as células sofrem um “inchago” que culmina com
a ruptura da membrana plasmatica com consequente liberacdo de DAMPs para 0 meio
extracelular (D’ARCY, 2019).

DAMPs sdo moléculas que funcionam como adjuvantes ou que sinalizam perigo
diretamente para o sistema imune intato, a morte celular por necrose invariavelmente é
acompanhada de um processo inflamatorio. Em oposicao a apoptose que é considerada
um mecanismo de morte toleravel ao sistema imune, a necrose é considerada como um
mecanismo de morte imunogénico. No contexto da terapia para o cancer com
quimioterapicos, em paralelo a via de morte induzida, altera¢des na quantidade de CTLs,

linfocitos Treg, células NK, células dendriticas e macréfagos M1 no TME sédo observadas

88



a depender do agente empregado condicionando o progndstico, dai a importancia de
moléculas polivalentes (AHMED; TAIT, 2020; KROEMER et al., 2013).

Estudos com neoplasias em murinos mostraram que o tratamento com antraciclina
foi mais eficiente em camundongos imunocompetentes em comparagdo aos
imunocomprometidos. Em humanos, foi observado que a antraciclina causa morte
imunogénica em células tumorais e tem sido utilizada para preparo de terapia vacinal em
pacientes com cancer. A resposta imunolégica € dependente de macréfagos e das células
dendriticas na medida que estas células fagocitam os antigenos das células tumorais
mortas, processam e apresentam a linfdcitos e células NK (KROEMER et al., 2013). O
fato de termos identificado que a molécula 2 também causar morte do tipo imunogénica
em melanoma murino nos sugere que seu uso em organismo poderia causar 0 mesmo tipo

de morte com incremento da ativagdo do sistema imunoldgico.

Ao estudar a atividade antitumoral de uma série de derivados oxadiazois, Ziedan
et al. (2010) destacaram que um dos compostos que exibiu elevada atividade citotoxica
para a linhagem tumoral MIA PaCa-2 (cancer de pancreas) causou morte via necrose,
diferente dos demais compostos que induziram apoptose. Destacaram que o resultado é
relevante representando uma alternativa para compostos que induzem morte por
apoptose, pois consideram que o desenvolvimento de mecanismos resistentes a apoptose
reduzem a sensibilidade das células tumorais, aumentam a sobrevida e pioram o
prognostico do paciente (ZIEDAN et al., 2010).

Markov e et al. (2020) avaliaram a via de morte por apoptose ou necrose via
marcacdo de células HeLa (carcinoma cervival) com Anexina-V e iodeto de propideo
(P1), induzida por um dos compostos oxadiazois que abordaram no seu estudo. Eles
verificaram que o aumento da concentracdo do composto provocou uma transi¢do da
populacdo de células em apoptose recente (marcadas somente por Anexina-V) para
apoptose tardia (marcacdo dupla Anexina-V e PI) além de aumento de marcacdo de
populacdo de células necréticas (marcadas somente por PI). Ainda destacaram que esta
transicdo de apoptose para necrose € dose-dependente e similar a que ocorre com agentes
anticancer bem estabelecidos como cisplatina, etoposideo e doxorrubicina. (MARKOV
et al., 2020). Nas concentragdes por nos utilizadas ndo foram observados este
comportamento. Como partimos do valor de ICso, ndo descartamos que a redugédo deste

valor possa refletir o mesmo comportamento dose-dependente.
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Apos as etapas de coleta da medula 6ssea, diferenciacdo induzida por CSF-M e
confirmagé&o por citometria de fluxo, MDMO foram utilizados para realizagéo de ensaios
de citotoxicidade pelo método do MTT e avaliacdo fenotipica apds estimulagcdo com a
molécula 2, LPS e sobrenadantes oriundos de melanoma murino. Assim como observado
em B16-F10, a molécula 2 foi capaz de inibir o crescimento dos MDMO em diferentes
concentragdes, o valor de ECso foi de 132,70uM. O célculo do IS nos mostrou uma

seletividade de cerca de 2,6 vezes para a linhagem tumoral em relagdo a ndo tumoral.

Em todos os ensaios para avaliacdo fenotipica foram empregados os marcadores
anti-F4/80-PE, anti-CD11b-FITC e anti-CD206-Alexa Fluor® 647. F4/80 € um
glicoproteina da familia dos fatores de crescimento epidermal amplamente utilizada como
marcador de macréfagos murinos de origens variadas. CD11b é uma glicoproteina
pertencente a familia das integrinas superexpressa na superficie dos macréfagos ML1.
CD206, também conhecido como receptor de manose de macréfagos (MR), pertence a
superfamilia das lectinas tipo C e esta superexpresso na superficie de macréfagos M2. As
trés marcacOes simultaneas possibilitam identificar macrofagos maduros nos estados de
repouso MO (F4/80+/CD11b-/CD206-), ativados pela via classica M1
(F4/80+/CD11b+/CD206-) e ativados pela via alternativa M2 (F4/80+/CD11b-/CD206+)
(VAN DEN BOSSCHE; BAARDMAN; DE WINTHER, 2015; YING et al., 2013).

Os resultados obtidos nos ensaios realizados combinando os trés marcadores nos
mostraram que a metodologia empregada para diferenciacdo dos macrdfagos foi exitosa,
a populacéo de células analisada apresentou forte marcacdo para F4/80 confirmando se
tratar de uma populacdo de macréfagos maduros. No grupo controle negativo, mais de
90% das celulas analisadas ndo apresentaram marcacdo para CD11b ou CD206, entendido
como um estado ndo ativado no qual os macréfagos se apresentam com fendtipo MO.
Entendemos também que a metodologia empregada teve pouco efeito sobre a ativacao
dos macréfagos e atribuimos mudancas fenotipicas primordialmente aos estimulos
fornecidos as celulas. O valor de ECso denotou que MDMO sdo menos sensiveis a
molécula 2 possibilitando que escolhéssemos as concentracdes de 33,17 e 66,35uM para
0s ensaios de alteracBes fenotipicas. Para o0s MDMO, sdo concentracBes com baixa

citotoxicidade, porém ficam ao redor do valor de ICso para a linhagem B16-F10.

A complexa interacdo entre a inflamacdo e o processo de resolucdo esta

intimamente relacionada a flexibilidade funcional dos macréfagos. Para restaurar o
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equilibrio nos tecidos, os macréfagos podem rapidamente modificar suas caracteristicas
e assumir fungbes mediante o estimulo recebido. Os macréfagos M1 sdo ditos pro-
inflamatorios pois estdo intimamente envolvidos no inicio e manutencdo destes
processos. S&o ativados por IFN-y, TNF-a e LPS, produzem IL-1b, IL-6, TNF-a, EROs,
ERNs, além de aumentada atividade fagocitica, apresentacdo de antigenos e ativacao de
linfocitos TCD4+, TCD8+ e células NK. Ja os M2 sdo ditos anti-inflamatorios pois
exercem funcdes primordiais nas etapas de regeneracdo e remodelacdo dos tecidos, na
resolucéo da inflamacgéo. Séo ativados por IL-4, IL-10 e IL-13, produzem IL-10, TGF-B,
VEGF, MMP9 dentre outros (GAO; LIANG; WANG, 2022; LIU; JOSHI, 2020).

O TME é um complexo ambiente formado por fibras de colageno e elastina, vasos
sanguineos, células tumorais, células estromais e células do sistema imunolégico, como
linfocitos T e B, células dendriticas, células supressoras derivadas de mieldides e (MSDC)
e macrofagos. Em geral, na inicializacdo dos tumores, os macréfagos séo atraidos por
CSF-M e CCL-2 e ativados para M1, exercem funcbes pro-inflamatérias e assim
desempenham papel antitumoral. Em caso de insucesso e estabelecimento do tumor,
TAMs séo ativados no TME e polarizados para M2 passando a desempenhar funcdes pro-
tumorais (GAO; LIANG; WANG, 2022; KIM; BAE, 2016; LI1U; JOSHI, 2020).

A participacdo dos TAMs M2 condiciona a progressdo dos tumores. Atuam na
diminuicdo da imunovigilancia por atrairem e estimularem Treg que por sua vez inibem
as atividades antitumorais de CTLs e NK. S&o responsaveis por manter um ambiente
inflamatdrio cronico ao secretarem IL17 e IL23 perpetuando a instabilidade genética.
Fomentam a formacao de vasos sanguineos e a metastase do tumor ao secretar substancias
como o VEGF e MMP9. Portanto, um objetivo fundamental das terapias contra o cancer
que se baseiam em macrofagos € diminuir a quantidade de funcdo dos M2 e aumentar dos
M1 (ANDERSON et al., 2021).

De maneira geral, as andlises fenotipicas pos-estimulacdo nos mostraram que a
molécula 2, o LPS e os sobrenadantes oriundo de melanoma murino empregados de forma
isolada foram capazes de modular os MDMO. Nosso estudo mostrou um aumento na
expressdo de CD11b, indicando que a molécula 2 induziu polarizacdo dos MDMO para
o fen6tipo M1 em alta porcentagem das células analisadas. Nos sobrenadantes destes
grupos ndo foram detectados nitrito e nem IL-12. Somente para 0 grupo exposto a

66,35uM da molécula 2 foi detectado producdo de TNF-a.
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O LPS oriundo de bactérias gram-negativas € um conhecido e potente ativador de
macrdfagos in vitro e assim como em organismos completos, atua via sinalizacdo
TLR4/NF-kB com consequente ativagdo pela via classica. A ativagcdo desta via de
sinalizacdo além de polarizar os macrofagos para o perfil M1 leva invariavelmente ao
desencadeamento de resposta inflamatdria onde o macréfago passa a produzir citocinas
pré-inflamatorias tais como TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-12 além do aumento da producéo de
NO decorrente do aumento da expressdo de iNOS. (MESHKANI; VAKILI, 2016;
ORECCHIONI et al., 2019). Como esperado, a exposi¢do dos MDMO a LPS provocou
polarizagdo para o fen6tipo M1. Também detectamos o nitrito em grande quantidade
refletindo a alta producéo de NO, assim como de TNF-a e IL-12.

A ideia de estimular MDMO com sobrenadantes oriundos de ensaio prévio com
células de melanoma murino buscou simular a influéncia de produtos soltveis contidos
no sobrenadante sobre o fenotipo dos macrofagos. Identificamos que a molécula 2 induziu
a morte por necrose, sendo assim, além de produtos secretados ndo conhecidos e
antigenos tumorais, 0s sobrenadantes continham quantidades variaveis de DAMPs das
células da linhagem B16-F10. Foi observado que os MDMO foram polarizados para M1
apos contato com todos o0s grupos de sobrenadantes. Os sobrenadantes que continham
resquicios da molecula 2 (Sobrenadantes B, C e D) foram capazes de aumentar a
porcentagem de células M1 em relagcdo ao sobrenadante A em que ndo havia qualquer
resquicio da molécula 2. Também foi possivel observar que a estimulacdo provocou

aumento na quantidade de nitrito, TNF-a e IL-12.

A morte celular imunogénica (MCI) tem ganhado relevancia ultimamente pelo
fato de que aumenta a resposta imune inata e adaptativa. Foram identificados tratamentos
corriqueiramente como o0 uso de antraciclina, ciclofosfamida, oxaliplatina, de
radioterapia, de viroterapia e de terapia fotodindmica que causam MCI e induzem
imunidade antitumoral robusta (GARG; AGOSTINIS, 2017). Uma caracteristica comum
entre as MCI é a liberacdo de DAMPs de células mortas ou em processo de morte no
meio. Normalmente estdo localizados no interior das células distribuidos no nucleo,
citoplasma e reticulo endoplasmatico, e ndo implicam em respostas imunoldgicas. No
entanto, quando liberados para o meio externo apos morte celular, sdo reconhecidos por
receptores presentes em células imunoldgicas e passam a desempenham um papel
imunogénico. calreticulina, proteinas de choque térmico (HSPs), proteina de alta
mobilidade box 1 (HMGBL1), ATP, DNA e RNA sdo exemplos de DAMPs. DAMPs
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podem ser reconhecidos tanto pelo sistema imunoldgico inato quanto pelo adaptativo por
meio de receptores de reconhecimento de padbes (PRRs) distintos, o que conduz a
quimiotaxia, homing, ativacdo e/ou maturacdo, resultando, em ultima andlise, na
apresentacdo cruzada de antigenos tumorais a linfocitos T CD8+ no contexto de uma
imunomodulacdo robusta. (BIRMPILIS et al., 2022)

Os tumores se desenvolvem em microambientes complexos e dindmicos que
afetam seu desenvolvimento, disseminacdo e metastase. Células tumorais e vizinhos
mantém frequente interacdo através de contato fisico e liberacdo de fatores sollveis.
Moléculas como citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, mediadores
inflamatorios e vesiculas contendo fragmentos de DNA, corpos apoptéticos com
carregando genes transmissiveis e exossomos séo recursos que células tumorais utilizam
para se comunicar com outras ou com células normais. O entendimento da maneira como
as células cancerigenas interagem entre si e as consequéncias disto pode ser aplicado para
criacdo de abordagens terapéuticas com o objetivo impedir a progressao e resisténcia aos
quimioterapicos em uso (BAGHBAN et al., 2020).

A pesquisa em imunoterapia contra o cancer focada em TAMs como alvos
terapéuticos vem ganhando relevancia. Uma abordagem que tem se mostrado promissora
é a repolarizacéo do fenotipo M2 para 0 M1. Sabemos que o fendtipo dos macrofagos é
determinado pelos estimulos recebidos do TME. Macrofagos M2 estdo associados a
ativacdo dos receptores M-CSFR, IL-10R, IL-4R, IL-13R, TGFBR e EGFR e vias de
sinalizacdo PI3K/AKT, JAK/STAT6 ou STAT3 e TGF-B/SMAD. Enquanto que a
polarizacdo M1 esta ligada a ativacdo dos receptores de IFN-y, IL-12, TNF, GM-CSF e
toll-like e das vias de sinalizacdo JNK, P38, NF-kB p65, JAK/STAT1. (KERNEUR,;
CANO; OLIVE, 2022).

Também influenciam na repolarizacdo dos MDMO a concentracdo dos agonistas
ligados em seus receptores, 0 tempo em que a via fica ativada ap0s ativacao e redundancia
de algumas vias de sinalizacdo para o caso de inoperancia da via principal. Apesar de toda
complexidade envolvida, o emprego de moléculas projetadas para bloquear a via de
sinalizacdo dos macrofagos pro-tumorais em modelos pré-clinicos e ensaios clinicos
iniciais colocam os macrofagos como alvos eficazes de terapias isoladas ou combinadas
contra o cancer. (GUO et al., 2016; KERNEUR; CANO; OLIVE, 2022).
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Semelhante a exposi¢do isolada, os conjuntos molécula 2 + Sobrenadante A e
molécula 2 + LPS também foram capazes de modular os MDMO polarizando-os para o
fendtipo M1. Observamos que a presenca da molécula 2 teve um efeito sinérgico na
polarizagdo para M1 especialmente se compararmos ao considervel aumento de 56%
para 88% entre os MDMO estimulados com o sobrenadante A e com o conjunto molécula
2 + sobrenadante A. O mesmo efeito foi identificado na quantificagdo de TNF-a para
ambos 0s conjuntos em relacdo a estimulacdo isolada. Para IL-12 observamos o efeito
sinérgico para o conjunto molécula 2 + LPS em relacéo a estimulacdo isolada. Em relagéo
a dosagem de nitrito, foi observada reducéo da quantidade para o conjunto molécula 2 +
LPS em relagdo a estimulagdo isolada.

Dentre as células do sistema imunologico, os macrofagos sdo capazes de
responder rapidamente a estimulos e produzir NO, que por sua vez é capaz de matar virus
e bactérias invasores. Também se atribui a ele a capacidade de induzir a morte células
tumorais pelo mesmo mecanismo. Além dos papeis anteriores, 0 NO também esta
envolvido na diferenciacdo de linfécitos T para o perfil Thl e desenvolvimento de
linfocitos B produtores de anticorpos (RAHAT; HEMMERLEIN, 2013). Alguns estudos
apresentaram aumento na concentracdo de NO em decorréncia do uso de compostos
oxadiazdis (ABD-ELLAH et al., 2017; WANG et al., 2015). Os autores destacaram que
a maleabilidade da classe permitiu a sintese de estruturas contendo nitratos de ésteres que
facilmente podem liberar NO para o meio, conferindo assim propriedades antitumorais.
Tal via paralela antitumoral diferente da investigada neste estudo valoriza o potencial da

classe do oxadiazois.

O aumento da concentracdo de citocinas pro-inflamatérias no TME tem relacéo
direta com o aumento da atividade citotoxica de células imunes. O TNF-a é um mediador
inflamatério potente produzido e secretado principalmente por macrofagos M1. A
producdo por estas células desencadeia uma variedade de respostas celulares incluindo a
ativacdo da transcricdo de genes pro-inflamatorios e secrecdo de citocinas e quimiocinas,
ativacdo de outros macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, células NK e CTLs,
aumento da apresentacao antigénica e fagocitose e podem induzir a morte direta de células
tumorais via ativacdo de capspase-8. A IL-12 é uma citocina pré-inflamatoria produzida
e expressa principalmente por APCs, como células dendriticas e macr6fagos. No contexto
do TME estimula células efetoras da imunidade inata e adaptativa levando ao

aprimoramento de respostas imunes citotdxicas, macrdfagos sdo polarizados para M1,
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linfocitos TCD8+ sdo transformados em CTLs e células NK sdo recrutadas. A ativacao
mediada pela IL-12 desencadeia a liberacdo de citocinas Thl como o IFN-y, a
consequéncia é inibicdo de linfécitos Treg e aumento da expressdo de moléculas MHC |
pelas células tumorais facilitando o reconhecimento (BERRAONDO et al., 2019;
HABANJAR et al., 2023).

Alguns estudos mostraram que derivados sintéticos 1,2,4-oxadiazol foram
capazes de modular o sistema imunoldgico reduzindo a inflamacdo e os niveis de
citocinas pro-inflamatdrias. Estes resultados sdo contrarios aos nossos (ABD EL-
HAMEED et al., 2021; GOBEC et al., 2015; MARKOV et al., ; NOROUZI et al., 2016;
POTENZA et al., 2021b; ZHANG et al., 2020b). Em seu estudo sobre atividade anti-
HBV de derivados 1,2,4-oxadiazol, Qiu et al. 2022 verificou que um composto teve acao
agonista sobre receptores TLR8 ativando a via NF-kB em células mononucleares de
sangue periférico. Mostrou também que em decorréncia da ligagdo com TLR8, houve
expressdo de TNF-a e IL-12 de maneira dose dependente (QIU et al., 2022). Nossos
resultados vao de encontro a esses corroborando o potencial imunomodulador dos

derivados 1,2,4 oxadiazol.

N&o foi objetivo deste estudo precisar mecanismos pelos quais a molécula 2
modula MDMO. Como ja citado, o fenotipo M1 esté relacionado a ativacao das vias de
sinalizacdo JNK, P38, NF-kB p65, JAK/STAT1(KERNEUR; CANO; OLIVE, 2022). A
participacdo relevante na polarizacdo dos MDMO para o fendtipo M1 sugere que a
molécula N-ciclohexil-3-(3-metilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-amina tem participacdo na
ativacdo dessas vias. A quantificacdo de outras citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias
e anti-inflamatdrias, por ELISA e por método mais preciso como RT-PCR, além de a
identificacdo de marcadores celulares envolvidos na fagocitose e apresentacédo antigénica
seria de grande valor para avancarmos neste sentido. Os resultados apresentados
referendam o grande potencial dos compostos oxadiazois e em especial da molécula 2.
Objeto de estudo em trabalhos prévios do nosso grupo de pesquisa, ficou aqui
demonstrada mais uma vez sua atividade antitumoral e a descoberta da atividade

imunomoduladora em MDMO.
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7. CONCLUSAO

Todos o0s compostos derivados 1,2,4-oxadiazol apresentaram atividade
antiproliferativa em pelo menos uma das linhagens celulares utilizadas na etapa de
triagem. Estes resultados nos levaram a selecionar a molécula 2 para prosseguimento do
estudo empregando-a em abordagem antitumoral em células de B16-F10 de melanoma
murino e em abordagem imunomoduladora em MDMO. Em ensaios de citotoxicidade a
molécula 2 apresentou atividade citotoxica tanto em B16-F10 e MDMO, sendo 2,6 vezes
mais seletiva para a linhagem tumoral. A investigacdo da via de morte em B16-F10

indicou que a molécula 2 causou a morte das células por necrose.

Os MDMO foram expostos a molécula 2, LPS e os sobrenadantes oriundo de
melanoma murino empregados de forma isolada ou conjuntamente. Verificamos que
todos foram capazes de polariza-los para o fendtipo M1. A exposicdo a molécula 2 foi
induziu a producdo de TNF-a na concentragdo de 66,35uM. A exposicdo aos
sobrenadantes oriundos de B16-F10 induziram a producdo de NO, TNF-a e IL-12. A
exposicdo aos conjuntos de estimulacdo Sobrenadante A + molécula 2 e LPS + molécula
2 induziram a producdo de NO, TNF-a ¢ IL-12.
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9. ANEXO | - Artigo relacionado a tese publicado como 1° autor

Oxadiazole Derivatives as Anticancer and Immunomodulatory Agents: A

Systematic Review
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Abstract: Background: Tumor plasticity processes impact the treatment of different
types of cancer; as an effect of this, the bioprospecting of therapies from nataral and'or
synthetic compounds that can regulate or modulate the inumume system has incressed con-
siderably. Oxadiazole derivatives are structures that exhibit diverse biological activities.
Therafore, this review aimed to evaluste the activity of cxadiazole compounds against fu-
maor cell lines and their possible immmme-mediated mechamizms.

Medhods: A search in PobMed, Web of Scence, and Science Direct databases was car-
ried out on smedies published from Jamary 1, 2004, to January 31, 2022, using “pocadis-
zole™ in combinstion with the other descriptors “cancer” and “macrophage”. Omly experi-
mental in vitre and i wvo articles were included A similar search strategy was used in
the Derwent Innovation Index database for technology mapping The search was per-
formed on Drughank using the descriptor oxadiazole for commercial mapping.

Resules: 23 oxadiazole sdies were inchoded in this review, and some biological activi-

s rroesesourrasery 165 linked to antitemoral and immunomodulation wese listed. Oxadiszole derivatives in-
hibited tomor cell growth and proliferation, blocked cell cycle, modulated mitochondrial
memhbrane potential, presented immumoregulatory actvity by different mechamizms re-
ducing proinflammatory cytokines levels and acted directly as selective inhibitors of the
COX enzyme There was an increase in oxadiazole patent publications in the last 11
years, with emphasiz on chemictry, pharmacy and bistechnology applied to microbiclogy
areas. Compounds with 1,2 4-omadiszole isomer are predominant in patent publications
and approved drugs as observed in the technological and commerncial mapping.
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Conclusion: Therefore, oxadiazole derivatives are therapeutic molecules that can be con-
sidered promising for the development of cancer therapies.

Kevwords: Oxadiazoles, cancer, mmmmnomodulation, inflammatory mediators, macrophages, chemotherapry.

L. INTRODUCTION efficiency [2]. Heterogeneity in the metabolic charac-

Cancer 15 a heterogenecus syndrome that arises
from multiple endogenous and exogenous factors that
promote the mutation of several genes [1]. Genefic
modifications give cancer the abality fo bypass natural
cell-cell contact homfs, induce cell proliferation re-
gardless of growth factors, and substantially modify
mmhuﬁzpathmaﬁmmmnﬁaebinlugimlmm
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teristics of buman fumors confinues to be a challenge
for the development of more specific and effectrve ther-
apies [3].

Living organisms rely on their immune systems fo
maintain homeostasis. By monitoring the presence of
foreign pathopens and abnormal or transformed cells,
the immune system can combat them [4]. Cancer im-
munotherapy uses natural mechanizms o enhance the
effector imetions of the immune system against cancer
cells, so this technic appears to be promismg [5]. There-
fore, the study of bioactive molecules tnggenng mm-
mummspm:sesmzyleadmnnpm*edpharmmlug
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