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RESUMO

O cancer de lingua provocado por carcinoma de células escamosas é um tipo de tumor de alta letalidade.
Analises in silico demonstraram que genes como 0 AKR1B10 estdo associados a mal prognéstico, portanto,
substancias inibidoras de AKR1B10 podem ser vantajosas. As espécies do género Salacia apresentam
potencial acdo anticancer, diante disto, o objetivo desse estudo foi avaliar a acdo da 22p-hidroxitingenona
(22-HTG) contra as células cancerosas da lingua e sua capacidade de inibir a expressdo de AKR1B10. A
triagem virtual da 22-HTG apontou interagdo da 22-HTG com o gene AKR1B10. O ensaio Alamar blue
avaliou o efeito citotoxico contra CAL-27, o valor de 1C50 foi de 5,15, 3,01 e 1,69 pM apds 24, 48 e 72 h
de incubacdo, respectivamente. Assim, 2,5uM de 22-HTG foi usada para avaliar altera¢cdes na morfologia
celular. Apés o tratamento de CAL-27 com 22-HTG, foi observado a reducéo (p<0.05) de células viaveis
e 0 aumento (p<0.05) de células em apoptose. Os dados sugerem que a 22-HTG é possivel inibidor do gene
AKR1B10, servindo como agente terapéutico ou como um modelo para o desenvolvimento de novas
estruturas quimicas que sejam Uteis no tratamento de cancer da cavidade oral.

Palavras-chaves: Anticancer 1; Cancer de lingua 2; Salacia 3.
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ABSTRACT

Tongue cancer caused by squamous cell carcinoma is a highly lethal type of tumor. In silico analyzes
demonstrated that genes such as AKR1B10 are associated with poor prognosis, therefore, AKR1B10
inhibitory substances may be advantageous. Species of the genus Salacia have potential anticancer action,
in view of this, the objective of this study was to evaluate the action of 22p3-hydroxytingenone (22-HTG)
against cancer cells of the tongue and its ability to inhibit the expression of AKR1B10. Virtual 22-HTG
screening showed interaction between 22-HTG and the AKR1B10 gene. The Alamar blue assay evaluated
the cytotoxic effect against CAL-27, the IC50 value was 5.15, 3.01 and 1.69 uM after 24, 48 and 72 h of
incubation, respectively. Thus, 2.5uM of 22-HTG was used to assess changes in cell morphology. After
treatment of CAL-27 with 22-HTG, a reduction (p<0.05) of viable cells and an increase (p<0.05) of cells
in apoptosis was observed. The data suggest that 22-HTG is a possible inhibitor of the AKR1B10 gene,
serving as a therapeutic agent or as a model for the development of new chemical structures that are useful
in the treatment of oral cavity cancer.

Keywords: Anticancer 1; Tongue cancer 2; Salacia 3

INTRODUCAO

O cancer de lingua corresponde ao oitavo tipo de cancer que mais surge no mundo,
com incidéncia de 4% de todas as malignidades por ano (WARNAKULASURIYA,
2010). Causa 380.000 mortes a cada ano, acometendo cerca de 5,5 milhGes de individuos
(JANK et al., 2022). E o tipo mais comum de tumor maligno na regio oral e maxilofacial,
comumente provocado por carcinoma de células escamosas (CAMPBELL et al., 2018),
podendo acarretar distarbios da fala, degluticdo e mastigacéo (GU, 2018).

O tratamento sistémico com quimioterapico cisplatina é o tratamento de primeira
escolha, visando a diminuigdo da massa tumoral e de metéastases, bem como, preservar o
Orgdo e conter a mortalidade, ja que ndo ha grande vantagem em realizar radioterapia e
cirurgia. Contudo, nesse tipo de tumor apresenta grande resisténcia a quimioterapia (GU,
2018; WU, 2019), tornando-se necessario a busca por novo tratamento eficaz, de baixo
custo e toxicidade contra essas células cancerigenas (WU, 2019).

Analises in silico, incluindo em linhagem de carcinoma de células escamosas de
lingua (CAL27) (CHANG et al., 2019; SHEVKAR et al., 2022; FANG et al., 2020) prevé
alvos metabdlicos que possam modular vias biologicas apontando genes presentes nas
células (SORKIN et al., 2020; THOMFORD et al., 2018), como o0 AKR1B10, que ¢
associado a mal prognostico (LAFFIN, PETRASH 2012; KO et al., 2018; LIU et al.,
2021).

A expressdo do oncogene AKR1B10 esta relacionada a eliminagéo de compostos

quimicos do organismo, 0 aumento da divisao celular, ao processo carcinogénico e a sua
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terapéutica (KO et al., 2018). Devido ao seu envolvimento no processo carcinogénico de
tumores orais humanos, substancias inibidoras de AKR1B10 podem ser vantajosas em
ensaios contra esses canceres, representando um novo alvo para suprir eventual lacuna
que exista na terapia com quimioterapicos ja existentes e base molecular tedrica para o
tratamento e progndstico (CHANG et al., 2019; KO et al., 2018; LIU at al., 2021).

Nesse contexto, um caminho bastante explorado pela comunidade cientifica para
evitar a progressdo tumoral é a identificagdo e desenvolvimento de novos farmacos
através da investigacOes de recursos naturais, e informacdes a cerca da cinética, dinamica,
biodisponibilidade e os parametros toxicoldgicos de seus constituintes quimicos
(SORKIN et al., 2020).

Espécies botanicas pertencentes ao género Salacia sdo conhecidas por
apresentarem uma variedade de atividades biologicas, incluindo efeitos inibitorios em
tumores, supressdo da iniciacdo, promocéao e metastases em varios tipos de cancer (KIM
et al., 2011; WANG et al., 2016; YADAV et al., 2010), inibi¢cdo de processos como
angiogénese, inibicdo da proliferagéo e indugdo de morte celular (GALI-MUHTASIB et
al., 2015). Esses efeitos sédo atribuidos a presenca de constituintes quimicos pertencentes
a classe dos triterpenos quinonametideos, a partir de extratos e fracfes da espécie Salacia
impressifolia e atribuiram o efeito a presenca de quinonametideos, como tingenona,
pristimerina e 22B-hidroxitingenona (22-HTG) (RODRIGUES, et al., 2019).

O efeito da 22-HTG em células tumorais ja foi mencionado em outros estudos,
como Cevaterem e colaboradores (2016), onde os autores descreveram a inducdo de
apoptose em células de cancer de mama. Aranha e colaboradores, 2020, 2021
descreveram a reducdo da proliferacdo, migracdo e invasdo celular, com mecanismo
inibitdério de metaloproteinases e da via MAPK em células de melanoma humano. Apesar
do conhecimento cientifico quanto ao potencial antcancer de 22-HTG, ainda ndo foi
investigado o efeito dessa substancia contra carcinoma de células escamosas (CAL27) e
séo ausentes na literatura parametros farmacocinéticos e toxicologicos para 22-HTG.

Dessa forma, o objetivo desse estudo é utilizar ferramentas in silico para descrever
as propriedades farmacocinéticas e toxicologicas, assim como a identificacdo de alvos
moleculares de 22p-hidroxitingenona e avaliar o efeito in vitro da substancia em células
de cancer de lingua (CAL-27). Essas informag0es irdo contribuir com novas perspectivas

quanto ao uso de 22pB-hidroxitingenona como droga anticancer.
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METODOS
Triagem virtual
Predicdo do alvo bioldgico e dos parametros moleculares, farmacocinéticos e
toxicologicos

A predicdo dos alvos bioldgicos para a 22-HTG foi realizada utilizando o software
online SwissTargetPrediction® (http://www.swisstargetprediction.ch/) (GFELLER et al.,
2014). Os parametros moleculares, farmacocinéticos e toxicoldgicos foram avaliados na
plataforma online SwissADME® (http://www.swissadme.ch/) (DAINA, MICHIELIN,
ZOETE, 2017) e admetSAR® (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/) (YANG et al.,
2019) que empregam bancos de dados de compostos que ja passaram por testes pré-
clinicos in vitro e/ou in vivo associados a absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecao,
sendo fundamentados por meio de comparacdo estrutural mistos e descricdo de estrutura
e atividade (Quantitative structure-activity relationship, QSAR) (LEE et al., 2004).

Docking molecular

A andlise de docking molecular foi realizada utilizando o software Autodock
Vina® (TROTT; OLSON, 2010). Os alvos avaliados foram obtidos no formato (.pdb) do
banco RCSB Protein Data Bank (PDB): AKR1B1 (PDB: 50U0) e AKR1B10 (PDB:
1ZUA). Moléculas de agua e outras moléculas usadas na cristalizacdo de proteinas ndo
necessarias para a atividade catalitica foram removidas utilizando o software Pymol®©, e
todos os ligantes foram preparados e a geometria, assim como a energia, foram
minimizadas utilizando o campo de forga molecular da Merck (MMFF94) por meio do
programa ChemBioDraw®©.

Durante a analise, os receptores foram mantidos rigidos e os ligantes foram
flexiveis para girar e explorar as poses mais provaveis. As dimensdes do grid box
adotadas durante a anélise foram de 8x11x9 A e 12x20x18 A, com espacamento de grade
de 1,0 A para AKR1B1 e AKR1B10, respectivamente.

Os resultados foram visualizados no AutoDock Tools© e as interacGes foram
avaliadas em termos de energia de afinidade de ligacdo (Kcal/mol), nimero de ligagdes
de hidrogénio e outras interacbes formadas entre os residuos do sitio ativo da
macromolécula e o ligante. As imagens 2D e 3D dos resultados moleculares de
acoplamento foram obtidas usando o software Discovery Studio Visualizer 4.00.
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Cultivo e cultura de células

As células MRC5 (fibroblastos humanos), HACAT (queratindcitos humanos) e
CAL27 (linhagem de carcinoma de células escamosas da lingua) foram cultivadas em
meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino, estreptomicina 100 pg/ml e 100 U/ml penicilina, e incubado a 37°C com 5%

de CO2 atmosfera.

Citotoxicidade usando o ensaio do Alamar Blue

O ensaio de citotoxicidade foi realizado pelo método Alamar blue, utilizando sal
sodico de resazurina (Sigma-Aldrich, EUA) conforme método descrito por AHMED et
al. (1994). As células foram plaqueadas na concentragdo de 0,5x10* células por pogo em
microplacas de 96 pocos. Apos 24 horas de incubacéo e adesao celular, as células foram
tratadas com doxorrubicina e 22-HTG nas mesmas concentragdes (10uM, 8uM, 6uM,
4uM, 2uM, 1uM, 0,5uM, 0,0uM). O experimento foi conduzido em triplicata para cada
periodo de tratamento. Como controle negativo foi utilizado o meio de cultura DMSO a
0,01%. Apds o periodo de tratamento (24, 48 e 72h) foram adicionados 10uL de
resazurina 0,4% (diluicéo 1:20).

O periodo de incubacdo padronizado para a linha celular utilizada foi de 3h, tempo
necessario para a metabolizacdo da resazurina. Ap6s 3h de incubacdo, as microplacas
foram analisadas usando o modo de fluorescéncia (filtro de troca de 540nm e filtro de
emissdo de 585nm) no leitor de microplacas (DTX 800, Beckman Coulter, CA, EUA).

Anélise da morfologia celular

CAL27 (0,5 x 10° células/pogo) foram semeadas em placa de 24 pogos e apds 24h
foram tratadas com 22-HTG (2,5 e 5,0 uM), durante 48 horas. Apds o periodo, as células
foram coradas com um kit de corante panoptico rapido LaborClin® (MONSMANN,
1983).

As células foram analisadas e as alteragdes morfoldgicas no citoplasma e no

nucleo foram fotografadas usando microscopia de luz (Nikon Eclipse).

Anélise morfoldgica usando microscopio de fluorescéncia
Células de carcinoma de células escamosas da lingua (CAL27) foram tratadas

com 22-HTG por 48h. Em seguida, as células foram sedimentadas e ressuspensas em 25
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ml solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). Depois disso, 1ml de solugcdo aquosa de
laranja de acridina/brometo de etidio (AO/EB, 100 mg/ml) foi adicionado e os tipos de
células foram observadas sob um microscopio de fluorescéncia (Zeiss Microscopy)
(RIBBLE, et al., 2005).

Trezentas celulas foram contadas por amostra e foram classificados da seguinte

forma: células viaveis, células apoptdticas e células necroticas.

RESULTADOS

Triagem virtual

Predicdo do alvo bioldgico e dos parametros moleculares, farmacocinéticos e
toxicoldgicos.

Os alvos biologicos de 22-HTG, definidos pela predicdo in silico estdo
demostrados na tabela 1. Destaca-se a probabilidade elevada de interacdo com AKR1B10,
alcancando 98%. Esse é um alvo molecular relevante, considerando o tipo celular
estudado. Os demais alvos moleculares preditos para 22-HTG sdo HSF1, PTPN11, TLR9
e PTPNG6, com probabilidade de interacdo de 58%.

Tabela 1. Predicéo in silico dos alvos farmacoldgicos da 22-HTG.

Alvo Cadigo Por Probabilidade
genético homologia (%)
Familia Aldo-ceto redutase 1 .
membro B10 AKR1B10 Sim 98
Familia Aldo-ceto redutase 1 AKR1B15 sim 98
membro B15
Aldose redutase AKR1B1 Sim 98
Proteina 1 dp fa_tor de choque HSF1 NEo 58
térmico
Receptor ndo tirosina-proteina PTPN1L N0 58
fosfatase tipo 11
Receptor tipo toll 9 TLR9 Né&o 58
Receptor néo tirosina-proteina .
fosfatase tipo 6 PTPNG Sim 58
Proteina ndo caracterizada - Sim 58

Fonte: Autoria Propria (2023)

Considerando os parametros farmacocineéticos estabelecidos para a substancia 22-
HTG (Tabela 2), foram analisados a penetracdo na barreira hematoencefélica, taxa de
absorcdo em células Caco-2, absor¢éo intestinal humana, ligacdo as proteinas plasméticas

e inibicdo de enzimas da familia CYP.
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No etsudo das propriedades farmacocinéticas, realizada atraves da triagem virtual
SwissADME, identificou que a 22-HTG apresenta baixo potencial de penetracdo na
barreira hematoencefélica (0,2598%). A absorcdo intestinal de 99,07% sugere que a
mesma pode ser absorvida adequadamente através das células intestinais.

Os valores previstos para a permeabilidade da 22HTG na Caco-2 apresentam
absor¢do moderada, 65,08nm/seg. E demonstram haver fortemente ligagdo as proteinas
plasmaéticas, com valor de 95,40% de ligacao.

Tabela 2. Predi¢do dos parametros farmacocinéticos in silico da 22-HTG

Parametros Avaliados AdmetSAR SwissADME
Penetragdo na barreira hematoencefalica 0,2598% Ndo
Permeabilidade em Caco-2 65,08 nm/seg )
Absorcéo intestinal 99,07% Alta
Ligacdo as proteinas plasmaticas 95,40% Sim
Inibidor da OATP1B1 Sim )
Inibidor da OATP1B3 Sim )
Inibidor da OCT2 Sim i
Inibidor da BSEP Sim )
Inibidor da CYP2C19 Nio Nao
Inibidor da CYP2C9 Nio Sim
Inibidor da CYP2D6 Néo Nao
Inibidor da CYP3A4 Néo Sim
Substrato da CYP3A4 Sim )
Substrato da CYP2C9 N&o i
Substrato da CYP2D6 Nao i

Fonte: Autoria Prépria (2023)

Anélise de parametros toxicologicos in silico estdo demonstrados na tabela 3. A
22-HTG ndo apresenta efeitos toxicos indesejaveis, sendo sugerido como ndo

mutagénico, corroborando com o pardmetro de carcinogénicidade que foi de baixa
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probabilidade. A toxicidade oral aguda foi IlIl sugerindo que seja um composto

considerado néo toxico em absorgdo oral.

Tabela 3. Predicdo dos parametros toxicolégicos in silico da 22-HTG
Perfil previsto ADMET -

Classificacdo Valor Probabilidade
Carcinogenicidade (binéria) - 1,0000
Carcinogenicidade (trinaria) N&o obrigatério 0,6183

Mutagénese de ames - 0,61

Hepatotoxicidade - 0,7
Toxicidade Oral Aguda (c) Il 0,5297
Ligagdo de aromatase + 0,7963

Fonte: Autoria Prépria (2023)

Ancoragem molecular

A 22-HTG apresentou uma energia de afinidade semelhante ao ligante original da
AKR1B10, porém ndo apresentou uma energia de afinidade favoravel e nem perfil de
complementariedade em relacdo ao AKR1B1 (RUIZ et al., 2015). Os resultados dos
valores de energia de afinidade de ligagéo, tanto dos ligantes cocristalizados quanto da
22-HTG, estdo dispostos na tabela 4.
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Tabela 4. Energia de interacéo (Kcal/mol) entre compostos e enzimas avaliadas in silico.

AKR1B1 AKR1B10
Compostos
(PDB 50U0) (PDB 1ZUA)
22-HTG 17,6 -9,4
2-[5-(4-chlorophenyl)-3-methyl-1-oxidanylidene- -9,5 -
pyrimido[4,5-c]quinolin-2-yl]ethanoic acid
Tolrestat - -94

Fonte: Autoria Propria (2023)

Na andlise da 22-HTG ancorada ao AKR1B10, observou-se uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo de aminoacido triptofano-122, bem como interacdes
hidrofébicas com o0s aminodcidos triptofao-220, glutamina-303 e valina-301,

comportamento similar ao observado com o Tolrestat, inibidor cocristalizado (Figura 1).

Figura 1. Posicdo de ancoragem 2D dos ligantes e suas interagdes de aminoacidos no
sitio ativo. Estrutura cristalina de AKR1B10 (PDB: 1ZUA) em complexo com tolrestat (A) e

GLN
A X:114 B VR
PHE cys free o X49
X:116 $ER X:299
YT X:304
: &
L PTT T 1 - :
VAL . g xau Q
X:301, e X:80 -
Rl N o . : TVR
ALA e o 4 K49 = —
X:131 % K ) "
— 4 p VTRP
A \ X112
TRP
Lys
X:125 okl X80
GLN . LYs PHE VAL
X:303 K TR X125 X123 X301
o’ X:220 GLN
¥ TRP %303
PHE !
X:123 21
VAL
X:48
Interactions
| vander Waals :] Pr-Sigma [ ] Carbon Hydrogen Bond Ak
B Atvactve Charge [ Pisufr | Halogen (Fluorine) [ s
:] Conventional Hydrogen Bond I P+t T-shaped

Fonte: Autoria Propria (2023)

Citotoxicidade in vitro
Apesar de 22-HTG ter reduzido a viabilidade celular nas linhagens néo

neoplasicas MRC5 e HACAT, considerando o maior tempo de exposicao avaliado (72h),

o valor de CI50 na linhagem tumoral foi menor, destacando o potencial citotoxico de 22-

HTG frente as células CAL27.

HI5
X111
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Para avaliar se a citotoxicidade de 22-HTG na linhagem CAL27 era tempo-
dependente foram avaliados os tempos 24, 48 e 72h, com valores de CI50 5,15 uM; 3,01
uM e 1,69 puM, respectivamente, evidenciando a maior sensibilidade de células CAL27 a
22-HTG em relacdo ao tempo. Partindo dessa anélise, com base em valores de CI150 de
22-HTG apods 48h de exposicdo nas trés linhagens, foi definido o valor de 2,5uM de 22-
HTG para os testes in vitro subsequentes.

Apesar de 22-HTG ter reduzido a viabilidade celular em MRC-5 e HACAT, os
valores de CI50 foram maiores nesses linhagens quanto comparado a célula tumoral no
tempo de 72h (1.92 para MRC5 e 3,75 para HACAT). A doxorrubicina, um medicamento
quimioterapico anticancer eficaz, exibiu maior citotoxicidade para células ndo cancerosas
do que 0 22-HTG, em MRCS5 os valores de CI50 foram 3,903uM, 0,4323uM ¢ 0,340uM
tempos 24, 48 e 72h, e nos mesmos tempos em HACAT a doxorrubicina apresentou como
resultado de CI50 0,314 pM, 0,025uM, 0,049uM (Tabela 5).

Tabela 5. Valores de 1C50 em células CAL27 ap0ds exposicao a 22-HTG usando o ensaio
Alamar blue. A doxorrubicina foi usada como controle positivo. Os dados sdo apresentados
como metade do valor da concentracéo inibitéria maxima (IC50) e intervalos de confianca de
95% (CI 95%) de trés experiéncias independentes realizadas em triplicata.

MRC5 HACAT CAL27
24h 48h 72h 24h 48h  72h | 24n 48h 72h
3,757
22- 2448 2088 1921 | 6536 2258 707 | 5154 3014 1698
HTG (2128 (1923) (1821) | (0588) (1828 o | @459) (2833) (1519)
pox 3903 04323 034 | 03140 00257 7% | 3020 GO (%'ggg_
(3,2-4,8) (0,4-4.8) (0,3-0,4) (0,3-0,4) (0,1-0,5) 0'05) (2,1-4,3) 0'05) 0'02)

Fonte: Autoria Propria (2023)

Morfologia celular

Os sinais de alteracdes morfoldgicas, inicialmente, foram avaliados por meio da analise
da morfologia celular com colaracdo panético. O tratamento com 22-HTG causou
alterac6es na morfologia das células CAL27, apresentando limites celulares e nucleares
irregulares, com condensacdo e encolhimento celular, incluindo no tamanho do nucleo
(condensado e retraido). As irregularidades da membrana plasmatica sugerem perda de
sua integridade (fig. 2-A). O controle positivo doxorrubicina (5,0 puM) mostra

irregularidades da membrana plasmatica e fragmentacdo nuclear. As alteracdes
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morfologicas descritas levam a hipotese de que 22-hidroxitingenona cause apoptose em

celulas da linhagem CAL27.

Figura 2. Alteracbes morfoldgicas na linhagem de carcinoma de células escamosas (CAL27)
apos 48h de tratamento com 22-HTG 2,5 uM. As letras indicam: a) Irregularidades da
membrana plasmatica (ndo tem a letra a indicada na 22-HTG); b) Condensacéo e/ou
fragmentacdo nuclear; ¢) Vacuolo intracelular; d) condensacao celular; €) Perda da integridade

da membrana plasmaética. Escala 50 uM; Aumento 100x.

ST DOXO

@3% !

_ . 22-HTG 2,5 uM
- g @
« ﬂ;

b

b,c{* ).
c@ g\ O ‘ R

Fonte: Autoria Propria (2023)

Anélise do tipo de morte celular pelo ensaio de Acridina Orange e Brometo de Etidio
Para ajudar a fundamentar o observado no teste de analise da morfologia celular
foi utilizado o teste de coloracdo laranja de acridina e brometo de etidio (AO/EB).
Apo6s o tratamento de células CAL-27 com 22-HTG, foi observado a reducéo
(p<0.05) de celulas viaveis e 0 aumento (p<0.05) de celulas em apoptose (células com
dupla marcacdo), em comparacdo com as celulas sem tratamento. (Fig. 2-B). N&o ocorreu

aumento de células em necrose.
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Figura 3. Anélise da diferenciacdo do tipo de morte celular das células de carcinoma de células
escamosas (CAL27) apods tratamento de 48 horas com a 22-HTG na concentracéo de 2,5 uM. As
células de CAL27 tratadas com a 22-HTG (2,5 uM) apds 48 horas de tratamento apresentaram
tipo de morte celular por apoptose, identificados na imagem com dupla marcacdo de AO/BE.

AO: Acridina Orange; BE: Brometo de Etidio. Escala das imagens: 50 um.
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Fonte: Autoria Prépria (2023)
DISCUSSAO

Um potencial candidato a farmaco deve apresentar algumas caracteristicas
importantes, tais como: absorcdo oral, distribuicdo corporal, metabolismo, excrecdo,
baixa toxicidade, além de sua atividade farmacol6gica. Assim, a triagem virtual torna-se
uma importante ferramenta no desenvolvimento de medicamentos, permitindo auxiliar no
entendimento desses parametros, bem como parametros para direcionar 0s processos de

modificac&o molecular de novos compostos (NASTASA et al., 2019).
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A triagem virtual mostrou ser uma ferramenta de grande utilidade para a
descoberta de farmacos, podendo selecionar os perfis quimicos mais promissores de
candidatos a farmacos, antes da sintese em laboratério. 1sso agrega valor ao processo de
novas substancias, tornando-o mais otimizado e direcionado, com uma reducao
consideravel do tempo de trabalho e um aumento notéavel na eficiéncia (NASTASA et al.,
2019).

Substancias ativas oriundas de plantas podem ser candidatas potenciais no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (MAHNASHI et al., 2021), sendo
utilizadas no desenvolvimento de farmacos ou como fonte de inspiracdo para moléculas
inovadoras (MAYR et al., 2020).

Nesse estudo demonstramos os provaveis alvos moleculares de 22-HTG
utilizando uma abordagem computacional, e observamos uma elevada probabilidade de
interacdo com o AKR1B10. Alguns estudos demonstraram que AKR1B10 € um
biomarcador importante na terapia anticancer, especialmente em cancer da cavidade oral
(KO et al., 2018; FANG et al., 2020), e inibidores de AKR1B10 sdo considerados
promissores para ensaios clinicos contra carcinomas de células escamosas orais (KO et
al., 2018). Essas informacoes da literatura sdo consideradas relevantes e um fator positivo
no que diz respeito a 22-HTG, uma vez que existe uma energia de ligacéo favoravel com
AKR1B10 na ancoragem molecular.

Na linhagem CAL-27, o gene AKR1B10 é considerado um biomarcador
promissor para 0 prognostico do carcinoma oral de células escamosas, uma vez que 0
aumento da expressao de AKR1B10 vem sendo correlacionado ao aumento do tamanho
do tumor, invasdo e recorréncia da doenca (KO et al., 2018). Esses autores mostraram
que a marcacdo da AKR1B10 em células tumorais escamosas da cavidade oral de origem
humana foi significativamente maior do que em células da mucosa oral normal.

O aumento da expressaio de AKR1B10 estd envolvido com eventos de
proliferacdo celular e com o avango do processo carcinogénico (CAO et al., 1998;
HUANG et al., 2016; PENNING, 2015). Uma vez que AKR1B10 é um provavel alvo de
22-HTG, acredita-se que a citotoxicidade da substdncia frente a células CAL-27,
demonstrada através dos valores de C150, pode estar relacionada com efeitos moleculares
sobre esse gene.

Outros autores ja demonstraram o efeito citototoxico de 22-HTG contra diferentes

linhagens celulares e propuseram a inducdo de apoptose como o mecanismo de morte
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celular (CEVATEMRE et al., 2016; ARANHA et al., 2021), o que também foi
demonstrado no presente estudo para a linhagem CAL-27. Os autores Cevatemre et al.
2016; Aranha 2021 justificaram a inducagéo de apoptose causada pela substacia 22-HTG
devido a disfuncdo mitocondrial, sugerindo a inducdo de apoptose pela via intrinseca.
Inibidores do gene AKR1B10, incluindo produtos naturais e compostos sintéticos,
tem sido investigados para o desenvolvimento de novas drogas anticancerigenas
(HUANG et al., 2016). Por essa razao, destacamos o efeito biologico de 22-HTG contra
células CAL-27 e seu provavel efeito molecular sobre o gene AKR1B10. Além disso, no
que diz respeito a desenvolvimento de novos candidadotos a farmacos com efeito
anticancer, o conhecimento sobre as propriedades farmaconieticas e toxicoldgicas sao
essencias para esse direcionamento. Nesse estudo, através da triagem virtual,
demonstramos que a susbtancia 22-HTG nédo apresenta efeitos carinogenicos e/ ou
mutagénicos e os parametros farmacocinaticos sdo considerados positivos para o

desenvolvimento de drogas com potencial anticancer.

CONCLUSAO

A busca por novas substancias de origem natural que possam reverter ou interferir
no processo carcinogénico levou a identificacdo da substancia 22-HTG. Demonstramos
o efeito citotoxico de 22-HTG contra células CAL-27 e andlise virtual mostrou afinidade
da substancia com o gene AKR1B10, sendo um provavel alvo molecular de 22-HTG.
Nossos resultados corroboram com as informacdes da literatura, uma vez que
demonstramos que 22-HTG induziu apoptose em células CAL-27. Sendo assim, a
substancia 22-HTG pode ser considerada um potencial inibidor do gene AKR1B10,
servindo como agente terapéutico ou como um modelo para o desenvolvomento de novas

estruturas quimicas que sejam Uteis no tratamento de cancer da cavidade oral.
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