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RESUMO

O glioblastoma ¢ o tumor cerebral maligno primario mais agressivo do sistema nervoso
central, caracterizado por alta capacidade proliferativa, invasiva e resisténcia as terapias
convencionais. Nesse contexto, a busca por novas moléculas com potencial antitumoral
tem se tornado uma estratégia importante para o desenvolvimento de abordagens
terap€uticas mais eficazes. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
do composto SM22, um derivado sintético relacionado a inibidores de quinases SRPK,
sobre parametros celulares associados a progressao tumoral em células de glioblastoma
humano. Para isso, foram realizados ensaios in vitro utilizando a linhagem celular
U87MG, incluindo andlise de metabolismo celular por meio do ensaio de MTT,
capacidade de migragdo através de ensaio de cicatrizacdo e avaliagdo da capacidade
proliferativa através do ensaio de formacao de coldnias. Os resultados demonstraram que
o tratamento com o composto SM22 promoveu reducao da atividade metabdlica celular,
diminui¢do da migragdo celular e redu¢do na formacao de colonias, sugerindo um efeito
inibitorio sobre a proliferacdo celular. Esses achados indicam que o composto apresenta
propriedades farmacologicas promissoras, podendo interferir em processos importantes
para a progressao tumoral. Dessa forma, o SM22 se destaca como um potencial candidato
para estudos futuros voltados ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para

o tratamento do glioblastoma.

Palavras-chave: glioblastoma; células U87MG; atividade antitumoral; SRPK;

proliferacao celular.



ABSTRACT

Glioblastoma is the most aggressive primary malignant brain tumor of the central nervous
system, characterized by high proliferative and invasive capacities as well as resistance
to conventional therapies. In this context, the search for new molecules with antitumor
potential has become an important strategy for the development of more effective
therapeutic approaches. Therefore, the present study aimed to evaluate the effects of
SM22, a synthetic derivative related to SRPK kinase inhibitors, on cellular parameters
associated with tumor progression in human glioblastoma cells. To this end, in vitro
assays were performed using the US7MG cell line, including cellular metabolism analysis
through the MTT assay, migration capacity assessment using the wound-healing assay,
and evaluation of proliferative capacity by the colony formation assay. The results
demonstrated that treatment with SM22 reduced cellular metabolic activity, decreased
cell migration, and inhibited colony formation, suggesting an inhibitory effect on cell
proliferation. These findings indicate that the compound exhibits promising
pharmacological properties and may interfere with key processes involved in tumor
progression. Thus, SM22 emerges as a potential candidate for future studies aimed at

developing novel therapeutic strategies for glioblastoma treatment.

Keywords: glioblastoma; U87MG cells; antitumor activity; SRPK; cell proliferation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistema Nervoso

O sistema nervoso ¢ dividido em sistema nervoso central e sistema nervoso
periférico. Ele é composto por diferentes tipos de células, responsaveis por captar,
processar e responder aos estimulos que o organismo recebe do ambiente e do proprio
corpo. Entre essas células, os neurdnios sdo o tipo celular mais comum e desempenham
papel fundamental na transmissao das informagdes nervosas (ARIYO; AKTER, 2024).

Os neuronios sao as principais células responsaveis pela recepgdo, processamento
e transmissdo de informagdes no sistema nervoso. Sua estrutura basica ¢ composta por
um corpo celular, dendritos, que recebem os estimulos provenientes de outros neuronios,
e um axonio, responsavel pela condugdo do impulso nervoso até os terminais axonais,
onde ocorre a comunicagdo com outros neurdénios. De acordo com a disposi¢ao de seus
prolongamentos, os neurdnios podem ser classificados em bipolares, que apresentam um
dendrito e um axdnio; multipolares, caracterizados por multiplos dendritos € um unico
axonio; e pseudounipolares, que possuem um unico prolongamento que se bifurca em
ramos periférico e central conforme a figura 1.

Além da classificacdo morfologica, os neurdnios também podem ser classificados
de acordo com sua fung@o em neurdnios aferentes (sensoriais), interneuronios e neuronios
eferentes (motores). Os neurdnios aferentes sdo responsaveis por conduzir informagdes
provenientes dos receptores sensoriais ao sistema nervoso central, enquanto os
interneuronios estabelecem conexdes entre neurdnios aferentes e eferentes, promovendo
a integracdo e o processamento das informagdes neurais. Por sua vez, os neurdnios
eferentes transmitem impulsos do sistema nervoso central para 6rgaos efetores, como
musculos e glandulas, desencadeando respostas motoras e secretoras (HILTON et al.,

2024; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).
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Figura 1. Tipos de neurdnios. Esquema ilustrativo comparativo dos principais dominios histologicos
neuronais, evidenciando as distingdes estruturais classicas entre neurdnios multipolares, bipolares e pseudo-
unipolares, bem como o direcionamento de propagagio dos seus respectivos impulsos nervosos (Adaptado

de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).

O sistema nervoso também ¢ composto por um conjunto de diferentes tipos de
células chamadas glia ou neuroglia. Essas células desempenham um papel fundamental,
ndo apenas fornecendo suporte e energia aos neurdnios, mas também participando do
controle do metabolismo e do funcionamento do tecido nervoso (TIZABI et al., 2024).

Entre os tipos celulares que compdem a glia estdo os astrocitos, que sao as maiores
e mais abundantes células gliais do sistema nervoso e pela presenca de multiplos
prolongamentos citoplasmaticos, que lhes conferem aspecto estrelado conforme
demonstrado na figura 2. Ja os oligodendrdcitos, menores que os astrdocitos € com poucos
prolongamentos, estdo distribuidos tanto na substancia cinzenta, regido rica em corpos
celulares neuronais, quanto na substancia branca, composta predominantemente por
feixes de axonios, onde desempenham importante papel na formacdo e manutencdo da
bainha de mielina. As células da micrdglia sdo as menores células da glia e funcionam
como macrofagos especializados, secretando citocinas e removendo restos celulares
(Figura 2) JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).

As células ependimarias, de formato ctibico e com cilios, sdo responsaveis pelo
transporte de agua, ions e proteinas, participando da producdo do liquido cerebrospinal.
No sistema nervoso periférico (SNP), destacam-se as células satélites e as células de
Schwann. As cé¢lulas satélites mantém um microambiente controlado ao redor do
neurdnio, permitindo isolamento elétrico e trocas metabolicas, enquanto as células de
Schwann sao alongadas, envolvendo os axonios e formando fibras nervosas mielinicas

(Figura 2) (MONTANARI, 2016).



Astrocito Oligodendracito Cél. de Shawnn

Microglia Cél. Ependimarias

Figura 2. Tipos de células da glia. Representagdo esquematica dos tipos celulares que compdem a

neuroglia (Adaptado de JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2023).

As células da glia desempenham um papel fundamental no funcionamento
fisiologico do sistema nervoso, contribuindo para que o organismo funcione
adequadamente. No entanto, evidéncias recentes demonstram que alteragdes na fungao
das células da glia estdo diretamente relacionadas a fisiopatologia de diversas doencas
neurodegenerativas e de diferentes tipos de cancer, evidenciando sua participa¢do na
neuroinflama¢do, na manutencdo da homeostase do sistema nervoso € na progressao

tumoral (CROWLEY et al., 2024; ESCARTIN et al., 2021).

1.2 Cancer

O cancer ¢ um conjunto de doencgas caracterizadas pela proliferacao celular
descontrolada, decorrente do acimulo de alteracdes moleculares diversas que afetam os
mecanismos de regulacdo do crescimento, da diferenciacdo e da morte celular. Como
consequéncia, as células adquirem capacidade de invasdo tecidual e potencial metastatico
(BRASIL, 2025). Sob essa otica, trata-se de uma patologia de natureza essencialmente
multifatorial, desencadeada pela complexa interacao entre predisposicdes genéticas do
proprio individuo e a exposi¢do a fatores de risco.

Visto que o cancer pode ter diferentes causas e se desenvolver por diversas vias,
a carcinogénese, processo pelo qual uma célula normal sofre alteragdes genéticas e
epigenéticas que a transformam numa célula cancerosa, descreve o intrincado processo

de inicia¢do, promocao e progressdo tumoral, no qual células sadias sofrem transi¢dao



fenotipica para um estado maligno sob a influéncia de desreguladores intrinsecos e
extrinsecos (HANAHAN, 2022).

Dentre estes, os agentes carcinogénicos desempenham papel critico,
desencadeando danos deletérios ao DNA e reorganizagdes epigenéticas que ativam
oncogenes e silenciam genes supressores de tumor.

Entre os principais desencadeadores estdo fatores ambientais, que incluem
elementos presentes na agua, no solo ¢ no ar, além do ambiente de consumo, como
alimentos, medicamentos, tabagismo e alcool, e aspectos do ambiente cultural,
relacionados ao estilo de vida, costumes e habitos. Também estdo envolvidos fatores
biologicos, como predisposicdo genética, envelhecimento, mutagdes hereditarias e
alteragdes nos mecanismos de reparo celular. Além disso, existem fatores quimicos,
associados ao contato com substancias como amianto, benzeno, dioxinas, residuos de
agrotoxicos presentes em alimentos e na agua, arsénio e outros poluentes (INCA, 2022).

Além disso, substancias desse tipo sdo classificadas como agentes mutagénicos,
pois possuem a capacidade de provocar danos moleculares permanentes no DNA. Esses
danos representam uma etapa inicial da carcinogénese, favorecendo o acumulo de
mutagdes que podem ativar oncogenes, que sdo genes envolvidos na promogdo do
crescimento e da divisdo celular quando expressos de forma desregulada, ou na inativagao
de genes supressores de tumor, responsaveis por controlar a proliferacao celular, reparar
danos no DNA e induzir a morte de células com alteragdes genéticas. Como
consequéncia, ocorre o crescimento celular descontrolado, favorecendo o
desenvolvimento e a progressdo do cancer (HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017,
KUMARI et al., 2021).

Contudo, a exposicdo a essas varidveis ndo determina obrigatoriamente o
surgimento da doenga. Trata-se de um processo lento e gradual, que pode levar anos desde
as primeiras modifica¢des celulares até a proliferagdo dessas células e a consequente
formagdo de um tumor detectavel (HANAHAN, 2022; INCA, 2022). Podendo a
carcinogénese desenvolver-se por meio de trés estdgios principais:

Estagio de iniciagdo: Nessa fase, conforme a figura 3, agentes iniciadores
carcinogénicos atuam sobre o DNA celular, provocando mutacdes e alteragdes genéticas
permanentes. Como resultado, surgem células geneticamente alteradas, que ainda nao
apresentam crescimento descontrolado nem caracteristicas tumorais detectdveis, mas

tornam-se mais suscetiveis ao desenvolvimento do cancer (INCA,2022).



Estagio de promocgao: As células previamente alteradas geneticamente passam a
ser estimuladas pelos agentes oncopromotores (substancias que favorecem o
desenvolvimento tumoral) de acordo com a figura 3. Esse estimulo promove a
proliferacdo dessas células, contribuindo para sua progressiva transformagao em células

malignas (INCA,2022).

Estagio de [niciacdo Estagio de Promocao
Agenles Agentes
iniciadores oncopromotores

Figura 3. Representacio esquematica das etapas iniciais da carcinogénese. No estagio de iniciagdo,

agentes iniciadores provocam alteragdes genéticas nas células. No estagio de promogdo, agentes

oncopromotores estimulam a proliferagdo dessas células geneticamente. Adaptado de (INCA,2022).

Estagio de progressao: De acordo com a figura 4, essa fase ¢ caracterizada pela
proliferacdo intensa e descontrolada das células alteradas, processo que se torna
irreversivel. Nesse estagio, o cancer ja estd estabelecido e o tumor passa a crescer

progressivamente, podendo levar ao aparecimento dos primeiros sinais clinicos da

doenga. (INCA,2022).

Estagio de Progressao

&

Multiplicagao descontrolada Actmulo de células
Tumor

de células alteradas Cancerosas

Figura 4. Representaciio do estagio de progressdo da carcinogénese. Caracterizado pela multiplicagdo

descontrolada de células alteradas, levando ao actimulo de células cancerosas e, consequentemente, a

formagdo do tumor. Adaptado de (INCA,2022).

O cancer corresponde a forma maligna de um tumor e pode adquirir a capacidade
de realizar metéstase, processo no qual células cancerigenas se disseminam e passam a
crescer em 6rgaos ou tecidos distantes do local de origem. A metéstase representa uma

das manifestacdes mais avangadas e letais da doenga (YANG; SHAH; YANG, 2023).
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Esse processo metastatico compromete significativamente o progndstico dos pacientes,
afetando de forma direta a qualidade de vida e as taxas de sobrevida (LI, Y. ef al., 2025).
O impacto global do céncer continua aumentando de forma expressiva,
configurando um dos principais desafios para os sistemas de satide. Estimativas recentes
apontam milhdes de novos diagnosticos e dbitos anuais, refletindo a elevada carga social
e economica associada a doenga. Nas ultimas décadas, observa-se um aumento
significativo nas taxas de incidéncia da doenca, com cerca de 20 milhdes de novos casos
e 9,7 milhdes de mortes registradas globalmente (BRAY et al, 2024). Esses dados
evidenciam a gravidade e o crescimento continuo do cancer em escala mundial.

Estima-se ainda que 53,5 milhdes de pessoas tenham sobrevivido por cinco anos
apo6s o diagnostico, o que demonstra a grande quantidade de individuos convivendo com
a doenga em todo o mundo. De acordo com os registros epidemiologicos,
aproximadamente uma em cada cinco pessoas desenvolvera cancer ao longo da vida,
enquanto um em cada nove homens e uma em cada doze mulheres morrerdo em
decorréncia da doenga. As projecdes futuras sdo preocupantes, indicando que o numero
de casos pode aumentar em até 77% até o ano de 2050, podendo atingir cerca de 35
milhdes de novos diagndsticos anuais (OMS, 2024).

A medida que o envelhecimento demografico vem se intensificando, a populagio
idosa tem uma suscetibilidade aumentada a muitas doengas cronicas e degenerativas, € 0s
efeitos adversos a satide causados por essas doengas tendem a atingir multiplos 6rgaos ou
sistemas, acumulando-se ao longo do tempo e impactando de forma significativa a
qualidade de vida durante o envelhecimento. Desse modo, estudos analisam fatores que
contribuiram para o aumento dos DALY (Disability-Adjusted Life Years) entre 2010 e
2030, no qual o envelhecimento populacional sera responsavel por 72% (114,5 mil
pessoas-ano) do aumento de comorbidades em homens e 47% (81,6 mil pessoas-ano) em
mulheres, com destaque para doencgas cardiovasculares, neoplasias, doengas respiratorias
e diabetes (XI et al., 2025).

O crescimento da incidéncia dos tumores do SNC nas ultimas décadas tem sido
particularmente evidente em faixas etarias mais avancadas, sendo relacionado tanto ao
envelhecimento da populagdo quanto a ampliacdo do acesso e a maior sensibilidade das
técnicas diagnosticas modernas (OSTROM; FRANCIS; BARNHOLTZ-SLOAN, 2021).
Em escala global os tumores do SNC corresponderam a aproximadamente 310 mil novos

diagnosticos, representando cerca de 1,6% de todos os casos de cancer.



Sob uma perspectiva global, o ano de 2020 registrou uma carga epidemioldgica
significativa para os tumores de encéfalo e medula, com aproximadamente 170 mil
diagnoésticos em individuos do sexo masculino e 140 mil no sexo feminino. Essas
estimativas equivalem a taxas de incidéncia de 3,90 e 3,00 casos por 100 mil habitantes
para homens e mulheres, respectivamente. Geograficamente, a distribuicdo dessas
neoplasias ndo se mostrou uniforme, concentrando-se predominantemente em territorios
europeus; de modo geral, o Norte, o Sul e a Europa Ocidental figuraram como as regioes
de maior taxa de acometimento para ambos os sexos (SUNG et al., 2021). O aumento
absoluto desses casos tem sido atribuido principalmente ao crescimento populacional e
ao aumento da expectativa de vida, fatores que contribuem para o envelhecimento da
populagao mundial (SUNG et al., 2021).

O panorama epidemiologico das neoplasias do sistema nervoso central (SNC) no
Brasil aponta para um impacto expressivo na saide publica. De acordo com projegdes
para o triénio de 2023 a 2025, sdo esperados anualmente cerca de 11.490 novos
diagnosticos. Desse total, o publico masculino responde por 6.110 casos (risco estimado
de 5,80 ocorréncias a cada 100 mil homens), enquanto a populacdo feminina apresenta
5.380 novos casos (risco de 4,85 por 100 mil mulheres). Essa prevaléncia reflete-se na
alta letalidade observada historicamente; dados de mortalidade de 2020 registram 9.355
obitos decorrentes dessas afecgdes no pais, o que equivale a uma taxa de 4,42 perdas para
cada 100 mil habitantes. Desse montante de Obitos, observou-se uma distribuicao
homogénea entre os géneros, somando 4.787 dbitos masculinos (taxa de 4,62 por 100 mil)

e 4.567 femininos (taxa de 4,22 por 100 mil) (INCA, 2023).
1.3 Glioblastoma

Os gliomas correspondem ao principal grupo de tumores primarios do sistema
nervoso central e tém origem em células gliais ou em seus precursores. De acordo com
caracteristicas histoldgicas e moleculares, podem apresentar diferentes graus de
agressividade, entre os quais o glioblastoma representa a forma mais maligna. Esses
tumores podem se desenvolver no encéfalo, na medula espinhal ou, em alguns casos,
proximos aos nervos periféricos. Os gliomas sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas celulares fenotipicas, sendo divididos em astrocitomas, ependimomas e
oligodendrogliomas. Além disso, também podem ser categorizados conforme o grau de

malignidade, em tumores de baixo grau, anaplésicos (ou atipicos) e de alto grau, levando



em consideragdo aspectos como morfologia celular, indice mitdtico e presenca de
marcadores moleculares especificos (WELLER et al., 2024).

Como um dos tipos mais agressivos de glioma, destaca-se o glioblastoma
multiforme (GBM), uma neoplasia maligna do sistema nervoso central classificada como
grau 4 pela Organizacdio Mundial da Satide (OMS). O GBM caracteriza-se pelo
crescimento rapido, elevada capacidade proliferativa, intensa heterogeneidade celular,
invasdo difusa do tecido cerebral adjacente, angiogénese exacerbada e resisténcia aos
tratamentos convencionais (LOUIS et al., 2021; Essa neoplasia apresenta origem
principalmente relacionada as células da linhagem astrocitaria, sendo considerada um
astrocitoma difuso de alto grau, embora estudos indiquem a participacao de células-tronco
neurais e células progenitoras gliais na sua origem ¢ manuten¢ao. O diagnostico dessa
neoplasia ocorre, em média, em adultos por volta dos 65 anos de idade. Historicamente,
0 progndstico para pacientes com GBM permanece desfavoravel, apresentando
expectativa média de sobrevida inferior a 15 meses, mesmo diante dos avangos nas
estratégias terapéuticas disponiveis (CHEN et al., 2021).

Clinicamente, a equivaléncia quantitativa entre a incidéncia e a mortalidade da
doenca funciona como um indicador direto de sua extrema agressividade. Sob esse
aspecto, os indices de sobrevida a longo prazo para portadores de gliomas de alto grau
mostram-se persistentemente baixos, flutuando entre restritos 2% e 10%. A agressividade
do glioblastoma estd associada a sua heterogeneidade molecular, uma vez que o tumor
ndo apresenta caracteristicas homogéneas, resultando na existéncia de diferentes subtipos
moleculares. Esses subtipos, identificados por meio de analises gendmicas e protedmicas,
permitem compreender melhor as variagdes nos padrdes de crescimento, invasdo e
comportamento bioldgico do tumor. Nesse contexto, o glioblastoma ¢ classificado pelo
The Cancer Genome Atlas (TCGA) em quatro subtipos principais: proneural, classico,
mesenquimal e neural (POHLMANN et al., 2024; VERHAAK et al., 2010).

O subtipo proneural ¢ caracterizado principalmente por mutagdes no gene IDHI
(Isocitrato Desidrogenase 1) e pela amplificacdo do gene PDGFRA (Receptor Alfa do
Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas). Esse subtipo pode apresentar, inicialmente,
maior resposta a terapias direcionadas, como os inibidores de IDH1. Entretanto, a eficacia
dessas abordagens terapéuticas pode ser limitada pelo desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento, o que mantém o glioblastoma como uma neoplasia altamente agressiva e

potencialmente letal (VERHAAK et al., 2010).



O subtipo cléssico do glioblastoma ¢ caracterizado principalmente pela
amplificacao do gene EGFR (Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico) e pela perda
de heterozigosidade no cromossomo 10. Essas alteragdes moleculares estdo associadas a
um comportamento tumoral mais agressivo e invasivo. Além disso, esse subtipo costuma
apresentar baixa resposta as abordagens terapéuticas, o que contribui para agravar o
prognostico desfavoravel da doenga (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK, 2008).

O subtipo mesenquimal € caracterizado principalmente pela presenca de mutagdes
nos genes NF1 (Neurofibromina 1) e TP53 (Proteina do Tumor p53), sendo considerado
um dos subtipos mais agressivos do glioblastoma. Esse subtipo apresenta elevada
capacidade de infiltragdao no tecido cerebral, além de demonstrar resisténcia a multiplas
abordagens terapéuticas, o que contribui para a progressdo da doenca e para o pior
prognostico clinico.

Por outro lado, o subtipo neural apresenta uma relagdo menos evidente com a
agressividade tumoral quando comparado aos subtipos mesenquimal e cléssico. Esse
subtipo compartilha padrdes de expressdao génica semelhantes aos observados em tecidos
neurais normais, sugerindo um fenotipo celular mais diferenciado. No entanto, ainda sdo
necessarios mais estudos para compreender plenamente suas caracteristicas moleculares,
uma vez que alteracdes especificas associadas a esses subtipos ainda nao foram
completamente estabelecidas (VERHAAK et al., 2010).

As células do glioblastoma apresentam elevada capacidade de infiltragdo no tecido
cerebral, migrando preferencialmente para regides anatomicas com maior afinidade e, em
alguns casos, evitando areas menos favoraveis. Apesar disso, essas células tendem a se
disseminar amplamente pelo cérebro, caracteristica que contribui para o padrdo de
crescimento difuso e altamente invasivo dos tumores de glioma (SEKER-POLAT et al.,
2022). Sabendo que o cérebro abriga uma amplitude de células, incluindo astrdcitos,
oligodendrocitos, microglia e neuronios, todas essas células liberam diferentes
substancias ligantes e fatores de crescimento que contribuem para a capacidade invasiva
dos glioblastomas (CONIGLIO et al., 2012). Um exemplo disso ¢ a maior invasividade
observada quando as células de glioblastoma expressam EGFR e respondem a secregao
de EGF pela microglia (KUNKEL et al., 2001).

Durante o processo de invasao, as células cancerigenas também interagem entre
si, comunicando-se e coordenando sua migra¢dao por meio de sinais bioquimicos. Essas

interagdes influenciam o ambiente ao redor do tumor, conhecido como microambiente
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tumoral, que é composto por vasos sanguineos, matriz extracelular e diversas moléculas
sinalizadoras. Esses componentes podem criar condi¢des favordveis a migracao e
disseminagdo das células cancerigenas para novas regioes do tecido (SEKER-POLAT et
al., 2022).

Uma das principais caracteristicas do microambiente tumoral durante a progressao
do cancer ¢ a hipdxia, condi¢do caracterizada por baixos niveis de oxigénio (O:). No
glioblastoma, o rdpido crescimento tumoral aumenta a demanda metabolica por oxigénio
e nutrientes, levando a ativacdo da angiogénese. Entretanto, os vasos formados sdo
estruturalmente anormais, desorganizados e altamente permeaveis, o que resulta em uma
vascularizagdo pouco eficiente. Embora esses vasos permitam certo suprimento
sanguineo ao tumor, eles ndo conseguem atender adequadamente as demandas
metabdlicas das células tumorais, mantendo regides hipdxicas. Além de representar
limitagdo nutricional, a hipoxia favorece a progressdao tumoral ao induzir mecanismos
adaptativos mediados, principalmente pelo fator induzido por hipéxia (HIF-1a),
promovendo maior invasividade celular, resisténcia terapéutica e manutengao do fenotipo
agressivo do GBM. Essa condi¢do pode contribuir para o desenvolvimento de trombose
intravasculares, hemorragias e areas de necrose no tecido tumoral (SEBAGH et al., 2014).
Desse modo, o microambiente hipdxico contribui para o carater agressivo das células do
GBM e favorece a disseminagdo das células tumorais para areas distantes do tecido

cerebral dificultando a remocao total do tumor.

1.4 Tratamentos convencionais

1.4.1 Resseccao cirurgica

O tratamento padrdo para pacientes com glioblastoma consiste na remocao
cirargica do tumor até o limite seguro. Contudo, apesar da formagao de metastase a partir
de um glioblastoma ser rara, a natureza difusa das células do glioblastoma restringe a
eficacia dos tratamentos. Tais como sua capacidade de infiltrar o tecido cerebral saudavel
adjacente ao tumor, atingindo areas proximas e comprometendo a estrutura normal do
cérebro. Essa caracteristica torna a remocao tumoral por meio de ressec¢do cirurgica,
procedimento que tem como objetivo eliminar completamente a neoplasia, preservando
o tecido saudavel e mantendo as fungdes neurologicas, extremamente desafiadora. Dessa
forma, ¢ comum que células tumorais permanecam no tecido cerebral apds a cirurgia, o

que aumenta significativamente o risco de recorréncia tumoral (STUPP et al., 2009).
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1.4.2 Radioterapia e Quimioterapia

Conforme a doenga inicialmente seja inoperavel ou apresente o retorno de células
tumorais, a radioterapia ¢ outro tratamento associado. E uma técnica que utiliza radiagdes
ionizantes, em quantidades calculadas, nas quais destroem ou dificultam a progressao do
tumor (KAMEO et al., 2020). Os resultados provenientes da radiacao sao relativamente
satisfatorios, porém estdo associados também a inumeros efeitos desagradaveis, tais como
mucosite, trismo, disgeusia, e dentre os mais outros efeitos, a fadiga ¢ o mais frequente
(AVELAR et al., 2019).

Esses efeitos podem surgir em periodos variaveis, que podem ir de semanas a
meses apoOs o tratamento, sendo influenciados por um fendomeno conhecido como
radiossensibilidade, que corresponde a sensibilidade individual do paciente a radiacao.
Além desse fator, outros aspectos também podem interferir na resposta ao tratamento
radioterapico, como idade, estado geral de saude e presenga de comorbidades, os quais
podem dificultar ou limitar a eficacia da terapia (KAMEO et al., 2020).

Outra estratégia terapéutica amplamente utilizada ¢ a quimioterapia, que consiste
no uso de medicamentos para combater as células tumorais. Em muitos casos, essa
abordagem ¢ empregada como quimioterapia adjuvante, sendo administrada apds o
procedimento cirurgico e a radioterapia, com o objetivo de eliminar células tumorais
remanescentes e reduzir o risco de recidiva da doenga (BRASIL, 2014).

Nesse sentido, a quimioterapia tem como objetivo inibir a prolifera¢ao das células
cancerigenas por meio da administragao de agentes quimioterapicos. No entanto, devido
a alta toxicidade e a ag@o pouco especifica desses farmacos, o tratamento pode também
afetar células saudaveis, resultando em diversos efeitos colaterais (ALVES et al., 2020).
Esses efeitos também impactam significativamente a qualidade de vida dos pacientes,
provocando o agravamento de sintomas como insonia, nauseas, fadiga, perda de apetite e
queda de cabelo ou pelos em diferentes regides do corpo. Além disso, tais manifestagcdes
podem prejudicar o cotidiano, comprometendo aspectos fisicos, emocionais e
psicologicos, bem como a realizagdo de atividades diarias (AMANDA; FRANCO;
VASCONCELOS, 2017).

A temozolomida (TMZ) ¢ um farmaco frequentemente utilizado na quimioterapia,
especialmente no tratamento de tumores do sistema nervoso central, incluindo os gliomas.

Trata-se de um agente alquilante administrado por via oral, cujo mecanismo de agdo
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consiste em provocar danos no DNA das células tumorais, impedindo a replicagao celular
e, consequentemente, inibindo o crescimento do tumor (ORTIZ et al., 2021).

Embora o uso desse farmaco seja amplamente estabelecido, seu papel no
tratamento tem sido considerado principalmente paliativo, uma vez que, mesmo quando
associado a radioterapia, o tratamento pode prolongar a sobrevida dos pacientes, mas
geralmente nao impede a recorréncia do tumor nem a progressao da doenca. Essa
limitagdo esta relacionada ao fendmeno conhecido como resisténcia aos medicamentos,
que representa um dos principais desafios associados ao uso da TMZ associado a natureza
altamente heterogénea e inclinada a mutacdes do GBM (ORTIZ et al., 2021; TERAIYA;
PERREAULT; CHEN, 2023).

Assim como outros farmacos utilizados na quimioterapia, a temozolomida
também pode provocar efeitos colaterais, entre os quais se destacam nduseas, fadiga,
tontura, além de possiveis complicagdes de natureza psiquica. Além disso, a eficacia do
tratamento ¢ limitada em parte dos casos, uma vez que aproximadamente 50% dos
pacientes com glioblastoma multiformes tratados com esse fairmaco ndo apresentam
resposta terapéutica adequada (ARORA; SOMASUNDARAM, 2019). Dessa forma,
torna-se fundamental a investigacdo de novas abordagens terap€uticas, que sejam nao

apenas eficazes, mas também mais seguras.
1.5 SM 22

Esse cenario evidencia a necessidade de ampliar estudos voltados ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas capazes de melhorar a resposta ao
tratamento. Nesse contexto, investigacdes recentes t€ém buscado elucidar mecanismos
moleculares ¢ vias de sinaliza¢ao envolvidos na resisténcia tumoral.

Estudos tém demonstrado alteragdes em componentes bioquimicos especificos,
como determinadas classes de proteinas, cuja expressao se apresenta desregulada quando
comparada a células saudaveis, sugerindo possiveis caminhos para o desenvolvimento de
novas estratégias de tratamento (SIQUEIRA ef al., 2020; LAN; LI; ZHANG, 2024;
TATARANU et al., 2024)).

As proteinas quinases constituem uma ampla familia de enzimas que
desempenham fungdes fundamentais em diversas vias metabdlicas e de sinalizagdo
celular. Entre elas, destacam-se as quinases serina/arginina (SRPKs), especialmente as
isoformas SRPK1 e SRPK2 por desempenhar papel regulatorio crucial em processos

celulares essenciais. A presenca e, principalmente, a superexpressao dessas proteinas tém

12



sido amplamente investigadas, uma vez que representam fatores relevantes na promogao
e manutencdo de condi¢des que favorecem a progressao do cancer (MAGALHAES et al.,
2022; SHI et al., 2024; SIQUEIRA et al., 2020).

No microambiente tumoral, essas enzimas funcionam como reguladoras cruciais
do splicing alternativo, um processo pos-transcricional que dita quais isoformas proteicas
a cé€lula deve produzir. Sob condi¢des de hiperatividade, a fosforilagdo exacerbada
mediada pelas SRPKs altera o processamento de transcritos de genes reguladores do ciclo
celular, promovendo a sintese de isoformas aberrantes que bloqueiam os mecanismos de
morte celular programada (apoptose) e auxiliam na proliferagdo descontrolada
caracteristica dos gliomas. Esse fato destaca o potencial terapéutico dos inibidores dessas
quinases, considerando que sua presenca ¢ frequentemente observada em células com
elevada taxa de proliferacdo (LEE ef al., 2020). A inibi¢do dessas proteinas tem sido
apontada como uma estratégia terapéutica promissora, com potencial para reduzir a
proliferacdo tumoral e induzir processos de apoptose, conforme demonstrado em estudos
prévios.

Efetivamente, derivados de proteina serina/arginina, como o N-(2- (piperidin-1-
il) -5-(trifluorometil) fenil) isonicotinamida (SRPIN340) demonstraram afinidade
elevada pelas regides ativas das SRPKs, bloqueando sua atividade biologica ao competir
diretamente pelo sitio de ligagdo com o substrato tornando alvo de estudos atuais que
buscam pelos resultados discutidos acima (SIGALA et al., 2021).

A partir da molécula original, investiga-se a a¢do de seus derivados com o objetivo
de ampliar seu potencial terap€utico e melhorar sua eficacia. Neste contexto, o presente
estudo apresenta a analise de um novo candidato terapéutico, identificado pelo codigo

SM22, derivado do composto SRPIN340 (Figura 5).
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Figura 5. Composto SM22. Em azul, por¢do inspirada no SRPIN340. Em vermelho, por¢do 1,2,3-

triazolica. Em preto, grupamento (4-metoxibenziloxi)metil). Fonte: SOUSA, S. M. R. DE et al., 2021.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos obtidos nas ultimas décadas, o tratamento do glioblastoma
permanece limitado pela elevada taxa de recorréncia e pela resisténcia as terapias
disponiveis. Esse tipo de tumor cerebral ¢ conhecido por sua agressividade, alta taxa de
recorréncia e resisténcia aos tratamentos convencionais. O impacto do GBM na satde
publica ¢ significativo. De acordo com dados recentes, o nimero de casos de cancer tem
crescido exponencialmente, e os tumores do sistema nervoso central representam uma
parcela relevante dessa estatistica. No Brasil, as estimativas do Instituto Nacional de
Cancer (INCA) indicam que milhares de novos casos de cancer sdo diagnosticados
anualmente, com um nimero consideravel de pacientes acometidos por tumores cerebrais
de alto grau. A sobrevida média de pacientes diagnosticados com GBM ¢ de
aproximadamente 15 meses, mesmo com tratamento intensivo. Isso evidencia a
necessidade de pesquisas que busquem tratamentos mais eficazes e menos toxicas para o
combate a essa doenca.

Os tratamentos convencionais, como ressec¢do cirurgica, radioterapia e
quimioterapia com Temozolomida, apresentam limitagdes considerdveis. A infiltragao
das células tumorais no tecido cerebral dificulta a remocdo completa do tumor, e a
resisténcia aos quimioterdpicos reduz a eficacia do tratamento. Além disso, os efeitos
adversos dessas terapias comprometem a qualidade de vida dos pacientes, em conjunto
com a complexidade da biologia tumoral do GBM, aliada a sua heterogeneidade celular,
torna essencial a investigacao de novas moléculas com potencial terapéutico.

Dentre as estratégias recentes, um dos enfoques promissores envolve o estudo de
proteinas serina/arginina e seus derivados. Essas proteinas desempenham papéis
fundamentais na regulacao da expressao génica e no controle do ciclo celular, sendo alvos
potenciais para o desenvolvimento de novas terapias. Nesse sentido, a pesquisa sobre o
derivado SM22 visa avaliar sua agdo sobre o metabolismo celular e sua capacidade de
agir em etapas envolvidas na progressdo tumoral. Estudos preliminares indicam que
derivados de serina/arginina atuam de maneira assertiva, reduzindo a proliferacdo de
células tumorais sem comprometer células saudaveis. Isso representa um avango
significativo na biotecnologia aplicada ao tratamento do GBM.

Diante disso, essa pesquisa podera abrir novas perspectivas para o
desenvolvimento de terapias mais eficientes contra o glioblastoma, oferecendo uma

alternativa promissora aos tratamentos disponiveis atualmente. E reforga-se a importancia
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da investiga¢cdo de novas estratégias terapéuticas que possam impactar positivamente a

vida dos pacientes acometidos por esse tumor.

3. OBJETIVOS

Geral: Avaliar o potencial quimioterdpico do composto SM22, um derivado

sintético do SRPIN340, em células de glioblastoma humano (U87MG).

Especificos:
e Analisar o efeito do composto SM22 sobre o metabolismo celular;
e Analisar o efeito do composto SM22 sobre a migracao celular;

e Analisar o efeito do composto SM22 sobre formagao de coldnias.

4. MATERIAIS E METODOS

4.2 Equipamentos utilizados

A determinagdo da atividade metabdlica celular por MTT foi conduzida em um
leitor de microplacas multidetector VICTOR™ X3 (PerkinElmer), pertencente a
infraestrutura do Laboratério de Biologia ¢ Tecnologia de Microrganismos (LBTM-
ICEB-UFOP). Concomitantemente, o registro de imagem e o monitoramento Optico para
os ensaios de migracdo celular e clonogénico foram efetuados em microscopio invertido
MOTIC (modelo AE2000) integrado a uma camera digital AmScope (modelo MU300),
ambos vinculados e alocados no Laboratério de Neurobiologia ¢ Biomateriais (LNBIO-

ICEB-UFOP).

4.3 Sintese do Composto

A preparagdo e caracterizagdo estrutural do derivado SM22 foram efetuadas via
sintese organica pelo grupo de pesquisa liderado pelo Prof. Dr. Robson Ricardo Teixeira
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vigosa (UFV), conforme
descrito por Souza e colaboradores (2021) e cedido para este estudo em uma colaboragao

entre as duas instituicoes.
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4.4 Cultivo celular

As células US7MG (glioblastoma humano), provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC, Arlington, VA), foram gentilmente cedidas pela Prof* Dr*
Cintia Lopes de Brito Magalhdes, do Laboratério de Biologia e Tecnologia de
Microrganismos (LBTM — ICEB/UFOP). O cultivo celular foi realizado conforme
descrito na literatura, utilizando garrafas de cultura (Biofil) contendo meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Gibco™), com alta concentracdo de glicose,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) previamente inativado a 60 °C, 2 mM
de L-glutamina e 1% de solucdo antibidtica composta por penicilina (100 U/mL) e
estreptomicina (0,1 mg/mL) (Sigma-Aldrich). As culturas foram mantidas em incubadora
a 37 °C, em atmosfera umidificada com 5% de CO-, com pH ajustado para 7,2.

As células da linhagem U87MG foram acompanhadas por microscopia de
contraste de fase em equipamento invertido MOTIC (AE2000) até que a monocamada
atingisse entre 80 ¢ 90% de confluéncia. O processo de passagem celular foi efetuado
utilizando-se uma solu¢ao de tripsina a 0,25% (Sigma-Aldrich) associada a EDTA (LGC
Biotecnologia) a 0,02% em tampao PBS (Phosphate Buffered Saline) com cloreto de
sodio P.A. promovendo a dissociagdo e o descolamento eficiente das células aderidas para

a sequéncia experimental.

4.5 Ensaios experimentais

4.5.1 Ensaio de Metabolismo celular

A triagem de compostos candidatos a farmacos adota frequentemente
metodologias colorimétricas baseadas na clivagem de sais de tetrazo6lio para mensurar de
forma indireta a viabilidade celular (GHASEMI et al., 2021). O principal representante
desse método € o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), um
composto amarelado e soltivel em agua que participa de cascatas redox intracelulares ao
interagir com sistemas de desidrogenases.

O ensaio de MTT baseia-se na atividade metabdlica de células viaveis, que
promovem a reducdo do sal tetrazolio e levam a formagdo de cristais insoluveis de
formazan conforme ilustrado na figura 6, cuja quantidade produzida é proporcional a
atividade celular (MOSMANN, T. 1983). Esses cristais exibem uma colorag¢ao roxa que
pode ser detectada por espectrofotdometro na faixa de 530 a 570 nm (BERRIDGE; TAN,

1993). Como essa reagdo depende da atividade de enzimas mitocondriais, a quantidade
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de cristais formados € proporcional a atividade metabdlica das células vidveis. Dessa
forma, a intensidade da coloragdo produzida fornece uma medida indireta, porém
confiavel, da viabilidade celular. Os cristais de formazan permanecem depositados no
meio intracelular, sendo necessaria a utilizagdo de DMSO (dimetilsulféxido) para sua

completa solubilizacdo (GASQUE et al., 2014).

Células UB7MG semeadas e Adicio de MTT Incubaciio
tratadas em placa de 96 pogos @ ¢ @

@ Reagdo colorimétrica para determinar viabilidade celular @ Leitura de absorbancia

=

Mitochondrial
reductase

f ezl
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Figura 6. Ensaio de MTT. Representacdo esquematica do protocolo analitico de metabolismo celular em

Formazan

placa de 96 pogos. O diagrama destaca a inoculagao de células U87MG sob agdo do composto e a reagdo
bioquimica de clivagem intracelular do sal de tetrazolio (MTT) a formazan. A etapa terminal ilustra o
processo de quantificagio espectrofotométrica da densidade optica, proporcional ao metabolismo do grupo.

Adaptado de MOSMANN, T. 1983 e elaborado no BioRender.

O composto SM22 foi solubilizado em uma solucao de 20% de DMSO e 4gua
ultrapura para a obtencdo de uma solugdo estoque de SmM. Para o ensaio bioldgico,
células US7MG foram plaqueadas em trés placas de 96 pocos na densidade de 1,5 x 10*
células/poco. Decorrido o intervalo de 24 horas da semeadura, as culturas foram
submetidas ao tratamento com o SM22 diluido em DMEM suplementado nas
concentragdes de 50, 100 e 150 uM. O grupo controle experimental foi constituido de
pocos contendo apenas meio DMEM acrescido do veiculo DMSO na concentragdo de
0,6% v/v.

Ao término dos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas retirou-se o meio de
cultivo com o composto SM22, adicionando-se em cada pogo a solu¢do de MTT 0,5
mg/mL diluida em DMEM. O sistema foi incubado por um periodo minimo: 4 horas e

tempo maximo: 18 horas (overnight). Posteriormente, a solucdo de MTT foi aspirada e
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adicionaram-se 100 pL. de DMSO puro por pogo para promover a dissolu¢io dos cristais
intracelulares de formazan (GASQUE et al., 2014). Mantendo as placas protegidas da
luz, cada uma foi colocada em um homogeneizador de placas por 1 hora, sob agitacdo de
60 rpm, e, em seguida, levada ao espectrofotometro (leitor de microplacas multidetector)

para obtencdo dos resultados.

4.5.2 Ensaio de Migracao celular

Fisiologicamente, a migragdo celular ¢ uma caracteristica natural de diferentes
componentes celulares humanos. No contexto oncologico, contudo, a agressividade
tumoral depende da capacidade dessas células de ultrapassarem os limites do tecido
hospedeiro, atuando como o evento precursor para a disseminagdo metastatica. Diante
disso, foi realizado um ensaio de cicatrizag¢ao (Figura 7), seguindo o protocolo de ensaio
de ferida (ALMEIDA et al., 2019), o qual foi conduzido em placas de 24 pogos, com
plaqueamento inicial de 150.000 células U87MG por pog¢o. Uma vez atingida a
confluéncia, a monocamada celular foi riscada mecanicamente com o auxilio de uma
ponteira de micropipeta de 200 pL. Para eliminar células “soltas” os pogos foram
imediatamente lavados com meio DMEM suplementado e aquecido. O tratamento foi
realizado utilizando-se o composto SM22 diluido em DMEM contendo 2% de soro, com
0 objetivo de minimizar a influéncia dos fatores de crescimento presentes no soro sobre
a proliferagdo celular. aplicando-se as concentragdes de 100 e 150 uM L™, selecionadas
com base nos resultados previamente obtidos no ensaio de viabilidade celular pelo
método de MTT, no qual essas doses demonstraram redugao significativa do metabolismo

celular das células U87MG ap06s o tratamento
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Figura 7. Ensaio de migracdo celular por fechamento de ferida. Apos a indugdo da “ferida” na
monocamada celular (To), observa-se o espago livre entre as células. Apds 24 horas (T2a), avalia-se o

fechamento da area por meio da migragdo celular. Fonte: Elaborado no BioRender.

A condigao inicial da ferida foi registrada com um microscopio invertido e uma
camera, e as placas foram incubadas em estufa de CO.. Apos 24 horas de tratamento,
novas imagens foram capturadas para avaliacdo do fechamento da area de lesdo. As
imagens obtidas foram analisadas utilizando o software ImagelJ, permitindo a mensuragao
da area da ferida ao longo do tempo e o calculo da porcentagem de fechamento da lesao,

utilizado como parametro para avaliacdo da capacidade migratoria das células.

4.5.3 Ensaio de Colonia

O tratamento padrdo, baseado na ressec¢do cirirgica seguida de quimio e
radioterapia raramente resulta em cura. Isso se deve, em grande parte, a persisténcia de
células remanescentes na margem cirirgica, que permanecem vidveis € retomam a
proliferagdo tumoral. Essas células residuais, dotadas de resisténcia terapé€utica, sdo
responsaveis pela recorréncia precoce do tumor (PUTAVET; DE KEIZER, 2021).

Com o objetivo de simular tal situagdo, as células US7MG foram semeadas em
placas de seis pocos, na densidade de 1 x 103 células por pogo. Apds 24 horas do
plaqueamento, realizou-se o tratamento com o composto diluido em DMEM, nas
concentragdes de 12,5; 25 e 50 uM (Figura 8). A escolha dessas concentracdes inferiores
as utilizadas no ensaio de metabolismo celular (MTT) foi baseada nas caracteristicas do
ensaio de formagao de colonia, que avalia a capacidade de sobrevivéncia e proliferagao
celular por um periodo prolongado. Dessa forma, concentragdes moderadas foram
selecionadas para permitir a observacdo do efeito do composto sobre a formagao de

colonias sem promover uma reducdo imediata e acentuada da populacdo celular,
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possibilitando a avaliagdo do impacto do tratamento sobre o potencial proliferativo das

células US7MG.). O grupo controle recebeu DMEM contendo 0,2% (v/v) de DMSO.

@ Células semeadas em @ Células tratadas @ Incubacdo das células e
placas de seis pogos monitoramento do
crescimento

. \ p
"

8 : I

2 3 § 1 2 ﬁ
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Figura 8. Execuc¢éo do ensaio de formacao de coldnias. Esquema representativo de uma placa de 6 pocos
contendo células semeadas em densidade especifica, incluindo grupos controle e grupos submetidos a
diferentes concentragdes do composto avaliado. [lustragdo simplificada dos possiveis mecanismos de ago

envolvidos. Fonte: Elaborado no BioRender.

Concluido o periodo de 24 horas de exposi¢do, a solugdo de tratamento foi
removida e substituida por DMEM 10%. As placas foram entdo mantidas em estufa de
CO: por 9 dias, com monitoramento continuo, sendo o meio renovado a cada dois dias
para garantir condi¢des adequadas de crescimento celular.

Finalizado o ensaio, o sobrenadante foi removido para a fixacdo celular com
paraformaldeido a 4% durante 40 minutos sob temperatura ambiente. Em seguida, as
coldnias foram coradas com azul de toluidina-borato. O experimento foi executado em
dois ensaios independentes em triplicata, e as imagens representativas dos clones foram
capturadas em uma lupa estereoscopica (SPDTO)P integrada a uma camera digital

(AmScope modelo MU300).

4.6 Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata técnica, sendo cada
condicdo experimental avaliada em trés pogos independentes dentro de cada placa. Além

disso, os ensaios foram repetidos em trés experimentos independentes realizados em
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diferentes momentos, utilizando novas preparagdes celulares e placas de cultivo. Os
dados obtidos foram expressos como média + desvio padrdo. As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0.3, empregando a andlise de
variancia One-Way ANOVA, seguida do teste de comparacdo multipla de Dunnett
(quando aplicavel), considerando valores de P < 0,05 como estatisticamente
significativos.Utilizando a Analise de Variancia One-Way ANOVA, considerando

significativos valores de P < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Metabolismo celular

As células da linhagem foram submetidas a ensaios de metabolismo celular por
24,48 ¢ 72 horas, conforme descrito anteriormente. Os tempos e concentragdes utilizados
foram estabelecidos com base nos estudos prévios descritos por Sousa e colaboradores
(2021) e a partir disto foram obtidos resultados, apresentados na Figura 9.

No intervalo de 24 horas foi visto que as concentragdes de 100 e 150 umol L™
promoveram reducdo significativa do metabolismo celular em comparagdo ao controle.
Na concentracao de 100 pmol L™, foi observada uma taxa de metabolismo celular de
84%, indicando reducao de 16% em relacao ao controle.

No intervalo de 48 horas, as concentracdes de 50, 100 e 150 pmol L' reduziram
a taxa metabolica celular em relagdo ao grupo controle. A maior redugdo foi observada

na concentracdo de 150 umol L', correspondente a 35,7%.

MTT SM22 72h
MTT SMZ2 24h MTT SM22 4gh

150 150
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Figura 9. Ensaio de metabolismo celular de U87MG. Foram aplicados tratamentos nas concentragdes
de;50; 100 e 150 Mmol L-! durante 24, 48 ¢ 72 horas de exposi¢do ao composto SM22. Os experimentos
foram realizados em triplicata técnica e repetidos em trés experimentos independentes. Analise grafica pelo
Software GraphPad Prism. Os dados foram analisados por One-Way ANOVA seguido do pds-teste de

Dunnett. * Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle (p < 0,05).

No periodo de 72 horas mostra que comparado ao controle, todas as concentragdes
de 50, 100 e 150 umol L reduziram o metabolismo celular em cerca de 50%, indicando

um efeito inibitério do composto.
5.2 Migracao

A area da ferida nas células U87MG foi registrada imediatamente apos sua
realizacdo (To) e apds 24 horas de exposicdo ao composto SM22, a fim de avaliar a
migracdo celular. Os resultados apresentados na Figura 10 indicam que o tratamento

promoveu uma redug¢do significativa na motilidade celular em comparagao as células nao
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tratadas, com diminui¢des estatisticamente relevantes de aproximadamente 44% na

menor concentracao testada e 73% na mais elevada.
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Figura 10. Ensaio de migrac¢fo. A migracao celular quantificada com base na area remanescente da fenda

apos 24 horas de tratamento com SM22 nas concentragdes de 100 e 150 umol-L™". s experimentos foram
realizados em triplicata técnica e repetidos em trés experimentos independentes. Os dados foram analisados
graficamente utilizando o GraphPad Prism e submetidos ao teste One-Way ANOVA e pos teste de Dunnett,

considerando-se como estatisticamente significativos os valores de P < 0,05.

As imagens exibidas na Figura 11 ilustram a evolu¢do da fenda realizada
manualmente com ponteira, comparando o grupo controle ¢ o tratamento com 150
umol-L™' de SM22. No tempo inicial (0 horas), ambos os grupos apresentavam areas de
fenda semelhantes. Apos 24 horas, o fechamento da fenda foi mais pronunciado no grupo
controle, enquanto nos pogos tratados a area remanescente permaneceu maior, indicando
inibi¢do da migragdo celular. Dessa forma, quanto menor o fechamento da fenda, menor
a capacidade migratoria das células, evidenciando o efeito do composto sobre o

deslocamento celular.

Oh

Controle 24h 100 uM 150 uM
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Figura 11. Migracéo celular. No tempo 0 (inicio do ensaio), a area delimitada pelas linhas tracejadas
indica a ranhura inicial. Apds 24 horas, a mesma delimitacdo representa a area remanescente, apos o
deslocamento das células. As imagens foram adquiridas em microscopio MOTIC, modelo AE200,
associado a uma camera (AMSCOPE, modelo MU300) em objetiva de 10X.

5.3 Formacao de Colonia

O ensaio de formacao de colonias foi utilizado para avaliar a formacao de colonia
com enfoque na mimetizagdo do tratamento com ressec¢do cirargica. Nove dias, apos o
tratamento, as células foram analisadas conforme descrito anteriormente, permitindo
investigar o efeito do composto em condi¢des de isolamento parcial celular. A Figura 12
demonstra que, na menor concentracdo de SM22 (12,5 umol-L™"), a formagao de colonias
atingiu 77%.

J& com o aumento das concentragdes para 25 e 50 pmol-L™', observou-se uma
reducdo significativa, de 48% e 26% respectivamente, na formacdo de colonias,
evidenciada na Figura 13, que mostra a redugdo de aglomerados celulares em comparagao

ao controle.
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Figura 12. Ensaio de formacio de colonia em U87MG. Porcentagem do ntimero de colonias formadas
sob ac¢do do composto SM22 em relagdo ao controle. As células U87MG foram expostas as concentracdes
de 12,5; 25 e 50 mmol L-! por 24 horas. Os experimentos foram realizados em triplicata técnica e repetidos
em trés experimentos independentes. A avaliagdo quantitativa do crescimento clonal residual foi realizada
no 9°dia pos-tratamento no software Imagel. As representacdes estatisticas e as curvas de variagdo foram
processadas no GraphPad Prism, adotando-se a analise de varidncia de uma via (ANOVA one-way) com

pos-teste comparativo de Dunnett. Valores significativos ****P <0,0001.
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Figura 13. Ensaio de formacao de colonia (aglomerados). Perfil visual da sobrevivéncia reprodutiva de
células US7MG submetidas a doses de 12,5; 25 ¢ 50 Mmol L-! do derivado SM22 por um intervalo de 24
horas. As imagens, registradas em lupa estereoscopica, evidenciam o comprometimento dose-dependente
na proliferagdo residual e no didmetro dos aglomerados clonais no 9°dia pds-tratamento. Imagens obtidas

em lupa estereoscopica.
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6. DISCUSSAO

Considerando que a molécula SM22 preserva elementos estruturais presentes no
SRPIN340, sugere-se um possivel potencial de interagdo com proteinas envolvidas na
regulacao do ciclo celular. Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar a atividade
antitumoral do composto SM22 em células de glioblastoma multiforme, investigando
seus efeitos sobre processos celulares relacionados a progressao tumoral.

A escolha das concentracgdes utilizadas nos ensaios foi baseada tanto em estudos
prévios (SOUSA, S. M. R. DE et al., 2021) envolvendo derivados do SRPIN340 quanto
na necessidade de avaliar diferentes faixas de resposta celular ao composto SM22. Essa
estratégia foi importante para identificar concentragdes capazes de interferir no
metabolismo celular e proliferagdo celular sem provocar uma resposta imediata
extremamente citotdxica, permitindo melhor compreensao do comportamento biologico
do composto.

Da mesma forma, os periodos de exposi¢ao de 24, 48 e 72 horas foram definidos
com o objetivo de investigar ndo apenas efeitos imediatos, mas também alteragdes
progressivas decorrentes da permanéncia do composto em contato com as células
tumorais. O intervalo de 24 horas possibilitou avaliar respostas iniciais ao tratamento,
enquanto os tempos de 48 e 72 horas permitiram verificar se os efeitos do SM22 seriam
mantidos ou potencializados ao longo do tempo. Os resultados indicam que a redugdo da
atividade metabodlica foi mais acentuada nos maiores tempos de exposi¢do ao SM22,
embora ndo tenha sido realizada comparagdo estatistica entre os diferentes periodos de
tratamento.

O impacto do composto SM22 sobre o metabolismo das células US7MG foi
investigado por meio do ensaio de MTT, amplamente utilizado para avaliacdo da
citotoxicidade e viabilidade celular (GHASEMI et al.,, 2023). Os resultados
demonstraram que o tratamento com SM22 reduziu significativamente a atividade
metabdlica das células US7MG em comparagdo ao grupo controle. Esse efeito foi
observado nas maiores concentragdes apos 24 horas e em todas as concentragdes nos
periodos de 48 e 72 horas. Esses achados corroboraram com os resultados descritos por
Sousa e colaboradores (2021), que também observaram efeitos antiproliferativos em
derivados relacionados ao SRPIN340.

Estudos realizados por HA, HIMALI GUJRATI & WANG (2023) demonstraram

que o SRPIN340 apresenta potencial antitumoral em diferentes linhagens celulares,
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incluindo tumores resistentes a farmacos, como cancer de prostata, mama, pulmio e
colon. Segundo os autores, esta molécula tem efeito sinérgico significativo na inibi¢ao do
crescimento e viabilidade de tumores enddcrinos e sélidos, sugerindo um potencial a ser
explorado pelos seus derivados.

Ademais a migragdo celular ¢ fundamental em processos fisiol6gicos, como a
embriogénese, no entanto quando desregulada estd implicada em processos patologicos,
como metastase e fibrose do cancer (POURJAFAR; TIWARI, 2024). Esse movimento
celular, mediado por multiplas vias de sinalizacdo e componentes da matriz extracelular,
estd diretamente associado a capacidade invasiva dos tumores, contribuindo
decisivamente para a malignidade (HE; LEE; JIANG, 2022). O composto SM22
demonstrou potencial inibitorio na analise de migracao celular, conforme ilustrado nas
Figuras 10 e 11.

Essa metodologia foi aplicada a outros tipos de cancer, como demonstrado por
Moreira e colaboradores (2018) em um estudo envolvendo SRPIN340 e trés derivados
dessa molécula. Os autores observaram que alguns derivados apresentaram maior
capacidade de inibir a migragao celular em comparagdo tanto com o controle quanto com
o SRPIN340, sugerindo que a interacao desses compostos com as células tumorais ¢ mais
eficaz na supressao da migragdo. Além disso, verificou-se que a dosagem do composto
SM22 ¢ um fator critico, sendo que a concentragao de 150 uM se mostrou particularmente
eficaz no controle da migragao coletiva das células US7MG.

Apesar de alguns autores apresentarem que o SRPIN340 ndo ¢ tdo eficaz em
concentragdes menores sobre a formagao de colonias (MOREIRA et al., 2018), estudos
recentes tém demonstrado que determinadas estruturas quimicas podem potencializar a
atividade antitumoral de compostos candidatos. Nesse contexto, a presenca da por¢do
1,2,3-triazol tem recebido destaque devido a sua elevada estabilidade quimica e a
capacidade de estabelecer interagdes com residuos presentes no sitio ativo de proteinas,
contribuindo para sua atividade biologica. Além disso, derivados contendo esse nucleo
estrutural tém demonstrado atividade significativa contra diferentes tipos de neoplasias,
incluindo cancer de mama, melanoma, coélon, préstata e leucemia, promovendo inibi¢ao
da proliferacdo celular, indugcdo de apoptose e modulacido de vias associadas a
sobrevivéncia tumoral (HAMIDULLAH et al., 2015; POKHODYLO, 2013).

Moléculas contendo anéis triazolicos tém sido entdo associadas a efeitos
antiproliferativos em diferentes modelos tumorais, incluindo indugdo de apoptose e

reducdo da viabilidade celular (KHASAWNEH et al., 2025; WANG et al., 2025). Assim,
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ha um expressivo potencial biolégico documentado para os anéis triazolicos justificando
o interesse em moléculas que apresentam essa caracteristica estrutural, como observado
no composto SM22.

Inicialmente, esperava-se que o composto apresentasse algum grau de atividade
antitumoral devido a sua relacdo estrutural com derivados do SRPIN340 ja descritos na
literatura. Na pratica, os ensaios confirmaram essa expectativa, revelando um efeito
inibitorio expressivo sobre a motilidade e a formacdo de colonias das células tratadas.
Esses achados sugerem que o SM22 representa uma molécula promissora para a
continuidade de investigagdes voltadas ao desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas.
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, os resultados deste estudo demonstram que o composto SM22
apresenta atividade antitumoral em linhagem de glioblastoma humano ir vitro. De modo
geral, os dados obtidos reforcam o potencial do composto SM22 como candidato para
futuras investigagdes no tratamento do glioblastoma. Embora sua semelhanca estrutural
com o SRPIN340 sugira a possibilidade de interagdo com quinases da familia SRPKs,
nao foram realizadas analises mecanisticas especificas neste estudo para confirmar esse
mecanismo de agdo. Ainda assim, a associagdo entre a estrutura quimica e a atividade
biologica identificada no composto SM22 confirma sua capacidade de modular processos
celulares determinantes para o avango da doenca, incluindo proliferagdo, migracio e
sobrevivéncia tumoral.

Diante disso, estas evidéncias, aliadas aos dados ja descritos na literatura, reiteram
a importancia de se dar continuidade a investigagdo deste composto, direcionando os
estudos subsequentes para a identifica¢do da via celular exata pela qual o composto atua,
a confirmacdo de sua interacdo com possiveis alvos moleculares, como as quinases da
familia SRPKSs e a avaliacao de seus efeitos em células nao tumorais, visando determinar

seu perfil de seletividade e seguranca.
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