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RESUMO

O cancer de mama é um crescimento descontrolado de células epiteliais originarias
dos ductos ou lébulos mamarios. O Instituto Nacional de Cancer estima que o cancer
de mama € o mais incidente em mulheres, com 73.610 novos casos de cancer de
mama registrados para cada ano do triénio 2023-2025, correspondendo a taxa de
41,89 casos a cada 100 mil mulheres. Infelizmente, muitas terapias tradicionais
voltadas ao tratamento do cancer de mama tém limitagcdées que diminuem sua eficacia,
incluindo problemas relacionados a reagbes adversas e ao desenvolvimento de
resisténcia a farmacos. Derivados de quinazolinas demonstraram eficacia contra
canceres de diversos tipos, incluindo formas resistentes a farmacos, representando
assim uma fonte rica para o desenvolvimento de novos quimioterapicos para o
tratamento do cancer de mama. Este estudo avaliou o potencial citotoxico de novas
quinazolinas por meio de ensaios de citotoxicidade in vitro e estudos de eficacia in
vivo. Uma triagem in vitro revelou que duas novas quinazolinas denominadas KDY3 e
KDY23 apresentaram promissora atividade em diversas linhagens celulares de cancer
de mama (4T1, MDA-MB-231, MCF-7), exibindo ICso na faixa de 5,72 a 14,74 uM.
Assim, ambas as substancias foram selecionadas para estudos in vivo. As
substancias foram testadas em um modelo singénico de cancer de mama induzido
pela inoculagdo ortotopica de células de cancer de mama murino 4T1 em
camundongos BALB/c. Os camundongos foram divididos em grupos controle e
tratados. Nos grupos de tratamento, os animais foram tratados com com KDY3 (15 ou
30 mg/kg/semana, com uma dose inicial de 100 ou 200 mg/kg), e KDY23 (15 ou 30
mg/kg a cada trés dias, com uma dose inicial de 100 ou 200 mg/kg) ou doxorrubicina
(5 mg/kg/semana) como controle padrdo. No esquema posolégico de 30
mg/kg/semana com dose inicial de 200 mg/kg KDY3 reduziu significativamente o
volume do tumor (338,61 £ 97,53 mm?® vs. 545,49 + 151,56 mm?* em grupos controles
nao tratados; p = 0,024) sem efeitos letais e sem reducgao significativa do peso dos
animais. Ja os animais do grupo que recebeu com doxorrubicina tiveram significativa
reducao de peso. Isso pode sugerir que o tratamento experimental com KDY3 pode
ter demonstrado menor toxicidade em relacdo ao tratamento controle com
doxorrubicina. A dosagem de citocinas revelou que KDY3 no esquema posologico de

30 mg/kg/semana com dose inicial de 200 mg/kg apresentou efeito imunomodulador,



uma vez que aumentou o nivel de IFN-y no tecido intratumoral. Em concluséo, a
quinazolina KDY3 pode ser considerada uma candidata promissora a farmaco para
tratamento de cancer de mama. Ja KDY23 apresentou bons resultados in vitro, porém

necessita-se de ajustes posoldgicos para diminuir sua toxicidade.

Palavras-chave: cancer de mama; derivados de quinazolinas; atividade antitumoral;
modelo murinho 4T1.



ABSTRACT

Breast cancer is an uncontrolled growth of epithelial cells originating from the
mammary ducts or lobules. The National Cancer Institute estimates that breast cancer
is the most common cancer in women, with 73,610 new cases of breast cancer
registered each year for the three-year period 2023-2025, corresponding to a rate of
41.89 cases per 100,000 women. Unfortunately, many traditional therapies for breast
cancer treatment have limitations that diminish their effectiveness, including problems
related to adverse reactions and the development of drug resistance. Quinazoline
derivatives have demonstrated efficacy against various types of cancer, including
drug-resistant forms, thus representing a rich source for the development of new
chemotherapeutic agents for the treatment of breast cancer. This study evaluated the
cytotoxic potential of new quinazolines through in vitro cytotoxicity assays and in vivo
efficacy studies. An in vitro screening revealed that two new quinazolines, named
KDY3 and KDY23, showed promising activity in several breast cancer cell lines (4T1,
MDA-MB-231, MCF-7), exhibiting I1Cso values in the range of 5.72 to 14.74 pM.
Therefore, both substances were selected for in vivo studies. The substances were
tested in a syngeneic breast cancer model induced by orthotopic inoculation of murine
4T1 breast cancer cells into BALB/c mice. The mice were divided into control and
treated groups. In the treatment groups, animals were treated with KDY3 (15 or 30
mg/kg/week, with an initial dose of 100 or 200 mg/kg), and KDY23 (15 or 30 mg/kg
every three days, with an initial dose of 100 or 200 mg/kg) or doxorubicin (5
mg/kg/week) as a standard control. In the 30 mg/kg/week dosing regimen with an initial
dose of 200 mg/kg, KDY3 significantly reduced tumor volume (338.61 + 97.53 mm?
vs. 545.49 + 151.56 mm? in untreated control groups; p = 0.024) without lethal effects
and without significant reduction in animal weight. Animals in the doxorubicin group,
however, experienced significant weight reduction. This may suggest that
experimental treatment with KDY 3 may have demonstrated lower toxicity compared to
the control treatment with doxorubicin. Cytokine dosage assays revealed that KDY3,
at a dosage regimen of 30 mg/kg/week with an initial dose of 200 mg/kg, showed an
immunomodulatory effect, as it increased the level of IFN-y in intratumoral tissue. In
conclusion, the quinazoline KDY3 can be considered a promising drug candidate for
the treatment of breast cancer. KDY23, on the other hand, showed good results in

vitro, but dosage adjustments are needed to reduce its toxicity.



Keywords: breast cancer; quinazoline derivatives; antitumor activity; 4T1 murine

model.
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1 INTRODUGAO

O Observatdrio Global do Cancer estima que em 2022 o cancer de mama foi o
tipo de cancer com maior incidéncia em mulheres, contando com aproximadamente
2,29 milhdes de novos casos mundialmente. Além de liderar em incidéncia, o cancer
de mama também se destaca como a principal causa de morte relacionada ao cancer
na populagéo feminina, tendo sido responsavel por aproximadamente 670 mil ébitos
neste mesmo ano. Estima-se que até 2050, novos casos e mortes terao aumentado
em 38% e 68%, respectivamente, impactando desproporcionalmente os paises com
baixo IDH (Ferlay et al., 2024; Kim et al., 2025).

O Brasil segue a tendéncia mundial com o cancer de mama liderando as
estatisticas de canceres que mais afetam as mulheres, com estimativa de 73.610 mil
novos casos para cada ano do triénio 2023-2025, totalizando 30,1% dos casos de
cancer, o que representa uma taxa ajustada de incidéncia de 41,89 casos por 100.000
mulheres. A taxa de mortalidade é de 11,71/100 mil no ano de 2021, compondo a
maior taxa de mortalidade de cancer entre as mulheres (INCA, 2022; Santos, 2023).

Os carcinomas de mama apresentam alta heterogeneidade bioldgica, o que
resulta em diferentes progndsticos e respostas terapéuticas. No tratamento do cancer
de mama podem ser considerados diversos esquemas terapéuticos, que consiste em
cirurgia, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. Apesar dos
riscos associados a curto e longo prazo, a quimioterapia continua sendo um
tratamento essencial para prevenir a recidiva em muitas pacientes com cancer de
mama (Warks; Winer, 2019; Zeng et al., 2025).

A terapia anticancer com quimioterapicos tem como desafio o desenvolvimento
de resisténcia aos agentes citotdxicos e as pronunciadas reag¢des adversas, tais como
a cardiotoxicidade irreversivel que pode ser desencadeada pela doxorrubicina. Neste
contexto, torna-se necessario a prospeccdo de novos farmacos que demonstrem
atividade antitumoral, que sejam seguros e eficazes para que possam ser utilizados
na terapéutica (Bansal e Malhotra, 2021; Burguin et al., 2021; Sheibani et al., 2022).

Na pesquisa e desenvolvimento de novos tratamentos de cancer, o uso de
modelos pré-clinicos é crucial. Tais modelos devem representar a doenca, para que
seja feita a busca e validagao de novos farmacos. Assim, a cultura de células tem sido

amplamente usada na pesquisa pré-clinica para prospec¢cdo de possiveis alvos
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terapéuticos e triagem de atividade de potenciais novos farmacos. Entretanto, as
culturas ndo podem prever como um farmaco ira se comportar em uma populagao de
pacientes uma vez que elas ndo modelam adequadamente a biologia do tumor nativo
(Ibarrola-Villava et al., 2018).

Para suprir esta necessidade, modelos de tumor singénicos (também
conhecidos como modelos aloenxerto) podem ser aplicados. Esses modelos sao
provenientes de tecidos tumorais derivados do mesmo historico genético de uma
determinada linhagem de camundongo, criando um modelo imunocompetente. Isso
se faz uma vantagem, uma vez que por meio deste modelo, é possivel a avaliagao da
modulagao imune da substancia testada e também a avaliagdo do impacto desta
substancia no microambiente tumoral (Park et al., 2018).

Na busca por novos farmacos, surge grande interesse por novos derivados de
quinazolina (1,3-benzodiazina), que € uma das classes mais ativas de compostos
aromaticos heterociclicos nitrogenados. A quinazolina frequentemente constitui o
grupo farmacoférico de muitos farmacos que expressam diversas propriedades e
atividades bioldgicas: anti-inflamatérias, antiproliferativas, analgésicas,
antidepressivas, antibacterianas, antifungicas e antivirais (Wdowiak et al., 2021).

Os efeitos antitumorais das quinazolinas podem se manifestar por meio de
diversas vias, sendo a mais comum a inibi¢gao de receptores de tirosina quinase (RTK)
- via crucial em atividade celulares como crescimento, proliferacdo e diferenciacao, e
cuja mutacdo esta associada a carcinogénese (Garcia-Aranda; Redondo, 2017;
Ferreira et al., 2022).

Assim, planejar e avaliar novos derivados de quinazolinas em modelos
experimentais de cancer de mama in vitro e em modelos tumorais in vivo que
mimetizam o desenvolvimento do cancer de mama triplo negativo (TNBC) torna-se
importante ferramenta na pesquisa deste tipo de cancer. Os modelos murinos sao
utilizados para preencher a lacuna entre os estudos pré-clinicos e clinicos, com o

objetivo de avaliar a eficacia e seguranga de candidatos a agentes terapéuticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer de mama

As células se dividem constantemente nos processos de crescimento e
desenvolvimento. Durante esses periodos, diversas mutagdes podem se acumular no
DNA, e as células normais se transformam em células cancerosas como resultado
dessas mutagdes. Aproximadamente 85% das formagdes cancerosas sao observadas
em células epiteliais e sdo denominados carcinomas. Aquelas que se originam em
células mesodérmicas (como 0sso e musculo) sdo sarcomas, € os canceres de tecido
glandular s&o definidos como adenocarcinomas (Akbaba et al., 2021).

O cancer de mama é um adenocarcinoma que se desenvolve a partir das
células das glandulas mamarias, que sao células epiteliais de origem embrionaria e
que formam ductos e Iébulos no 6rgao saudavel. Portanto, o tumor pode surgir a partir
das células dos ductos (carcinoma ductal invasivo) ou a partir das células dos lobos
mamarios (carcinoma lobular invasivo). Cerca de 50% a 80% dos casos de cancer de
mama recém-diagnosticados sao classificados como carcinoma ductal invasivo
(Nascimento; Otoni, 2020).

2.1.1 Carcinogénese

Diversos elementos contribuem para o surgimento do cancer de mama,
incluindo predisposi¢ao hereditaria, fatores ambientais e habitos de vida - como
sedentarismo e alimentacéo inadequada. Além disso, condigdes como mutagdes em
genes especificos (como BRCA1 e BRCA2), idade avangada, sexo feminino, menarca
precoce, menopausa tardia, nuliparidade, falta de amamentagao, histérico familiar
positivo, tecido mamario denso, terapia hormonal e historico de radioterapia no torax
estdo ligadas ao aumento do risco de desenvolvimento do cancer de mama (Xiong et
al., 2025).

O cancer de mama é muito mais provavel de ocorrer em mulheres do que em
homens e também esta altamente associado ao avango da idade e a raga, com
mulheres brancas apresentando as maiores taxas gerais de cancer de mama,
seguidas por mulheres negras, asiaticas e hispanicas, respectivamente. Mulheres

com um parente de primeiro grau que teve cancer de mama tem duas a trés vezes
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mais chances de desenvolver cancer de mama ao longo da vida (Admoun; Mayrovitz,
2022).

A carcinogénese mamaria consiste em uma seérie de eventos genéticos e
ambientais que impulsionam o processo de transformacdo de células normais em
células cancerosas. Essa transformacgado ocorre em estagios distintos, comegando
com a multiplicagado excessiva de células (hiperplasia), seguida por mudangas pré-
cancerosas e, finalmente, pelo desenvolvimento de um tumor localizado (carcinoma
in situ) (Xiong et al., 2025).

No carcinoma in situ, as células anormais se multiplicam, mas permanecem
separadas do tecido circundante por uma camada intacta de células mioepiteliais e
pela membrana basal. A progressao para um cancer invasivo ocorre quando essas
barreiras protetoras se rompem: as células mioepiteliais sdo destruidas e a membrana
basal € degradada. Esse processo permite que as células cancerosas invadam os
tecidos proximos, caracterizando o carcinoma invasivo, e, em estagios avangados, se
espalhem para outras partes do corpo (metastase) (Cowell et al., 2013).

As células do cancer de mama metastatico, ao se disseminarem pelo sangue
ou sistema linfatico, tendem a se alojar principalmente em ossos, figado, pulmdes e
cérebro. Como as metastases sao responsaveis pela maioria das mortes relacionadas
a doencga, identificar precocemente esses focos de disseminagcdo € crucial para
melhorar as chances de tratamento, aumentar a sobrevida dos pacientes e reduzir

significativamente os ébitos (Ibragimova et al., 2023).

2.1.2 Classificagao

Os tumores mamarios podem apresentar diferentes prognosticos e diferentes
respostas terapéuticas devido a sua alta heterogeneidade bioldgica. A classificagéao
dos carcinomas de mama pode ser feita em quatro subtipos com base na expressao
de receptores proteicos utilizando técnicas de imuno-histoquimica e perfil de
expressao genética. Os quatro subtipos sdo: Luminal A, Luminal B, receptor tipo 2 do
fator de crescimento epidérmico humano positivo (HER2) enriquecido e Triplo-
Negativo/basaldide (TNBC) (Zeng et al., 2025).

Esses subtipos sdo comumente agrupados em quatro categorias com base na

expressao imuno-histoquimica dos receptores hormonais: receptor de estrogénio
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positivo (RE+), receptor de progesterona positivo (RP+), receptor tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano positivo (HER2+). O quadro 1 sumariza os subtipos

conforme o seu perfil de expressao de receptores (Orrantia-Borunda et al., 2022).

Quadro 1 — Classificagao do cancer de mama em diferentes subtipos de acordo com
o perfil de expressao de receptores.

Subtipo Perfil de expressao Caracteristicas

Luminal A RE+, RP+/-, HER2- - Frequéncia: 50 a 70%

- Baixa expressao do marcador
de proliferagéo ki67

- Responsivo a hormonioterapia
€ quimioterapia

- Bom prognoéstico

Luminal B RE+, RP+/-, HER2+/- - Frequéncia: 10-20%

- Alta expressao do marcador de
proliferacao ki67

- Responsivas a
hormonioterapia

- Resposta variavel a
quimioterapia e a terapia anti-
HER?2

- Prognéstico regular

Her2-enriquecido RE-, RP-, HER2+ - Frequéncia: 10 a 15%

- Alta expressao do marcador de
proliferacao ki67

- Responsivo a quimioterapia e
a terapia anti-HER2

- Prognéstico regular/ruim

Triplo RE-, RP-, HER2- - Frequéncia: 10 a 15%
negativo/basaldide - Alta expressao do marcador de
(TNBC) proliferagéao ki67

- Responsivas a quimioterapia
- Prognéstico ruim

Fonte: Adaptado de Breast Cancer Resource Book ATCC (2024).

Luminal A, o subtipo mais comum (representando 50-70% de todos os casos
de cancer de mama), é definido por alta expressao de receptores de estrogénio (RE)
e receptores de progesterona (RP) e a auséncia do HER2, e apresentam baixa
expressdo do marcador de proliferagéo celular Ki-67 (menos de 20%). O antigeno

Ki67 € um marcador de proliferacao celular. A alta expressao de Ki67 também reflete
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menores taxas de sobrevivéncia (Orrantia-Borunda et al., 2022). Os tumores Luminal
A sao considerados de baixo grau devido ao seu crescimento lento e prognostico
favoravel devido a uma resposta elevada a terapia (Boix-Montesinos et al., 2021;
Orrantia-Borunda et al., 2022).

O subtipo Luminal B constitui 10—20% dos tumores luminais e € definido pela
expressao de RE e RP e expressao elevada de Ki67, podendo ser HER2+ ou HER2-
. Os tumores Luminal B s&o geralmente diagnosticados em pacientes jovens e sofrem
de um prognostico menos favoravel do que o subtipo Luminal A devido ao crescimento
tumoral acelerado (Boix-Montesinos et al., 2021; Orrantia-Borunda et al., 2022).

O subtipo HER2-enriquecido constitui 10-15% dos céanceres de mama e é
caracterizado pela alta expressdo de HER2 e pela auséncia de expressédo de RE e
RP. Os canceres de mama HER2-enriquecidos apresentam crescimento tumoral mais
rapido, desenvolvimento mais agressivo e tém um prognostico pior em comparagao
aos subtipos Luminal A e B (Boix-Montesinos et al., 2021).

As proteinas da familia do receptor do fator de crescimento epidérmico humano
estao entre os receptores tirosina quinases mais estudados. Essa familia consiste em
quatro membros: Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR, também
conhecido como HER1), HER2, HER3 e HERA4. A superexpressao de HER2 é causada
principalmente pela amplificagdo do seu gene. O receptor HER2 é unico porque nao
possui um ligante conhecido e funciona por meio da heterodimerizagéo induzida por
ligante, particularmente com o HER3. Os heterodimeros HER2/HER3 sé&o
frequentemente observados no cancer de mama e sao cruciais para a ativagao de vias
de sinalizagdo a jusante, como Ras/Raf/MAPK, que estdo envolvidas em diversos
processos criticos, como proliferacdo celular, migragdo, invasdo, atividade
antiapoptotica e angiogénese (Bai et al., 2023; Li et al., 2025; Miski et al., 2025).

O subtipo TNBC representa cerca de 10 a 15% de todos os casos de cancer
de mama e esta frequentemente presente em mulheres jovens (<40 anos). O TNBC
€ caracterizado pela auséncia de expressao de RE, RP e HER2 e alta expressao de
Ki67, e frequentemente apresentam comportamento proliferativo mais agressivo, com
0 prognéstico menos favoravel entre os subtipos de cancer de mama (Boix-
Montesinos et al., 2021; Orrantia-Borunda et al., 2022; Riaz et al., 2025; Zagami;
Carey, 2022).

O National Cancer Institute (NCI), instituicdo do governo dos Estados Unidos,

relata a porcentagem de sobrevivéncia relativa de 5 anos para o cancer de mama,
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mostrando que o melhor padrao de sobrevivéncia foi para mulheres com subtipo
luminal A, com taxa de sobrevivéncia de 94,4%, seguido pelo subtipo luminal B com
90,7%, subtipo HER2 com 84,8% e o subtipo TNBC teve a menor taxa (77,1%). E
importante mencionar que, embora o subtipo de cancer de mama afete a
sobrevivéncia, o estadiamento no momento do diagndstico pode ser o fator mais

importante na determinacgéo do resultado de sobrevivéncia.

2.1.3 Diagnéstico e estadiamento

O sintoma mais comum de cancer de mama é o aparecimento de noédulo,
geralmente indolor, duro e irregular, mas ha tumores que sao de consisténcia branda,
globosos e bem definidos. Outros sinais de cancer de mama séo: edema cutaneo,
retracao cutanea, dor, inversdo do mamilo, hiperemia, descamagao ou ulceragao do
mamilo e secrecdo papilar, especialmente quando € unilateral e esponténea. A
secregdo associada ao cancer geralmente é transparente, podendo ser rosada ou
avermelhada devido a presenga de globulos vermelhos. Podem também surgir
linfonodos palpaveis na axila. Esses sinais e sintomas devem sempre ser
investigados, porém podem estar relacionados a doengas benignas da mama
(BRASIL, 2025).

A identificacao e o diagndstico do cancer de mama envolvem principalmente
exames fisicos clinicos, exames de imagem e exames patoldgicos. A investigagcao do
cancer de mama inicia com o exame fisico, que consiste na palpacao para detectar
nodulos, detecgéo de alteragbes na pele (retragdes, edema) ou secregdo mamilar, e
€ confirmado por meio de exames de imagem e histopatolégicos. Dos exames de
imagem, a mamografia € o padrao-ouro para rastreamento em mulheres acima de 40
anos (Bushan et al., 2021).

A mamografia € uma radiografia da mama que pode revelar anormalidades
benignas ou malignas. E obtida pela aplicacdo de uma pequena dose de radiacéo
através da mama apdés compressao entre duas placas, produzindo uma imagem
radiografica. As mamografias podem ser utilizadas tanto para rastreamento quanto
para diagndstico. O rastreamento mamografico € realizado como uma tentativa de

detectar quaisquer sinais precoces de cancer de mama, mesmo antes do
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aparecimento dos sintomas, reduzindo a mortalidade por meio do diagnostico precoce
(Bushan et al., 2021).

Para a confirmagéo diagnostica, uma biopsia deve ser o exame de preferéncia.
A biopsia deve ser encaminhada para exame anatomopatolégico e € imprescindivel
realizar um estudo de imuno-histoquimica para avaliagdo de RE, RP, HER2 e Ki67.
Estes resultados sdo essenciais para avaliagao prognostica e definicdo terapéutica
(SBOC, 2021).

A doenga € estadiada utilizando o sistema TNM (do inglés: tumor, nodes,
metastases - tumor, linfonodos, metastases) para descrever a extensao anatémica da
doencga. O parametro T varia de Tis (carcinoma in situ) a T4 (tumor com invasao da
parede toracica ou pele), enquanto N categoriza desde NO (sem linfonodos afetados)
até N3 (metastase em linfonodos distantes ou supraclaviculares). Ja M define MO
(auséncia de metastases) ou M1 (metastases em érgaos distantes, como 0ssos ou
pulmées) (MEDSCAPE, 2025).

Adicionalmente, a 82 edicdo do AJCC Cancer Staging Manual incorpora ainda
outros fatores progndsticos cruciais: o status dos receptores de estrogénio e
progesterona, a superexpressao da proteina HER2 e o grau histolégico (G) do tumor.
O grau histolégico descreve a aparéncia e o arranjo das células tumorais ao
microscopio, e utiliza-se o escore de Nottingham para avaliar trés caracteristicas: o
pleomorfismo nuclear, a taxa mitotica e a formagéo de tubulos. O grau histologico é
classificado em uma escala de 1 a 3. O grau 1 (baixo grau) indica que as células
cancerosas se parecem mais com células normais e geralmente crescem lentamente;
o grau 3 (grau alto) indica que as células cancerosas parecem muito diferentes do
normal e tendem a crescer mais rapidamente (Healy, 2024; SBOC, 2021).

A classificagdo TNM combinada com a classificagdo imuno-histoquimica e o
grau histolégico determina o estadio final (de 0 a IV), guiando as opg¢des terapéuticas
e 0 prognostico. O estagio 0 € um carcinoma ductal in situ ndo invasivo. O cancer
invasivo precoce descreve os estagios |, lla e llb, e o cancer localmente avangado
descreve os estagios llla, lllb e lllc. Todos esses estagios do cancer de mama néo
sdo metastaticos. O estagio IV é o cancer de mama metastatico (Trayes; Cokenakes,
2021).

Os canceres de mama em estagio |, definidos anatomicamente como um tumor
de mama menor que 2 cm e sem envolvimento de linfonodos, apresentam sobrevida

especifica para cancer de mama em 5 anos de pelo menos 99%, 94% e 85% para os
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subtipos positivos para receptores hormonais (RH+), superexpressdo-HER2+ e triplo-
negativo, respectivamente. Os canceres de mama em estagio IV apresentam
sobrevida global mediana de aproximadamente 5 anos para os subtipos RH+ ou
HERZ2+ e 1 ano para os triplo-negativos (Waks; Winer, 2019).

O estadiamento sistémico acurado € essencial para definir extensdo da

doenga, prognostico e tratamento personalizado.

2.2 Tratamentos para o cancer de mama

As modalidades de tratamento do cancer de mama podem ser divididas em
tratamento local, que consiste em cirurgia e radioterapia, e o tratamento sistémico,
que consiste em quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. A terapia sistémica
pode ser pré-operatéria (neoadjuvante), pos-operatéria (adjuvante) ou ambas
(National Cancer Institute, 2025; Wang; Wu, 2023; Warks; Winer, 2019).

Para o cancer de mama n&o metastatico, os principais objetivos da terapia sdo
a erradicagdo do tumor da mama e dos linfonodos regionais e a prevengado da
recorréncia metastatica. A terapia local para o cancer de mama nao metastatico
consiste na ressecgao cirurgica ou remogao dos linfonodos axilares, considerando a
possibilidade de radiacdo pos-operatoria. Nestes casos, a terapia sistémica pre-
operatéria baseada em quimioterapia pode reduzir o volume tumoral da mama,
possibilitando a conservacdo da mama e diminuindo a necessidade de disseccao dos
linfonodos axilares (Warks; Winer, 2019; Wang; Wu, 2023).

Para o cancer de mama metastatico, o principal objetivo terapéutico é prolongar
a sobrevida e, adicionalmente, aliviar os sintomas. Os tratamentos sistémicos
baseados em quimioterapia continuam sendo a opgao preferencial, e a cirurgia é
utilizada apenas como terapia paliativa em pacientes selecionados. No entanto, os
beneficios de sobrevida das estratégias de tratamento tradicionais sao limitados
(Wang; Wu, 2023; Warks; Winer, 2019).

O subtipo de cancer de mama orienta a terapia sistémica padrao administrada.
Para todos os tumores positivos para receptores hormonais, a terapia endoécrina (TE)
€ a principal linha de tratamento (com alguns pacientes também necessitando de

quimioterapia). Nos tumores que superexpressam a proteina HER2, a abordagem



24

padrdao combina quimioterapia com anticorpos direcionados a este receptor (com
terapia enddcrina administrada adicionalmente, se houver positividade simultanea
para receptores hormonais). Ja para o cancer de mama triplo-negativo, a
quimioterapia convencional permanece como a principal opgéo de tratamento. Dessa
forma, o tratamento é personalizado conforme as caracteristicas do tumor, conforme
demonstrado na figura 1 (INCA, 2022; Warks; Winer, 2019).

Figura 1 — Subtipos de cancer de mama: prognédstico e tratamentos padrao.

Terapia padrao

Melhor
progndstico

‘ Terapia endocrina ] A

Luminal A (~40%)

/ [ RH + (RE+ efou RP+), HER2-

RH + (RE+ elou RP+), HER2+/-

| Luminal B (~20%)
Anti-HER2 + terapia endécrina

Quimioterapia + tratamento ]

Receptores

RH: receptor hormonal

RE: Receptor de estrogénio
RP: Receptor de progesterona
HER2: Receptor do Tipo 2 do
Fator de Crescimento Epidermico
Humano

Triplo negativo (~15-20%) Quimioterapia
RH- (RE-, RP-), HER- Pior

progndstico

Legenda: Classificagdo molecular e abordagens terapéuticas padrao no cancer de mama. A
figura descreve os principais subtipos tumorais (Luminal A, Luminal B, HER2-positivo e Triplo
Negativo), suas caracteristicas imuno-histoquimicas (receptores hormonais e HER2) e os
tratamentos recomendados para cada categoria.

Fonte: Adaptado de Cilibrasi et al., 2021.

A terapia enddcrina, adjuvante ou paliativa, neutraliza o crescimento tumoral
promovido por estrogénio. Ela deve ser oferecida as pacientes com qualquer grau de
positividade no resultado do exame de imuno-histoquimica para receptores hormonais
(RE e RP), exceto nos casos de contraindicagao absoluta (BRASIL, 2024).

Aproximadamente 70% de todos os canceres de mama apresentam expressao
de RE e/ou RP e, portanto, sdo potencialmente sensiveis a agentes que tém como

alvo a via de sinalizagdo do estrogénio. A sensibilidade a terapia enddécrina esta
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diretamente associada a expressao dos receptores hormonais (INCA, 2022; Patel et
al., 2023; Wang; Wu, 2023; Warks; Winer, 2019).

O arsenal tradicional de tratamento enddcrino consiste em moduladores
seletivos do receptor de estrogénio, inibidores da aromatase, e o fulvestranto —
antagonista do receptor de estrogénio que promove sua degradagao (Gheysen et al.,
2024).

Dentre as terapias enddcrinas utilizadas mais comumente, o tamoxifeno € um
modulador seletivo do receptor de estrogénio que inibe competitivamente a ligagao do
estrogénio ao seu receptor, e é eficaz em mulheres na pré e pés-menopausa. Em
pacientes na pré-menopausa, o tamoxifeno 20 mg por dia durante 5 anos pode reduzir
o risco de recorréncia em cerca de 50% nos primeiros 4 anos. Uma duragdo mais
longa do tratamento com tamoxifeno resulta em uma reducdo ainda maior da
recorréncia e da mortalidade por cancer de mama (Wang; Wu, 2023).

Ja os inibidores da aromatase (anastrozol, exemestano e letrozol) diminuem os
niveis circulantes de estrogénio ao inibir a conversdo de androgénios em estrogénio,
e sao eficazes apenas em mulheres na pés-menopausa ou em pacientes submetidas
a supressao ovariana, usualmente alcangada com o uso de analogos de hormdnio
liberador de gonadotrofina (Ciringione; Rizzi, 2025; Warks; Winer, 2019).

Dentre os tumores tratados com terapia enddécrina, estima-se que 40%
desenvolvem resisténcia ao tratamento ao longo do tempo, levando a recidiva e
mortalidade potencial. Alguns pacientes apresentam resisténcia intrinseca primaria,
definida como progressao da doenca em até 6 meses apods o inicio da TE para cancer
de mama metastatico ou recidiva em até 2 anos apos o inicio da TE adjuvante para
cancer de mama inicial. A resisténcia endodcrina secundaria, definida como progressao
26 meses apods o inicio da TE para cancer de mama metastatico, acaba se
desenvolvendo na maioria das pacientes (Warks; Winer, 2019; Patel et al., 2023;
Ciringione; Rizzi, 2025).

As abordagens terapéuticas atuais para o cancer de mama HER2-positivo
envolvem predominantemente o uso de farmacos direcionados, como anticorpos anti-
HERZ2, inibidores da tirosina quinase e conjugados anticorpo-farmaco (Li et al., 2025).

Atualmente, trastuzumabe e pertuzumabe sdo aprovados pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o tratamento do cancer de mama
HER2+. O trastuzumabe é um anticorpo monoclonal que age ligando ao dominio
extracelular IV do HER2, inibe o complexo de sinalizagdo HER2/HER3/PI3K
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independente de ligante, aumenta a citotoxicidade celular dependente de anticorpos
(ADCC) e, em ultima instancia, leva a morte das células cancerosas (INPI, 2024).

A eficacia do trastuzumabe foi evidenciada em varios ensaios clinicos, e este
farmaco foi incorporado em protocolos clinicos para o tratamento de cancer de mama
com superexpressao de HER2. Entretanto, a resisténcia ao trastuzumabe é
relativamente comum e, diante disso, o desenvolvimento de novas moléculas com
mecanismos de agdo complementares e/ou sinérgicos se faz necessario. Nesse
contexto, foi desenvolvido um anticorpo monoclonal de segunda geragédo, o
pertuzumabe, que tem um mecanismo de agao diferente do trastuzumabe, tendo sido
desenhado especificamente para evitar a formacao de heterodimeros HER2-HER3 na
superficie das células. O anticorpo funciona, portanto, de forma complementar ao
trastuzumabe, uma vez que os dois agentes tém como alvo regides diferentes do
receptor HER2 (INPI, 2024).

Um exemplo de sucesso de anticorpos conjugados a outros farmacos (também
conhecidos como ADC, do inglés Antibody-Drug Conjugate), € o trastuzumabe-
entansina, que consiste em um anticorpo monoclonal que se liga ao receptor HER2
acoplado a uma farmaco inibidor da polimerizacao de tubilina, denominada entansina
(DM1) (INPI, 2024).

Devido a influéncia do tratamento na expressdo de HER2 das células tumorais,
os tratamentos com quimioterapia e terapia anti-HER2 podem ter a sensibilidade
diminuida. Isto ficou evidenciado em um estudo anterior que constatou que 21,4% das
pacientes transitaram de um status HER2-positivo para HER2-negativo apds terapia
neoadjuvante. Essa transicdo € atribuida a terapia direcionada, que pode eliminar
seletivamente as células tumorais com superexpressdo de HER2, preservando as
células tumorais HER2-negativas, o que pode contribuir para o risco de recorréncia e
metastase do cancer (Li et al., 2025).

Um mecanismo critico de resisténcia no cancer de mama com superexpressao
de HER2 envolve a ativagdo aberrante da via PI3SK/Akt/mTOR, aumentando a
proliferacdo e a sobrevivéncia das células tumorais. Assim, a utilizacdo de farmacos
que tém como alvo elementos desta via de sinalizagdo poderia potencialmente
interromper a transdugdo de sinal de multiplas fontes, mitigando a resisténcia a
farmacos em terapias direcionadas a HER2. Consequentemente, pequenas moléculas
que tém como alvo essas vias se mostraram promissoras na diminuicido da resisténcia
(Li et al., 2025).
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Um exemplo de inibidores da via PI3K/Akt/mTOR sao os inibidores de quinase
lapatinibe e neratinibe, que possuem registro na ANVISA e é aprovado para o
tratamento de cancer de mama metastatico HER2-positivo. Mas embora oferecam
terapia personalizada e sejam menos invasivas do que outras terapias, sua eficacia
pode ser limitada, podem apresentar reacbes adversas indesejados e podem ter
precos elevados. Portanto, sdo necessarios mais estudos para criar pequenas
moléculas inibidoras de quinase que sejam mais praticas e de menor custo para uso
terapéutico (Bansal; Pandey; Ruwali, 2023).

O cancer de mama triplo-negativo € um subtipo agressivo de cancer de mama
com progndstico desfavoravel e opgdes de tratamento limitadas. E caracterizado pela
auséncia de receptores de estrogénio e progesterona, e ndo apresenta amplificacéo
do receptor 2 do HER2. Portanto, as terapias enddcrinas tradicionais sao ineficazes,
€ a quimioterapia era a unica opgao sistémica disponivel para esse subtipo da doenga
até o advento da imunoterapia. O tratamento comumente consiste em
poliquimioterapia, visando anular os efeitos de um mecanismo de resisténcia
especifico a determinado agente (Dvir; Giordano; Leone, 2024; King et al., 2017).

A poliquimioterapia compreende diversas familias de farmacos citotoxicos,
incluindo agentes alquilantes, antraciclinas e inibidores da tubulina. A ciclofosfamida
€ um agente alquilante da classe das mostardas nitrogenadas que reagem com grupos
nucleofilicos do DNA (nitrogénios das bases do DNA) por meio de liga¢des covalentes,
e dessa forma interrompem a replicacéo ou a transcricdo do mRNA para a sintese de
proteinas, prejudicando a fungao celular, o crescimento celular e a sobrevivéncia
(BRASIL, 2024; Herrmann et al., 2023).

As antraciclinas (doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina e idarrubicina)
sdo antibidticos tetraciclicos. O mecanismo de acédo é a intercalagdo no DNA,
preenchendo assim a lacuna entre o DNA e a enzima topoisomerase Il (Topll),
formando eficazmente o complexo farmaco-Topll-DNA e provocando, assim, o0s
efeitos inibitérios no processo de replicagao e transcricido do DNA. Ja os taxanos,
como o docetaxel e paclitaxel, agem inibindo a mitose: eles se ligam a subunidade
beta da tubulina, acelerando o processo de polimerizacao e estabilizando fortemente
a ligacado apos a formacao dos microtubulos. Como o processo natural de divisao
celular envolve a polimerizagdo e, em seguida, a despolimerizagdo da tubulina, os
taxanos promovem um ciclo celular defeituoso e a morte celular espontanea, por
apoptose (Bignold, 2020; BRASIL, 2024; Burguin et al., 2021).
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Regimes a base de taxanos sao utilizados para tratar doencas de menor risco,
e as antraciclinas sao incluidas em regimes que visam canceres triplo-negativos com
envolvimento de linfonodos. A aplicacdo de antraciclinas permanece controversa, mas
parece ser essencial em pacientes de alto risco, como os subtipos triplo-negativo e
HER-2 positivo (Wang, 2023).

O uso da quimioterapia apresenta diversas desvantagens, como falta de
seletividade, toxicidade excessiva para os 6rgéos, baixa especificidade e resisténcia
intrinseca ou adquirida a quimioterapia. A maioria dos agentes quimioterapicos é
citotoxica por natureza e afeta a vida dos pacientes por um longo periodo apés o
tratamento, reduzindo significativamente a qualidade de vida dos pacientes (Bansal;
Malhotra, 2021).

Cada uma das moléculas das classes dos taxanos, das antraciclinas e a
ciclofosfamida pode perder eficacia devido ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia. A resisténcia adquirida aos farmacos pode desenvolver-se durante o
tratamento de tumores inicialmente sensiveis e pode ser causada por mutacdes que
surgem durante o tratamento, bem como por diversas outras respostas adaptativas,
como o aumento da expressao do alvo terapéutico e a ativagao de vias alternativas
de sinalizagao compensatéria (Holohan et al., 2013).

Um exemplo de mecanismo de resisténcia € a superexpressao da
glicoproteina-p (P-gp), uma proteina transportadora pertencente a familia ABC (ATP-
Binding Cassette), que confere resisténcia a antraciclina e aos taxanos. Alteragdes
nos microtubulos também podem levar a resisténcia aos taxanos. A superexpressao
da B-tubulina Ill induz resisténcia ao paclitaxel. Além disso, mutagdes nas proteinas
associadas aos microtubulos afetam a dindmica dos microtubulos e melhoram a
resisténcia aos taxanos. Sabe-se que multiplas enzimas estdo envolvidas na
metabolizagdo da ciclofosfamida, levando a sua resisténcia. Por exemplo, mutacdes
nas glutationa S-transferases, enzimas envolvidas em reagdes de conjugagao que
metabolizam farmacos, podem afetar a metabolizagdo da ciclofosfamida (Burguin et
al., 2021).

Uma das principais desvantagens da quimioterapia sao suas reagoes adversas.
Os eventos iniciais (0 a 6 meses de tratamento) incluem fadiga, alopecia, citopenia
(redugado do numero de células sanguineas), dor muscular, disfungdo neurocognitiva

e neuropatia periférica. Os eventos crénicos ou tardios (apds 6 meses de tratamento)
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incluem cardiomiopatia, canceres secundarios, menopausa precoce, esterilidade e
impactos psicossociais (Burguin et al., 2021).

A cardiomiopatia € a principal reagdo adversa da doxorrubicina, e com
frequéncia é irreversivel. Esta miocardiopatia pode apresentar-se de forma aguda, por
meio de alteragbes eletrocardiograficas anormais e/ou aumento da troponina T
plasmatica e, geralmente, associada ao derrame pericardico (Sheibani et al., 2022).

Além dos agentes citotoxicos citados, existem também outras alternativas
terapéuticas disponiveis na clinica para o cancer de mama triplo negativo. Novas
terapias incluem os inibidores da poli(ADP-ribose) polimerase (PARP) e inibidores de
checkpoint PD-1 (Riaz et al., 2025).

Inibidores de PARP (como o olaparibe) demonstraram eficacia substancial no
tratamento de TNBC associado a uma mutacdao em BRCA1 ou BRCA2. BRCA1 e
BRCAZ2 sao genes supressores de tumor que codificam proteinas essenciais para o
reparo de quebras de fita dupla de DNA por recombinagao homéloga. Quando esses
genes sofrem mutagao, a via de recombinagao homdéloga fica comprometida, tornando
as células dependentes de mecanismos alternativos de reparo. Alternativamente,
quebras na fita de DNA podem ser reparadas por outra maquinaria, envolvendo a
enzima PARP. A inibicao de PARP leva ao acumulo de quebras de fita dupla. Em
células com BRCA1/2 funcional, essas quebras podem ser reparadas pela via de
recombinagcdo homodloga. No entanto, em células deficientes em BRCA1/2, a via de
recombinacdo homologa torna-se ndo funcional, levando ao acumulo de danos
irreparaveis, instabilidade genémica e, por fim, morte celular (Park et al., 2024; Riaz
et al., 2025).

O receptor de morte celular programada 1 (PD-1) é expresso na superficie de
células efetoras do sistema imunolégico. Ele é ativado principalmente pelo ligante PD-
L1, que pode ser expresso por todas as células humanas. A via PD-1/PD-L1
desempenha um papel sutil na manutencao da tolerancia periférica dos linfécitos T.
No cancer, a expressdo de PD-L1 parece ser um dos principais mecanismos de
escape imunologico. Exemplos de farmacos com este mecanismo de agéo sé&o os
anticorpos monoclonais nivolumabe e pembrolizumabe (Riaz et al., 2025; Schitz et
al., 2017).

Apesar desses grandes avangos, o tratamento bem-sucedido do cancer de
mama triplo negativo ainda € uma necessidade ndo atendida. Atualmente, apenas

cerca de 40% das pacientes com TNBC sao elegiveis para tratamento com inibidores
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de checkpoint imunolégico. Além disso, os beneficios associados a imunoterapia sao
menos pronunciados no TNBC em comparagédo a muitos outros tumores sélidos, e a
maioria das pacientes que recebem esse tratamento desenvolve resisténcia
adaptativa. A terapia com inibidores de PARP ¢ limitada a pacientes com mutacdes
germinativas BRCA1/2, que representam 10-30% de todos os casos de TNBC. No
entanto, aproximadamente 50% das portadoras de mutagdes germinativas BRCA1/2
nao respondem aos inibidores de PARP em contextos neoadjuvantes, e a duragao
mediana da resposta € de apenas 6 meses em doenga avangada (Mehlich; Marusiak,
2022; Riaz et al., 2025).

Os mecanismos de resisténcia de inibidores de PD-1/PD-L1 primaria incluem a
falta de imunogenicidade tumoral; rejeicdo por células T; falta de resposta ao
interferon; mutagdes no EGFR, fatores imunossupressores locais no microambiente
tumoral, como a célula supressora derivada de mieloides (CSDM). Ja os mecanismos
de resisténcia adquirida podem estar relacionados aos seguintes fatores: exaustao e
perda da fungdo das células T; processamento ou apresentagdo prejudicados de
neoantigenos; complexidade do microambiente tumoral (Tang et al., 2022).

A pesquisa de novos farmacos para o tratamento do cancer de mama é&,
portanto, essencial devido a heterogeneidade da doenca e as limitagdes das terapias
convencionais. Subtipos agressivos, como o cancer de mama triplo-negativo, ainda
apresentam prognéstico desfavoravel e opgdes terapéuticas restritas, destacando a

necessidade de abordagens inovadoras.

2.2 Modulagao do microambiente tumoral

Um importante fator que desempenha um papel fundamental na progresséo do
cancer, tornando-o um alvo promissor para novas abordagens terapéuticas, é o
chamado microambiente tumoral (MAT). O MAT se refere ao ambiente celular e
molecular associado a célula tumoral. O MAT é composto de células imunes, células
estromais, matriz extracelular e moléculas de sinalizagdo secretadas por esses
diferentes tipos de células. A comunicagao entre células cancerosas e outros tipos de
células ajusta funcionalmente o microambiente, impactando a progressao do tumor de
mama e a eficacia terapéutica (Quail; Joyce, 2013).

As células do sistema imune sdo importantes atores no MAT. O

desenvolvimento do cancer € normalmente reprimido pelo sistema imunolégico, um
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processo denominado “imunovigilancia”. No entanto, para que ocorra a progressao
tumoral, as células cancerosas desenvolvem estratégias sofisticadas para escapar
dessa vigilancia imunoldgica - conceito conhecido como “imunoedigdo” do céancer.
Aqui, postula-se que o sistema imunoldgico exerce agdes paradoxais, tanto de
protecao do hospedeiro, quanto de estimulagao do crescimento do tumor (Silva, E. et
al., 2021; Tower; Ruppert; Britt, 2019).

Na imunoedigdo, as células malignas e imunes interagem entre si em trés
etapas distintas: eliminagao, equilibrio e escape, conforme representado na figura 2.
A eliminagdo (imunovigilancia) € a primeira etapa, onde o sistema imunoldgico
identifica e destréi células tumorais nascentes. Esta etapa envolve células imunes
inatas, como macrofagos e células natural killer (NK), bem como células da imunidade
adquirida, em particular linfécitos T, mas provavelmente também células B (que
produzem anticorpos) (Kroemer et al., 2023).

Em seguida, na fase de equilibrio, as células cancerosas e imunes atingem um
equilibrio: o sistema imunolégico consegue controlar, mas n&do eliminar
completamente as células cancerosas, que entdo podem proliferar localmente e sofrer
mutagdes. Variantes de células tumorais que adquiriram resisténcia a eliminagao
entram entdo na fase de escape, a etapa final do processo, marcada pela formagao
de um MAT imunossupressor, permitindo o crescimento descontrolado do tumor e sua
deteccao clinica. Essa evolucdo reflete a capacidade adaptativa do tumor em

contornar as defesas imunologicas (Salemme et al., 2021).
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Figura 2 — Papel das diferentes células e citocinas na imunoedi¢ao e na
progressao tumoral

Imunidade antitumoral Citocinas chave:
Altes nivels de céls. T efetoras e céls. citotdxicas no MAT IFN-y, TNF-a, IL-12, 1L-18,
Necrose, apoptose e diminuigdo da vascularidade IL-1q, IL-1B, IL-6, IL-2

Alta atividade citotoxica e apresentagio de antigenos
Inflamac&o induzida por células Th1
Redugdo do volume tumoral

Citocinas chave:
TGF-B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
MCP-1, CXCL1/2/3, CSF1/2/3,
VEGF, COX2, PGE2

Eliminacdo Equilibrio Escape
Perda liquida do nimero de células tumorais Pouca alteracdo no nimero de células tumorais Ganho liquido do niimero de células tumorais
ReducHo liquida do volume tumoral Pouca alteracdo do volume tumoral Ganho liquido do volume tumoral
Perda liquida da vascularizagdo tumoral Pouca alteracdo da vascularizacdo tumoral Ganho liquido da vascularizacdo tumoral

Legenda: Mecanismos da resposta imune no microambiente tumoral (MAT). A figura ilustra
os processos de eliminagao, equilibrio e escape tumoral, destacando os principais tipos
celulares (como células T efetoras, macrofagos M1/M2, células dendriticas e neutrdfilos
N1/N2) e citocinas envolvidas em cada fase. Também sao apresentados os efeitos associados
a regressao (necrose, apoptose, reducdo de vascularizagdo) ou progressdo do tumor
(angiogénese, supresséo imune). As citocinas sao classificadas de acordo com seu papel pro-
inflamatorio (IFN-y, IL-12, TNF-a) ou imunossupressor (TGF-B, IL-10). Abreviaturas: MAT
microambiente tumoral; CD:células dendriticas; CSDMs: células supressoras derivadas da
linhagem mieléide; Tregs: células T regulatérias.

Fonte: Adaptado de Burkholder et al. (2014).

Com base na atividade das populagdes de células imunes inatas e adaptativas
envolvidas no processo de imunoedigdo, podemos identificar duas subclasses
principais de células imunes: as células imunossupressoras e as imunoestimulantes.
As células consideradas como exercendo agao imunossupressora estao associadas
a uma atividade pro-tumoral, enquanto que as estimulantes estdo associadas a uma
resposta antitumoral (Salemme et al., 2021).

As células tumorais comunicam-se com o microambiente tumoral através das
citocinas, que sdo pequenas proteinas que irdo atuar como mensageiro quimico e
desempenham um papel na comunicagdo entre as células por meio de sinalizagéo
enddcrina, paracrina ou autocrina. As citocinas incluem quimiocinas, interleucinas
(ILs), adipocinas, interferons (IFN), fatores estimulantes de col6nias (CSFs) e fator de
necrose tumoral (TNF). Elas sao produzidas por células do sistema imune como os
macrofagos, linfécitos e mastocitos, e também séo secretadas por células endoteliais,
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fibroblastos, e uma variedade de células estromais e algumas células cancerosas
(Habanjar et al., 2023).

Dentre as células que fazem parte do microambiente tumoral que sao
influenciadas pelas citocinas, ha os linfécitos T auxiliares (CD4+), que podem ser
divididos em tipo 1 (Th1), tipo 2 (Th2), tipo 17 (Th17) e reguladores (Treg). Os
classificados como Th1 s&o induzidos por de IFN-y e IL-12 e induzem a expanséao
clonal das células CD8+, que possuem efeito antitumoral eliminando as células
cancerosas através da secregao de granzimas e perforinas, e, portanto, sua presencga
esta associada a uma melhor progresséao clinica. Os linfécitos T reguladores (Treg)
tem agao pro-tumoral, uma vez que promove a imunossupressao pela secregao de
citocinas imunossupressora, tais como IL-10 e o fator de crescimento transformador-
B (TGF-B) (Li; Tsang; Tse, 2021).

Outras importantes células imunes presentes no microambiente tumoral séo os
macrofagos associados ao tumor. Eles podem se diferenciar em dois diferentes
fendtipos polarizados: M1 e M2. Os macrofagos M1 sédo induzidos pelas citocinas
secretadas pelos linfocitos Th1 (IFN-y e TNF) e produzem espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ROS e NOS) e liberam citocinas pro-inflamatérias, portanto
exercem efeitos antitumorais. Em contrapartida, os macréfagos do tipo M2 séao
induzidos pelas citocinas produzidas pelo linfécito Th2 (IL-4, IL-10 e IL-13) e tem como
efeito a imunossupresséo, indu¢cdo da angiogénese e apoiam o crescimento tumoral
e metastase, logo, tem efeito pro-tumoral (Qiu et al., 2018).

Os neutrdfilos associados ao tumor (NAT), assim como os macréfagos,
também exibem fendtipos polarizados. O NAT do tipo N1 é pro-inflamatério e
antitumoral, e este fenétipo é induzido pela exposicédo a IFN-y e IFN-B. O fendtipo N2,
pro-tumoral e anti-inflamatério, € induzido pela exposicdo ao TGF-, e em modelos
animais com cancer de mama, ele pode recrutar células imunossupressoras no
microambiente tumoral bem como reduzir a proliferacdo de CD8+ (Fridlender et al.,
2009; Burugu et al., 2017).

As células supressoras derivadas da linhagem mieloides (CSDMs) séao
compostas por células mieloides imaturas heterogéneas e suprimem a resposta
imune. Séao classificadas em CSDMs monociticas e CSDMs granulociticas. As CSDMs
secretam citocinas imunossupressoras, incluindo IL-10 e TGF-3, que induzem células
T reguladoras e influenciam a fungdo das células NK (natural killer). Citocinas e

quimiocinas promovem o acumulo de CSDMs em locais tumorais no cancer de mama.
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Essas citocinas incluem IL-6, IL-1B8, G-CSF, M-CSF, GM-CSF e TGF-1B (Cha; Koo,
2020).

Além disso, o aumento de CSDMs reduz o numero de células T CD4+ e CD8+
e modula ainda mais a expressao de citocinas como IFN-y, IL-4 e IL-10 no bago.
Assim, a proliferagdo das células imunes localizadas no microambiente tumoral tem
grande impacto na imunidade sistémica (Shigehiro et al., 2022).

Outra importante célula que faz parte do estroma tumoral sao os fibroblastos,
mais especificamente os fibroblastos associados ao céancer (FAC). Quando
comparado a fibroblastos normais, € possivel observar que os associados ao tumor
possuem uma taxa de proliferagao consideravelmente maior. Essas células secretam
fatores soluveis e enzimas que alteram a matriz, como o fator de crescimento
endotelial vascular A, TGF-B, e metaloproteinases de matriz (MMP), promovendo
assim a progressao do tumor e angiogénese, e favorecendo a metastase (Giorello et
al., 2021).

O aumento da secrecédo de TGF-f pelos fibroblastos associados ao tumor faz
com que o tumor apresente um aspecto fibroso, uma vez que esta citocina promove a
producao de colageno do tipo I. A fibrose associada ao cancer € um componente
critico do microambiente tumoral, que impacta significativamente no comportamento
do cancer. No entanto, ha uma controvérsia significativa quanto a fiborose como um
fator predominantemente promotor ou supressor de tumores. O efeito da fibrose
depende do contexto e, provavelmente, inibe e favorece o cancer sob certas
condi¢cdes (Chandler et al., 2019).

O microambiente tumoral afeta a eficacia da quimioterapia de varias maneiras,
e, em contrapartida, os agentes quimioterapicos podem modificar os componentes do
microambiente tumoral. Os danos causados as células pelos agentes quimioterapicos
fazem com que haja liberagao de padrdes moleculares associados a danos (DAMPs),
que serao reconhecidos pelas células imunes e irdo induzir uma morte celular
imunogénica. Adicionalmente, alguns agentes como as antraciclinas podem suprimir
linfécitos regulatérios (Treg) e assim induzir um perfil antitumoral. Outro exemplo de
modificagdo do microambiente é o favorecimento do fendétipo M1 causado por
paclitaxel e docetaxel (Li et al., 2021).

Portanto, o MAT é cada vez mais reconhecido como um alvo de tratamento, e
a sua avaliagao se tornou um componente critico do tratamento do cancer de mama

uma vez que o crescimento tumoral pode ser restringido por meio da modulagéo da
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resposta imune. Bloquear citocinas promotoras de tumores ou ativar e amplificar
citocinas inibidoras de tumores sédo consideradas terapias direcionadas ao cancer.
Sendo assim, surge um crescente interesse na exploragdo de substancias
imunomoduladoras em tratamentos de céancer, com o objetivo de melhorar a reagao

imunoldgica contra tumores (Li et al., 2021; Habanjar et al., 2023).

2.3 Modelos pré-clinicos no cancer de mama

A pesquisa para a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos comega
com os primeiros grandes testes de triagem, nos quais € possivel identificar
substancia ativa (hit). Apos investigagcdes mais aprofundadas, ocorre a selegao de
uma molécula, o protétipo (lead), que € uma substancia (ou série de substancias) que
satisfaz critérios minimos predefinidos para viabilizar a futura otimizacao de estrutura
e atividade. Alguns autores consideram que uma substancia sé poderia ser chamada
de protétipo se ela demonstrar efeito em um modelo animal da doencga alvo (Duelen
et al., 2019; Noél, 2019).

A fase pré-clinica abrange diversos experimentos, incluindo avaliagado ex vivo
(com tecidos isolados), in vitro (em culturas celulares) e avaliagdes in vivo de novas
terapias em modelos animais. Simulagdes ex vivo ou in vitro sao benéficas porque
permitem aprimoramentos na pesquisa cientifica. No entanto, € importante reconhecer
que os resultados obtidos nesses sistemas simplificados nao refletem a complexidade
de um organismo vivo, destacando a necessidade complementar de estudos em
modelos animais para uma avaliacado mais abrangente e translacional (Moctezuma-
Ramirez et al., 2023).

Dos modelos in vitro bidimensionais disponiveis, as linhagens de células
cancerosas podem fornecer uma fonte ilimitada de material biolégico de baixo custo e
facil manuseio. Por esse motivo, sdo os primeiros componentes-chave dos estudos
basicos de pesquisa sobre cancer e dos processos de descoberta de farmacos
(Ciringione; Rizzi, 2025).

Os modelos de cancer de mama podem utilizar diversas linhagens tumorais,
como 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231. A linhagem de células de carcinoma mamario 4T1
€ uma linhagem celular tumoral transplantavel, derivada do tecido da glandula
mamaria de camundongos BALB/c. O carcinoma mamario originado das células 4T1

sdo utilizados para investigar o cancer de mama triplo negativo, que ndo apresentam
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expressao proteica do receptor de estrogénio, receptor de progesterona e receptor 2
do fator de crescimento epidérmico (Pulaski et al., 2000; Schrors et al., 2020; Witt;
Tollefsbol, 2023).

Ja a linhagem MCF-7 é uma linhagem derivada do derrame pleural de uma
paciente caucasiana de 69 anos com cancer de mama metastatico, e esta linhagem
expressa receptores de estrogénio, progesterona e glicocorticoides. A linhagem MCF-
7 € um carcinoma ductal invasivo classificado como subtipo luminal A, por possuir
expressao do receptor de estrogénio (RE) e de progesterona (RP), tornando-o um
modelo ideal para estudar a resposta hormonal. Esta linhagem n&o possui
superexpressao do receptor do fator de crescimento epidérmico 2 (HER2) (Camairillo
et al., 2014).

A linhagem celular MDA-MB-231 foi isolada de um derrame pleural de um
paciente com carcinoma ductal invasivo e € comumente usada para modelar cancer
de mama em estagio avangado. Esta linhagem celular € negativa para receptores de
estrogénio, progesterona, E-caderina, e expressa p53 mutado. A linhagem MDA-MB-
231 é uma linhagem de células adenocarcinoma que foi classificada como cancer de
mama triplo-negativo (Welsh, 2013).

E importante ressaltar que o desenvolvimento de modelos pré-clinicos
relevantes deve considerar que as ceélulas tumorais estdo inseridas em um
microambiente tumoral composto por componentes estromais, vasos sanguineos,
fibroblastos e células do sistema imunolégico. De fato, a interagdo entre o
microambiente tumoral e as células tumorais abre um leque de novas perspectivas
terapéuticas, que visam a modulagao desta interagao (Li et al., 2021).

As principais deficiéncias em modelos bidimensionais de células cancerosas
incluem a falta de heterogeneidade celular e 0 microambiente tumoral, que influenciam
significativamente no desenvolvimento do cancer e na resisténcia ao tratamento.
Modelos mais avancados que refletem adequadamente a heterogeneidade e a
complexidade da doenga humana s&o mais relevantes para o desenvolvimento de
tratamento (Denayer et al., 2014).

Embora persistam preocupacdes éticas O&bvias, os modelos animais
frequentemente representam o padrao ouro para a compreensao do desenvolvimento
de doencas e da resposta ao tratamento. Atualmente, o desenvolvimento de farmacos
anticancer requer avaliagdo em modelos animais para garantir eficacia e seguranca

antes de passar para ensaios em humanos, como uma compreensao da
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farmacocinética/farmacodinamica das novas substéncias antitumorais (Boix-
montesinos et al., 2021).

Alguns dos modelos murinos mais utilizados s&o gerados pelo enxerto de
linhagens celulares cultivados em camundongos imunodeficientes (xenoenxertos). No
entanto, estudos imunoldgicos ainda nao s&o viaveis nesses modelos, 0 que é uma
desvantagem uma vez que muitos farmacos tém como alvo células tumorais e
imunoldgicas, ou alteram o cenario imunolégico. Como alternativa, se utiliza o
chamado modelo singénico. Modelos murinos singénicos s&o tumores derivados de
células cancerosas murinas enxertadas em linhagens de camundongos
geneticamente idénticas. Sao ferramentas amplamente utilizadas para estudar a
imunidade tumoral e a resposta imunoterapica no contexto de um sistema imunologico
murino totalmente funcional. Modelos de camundongos singénicos nos quais células
cancerosas murinas, como 4T1, sao injetadas em camundongos imunocompetentes
(por exemplo, BALB/c) mostram metastase mais eficaz, com caracteristicas
semelhantes as de pacientes com cancer de mama (Park et al., 2018; Zeng et al.,
2022).

O modelo de cancer de mama induzido por células 4T1 em camundongos
isogénicos (inbred) BALB/c fémeas de 6 a 8 semanas de idade € bem consolidado na
pesquisa de novas terapias para este tipo de cancer. Para indugdo do cancer de
mama, € realizado um implante ortotépico, que € uma técnica de transplante de
células tumorais diretamente no local anatémico de origem do tumor, que no caso
corresponde a glandula mamaria dos animais (Pulaski, 2001; Zhang et al., 2018).

Quando injetada em camundongos BALB/c, as células 4T1 produzem tumores
primario in situ e sao altamente invasivas, podendo induzir metastase para varios
orgaos como o pulméo, figado, ganglios linfaticos, ossos e cérebro sem que seja
necessario a remocgao do tumor primario. Esta linhagem celular mimetiza o cancer de
mama humano em estagio IV e pode ser usada para explorar o potencial terapéutico
de novas terapias antiangiogénicas e multiplos tratamentos quimioterapicos. Assim
como ocorre em humanos, a disseminagao progressiva das metastases 4T1 ocorre
por meios dos ganglios linfaticos de drenagem para outros 6rgaos. Logo, esses
tumores podem ser usados como modelos pds-operatérios e modelos n&o cirurgicos
(Pulaski, 2001).

Esses modelos de cancer de mama com metastase espontdnea que se

assemelham a pacientes com cancer de mama real sao uteis para o desenvolvimento
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e avaliagcdo de novas terapias, como avaliar a eficacia da quimioterapia contra
metastase espontanea da mama em um hospedeiro imunocompetente (Kaur et al.,
2025).

2.4 Derivados de quinazolinas

Quinazolina € uma classe quimica formada pela fusao de dois anéis aromaticos
simples hexagonais: um anel de benzeno com um anel de pirimidina. O anel pirimidina
contém dois atomos de nitrogénio que substituem o carbono nas posi¢des 1 e 3,
demonstrados na figura 3. Heterociclicos nitrogenados sao as estruturas quimicas
mais abundantes que ocorrem em farmacos sintéticos, produtos naturais bioativos e

agroquimicos (Amin et a., 2022; Hashen 2020).

Figura 3 — Estrutura quimica da quinazolina.
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Fonte: Elaborado pela prépria autora (2026).

As quinazolinas tém atraido atencao significativa devido a facilidade de
modificagdo quimica desse anel. Uma diversidade de atividades biologicas ja foi
explorada e essas substéncias demonstraram atividade antimicrobiana, antimalarica,
anti-inflamatdria, anti-hipertensiva, anticonvulsivante, antidiabética, antitumoral,
inibicdo da colinesterase, inibicdo da diidrofolato redutase e atividade inibitéria de
quinases (Bansal; Malhotra, 2021; Khan et al., 2015; Moradi et al., 2023).

Varias quinazolinas, incluindo afatinibe, erlotinibe, gefitinibe e lapatinibe foram
aprovados pela ANVISA para terapia do cancer na clinica devido a sua eficacia
terapéutica contra canceres humanos (BRASIL, 2025; Hekal; EI-Azm, 2018).

As quinazolinas exercem sua atividade quimioterapica por varias interagdes
intermoleculares. A maioria demonstra atividade inibidora de tirosinas quinases.
Outros mecanismos menos comuns incluem: inibicdo das enzimas timidilato sintase,
poli ADP-ribose polimerase-1 (PARP) e topoisomerase (Bansal; Malhotra, 2021;
Kumar et al., 2017; Zayed, 2023).
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As proteinas quinases s&o os pilares da sinalizagao celular. Elas constituem
uma vasta familia de enzimas especializadas em uma tarefa crucial: a fosforilagao de
proteinas. A fosforilagdo, que € a adicdo de um grupo fosfato a uma proteina, serve
como um interruptor molecular que pode ligar ou desligar proteinas. As proteinas
quinases catalisam esse processo transferindo grupos fosfato do trifosfato de
adenosina (ATP) para aminoacidos especificos nas proteinas-alvo. Dependendo da
cadeia lateral do aminoacido a ser fosforilado, existem trés tipos principais de
proteinas quinases: i) tirosina quinases — que realizam a fosforilagdo do grupo hidroxila
fendlico; ii) serina-treonina quinases — que induzem a fosforilagdo do grupo hidroxila
presente nesses dois aminoacidos; e iii) histidina quinases — que fosforilam o
nitrogénio dos residuos de histidina (Bansal; Malhotra, 2021; Roland; Akinseye, 2024).

As proteinas quinases podem funcionar como receptores de superficie celular
ou como efetores internos da sinalizagao e, assim, podem controlar multiplos aspectos
do crescimento, diferenciagdo e funcao celular no organismo. O genoma humano
codifica mais de 500 proteinas quinases conhecidas, e a maioria das quinases
proteicas promove a proliferagédo, sobrevivéncia e migragao celular (Zhou et al., 2023).

Quando estao constitutivamente superexpressas ou ativas devido a mutagoes,
elas estdo associadas a oncogénese por levar a sinalizacdo prejudicada e a
proliferacao e diferenciagao celular descontroladas. Portanto, a inibicao das proteinas
quinases pode ser considerada um importante alvo terapéutico na descoberta de
farmacos contra o cancer (Bansal; Malhotra, 2021; Bhullar et al., 2018).

As tirosina-quinases (TK) representam uma parte essencial de todas as
oncoproteinas e, portanto, constituem um alvo terapéutico promissor. As tirosina-
quinases transmembrana ligadas a receptores (RTK) e as tirosina-quinases nao
receptoras sédo as duas formas da enzima associadas a varios tipos de cancer. As TKs
receptoras, quando ativadas, podem ativar varias vias de sinalizagao celular, tais
como as vias STAT3, MAPK, PI3K e AKT. Por outro lado, as tirosina-quinases nao
receptoras sdo enzimas citosdlicas, por exemplo: Src, Abl e Lck, que também
desempenham varios papéis na regulagcdo do crescimento celular, proliferagéo,
diferenciacdo, adesao, migracdo e apoptose (Bansal;, Malhotra, 2021; Lemmon;
Schlessinger, 2010).

Ao examinar a estrutura das substancias que foram desenvolvidos para a
inibicdo da tirosina quinase até o momento, as substancias contendo anéis de

piridina/pirimidina e seus analogos condensados de benzeno, quinolina/quinazolina,
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sdo proeminentes. Esse grupo atua como o grupo farmacoférico da molécula, isto €,
a estrutura molecular essencial a atividade de uma substéncia perante o alvo
molecular (Evren et al., 2025; Ferreira et al., 2022).

As tirosina-quinases apresentam um nucleo catalitico conservado denominado
dominio quinase, necessario para a atividade catalitica. Este nucleo contém uma
cavidade de ligagdo ao ATP. Por esta razdo que praticamente todos os farmacos
inibidores de quinases aprovados recentemente contém nucleos heterociclicos, que
servem como arcabougos (scaffolds) para garantir a ligacdo dos farmacos na regiéo
do ATP. Como resultado, estas moléculas impedem a fosforilagdo da quinase e a
subsequente ativagao das vias de transdugao de sinal a jusante, o que finalmente leva
a um aumento da apoptose e a uma diminuigdo da proliferagdo celular (Garcia-
Aranda; Redondo, 2017).

A maioria das pesquisas até o momento explorou o efeito citotdxico e/ou
antitumoral de derivados de quinazolina substituidos nas posigdes 4, 6 e 7. Esses
derivados tém como alvo principal os RTKs, que incluem o receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), o receptor do fator de crescimento derivado de
plaguetas (PDGFR), o receptor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR)
e os receptores do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR). Sabe-se que RTKs
sao superexpressos em diversas doengas malignas, como cancer de pulmao de
células n&o pequenas, renal, de célon, de prostata, de estdbmago, de mama e de ovario
(Bansal; Malhotra, 2021).

O grupo farmacoférico quinazolina ainda apresenta grande potencial a ser
explorado. Modificagbes estruturais adicionais no nucleo das quinazolinas podem
levar ao desenvolvimento de novos derivados com atividade terapéutica superior aos
farmacos atualmente disponiveis. Um exemplo disso, € a investigagdo do efeito
antitumoral de derivados de quinazolinas substituidos na posicao 2, que ainda foi

pouco explorado na pesquisa anticancer (Bathula et al., 2020; Eldehna et al., 2024).
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade citotdxica, antitumoral e o potencial efeito imunomodulador
de derivados de quinazolina substituido na posigcao 2 em modelos experimentais de

cancer de mama in vitro e in vivo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade citotéxica de nove novos derivados de quinazolinas
substituidos na posicéo 2 (KDYs) em linhagens celulares de cancer de mama.

e Estabelecer modelo murino de adenocarcinoma mamario por meio da
inoculagao ortotopica de células 4T1.

e Investigar a eficacia antitumoral dos derivados que demonstraram atividade in
vitro, por meio do monitoramento da progressao tumoral e as condi¢des clinicas
dos animais ao longo do experimento.

e Avaliar os efeitos imunomoduladores dos tratamentos, por meios da
quantificacédo de citocinas no tumor.

e Analisar os parametros obtidos, correlacionando os achados morfologicos,

bioquimicos e moleculares.
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4 MATERIAIS E METODOS

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratério de Imunologia,
e no biotério da Faculdade de Medicina do Mucuri da Universidade Federal dos Vales
do Jequitinhonha e Mucuri, situado no Campus do Mucuri em Tedfilo Otoni-MG
(FAMMUC).

4.1 Substancias teste

Uma série de derivados 2-anilquinazolinas denominados KDY 1, KDY 3, KDY4,
KDY5, KDY6, KDY7, KDY11, KDY12 e KDY23 foram sintetizados para avaliacdo da
atividade citotoxica. As estruturas dessas moléculas estdo presentes na figura 4. Em
particular, os derivados de 2-anilquinazolinas KDY3 e KDY23 foram sintetizados,
caracterizados e testados in vitro em estudos prévios e patenteadas (BR 10 2024
019192 7) (Folly, 2024; Franco, 2025).



Figura 4 — Estrutura molecular dos derivados de quinazolinas estudados.
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4.2 Ensaios in vitro
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Para os ensaios in vitro foi realizado o cultivo de células de cadncer de mama
de diferentes linhagens (4T1, MCF-7 e MDA-MB-231). As células foram utilizadas para

realizagcao de ensaio de viabilidade celular pelo método do MTT.
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4.2.1 Cultura de células 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231

As linhagens de células 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231 foram cultivadas em
frascos de manutengao de 20 cm? em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
- RPMI 1640 suplementado com 0,5% de penicilina/estreptomicina, 1% aminoacidos
e 10% de soro fetal bovino, previamente inativado por tratamento em banho maria a
56° C por 30 minutos. As células foram incubadas em estufa (a 37°C, em atmosfera
de 5% de CO2 e ambiente umido). Ao atingirem 90% de confluéncia, as células foram
lavadas com PBS e em seguida destacadas da garrafa utilizando-se solugdo de
tripsina 0,25%. Em seguida, foram transferidas para tubos conicos e centrifugadas por
10 minutos a 1200 rpm a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em 1 mL meio de cultura,
e em seguida as células foram diluidas em corante de exclusdo azul de tripan e
contadas em uma camara de Neubauer (Hausser Scientific 3100). Apos a contagem,
foi realizada diluicdo em meio de cultura em diferentes densidades de acordo com o

ensaio experimental.

4.2.2 Ensaio de viabilidade celular MTT

Para verificar se os derivados de quinazolinas possuem efeito citotoxico sobre
as células, foi realizado o ensaio MTT, que € um ensaio colorimétrico cujo principio se
baseia na reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT)
pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase, produzindo o formazan, um
produto azul roxo que precipita no interior da célula é solubilizado por um solvente
organico (por exemplo, DMSO) e a absorbancia a 570 nm é medida em um
espectrofotdbmetro (Mosmann, 1983).

As células das linhagens 4T1, MDA-MB-231 e MCF-7 foram incubadas em
placas de 96 pocos (2 x 10 células por pogo) em meio RPMI-1640 suplementado com
0,5% de penicilina/estreptomicina, 1% aminoacidos e 10% de soro fetal bovino. As
condi¢cbes da incubacao foram: 37°C, atmosfera de 95% de O2 suplementado com 5%
de COz2. As células foram tratadas com 9 derivados de quinazolinas denominados
KDY1, KDY3, KDY4, KDY5, KDY6, KDY7, KDY11, KDY12 e KDY23, e foram
selecionadas um grupo de células para serem tratadas com doxorrubicina. Todos os
tratamentos foram realizados nas concentragdes de 50, 25, 10, 7,5, 5 e 1 yM, durante
48 horas. Também foram selecionadas um grupo de células para serem tratadas com

DMSO, que foi o solvente utilizado para obter as solu¢gdes de estoque das moléculas.
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A concentragdo de DMSO por pogo de tratamento foi em torno de 0,5%, que foi a
concentracdo maxima de solvente presente nas células tratadas com os derivados de
quinazolina e que nao representa significativa reducao da viabilidade celular (Vieira et
al., 2026). Os tratamentos foram realizados em triplicata. Como controle positivo,
células sem tratamento também foram incubadas.

Ap0ds 48 horas de tratamento, foi retirado o sobrenadante e adicionado 100 pL
de RPMI-1640 suplementado e 10 pL de uma solugdo a 5 mg/mL de MTT, com
posterior incubacéo a 37°C em estufa de COz2, durante quatro horas. Posteriormente,
retirou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 L de DMSO. Em seguida, foi realizada
a leitura em leitor de microplaca EZ Read 2000 (Biochrom San Diego, USA) a 570nm.
A viabilidade celular (%) foi obtida pela equacao 1, considerando X1 e X2 a média da

OD nos pocgos de células tratadas e células nao tratadas, respectivamente.

Viabilidade celular (%) = (X1/X2) = 100 (D)

Em que:
X1 = média da OD nos pogos de células tratadas

X2 = média da OD nos poc¢os de células nio tratadas

Com os valores da viabilidade celular para cada dose testada, foi feito o calculo
da concentracgao inibitéria semimaxima (ICs0) usando ajuste ndo linear por meio do

software GraphPad Prism versio 10.1.2.

4.3 Ensaio in vivo

Os ensaios in vivo foram conduzidos em camundongos para avaliar a eficacia
antitumoral dos derivados de quinazolinas que demonstraram atividade citotdxica nos
ensaios in vitro. Os derivados de quinazolinas KDY3 e KDY23 foram selecionados
para os estudos in vivo. Os experimentos estdo de acordo com protocolos
experimentais aprovados pela comissdao de ética no uso de animais (CEUA-
Mucuri/lUFVJM) sob a proposta registrada com o n° 01-2024 R (anexo A). O esquema

1 mostra o delineamento experimental do ensaio in vivo.



Esquema 1 — Delineamento experimental do ensaio in vivo
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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4.3.1 Animais

Camundongos isogénicos (inbred) BALB/c fémeas (Mus musculus), entre 6 a 7
semanas de idade, foram adquiridos no biotério da Universidade Federal do Rio de
Janeiro e transportados de carro até o biotério da FAMMUC. Os animais receberam
agua filtrada e ragéo proépria industrializada, disponiveis a vontade. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno de 30,5 cm de comprimento x 19,7 cm de largura
x 20 cm de altura com cama de maravalha, sendo 6 animais por gaiola. As gaiolas
foram mantidas em estantes aclimatizadas (21 + 1 °C), com exaustdo do ar, com
controle de iluminagcdo em ciclo de luz claro/escuro de 12 horas. O ambiente foi
enriquecido com a disponibilizacdo de papéis para estimular o comportamento de
escavar e esconder. Foi respeitado um periodo de cinco dias de ambientacdo dos

animais antes de iniciar o experimento.

4.3.2 Indugao tumoral

O carcinoma mamario 4T1 é uma linhagem celular tumoral transplantavel
capaz de crescer em camundongos BALB/c e em cultura de tecidos (Pulaski, 2001;
Zhang et al., 2018).

Células 4T1 foram mantidas em meio RPMI-1460 suplementado em atmosfera
umida de 5% de CO2 a 37°C. Apds atingirem 90% de confluéncia, as células foram
lavadas com 5 mL de PBS e destacadas do frasco com tripsina a 0,25%. Foi
adicionado 5 mL de meio sem soro para coleta das células tripsinizadas da placa e as
células foram transferidas para um tubo conico e centrifugadas por 10 min a 1200 rpm.
O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas com 1 mL de meio. As
células foram diluidas e coradas com azul de tripan, e em seguida contadas na camara
de Neubauer. Apds a contagem, o volume de meio foi ajustado de maneira que as
células ficassem na concentragdo desejada para injegao (4 x 10° cel /mL, equivalente
a2 x10%/50 pL).

Os animais foram sedados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
pela via intraperitoneal (i.p.). Apos sedados, foi inoculado por via subcutanea (s.c.),
na almofada de gordura mamaria da mama caudal esquerda, 50 yL de meio contendo

2x10* células de adenocarcinoma mamario 4T1 (figura 5). Os animais foram
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observados até recobrar a consciéncia. Os animais do grupo controle negativo nao

foram submetidos a indugao tumoral.

Figura 5 — Indugao tumoral: aplicacdo das células 4T1 na gordura mamaria da
mama caudal esquerda.

A
Fonte: propria autora (2026).

4.3.3 Avaliagao do volume do tumor e do peso dos animais

A partir do oitavo dia apds a indug¢ao, o tamanho do tumor foi medido a cada
dois dias utilizando paquimetro (200MM Pd 200 Vonder®), conforme ilustrado na
figura 6. O volume tumoral (mm?) foi calculado utilizando a equagéo 2. O peso dos
animais também foi avaliado periodicamente utilizando balanga de precisdo semi-

analitica.

V =d*xDx0,5 (2)
Em que:

V = volume tumoral (mm?3)

d= didmetro menor

D = didmetro maior
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Figura 6 — Medida da largura do tumor utilizando paquimetro.

Fonte: Prépria autora (2026).

4.3.4 Grupos experimentais e tratamento

No 10° dia apés a indugao, os animais foram divididos em 7 grupos e foi iniciado

o tratamento, conforme descrito a seguir:

| - Grupo inoculado com 4T1 e tratado com KDY 3 (dose de inicial de 100mg/kg no 10°
dia apés inducao; subsequentemente, dose reduzida de 15 mg/kg/semana, i.p.) — (n
= 6 animais/grupo).

II - Grupo inoculado com 4T1 e tratado com KDY3 (dose de inicial de 200 mg/kg no
10° dia apos inducéo; subsequentemente, dose reduzida de 30 mg/kg/semana, i.p) -
(n = 6 animais/grupo).

[Il - Grupo inoculado com 4T1 e tratado com KDY23 (dose de inicial de 100 mg/kg no
10° dia apds indugéo; subsequentemente, dose reduzida de 15 mg/kg/a cada 3 dias,
i.p.) - (n = 6 animais/grupo).

IV - Grupo inoculado com 4T1 e tratado com KDY?23 (dose de inicial de 200mg/kg no
10° dia ap6s indugao; subsequentemente, dose reduzida de 30 mg/kg/ a cada 3 dias,
i.p) - (n = 6 animais/grupo).

V - Grupo Tratamento Padrao: Inoculado com 4T1 e tratado com doxorrubicina (5
mg/kg/semana, i.p.) - (n = 6 animais/grupo).

VI — Grupo controle nao tratado: inoculado com 4T1 e nao tratado, aplicado veiculo
(solugao salina 0,9% e pilossorbato 80 1,3%) - (n = 6 animais/grupo).

VII — Grupo controle negativo (ndo inoculado e nao tratado) - (n = 6 animais/grupo).



50

Os tempos de administragao estdao detalhados no esquema 1 (pagina 45). Para
a administracdo da KDY3 e KDY23 nos animais, foi feita uma suspensao destes
derivados utilizando como veiculo solu¢ao de cloreto de sodio 0,9% p/v estéril e 5%
de polissorbato 80. O procedimento consistiu em misturar os pés com uma pequena
quantidade do agente molhante (pilossorbato 80), seguida de trituragdo com graal e
pistilo para formar uma pasta espessa, que foi entdo suspensa na solugao cloreto de
soédio 0,9% p/v estéril. O polissorbato 80 foi utilizado como um agente molhante,
levando a obtencdo de uma suspensao uniforme e suave. A concentracdo de
polissorbato 80 utilizada nao apresenta toxicidade aos animais (Gad et al., 2006).

As suspensoes foram aliquotadas em microtubos e congeladas a -80°C. Para
a administragao nos animais, foi feito o descongelamento e agitacdo das suspensdes,
e posteriormente, diluicdo em solugao cloreto de sddio 0,9% p/v estéril, de acordo com
0 peso dos animais e a dose necessaria para cada grupo de tratamento.

Os camundongos receberam as doses pela via intraperitoneal, que permite que
compostos em suspensdo atinjam a circulagéo sistémica, uma vez que na camada
submesotelial do peritdnio estdo contidos vasos sanguineos e linfaticos, e a presenca
desses vasos fornece uma superficie para a absorgao rapida de farmacos para o
plasma (Al Shoyaib et al., 2019).

4.3.5 Eutanasia dos animais

No 28° dia apdés a inoculacdo, os animais foram eutanasiados por
exsanguinagado apos aprofundamento da anestesia, em que foi injetado 300 pL de
uma solugao contendo cetamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Em dois animais
de cada grupo, foram realizadas as coletas do tumor, figado e pulméo, que foram
entdo colocados em tubos de 5 mL contendo solugdo de formalina 10%. No dia
seguinte, a solugéo de formalina foi substituida por alcool 70%. Posteriormente, estes
tumores e 6rgaos serdao usados para analises histopatolégicas em estudos futuros.
Nos demais animais, foi realizada a coleta do tumor para dosagem de citocinas
intratumorais e também a coleta do baco e dos linfonodos inguinais para pesagem.

Os tumores foram mantidos a -80°C até as analises de citocinas.
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4.4 Dosagem das citocinas

Para a dosagem das citocinas, as amostras de tumor foram descongeladas e
macerados em solugao de extragao de citocinas (1 mL de solugéo para cada 100 mg
de tecido) composto de: 0,4 M de NaCl, 0,05% de polissorbato 20, 0,5% de soro-
albumina bovina, 0,1 M de fluoreto de fenil-metil-sulfonil, 0,1 M de cloreto de
benzetdnico, 10 mM de EDTA e 20 pM de aprotinina. Em seguida, o material foi
homogeneizado e centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°C, e os
sobrenadantes foram coletados e congelados a -80°C. Os extratos dos tumores
obtidos por este processo foram utilizados para dosagem das citocinas IL-10, IL-12,
TNF e IFN-y pelo método ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura.

As placas de ELISA de 96 pocos foram sensibilizadas com o anticorpo de
captura diluido em tampao de revestimento, preparado conforme especificacdo do
fabricante (BD Biosciences OptEIA™). As placas foram seladas e incubadas em
refrigeracao (4°C) até o dia seguinte. Apés a incubacéo, as placas foram lavadas com
tampao (PBS contendo 0,05% de polissorbato 20) e secas. Em seguida, realizou-se a
etapa de bloqueio com diluente de ensaio (PBS suplementado com 10% de soro fetal
bovino), incubando por uma hora a temperatura ambiente. Apds este periodo de
incubacao, as placas foram lavadas e secas. As amostras e os padrdes da curva de
calibracao foram entéo distribuidos nos respectivos pogos e incubados por duas horas
em temperatura ambiente. Apos nova lavagem e secagem, adicionou-se a solugao de
trabalho contendo o anticorpo de detecgao conjugado a enzima, preparada conforme
as instrugdes do fabricante (BD Biosciences OptEIA™), seguida de incubagao por
uma hora. As placas foram entdo novamente lavadas e secas, e a reagao foi iniciada
pela adicdo do substrato cromogénico (tetrametilbenzidina e peréxido de hidrogénio),
com incubagao de 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi
realizada em até 30 minutos apds a parada da reacgao, utilizando um leitor de
microplaca EZ Read 2000 (Biochrom, San Diego, EUA) no comprimento de onda de
450 nm.

4.5 Analise estatistica

Os dados foram relatados como média * erro padrao da média. Todos os dados

foram verificados quanto a distribuicdo normal, por meio do teste de normalidade
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Shapiro-Wilk. Para avaliar a significancia dos efeitos observados, a comparagao entre
os grupos com distribuicdo normal foi analisada utilizando one-way ANOVA com o
teste de comparagdo multipla de Dunnett. Entre os grupos com distribuicdo néo
normal, a analise foi feita utilizando Kruskal-Wallis com o teste de comparag¢ao multipla
de Dunn. A comparacgao entre os pesos dos animais no inicio do experimento e no
final do experimento foram feitas utilizando o teste t pareado. As analises foram feitas
utilizando o software GraphPad Prism versdo 10.1.2. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas para um valor de p menor que 0,05 (p <

0,05). Os valores de p foram representados como: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p <0.001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaio de viabilidade das células 4T1, MCF-7 e MDA-MB-231 apods tratamento
com os derivados de quinazolina

Neste teste, nove derivados de quinazolina denominados KDYs previamente
sinterizados foram avaliados quanto a sua atividade citotéxica em trés linhagens
celulares de céncer de mama: 4T1 (triplo-negativa), MDA-MB-231 (triplo-negativa) e
MCF-7 (receptor de estrégeno positivo). Para tanto, foi realizado o ensaio MTT. A
absorbancia é diretamente proporcional a quantidade de formazan formado, que é
proporcional a taxa de metabolismo celular. Quando as células morrem, elas perdem
a capacidade de reduzir o MTT e, portanto, menor sera a quantidade de formazan
formado e consequentemente menor sera a absorbancia em 570 nm medida - dessa
maneira € possivel medir a quantidade de células viaveis (Gutiérrez et al., 2017).

Os resultados dos ensaios de viabilidade das células apés tratamento com os
nove derivados de quinazolinas pelo periodo de 48 horas demonstraram que as
quinazolinas KDY 1, KDY4, KDY7, KDY11 e KDY 12 n&o foram capazes de reduzir de
forma significativa a viabilidade na maior concentragao testada (50 uM), portanto
foram consideradas como inativas. Em contrapartida, KDY3, KDY5, KDY6 e KDY23
mostraram significativa inibicdo da viabilidade celular (p <0,0001), conforme

demonstrado nas figuras 7, 8 e 9.
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Figura 7 — Viabilidade celular das células MDA-MB-231 tratadas com 50 uM por
48 horas
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Legenda: Barras representam a médiaterro-padrao. DMSO = dimetilsulféxido na
concentragao final de 0,5%; CTRL = controle, células nao tratadas; DOXO = doxorrubicina.
****n<0,0001 comparado com DMSO.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Figura 8 — Viabilidade celular das células MCF-7 tratadas com 50 uM por 48

horas
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Legenda: Barras representam a médiaterro-padrdo. DMSO = dimetilsulfoxido na

concentracao final de 0,5%; CTRL = controle, células nao tratadas; DOXO = doxorrubicina.
****p<0,0001 comparado com DMSO.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).



55

Figura 9 — Viabilidade celular das células 4T1 tratadas com 50 uM por 48 horas
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Legenda: Barras representam a médiaterro-padrao. DMSO = dimetilsulféxido na
concentracao final de 0,5%; CTRL = controle, células ndo tratadas; DOXO = doxorrubicina.
****p<0,0001 comparado com DMSO.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Os valores de ICso das substancias ativas estéo presentes na tabela 1. KDY23
destacou-se como a substancia mais potente da série (poténcia se refere a
concentracdo em que a substédncia produz 50% de sua resposta maxima),
apresentando os menores valores de ICso0: 5,72 uM (4T1), 10,66 uM (MDA-MB-231) e
8,36 uM (MCF-7). Em segundo lugar, a KDY3 também demonstrou atividade
relevante, com ICso de 6,54 uM (4T1), 14,74 uM (MDA-MB-231) e 13,92 uM (MCF-7).
As moléculas KDY5 e KDY6 apresentaram a menor atividade citotéxica dentre as
moléculas ativas da série, com valores de ICso superiores a 18 uM nas linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7 e superior a 11 uM na linhagem 4T1. A doxorrubicina demonstrou
ICs0 na faixa de 0,65 a 3,65 uyM. Esses resultados corroboram com os resultados de
ICs0 da doxorrubicina reportados na literatura (Pilco-Ferreto; Calaf, 2016; Wan et al.,
2021; Yosefi et al., 2025).
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Tabela 1 — Valores de IC50 (uM) dos derivados de quinazolinas contra trés
linhagens de células de cancer de mama tratadas por 48 horas in vitro (continua).

CHs NH,
o) N
HsC =
N R
o}
ICs0 (UM)
Substancia R
4T1 MDA-MB-231 MCEF-7

&——NH :
KDY1 o

KDY2 > - - -

g—NHQ
KDY3 N 6,538 14,74 13,92

g——NH (o)
KDY4 E;[o/% . . .

$—NH F

KDY5 \QOQ/ 11,66 22,50 27,98
¢&—NH

KDY6 @\/NO 20,54 24,91 18,20

(Continua na préxima péagina)
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Tabela 1 — Valores de IC50 (uM) dos derivados de quinazolinas contra trés
linhagens de células de cancer de mama tratadas por 48 horas in vitro
(concluséo).

CHj NH,
o) XN
HaC =
N R
o}
R ICs0 (UM)
Substancia
4T1 MDA-MB-231 MCF-7
;—NH
@]
KDY7 - - -
W

&—NH \

KDY11 g Q - - -
%——NH (@)

KDY12 U \O“\CH3 - - -

@ 5,722 10,66 8,362

DOXO - 1,339 0,6519 3,648

Legenda: DOXO: doxorrubicina; (-) Substancia considerada inativa por apresentar reducao da
viabilidade celular insignificante (p > 0,05) na maior concentragao testada.
Fonte: Elaborado pela autora (2026).

KDY23

O termo citotoxicidade se refere ao potencial de uma substancia quimica de
induzir alteragdes celulares que, consequentemente, diminuem a viabilidade celular
da célula ou desencadeiam a morte celular. Os testes de citotoxicidade representam
uma ferramenta crucial na descoberta de farmacos antitumorais. A citotoxicidade pode
ser expressa como o valor da concentragdo inibitéria semimaxima (ICso), que
corresponde a concentragcao do farmaco na qual 50% das células sdo mortas. Este

parametro pode ser utilizado como referéncia para avaliar a eficacia de agentes
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antitumorais: um valor de ICso baixo significa que o farmaco € potente em baixas
concentragdes (Berrouet et al., 2020; Femina et al., 2023; Hou et al., 2025).

Embora a doxorrubicina convencional seja potente, ela possui varios problemas
devido a falta de seletividade com subsequente falha terapéutica e reacdes adversas.
A cardiotoxicidade induzida por DOXO é um grande problema que necessita da
presenca de novas formas farmacéuticas para diminuir o risco de morbidade
associada (Shafei et al., 2017). Diante disso, € importante a busca por outras
alternativas terapéuticas que possam ser usadas.

Os valores de ICso dos derivados de quinazolina KDY 3 e KD23 foram inferiores
aos do gefitinibe nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 (16,5 uyM e 33,89 uM,
respectivamente) conforme os dados reportados na literatura (El Guerrab et al., 2016;
Li et al., 2026). O gefitinibe € um devirado de quinazolina inibidor de tirosina quinase
de primeira geracédo, aprovado para o tratamento do cancer de pulmao de nao
pequenas células, tem como alvo principal o EGFR (Ahmadi; Mohammednejadi;
Razzaghi-asl, 2023).

Os resultados demonstrados neste estudo corroboram com os resultados do
estudo de Franco (2025) em que também foi demonstrado que o tratamento com
KDY3 frente a linhagem MCF-7 foi capaz de reduzir a viabilidade celular a partir da
concentracado de 10 yM. Assim como neste estudo, o tratamento com 50 uM de KDY3
reduziu a viabilidade celular em mais de 90%.

Foi relatado que KDY3 e KDY23 também inibiu a proliferacdo de outras
linhagens tumorais. Em estudo de Folly (2024), a citotoxicidade da molécula KDY23
foi testada frente a linhagem de células de glioblastoma U87-MG, e foi capaz de
reduzir a viabilidade celular com tratamento por 24 horas, reduzindo a viabilidade a
partir da concentragcdo de 5 uM (31,81% de reducdo da viabilidade). Nas demais
concentracdes de 7,5 uM, 10 uM, 25 uM e 50 uM houve reducgao significativa da
viabilidade das células, sendo observada a redugao de 68,98%, 85%, 95,03%, 96,04%
respectivamente.

A quinazolina KDY3 também demonstrou capacidade de reduzir
significativamente a viabilidade celular das linhagens de glioblastoma U87-MG e T98G
nas concentragdes 25 yM e 50 uM, sendo observada a redugao de aproximadamente
70% na concentracdo de 50 uM. De forma contraria, os derivados de quinazolina
KDY5 e KDY6 nao reduziram significativamente a viabilidade celular desta linhagem

de células tumorais (Franco, 2025).
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A atividade demonstrada no ensaio de viabilidade celular in vitro abre caminho
para estudos que buscam elucidar o possivel mecanismo de acao pelo qual esses
derivados de quinazolina atuam, como a avaliagdo de apoptose ou avaliagado da
inibicao de vias de sinalizagao especificas.

No estudo de Folly (2024) realizado com linhagens de células de glioblastoma
U87-MG tratadas com KDY23, foi observado um aumento de aproximadamente 3,5
vezes na quantidade da proteina caspase-3 clivada quando comparado ao controle
(DMSO). Em relacdo a PARPc, observou-se um aumento na quantidade da proteina
de aproximadamente 5 vezes no tratamento em relagdo ao controle; A PARPc e a
caspase-3-clivada sdo marcadores-chave de apoptose (morte celular programada), e
tais resultados sugerem que a KDY23 exerce seu efeito citotoxico a partir da indugao
de apoptose.

A atividade antiproliferativa das substancias testadas demonstrada in vitro é a
etapa inicial na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos antitumorais, uma
vez que uma das caracteristicas mais fundamentais das células cancerosas envolve
sua capacidade de sustentar a proliferagdo cronica, e, portanto, a inibicdo da
proliferagdo celular € um processo fundamental para o controle do crescimento
desordenado de células no organismo (Martorana et al., 2022).

O efeito citotoxico dos derivados de quinazolina KDY3 e KDY23 nas linhagens
de cancer de mama e de glioblastoma foram demonstrados neste tudo e em estudos
anteriores, portanto, essas quinazolinas foram selecionadas para estudos do efeito

antitumoral em estudos in vivo.

5.2 Atividade antitumoral

No primeiro dia de tratamento, foi administrada uma dose inicial aos grupos de
tratamento experimental (100 mg/kg e 200 mg/kg). As concentragdes dos tratamentos
foram baseadas em um outro estudo de molécula analoga de KDY3 e KDY23, onde
animais foram tratados com dose de 100 mg/kg, ndo promovendo mortes ou outros
sinais/sintomas visiveis de intoxicagao dos animais (Antunes, 2013).

Um dia apés essa primeira aplicagao, foi constatada a morte de 4 animais do
grupo IV (KDY23 200 mg/kg), restando apenas 2 animais neste grupo. Por
conseguinte, os resultados encontrados neste grupo ndo sao estatisticamente

significativos. A morte desses animais foi atribuida a toxicidade aguda causada pela



60

KDY23 nesta dose, uma vez que a necropsia desses animais ndo apontou danos
fisicos que poderiam ser a causa da morte.

Os animais que receberam a aplicagdo de 100 mg/kg e 200 mg/kg de KDY3
(grupos | e I, respectivamente) também apresentaram sintomas de toxicidade apods a
administracao dessa dose de inicial, uma vez que estavam com pelo ericado
(piloerecdo) e também nao estavam se alimentando normalmente, porém todos os
animais sobreviveram. Diante desses sintomas, o esquema de dose foi ajustado e o
grupo | passou a receber 15 mg/kg de KDY3 e o grupo Il passou a receber 30 mg/kg
de KDY3, uma vez a cada semana. O grupo lll passou a receber 15 mg/kg de KDY23
e o grupo IV 30 mg/kg de KDY23, uma vez a cada trés dias (Lin et al., 2025; Liu et al.,
2025).

A figura 10 demonstra a variagao do peso médio dos animais de cada grupo
ao longo dos dias de tratamento, e este parametro foi usado para avaliar a toxicidade

causada pela administragao dos derivados de quinazolina e doxorrubicina.

Figura 10 — Massa corporal dos grupos de camundongos BALB/c ao longo do

tratamento.
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Legenda: A linha tracejada indica o inicio do tratamento. INT: Induzido e n&o tratado, injetado
com salina 0,9% i.p. e polissorbato 80. DOXO: doxorrubicina (5 mg/kg/semana, i.p.). CN:
controle negativo, ndo induzido.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Apés a dose inicial de 100 e 200 mg/kg, foi observado uma queda abrupta do

peso dos animais tratados com KDY3, onde a média de peso entre os grupos | e Il
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passou de 20,3 + 0,49 g no dia da aplicagcao da primeira dose para 17,3 + 0,28 g dois
dias apds (reducéo de ~15% em 48 horas). Cinco dias apds a primeira aplicagéo, os
animais do grupo | chegaram a uma meédia de 17,2 + 1,56 g, e o grupo Il chegou a
uma média de 15,2 £ 1,33 g (perda de peso de 16,5% e 23,6%, respectivamente).

A perda de peso abrupta observada nos grupos tratados com KDY3 apods a
primeira dose reflete sua toxicidade em altas doses (Silva, A. et al., 2021). Essa
observagéo justificou a reducdo da frequéncia de administracdo para semanal,
estratégia que permitiu recuperagéo ponderal até o final do experimento (grupo | com
21,1 £ 1,35 g e grupo Il 19,6 £ 1,43g no 28° dia apds indugao). Apds a redugao da
dosagem nao houve morte dos animais, o que pode ser considerado como um
parametro positivo de ndo toxicidade desta quinazolina em baixa dose.

A quinazolina KDY23, embora tenha causado a morte de quatro animais com
a dose elevada, ndao causou perda de peso significativa nos animais sobreviventes
(<10% de perda de peso em 48 horas), o que contribuiu para estabelecer o esquema
de dose para uma frequéncia mais curta em relagdo a KDY3, isto €, uma vez a cada
trés dias. Assim como ocorreu com os grupos tratados com a KDY 3, esta estratégia
também permitiu recuperacao ponderal até o final do experimento, em que os animais
dos grupos lll e IV apresentaram peso médio de 19,0 £+ 1,84g e 20 £ 1,63g,
respectivamente.

Os animais tratados com a doxorrubicina possuiam em média 20+0,89g no
primeiro dia do tratamento, e ao final do experimento, estavam com a média de
17,7£1,669 (11,5% de perda de peso). Analise estatistica com teste t-pareado
comparando o peso no inicio e no fim do tratamento demonstrou que essa foi uma
diferenga de peso significativa (p = 0,0058).

Utilizando um modelo experimental que mimetiza de perto os ciclos de
tratamento quimioterapico empregados em pacientes com cancer, um estudo
demonstrou que o tratamento com doxorrubicina, administrado em ciclos, resultou em
perda significativa de peso corporal, atrofia muscular esquelética, perda de forga e
comprometimento da fungao fisica (Van Asbroeck et al., 2025).

Embora a doxorrubicina seja eficaz na destruicao de células cancerosas, ela
esta associada a diversas reacdes adversas que podem impactar significativamente
a qualidade de vida dos pacientes com cancer. Entre eles, incluem-se
cardiotoxicidade, miopatias esqueléticas, mielossupressao e fadiga. Todos estao

associados a atrofia e fraqueza muscular, contribuindo para o desenvolvimento de
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caquexia e sarcopenia (Van Asbroeck et al., 2025). Este resultado reforca a
necessidade de alternativas menos toxicas.

Para avaliacido da atividade antitumoral, o crescimento do tumor foi monitorado
a cada dois dias com medigdes do comprimento e da largura, usando um paquimetro.
O valor das duas medicdes foi registrado e aplicado na equacgao 2 (vide metodologia
pagina 47) para obtencao do volume do tumor em mm?3. O grafico da média e o DP do
volume tumoral de cada grupo ao longo do tratamento esta demonstrado na figura 11.
A avaliagdo da atividade antitumoral esta relacionada a redugéo no crescimento dos

tumores nos animais.

Figura 11 — Volume tumoral dos grupos de tratamento e controle inoculados
com carcinoma mamario 4T1.
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Legenda: A. O tamanho dos tumores foi mensurado a cada dois dias a partir do 8° dia de
inducdo dos animais com células 4T1 com auxilio de um paquimetro digital. A linha tracejada
indica o inicio do tratamento. B. Comparagao visual de tumores extraidos apds a eutanasia.
Os tumores selecionados para a comparagao representam tumores com volume tumoral
mediano do grupo, exceto para o grupo KDY23 30 mg/Kg, em que foi incluido o menor tumor.
INT: Induzido e nao tratado, injetado salina 0,9% com polissorbato 80 i.p. DOXO:
doxorrubicina (5 mg/kg/semana, i.p.). *p<0,05; quando comparado ao INT.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Em todos os grupos, o volume dos tumores no primeiro dia de tratamento (dia
10) estavam com uma média de 64,20£2,29 mm?. No dia 28 ap6s indugao, os volumes
dos tumores foram significativamente menores nos grupos V (doxorrubicina 5

mg/kg/semana) e Il (KDY3 30 mg/kg/semana) quando comparado com o com o grupo
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de controle induzido e nao tratado (p = 0,0029 e 0,0338, respectivamente). A média
de volume tumoral do grupo tratado com doxorrubicina ndo apresentou diferencga
significativa quando comparado com a média do volume tumoral do grupo Il (p =
0,224), sugerindo que este tratamento demonstrou efeito semelhante ao efeito da
doxorrubicina.

Embora o grupo tratado com KDY3 na dose de 15 mg/kg/semana (Grupo )
tenha apresentado um menor volume tumoral médio (403,6 + 53,2 mm?®) em
comparacgao ao controle nio tratado (514,6 £ 151,6 mm?), essa diferenga ndo atingiu
significancia estatistica (p = 0,1578). A toxicidade inicial observada (perda de peso
pos-dose inicial) e subsequente ajuste para doses semanais podem ter limitado a
exposic¢ao tumoral ao derivado de quinazolina, reduzindo sua eficacia.

Quanto a KDY23, a morte de quatro animais causada pela toxicidade da dose
inicial de 200 mg/kg limitou a analise estatistica do grupo IV devido ao numero
amostral (n) baixo, mas os animais sobreviventes exibiram volume tumoral inferior ao
grupo controle n&o tratado (322,8 + 184,1 mm? vs. 514,6 + 151,6 mm3). O grupo |ll,
tratado com uma dose de 15 mg/kg de KDY23, ndo demonstrou efetividade in vivo
quando comparado com o grupo controle (416,7 + 148,6 mm?3; p = 0,399).

Apesar da limitagdo amostral, a diferenca numérica entre os grupos Ill e IV
sugere um possivel efeito dose-dependente. Esses resultados reforcam a
necessidade de novos estudos com ajustes posologicos para otimizar a concentragao
plasmatica de KDY23 in vivo (por ex.: 30 e 60 mg/kg/a cada 3 dias), de maneira que
seja alcangada uma concentragao plasmatica que esteja na janela terapéutica, isto €,
o intervalo seguro de concentragao de um farmaco na corrente sanguinea que produz
o efeito desejado com toxicidade minima, de modo a atingir um equilibrio mais
favoravel entre eficacia e seguranga (Hait; Rubin; Bertino, 2015).

Para explorar o impacto do tratamento experimental nos 6rgaos linfoides
secundarios, foi feita a coleta e a pesagem dos linfonodos inguinais e bago, que estao

apresentados na tabela 2 e nas figuras 12 e 13.
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Tabela 2 — Peso do bago e linfonodos dos grupos de camundongos BALB/c dos grupos de tratamento e controle.
PESO LINFONODOS
GRUPO TRATAMENTO POSOLOGIA PESO BAGCO (g) INGUINAIS (g)
DI: 100 mg/kg
| KDY3 ST Rt a— 0,599 + 0,178 0,026 + 0,002
DI: 200 mg/kg
| KDY3 DS:30 mg/kg/semana 0,643 £ 0,154 0,030 £ 0,10
DI: 100 mg/kg
n KDY23 05 115 el ead B e 0,611 £ 0,102 0,024 £ 0,013
DI: 200 mg/kg
\'} KDY23 DS: 30 mg/kg/ a cada 3 dias 0,522 + 0,242 0,056 + 0,007
DOXO
Vv 5 mg/kg/semana 0,312 £ 0,122 0,020 + 0,004
\'/ INT - 0,532 + 0,040 0,041 £ 0,012
- 0,100 + 0,010*** 0,007 + 0,002*

Vil CN
Fonte: Elaborado pela autora (2026).
Legenda: INT: Induzido e ndo tratado. DOXO: doxorrubicina. CN: controle negativo (ndo induzido). DI: dose inicial. DS: dose ajustada
subsequente a dose inicial. 'p<0,05, “'p<0,001, quando comparado ao grupo induzido e nio tratado (grupo VI).
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Figura 12 — Peso dos linfonodos inguinais dos animais dos grupos de
tratamento e controle inoculados com carcinoma mamario 4T1.
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Legenda: Barras representam a mediada e intervalos interquartis. DOXO: doxorrubicina
(grupo V). INT: Induzido e nao tratado (grupo VI). CN: controle negativo (grupo VII). *p<0,05
comparado com INT.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).

Figura 13 — Peso dos bagos dos animais dos grupos de tratamento e controle
inoculados com carcinoma mamario 4T1.
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Legenda: Barras representam a média e desvio padrao. DOXO: doxorrubicina (grupo V). INT:
Induzido e nao tratado (grupo VI). CN: controle negativo (grupo VII). ***p<0,001 comparado
com INT.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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O bago tem um papel importante e uUnico na fungcdo dos sistemas
hematopoiético e imune. O parénquima deste 6rgao contém um tecido com fungao
eritropoiética denominada polpa vermelha, e um tecido linfoide denominada polpa
branca, onde ocorrem as respostas imunolégicas a antigenos veiculados pela
circulagdo. Em um camundongo adulto jovem, o bago pesa aproximadamente 100 mg
(Covelli, 2025).

Foi observado que nos grupos de tratamento experimental (grupos |, Il, lll e IV)
e no grupo tratado com doxorrubicina (grupo V), ndo houve um aumento significativo
do tamanho do bago quando comparado ao grupo introduzido e nao tratado (grupo VI,
controle positivo). O grupo de controle positivo demonstrou aumento significativo do
peso do bago quando comparado com o grupo de controle negativo (grupo VII). Pela
figura 14 é possivel fazer uma comparagéo visual do aumento do bago nos grupos

experimentais.
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Figura 14 — Comparacgao visual dos bagos extraidos dos camundongos
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Fonte: Elaborado pela autora (2026).

A esplenomegalia observada em modelos experimentais de camundongos
portadores do tumor 4T1 esta frequentemente associada a reagcao leucemoide. Essa
reacado € caracterizada por uma granulocitose, isto €, aumento do numero de
granulécitos, que se infiltram no bago causando seu aumento. Estudo de DuPre’ et al.
(2007) revelou que a esplenomegalia observada em camundongos portadores de

tumor 4T1 era principalmente resultado do aumento do numero de granuldcitos
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esplénicos. Esses granuldcitos podem ter vindo do pool expandido de granuldcitos do
sangue periférico e/ou da granulopoiese extramedular.

Esses achados sdo confirmados por Yuan et al. (2019), que demonstram que
uma caracteristica unica do modelo 4T1 € a alta secrecao constitutiva de fatores
estimuladores de colbnias de granulécitos (G-CSF) e fatores estimuladores de
colénias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF) para estimular a producao de células
mieloides imaturas, que sdo sequestradas pelo cancer, dando origem as CSDMs. As
CSDMs infiltram os tecidos linfoides periféricos (linfonodos e bago), bem como o tecido
tumoral.

A analise do peso dos linfonodos inguinais mostra que nenhum dos tratamentos
(tanto experimental quanto com doxorrubicina) alterou de forma significativa o peso
destes em comparagdo com o grupo de controle positivo (induzido e nao tratado,
grupo VI). Houve diferencga significativa entre grupo VI (controle nao tratado) e VII
(controle negativo, animais saudaveis).

Commerford et al. (2018) utilizaram o cancer de mama murino 4T1 para
investigar alteragdes morfologicas e moleculares da rede linfatica em linfonodos que
drenam o tumor ao longo do tempo, antes da chegada das células tumorais
metastaticas. O crescimento tumoral foi acompanhado por um aumento no peso do
linfonodo inguinal que drena o tumor, mas nao do linfonodo inguinal contralateral que
nao drena, indicando um efeito local mediado pelo tumor. Eles descobriram que o
inchacgo dos linfonodos induzido por tumor esta associado a uma remodelacdo macica
da rede vascular linfatica, mediada pelo brotamento e proliferacdo de células
endoteliais linfaticas. Essas alteragbes sado provavelmente induzidas por fatores
linfangiogénicos drenados do tumor primario ou produzidos por leucocitos ativados,
como, por exemplo, células B.

Segundo Zhang e colaboradores (2013), o aumento significativo no peso dos
linfonodos no grupo VI (controle nao tratado: 0,041 g) em comparagao ao grupo VIl
(controle negativo: 0,007 g) também pode ser resultado de metastase linfatica, um
fenébmeno bem documentado no modelo 4T1. A auséncia de diferenga significativa
entre os grupos tratados (I-V) e o controle negativo (VII) sugere que os tratamentos

podem ter inibido a disseminagao metastatica.
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5.3 Analise de citocinas

Para avaliar o efeito de modulagdo do microambiente tumoral (MAT) dos
tratamentos no modelo murino 4T1, foram analisadas as alteragdes nos niveis de
citocinas dentro do microambiente tumoral. Os tumores foram macerados e avaliados
quanto aos niveis de citocinas pro-inflamatérias IFN-y, TNF e IL-12p70 e a citocina
anti-inflamatéria IL-10 por meio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados

estdo sumarizados na tabela 3 e representados pelos graficos da figura 15.

Figura 15 — Avaliagao das citocinas IFN-y, TNF, IL-10 e IL-12p70 no tumor de
camundongos BALB/c induzidos com células 4T1.
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Legenda: Barras representam a médiazerro-padrao. INT: Induzido e ndo tratado, injetado com
salina 0,9% com polissorbato 80 i.p. DOXO: doxorrubicina (5 mg/kg/semana, i.p.).
****p<0,0001; quando comparado ao grupo induzido e nao tratado.

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
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Tabela 3 — Concentragao de citocinas (pg/mL) nos tumores dos grupos tratados (I-V)
e nao tratado (VI).

CITOCINA GRUPO
[ I m v v Vi

IEN- 2504+ 5443+ 1404+ 3271+ 201,6x 2145+
Y 104,5 30,722 38,5 195,6 65,5 69,48

TNE 655,3 + 1330 750,2 + 4421 + 1198 + 681,1 =
409,1 1096 411,6 369,3 189,9 211,5

IL12p70 3631+ 3208+ 3584: 3523: 4416+ 4429:
37,73 168,9 296,9 2629 2059 100,7

IL-10 6643+ 5101 2406+ 4676 % 7560 + 5333 +
2548 1844 1009 65,12 2128 2257

Fonte: Elaborado pela autora (2026).
Legenda: 2 p<0,0001 quando comparado ao grupo VI (induzido e no tratado).

Apesar das diferencas numéricas observadas, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nos niveis das citocinas IL-12p70, TNF e IL-10 entre os
grupos tratados e o grupo controle induzido e nao tratado (grupo VI). O Grupo IV teve
seu resultado considerado exploratorio devido ao numero insuficiente de amostras.

Em relagdo ao IFN-y, o grupo tratado com KDY3 na dose alta apresentou o
maior nivel médio (544,3 + 30,72 pg/mL), valor significativamente superior aos dos
grupos controle positivo (214,5 + 69,48 pg/mL, p <0,0001) e DOXO (201,6 + 65,5
pg/mL, p = 0,0004). Os demais grupos n&o apresentaram diferenga significativa.

Corroborando com os resultados encontrados neste estudo, estudo anterior em
camundongos BALB/c com tumores mamarios 4T1 mostrou que os niveis tumorais de
TNF-a e IFN-y aumentaram ligeiramente com o tratamento com doxorrubicina 2
mg/kg/a cada dois dias i.v., mas este aumento nao foi significativo (Gao et al., 2024).
Outro estudo em que camundongos BALB/c foram tratados com doxorrubicina 5
mg/kg i.v. a cada 7 dias também nao demonstrou elevacao significativa nos niveis das
citocinas IFN-y e IL-10 intratumorais (Du et al., 2010). Outro estudo observou que
embora houvesse uma tendéncia de aumento da IL-12p70 intratumoral no grupo
tratado com doxorrubicina em comparagdo com o grupo tratado com solucéo PBS,
esse aumento nao foi significativo (Masteria et al., 2018).

A citocina IFN-y inibe o desenvolvimento do tumor. Ela é secretada
principalmente na primeira fase da imunoedigdo do céncer, que é a fase de
eliminacdo, na qual as células do sistema imunoldgico inato e adaptativo s&o

recrutadas para o local dos antigenos tumorais e tentam destruir as células tumorais
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por meio de mecanismos de ataque imunoldgico. Essa citocina € secretada por células
T auxiliares Th1 e atua para limitar o crescimento tumoral, promover o processamento
e a apresentagao de antigenos e ativar macrofagos M1, células NK e células T CD8+,
que irdo auxiliar na destruicdo das células tumorais (Tower, Ruppert; Britt, 2019; Gatti-
Mays et al., 2019; Purnomosari et al., 2025).

Os resultados demonstraram que os animais tratados com KDY 3 na dose maior
expressaram niveis mais elevados de IFN-y em comparagdo com o grupo induzido e
nao tratado, indicando que o a KDY3 induz a resposta imune antitumoral em um efeito
dose-dependente. As células CD4+ Th1 sao a principal fonte de IFN-y, que impulsiona
uma variedade de respostas antitumorais. Promover respostas imunes Th1 e gerar
uma resposta de células T CD8+ sao objetivos centrais da imunoterapia tumoral,
tornando a KDY3 um promissor tratamento complementar em regimes de

imunoterapia (Holicek et al., 2024).
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6 CONCLUSOES

Os ensaios in vitro demonstraram que, dentre os nove derivados de quinazolina
avaliados, quatro compostos (KDY 3, KDY5, KDY6 e KDY23) apresentaram atividade
citotoxica frente a linhagens de cancer de mama, enquanto KDY1, KDY4, KDY7,
KDY11 e KDY 12 nao exibiram citotoxicidade significativa. Entre os compostos ativos,
KDY3 e KDY23 destacaram-se pelos maiores efeitos citotoxicos, sendo selecionados
para avaliagao in vivo.

Nos experimentos in vivo, o tratamento com KDY3 (30 mg/kg/semana, com
dose inicial de 200 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente o crescimento do
adenocarcinoma mamario em modelo murino, evidenciando atividade antitumoral.
Além disso, a analise ponderal indicou menor toxicidade sistémica em comparagao ao
tratamento padrao com doxorrubicina.

Por outro lado, KDY23 apresentou toxicidade aguda em dose elevada e
auséncia de eficacia antitumoral em doses menores, indicando a necessidade de
reavaliacdo posologica para validagao de seu potencial terapéutico.

Observou-se ainda que o tratamento com KDY3 promoveu efeito
imunomodulador, caracterizado pelo aumento de IFN-y intratumoral, sugerindo que a
modulagdo dessa citocina constitui um dos possiveis mecanismos de acado da
substancia.

Em conjunto, os resultados indicam que KDY3 é um derivado de quinazolina
promissor como candidato a farmaco para o tratamento do cancer de mama,
apresentando atividade citotdxica in vitro, eficacia antitumoral in vivo e perfil inicial de

seguranga favoravel.
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