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RESUMO

Os tumores malignos se apresentam como uma preocupac¢ado mundial, devido a
sua alta incidéncia e mortalidade. A alta taxa de incidéncia e de mortalidade
apresentada pelo cancer de pulmao o torna alvo de discussbes acerca de novos
tratamentos e seus mecanismos de agao Dbiolégica, como antimicrobiana,
antiinflamatodria, antineoplasica, etc. Nesse contexto, apesar dos avancgos clinicos, os
antineoplasicos disponiveis possuem muitos efeitos colaterais, dificultando o tratamento,
além de poder gerar resisténcia nas células tumorais. Os pterocarpanos, maior classe
de isoflavondides, apresentam fungdes citotdxicas em linhagens tumorais de préstata,
mama, entre outros. Neste trabalho, avaliou-se o potencial antiproliferativo, citotéxico e
antimigratoério do composto (+)-2,3,9-trimetoxipterocarpano (PTC+) em linhagens de
cancer de pulmao de ndo pequenas células (NCI-H460 e NCI-H1975) e em fibroblastos
pulmonares n&o tumorais (MRC-5). As linhagens celulares tumorais foram cultivadas a
37 °C em Meio RPMI, com 10% de Soro Bovino Feral (SBF) e 1% de antibi6tico (Pen
Strep Gibco) e nao-tumoral com meio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM), contendo
0s mesmos percentuais de SBF e antibidtico. A atividade antiproliferativa foi avaliada
por meio do ensaio de MTT, demonstrando que o PTC+ apresentou citotoxicidade tempo
e concentragao-dependente, com valores de IC50 inferiores a 3 uM, como 1,48 e 2,91
uM para NCI-H460 e NCI-H1975, respectivamente, apds 72 horas de exposicao, para
ambas as linhagens tumorais apos 72 horas de exposig¢do, sendo mais potente para
NCI-H460. A analise morfolégica, realizada por coloragao de pandtico rapido, evidenciou
alteragdes compativeis com apoptose em NCI-H460 e necrose em NCI-H1975,
especialmente em concentragdes mais elevadas do composto. Adicionalmente, os
ensaios de migragdo celular demandaram etapas adicionais de padronizagdo e
otimizacdo. Os resultados obtidos indicam que o (+)-2,3,9-trimetoxipterocarpano
apresenta acao citotdxica e induzindo morte celular, com possiveis sinais indicativos de
apoptose ou necrose em linhagens de cancer de pulmao, destacando-se como um
candidato promissor para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas

antineoplasicas.

Palavras-chave: Cancer de pulmao; Pterocarpano;




ABSTRACT

Cancer remains a global health challenge due to their high incidence and mortality
rates. Among them, lung cancer stands out as one of the most aggressive types,
prompting ongoing discussions about new therapeutic strategies and their underlying
biological mechanisms, including antimicrobial, anti-inflammatory, and antineoplastic
activities. Despite clinical advances, currently available antineoplastic agents often
exhibit significant side effects and may lead to drug resistance in tumor cells.
Pterocarpans, the largest class of isoflavonoids, have demonstrated cytotoxic activity
against various tumor cell lines, including prostate and breast cancers. This study aimed
to evaluate the antiproliferative, cytotoxic, and anti-migratory potential of
(+)-2,3,9-trimethoxypterocarpan (PTC+) in non-small cell lung cancer (NSCLC) cell lines
(NCI-H460 and NCI-H1975) and non-tumoral lung fibroblasts (MRC-5). Tumor cell lines
were cultured at 37 °C in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and 1% antibiotic (Pen-Strep, Gibco), while the non-tumoral line was maintained in
DMEM. Cell viability was assessed using the MTT assay, revealing that PTC+ exerted
time- and concentration-dependent cytotoxic effects, with 1Cso values below 3 uM,
specifically 1.48 uM for NCI-H460 and 2.91 uM for NCI-H1975 after 72 hours of
exposure, presenting more cytotoxic potency in NCI-H460. Morphological analysis using
rapid panoptic staining revealed features consistent with apoptosis in NCI-H460 and
necrosis in NCI-H1975, particularly at higher compound concentrations. Furthermore, the
wound healing assays for cell migration required additional optimization steps to ensure
proper standardization and reproducibility of the results. Taken together, the results
suggest that (+)-2,3,9-trimethoxypterocarpan exhibits notable cytotoxic activity and
induces cell death, potentially through apoptotic or necrotic mechanisms, in lung cancer
cell lines, highlighting its promise as a candidate for the development of novel

antineoplastic therapeutic strategies.

Keywords: Lung cancer; Antineoplasic; Pterocarpan; Chemotherapy.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenga marcada pela desregulagao do metabolismo celular que
leva a alta proliferagdo e capacidade de invasédo para tecidos distantes, gerando
tumores e metastase (KAUFMAN, 2022). O céncer representa uma epidemia global e
esta entre os disturbios crénicos mais relevantes da atualidade, devido a sua elevada
mortalidade. No contexto mundial, de acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa
em Cancer (IARC), cerca de 20 milhdes de pessoas sao afetadas pela doenca e 9,7
milhdes morrem em decorréncia dela (IARC, 2022). No Brasil, estima-se que cerca de
704 mil casos surgem a cada ano desde 2023, de acordo com o Instituto Nacional do
Cancer (INCA).

O carcinoma de pulmao € o segundo tipo de cancer mais incidente no mundo
entre mulheres e homens, precedido apenas pelo cancer de mama e préstata (SIEGEL,
2025), respectivamente, correspondendo a cerca de 2,5 milhdes (11,4%) de novos
casos mundiais e 1,8 milhdes de mortes até 2022, de acordo com a Organizagao
Mundial de Saude (OMS, 2022). Com uma maior incidéncia entre os homens, sobretudo
em paises que possuem indice de Desenvolvimento Humano (IDH) baixo, o cancer de
pulméao no Brasil atinge cerca de 32.560 novos casos por ano , dos quais 18.020 (55%)
s&o homens e 14.540 (45%) séo mulheres (OMS - GLOBOCAN, 2025) e a mortalidade
atingiu aproximadamente 30.000 casos em 2021 (INCA, 2022). Apesar de sua alta
mortalidade, o cancer de pulmao tem exibido um avango na sobrevida em 5 anos (S5A)
pos-tratamento, registrando nos ultimos 15 anos um aumento de 5% a 10% de casos
em escala mundial e alcangando percentuais préoximos a 30% em paises asiaticos e
europeus, contrastando com o cenario brasileiro, que apresenta S5A abaixo de 10%
(ALLEMANI et al., 2018), refletindo os altos indices de exposigao no pais aos fatores de
risco geralmente associados a esse tumor.

Tratamentos clinicos para o cancer de pulmdo compreendem desde a
quimioterapia, cirurgia e radioterapia, porém apresentam resultados diferenciados no
paciente. Nos ultimos anos, as terapias anticAncer avangaram para diminuir os efeitos
secundarios ndo desejados que costumam ocorrer com o0 uso dos tratamentos
convencionais. Os pterocarpanos sado altamente estudados por apresentar conhecida
atividade citotéxica e possivel atividade antimitética em algumas linhagens tumorais,
como em células de leucemia, cancer de mama e melanoma (MILITAO et al., 2014),
apresentando parada no ciclo celular em G2/M e ativacdo de vias de apoptose,
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resultando em atividade antimitética ao inibir a formagéo do fuso mitético.

Figura 1 — Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cidncer mais incidentes estimados
para 2023 por sexo, exceto pele ndao melanoma

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%

Colon e reto 21.970 9,2% Calon e reto 23.660 9.7%

Tragueia, brénquio e pulmao 18.020 7.5% Colo do dtero 17.010 7.0%
Estémago 13.340 5,6% Tragueia, bronquio e pulmao  14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4.6% Glandula tireoide 14.160 5.8%

Estfago 8.200 3,4% Estdmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do dtero 7.840 3.2%

Laringe 6.570 2,7% Ovério 7.310 3,0%

Linforna nao Hodgkin 6.420 2, 7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2.7% Linforna nao Hodgkin 5.620 2.3%

Fonte: INCA, 2023.

1.1 Fatores de Risco

Os fatores de risco do desenvolvimento do cancer de pulméao incluem a baixa
alimentagdo de frutas e vegetais, a exposi¢cdo a agentes ambientais (como poluigao
atmosférica), mutacdes genéticas herdadas e, especialmente, a inalagdo de fumaca,
provinda em maior parte do tabagismo (AZEVEDO E SILVA, 2014). O tabagismo,
passivo ou ativo, gera alteragdes morfofisiolégicas no pulméo devido a inalagcdo da
fumaga formada pelo cigarro que contém agentes carcinogénicos como acroleina,
alcatrdo e formaldeido, conhecidos por inibir o reparo do DNA e indugédo de mutagénese
nas células (ALEXANDROV et al, 2016). Estudos recentes indicam que o uso
combinado de cigarro convencional com cigarro eletrdbnico aumenta em até 4 vezes a
susceptibilidade de cancer de pulméo (BITTONI et al., 2024).
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1.2 Tipos de cancer de pulmao

Os tumores de pulmdo podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfohistolégicas em cancer de pulméo de pequenas células (CPPC, do
inglés Small Cell Lung Cancer - SCLC) e cancer de pulmao de nao pequenas células
(CPNPC, do inglés: Non-Small Cell Lung Cancer - NSCLC). O cancer de pulmao de nao
pequenas células é o responsavel pela maioria das mortes, cerca de 80-85%, enquanto
que o CPPC compreende aproximadamente 15% dos casos (CHANSKY, 2017). Dentre
o0 cancer de pulmao de ndo pequenas células, os subtipos mais comuns sdo o
adenocarcinoma de pulmdo, o carcinoma de células escamosas e o carcinoma de
grandes células.

Apesar da classificagdo geral dos tipos da neoplasia, por ser um tumor
heterogéneo e repleto de alteragdes epigenéticas, os avangos nos estudos gendmicos
geraram diferentes classificagdes de subtipos de cancer de pulméo baseados no tipo de
células presentes e na caracterizacdo de biomarcadores tumorais, como mutacdes
génicas e rearranjos genéticos (ZHU, 2017). Tais genes marcadores, como epi ou
mut-driver, auxiliam a célula tumoral a realizar processos caracteristicos da
oncogénese, como sinalizagdo celular, sobrevivéncia celular e reparo do DNA (Figura 2)
(HANAHAN, 2022). Assim como a maioria dos tumores, o cancer de células escamosas
apresenta mutacao nos genes TP53 (gene de reparo) e CDKN2A (gene de regulagéo do
ciclo celular), gerando cascatas que levam ao comportamento aberrante celular (YOU,
2023).

De acordo com o National Cancer Institute (2025), o adenocarcinoma é o subtipo
mais comum de CPNPC, responsavel por cerca de 40% dos casos, sendo caracterizado
pelo crescimento lento do tumor e por regulagéo das vias de EGFR, KRAS, PI3K e ALK,
modificando a sensibilidade a determinados medicamentos. O carcinoma escamoso,
originado das células escamosas que revestem o pulmdo, se caracteriza pela
queratinizagcdo pulmonar e pela alta associagdo com tabagismo. O carcinoma de
grandes células, subtipo menos comum do CPNPC, é um tumor indiferenciado e pode
ser caracterizado pelo tamanho anormal de suas células, tendendo a se espalhar de
maneira mais abrupta e rapida do que outros subtipos.
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Figura 2 — Principais caracteristicas do cancer.
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Fonte: elaborado pelo autor, adaptado de HANAHAN, 2022.

1.3 Tratamento do cancer de pulmao

Devido sua heterogeneidade, o tratamento para a neoplasia pulmonar
compreende desde a remogao cirurgica do 6rgdo ao uso de terapia alvo-direcionada
através de marcadores especificos. A remocgao cirurgica do cancer de pulmao é
indicada para tumores que estdo em estagio inicial (estagio | e Il) e sem metastase,
podendo necessitar de tratamento adjuvante pds-remogdo, como radioterapia,
quimioterapia ou imunoterapia (SILVA, 2022). A quimioterapia, geralmente utilizando
agentes com platina (como cisplatina) e agentes citotoxicos (paclitaxel, docetaxel e
gemcitabina), € recomendada em esquemas de combinagdo com radioterapia ou com
outros quimioterapicos para tumores em estagios localmente avangados (National
Comprehensive Cancer Network, 2025). A terapia alvo-direcionada € o tratamento de
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primeira linha para o cancer de pulmao indicado para casos em estagios avangados (lll),

se baseia no perfil molecular visando aumentar a sobrevida e qualidade de vida dos
pacientes. A identificacdo de mutagdes especificas, como no EGFR, denota uma
mudanca de tratamento convencional, visto que pacientes com tal mutacdo apresentam
menor resposta a quimioterapia convencional (PATEL, 2020).

Os imunoterapicos, como pembrolizumabe, sdo anticorpos monoclonais que
atuam como bloqueadores de checkpoints imunolégicos e sao aprovados para o
tratamento do cancer de pulmao de ndo pequenas células (CPNPC). Ja o osimertinibe é
um inibidor de tirosina-quinase (TKI), classificado como terapia alvo-direcionada,
utilizado em tumores com mutagcédo especifica no receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), atuando diretamente na via de sinalizagdo tumoral, Recentemente,
0 6rgdo Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso combinado de dois
anticorpos monoclonais (mABs), lazertinibe e amivantamabe, como tratamento de
primeira linha para CPNPC em fase metastatica, resultando num aumento significativo
da sobrevida dos pacientes tratados (CHO, 2024). Ainda que ideal, a terapia
alvo-direcionada pode ser custosa, o que na escolha da terapia convencional com
quimioterapicos. Adicionalmente, terapias combinadas que associam quimioterapia,
imunoterapia e terapias-alvo tém sido exploradas para maximizar os beneficios clinicos
(HIRSCH, 2017).

Os quimioterapicos apresentam eficacia clinica significativa na redugéo tumoral e
na sobrevida, especialmente em estagios avangados ou localmente avangados da
doenca, entretanto apresentam diversos efeitos colaterais nos pacientes, como
resisténcia tumoral. Por isso, novas moléculas, como os pterocarpanos, sao estudadas

como potenciais agentes alvo contra o cancer.
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1.4 Pterocarpanos

Derivados da isoflavona, os pterocarpanos sdo conhecidos por serem o segundo
maior grupo de isoflavondides e por serem utilizados popularmente como terapia
alternativa. Também denominados de fitoalexinas, os compostos dessa classe vem
sendo estudados devido suas diversas atividades biolégicas encontradas na literatura,
como atividades antimicrobianas (WANJALA et al., 2002), antibacteriano (NGUYEN et
al., 2010), antifungicas (KURAMOTO et al, 2002; MUKHERJEE et al, 1974),
antidiabética (KIM et al., 2014) e atividade antitumoral (MILITAO et al., 2007), tanto in
vitro quanto in vivo. O composto demonstrou em estudos apoptose em células tumorais,
inibe a proliferacdo celular e atua como agentes antitumorais promissores,
especialmente devido a sua capacidade de modular vias celulares relacionadas ao ciclo
celular e morte programada (FARIAS et al, 2020).

Militao et al. (2014) relataram a atividade antiproliferativa de pterocarpanos em
células de leucemia promielocitica humana, evidenciando a inibigdo da sintese de DNA
e a indugio da apoptose. As pesquisas recentes indicam possivel atividade citotoxica e
antimitética, interferindo na proliferacéo celular e no ciclo celular na fase G2/M, indugao
de apoptose e alteracbes no fuso mitético (FARIAS et al, 2022). Esse conjunto de
caracteristicas demonstram como a versatilidade funcional da molécula serve como
plataforma para a sintese novas moléculas com atividades melhoradas.

Apesar das atividades comprovadas na literatura, o entendimento da molécula
ainda é limitado, o que evidencia a necessidade de ampliar as pesquisas para validar e
explorar seu potencial terapéutico. Assim, o PTC(+) se torna promissor na investigacao
de novos antineoplasicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar os efeitos antiproliferativos e morfolégicos do (+)-PTC, in vitro, em
linhagens tumorais de pulmao.

2.2 Objetivo especificos

Avaliar a atividade citotéxica e potencial antiproliferativo do (+)-PTC em linhagens

tumorais de pulmé&o.

Determinar IC50 do (+)-PTC em linhagens tumorais de pulméao.

Determinar a seletividade tumoral do composto (+)-PTC em células de pulmé&o.

Analisar os efeitos morfologicos do (+)-PTC nas células tumorais de pulméao.

Padronizar etapas para analisar o potencial anti migratério do (+)-PTC em

linhagens de cancer de pulméao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtengao da amostra

O composto 2,3,9-trimetoxipterocarpano € um produto natural isolado da madeira
do cerne da planta Platymiscium floribundum Vog, conhecida popularmente no Brasil
como Jacaranda-caviuna, Caviuna-vermelha, Jacarandar-do-litoral ou simplesmente
caviuna, coletada em Acarape, no estado do Ceara, Brasil.

A extragao envolveu etapas sucessivas de particbes com hexano, cloroférmio e
etanol, seguidas de purificagdo cromatografica, obtendo-se o composto puro (MILITAO,
2006). Visando estudos mais avangados, uma rota sintética para o racemato
[(x)-2,3,9-trimetoxipterocarpano] (Figura 3) foi desenvolvida por pesquisadores da
Australian National University (ANU) e pesquisadores da Universidade Federal do Ceara
(UFC), envolvendo reagdes de hidroarilacéo e oxiarilagao catalisadas por metais (Au(l),
Pd(0)), com posterior purificagdo por cromatografia quiral (DO O PESSOA et al., 2013).
A rota desenvolvida foi patenteada sob o numero W0O2013000054 (A1) e depositada no
World Intellectual Property Organization (WIPO).

Figura 3 — Estrutura do (*)-2,3,9-trimetoxipterocarpano
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Fonte: MILITAO, 2006.
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3.2 Cultivo das linhagens celulares

As linhagens tumorais utilizadas foram cedidas pelo Instituto Nacional do Céncer
dos Estados Unidos (United States - National Cancer Institute — US-NCI). A linhagem de
fibroblasto pulmonar humano nao tumoral MRC-5 foi obtida do Banco de Células do Rio
de Janeiro (BCRJ). As linhagens foram mantidas em incubadora de CO, a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow) e manuseadas em ambiente
estéril de camara de fluxo laminar vertical (VECO, modelo Biosafe AB C D 61 12, classe
).

As linhagens tumorais NCI-H460 e NCI-H1975 foram cultivadas em garrafas de
cultura de células de 25 cm2 ou de 75 cm2 com volume de 250 mL em meio RPMI 1640
(Gibco), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibiético (Pen
Strep Gibco). Para a linhagem nao tumoral MRC-5, foi utilizado meio Eagle Modificado
de Dulbecco (DMEM), contendo os mesmos percentuais de SBF e antibidtico que o
meio das linhagens tumorais (RPMI). A manutenc&o foi realizada quando as células
atingiram uma confluéncia entre 80% a 90%, momento em qual as células permanecem
na fase log de crescimento.

As linhagens representam diferentes tipos de doengas morfoldgicas do cancer de
pulm&o de ndo pequenas células, a linhagem celular NCI-H460 é derivada de carcinoma
de pulmdo de grande células, enquanto que a linhagem NCI-H1975 é de origem de
adenocarcinoma de pulméo, com alta expressao de EGFR. Assim, o estudo da acao do

(+)-PTC pode ser visto em tipos celulares com diferentes tipos de cancer de pulmao.

3.3 Avaliagao da atividade antiproliferativa in vitro - (Tempo de duplicagao e MTT)

Para avaliar o crescimento celular das linhagens tumorais foi realizado o ensaio
de Tempo de duplicagcédo (Td) e para ndo tumoral curva de crescimento para avaliar a
taxa de crescimento, determinando o tempo para que a populagédo dobre sua quantidade
e a concentragao ideal de plagueamento. O tempo de duplicagado para as linhagens
tumorais foi determinado a partir da Omni Calculator (Zutawinska, 2025), enquanto que
para a linhagem n&o-tumoral foi realizado uma curva de concentragdo. A curva de

crescimento foi plaqgueada em uma placa de 96 pocos em quadruplicatas, com
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concentracdes que variam de 2 x 10° a 1,5 x 10* células/mL. Posteriormente foram

incubadas a 37 C e 5% de CO,. Apés 24 h, os pogos foram completados com 100 pL de
meio e, apos 72 h, foi realizado o ensaio de MTT. A curva foi realizada com 8 pontos e
em quadruplicatas.

O ensaio do MTT é uma analise colorimétrica que quantifica a atividade
mitocondrial, de maneira indireta, por meio da redugdo do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenilbrometo de tetrazdlico (MTT) de cor amarela, resultando
na formacgao de cristais de formazan de cor purpura em células metabolicamente ativas.
Na reacao, a atividade metabdlica é dependente do numero de células viaveis, sendo
relacionada com a quantidade de MTT metabolizada (MOSMANN, 1983). O teste
quantifica a citotoxicidade do composto testado, estimando um valor para a
concentracgéo inibitoria média (IC50). As células foram incubadas em placas de 96 pocos
utilizando uma concentragdo de plaqueamento de 7x10% 7x10* para NCI-H460 e
NCI-H1975, respectivamente, conforme descrito no Quadro 1. A concentracao ideal para
o plaqueamento de MRC-5 foi determinada posteriormente. Apds 24 horas de incubagao
em estufa a 37 °C e 5 % de CO,, o PTC+ foi dissolvido em DMSO (dimetilsulfoxido) P.A.
na concentracdo estoque de 10 mM e testado nas concentracdes finais de 1 yM, 3 uM e
1 uM em 0,5 % DMSO. Apds o tempo de incubacgéo (24h, 48h ou 72h), as placas foram
centrifugadas a 1500 rpm (rotagbes por minuto) por 5 minutos em centrifuga
(Eppendorf® modelo 5810R). O sobrenadante foi descartado e adicionado 100 uL por
poco de solugédo de MTT 0,5 mg/mL, diluido em meio de cultura correspondente a cada
linhagem, incubando a placa em estufa por 3h. Apds o periodo de incubacéo, as placas
foram novamente centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante removido.
Adicionou-se 100 yL de DMSO P.A. em cada pogo a fim de solubilizar o formazan. A
absorbancia foi medida a 595 nm usando o leitor de placas Victor Nivo Multimode
(PerkinElmer®). Os valores de IC50 foram calculados por meio de regresséo nao linear
com o software Graphpad Prism versédo 8.0 e o IS (indice de seletividade), onde quanto
maior o IS, mais seletivo e seguro o composto é, foi determinado usando a seguinte

formula:

IS = 1C50 da linhagem ndo tumoral
~ IC50 da linhagem tumoral
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Quadro 1 — Linhagens utilizadas com suas respectivas concentragdes de plaqueamento
para o ensaio de MTT.

Densidade de
Linhagem Celular Doencga plagueamento
(células/mL)

Adenocarcinoma de

NCI-H460 pulméo 7x10*

NCI-H1975 Cancer de pulméo de 7x10*
células ndo pequenas

Quadro demonstrativo sobre as diferencas de origem patolégica de cada linhagem celular
Fonte: Elaborado pelo autor

3.4 Analise morfolégica — Coloragao por Panético rapido

Para analise de alteracdes celulares causadas pelo PTC+, foram observados
padrées morfologicos das células apdés serem coradas com o Kit Panédtico Rapido
(Laborclin®). A coloragao permite visualizar mudangas morfoldgicas pela marcagao da
cor diferenciada do citoplasma e do nucleo, baseando-se na capacidade que um dos
corantes tem de marcar o nucleo em cor azul devido ao seu carater alcalino. Ja ao
citoplasma é conferida uma cor avermelhada devido ao carater acido do segundo
corante. Durante a apoptose, as células apresentam uma série de alteragbes
caracteristicas, como a formagao “bolhas” (‘blobs’ — vesiculas apoptoticas),
condensagao da cromatina e fragmentacao celular, formando corpos apoptéticos. Ja a
necrose, que ocorre com estimulos necessariamente nocivos, como hipdxia e
substancias quimicas, é caracterizada pelo inchago das organelas, ruptura da
membrana celular e vazamento de conteudo celular para o tecido circundante,
desencadeando uma resposta inflamatéria e mais danos teciduais (NORMANNO et al.,
2025).

As células NCI-H460 e NCI-H1975 foram plaqueadas em laminulas circulares de
13 mm em placas de 24 pogos na concentragao de 70.000 células/mL e incubadas por
48h com PTC(+) nas concentragdes de 1uM, 3uM e 5uM e controle negativo utilizado foi
apenas com o veiculo (DMSO). Apos o periodo de incubagédo, o meio de cultivo foi

removido e as células lavadas com PBS estéril e as laminulas foram retiradas da placa
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para serem fixadas com solugdo de triariimetano (Passo 1) a 0.1%, coradas com

solucdo de xantenos a 0.1% (Passo 2) e com solugado de 0,1% de tiazinas (Passo 3). O
tempo de acdo de cada solugdao foi de aproximadamente 30-60s. Em seguida, as
ldaminas foram lavadas com agua destilada para remover o excesso de corante e
colocadas para secarem em temperatura ambiente. Depois de secas, a montagem das
laminas se deu com clarificagao por xilol e fixagdo com balsamo do Canada (Synth®). A
analise morfoloégica do nucleo e do citoplasma celular ocorreu com o auxilio de um
microscopio optico (ZEISS) com aumento de 10X, 40X e 100X. As fotografias foram
obtidas com camera integrada de um dispositivo mével acoplado ao microscopio,
garantindo registro visual para posterior andlise das mudangas morfoldgicas. As

imagens foram escolhidas a partir dos padrées mais representativos nas laminas.

Figura 4 - Protocolo estabelecido para analise morfolégica.

Andlise Morfolégica da agdo do
(+)-PTC por Panético rapido

Coloragao com Kit
Panoético Rapido (Laboclin®)

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Il [T
TRIARIL XANTAN
METANQ 01%

0,1%

Microscopia

-

Optica

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado com Canva®.
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3.5 Padronizagao da concentragdao minima de SBF para inibir a proliferagcao das
células neoplasicas

A concentragao minima de SBF foi determinada para aplicar em, posteriormente,
uma técnica de scratching, utilizada para estudar a migragao e invasao tecidual por meio
de uma ferida em uma monocamada celular. As células com alta capacidade migratéria
ultrapassam a linha da ferida feita na placa, tornando possivel a analise da regeneracao
e o estudo de drogas que possam interferir no mecanismo migratério (BRITO et al.,
2005).

As linhagens NCI-H460 e NCI-9175 foram mantidas conforme protocolo
previamente estabelecido e plagueadas nas concentragdes de 3x10° células/mL. Apds o
plagueamento, o crescimento celular foi observado determinando a porcentagem de
SBF em cada tratamento, para favorecer apenas a migracdo celular (Figura 5A).
Plaqueou-se e monitorou-se as células diariamente até atingir uma confluéncia entre
95% e 100%. Com o auxilio de uma ponteira P200, realizou-se um risco no centro de
cada poc¢o da placa, gerando uma ferida artificial. As solugdes intermediarias de trabalho
(working solution) de (+)-PTC foram preparadas nas concentragdes finais de 1 uM, 3 uM
e 5 uyM para um volume final de 1mL, a partir do estoque de (+)-PTC a 10 mM. Em
seguida, aplicou-se 10 uL das solugdes de trabalho nos pogos correspondentes as suas
concentragbes de PTC(+) e 10 yL de meio RPMI nos pogos representativos para
controle negativo. Para impedir a proliferagdo celular na borda dos riscos, alterou-se o
percentual do SBF e monitorou-se nos tempos de 24h, 48h e 72h apds a aplicacao do
composto e foram registradas fotografias de cada poco utilizando objetivas de 4x, 10x e

20x, destacando o risco na monocamada de células.
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Figura 5 — Desenho experimental para ensaio de migracao.
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Esquema do desenho experimental evidenciando (A) Padronizagdo da determinagao de SBF e (B)
Metodologia do Scratching
Fonte: Elaborado pelo autor e adaptado de ALMEIDA et al., 2019.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliagao da atividade antiproliferativa in vitro (Tempo de duplicagdao e MTT)

Para avaliar a citotoxicidade, avaliando o efeito citotéxico do (+)-PTC,
observou-se o crescimento celular e o tempo de duplicacédo (Td) das linhagens,
comparando com a literatura e determinando a concentrag&o ideal de plaqueamento.
Segundo Brower et al. (1986), a linhagem NCI-H460 apresenta tempo de duplicagao de
36 + 3 h, enquanto a linhagem NCI-H1975 apresenta um Td de 38 + 5,92 h, conforme
descrito por Wang et al. (2014).A comparagao entre os tempos de duplicagdo obtidos
experimentalmente e os descritos na literatura para as linhagens tumorais esta
apresentada no Quadro 2. Para a linhagem nao-tumoral de fibroblasto humano de
pulmdo, MRC-5, a melhor faixa de concentragéo foi escolhida baseada no Index celular

maximo encontrado, com uma concentragao 6tima de 60.000 células/pogo (Figura 6).

Quadro 2 — Tempos de duplicagao para as linhagens utilizadas.

Linhagem Celular Tempo encontrado Tempo obtido

NCI-H460 36+3h 33h
(Brower et al., 1986)

NCI-H1975 38 + 5,92 31h
(Wang et al. (2014)

Quadro indicativo dos tempos de duplicagéo obtidos para as linhagens tumorais.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6 — Curva de crescimento para determinagiao do plaqueamento de MRC-5.
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Curva dose-resposta de crescimento da linhagem celular MRC-5.
A concentragéo se encontra em (céls,10*/mL). Fonte: Elaborado pelo autor.

As linhagens tumorais de NCI apresentaram valores de IC50 menores que 50 uM
no tempo de 72h, demonstrando ser tempo-dependente. Nos outros tempos testados, as
IC50 apresentaram valor acima de 50 uM, ndo gerando resultados significativos.
Destaca-se que a linhagem NCI-H460 obteve uma IC50 quase duas vezes menor que a
obtida pela NCI-H1975, cujos valores foram 1,488 uM e 2,491 uM, respectivamente. O
valor de IC50 para a linhagem MRC-5 foi superior a 50 (197,1 uM), indicando a auséncia
de efeito citotdoxico em células néo-tumorais, obtendo um IS superior a 1 (1IS>1),
demonstrando que o composto é mais toxico em células tumorais e indicando
seletividade do (+)-PTC em relagédo as células ndo-tumorais. A avaliagao antineoplasica
inicial do (+)-PTC mostrou que o composto foi capaz de exercer efeito antiproliferativo
nas linhagens tumorais testadas e efeito seletivo para a linhagem nao-tumoral (Quadro
3).
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Quadro 3 — Efeito citotoxico do PTC(+) em linhagens testadas por tempo de incubacgao.

Linhagem IC50 (Intervalo de Confianca de 95 %)
24h 48h 72h

>50 (26,60 — 1,488 (1,115 —

NCI-H460 >50 1229) 1,927)

Tumores soélidos

>50 (35,56 — 2,491 (1,805 -

NCI-H1975 >50 97.92) 3,369)
Nio-tumoral MRC-5 >50 >50 >S50 §;§f2 -

Os valores de IC50 estédo apresentados em uM. Dados representativos de média e intervalo de confianga
95% calculado através de regressao nao linear. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.

Entre parénteses estao os valores de intervalo de confianca de 95 %. Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 — Perfil citotoxico do PTC(+) nas linhagens tumorais de pulmao em 72h.
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Curva dose-resposta do (+)-PTC em 72h nas linhagens de NCI-H460 e NCI-H1975. R?= 0,80 e 0,81

respectivamente. Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Analise morfolégica — Coloragao por Panético rapido

Os grupos analisados foram trés diferentes concentragdes de PTC(+), (1uM, 3uM
e 5uM) e controle negativo (C-) para cada linhagem, apés 48h de incubagéo. As células
do controle receberam a mesma concentragdo de veiculo (DMSO) que as células
tratadas. Nas células de NCI-H460 (Figura 8) € possivel observar de possiveis sinais
indicativos de apoptose, indicado pelos circulos em azul, enquanto que as células de
NCI-H1975, que se encontram na Figura 8, possuem sinais possiveis de necrose,

indicado pelos circulos em vermelho.

Figura 8 — Visualizagao por coloragcao de panético em NCI-H460.




34

Linhagem NCI-H460 em lente com aumento de 40x. A) Controle negativo contendo 0,5 % de DMSO;
B) 1 uM de PTC(+); C) 3 uM de PTC(+); D) 5 yM de PTC(+). Circulos azuis apontam possiveis sinais de
apoptose, como a formagéo de corpos apoptéticos. Em vermelho, possiveis sinais de necrose, como a

vacuolizacao celular. Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9 — Visualizagao por coloracao de panético em NCI-H1975.

50 pm

S0 pm

Linhagem NCI-H1975 em lente com aumento de 100x. A) Controle negativo contendo 0,5 % de DMSO;
B) 1 uM de PTC(+); C) 3 uM de PTC(+); D) 5 uM de PTC(+). Circulos azuis apontam possiveis sinais de
apoptose, como a formacgao de corpos apoptéticos. Em vermelho, possiveis sinais de necrose, como a

vacuolizacao celular. Fonte: Elaborado pelo autor.
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Essas alteragbes foram mais evidenciadas quando as células foram expostas a
maiores concentra¢cdes do composto (3 uM e 5 uM), sugerindo um efeito dependente de
concentracdo. Em ambas linhagens, o tratamento de maior concentracéo (5uM) levou ao
processo de morte celular, traduzido na morfologia pela quantidade de debris celulares
presentes e pelo baixo numero de células. Conforme previsto, o grupo controle (apenas

com DMSO 0,5%) néo apresentou mudangas morfolégicas aparentes.

4.3 Padronizagdo da concentragcdo minima de SBF para inibir a proliferagao das
células neoplasicas

Para determinar o risco na placa para posterior migragao celular (wound healing),
definiu-se as porcentagens de SBF utilizadas em cada tratamento, baseado na taxa de
células viaveis e nido-viaveis e na taxa de duplicacdo de cada linhagem tumoral. (Figura
10).

Figura 10 — Comparacao entre taxa de células de NCI-H460 viaveis e nao-viaveis para
ensaio de migracgao celular.
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z
@ 6x105 6x1054 8% Nao viaveis
‘0 - 7 -
K Hl Viaveis
|
g 4x1054 4x10°+
]
(@]
@D
® 2x10°4 2x10°
E (2224
(7]
| =
a 0- 0 0-

10% 2% 1% 0,5% 10% 2% 1% 0,5% 10% 2% 1% 0,5%

Concentragéo de SBF Concentragéo de SBF Concentragédo de SBF

Viabilidade celular nas placas apés mudanca do Soro Bovino Fetal nos tempos até 72h
na linhagem tumoral NCI-H1975. Fonte: Elaborado pelo autor.

A linhagem NCI-H460 apresentou baixa duplicagdo na concentragéo de 0,5%,
entretanto obteve alta taxa de mortalidade. Por tal razdo, as concentragdes escolhidas
para a linhagem NCI-H460 foram 10% como controle negativo e 1% como porcentagem

definida. Para a linhagem NCI-H1975, a porcentagem escolhida se deu pela
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metodologia de baixa duplicagédo celular (Figura 11). O protocolo ainda se encontra em

estabelecimento para futura analise da migragao celular

Figura 11 — Densidade celular de cada linhagem em diferentes tratamentos de SBF.
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Concentragbes de SBF testadas para determinagao da porcentagem ideal para teste de scratching. (A)
Células de cancer de pulmao NCI-H460, determinando que 1% é ideal pela baixa duplicagéo. (B) Células
de cancer de pulmao NCI-H1975, determinando que 2% ¢ ideal pela baixa duplicagao. Fonte: Elaborado

pelo autor.
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5. DISCUSSAO

O cancer de pulméao representa um grave desafio na oncologia devido a sua alta
incidéncia, complexidade molecular e elevada taxa de mortalidade. A disponibilidade de
agentes antineoplasicos eficazes e seguros, apesar dos avangos cientificos, ainda é
limitada devido a baixa seletividade contra as células tumorais, levando a efeitos
indesejados e resisténcia aos tratamentos convencionais no cancer de pulméo (SUWAL
et al., 2025). Por isso, é essencial desenvolver novos farmacos quimioterapicos para uso
em combinacgdo, potencializando a eficacia dos tratamentos disponiveis e superando
efeitos colaterais, expandindo as opgdes terapéuticas. Diante disso, a avaliacao de
substancias naturais, como os pterocarpanos, integra uma estratégia valida para ampliar
o arsenal terapéutico disponivel.

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa ja demonstraram, em diversas
linhagens, efeitos antiproliferativos do PTC(+), como em cancer de mama (MCF-7) com
IC50 préximo de 5,21 uyM (FALCAO et al., 2005) e em leucemia promielocitica aguda
(HL-60) proximo de 2,98 pM (MILITAO et al., 2007) em tempos proximos de 72h,
confirmando o efeito citotoxico tempo-dose dependente. Efeitos morfoldgicos também
foram encontrados com alteragdes tipicas de mitose bloqueada e efeitos antimitoticos
com parada na fase prometafase (G2/M), desorganizando os centrossomas, em 24h
(FARIAS, 2022).

Portanto, a utilizagdo de compostos como o (+)-PTC reforga o uso de compostos
novos na busca por agentes antineoplasicos que contornem os desafios das terapias
convencionais (HUISMAN, 2002). Nesse contexto, este estudo analisou as alteracdes
citolégicas causadas pelo PTC(+) em linhagens tumorais de pulmao, a fim de estudar o
potencial do composto como um futuro tratamento em cancer de pulmao, oferecendo
uma alternativa promissora frente as terapias tradicionais.

Com base nos resultados obtidos, o PTC+ demonstrou atividade citotoxica
relevante e frente as linhagens de céancer de pulmdo ndo pequenas células,
especialmente apos 72 horas de exposi¢cao. Os valores de IC50 observados para as
linhagens NCI-H460 (1,488 uM) e NCI-H1975 (2,491 pM) indicam que o composto
apresenta poténcia consideravel, sendo mais eficaz para NCI-H460, o que sugere

diferencgas intrinsecas de sensibilidade entre as linhagens testadas. O efeito citotdxico foi
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tempo-dependente, visto que nos tempos de 24h e 48h, os valores de IC50 foram

superiores a 50 uM, reforcando a necessidade de exposi¢cdes prolongadas para agao
efetiva do PTC+. Além disso, a alta seletividade do composto nas linhagens tumorais em
relagdo a nao tumoral testadas (1S>1) sugerem maior seguranga para futuro uso clinico.

A analise morfolégica corrobora parcialmente com o ensaio de viabilidade,
revelando possiveis padroes de apoptose e necrose nas linhagens testadas. Esses
achados podem indicar que o PTC(+) induz vias de morte celular distintas dependendo
do contexto molecular da célula-alvo, que pode estar relacionado a mutagdes em genes
de regulagdo do ciclo celular, sendo discutido como um fator critico no sucesso de
terapias direcionadas (HERBST, 2018). Além disso, demonstrou dependéncia de
concentracao, visto que os maiores efeitos morfolégicos ocorreram nas doses mais
elevadas de 3 pM e 5 uM. Os resultados da padronizacdo da concentracao de SBF
demonstraram que as porcentagens de Soro Bovino Fetal foram suficientes para inibir a
taxa de proliferagao, conforme a literatura (ALMEIDA et al., 2019).

Os resultados promissores encontrados indicam a necessidade de prosseguir
com estudos pré-clinicos e ensaios in vivo para avaliacdo detalhada da eficacia e
segurangca desse composto, alinhando-se as demandas globais por tratamentos

antitumorais mais seguros e eficazes.
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6. CONCLUSAO

Dessa forma, observa-se que o PTC+ tem potencial citotdxico, atuando de
maneira seletiva a depender da linhagem, sendo mais potente para a linhagem
NCI-H460, o que sugere diferentes mecanismos de acgao celular. A utilizagdo do ensaio
de migragdo com reducédo do soro no meio permite entender o efeito do PTC+ sobre a
capacidade migratdria, mas ainda € inconclusivo e necessitando de dados e replicatas
mais precisas sobre seu potencial antimigratério. Os resultados demonstraram que o
(+)-PTC inibiu a proliferagao das linhagens celulares NCI-H460 e NCI-H1975 de maneira
dose-dependente, revelando seu potencial citotoxico e antiproliferativo. Conclui-se,
portanto, que o (+)-PTC possui atividade citotoxica e seletiva antitumoral significativa in
vitro. Para futuras investigacdes, sugere-se completar o protocolo de migracao, realizar
citometria para analise do ciclo celular e indugdo de apoptose e ensaios pré-clinicos in
vivo, avaliando a eficacia e farmacocinética do (+)-PTC. Esses achados reforcam o
potencial do (+)-2,3,9-trimetoxipterocarpano como candidato promissor para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no tratamento do cancer de pulmao,
ressaltando a importancia de estudos futuros para elucidar seus mecanismos de acéo e

avaliar sua eficacia e seguranca.
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