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RESUMO

O cancer € uma doenca responsavel por inlmeras mortes ao ano € um problema
global. Desta forma, € importante investigar novos compostos terapéuticos mais
seletivos, que possam ajudar a minimizar esse cenario. As investigacdes toxicologicas
de substancias sdo essenciais no processo de estudo de farmacos, pois permitem
direcionar outras investigacdes que possam contribuir para a descoberta de
substancias com atividade antitumoral. Dentro desse contexto, a crisina é um
flavonoide de origem natural com propriedades biolégicas de importancia terapéutica
como atividade anti-inflamatéria, antioxidante, antigenotdxica, apoptoética, entre
outros. Visando contribuir para as possibilidades de aplicacdo da crisina dentro do
contexto oncolégico, o presente estudo teve o objetivo de avaliar sua toxicidade em
teste de A. salina, seus possiveis efeitos genotoxicos em células de A. cepa, efeitos
antiproliferativos em células tumorais e ndo tumorais, bem como prever seu perfil de
semelhanca a farmacos e toxicidade em analise in silico. A toxicidade da crisina
avaliada por Artemia salina nos periodos de 24h e 48h tiveram a CLso determinada
em 657,0 (528,8 — 866,2 uM) e 258,9 (193,6 — 367,7uM) respectivamente. No ensaio
de Allium cepa, a crisina apresentou efeito citotdxico nas duas maiores concentracées
entre as avaliadas (250, 125 e 62,5 uM), entretanto, nao foi identificado efeitos
genotoxicos. O efeito antiproliferativo com base no ensaio de MTT frente as linhagens
MCF-7 e MCF-10 apresentou valores de ICso de 53,4 (23,7 — 133,5 pM) e 120,8 (39,53
— 785,1 uM) respectivamente. Nao foi possivel determinar o valor de ICso nas
linhagens B16F10 e U87 sendo estimando como superior as maiores concentracoes
utilizadas (>125 pM e >200 uM respectivamente). Na linhagem MCF-7, a combinagao
da crisina com os quimioterapicos demonstrou um aumento no efeito antiproliferativo
através da diminuigéo dos valores de ICso sendo para cisplatina de 9,4 (8,55 -14,46
uM) para 5,3 (4,17 - 6,3 uM) e para doxorrubicina de 2,5 (1,91 — 3,36 uM) para 0,3
(0,25 - 0,40 uM). As previsdes in silico demonstraram que a crisina nao viola nenhuma
das regras pré-estabelecidas para compostos candidatos a farmacos e apresentou
toxicidade relativa baixa, além disso, a ancoragem molecular indicou a interacéo da
crisina com os respectivos alvos: CDK1 =-8,1; CDK2 = -10,2; CDK6 =-8,5; EGFR = -
7,8; VEGFR2 =-9,0; ER-a =-8,2 e CYP19A1 = -8,3 (kcal/moL). Diante dos resultados,
conclui-se que a crisina apresenta efeitos citotoxicos que podem explicar sua acao
antiproliferativa em células tumorais. Além disso as previsbes in silico ainda
demonstram que ela possui, em uma andlise inicial, caracteristicas fisico-quimicas
fundamentais para farmacos com biodisponibilidade oral compativel e potencial de
inibicdo para alvos importantes no cancer de mama.

Palavras-chaves: Flavonoides; Genotoxicidade; Cancer; Ensaios pré-clinicos.



ABSTRACT

Cancer is responsible for numerous deaths annually and represents a global health
problem. Therefore, it is crucial to investigate novel and, more selective therapeutic
compounds that may help mitigate this scenario. Toxicological investigations of
substances are essential in drug research, as they guide further studies that may
contribute to discovery of compounds with antitumor activity. Within this context,
chrysin is a naturally occurring flavonoid with biologically significant therapeutic
properties, such as anti-inflammatory, antioxidant, antigenotoxic, and apoptotic
activities, among others. To explore the potential applications of chrysin in oncology,
this study aimed to evaluate its toxicity using the A. salina assay, its possible genotoxic
effects in A. cepa cells, its antiproliferative effects in tumor and non-tumor cells, as well
as predict its drug-likeness profile and toxicity through in silico analysis. The toxicity of
chrysin, assessed in Artemia salina at 24h and 48h, had LCsp values of 657.0 (528.8
— 866.2 uM) and 258.9 (193.6 — 367.7 uM), respectively. In the Allium cepa assay,
chrysin presented cytotoxic effects at the two highest tested concentrations (250, 125,
and 62.5 uM); however, no genotoxic effects were identified. The antiproliferative
effect, based on the MTT assay in the MCF-7 and MCF-10 cell lines, showed ICso
values of 53.4 (23.7 — 133.5 puM) and 120.8 (39.53 — 785.1 uM), respectively. It was
not possible to determine the ICso values for the B16F10 and U87 cell lines, as they
were estimated to be above the highest concentrations used (>125 pM and >200 uM,
respectively). In the MCF-7 cell line, the combination of chrysin with chemotherapeutic
agents enhanced the antiproliferative effect by reducing 1Cso values: for cisplatin, from
9.4 (8.55-14.46 uM) t0 5.3 (4.17 — 6.3 uM), and for doxorubicin, from 2.5 (1.91 — 3.36
uM) to 0.3 (0.25 — 0.40 uM). In silico predictions indicated that chrysin does not violate
any pre-established rules for drug-like compounds and exhibited relatively low toxicity.
Additionally, molecular docking analysis showed interactions between chrysin and the
following targets: CDK1 = -8.1; CDK2 = -10.2; CDK6 = -8.5; EGFR =-7.8; VEGFR2 =
-9.0; ER-a = -8.2; and CYP19Al1 = -8.3 (kcal/mol). Based on these results, it is
concluded that chrysin exhibits cytotoxic effects that may explain its antiproliferative
action in tumor cells. Furthermore, in silico predictions suggest that chrysin possesses
key physicochemical properties for oral bioavailability and potential inhibition of
important targets in breast cancer.

Keywords: Flavonoids; Genotoxicity; Cancer; Preclinical trials.
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1 INTRODUCAO

O cancer € uma das principais causas de mortes no mundo, sendo,
essencialmente, causado por alteracdes genéticas que permitem o aparecimento de
células transformadas que adquirem a capacidade de proliferar de modo
desordenado, podendo atingir outros 6rgdos (metastase) (Baidoun et al., 2021;
Gerstberger; Jiang; Ganesh, 2023). Estima-se que cerca de 20% da populacao
desenvolvera algum tipo de cancer ao longo da vida, sendo que a doenca é fatal para
aproximadamente um em cada nove homens e uma em cada doze mulheres (Bray et
al., 2024).

Entre os tratamentos contra o cancer, a quimioterapia consiste na utilizacédo de
compostos contra células neoplasicas evitando a proliferacdo descontrolada em
relacdo as células normais. Essa distincdo pode ser baseada em marcadores
especificos das células transformada (superexpresséao de receptores alvo) para tornar
o tratamento mais seletivo (Anand et al., 2022; Falzone; Salomone; Libra, 2018).

Entretanto, a natureza complexa do cancer impde alguns desafios na utilizagcéo
da quimioterapia como o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia, ou seja, a
capacidade das células em alterar seu metabolismo para adaptar-se aos efeitos de
compostos quimioterapicos. Além disso, a toxicidade de muitos farmacos
antineoplasicos limita a terapia pelos seus efeitos adversos em células saudaveis (néo
tumorais). Dessa forma, existe a necessidade da busca de novos compostos que
possam ser candidatos a medicamentos mais especificos contra células cancerigenas
(Hait, 2010; Khan et al., 2024).

A crisina € um flavonoide de origem natural encontrada no mel, propolis e
plantas do género Passiflora. A crisina apresenta diversas atividades bioldgicas como
antioxidante, anti-inflamatoria e atividade antitumoral (Chinembiri et al., 2014; Mani;
Natesan, 2018; Naz et al., 2019; Ozarowski; Karpinski, 2021). Estudos com a crisina
apontam seu potencial antiproliferativo em células tumorais de figado (Hep G2); mama
(T47D); prostata (pc-3) entre outros, indicando ser um composto com possivel
potencial para atividade anticancer (Alshetaili et al., 2023; Eatemadi et al., 2016;
Samarghandian; Afshari; Davoodi, 2011).

A avaliagdo toxicoldgica é uma etapa indispensavel no processo de descoberta
de farmacos, contribuindo para elucidacdo da faixa terapéutica segura para

compostos com atividade farmacologica comprovada em modelos preditivos (Dorato;
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buckley, 2006). A toxicidade pode ser avaliada em multiplas abordagens como in
silico, in vitro, in vivo e em ensaios clinicos. Com os avancos tecnolégicos, métodos
in vitro e in silico tem ganhado destaque por suas vantagens como baixo custo, rapidez
e boa reprodutibilidade sendo considerados modelos menos complexos. Além disso,
preocupacdes sociais e éticas tendem a diminuir quando € possivel substituir 0 uso
de modelos animais (Eisenbrand et al., 2002; Singh; Khanna; Pant, 2018).

Nesse contexto, o presente trabalho visa avaliar o perfil toxico e genotéxico da
crisina em ensaios nao clinicos, seus efeitos antiproliferativos em células tumorais e

analises in silico que possam esclarecer 0s possiveis resultados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o perfil toxicogenético da crisina em bioensaios e sua acgao
antiproliferativa frente a linhagens tumorais bem como realizar avaliacdes in silico para

entender seus efeitos.

2.1 Especificos

e Avaliar os efeitos toxicos da crisina frente ao ensaio de Artemia salina;

e Investigar o perfil toxicogenético em meristemas de raizes de Allium cepa;

e Analisar o perfil antiproliferativo da crisina em linhagens tumorais através do
ensaio de MTT;

e Analisar predi¢ces farmacocinéticas ADMET in silico da crisina em comparacéo
com farmacos antineoplasicos;

e Avaliar possiveis interacbes com alvos especificos analisadas através de

ancoragem molecular;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 O cancer

O céancer é definido de acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
como um conjunto numeroso de doencas que possuem em comum O crescimento
descontrolado de células podendo iniciar em praticamente qualquer érgéo ou tecido
do corpo com capacidade de invasédo local podendo espalhar-se para outros 6rgaos
em um processo denominado metastase (WHO, 2024). Essa proliferacdo celular
ocorre em células transformadas que sao sujeitas a evolugéo por selecdo natural com
progressivas adaptacfes através de mudancas genéticas e epigenéticas de modo que
esse acumulo garante a sobrevivéncia dessa populacdo de células (Brown et al.,
2023).

Em 2022 houve aproximadamente 20 milhdes de novos casos de cancer em
todo mundo provocando 9,7 milhdes de mortes sendo a segunda maior causa,
estando atras das doencas cardiovasculares, de modo que ainda é previsto que um
em cada cinco homens ou mulheres ira desenvolver cancer ao longo da vida e um em
cada nove homens e uma em cada doze mulheres ira morrer por conta dele sendo um
problema grave de saude publica com uma estimativa para 35 milhdes de casos até
2050 (Bray et al., 2024).

O cancer é essencialmente causado por uma desordem genética provocada
por mutacdes no DNA que podem ocorrer naturalmente ou adquiridas através de
fatores externos como infeccdes virais e/ou consumo de substancias com potencial
carcinogénico (Bai et al., 2024, Bierut, 2011; Hazazi et al., 2024). O acumulo dessas
alteracdes genéticas é herdado e passado para as células filhas a medida que os
sistemas de identificacdo e de defesa falham sendo sujeitas ao processo de selecao
natural de Darwin proporcionando vantagens de sobrevivéncia e crescimento em
relacdo as células vizinhas (Maley; Reid, 2005).

Como pode ser visto na Figura 1 no tecido normal, mutacdes podem surgir
esporadicamente e sao geralmente eliminadas por mecanismos supressores
tumorais. No entanto, a falha nesses sistemas de controle e/ou a ocorréncia de
alteracdes genéticas podem conferir vantagens proliferativas as células, levando a
formacdo de clones mutantes. Durante esse processo, 0 acumulo progressivo e

desregulado dessas alteracdes genéticas desencadeia a transformacdo maligna,
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resultando no desenvolvimento de tumores avancados com capacidade de evasao
imunolégica, ruptura da arquitetura tecidual e invasdo. Paralelamente, o
microambiente tumoral sofre uma reprogramacéo, transitando de um estado
supressor para um permissivo, caracterizado por inflamagé&o crénica, remodelacéo da
matriz extracelular (MEC) mediada por fibroblastos associados ao cancer (FAC) e
recrutamento de macréfagos associados a tumores (TAM). Esses componentes do
microambiente passam a secretar citocinas e outros fatores que promovem a

sobrevivéncia, proliferagcdo e disseminacgdo das células tumorais (Zhang et al., 2024).

Figura 1 — Processo de formagéo de tumores.
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Fonte: ZHANG et al., 2024, adaptado.

Também denominados de neoplasias, o0s tumores sao classificados
clinicamente em malignos ou benignos de modo que tumores benignos sao
considerados de baixo risco uma vez que possuem baixa capacidade de invaséo
podendo ser tratados cirurgicamente (Tian et al., 2024). Um tumor maligno, entretanto,
possui as caracteristicas fenotipicas do cancer propriamente dito, podendo espalhar-
se pelo corpo necessitando-se comumente além do tratamento cirdrgico,
guimioterapia e radioterapia (Lee et al., 2023; Patel, 2020).

As transformag0des ocorridas em células cancerigenas conferem caracteristicas
heterogéneas que fazem cada tipo de céancer ser praticamente Unico, entretanto,
existem as propriedades denominadas “Hallmarks of cancer” (Marcas do cancer) que
renem seis caracteristicas basais para que as células sejam proficientes na
proliferacdo aumentada (Caon et al., 2020). Essas caracteristicas foram determinadas
inicialmente por Hanahan e Weinberg (2000) sendo elas: autonomia nos sinais

proliferativos; insensibilidade aos sinais inibidores de crescimento; evasdao da
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apoptose; replicacdo ilimitada; inducdo de angiogénese e a invasdo de tecidos
provocando a metastase (Hanahan; Weinberg, 2000).

Com os avancos dos estudos, os mesmos altores publicaram uma atualizacao
dos “hallmarks” elevando a complexidade do tema, ou seja, o cancer deve ser
considerado mais que células em proliferacdo, deve-se tomar em conta o
microambiente tumoral onde as células do estroma associado ao tumor mudam
progressivamente em reflexo a sinalizacao subjacente dando suporte para a formacgéo
de uma complexa rede que se aproxima da complexidade de érgaos que em ultima
andlise adquire a capacidade de disseminacdo (Hanahan; Weinberg, 2011). Os
autores adicionam entdo duas caracteristicas habilitadoras (instabilidade genémica e
estado inflamatorio) possuindo papéis cruciais para o desenvolvimento das seis
marcas anteriores e duas novas caracteristicas emergentes sendo a reprogramacao
do metabolismo energético e a evasdo das defesas imunolégicas (Hanahan;
Weinberg, 2011).

Recentemente houve uma ultima atualizagdo dos “hallmarks” onde foram
adicionadas mais quatro caracteristicas: desbloqueio da plasticidade fenotipica (
capacidade de retornar a um estado celular progenitor); reprogramacao epigenética
ndo mutacional (modulagéo da expressao génica por fatores puramente epigenéticos);
microbiomas polimorficos (influéncia da microbiota para a progressao tumoral) e
células senescentes, que normalmente sdo um obstaculo a tumorigénese pela parada
estavel do ciclo celular, podem contribuir em certas ocasifes na proliferacao
neoplésica através da sinalizacdo paracrina de fatores associados a senescéncia
(Hanahan, 2022). Assim as marcas do cancer (Figura 2) reinem as caracteristicas
fundamentais para o desenvolvimento da doenca sendo também norteador para o

planejamento de terapias direcionadas.



19

Figura 2 — “Hallmarks of cancer”.
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Fonte: HANAHAN, 2022, adaptado.

Em nivel molecular, as alteracbes genéticas que provocam o surgimento das
marcas do cancer ocorrem basicamente em duas classes de genes: 0s proto-
oncogenes e 0S genes supressor de tumor. Proto-oncogenes S&80 expressos
normalmente em todas as células, entretanto podem ser ativados por diversos
mecanismos genéticos como translocacao, amplificacdo génica e mutacao, ou ainda
por eventos epigenéticos que resultam em ganho de funcéo, nesse estado os proto-
oncogenes sao denominados oncogenes (Lee; Muller, 2010; Torry; Cooper, 1991).
Genes supressores de tumor sdo responsaveis pela regulacdo do crescimento
descontrolado celular de modo que mutacBes podem ocasionar a perca de funcao
permitindo a ocorréncia do fenotipo transformado (Liu et al., 2015).

A proliferacdo celular impulsionada pelos oncogenes podem atuar atraves de
fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento ou ainda atuando na
transducao de sinal (Huang et al., 2021; Liu et al., 2022). Receptores mutados podem
estar constitutivamente ativados mesmo na auséncia de ligantes, por exemplo,
receptores tirosina-quinase (RTKSs); receptor do fator de crescimento epidémico
(EGFR); receptor de crescimento derivado de plaquetas (PDGFR) e receptor do fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGFR) sendo a inibicdo desses receptores

alvo de terapias (Patel et al., 2023; Saraon et al., 2021).
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Genes supressor de tumor codificam proteinas responsaveis normalmente por
reprimir a iniciagdo ou progressao tumoral (Westermarck; Hahn, 2008). Considerado
como o guardido do genoma, 0 gene supressor de tumor p53 possui a funcdo de
manutencdo do ciclo celular podendo parar a duplicagdo do DNA em repostas a
possiveis danos de modo que nessas condi¢des pode ainda aumentar a expressao
de proteinas de reparo de DNA, caso o reparo ndo seja possivel é responsavel ainda
pela inducdo de apoptose. Dessa forma as respostas mediadas pelo p53 previne a
proliferagéo descontrolada, estando mutado em aproximadamente 50% dos tumores
humanos (Li et al., 2020).

As terapias contra o cancer evoluem a medida que aumenta 0 seu
entendimento. Tradicionalmente a remocao cirlrgica, a radioterapia e a quimioterapia
sdo as estratégias mais usuais contra a doenca (MEE et al., 2023). A cirurgia foi o
primeiro tratamento proposto podendo ter carater preventivo, como a remoc¢ado de
pélipos colorretais com potencial tumoral e também curativos na remocéao de tumores
localizados, tendo o método cirdrgico grande evolucdo com a modernizacdo da
anestesia e antissepsia (Cao et al., 2023; Wyld; Audisio; Poston, 2014).

A radioterapia utiliza radiacao de alta energia, como raios X, raios gama, feixes
de elétrons ou prétons, para causar danos ao DNA das células tumorais, esse método
pode ser empregado como terapia Unica no tratamento de tumores bem localizados,
ou em combinacé&o com outras abordagens (Gao et al., 2023). Quando aplicada antes
do tratamento principal, € chamada de terapia neoadjuvante; quando utilizada ap6s o
tratamento principal, € denominada terapia adjuvante, no entanto, a falta de
seletividade em relagcédo as células ndo cancerigenas é um desafio significativo, que
deve ser cuidadosamente considerado na escolha do método de radioterapia a ser
aplicado (Abshire; Lang, 2018; Baskar et al., 2012).

O conhecimento do cancer a nivel molecular permitiu o desenvolvimento de
terapias mais racionalmente direcionadas, assim a quimioterapia utiliza como base
compostos com acgdo citotoxica para eliminar células cancerosas podendo ser
curativo, paliativo ou utilizada em combinacdo com outras terapias (Devita; Chu,
2008). A exemplo, o tamoxifeno é um modulador seletivo do receptor de estrogénio
gue em 1970 foi o primeiro composto utilizado em ensaio clinico para o tratamento de
cancer de mama, sua acdo se baseia na agdo antagonista aos receptores de

estrogénio a (ER a) sendo usado também clinicamente para prevengao de
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osteoporose em mulheres na pds-menopausa (Cronin-fenton; Damkier, 2018; Lee et
al., 2008; Sonkin; Thomas; Teicher, 2024).

Nesse contexto, as estratégias de combate ao cancer devem levar em conta
cada vez mais a sua heterogeneidade buscando-se alternativas que visam superar 0s

desafios para frear a proliferacdo desordenada.

3.2 Flavonoides

A busca por novos compostos com potencial bioativo tem sido alvo de inUmeras
pesquisas com foco na investigacdo em fontes naturais de modo que muitas
substancias isoladas de microrganismos, plantas, animais e vida marinha sdo usadas
atualmente na clinica médica (Thomford et al., 2018).

Nesse contexto, flavonoides sdo compostos polifendlicos obtidos através de
fonte naturais como vegetais, frutas, sementes, chas entre outros possuindo uma
estrutura basica de Ces-C3-Cs com um anel heterociclico (C) e dois anéis aromaticos

(A e B) como representado na Figura 3 (Chen et al., 2023).

Figura 3 — Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: CHEN et al., 2023, adaptado.

O processo de biossintese dos flavonoides ocorre pela convergéncia das vias
do chiguimato e do acetato resultando nas variadas classes de flavoides (Figura 4)
gue incluem as flavonas, flavondis, flavanais, isoflavonas, flavanonas e antocianinas
sendo caracterizados de acordo com o padréo de ligagao das hidroxilas (-OH) e de
seus substituintes (Lan et al., 2023; Tizazu; Bekele, 2024; Tohge; De Souza; Fernie,
2017).
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Figura 4 — Classes de Flavonoides e suas estruturas quimicas.
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Fonte: SHEN et al., 2022, adaptado.

Mais de 4 mil tipos de flavonoides ja foram identificados sendo essa classe de
compostos naturais cada vez mais investigada devido as variadas atividades
biologicas como por exemplo antioxidante, cardioprotetora, antidiabética,
neuroprotetora, antimicrobiana antiproliferativa entre outras (Bouyahya et al., 2024,
Faleye; Lee; Lee, 2023; Khan et al., 2021; Ma et al., 2024; Pradhan et al., 2023; Wang;
Chen, 2024; Zhao et al., 2024).

Muitas das propriedades dos flavonoides podem ser explicadas devido a
capacidade de quelacao de ions metalicos, diminuicdo da peroxidacéo lipidica através
da inibicdo de radicais livres, e ligagdo com proteinas (Kumar; Mishra; Pandey, 2013;
Rakha et al., 2022).

A producédo de flavonoides e de iniumeros outros metabdlitos é regulada por
fatores externos como disponibilidade de agua, temperatura, luz, radiacdo, etc. de
modo a adaptar a melhor condicao fisioldgica da planta, muitos desses fatores sédo

controlados para o desenvolvimento de métodos de cultivos com o objetivo de obter



23

amostras vegetais mais seletivas em relagédo as substancias de interesse (Ma et al.,
2024)
Dentro desse contexto, os flavonoides sédo substancias bioativas com potencial

para a aplicacdo em saude sendo possiveis candidatos a farmacos.

3.2.1 Crisina

A crisina (PubChem CID 5281607) cujo nome IUPAC é 5,7-dihidroxiflavona
(Figura 5) é um flavonoide pertencente a classe das flavonas presente principalmente
no mel (teor de até 5,3 mg/Kg) e na propolis podendo ser encontrado também em
cogumelos, vegetais e no maracuja (Passiflora sp.) (Islam et al., 2022; Kalogeropoulos
et al., 2013). Sendo isolada inicialmente em 1990, a crisina tornou-se alvo de estudos

devido ao seu potencial terapéutico (Chadha et al., 2017; Medina et al., 1990).

Figura 5 — Estrutura quimica da crisina.
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Fonte: Adangale; Wairkar, 2022, adaptado.

Em relacdo a outros flavonoides, a crisina possui grupos hidroxilas apenas no
anel A sem substituintes no anel B, essa caracteristica substitutiva exclusiva a torna
alvo de estudos em relacéo a estrutura e atividade (Gao et al., 2021; Li et al., 2019).
A auséncia de hidroxilas no anel B repercute em seu potencial antioxidante diminuido
in vitro em comparacgao as outras flavonas como quercetina, luteolina e miricetina,
entretanto, em modelos in vivo a crisina mostra-se como promissora no combate ao
stress oxidativo (Mohammed et al., 2023).

Em relagdo as suas atividades biolégicas em estudos in vitro e in vivo
reportados na literatura destaca-se efeitos como neuroprotetor (Mehri et al., 2014),
anti-inflamatério (Rehman et al., 2014), antiasmético (Wadibhasme; Ghaisas;

Thakurdesai, 2011), hepatoprotetor (Pingili et al., 2019), antidepressivo (Filho et al.,
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2016), antitumoral (Yang et al., 2014) etc. Além disso, a crisina também possui a
capacidade de melhorar o efeito de outros medicamentos (Lee; Lee; Jung, 2021; Lim
et al., 2017).

Apesar de seu potencial terapéutico, a crisina possui limitagbes como a baixa
solubilidade em &gua, alta metabolizagdo podendo resultar na diminuicdo da
biodisponibilidade oral (Jung, 2016; Noh et al., 2016; Walle et al., 2001). Entre as
propostas para superar tais desafios, a complexacao da crisina com ciclodextrinas e
a formulacdo de nanoparticulas mostra-se como uma alternativa para melhorar a
solubilidade em agua e sua biodisponibilidade (Fenyvesi et al., 2020; Narayan et al.,
2024; Oggero et al., 2023).

3.3 Avaliacdo genotdxica e mutagénica de substancias

Estudos toxicolégicos avaliam a seguranca de substancia sendo de grande
relevancia em investigacdes pré-clinicas para avaliar 0os potenciais riscos que
determinados compostos podem oferecer para a saude humana e em que condi¢des
esses resultados ocorrem, sendo comumente a analise feita em funcdo da
concentracéo (Eaton; Gallagher, 2010; Verma et al., 2024)

Sé&o usados modelos de organismos, por exemplo, cebola, minhoca, peixe e
microcrustaceos como bioindicadores sensiveis, rapidos, de facil execucdo e baixo
custo sendo também utilizados para estudar danos ambientais (ecotoxicidade) e para
avaliar potenciais riscos ao ser humano e/ou para nortear outras aplicagcbes como uso
herbicida, antimicrobiano e antitumoral (Chowdhury; Mandal; Mondal, 2020; Herrero
et al., 2012; Okumu et al., 2021; Yuan et al., 2024).

Dependendo do tempo de exposi¢cdo do organismo em estudo, 0s ensaios séo
divididos em testes agudos que duram um curto periodo (em comparacdo ao tempo
de vida do organismo teste), em torno de 24 a 96h ou crbnicos que analisam a
exposicao por um maior periodo que pode abarcar parte ou todo o ciclo de vida do
organismo testado. Os resultados geralmente sdo expressos em concentracao letal
média (CLso) que é a concentracdo que causa a morte da metade dos organismos
(Costa et al., 2008).

A citoxicidade € a avaliagcéo da capacidade de substancias causarem danos em
nivel celular por mecanismos variados, como alteracdo na sintese de proteinas,

producédo de energia e/ou provocando o comprometimento da integridade das
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membranas celulares, refletindo na divisdo celular e sobrevivéncia. A citotoxicidade é
uma avaliacdo fundamental na triagem de substancias de interesse (Istifli et al., 2019;
Ledn-Mejia et al., 2021).

Os danos celulares causam alteragcdes que podem resultar em efeitos
mutagénicos e/ou genotdxicos (Choudhuri et al., 2021). Compostos genotoxicos sao
agueles capazes de interagir com o material genético e/ou com estruturas que
auxiliam na estabilidade gendémica como o aparelho de fuso e as enzimas
topoisomerase. Compostos genotoxicos causam alteracdes cromossdmicas em
relacdo ao numero (poliploidia ou aneuploidia) ou na estrutura (quebras, dele¢des,
rearranjos) que podem comprometer o processo de divisédo celular, metabolismo basal
e causar mutacGes (Maurici et al., 2005; Raghunath akash et al., 2022). As células
possuem mecanismos de reparo para corrigir danos ao DNA prevenindo a ocorréncia
de mutagdes, entretanto, a depender da intensidade do dano exposto ou do tempo de
exposicao, o sistema de reparo pode falhar levando ao acumulo desses danos e,
eventualmente, podendo apresentar caracteristicas mutagénicas (Manedo; Rocha,
2021; Costa, 2022).

A mutagenicidade refere-se a capacidade de um agente provocar ou aumentar
a incidéncia de mutagbes permanentes na estrutura de DNA provocando alteragdes
em genes pontuais ou regides cromossémicas maiores, de modo que o metabolismo

celular se torna ineficiente em reverter tais alteragdes (Maurici et al., 2005).

3.3.1 Toxicidade frente ao teste de Artemia salina

Este ensaio foi proposto inicialmente por Michael et al. (1956), entretanto, sua
notoriedade ocorreu através do estudo de Meyer et al. (1982) quando realizou o
estudo de toxicidade de extratos de plantas da familia Euphorbiaceae sendo
amplamente utilizado em estudos de avaliagéo toxicologica (Araya et al., 2024; Meyer
et al., 1982; Michael; Thompson; Abramovitz, 1956).

A Artemia salina € um microcrustaceo da ordem Anostraca que sobrevivem em
ambientes de dgua salgada comumente utilizados na alimentacéo para peixes devido
ao seu valor nutritivo como fonte proteica e mineral (Marouane, 2017). Esta espécie
reune caracteristicas interessantes para o0 seu uso em estudos de toxicidade como a

facilidade de obtencao, praticidade na manipulacéo e baixo custo, seus cistos podem
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ser adquiridos comercialmente podendo se estocados por longos periodos (Gajardo;
Beardmore, 2012)

Para sua utilizacdo, os cistos devem ser alocados em agua salinizada com
oxigenacao adequada até a eclosdo, dando origem ao estagio larval denominado de
nauplios que séo utilizados nos testes (Ntungwe et al., 2020).

Este microcrustaceo é sensivel as variacbes no ambiente que esta inserido,
sendo assim utilizado em testes através da observacéo da viabilidade ou mortalidade
frente a exposi¢ces de substancias (Tzima et al., 2022). Por ser de baixo custo e
relativamente rapido, os resultados do teste de A. salina é utilizado muitas vezes como
triagem para direcionamento de outros estudos. (Rahamouz-Haghighi et al., 2022;
Santos Pimenta et al., 2003).

3.3.2 Teste de Allium cepa

O teste de Allium cepa pode ser utilizado para determinar o potencial citotoxico,
genotoxico e mutagénico de substancias quimicas isoladas, misturas complexas como
extratos vegetais e amostras ambientais, sendo de simples execucdo e boa
sensibilidade mostrando-se como um 6timo bioindicador (Grant, 1999; Leme; Marin-
Morales, 2009).

Além disso, o rapido crescimento de suas raizes, alta proliferacdo celular, facil
aquisicdo, cromossomos de grande tamanho e em numero reduzido (2n=16) sao
outras caracteristicas que impulsionam o seu uso (Fiskesjo, 1985; Matsumoto et al.,
2006; Siddiqui; Tabrez; Ahmad, 2011). Os resultados obtidos pelo teste de A. cepa
apresentam boa correlacdo com resultados obtidos em células humanas (Barco et al.,
2024; Leme; Marin-Morales, 2009; Xavier et al., 2021)

A citotoxicidade é avaliada com base no indice mitético (IM), o qual indica a
proliferacdo celular da raiz da cebola, sendo obtido pela contagem das células em
processo de divisdo celular, ou seja, em mitose (profase, metafase, anafase e
telofase) e o total de células incluindo as células que estdo em intérfase.

A comparacédo do IM com o controle negativo indica a presenca de citoxicidade
ou ndo, de modo que valores diminuidos indicam um processo citostatico com a
inibicdo da proliferacéao celular (Amanchi et al., 2023; Das et al., 2022).

A genotoxicidade pode ser obtida através da frequéncia das alteracdes

cromossOmicas (AC) também denominado de indice de alteragdes cromossdmicas
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(IAC) ocorridas durante o ciclo celular que podem ser induzidas por agentes
clastogénicos os quais provocam quebra de DNA observando-se quebras, perdas e
pontes cromossomicas. Outras AC sdo ocasionadas por agente aneugénicos que
interferem no fuso mitético provocando o aparecimento de C-metéfase, metafase com
aderéncias cromossdmicas, anafases multipolares, células binucleadas e metafase
poliploides (Leme; Marin-Morales, 2009).

A mutagenicidade é avaliada através da ocorréncia de micronucleos (MN)
resultante da quebra de cromossomos ou do mal funcionamento do fuso mitético
durante a divisdo celular indicando danos nao reparaveis no material genético
formando pequenas porcbes de cromatina de forma arredondada que pode ser
encontrado perto do nucleo na célula em intérfase (Fenech, 2007; Fernandes;
mazzeo; Marin-Morales, 2007).

A avaliacdo da genotoxicidade através das observacdes das aberracdes
cromossOmicas utilizando o ensaio modelo de A. cepa foi avaliado pelo Programa
internacional de Seguranca Quimica (IPCS) e pelo Programa Ambiental das Nacdes
Unidas (UNEP) sendo considerado como um teste eficiente na avaliagdo de mistura
complexas de substancias ambientais sendo também utilizado na avaliacdo de
substancias derivadas de material vegetal e moléculas isoladas (Cabrera; Rodriguez,
1999; Schreiner et al., 2024).

3.4 Viabilidade celular e ensaio de MTT

Ensaios de viabilidade celular possuem o objetivo de diferenciar a quantidade
de células vivas em uma determinada populacédo, sendo um dos parametros mais
comumente utilizado em ensaios in vitro para a determinacédo de citotoxicidade de
substancias bioativas, avaliando-se o grau de alteragdo no metabolismo celular que
pode acarretar em morte (Kenakin, 2012; Li et al., 2023; Van Nguyen; Alfaro, 2019).

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) &
um dos testes mais utilizados para avaliagcdo da viabilidade celular sendo proposto
inicialmente por Mosmann (1983). O MTT é um sal de cor amarela sendo soluvel em
meio aquoso e podendo permear membranas celulares (Kumar; Nagarajan; Uchil,
2018; Mosmann, 1983; Stepanenko; Dmitrenko, 2015).

O teste se baseia na capacidade celular em metabolizar o MTT através da

reducdo por redutases mitocondriais para produzir cristais de formazam (Figura 6),
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este sendo insolUvel em meio aquoso, pela clivagem do anel tetrazolio acumulando-
se no citoplasma, o produto pode ser dissolvido em etanol e propanol sendo
comumente utilizado o dimetilsulféxido (DMSO). O formazan pode ser quantificado por
espectrofotometria sendo a sua formacao proporcional a atividade enzimética e a
viabilidade celular (Bahuguna et al., 2017; Srivastava et al., 2018; Vinken; Blaauboer,
2017).

Figura 6 — Reacao de reducédo do MTT.
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Fonte: Kamiloglu et al., 2020, adaptado.

E importante destacar algumas limitacdes desse ensaio que podem ser fatores
limitantes como a formacao de formazan extracelular resultante da interagdo com a
substancia teste; densidade celular; variagdo da viabilidade celular em funcdo da
composicdo do meio de cultura e interferentes que causam alteracdo da leitura
colorimétrica, sendo indispensavel a otimizacdo desses parametros para obtencao
de resultados mais fidedignos (Gasque et al., 2014; Ghasemi et al., 2021; Wang; Yu,
Wickliffe, 2011).

3.5 Estudos in silico: ADMET e docking molecular

O caminho percorrido pelo medicamento até a sua disponibilidade para o uso
no tratamento de doencas € longo e dispendioso, sendo um processo que pode levar
décadas (12-15 anos) podendo custar até bilhdes de dolares. Além disso, boa parte
dos compostos candidatos a farmacos ndo avancam nos ensaios clinicos por
apresentarem perfil farmacocinético desfavoravel com efeitos toxicos indesejaveis
pela exposicao sistémica (Hughes et al., 2011; Mohrle, 2024; Singh et al., 2023; Singh,
2006).

Nesse contexto, técnicas in silico ou planejamento de farmacos auxiliado por
computador (Computer-Aided Drug Design — CADD) tem auxiliado no processo de

descobertas de novos farmacos, reduzindo tempo e custos desnecessarios, sendo
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utilizado tanto na triagem de moléculas promissoras para 0s ensaios experimentais
como na otimizacdo da estrutura quimica de farmacos ja estabelecidos (Niazi; Mariam,
2023; Yu; Mackerell, 2017).

O CADD inclui multiplas abordagens podendo ser classificado em dois grupos
principais: Métodos baseados em estrutura — dependem das informagfes 3D do alvo
molecular (proteinas, enzimas etc.). Exemplo desses métodos inclui a ancoragem
molecular (docking) e a dinamica molecular (Sledz; Caflisch, 2018); Métodos
baseados em ligantes — séo realizados com base em bibliotecas com as informacdes
fisico-quimicas de um conjunto de ligantes com atividade biolégica comprovada. Um
exemplo é a busca por similaridade QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationship) que usa modelos matematicos para identificar correlacdes estatisticas
entre a estrutura da molécula e atividades bioldgicas (Baig et al., 2018).

A previsao dos parametros farmacocinéticos ADMET (absorcéo; distribuicao;
metabolizacdo; excrecdo e toxicologia) de compostos pode ser realizada através de
plataformas online como o SwissADME; PROTOX 3 e Gusar com a simulagéo de suas
propriedades fisico-quimicas estabelecendo relagdes quantitativas com seus efeitos
bioldgicos (Ajeet et al., 2016; Banerjee et al., 2024; Marcucci et al., 2022).

Um dos parametros in silico mais utilizados para julgar se determinado
composto possui perfil farmacocinético adequado é baseado no estudo de Lipinski e
colaboradores onde foi analisado mais de 2000 farmacos observando-se o nivel de
similaridade fisico-quimica (Lipinski et al., 1997), conhecida como a “Regra dos cinco”.
Ela determina que um candidato & farmaco deve possuir:

v' Massa molar menor que 500g/mol

v" Numero de aceptores de ligagdo de hidrogénio menor ou igual a 10

v" Numero de doadores de ligacdo de hidrogénio inferior ou igual a 5

v Coeficiente de particdo n-octanol/agua (cLogP) inferior ou igual a 5

Adicionalmente, Veber e colaboradores verificaram que para uma
biodisponibilidade oral ideal o composto precisa apresentar ligagcdes rotacionais
menor ou igual a 10 com area de superficie topoldgica polar (TPSA) menor ou igual a
140 A2 (Veber et al., 2002).

E importante destacar a ocorréncia de excecgBes a regra dos cinco como
encontrado em antibiéticos, antifungicos e vitaminas (Ilvanovi¢ et al., 2020; Lipinski et
al.,, 2001). Entretanto, na triagem computacional, a violacdo de duas ou mais

propriedades indica possiveis problemas de biodisponibilidade, sendo estes



30

candidatos a farmacos menos preferiveis para o seguimento em outros estudos
(Thirumal Kumar et al., 2022; Varma,; Perumal; Panchagnula, 2006).

O docking molecular, ou atracamento molecular, é definido como uma analise
computacional capaz de avaliar o grau de interagdo entre um composto e um alvo
biolégico (proteina, DNA, RNA, enzima, etc) através da simulacdo de interacdo
intermoleculares como por exemplo ligacdo de hidrogénio; interacées de van der
Waals; interacOes eletrostaticas e ligacdes covalentes na formacado de um complexo
estavel (Aguayo-ortiz; FernAndez-de Gortari, 2016).

Para a andlise € necessario a obtencdo da estrutura tridimensional do ligante e
do seu alvo (normalmente uma proteina) podendo ser obtidos em bases de dados
como PubChem e o PDB (Protein Data Bank) respectivamente (Oner et al., 2023). O
PDB é um dos maiores bancos de dados publicos contendo proteinas com estrutura
resolvida através de técnicas como cristalografia de raios X e RMN. Na auséncia de
dados experimentais, a estrutura pode ser obtida ainda por técnicas computacionais
como modelagem por homologia (Golonko et al., 2019; Sikic; Tomic; Carugo, 2010).

O procedimento para a analise do docking € composto basicamente por duas
etapas: predicdo da conformacédo do ligante no seu sitio de complexacao através de
algoritmos de busca e avaliacdo do grau de afinidade do complexo com base em
funcdes de pontuacdo analisando o grau das interagdes intermoleculares (Zulkifli et
al., 2023).

A andlise das diversas possibilidade das orientacdes e conformacdes (graus de
liberdade) possiveis para um ligante no seu alvo para atracamento deve ser realizado
de tal maneira para encontrar-se o minimo global de energia, ou seja, o estado
termodindmico mais estavel sendo experimentalmente equivalente. Entretanto,
aproximacoes introduzidas de acordo com a viabilidade computacional causam
desvios nessa predicao (Kitchen et al., 2004, Liu et al., 2018).

O docking molecular pode ser realizado considerando: proteina rigida e ligante
fixado em uma conformacao rigida, considerando os graus de liberdade translacional
e rotacional; proteina rigida e ligante flexivel com todos os graus de liberdade; proteina
totalmente ou parcialmente flexivel e ligante flexivel considerando todos os graus de
liberdade (Fischer et al., 2014; Lin; Li; Lin, 2020).

Os métodos de busca sao classificados basicamente em trés categorias:

sistematico, deterministico e métodos de busca estocastica (Menchaca et al., 2020).
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Algoritmos de busca sistemética analisam o ligante a partir da construcdo de
seus fragmentos explorando todos os graus de liberdade de forma incremental a partir
do aumento do numero de rotacdes livres e os angulos formados a cada parte
adicionada até a formacédo completa do ligante (Brooijmans; Kuntz, 2003).

Nos algoritmos de busca deterministico o estado inicial determina a
movimentacao que pode ser realizado para gerar o proximo estado, sendo geralmente
igual ou menor que a energia do estado inicial. Além disso, o ligante pode ser
analisado por métodos de simulacdo por dindmica molecular que buscam
conformacdes através de pequenas modificagcbes no nivel atbmico avaliando-se o
comportamento molecular (Brooijmans; Kuntz, 2003; Ruiz-Tagle et al., 2017).

O método de busca estocastica é realizado através de mudancas randémicas
nos graus de liberdade do ligante. Entretanto, esse tipo de algoritmo ndo garante a
convergéncia para a melhor solugdo, sendo necessario execug¢fes adicionais do
algoritmo para otimizagcao dos resultados (Torres et al., 2019).

A exemplo de método de busca estocastica, algoritmos genéricos séo
inspirados na teoria da evolucdo de Darwin, de modo que o ligante é tratado como um
Cromossomo composto por seus genes representado pelos possiveis graus de
liberdade (rotacao de ligacao e posicionamento do ligante no espaco) sendo alteradas
ao longo do tempo com as melhores pontuacdes selecionadas (Moitessier et al.,
2008).

Outro exemplo, o método de Monte Carlo, gera de forma aleatéria
conformacdes do ligante por meio de rotacbes de suas ligacbes de modo que a
conformacao obtida € testada em um critério de selecdo baseada em energia. As
conformacdes subsequentes sdo geradas a partir das selegcdes anteriormente
aprovadas para a obtencdo de um conjunto de configuracbes representativas. A
principal vantagem desse método é a capacidade de testar um grande volume de
possibilidades (Meng et al., 2011; Paquet; Viktor, 2015).

Nesse contexto, a utilizacéo de estratégias computacionais possui contribuicao
fundamental para o direcionamento nos estudos de compostos com potencial para

farmacos e como auxilio no entendimento de seus efeitos bioldgicos.
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéao da crisina

A crisina utilizada no presente estudo foi doada pelo professor Dr. Francisco
das Chagas Alves Lima do Laboratorio de Quantica Computacional & Planejamento
de Farmaco, Universidade Estadual do Piaui (UESPI) com certificacdo expedida por

Sm Empreendimentos Farmacéuticos LTDA obtendo uma pureza de 99%.

4.2 Teste de A. salina

O teste foi realizado baseado na metodologia proposta por Meyer et al., (1982)
com adaptacdes. Os cistos de Artemia salina foram adquiridos em mercado local de
Teresina — (PI), Brasil. A ecloséo foi realizada com 50 mg de cistos, sendo incubados
em solucdo salina preparada com sal marinho artificial (OceanTech®) utilizando-se
30g em 1L de agua destilada mantida sob constante aeracao e iluminacédo artificial
durante 24h a 25°C. Apés a eclosédo, o ensaio seguiu com a diluicdo seriada da crisina
preparada com solucdo salina em DMSO 0,5% + Tween 80 1% variando as
concentracdes pela metade de 1000 uM a 31,25 uM com 5 mL em cada tubo de ensaio
em triplicata, também foram preparados os controles com apenas solucédo salina (SA)
e o controle DMSO 0,5% + Tween 1% sem substancia teste (CV). Foram selecionados
10 n4uplios viaveis e adicionados aos tubos de ensaio sendo posteriormente mantidos
ao abrigo da luz por 24h e 48h mantendo-se a mesma temperatura de eclosédo. Ao fim
dos periodos de exposi¢cao os nauplios mortos foram contados e a concentracéo letal
média (CLso) foi definida por regress@o néo linear. A toxicidade foi determinada com
base na escala de McLaughlin et al. (1993) que classifica a toxicidade de extratos
frente ao ensaio de A. salina com base na CLso (ug/ml) da seguinte forma: valores
acima de 1000, ndo toxicos; entre 1000 e 500, baixa toxicidade; entre 500 e 100,
toxicidade moderada e valores menores com CLsp < 100 pg/ml séo considerados

muito téxicos.
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4.3 Ensaio de A. cepa

O teste de A. cepa foi realizado conforme descrito por Fiskesjo (1993). Bulbos
de uma Unica variedade de A. cepa foram adquiridos no comércio local, inicialmente
foram higienizados em &gua corrente com a casca superficial removida, e foram
submetidas a germinacdo em agua mineral por 72h em temperatura controlada em
torno de 25 °C ao abrigo da luz. Apds a germinacéo, os bulbos com raizes com pelo
menos 1,5 cm de comprimento foram colocados nas solugbes de tratamento com
crisina nas concentracdes 250, 125 e 62,5 uM, além do controle veiculo (DMSO 0,5%
+ Tween 80 1%) e controle positivo (0,6 pg/mL de CuSOs) em um periodo de
exposicao de 24h.

ApOs o periodo de tratamento de 24h as raizes foram fixadas em etanol/acido
(3:1) por 24h e mantido sob refrigeracdo (2-8 °C), ap0s esse periodo o fixador foi
trocado por etanol 70% e estocado sob refrigeracao (2-8 °C). Para a confeccdo das
laminas, foi realizado a hidrélise das raizes em HCL 1M por 20 min com incubacéo
em reativo de Schiff por 2h e por fim as raizes foram coradas com solugéo de orceina
acética 2%.

O potencial citotoxico foi avaliado pelo indice mitético (IM) baseado no numero
de células em divisdo para cada 1000 células observadas de acordo com a Equacao
1.

M = n° de células em mitose % 100% (1)

n° total de células observadas

O potencial genotoxico foi avaliado a partir do indice de alteracdes

cromossomicas (Micronucleo, C-metafase, ponte, quebra e atrasos) de acordo com a

Equacao 2.

n° de células com alteracgoes

IAC =

0,
n° total de células analisadas X 100% (2)
Foram avaliadas em microscépio Optico 5000 células por concentragdo (1000
células por replicada) em quintuplicada para avaliagdo da citotoxicidade e
genotoxicidade.
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4.4 Cultura de células

As linhagens celulares B16-F10 (melanoma murino); U87 (glioblastoma
humano); MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano) e MCF-10 (epitélio mamario
humano ndo tumoral) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As
linhagens celulares foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de

penicilina/estreptomicina, mantidas em estufa com atmosfera de CO2 a 5% a 37°C.

4.5 Ensaio de MTT

A andlise da viabilidade celular pelo ensaio de MTT foi realizado de acordo com
Mosmann (1983). As células (5 x 103/ 100uL) foram semeadas em placas de 96 pogos
e incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO2 com crisina diluida em DMSO (0,3 —
0,5%) nas respectivas linhagens de células em diluicdo seriada durante 68h: B16F10
(125 - 0,97 uM); U87 (200 — 1,56 uM); MCF-7 (200 — 3,12 uM) e MCF-10 (200 — 3,125
HUM); o ensaio de combinacao foi realizado na linhagem MCF-7 com o quimioterapico
cisplatina (100 — 0,78 uM) e doxorrubicina (9-0 — 0,14 puM) mantendo uma
concentracao fixa de crisina a 50 uM. Apos esse periodo foram adicionados 20 pL de
MTT (5 mg/mL) com uma nova incubag&o nas mesmas condi¢des durante 4h. Ao final
do tratamento retirou-se o sobrenadante de cada poco e os cristais de formazam foram
dissolvidos com 100 pL de DMSO durante 30 min e as absorbancias foram medidas
em leitor de microplaca (GloMax® Discover Microplate Reader) a 550 nm. A
concentragéo capaz de diminuir a viabilidade celular em 50% (ICso0) foi determinada

por regressao nao linear.

4.6 Indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) pode indicar a seletividade de um composto entre
uma linhagem neoplasica e uma normal, indicando o potencial uso deste composto
em testes clinicos. A seletividade da crisina foi realizada de acordo com Suffines e

Pezzuto (1991). O IS da crisina foi obtido a partir da razdo entre os valores da I1Cso
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das células ndo tumorais e ICso das células tumorais (IS = ICso célula ndo tumoral /

ICs0 célula tumoral).
4.7 Avaliagao dos parametros ADMET
Para a predicdo das propriedades farmacocinéticas da crisina e os farmacos

antineoplasicos doxorrubicina e ciclofosfamida utilizou-se as seguintes plataformas

online: SwissADME (http://www.swissadme.ch/); Protox-3.0

(https://tox.charite.de/protox3/) e Gusar (https://www.way2drug.com/qusar/). AS

plataformas mencionadas possuem bancos de dados com resultados experimentais
associados a absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e avaliacbes
toxicolégicas de compostos conhecidos. Assim a combinacdo das propriedades das
estruturas ja conhecidas possibilita a previsdo desses e outros parametros para novos

compostos.

4.8 Ancoragem molecular

Para a ancoragem molecular a estrutura quimica da crisina foi obtida da
plataforma PubChem (CID: 5281607). As proteinas foram obtidas no Protein Data
Bank (PDB) sendo elas: CDK1 (6gu6); CDK2 (3pxy); CDKG6 (512s); ER-a (7uj8); EGFR
(6s9b); VEGFR-2 (4asd) e aromatase (3s7s). Os alvos foram selecionados com base
em uma avaliacdo preliminar realizada na plataforma SwissTargetPrediction

(http://www.swisstargetprediction.ch/) e também com base nos resultados

experimentais de proliferacao celular.

Inicialmente foi realizado o redocking com os ligantes co-cristalizados
utilizando-se as coordenadas do préprio ligante (Tabela 1) em uma caixa padrdo
40x40x40. O redocking foi considerado validado para um valor obtido de RMSD (Root
Mean Square Deviation) menor ou igual a 2 angstroms (MOITESSIER et al., 2008).


http://www.swissadme.ch/
https://tox.charite.de/protox3/
https://www.way2drug.com/gusar/
http://www.swisstargetprediction.ch/
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Tabela 1 - Coordenadas utilizadas do docking.

Alvo ID PDB X y z
CDK1 6gu6 23.643 21.815 -1.902
CDK2 3pxy 64.760 80.541 -84.826
CDK®6 5I2s 23.152 35.980 -7.062
ER-a 7uj8 20.967 -28.064 12.370
EGFR 6s9b -51.495 21.789 -0.213
VEGFR-2 4asd -24.622 -0.388 -10.929
CYP19A1 3s7s 86.083 54.277 46.177

Fonte: Autoria propria.

Apoés o download das proteinas, o estado de protonacéo foi ajustado para 7,4
utilizando 0 servidor online APBS-PDB2PQR
(https://server.poissonboltzmann.org/pdb2par), a seguir a proteina e o ligante foi

preparada utilizando o programa AutoDockTools v 1.5.6 sendo adicionado os
hidrogénios polares e as cargas de Gasteiger. Apés a preparacao, o docking foi
realizado utilizando-se o programa Autodock Vina (TROTT; OLSON, 2010). As
andlises dos resultados e as interacdes entre proteina e ligante foram feitas com os
programas ChimeraX e Biovia Discovery Studio (BDS) (BAROROH, S.Sl., M.BIOTEK.
et al., 2023; MENG et al., 2023).

4.9 Estatistica

As analises foram realizadas no programa GraphPad Prism 9.5.1. As
comparacdes estatisticas foram realizadas através da andlise de variancia (ANOVA)
Onde-Way ou Two-way com pés teste de Turkey, considerando p < 0,05, com nivel

de confianca de 95%. Os dados foram expressos como média + desvio padréo.


https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade da crisina frente ao teste de A. salina

As menores taxas de viabilidade para os dois periodos de exposi¢do foram
1000 e 500 uM com valores estatisticamente diferentes (p < 0,05) em relacdo ao
controle veiculo (CV) e o controle negativo (CN) (Figura 7). Para o periodo de 48h as
concentracdes de 250 e 125 uM apresentaram uma reducdo na viabilidade de 56 e
42% respectivamente, apresentando diferenca estatistica entre CV e CN. A
concentracéo letal média (CLso) para os periodos de 24 e 48h foram determinados em
657,0 uM (166,9 pg/mL) e 258,9 uM (65,8 pg/mL) respectivamente, assim a toxicidade
da crisina foi classificada como toxicidade moderada (24h) e muito toxica (48h). Nao
houve diferenca estatistica na viabilidade entre o CV e CN.

Figura 7 — Toxicidade da crisina em diferentes concentracdes (LM) nos tempos de 24 (A) e 48h (B) por
meio do Bioensaio de Viabilidade em Artemia salina.

A Cleo (M) =657.0 (528,8 - 866.2) B Clg, (uM) =258,9 (193,6 - 367,7)
Clsp (Mg/ml) =166.,9 (134,3 - 220,0) ™ | g, (ug/ml) 65,8 (49,2 - 93,4)
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Valores sédo as médias + desvio padrdo. ANOVA one-way com pos teste de Tukey, ?p<0,05 comparado
com o controle veiculo (CV) formado por DMSO 0,5% e Tween 80 1,0%; "p<0,05 comparado com
solucéo salina 30 g/L (CN). Cada concentragdo foi executada em triplicada (10 nauplios vivos/tubo).
CLso: concentracéo letal média.

Fonte: Autoria propria.

5.2 Efeitos toxicogenéticos da crisina em A. cepa

A andlise da citotoxicidade através da avaliacdo do indice mit6tico no periodo
de 24h (Tabela 2) revelou que nas concentragdes de 250 e 125 uM houve diferenca

estatistica significativa (p < 0,05) em relacédo ao controle veiculo e ao controle positivo
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sendo menor e maior respectivamente. Na concentracao de 62,5 uM houve diferenca
estatistica apenas em relacédo ao controle positivo.

Em relacao as fases do ciclo celular, o nimero de intérfases nas concentracdes
de 250 e 125 uM foram superiores em relagdo ao controle veiculo, j& em relagdo ao
controle positivo todas as concentragfes foram inferiores com diferenga estatistica.
As trés concentracdes apresentaram diferenca significativa em préfase em relacéo a
ambos os controles, com reducédo para as concentracdes de 250 e 125 uM e aumento

para a concentracao de 62,5 uM.

Tabela 2 - Avaliacdo do indice mitético (IM) e das diferentes fases do ciclo celular ap6s 24hs de
tratamento com a crisina em células meristematicas vegetais.

Tratamento (24h)

Analise
cVv CP 250 pM 125 pM 62,5 UM
13,3 +
IM 3(?,715 Lga 23526 ab 28,9+ 24ab 38,525
866,8 +
Intérfase 6‘;9405 e 764,6 +2582b 7106 +24320 £148+2475Y
99,6 +
Profase 3%5é4bi e 206,2 +19,22b 229+ 269ab 3552+ 20,8 ab
11,8 +
Metafase 1%? a3 112+15 20,8 + 10,6 12+ 4.6
10,8 +
Anéfase 6i4si )6 6,2+1,9 10,8 + 3,6 38+08"
11,0 +
Tel6fase 23‘)3,245 g 118+6,12 288+87" 142 +512

Valores sdo as médias + desvio padrdo. CV: controle veiculo (DMSO 0,5% + Tween 80 1%); CP:
controle positivo (CuSOg; 0,6 pg/ml); IM: indice mitdtico. ANOVA two-way com poés teste de Tukey com
p < 0,05. 2 diferenca estatistica significativa em relagéo ao CV e P diferenca estatistica em relacéo ao
CP.

Fonte: Autoria propria.

As aberracbes cromossOmicas observadas nao foram estatisticamente
diferentes em relac&o ao controle veiculo, ocorrendo diferenca apenas em relacdo ao

controle positivo em todas as concentragdes testadas (Tabela 3).
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Tabela 3 — Avaliacdo da genotixicidade das diferentes concentracdes de Crisina em células de A. cepa.
Tratamento (24h)

AC
cVv CP 250 pM 125 pM 62,5 UM
3,40 +
MN %%%’Ef e 0,00+0,00P 0,00+000° 0,00+0,00P"
4,80 +
C-met %igf 08ne 020+0,45b 020+045° 0,00+0,00P"
5,00 +
PN %ig’gf ) 35 a 0,00+0,00®P 0,40+055° 0,00+0,00°
10,20 +
QR %igf 084 0,00+ 0,00 0,00+0,00° 0,20+ 0,45
10,00 +
AT %ﬁ%ﬁ L ege 0,40 +0,89° 0,60+0,55P 0,80+1,30"
33,40 +
TAC 0,80 + 060+0,89P 120+1,30° 1,00+1,73"

1,10b 4,56 2

Valores sédo as médias + desvio padrdo. CV — controle veiculo (DMSO 0,5% + Tween 80 1%); CP —
controle positivo (CuSQg4; 0,6 pg/ml); AC — altera¢des cromossémicas; MN — micronucleo; C-met — C-
metafase; PN — ponte cromossOmica; QR — quebra; AT — atraso; TAC - total de aberracdes
cromossomicas. ANOVA two-way com pos teste de Tukey com p < 0,05. ° diferenca estatistica em
relacao ao CP.

Fonte: Autoria prépria.

5.3 Avaliacédo da viabilidade celular da crisina no ensaio de MTT

A viabilidade celular na linhagem B16F10 apds 72 h de tratamento demonstrou
gue a crisina provocou uma reducao significativa (p < 0,05) em relagéo ao controle
negativo (CN) nas maiores concentragdes de 62,5 e 125 pyM. Na maior concentragao
a viabilidade celular foi em torno de 50% e néo sendo possivel estimar o valor de ICso
(Figura 8A). Na linhagem U87 todas as concentrac¢des do intervalor 3,125 — 200 pM
causaram uma reducdao significativa em relacdo ao CN, entretanto, mais uma vez néao
foi possivel estimar o valor de ICso de modo que a viabilidade celular em 200 puM foi
determinada em 75,3 * 4,0% (Figura 8B).

De modo distinto, na linhagem MCF-7 foi possivel calcular o valor de ICso em
53,4 uM, com uma reducéo significa na viabilidade celular em comparagédo com o CN
em todas as concentragdes testadas no intervalo 3,125 — 200 uM. A viabilidade foi

determinada em 19,9 * 2,8% para a maior concentragao (Figura 8C).
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Para a linhagem MCF-10 o valor de ICso estimado foi de 120,8 uM com redugao

da viabilidade celular de maneira significativa em relacdo ao controle negativo nas

maiores concentracdes de 100 e 200 uM (Figura 8D). O indice de seletividade foi

calculado em 2,2 para a linhagem MCF-7 (Tabela 4).

Figura 8 — Viabilidade celular em diferentes linhagens celulares (A-E) em exposicao de 72 h a crisina.
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Fonte: Autoria propria.

Tabela 4 — Concentracéo Inibitoria 50% (ICso) da crisina frente a diferentes linhagens celulares com

exposicdo de 72h.

Linhagem ICs0 (LM) indice de seletividade (SI)
B16F10 > 125 -
u87 > 200 -
53,4
MCF-7 2,2
(23,7 — 133,5)
120,8
MCF-10 -

(39,53 — 785,1)

Fonte: Autoria propria.
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A combinagédo da crisina com quimioterapicos, na linhagem MCF-7 (Figura 9),
promoveu a diminui¢cdo dos valores de ICsp para doxorrubicina (2,5 para 0,3 pM) e
cisplatina (9,4 para 5,3 uM). Para a associa¢cdo com cisplatina todas as concentracdes
demonstraram diferenca (p < 0,05) em relacdo ao controle negativo. Para a

doxorrubicina, essa diferenga sé ndo ocorreu na menor concentragao.

Figura 9 - Viabilidade de células MCF-7 em concentracao fixa de crisina (50 uM) associada a cisplatina
(A) e doxorrubicina (B).
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Valores séo as médias * desvio padrédo. ICso: Concentracdo inibitoria de 50% =+ intervalo de confianga
(95%). ANOVA one-way com p@s teste de Tukey 2p < 0,05 comparado com o controle negativo (CN)
formado por DMSO (0,5%). Cada concentracao foi executada em triplicada.

Fonte: Autoria propria.

5.4 PredicOes das propriedades ADMET para a crisina

Os parametros de interesse farmacoldgico da Crisina foram determinados de
modo in silico com base na ferramenta online SwissADME (Tabela 5). Para a crisina
foi determinada uma alta absorcédo gastrointestinal, com permeabilidade a barreira
hematoencefélica e inibicdo de trés enzimas do citocromo P450 (CYP1A2, CYP2D6,
CYP3A4). A crisina ndo violou nenhuma das regras prevista para compostos
candidatos a farmacos. Em relagdo aos aspectos toxicolégicos, foi prevista
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nefrotoxicidade e toxicidade respiratéria sendo determinado ainda um efeito mais

potente através da via intravenosa (DLso = 194,8 mg/Kg) (Tabela 6).

Tabela 5 — Propriedades in silico da Crisina (CR), Doxorrubicina (DOX) e Ciclofosfamida indicadas pelo
SwissADME.

Propriedades fisico-quimicas CR DOX CIC
Peso molecular (PM) 254,24 g/mol  543.52 g/mol  261.09 g/mol
N° de ato_mosNaceptores para 4 12 4
ligagéo de H
N° de atomos doadores para
o 2 6 1
ligacéo de H
Area de superficie polar topoldgica 2 2 9
(TPSA) 70,67 A 206.07 A 51,38 A
Coeficiente particdo octanol-agua 255 0.52 123
LOg Poiw
Propriedades Farmacocinéticas
Absorcéo Gastrointestinal (Gl) Alta Baixa Alta
Permeabilidade a barreira Sim N0 Sim
hematoencefalica (BHE)
Substrato glicoproteina P (P-gp) N&o Sim N&o
Inibidor CYP1A2 Sim N&o N&o
Inibidor CYP2C19 N&o N&o N&o
Inibidor CYP2C9 N&o N&o N&o
Inibidor CYP2D6 Sim N&o N&o
Inibidor CYP3A4 Sim N&o N&o
Semelhanca a farmaco
. Sim; 0 Nao; 3 Sim; 0
Lipinski ) ~ : . ) ~
violacao violacdes violacao
Ghose Sim _Nao;~2 Sim
violacoes
Veber Sim l_\lao; ~1 Sim
violacéo
Egan Sim I_\lao; ~1 Sim
violacéo
Muegge Sim _Nao;~3 Sim
violacoes
Pontuacéo de biodisponibilidade 0,55 0,17 0,55

Fonte: Autoria propria.

Tabela 6 - Parametros toxicologicos da Crisina (CR), Doxorrubicina (DOX) e Ciclofosfamida previstos
através do PROTOX 3 e GUSAR.

Parametro CR DOX CiC
Hepatotoxicidade Inativo Inativo Inativo
Neurotoxicidade Inativo Ativo Ativo
Nefrotoxicidade Ativo Ativo Ativo

Toxicidade Afivo Ativo Ativo

respiratoria
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Cardiotoxicidade Inativo Ativo
Carcinogenicidade Inativo Inativo
Mutagenicidade Inativo Ativo

Citotoxicidade Inativo Ativo
Imunotoxicidade Inativo Ativo
DLso (mg/Kg) SC 3271,0 27,7

DLso (mg/Kg) Oral 849,7 110,8
DLso (mg/Kg) IP 844,4 6,4
DLso (mg/Kg) IV 194,8 27,8

Inativo
Ativo
Ativo

Inativo

Inativo
107,4
104,6
166,0
309,8

DLso — Dose letal média; SC — Subcutaneo; IP — Intraperitoneal; IV — Intravenoso

Fonte: Autoria prépria.

5.5 Ancoragem molecular dos alvos selecionados

A tabela 7 demonstra os redockings dos alvos selecionados juntamento com

seus ligantes co-cristalizados a partir do banco de dados PDB. Foi obtido um valor de

RMSD < 2 A para todas as anélises indicando a viabilidade do processo de ancoragem

para outros ligantes de interesse.

Tabela 7 - Resultado dos RMSD's apds o redocking.

Alvo Ligante de  Estrutura quimica RMSD Sobreposicéo do
referéncia do ligante de (A) ligante de referéncia
referéncia com o resultado do
redocking
CDK1 Dinaciclib

qu 1,25

CDK2 JWS o 0,44
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CDK6 Abemaciclibe L, 1,36
@
5
Tj@%
EGFR _ 0,36
L1H >§ k
=
\_4
VEGF  Sorafenibe ,, 0,61
R'2 \N:'
O
ER-a 4- 0,99
Hidroxitamoxi
feno
CYP19 Exemestano 0,23

Al

Vermelho: Ligante na posicao original; Verde: Ligante apds o redocking. JWS: 2-(4,6-diamino-1,3,5-
triazin-2-yl)-4-methoxyphenol; L1H: 3-fluoranyl-~{N}-[1-(2-methyl-2-oxidanyl-propyl)benzimidazol-2-yl]-
5-pyridin-3-yl-benzamide.

Fonte: Autoria propria.

As afinidades de ligacdo da crisina para os alvos selecionados (Tabela 8)
manteve-se dentro da faixa de (-7,8) — (-10,2) kcal/mol sendo o maior apresentado
superior inclusive que a afinidade de ligagao do ligante de referéncia para CDK2 (-9,0
kcal/molL).



Tabela 8 - Afinidades de ligacdo da crisina e ligantes de feréncia.
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Afinidade de
Afinidade de ligacéo do ligante de ligacdo da
Alvo . .
referéncia (kcal/moL) Crisina

(kcal/molL)
CDK1 Dinaciclib -8,8 -8,1
CDK2 JWS -9,0 -10,2
CDK6 Abemaciclibe -10,1 -8,5
EGFR L1H -9,3 -7,8
VEGFR2 Sorafenibe -12,0 -9,0
ER-a 4-Hidroxitamoxifeno -9,6 -8,2
CYP19A1 Exemestano -10,6 -8,3

Fonte: Autoria propria.

Na Figura 10 € possivel observar a conservacao de interacdes entre os ligante
Dinaciclib e Crisina por meio dos aminoacidos GLY11; ILE;10; ASP146; LYSS33;
ALA31; PHES8O; LEU83 e ASN133. Em ambos os casos foi apresentado uma interagao

nao favoravel.

Figura 10 - Intera¢cdes moleculares resultantes da ancoragem com a proteina CDK1.
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Fonte: Autoria propria.

Crisina

PHE
u:80
ALA
u:145
LEU

U:3s AP

Lvs u:146

u:33

LYS
u:130

Interactions

| van der Waals I ei-Cation
I conventional Hydrogen Bond B Fi-sigma
I unfavorable Acceptor-Acceptor [ Pi-Alkyl

Em relacdo as interagBes conservadas no alvo CDK2 (Figura 11) é possivel
destacar: GLY11; LEU83; ALA31; VAL64; ALA144; PHES8O; LYS33; LEU134; VAL18
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e ILE10. Além disso, uma interagdo nao favoravel no ligante de referéncia JWS deixou
de existir na interagcdo com a Crisina. Na proteina CDK6 persistiram as interacfes
ALA162; VAL27; LYS43; ASP163; TYR24; GLY20; VAL77; VAL101 e ILE19. A
interacdo nao favoravel foi conservada em ambos os alvos no mesmo aminoacido
LYS43.

Figura 11 - InteragBes moleculares resultantes da ancoragem com as proteinas CDK2 (A) e CDK6 (B).

A - CDK2 JWS Crisina
PHE
i LYS
i u33
ASP
u:8s, A ILE o
. U0 LYs
i el ®J ASP u31 ASN U129
< el 5 U145 U132
U1 . ¢ —
. P
LEU
¥ LYS u:83
VAL u:33 0
\ u:Ag AN A
\ LEU
U134
% / ALA
H ¢ &
g U144 PHE
e u:80
Py ALA . “ 1‘
4 LEU ALA a I.Yéh u:144 G :
HIS u:s3 u:31 d VAL
*? u:64
L:g4 ILE u:1s
u:10
GLU
GLY U2
U1l
Interactions
[ van der waals Bl Fi-sigma Interactions
B conventional Hydrogen Bond [ Ayl [] ven der waals Bl Fi-sigma
[] carbon Hydrogen Bond [ pi-Alkyl [ conventional Hydrogen Bond [ pi-Alkyl
B unfavorable Donor-Donor [] carbon Hydrogen Bond
B - CDK6 Abemaciclibe Crisina
PHE
u:98 ASP
uU:163
VAL
C @
ILE 6L R -
vi1s U89 o8
H H LEU VAL S
JADu:152 ur7 6Ly ASN e B
101 V20 U:150 /9 H
E »
. VAL Y/
u:101
1 X p
T ¢ St
L "
Lo ALA '
~ U441 : ! \
o R s ' ¢ O-H.
7 S o ILE (VAL .
asy & e, i (AP (VR LEU " U:19 'U:27
Gaea s uites  U:24 U:152 .
v:43 : o
3 u:24
3 GLY
u:20
Interactions
[ ven der waals B ri-sigma Interactions
I conventional Hydrogen Bond I Pi-pi Stacked [ ven der waals B ri-sigma
[] carbon Hydrogen Bond [ Ppi-alkyl I conventional Hydrogen Bond [ Ppi-alkyl
Il unfavorable Donor-Donor I unfavorable Donor-Donor

Fonte: Autoria propria.
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Para o receptor EGFR (Figura 12) foram mantidas na crisina interagbes nos
aminodcidos ALA743; LEU844; THR854; GLU762; LYS745; ASP855; VAL726;
LEU792; MET793 E MET790. Ja para o ligante VEGFR2 € possivel identificar as
seguintes associa¢gdes conservadas na crisina: VAL848; PHE1047; VAL916; ALAS66;
GLY922; LEU1035; LEU840; ASP1046; LYS868; GLU885 e CYS1045.

Figura 12 - Interagdes moleculares resultantes da ancoragem com as proteinas EGFR (A) e VEGFR2

(B).
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Fonte: Autoria propria.
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Os contatos mantidos (Figura 13) no ER-a para a crisina em relagcdo ao
composto 4-hidroxitamoxifeno foram: PHE404; LEU387; LEU346; ALA350; MET343;
LEUS525; LEU384; GLY521; MET421; LEU391; ILE424; MET388; LEU428 e ARG394.
Em relagéo a enzima aromatase foram conservadas nove interagfes nos aminoacidos
PHE221; TRP224; LEU477; PHE134; MET374; ARG115; ILE133; ALA306 e VAL370.

Figura 13 - Interacdes moleculares resultantes da ancoragem com as proteinas ER-a (A) e Aromatase

(B).
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Fonte: Autoria propria.
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6 DISCUSSAO

A analise toxicolégica de substancias bioativas € essencial em estudos de
compostos com potencial atividade antitumoral, uma vez que permite uma avaliagédo
para demonstrar em que concentracédo esses efeitos podem ocorrer (Giolito et al.,
2020; Lisboa et al., 2019).

O ensaio de Artemia salina pode ser utilizado para a avaliacéo de diversos tipos
de amostras como compostos isolados, extratos, nanoparticulas, amostras complexas
para avaliacdo ecotoxicologica, entre outros. Sendo um ensaio de facil manuseio e
baixo custo, permite uma avaliacéo inicial, podendo ser correlacionado com efeitos
citotoxicos e antitumorais (Albarano et al., 2022; Cardoso et al., 2024; De Lima et al.,
2019; Muthukrishnan; Senthil Kumar; Rao, 2017).

A crisina foi classificada de acordo com a escala de McLaughlin et al. (1993)
com toxicidade moderada no periodo de 24h (CLso = 657,0 uM = 166,9 pug/ml) e muito
toxica no periodo de 48 h (CLso = 258,9 uM = 65,8 pg/ml). Entretanto é importante
destacar que a escala leva em consideracao extratos, onde o efeito resultante pode
depender da combinacao dos efeitos de varios compostos constituintes.

A crisina foi considerada nado toxica para o ensaio de A. salina em outros
estudos (Kharsany et al., 2019) quando complexada com ciclodextrinas, onde
apresentou uma taxa de letalidade de 4,15% quanto testada a 1mg/mL (3937 pM
aproximadamente em converséao direta). A formacdo de complexo de ciclodextrinas
pode diminuir a toxicidade de substancias, sendo atribuido ao seu aspecto hidrofilico
com liberacao gradual do composto complexado em sua cavidade (Geng et al., 2021,
Manivannan et al., 2014).

Entre as concentracdes avaliadas no teste de A. salina, a concentragéo de 250
UM apresentou diferenca estatistica em relagdo ao CN na analise de 48 h, entretanto
seu efeito foi ausente na andlise de 24 h. Assim para a analise em A. cepa foi definido
as diluicdes a partir de 250 uM para verificar possiveis alteracfes citotdxicas e/ou
genotoxicas nesse sistema teste. A avaliacdo dos efeitos toxicoldgicos da crisina no
ensaio de Allium cepa revelou um efeito citotéxico nas concentracdes 250 e 125 uM
através da diminuicdo do indice mitético em relagcdo ao CV. A reducdo do IM esta
relacionado ao aumento do numero de interfases nas respectivas concentracoes,
indicando que as células estdo levando mais tempo que normalmente levariam para

iniciar o processo de divisao celular (mitose). Esse efeito também pode ser observado
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pela diminuicdo do niumero de préfases nas respectivas concentracdes (Leme; Marin-
Morales, 2009; Wijeyaratne; Wickramasinghe, 2020). As alteracdes na intérfase que
levam a reducdo do indice mitdtico podem ocorrer devido a diminuicdo da
disponibilidade de ATP, acarretando em uma inibicdo da sintese de DNA, ou ainda
pode acontecer um bloqueio na fase G2 através de danos néo reparados no DNA, de
modo a impedir a célula de iniciar a mitose (Gonzéalez-Fernandez; Hernandez; Lopez-
Saez, 1985; Pandey; Kumar; Roy, 2014; Schneiderman; Dewey; Highfield, 1971;
Sudhakar; Ninge Gowda; Venu, 2001; Van't hof, 1968).

Foi evidenciado o efeito da crisina em induzir a parada do ciclo celular em G2/M
em linhagens tumorais causando também morte por apoptose, sendo relatada como
um possivel composto candidato a medicamento antineoplasico (Sassi et al., 2018;
Zhang; Zhao; Wang, 2009).

Na avaliacdo das aberragcdes cromossdmicas no teste de A. cepa, ndo houve
alteracOes significativas em relacdo ao controle veiculo, demonstrando que a crisina
nao possui potencial genotoxico, diferentemente, farmacos antineoplasicos exibem
atividade genotoxica quando avaliados pelo mesmo sistema teste (MiSik et al., 2014).
Nesse sentido, a citotoxicidade da crisina combinada com o potencial genotoxico dos
guimioterapicos pode nortear aplicagdes contra o cancer (Tedesco et al., 2012). Além
disso, o potencial indutor da parada do ciclo celular da crisina tem sido explorado para
potencializar o uso de medicamentos antitumorais usuais da pratica clinica como a
doxorrubicina e 5-fluorouracil (Gao et al., 2013; Lee; Lee; Jung, 2020; Li et al., 2015).

Dado os efeitos citotoxicos observados para a crisina, também foi analisado
seu potencial antiproliferativo. Entre as andlises realizadas no ensaio de viabilidade
por MTT néo foi possivel estimar o valor de ICso para as linhagens B16F10 e U87 visto
gue nao houve efeito apreciavel nas maiores concentracdes. Na investigacao de
(Mahdi et al., 2023) em células da linhagem U87, a crisina na maior concentracao
analisada (12,5 uM) foi capaz de reduzir a viabilidade celular para (80,5%) sendo
proximo ao encontrado no presente trabalho (74,5%) na mesma concentracdo. Nesse
estudo, os autores utilizaram uma estratégia de formulagéo da crisina em ciclodextrina
provocando a diminuigao da viabilidade celular para 20,1% em 12,5 pM.

Entre as linhagens celulares utilizadas no ensaio de viabilidade, um maior efeito
citotoxico foi observado para a linhagem MCF-7 com um valor de ICso = 53,4 uM de
modo que o indice de seletividade foi determinado em 2,2 comparado a linhagem nao
tumoral MCF-10 (ICso = 120,8 pM). Além disso, a linhagem MCF-7 foi a Unica com
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diferenca significativa em relagdo ao CN em todas as concentracdes analisadas,
sendo mais um possivel indicativo de maior sensibilidade aos efeitos da crisina dentre
as linhagens testadas. Esse achado esta de acordo com o trabalho de (Ramos et al.,
2024) onde foi avaliado a atividade citotoxica da crisina frente a linhagem MCF-7 (ICso
= 52,35 uM) no periodo de 48 h e para a linhagem tumoral de mama (MDA-MB-231)
com valor de ICso = 74,50 pM com um indice de seletividade igual a 2,08 e 2,07
respectivamente. Os autores identificaram ainda o aumento de caspase-9 como
indicativo de morte por apoptose, também sendo demonstrado em outros trabalhos
como sendo o efeito preferivel de morte celular (Kumar et al., 2024; Samarghandian
et al., 2016).

E relatado a ac&o da crisina em vias chaves de proliferacdo tumoral (Shahbaz
et al., 2023). Seu potencial em inibir a via Nrf2 foi associada ao aumento da taxa de
apoptose, sendo uma estratégia favoravel em combinacdo com a quimioterapia, visto
gue o fator de transcricdo Nrf2 é responsavel por regular genes associados a
promover protecdo contra os danos celulares provocados por medicamentos
antineoplasicos (Sabzichi et al., 2017; Zimta et al., 2019). Além disso, foi mostrado o
efeito da crisina em induzir a parada do ciclo celular (MCF-7) em Go/G1 acompanhado
pela diminuicdo de ciclina D1. Adicionalmente, a crisina é capaz ainda de aumentar
0s niveis da proteina Bax (pro-apoptética) e diminuir os niveis da proteina
antiapoptotica Bcl-2 (Ghosh et al., 2023).

Os resultados apresentados para crisina até o momento indicaram uma
toxicidade a depender da concentracdo, além de um maior efeito antiproliferativo em
células MCF-7. Dessa forma, buscou-se entender sua possivel acdo em combinacdo
com quimioterapicos sendo associada com doxorrubicina e cisplatina.

A combinacdo da crisina em uma concentracao fixa de 50 uM provocou a
diminuicao nos valores de ICso em ambos os casos de 9,45 para 5,3 UM em relacéo a
doxorrubicina e de 2,5 para 0,3 UM no caso das cisplatina.

Assim como apresentado no presente trabalho, uma reducéo no ICso em torno
de 50% foi observada para células de carcinoma oral SCC-25 e CAL-27 apés a
combinagao de cisplatina com 56 pM de crisina, resultando no aumento de danos
oxidativos e inducdo de apoptose (Chen; Li; Jiang, 2023). Em células HepG2, a
combinacdo promoveu apoptose com acumulo de p53 apds um pré-tratamento com
crisina por 2h (Li et al., 2015b).
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O uso combinado de quimioterapicos com substancias bioativas pode ser uma
estratégia de quebra de resisténcia com o aumento da sensibilidade de tumores, com
consequente reducao do uso do farmaco e menos efeitos toxicos (Leung et al., 2008;
Wang et al., 2018).

A crisina foi capaz de sensibilizar células de cancer de pulméao (H157, H1975 e
H460) aumentando o efeito citotoxico da doxorrubicina através da diminuicdo dos
niveis de GSH provocando um aumento no estresse oxidativo celular (Brechbuhl et
al., 2012).

O conjunto de resultados apresentados até o momento evidencia o potencial
citotoxico e antiproliferativo da crisina, assim pensando em aplicacfes futuras buscou-
se entender as propriedades desse composto em analises in silico para verificar se
ela cumpre pré-requisitos fundamentais indicados para candidatos a farmacos. Foi
possivel observar na predi¢cdo in silico para a crisina que ela cumpre todas as
previsdes de semelhancas a farmacos assim como o quimioterapico ciclofosfamida. E
importante mencionar que a violacdo desses parametros ndo exclui a possibilidade da
aplicacao clinica, como exemplo, a doxorrubicina viola todos os parametros previstos
e mesmo assim é um medicamente antineoplasico amplamente utilizado contra
células tumorais. Também é importante destacar que os parametros de semelhangas
a farmacos sdo direcionados para biodisponibilidade oral, entretanto, ainda sim a
maioria dos farmacos seguem os parametros pré-definido por Lipinski bem como suas
variagdes (Singh et al., 2022; Walters, 2012; Yadav et al., 2021).

Em relacdo aos parametros farmacocinéticos, a crisina € indicada com acao
inibitéria em relacdo as enzimas hepaticas do citocromo P450 (CYP) que sao
responsaveis pelo metabolismo por mais de 80% dos medicamentos (Banerjee et al.,
2020). Foi relatado experimentalmente sua acao em inibir a isoforma CYP1A2 sendo
mais potente entre todos os flavonoides testados (Lee et al., 1998). Seu efeito
inibitério foi correlacionado com seu padrdo de hidroxilas (Tsyrlov; Mikhailenko;
Gelboin, 1994). Outros trabalhos também evidenciam o mesmo efeito sendo sugerido
0 Uso da crisina como um agente contra a intoxicacao por paracetamol (Boji¢ et al.,
2019; Pingili; Pawar; Challa, 2019). A inibicdo das enzimas da CYP possui um efeito
na quimioterapia visto que pode elevar a toxicidade do tratamento pelo acumulo de
compostos ndo metabolizados. Entretanto o efeito inibitdrio também pode ser utilizado
como estratégia para garantir a biodisponibilidade de farmacos que sdo mais

rapidamente metabolizados (lacopetta et al., 2023; Mittal et al., 2015).



53

A maioria dos medicamentos quimioterapicos possuem elevada toxicidade
podendo ser um fator limitante no seu uso, sendo a avaliacdo do fator risco/beneficio
um ponto chave para a escolha do melhor tratamento (Corey et al., 2020; Fisusi; Akala,
2019). Para avaliar os possiveis efeitos toxicologicos da crisina, a plataforma Protox
3 indicou que ela possui uma menor toxicidade geral em comparagcdo com o0s
guimioterapicos selecionados sendo o status ativo/inativo definido pela probabilidade
dessa atividade ter mais ou menos que 50% de chances de ocorrer (Banerjee et al.,
2024).

A crisina é descrita com agdo oposta sobre a sua possivel nefrotoxicidade,
sendo relatado seus efeitos protetores em modelo animal contra intoxicac&o renal por
cadmo (Cd) e capacidade protetora frente o uso dos quimioterapicos bortezomibe e
ciclofosfamida ao mesmo 6rgéo alvo. Além disso, a crisina tem a capacidade de
modular o efeito de enzimas (SOD, CAT, GPx e GSH) responsaveis pela atividade
antioxidante (Kankili¢ et al., 2024; Simsek et al., 2023; temel et al., 2020). A crisina
também é relatada possuindo efeitos protetores em células do tecido pulmonar contra
cadmio e cisplatina por seus efeitos antioxidantes. Adicionalmente também é
demonstrado seus efeitos em diminuir a toxicidade induzida em outros 6rgdos como
cérebro, coragdo e figado (Akaras et al., 2023; Oladipo et al., 2023; Samarghandian;
Farkhondeh; Azimi-Nezhad, 2017). Assim, os alertas negativos apresentados
aparentemente parecem nao demonstrar a inviabilidade do uso da crisina.

A toxicidade prevista pela base de dados Gusar estd de acordo com os
resultados apresentados,uma vez que a crisina apresentou toxicidade reduzida
comparada aos quimioterapicos doxorrubicina e ciclofosfamida. A toxicidade aguda
oral da crisina foi relatada em modelo animal (camundongo) ndo sendo possivel
estimar seu valor (DLso > 4000 mg/kg) de modo que ela foi considerada como tendo
baixo potencial toxico (Balta et al., 2015).

De modo semelhante, a avaliagdo da toxicidade oral da crisina em ratos
Sprague Dawley permitiu determinar uma DL s, de 4350 mg/kg. No estudo subcronico,
a administracao diéria da substancia na dose de 1000 mg/kg ao longo de 90 dias levou
a alteracbes nos parametros bioquimicos, hematolégicos e histopatologicos, com
impacto mais evidente no figado e nos rins. Em contrapartida, a exposicao a dose de
500 mg/kg néo resultou em efeitos adversos relevantes (YAO et al., 2019). Assim, as
andlises previstas para a crisina indicam o seu baixo potencial toxico dentro de valores

limites.
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A baixa toxicidade estipulada para a crisina foi explorada contra os efeitos
genotoxicos provocados pela quimioterapia convencional. Sassi et al.,, (2021)
demonstraram o efeito protetor da crisina, apds um pré-tratamento de 24 h, reduzindo
os efeitos genotdxicos causados pelo quimioterapico Mitomicina-C em camundongos
Balb/C. Foi relatado a diminuicdo dos danos ao DNA avaliado pelo teste cometa em
células do figado e dos rins dos animais. Além disso, também foi analisado as
aberracdes cromossdmicas em célula da medula 6ssea, de modo que o grupo tratado
com crisina ndo apresentou aberracbes quando comparados ao grupo controle
negativo e a combinagéo de crisina e mitomicina-C foi capaz de diminuir o nimero de
aberracdes quando comparado ao uso do quimioterapico isolado. Efeitos similares
antigenotoxicos ao quimioterapico carboplatina também foram mostrados por Jan e
colaboradores (2022), pela andlise de células da medula 6éssea de camundongos
Balb/C.

Receptores de estrogénio sdo expressos em mais de 70% dos canceres de
mama e sdo essenciais para o inicio e progressdo. O 17-B-estradiol atua como um
regulador da expresséao de c-Myc e ciclina D1 contribuindo para o inicio do ciclo celular
da G1 para fase S de modo que compostos inibidores de ER s&o amplamente
estudados na literatura como estratégia no combate ao cancer de mama (Acharya et
al., 2019; Dashputra et al., 2024; Jeselsohn et al., 2015; Li et al., 2020; Majumder et
al., 2024).

A ancoragem da crisina com o alvo ER-a apresentou uma ligagao de hidrogénio
em GLU353 sendo conservadas as seguintes interacdes (pi-alkyl) em relacdo ao
ligante de referéncia 4-Hidroxitamoxifeno: LEU387, LEU346, ALA350, LEU525,
MET421. A maioria dessas interacdes (excluindo apenas (LEU350) foram mantidas
no docking do farmaco tamoxifeno, incluindo do mesmo tipo para GLU353 (ligacao de
hidrogénio) sendo uma interagéo mais forte (HAMZA ABDULLAHI et al., 2023). Esse
padrdo de interacdo também foi mantido para o farmaco modulador de ER-a
bazedoxifeno (excluindo-se a interacdo LEU525) (KUMAR et al., 2024).

O envolvimento dos residuos MET421 e LEU387 nos contatos (especialmente
ligacdes de hidrogénios) desempenham um importante papel na afinidade de ligagéo
com ER-a. Para a crisina, essas interagces foram do tipo pi que também contribuem
para ligagdo a medida que o nimero de interagdes aumenta. Dessa forma, interacoes
estabelecidas juntamente com as semelhancas apresentadas podem contribuir para

um efeito inibitério da crisina frente ao ER-a (Dashputra et al., 2024).
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Apesar da similaridade de contatos da crisina em relag&o aos inibidores citados,
a crisina também é relacionada como um fitoestrogénio, ou seja, um composto natural
com acao estrogénica sobre o ER-a, podendo contribuir para a proliferagao de células
tumorais (Van meeuwen et al., 2007; Ye; shaw, 2019). Essa acdo é relaciona a
similaridade estrutural como o compartilhamento de grupos fendlicos ao grupamento
Ar-OH existente no 17-B-estradiol (Manas et al., 2004; Morissette; Litim; Di paolo,
2018).

Lu e colaboradores (2020) avaliaram a atividade estrogénica da crisina sendo
identificado um aumento na proliferacdo celular de MCF-7 em concentragdes
nanomolares (1-100nM) juntamente com um aumento na expressao de ER-a com o
tratamento de 100nM. Dessa forma, o efeito da associacao entre crisina e ER-a deve
ser analisado com cautela necessitando de mais investigagoes.

A aromatase € uma enzima pertencente a familia do citocromo P450 codificada
pelo gene CYP19A1 (Simpson et al.,, 1994). Ela é responsavel por catalisar a
desmetilacdo do carbono 19 de horménios androgenos resultando na aromatizacao e
formacdo de estrogénios de 18 carbonos: androstenediona, testosterona e 16-
hidroxitestosterona sao substratos fisiolégicos da aromatase convertidos em estradiol,
estrona e estriol respectivamente (Di nardo; Gilardi, 2013; Eissa; Gohar, 2023). A
atividade da aromatase € intensificada em mulheres na p6s-menopausa agindo como
um sistema compensador da inativacao dos ovarios através do aumento de producao
de homobnios andrégenos regulados a partir de estimulos do hipotalamo, sendo a
inativacdo dessa enzima alvo farmacolégico (Chan; Petrossian; Chen, 2016;
Rosenfield; Bordini, 2010).

Todas as associacdes moleculares da crisina foram conservadas na aromatase
em relacdo ao ligante de referéncia exemestano, com destaque para duas interacoes
mais fortes de hidrogénio (LEU477 e MET374), além de interacdes do tipo pi: TRP224;
ILE133; PHE134; ALA306 e VAL370. Compostos inibidores de aromatase tém
potencial para diminuir os niveis de estrogénio com a possibilidade de interromper ou
adiar o aparecimento do cancer de mama. O exemestano € um farmaco inibidor
irreversivel utilizado para tratar cancer de mama dependente de estrogénio (Kalidas;
Brown, 2005; Lombardi, 2002; Verhoog; Spies, 2024).

As interacdes conservadas na crisina indicam a similaridade no posicionamento
na aromatase em relacéo ao ligante de referéncia, sendo do mesmo tipo para MET374

(ligag&o de hidrogénio) uma interacdo mais forte que isoladamente em relagéo as



56

outras interacfes hidrofébicas possui maior contribuicdo para a afinidade de ligagédo
(GHOSH et al., 2012).

Além disso, a interacdo com VAL370 indica seu posicionamento proXimo a uma
fenda hidrofébica compacta onde compostos volumosos podem ter dificuldade de
acessar o sitio de ligagdo. De modo contrario, compostos pequenos e rigidos podem
ter acesso mais facil a cavidade interna da aromatase (Ghosh et al., 2012; Suvannang
et al., 2011).

A crisina é relata como um composto promissor na inibicdo da aromatase. Seo
e colaboradores (2024) avaliaram o potencial inibidor de varios flavonoides, com a
crisina apresentando um ICso de 8,65 UM, sendo o melhor resultado no grupo das
flavonas avaliada. Certas caracteristicas estruturais dos flavonoides influenciam no
seu poder inibitério como a presenca de saturacdo da ligacdo C2-C3 e a auséncia de
hidroxilas nos carbonos Cs, Cs e Ces (Figura 3) em que estas diminuem a atividade
inibitoria pela formacéo de ligacdes de hidrogénio com o oxigénio da carbonila (Seo
et al., 2024).

Em modelo animal, a crisina foi capaz de diminuir a expressédo de aromatase
em ovarios de fémeas BALB/c com o tratamento de 100mg/Kg, entretanto, um
aumento significativo foi observado ao tratar os animais com 50mg/Kg sugerindo que
a eficécia inibitéria da crisina esté relacionada em concentracdes especificas devendo
ser avaliado o risco/beneficio (Alqaisi; Abbas; Alshawawreh, 2024).

Os dados apresentados demonstram o potencial de inibicdo da crisina para
aromatase, podendo ser uma estratégia viavel contra o cancer de mama dependente
de estrogénio. Entretanto, a concentracdo ideal deve ser investigada devido a sua
possivel acdo estrogénica. Além disso, sua acdo também pode ser aproveitada na
guimioprevengao, uma vez que seus efeitos colaterais séo inferiores em relagéo aos
farmacos inibidores utilizados na clinica (Bajgai et al., 2011; Balam; Ahmadi; Ghorbani,
2020).

Entre as CDK’s selecionadas, a crisina demonstrou uma maior afinidade de
ligacdo pela CDK2 (-10,2 kcal/moL) resultado superior inclusive do que o ligante de
referéncia JWS (-9,0 kcal/moL). Apresentou dois contatos para ligacado de hidrogénio
(GLU12 e LYS129) e as interacOes pi que se conservaram foram: ALA31; VAL64;
ALA144; LEU134 e VAL18.0 lingante JWS648 € um inibidor de CDK que compete
pelo sitio ativo do ATP, causando interferéncia no processo de fosforilacdo dos alvos

das CDK’s (Betzi et al., 2011; Kumari; Brahma; Maruthi, 2023). Assim a associacao
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da crisina com a CDK2 pode contribuir para o interrompimento do ciclo celular na fase
G2/M (Zhang; Zhao; Wang, 2008, 2009).

O receptor VEGFR possui um papel crucial no crescimento de tumores e na
metéastase através da inducéo da formacédo de novos vasos levando a um aumento no
acesso a nutrientes, sendo um alvo terapéutico importante contra o cancer de mama
(Madu et al., 2020).As interac6es da crisina com VEGFR revelaram duas ligacdes de
hidrogénio (CYS919 e LEU840) sendo a segunda conservada em relacéo ao inibidor
sorafenibe. Além disso, foram mantidas as seguintes interacdes pi: VAL848; VALI16;
ALA866; LEU1035; LYS868 e CYS1045. Essas semelhancas em relagéo ao inibidor
de referéncia podem indicar a crisina como um composto capaz de inibir VEGFR.
Todos esses contados também foram observados na interacdo de derivados de
benzenossulfonamidas (Hassan et al., 2024).

Em uma na alise similar com o flavonoide quercetina, foi obtido uma afinidade
eletrnica de ligacao de -8,4 kcal/moL, préximo ao da crisina aqui apresentado (-9,0
kcal/moL). Entretanto, as interagcbes foram diferentes da crisina, mantendo
semelhanca apenas com o ligante de referéncia, revelando que pequenas alteragbes
estruturais podem causar outro perfil de interacdo mesmo mantendo uma afinidade
de ligacao favoravel (Maran; Gangadharan; Emerson, 2022).

A crisina é relatada contendo acao contra a angiogénese, sendo capaz de inibir
a proliferagdo e migragcédo de células endoteliais da umbilical humana em meio de
cultura adicionado de VEGF (8 ng/mL) (TIAN et al., 2014). De modo similar, a crisina
preveniu um crescimento de vasos da membrana corioalantdide de galinha induzido
por lipopolissacarideo (Lin et al., 2006).

A ancoragem molecular indica a acao inibitéria da crisina diretamente pelo
contato VEGFR, entretando, sua acdo também esta relacionada na regulacdo da
sinalizacao PI3K/Akt; regulacdo negativa da via JAK1/STAT3 e expresséo de VEGFR
e VEGFR2 (Wei; Zhang, 2024).

Apesar de possui a menor afinidade de ligagdo em relacdo a todos os alvos
analisados, a ligacdo de hidrogénio feita por LYS745 é essencial para favorecer a
inibicdo de EGFR (Engelhardt et al., 2019). Além disso, a interagdo com LYS745 é
relatado como um alvo potencial para superar a resisténcia ao inibidor de EGFR
osimertinibe (Ferlenghi et al., 2021; Zhao et al., 2022).

Derivados de crisina sdo descritos como uma estratégia inibitéria de EGFR

contra células de cancer de mama. (Debnath et al., (2019) realizaram substituicées no
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mesmo grupamento hidroxila que interage com LYS745 sendo obtido um aumento na
citotoxicidade de 3,2 vezes em relacao a crisina ndo modificada em células MDA-MB-
231. Além disso, em uma analise de ancoragem os autores também identificaram a
conservagao a interacdo com LYS745 no alvo EGFR. Em uma outra sintese com
substituicbes no mesmo grupamento do estudo anterior, (LIU et al., (2021)
identificaram que o derivado foi capaz de inibir significativamente a fosforilacdo de
EGFR.

A avaliagdo preliminar toxicolégica da crisina indica um potencial téxico que
pode ser direcionado para a atividade antiproliferativa de células cancerigenas
indicando uma melhor acéo contra células mcf-7 com potencial para o uso combinado
dos quimioterapicos cisplatina e doxorrubicina. Os estudos in silico indicam ainda seu
potencial na acdo contra alvos hormonais no cancer de mama, entretanto cabe-se
destacar a necessidade de investigagdes in vivo para avaliar sua acéo de forma mais
ampla, ou seja, a investigacdo de doses ideais que possam favorecer a atividade

antitumoral.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente demonstram os efeitos toxicos da crisina avaliado
no ensaio de A. salina acompanhado de citotoxicidade em células meristematicas
vegetais na avaliacdo do teste de A. cepa, entretanto ndo foi observado efeitos
genotoxicos. A atividade antiproliferativa da crisina demostrou uma maior seletividade
para linhagem MCF-7 indicando também um aumento na poténcia de quimioterapicos
guando realizado a associa¢do. A analise ADMET demonstrou que a crisina possui
propriedades farmacocinéticas favoraveis para ser um candidato a farmaco com
toxicidade prevista baixa. Os resultados de ancoragem molecular mostram que a
crisina possui interacdes importantes relacionado as terapias hormonais no cancer de

mama.
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