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RESUMO

Astrocitomas, tumores malignos do sistema nervoso central mais comuns, sdo neoplasias
cerebrais altamente agressivas, caracterizadas por sua capacidade infiltrativa nos tecidos
adjacentes e resisténcia ao tratamento prevonizado com Temozolamida, resultando em um
prognostico desfavoravel. Assim, foi desenvolvido um analogo sintético sulfonil-hidrazénico
da capsaicina, denominado RPF101 e foi avaliado a capacidade citotoxica e antiproliferativa
do composto em linhagens celulares de astrocitomas de grau 111 (NG-97) e grau 1V (U251) pelo
ensaio de proliferacdo celular utilizado a concentracdo inibitéria de 50% (1C50) por 24, 48, 72,
96 e 120 horas. O IC50 foi determinado previamente pelo método conhecido como brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) ou MTT. O ensaio de proliferacdo celular
demonstrou um efeito antiproliferativo do composto avaliado nas linhagens celulares de
astrocitoma de alto grau, com uma reducéo significativa na proliferacao celular observada apds
24 horas de exposic¢do (valores de p< 0,05). Observac6es morfoldgicas indicaram apoptose nas
células expostas a concentracdes 1C50. O ensaio de proliferacdo celular também demonstrou
uma reducdo significativa na proliferacdo com possivel comprometimento do ciclo celular apos
48 horas de tratamento. Em nosso conhecimento, este estudo foi o primeiro que testou o
composto JB29 em linhagens celulares de astrocitomas de alto grau e os resultados sugeriram
que JB29 parece ser um potencial composto terapeutico; embora estudos adicionais poderao
comprovar o papel de JB29.

Palavras-chave: Astrocitomas de alto grau; andlogo sintético sulfonil-hidrazénico da
capsaicina; linhagens celulares de astrocitomas de alto grua; efeito antiproliferativo.

ABSTRACT

Astrocytomas, the most common malignant central nervous system tumors, are highly
aggressive brain neoplasms characterized by their infiltrative capacity into adjacent tissues and
resistance to standard treatment with Temozolomide, resulting in an unfavorable prognosis.
Therefore, a synthetic sulfonil-hydrazone analog of capsaicin, named RPF101, was developed
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and its cytotoxic and antiproliferative properties were assessed in grade I11 (NG-97) and grade
IV (U251) astrocytoma cell lines using the 50% inhibitory concentration (IC50) in a cell
proliferation assay over 24, 48, 72, 96, and 120 hours. The IC50 was determined previously
using the 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide or MTT method. The
cell proliferation assay demonstrated an antiproliferative effect of the tested compound in high-
grade astrocytoma cell lines, with a significant reduction in cell proliferation observed after 24
hours of exposure (p-values < 0.05). Morphological observations indicated apoptosis in cells
exposed to 1C50 concentrations. The cell proliferation assay also demonstrated a significant
reduction in proliferation and a possible cell cycle control after 48 hours of treatment. This
study, the first to test the JB29 compound in these cell lines, suggests its potential as a therapy
for high-grade astrocytomas, highlighting the need for further investigations and potential
therapeutic developments.

Keywords: High-grade astrocytomas; synthetic sulfonil-hydrazone analog of capsaicin; high-
grade astrocytoma cell lines; antiproliferative effect.

INTRODUCAO

Astrocitomas sdo um tipo de tumor primario do sistema nervoso central (SNC), que se
originam das células gliais ou de células precursoras e podem se desenvolver em diferentes
subtipos, incluindo astrocitomas, oligodendroastrocitomas, ependimomas e oligoastrocitomas (XU
et al., 2020). Os astrocitomas sdo os tumores mais frequentes, constituindo 30% dos casos e
incidéncia apds os 50 anos de idade. Estima-se que ocorram, anualmente, no Brasil, cerca de 11 mil
casos de tumores primarios do SNC, causando mais de nove mil mortes. Aproximadamente 80%
dos tumores malignos do SNC s&o astrocitomas. A incidéncia de astrocitomas € muito variavel ao
redor do mundo, sendo a media mundial de 3,4 casos por 100 mil habitantes por ano, com
predominancia no sexo masculino (RASMUSSEN et al., 2017; VALADARES et al., 2021).

A quarta edicdo de classificacdo dos tumores do SNC considerava 0s astrocitomas em
astrocitoma pilocitico (grau 1), astrocitoma difuso (grau 2), astrocitoma anaplésico (grau 3) e
glioblastoma (GBM) (grau 4), sendo este ultimo dividido em GBM primario e secundario,
dependendo da auséncia ou presenca de mutacdo nos genes Isocitrato Desidrogenase 1 e 2 (IDH1
e IDH2) (LOUIS et al., 2016). A quinta edigdo apresenta como alteracdo que os tumores antes
conhecidos como astrocitoma anaplasico ou GBM secundario, agora estdo sob um unico
diagnostico, ou seja, astrocitoma difuso IDH-mutante, com base na presenca de mutacéo nos genes
IDH e na auséncia da codelecdo do cromossomo 1p19q, o qual se presente modifica o diagndstico
para oligodendroglioma. Além disso, o astrocitoma difuso IDH-mutante pode ser classificado em
graus 2, 3 ou 4 a depender das caracteristicas histologicas e moleculares (LOUIS et al., 2021).
Ainda, o GBM, o mais frequente e maligno dos astrocitomas, apresentam uma incidéncia média de
5-7 casos por 100.000 individuos e, apesar de inUmeros avancos no diagnostico e tratamento desses
tumores, seu prognostico permanece ainda bastante limitado com média de sobrevivéncia entre 10
e 15 meses apos o diagndstico, sendo que apenas 0,05% a 4,7% dos pacientes sobrevivem até 5
anos apos o diagndstico (PHILIPS et al., 2018; DIAO et al., 2019).

O tratamento preconizado para astrocitomas graus 3 e 4 é a remocao cirdrgica seguida de
radiacdo e Temozolomida (TMZ); entretanto, radiacdo e TMZ também podem induzir autofagia
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protetora para evitar a morte excessiva das células tumorais com consequente resisténcia ao
tratamento (YIN; LI, 2018).

Para o presente estudo foi desenvolvido um analogo sintético sulfonil-hidrazénico da
capsaicina, componente ativo de pimentas conhecidas como chili, que sdo plantas que pertencem
ao género Capsicum, denominado RPF101. O composto foi desenvolvido por meio da sulfonilagéo
da hidrazina em uma soluc¢do alcalina e na presenca de compostos clorossulfénicos aromaticos,
resultando na formacédo do intermediario sulfonil-hidrazida. Posteriormente, o intermediario foi
submetido a uma reacdo de formac&o de iminas, através da adi¢do nucleofilica de aminas a aldeidos
ou cetonas aromaéticos, resultando na obtencdo da sulfonil-hidrazona (conforme relatado por
FERNANDES, 2015 e GATTI, 2015).

Este composto demonstrou uma variedade de propriedades farmacoldgicas, incluindo
efeitos sedativos, hipnoticos, hipotensivos, antimitdticos, analgésicos, bem como diversas
atividades bioldgicas, como acdo bactericida, fungicida e inseticida (conforme observado por
OLIVEIRA, 2005). Portanto, o objetivo do presente estudo consistiu em investigar a atividade
antiproliferativa dessa nova molécula em linhagens celulares de astrocitomas de alto grau, a fim de
expandir a compreensdo sobre seu potencial terapéutico.

METODOLOGIA

Linhagem celular e reagentes

As linhagens celulares de astrocitoma anaplasico de grau 111 (NG97) e astrocitoma grau 4
(U251), foram gentilmente doadas pela Dra. Adriana da Silva Santos Duarte, Hemocentro da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As células NG97 foram cultivadas em meio
Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI)-1640 (Manassas, Virginia, Estados Unidos da
Ameérica [EUA]) e as células U251, em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) com
alto teor de glicose (Manassas, Virginia, EUA), ambos suplementados com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Vitrocell, Campinas, Sdo Paulo, Brazil) e 1% de penicilina/estreptomicina
(Vitrocell). As células foram mantidas em incubadora de células com 5% CO2 a 37°C por pelo
menos 3 dias antes dos experimentos propostos.

A sulfanil-hidrozana foi dissolvida em 0,8% de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth,
Diadema, S&o Paulo, Brasil).

O composto sulfanil-hidrazona

A sulfonil-hidrazona foi sintetizada pelo Prof. Dr. Roberto Parise Filho, da Universidade de
Séo Paulo (USP), Laboratério de Planejamento e Sintese de Substancias Bioativas (LAPESSB). Os
métodos sintéticos, de caracterizacdo e determinacdo de pureza da molécula foi descrita em estudos
anteriores (FERNANDES et al., 2018 e FERNANDES, 2017). Resumidamente, o composto foi
obtido por meio de duas etapas sintéticas, a partir do composto RPF101, a sulfonilagéo da hidrazina
em meio basico, na presenca de clorossulfonicos aromaticos, obtendo-se assim o intermediario
sulfonil-hidrazida. Na segunda etapa o intermediario foi submetido a reacé@o de formacéo de iminas
por adi¢do nucleofilica de aminas a aldeidos ou cetonas aromaticos. A reacdo ocorreu em solvente
polar protico e aquecimento, obtendo-se como composto final sulfonil-hidrazona (FERNANDES,
2015; GATTI, 2015). O composto foi denominado de JB29 (Figura 1).
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Figura 2: Etapas sintéticas para obtencdo da sulfonil-hidrazona JB29. Na primeira reagdo observa-se
a sulfonilacéo da hidrazina resultando na sulfonil-hidrazida, a qual, na segunda etapa, foi
submetida a reacdo de formacao de iminas por adi¢cdo nucleofilica de aminas a aldeidos ou
cetonas aromaticos, obtendo por fim, a sulfonil-hidrazona. Fonte: FERNANDES, 2015;
GATTI, 2015.

Ensaio de proliferagéo celular

A viabilidade das células foi medida em estudo prévio utilizando o 4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), ap6s exposicéo das linhagens celulares a diferentes
concentragdes (50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 e 2000 uM) de JB29 por
24,48, e 72 h. Apos o tratamento, as células foram incubadas com 0,2 pg/ul. de MTT (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) por 4 horas a 37°C. Os cristais de formazan foram dissolvidos em 100 pL de
DMSO (Sigma) e a absorbancia foi medida a 540 nm em um leitor de espectrofotdmetro (Epoch
BioTek, Winooski, Vermont, EUA). A viabilidade celular foi expressa como porcentagem de
células normais. A partir deste ensaio, a citotoxicidade do composto em teste foi quantificada em
valores de concentracdo inibitoria média (1C50), ou seja, a concentracdo necessaria para reduzir
50% da viabilidade celular (SOUZA et al., 2015; GUIMARAES et al., 2017).

Para 0 ensaio de proliferacdo, ambas as linhagens celulares, NG-97 e U251 (0,5x106
celulas/pocgo), foram cultivadas em placas de 24 pogos por 24 horas em triplicatas. Em seguida, as
células foram expostas ao IC50 do composto JB29 encontrada para cada linhagem. As células foram
submetidas a tripsina e contadas em intervalos de tempo fixos (24, 48, 72 e 96 horas) usando o
ensaio de exclusdo de corante azul de Tripan. Células néo tratadas foram utilizadas como controle.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O composto JB29 apresentou evidente reducdo na viabilidade celular para ambas as
linhagens celulares estudadas principalmente ap6s 48h e 72h de exposi¢cdo (Figuras 2A e 3A).
Para as células NG-97 observou-se reducgéo da viabilidade principamente a partir da concentragdo
de 600uM apds 48h e 72h de exposicao, sendo o 1C50 de 800 uM (Figura 2A). As células U251
apresentaram evidente reducdo na viabilidade a partir da dose minima testada (50 pM) apds 72h
de tratamento, sendo esta a concentracdo IC50 (Figura 3A). Alteracbes morfologicas sugestivas
de apoptose, como a diminuicdo do volume celular e a perda da caracteristica de aderéncia e do
aspecto fulsilforme, tornando-se arredondadas, foram observadas nas células expostas a JB29 nas
concentracdes 1C50 acima (Figuras 2B e 3B).
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O ensaio de proliferacao celular demonstrou um efeito antiproliferativo do composto JB29
nas linhagens celulares de astrocitoma de alto grau, com uma reducéo significativa na proliferacéo
celular observada apds 48 horas de exposicao (valores de p< 0,05) (Figuras 2C e 3C).

Em nosso conhecimento este composto esta sendo testado pela primeira vez em linhagens
de astrociomas de alto grau.

Estudos anteriores avaliaram compostos derivados de (E)-N-2(5H)-furanil sulfona
hidrazona em linhagens de células de cancer humano, como MCF-7, onde demonstraram alta
atividade citotdéxica. O mecanismo citotoxico envolveu a parada da fase G2/M do ciclo celular,
possivelmente devido a danos no DNA (Yang, Kai et al, 2021).

Além disso, uma série de sulfonil-hidrazonas foi sintetizada e avaliada quanto a atividade
citotoxica em linhagens de células de cancer de prostata (PC3) e mama (MCF-7), bem como em
linhagens de células de fibroblastos de camundongo L929. Um dos compostos, N'-[(2-cloro-3-
metoxifenil)metilideno]-4-metilbenzenossulfonohidrazida (3k), destacou-se como um potente
agente anticancerigeno com alta seletividade para células cancerosas. InvestigacGes adicionais
confirmaram que o composto 3k induziu alteragdes morfologicas nas células e promoveu a
apoptose, regulando negativamente a proteina Bcl-2 e positivamente a expressao de Bax. Além
disso, o composto 3k demonstrou forte inibicdo da COX-2, com menor impacto na COX-1
(Senkardes, Sevil, 2020).

Haletos de hidrazonoil também foram estudados por suas atividades bioldgicas, exibindo
alta citotoxicidade em vérias linhagens celulares de cancer humano e atividade citotdxica em
linhagens celulares normais. Esses compostos induziram apoptose por meio da regulacéo positiva
da caspase-3 e do mecanismo P53 mediado por BAX, embora tenham promovido a expressdo da
proteina antiapoptotica BCL2 (Mohamed, Magda F et al, 2019).
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Figura 2: A) NG-97 expostas com 50uM, 100uM, 200uM, 400uM, 600uM e 800uM, 1000uM,
1200puM, 1400uM, 1600uM 1800uM e 2000uM do composto JB29 por 24, 48 e 72 horas. B)
Morfologia das células NG-97 expostas a concentracdo inibitdria de 50% (1C50) de 800LM por72
horas. C) Inibicéo da proliferagdo celular nas células NG-97 expostas a 800 uM do composto JB29
por um periodo de 96h. Observa-se inibicdo significativa a partir de 72h de exposicdo. Os valores
foram apresentadas como média e desvio padrdo de trés experimentos independentes (T-Teste).
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Figura 3. A) U251 expostas com 50uM, 100uM, 200uM, 400uM, 600uM e 800uM, 1000uM,
1200pM, 1400uM, 1600uM 1800uM e 2000puM do composto JB29 por 24, 48 e 72 horas. B)
Morfologia das células U251 expostas a concentragdo inibitoria de 50% (IC50) de 50uM por72
horas. C) Inibicdo da proliferacdo celular nas células U251 expostas a 800 uM do composto JB29
por um periodo de 96h. Observa-se inibicdo significativa a partir de 72h de exposic¢do. Os valores
foram apresentadas como media e desvio padrdo de trés experimentos independentes (T-Teste).
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CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados, observamos que o composto JB29 demonstrou um
impacto significativo na viabilidade e proliferacdo celular nas linhagens de astrocitoma de alto grau
3 (NG-97) e 4 (U251). Observou-se uma clara reducéo na viabilidade celular, especialmente ap0s
48 e 72 horas de exposi¢do, com concentracdes IC50 variando de 800uM para as células NG-97 e
50 uM para as células U251. Além disso, as observacdes morfolégicas sugerem que o composto
induz apoptose nessas células.

Os resultados do ensaio de proliferacéo celular reforcam a eficacia do composto JB29, com
uma reducdo significativa na proliferacdo celular apds 48 horas de tratamento. Isso indica que o
composto pode ter potencial para ser uma terapia promissora no tratamento de astrocitomas de alto
grau.

E importante salientar que este estudo representa o primeiro teste do composto JB29 em
linhagens de astrocitoma de alto grau, o que ressalta a relevancia desses achados iniciais. No
entanto, mais pesquisas sdo necessarias para entender completamente os mecanismos de acao
envolvidos e para avaliar a seguranca e eficacia do composto em modelos animais e, eventualmente,
em ensaios clinicos. Esses resultados fornecem uma base solida para investigacfes futuras e o
desenvolvimento potencial de uma nova abordagem terapéutica para pacientes com astrocitomas
de alto grau.
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