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LISTA DE ABREVIATURAS

ATP/ADP - Relacao entre Adenosina Trifosfato e Adenosina Difosfato
B[a]P - benzo[a]pireno

BEAS-2B - Linhagem de Células Epiteliais Bronquicas Humanas
BEBM - Meio de Cultura Basal de Carcinogénese Modificado
CL50 - Concentracao Letal para 50% das Células

CVD - Cristal Violeta

CSC - Condensado de Fumaca de Cigarro

DAPI - 4',6-Diamidino-2-Fenilindol

DMEM - Meio de Cultura Eagle Modificado por Dulbecco

G2/M - Fases do Ciclo Celular

IDO - Indoleamina 2,3-Dioxigenase

NAM - Nicotinamida

NAD+ - Nicotinamida Adenina Dinucleotideo

NaAD - Adenina Dinucleotideo de Acido Nicotinico

NaMN - Mononucleotideo de Acido Nicotinico

NaR - Ribosideo de Acido Nicotinico

NAPRT - Fosforibosiltransferase de Acido Nicotinico

NADS - NAD Sintase

NAMPT - Fosforibosiltransferase de Nicotinamida

NMRK - Quinase de Ribosideo de Nicotinamida

NMN - Mononucleotideo de Nicotinamida

NMNAT - Adenililtransferase de Mononucleotideo de Nicotinamida
NR - Ribosideo de Nicotinamida

NOAEL - Nivel de Efeito Adverso Nao Observado

PBMCs - Células Mononucleares do Sangue Periférico

PARPs - Poli(ADP-ribose)polimerases

QA - Acido Quindlinico

QPRT - Quinolinato Fosforibosil Transferase

RB - Retinoblastomas

SIRTs - Sirtuinas



NSCLC - Cancer de Pulmao Nao Pequenas Células
CLC - Cancer de Pulméao de Células Pequenas

MM - Micromolar (unidade de concentracao)



RESUMO

ASSUNCAO, L.G. Efeitos da nicotinamida ribosideo em linhagens celulares de
epitélio bronquico humano. 2024. Trabalho de Conclusédo de Curso de Farmécia-
Bioguimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2024.

O NAD+ é essencial para varias funcdes celulares, incluindo reparo do DNA,
metabolismo e sinalizagdo. A nicotinamida ribosideo (NR) aumenta a concentracao
de NAD+ e demonstrou melhorar a funcdo mitocondrial, além de ter potencial na
prevencdo do cancer. Estudos sugerem que o aumento de NAD+ inibe o crescimento

tumoral, mas 0s mecanismos pelos quais a NR atua ainda nao séo claros.

Em experimentos recentes realizados por nosso grupo de pesquisa no Laboratério de
Metabolismo Redox em Toxicologia FCF-USP, foram investigados os impactos da

suplementacdo de nicotinamida ribosideo (NR) nas células do epitélio bréonquico.

Os experimentos realizados avaliaram o crescimento celular, a sobrevivéncia e a
formacédo de colonias em soft-agar de linhagens celulares expostas a diferentes

concentracoes de NR.

Os resultados obtidos nesses experimentos sugerem que a NR pode ter efeitos
citotdxicos seletivos em células pré-malignas, abrindo novas perspectivas para sua
aplicacdo na prevencédo do cancer. Esses achados enfatizam a importancia de
continuar a pesquisa sobre os mecanismos de a¢éo da NR, visando aprofundar nosso
entendimento sobre seu papel na saude celular e suas possiveis implicacfes

terapéuticas.

Palavras-chave: Carcinogénese; Quimioprevencao; Metabolismo Celular;

Nicotinamida ribosideo



1. INTRODUCAO

1.1 Linhagens Celulares BEAS-2B e 1198.

A linhagem celular BEAS-2B foi desenvolvida conforme descrito na patente de Reddel
et al. (1989), em que células epiteliais bronquicas humanas foram imortalizadas por
infeccdo com o virus hibrido adenovirus 12-SV40, seguido de passagens celulares
consecutivas. Esse processo resultou na alteracdo de proteinas ligantes e
inativadoras de reguladores do crescimento celular, como p53 e o produto do gene do
retinoblastoma (RB), permitindo o crescimento continuo dessas ceélulas (Lundberg et
al.,, 2002; Ramirez et al., 2004). Desde entdo, a BEAS-2B tem sido amplamente
utilizada para investigar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na
carcinogénese pulmonar (Shahid et al., 2023). Essa caracteristica as distingue de
células tumorais malignas, tornando-as adequadas para estudos de toxicidade
(REDDEL, R. R. et al,1989). Embora as células BEAS-2B ndo sejam tumorigénicas,
elas apresentam facilidade de transformacao devido a susceptibilidade a mutacdes
(Lundberg et al., 2002; Ramirez et al., 2004). Explorando essa caracteristica, nosso
grupo tem utilizado benzo[a]pireno (B[a]P) como indutor de transformacgao maligna em
células BEAS-2B (CORDEIRO, 2021)

Em nosso grupo de pesquisa, temos utilizado as células BEAS-2B e a linhagem 1198
como modelos experimentais. A linhagem celular 1198, é derivada de células BEAS-
2B apds exposicao ao condensado de fumaca de cigarro (CSC) em um sistema de
xenotransplante (Klein-Szanto et al., 1992). As células BEAS-2B foram inoculadas em
tragueias de ratos Fischer 344, que foram transplantadas para o tecido subcutaneo
dorsal de camundongos atimicos nus. Durante o0 processo, as células foram expostas
a CSC, e, apo6s seis meses, desenvolveram tumores dos quais diversas linhagens
celulares, incluindo a 1198, foram derivadas (Klein-Szanto et al., 1992; Kim et al.,
1995). As células 1198 sdo categorizadas como pré-malignas, ou seja, Sao
imortalizadas, mas ndo tumorigénicas. Diferentemente de outras células derivadas de
BEAS-2B, as células 1198 ndo formam tumores quando inoculadas em camundongos
nude (Klein-Szanto et al., 1992; Kim et al., 1995). Estudos demonstraram que as
células 1198 apresentam resisténcia a tratamentos com retinoides, como o acido all-
trans retinoico (t-RA), que normalmente inibe o crescimento celular. Essa resisténcia

€ uma caracteristica de células em processo de transformac&o maligna, marcando um
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passo significativo em direcdo ao desenvolvimento do céncer, apesar de ainda

manterem um perfil ndo tumorigénico (Kim et al., 1995).

1.2 Nicotinamida Ribosideo

O NAD* é co-substrato para atividades de enzimas (poli-ADP-ribose-polimerases,
ADP-ribose transferases, sirtuinas, ADP-ribose ciclico sintetases) que participam de
diversos processos celulares fundamentais, tais como reparo e replicacdo do DNA,
transcricdo, metilacdo do DNA, estabilidade gendmica, sinalizacdo celular, ciclo
celular, apoptose, metabolismo mitocondrial, atividades de fatores de transcricao,
modulacéo de enzimas antioxidantes, homeostase de calcio. Adicionalmente, NAD* e
NADH séo coenzimas em etapas da via glicolitica e ciclo do &cido tricarboxilico e
necessarias para a atividade da cadeia de transporte de elétrons e producdo de ATP
(Belenky et al., 2007).

Foi verificado em estudos que a Nicotinamida Ribosideo (NR) gera NAD+ intracelular
a partir da ativacao da via de Nicotinamida Ribosideo Quinase. A NR é convertida em
Nicotinamida Mononucleotideo (NMN), que sofre acdo das enzimas nicotinamida
mononucleotideo adenilil transferases (NMNATS) (Fletcher R. et al, 2017; Ratajczak
J. et al, 2016). A Nicotinamida (NAM), juntamente com o acido nicotinico (NA), é
coletivamente conhecida como niacina ou vitamina B3. A NR é considerada parte da
vitamina B3 devido a sua presenca em alimentos e a sua conversdao em NAD+. Outras
moléculas também s&o consideradas precursores de NAD+, porém ndo sao
classificadas como vitamina B3, como o mononucleotideo de nicotinamida (NMN), o
mononucleotideo de NA (NaMN), o ribosideo de NA (NaR), o adenina dinucleotideo
de NA (NaAD) e o triptofano. (CORDEIRO et al., 2024).

A Figura 1 resume as vias de geracdo de NAD+ a partir de diferentes precursores.
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Figura 1. Vias de geracdo de NAD+. QA, &cido quinolinico; NaMN, mononucleotideo
de NA; NA, &cido nicotinico; NaR, ribosideo de NA; NaAD, dinucleotideo de adenina
de NA; NAM, nicotinamida; NMN, mononucleotideo de NAM; NR, ribosideo de NAM,;
NAD+, dinucleotideo de adenina de NAM; IDO, indoleamina 2,3-dioxigenase; QPRT,
fosforribosiltransferase do acido quinolinico; NAPRT, fosforribosiltransferase do NA;
NMRK, quinase de ribosideo de NAM; NMNAT, adenylyltransferase do
mononucleotideo de NAM; NADS, sintase de NAD; NAMPT, fosforribosiltransferase
de NAM; SIRTs, sirtuinas; PARPs, polimerases de poli(ADP-ribose). Fonte:
(CORDEIRO et al., 2024).



Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados de estudos que avaliaram o aumento
da concentracdo de NAD+ em diferentes modelos celulares, apds a suplementacao

com a NR.

Tabela 1: Resultado do aumento de NAD+ a exposicao de NR em diferentes células.

Linhagem Celular Concentracéo Durage“\_o ~da Aumento de
de NR (uM) Exposicao NAD+

Neuro 2a (neuroblastoma) 50-600 48 horas Até 2 vezes
HEK?293 (rim embrionario humano) 50-600 48 horas Até 2 vezes
AB1 (células-tronco de camundongo) 50-600 48 horas Até 2 vezes
C2C12 (miocitos murinos) 500 e 1000 24 horas Até 2,7 vezes
Hepal.6 (hepatoma murino) 500 e 1000 24 horas Até 2,7 vezes
HEK293T (rim embrionario humano) 500 e 1000 24 horas Até 2,7 vezes

Fonte: (CORDEIRO, 2024)

E importante destacar as diferencas nas concentracbes de NAM encontradas nos
meios de cultura utilizados em estudos in vitro. O meio BEBM ou LHC-9, usado no
presente estudo, contém apenas 0,3 uM de NAM, conforme descrito por Fulcher et al.
(2005). Em contraste, o meio DMEM, amplamente utilizado em outros estudos,
apresenta concentragdes significativamente mais altas de NAM, chegando a 32,7 uM
(LIU et al., 2018). Essas variacbes podem exercer um impacto substancial nos niveis
intracelulares de NAD+, influenciando a resposta celular a suplementacdo com NR.
Isso ocorre porque a concentragdo de NAM no meio de cultura afeta diretamente a
sintese de NAD+, sendo este o precursor predominante para a producéo de NAD+ em
células pulmonares, que carecem de algumas das enzimas necessarias para sintetizar
NAD+ a partir do triptofano (LIU et al., 2018).

Por exemplo, a adicdo de 1 uM de NR ao meio BEBM ou LHC-9 resulta em um
aumento de 4,3 vezes na disponibilidade de precursores de NAD+ para as células.
Esse aumento é particularmente relevante ao considerar que as concentracdes de
NAM no plasma humano e no soro de camundongos variam entre 2 e 4 yM (ODUM;
WAKWE, 2012), valores que estdo proximos das concentracfes de NAM usadas nos
meios de cultura. Com isso, a diferenca nas concentracdes de NAM pode impactar

diretamente a resposta obtida nos experimentos.



1.3 Estudos sobre o efeito da NR no cancer

Nos ultimos anos, a suplementacdo com NR tem despertado grande interesse gracas
a sua funcdo como precursora do NAD+ (CANTO, 2022), uma vez que o conteudo de
NAD* tem sido inversamente correlacionado com o fenotipo maligno (Poljsak, 2016).
Dados de diferentes estudos experimentais mostram que estratégias para aumentar
os niveis de NAD*, tais como super expressdo de enzimas que participam da sua
producao, como NMNAT ou a suplementagdo com precursores, inibem o crescimento
tumoral ou metastase (Rajman et al., 2018; Galbraith et al., 2019). Em estudos
recentes, foi verificado que a suplementacdo com NR aumentou as concentracdes de
NAD+ no sangue total em 2,3 vezes. Também houve aumento das concentracdes de
nicotinato adenina dinucleotideo (NAAD) e NMN, que sdo biomarcadores de uma
maior biossintese de NAD+ (Lapatto et al., 2023).

Estudos de genotoxicidade, que incluiram o teste de Ames, o0 ensaio de aberracéo
cromossémica in vitro e o ensaio de micronucleo in vivo, demonstraram que NR néo
apresenta caracteristicas mutagénicas ou clastogénicas (CONZE et al.,2016).

Um nivel de efeito adverso nao observado (NOAEL) de 300 mg/kg/dia foi encontrado
em um estudo de toxicidade subcrbénica em ratos machos e fémeas. O nivel maximo
seguro de ingestdo de NR para humanos foi estimado em 3 mg/kg/dia, ou 180 mg/dia
para uma pessoa de 60 kg, usando um fator de seguranca de 100 vezes ao NOAEL
observado no estudo subcrénico em ratos. Nos ratos que receberam a dose mais alta
de NR (3000 mg/kg/dia), foram observados efeitos toxicos como nefropatia, hipertrofia
das células foliculares da tireoide, les6es hepaticas e hipertrofia da zona glomerulosa
das glandulas adrenais (Conze et al., 2016). NR esta disponivel como suplemento
(cloreto de NR superior a 99%) (CORDEIRO et al., 2024).

Foram encontrados 103 ensaios clinicos avaliando NR no banco de dados
ClinicalTrials.gov (acessado em 10 de setembro de 2024), com alguns efeitos

adversos relatados em poucos estudos que apresentaram resultados.



1.4 Quimioprevencdo e cancer de pulmao

O termo "quimioprevencéao” foi criado por Sporn e seus colaboradores em 1976 para
se referir a intervengBes farmacoldgicas ou dietéticas que possam interromper o
processo de carcinogénese, levando a uma redugéo no risco de desenvolver cancer
(Sporn et al., 1976, citado por Keith, 2009).

Em nossos projetos a NR surge como um composto de interesse, com o seu efeito
protetor investigado em células que foram transformadas por inducéo do carcinégeno
benzo[a]pireno (B[a]P) (CORDEIRO, 2021).

Diante da busca continua por novas estratégias terapéuticas, a descoberta de
moléculas com potencial quimiopreventivo € crucial, visto que apesar dos avancos na
medicina atual, o cancer de pulmdo costuma ser diagnosticado em estagios
avancados, e isso direciona os esforcos da comunidade cientifica em novos avangos

na triagem focados em deteccéo precoce, tratamento e prevencao (New et al., 2018).

O cancer de pulmao foi o tipo de cancer mais diagnosticado em 2022, representando
cerca de 2,5 milhdes de novos casos (12,4% globalmente). No Brasil, as estimativas
de 2023 posicionam o cancer de pulmdo como o terceiro mais comum entre 0S
homens (18.020 novos casos) e o0 quarto entre as mulheres (14.540 novos casos),
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma. Este tipo de cancer também é
o lider em mortalidade, sendo responsavel por aproximadamente 1,8 milhdo de mortes
no mundo, destacando-se como o primeiro entre 0s homens e o segundo entre as
mulheres (Bray et al., 2024; INCA, 2022). Essa elevada taxa de mortalidade reforca a
urgéncia de se compreender ndo apenas 0s aspectos epidemiologicos, mas também
0s mecanismos celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento

carcinogénico.



2 OBJETIVOS

Comparar a citotoxicidade da NR nas linhagens celulares BEAS-2B e 1198, a fim de
verificar se ha seletividade citotoxica para a linhagem pré-maligna e revisar 0s

resultados a partir do conhecimento atual sobre o tema.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultura de células BEAS-2B e 1198

As linhagens BEAS-2B e 1198 foram gentilmente fornecidas pelo Prof. Fekadu Kassie
(Masonic Cancer Center, Universidade de Minnesota, Minneapolis, Estados Unidos).
As culturas foram mantidas em meio BEGM (Bronchial Epithelial Growth Medium®),
suplementado com o conjunto de cofatores do kit (extrato de pituitaria bovina, insulina,
hidrocortisona, hEGF, epinefrina, transferrina, acido retindico, triiodotironina,
gentamicina e anfotericina). As células foram mantidas em garrafas e incubadas a

37°C, em atmosfera contendo 5% de CO:x.

3.2 Anélise do crescimento e sobrevivéncia celular

Como as células mortas ndo aderem as placas de cultura, € possivel avaliar o
crescimento e a sobrevivéncia por meio da coloracdo das células aderidas com o
corante cristal violeta (CVD). ApGs os diferentes periodos de exposigcao (24, 48, 72,
96, 120, 144 e 168 h; N=5; inicialmente 2 x 10* células/poco), o meio de cultura foi
removido e a camada celular cuidadosamente lavada duas vezes com solugéo salina
fosfato tamponada (PBS) pH 7,0. Em seguida a solucdo de PBS foi removida dos
pogos e sera adicionado metanol (100 pL) como agente fixador e aspirado apds 40
segundos de contato. As células foram coradas com 50 pL/pogo da solugdao de CVD
(1% CVD em metanol 20%), por 10 min a temperatura ambiente. Apos o término da
incubacao, o corante foi cuidadosamente removido e cada poc¢o lavado 4 vezes com
200 uL de PBS. O corante aderido as células foi dissolvido pela adigao de 200 uL de
uma solucédo de acido acético 30% (v:v). Para construcdo de curvas padrao foram
plagueadas de 0,5 x 10* a 15 x 10 células/poco e a quantificacdo realizada em
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espectrofotdmetro com leitor de microplaca (SpectraMAX® ou Synergy H1 Multi—-Mode
Reader), disponibilizados pelos laboratérios da Profa. Sandra H. P. Farsky (FCF USP)
e da Profa. Tania Marcourakis (FCF USP). Os dados foram obtidos a partir da leitura
no comprimento de onda de 570 nm, subtraindo a leitura da placa em 690 nm. Os

resultados foram expressos em namero de células e porcentagem.

3.3 Calculo da CL50

Para determinar a concentracdo letal para 50% das células (CL50), as leituras de
absorbéancia obtidas no experimento 3.2 foram utilizadas como indicativo de
sobrevivéncia celular, em que menores valores de absorbancia refletem maior
letalidade celular. A letalidade percentual foi calculada em relacéo as células controle.
Posteriormente, as concentracées foram convertidas em logaritmos, permitindo a
construcdo de uma curva de dose-resposta. A partir da reta de regresséo linear
ajustada, foi possivel determinar o valor de CL50, ou seja, a concentragdo necessaria
para causar a morte de 50% das células. Todos os célculos e as analises foram

realizados utilizando o software Microsoft Excel.

3.4 Formacdao de colbnias em Soft-agar

O experimento foi realizado conforme descrito a seguir. Apds os diferentes
periodos de exposigdo a 1 uM de NR (24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 h; N=8; 2 x 10*
células/poco), as células foram tripsinizadas e em seguida foram plaqueadas nas
densidades de 10.000 por poco em meio de cultura contendo 0,35% de agarose de
baixo ponto de fusdo em placas de 6 pocos com uma camada-base de 0,5% de
agarose de alto ponto de fusdo. As placas foram incubadas durante 14 dias a 37°C,
em atmosfera contendo 5% CO2. A adicdo do meio de cultura fez-se a cada 3 dias.
ApGs o periodo de crescimento em meio semissolido, as coldnias foram fixadas com
200 pL de paraformaldeido (4%, v/v) por 45 min. Em seguida, foi feita a contagem das
colbénias com diametro igual ou superior a 100 yum em microscépio invertido, utilizando-

se aumento de 50 vezes, foram tiradas em média 35 fotos por poco.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Citotoxicidade da NR em células BEAS-2B e 1198.

Ao se desenvolverem, as células BEAS-2B e 1198 mantém-se aderidas a superficie
da placa de cultura. No entanto, quando entram em processo de morte celular, essa
caracteristica de adesdo é perdida. Isso possibilita o acompanhamento do
desenvolvimento e da sobrevivéncia das células por meio da coloracdo com cristal
violeta (CVD), que se liga ao DNA das células (Feoktistova et al., 2016). Este
procedimento é frequentemente empregado em experimentos in vitro por sua
simplicidade e eficicia, permitindo a mensuracdo da densidade celular através da
medicao da absorcéo de luz, e, consequentemente, a quantidade de células aderidas
(Feoktistova et al., 2016).

Conforme descrito em Material e Métodos foi realizado um teste de sobrevivéncia com
essas células. Foram incubadas por 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas com
nicotinamida ribosideo (NR) em concentracbes de 0,5 uyM; 1uM; 2 yM e um grupo
controle. Os ensaios com concentracdes variadas de NR mostraram citotoxicidade
dose e tempo dependente, com células morrendo em periodos ap6s 24 horas de
incubacédo. As figuras abaixo mostram, por grupos e tempo de exposi¢ao, que a NR

induz a morte da linhagem 1198.
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Figura 2: Efeito de NR na sobrevivéncia das células BEAS-2B e 1198. As células foram
incubadas por 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h e 168h com NR nas concentragdes 0,5;
1; 2 uM e grupo controle. Visualizagdao completa para analise comparativa. Sao
apresentados os dados de numero das células. ANOVA two-way com teste de

comparacdes multiplas de Tukey, N =5, *p < 0,05.
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Figura 3: Efeito de NR na sobrevivéncia das células BEAS-2B e 1198. As células foram
incubadas por 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h e 168h com NR nas concentragdes 0,5;
1; 2 uM e grupo controle. Visualizacdo completa para analise comparativa. Sao
apresentados os dados de sobrevivéncia relativa (%) das células.

Os resultados obtidos no presente estudo, utilizando o ensaio de citotoxicidade com
cristal violeta, fazem parte das conclusdes do artigo cientifico desenvolvido por nosso
grupo de pesquisa sobre os efeitos da nicotinamida ribosideo (NR) em células BEAS-
2B (CORDEIRO et al., 2024).

O estudo mostrou que NR reduziu a respiracdo mitocondrial e causou estresse
energético nas células BEAS-2B. Isso levou a uma menor razdo ATP/ADP, mais

apoptose e parada do ciclo celular na fase G2/M.
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O artigo elaborado pelo grupo conclui que a linhagem celular pré-maligna 1198 é mais
sensivel a NR do que a linhagem BEAS-2B, sugerindo que as alteracdes metabdlicas
induzidas pela NR podem ter um impacto diferencial em células com diferentes
estados de transformagdo celular. Esses achados indicam que 0S mecanismos
moleculares que podem estar subjacentes a citotoxicidade observada, fornecem uma
base para futuras investigacdes sobre o impacto da NR no metabolismo celular e na
regulacdo da sobrevivéncia dessas células (CORDEIRO et al., 2024). Foi realizada
uma busca bibliografica nas bases de dados PubMed, Google Scholar e Web of
Science utilizando as palavras-chave “nicotinamida Ribosideo”, “NR”, “BEAS-2B”,
“1198”, “Células pulmonares”, porém nao foram encontrados, até a data da producao
deste trabalho, estudos que avaliassem diretamente os efeitos da NR em linhagens

pulmonares, como as células BEAS-2B e 1198

BEAS-2B - Control
BEAS-2B -NR 2 pM
1198 - Control

Log (cellnumber)

bttt

1198 -NR 2 uM

0 24 48 72 96 120 144 168

Time (h)

Figura 4. A NR é preferencialmente téxica para a linhagem celular pré-maligna 1198
nas culturas em monocamada. O painel mostra as curvas de crescimento das
linhagens celulares BEAS-2B e 1198, expostas ou ndo a 2 yM de NR. Os asteriscos
indicam as diferencas significativas entre as células expostas e de controle de cada
linhagem celular. Os testes estatisticos realizados foram: ANOVA de duas vias com
teste de comparacOes multiplas de Tukey, N =5, *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001.
Fonte: (CORDEIRO et al., 2024).
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4.2 Andlise Comparativa das CL50

Os dados da Tabela 1 destacam a maior sensibilidade da linhagem 1198 a
nicotinamida ribosideo (NR) em comparacao a linhagem BEAS-2B, refletida pelas
menores concentracdes necessarias para induzir 50% de morte celular (CL50) ao
longo do tempo de exposicdo. Apés 72 horas de incubacédo, a CL50 para a linhagem
1198 foi de 3,22 pM, significativamente menor do que a concentracdao de 6,65 uM
necessaria para a BEAS-2B. Essa tendéncia se manteve ao longo de todo o periodo
de exposicdo, com a diferenca se acentuando em tempos mais prolongados. Por
exemplo, apos 144 horas, a CL50 da linhagem 1198 caiu para 1,24 uM, enquanto para
a BEAS-2B foi de 3,46 uM. Esses resultados confirmam que a linhagem 1198 é mais
suscetivel aos efeitos citotdéxicos da NR, o que sugere uma maior vulnerabilidade

metabdlica ou estrutural, possivelmente devido ao estado pré-maligno dessas células.

Tabela 2: Concentracdes para indugéo de 50% de morte celular (CL50) nas linhagens BEAS-2B e 1198.

CL50
Exposicéo
BEAS-2B 1198
72h 6.65 uM 3.22 uyM
96h 3.98 uM 241 uM
120h 5.24 yM 2.26 pM
144h 3.46 uM 1.24 yM
168h 2.47 uM 1.86 uM

4.3 Experimento de formacao de colénias em meio semissoélido soft-

agar.

O ensaio de formacao de coldénias em meio semissolido de soft agar € uma técnica
amplamente reconhecida para avaliar o crescimento celular independente de
ancoragem em modelos experimentais in vitro (Borowicz et al., 2014).

O teste foi conduzido conforme especificado em Material e Métodos. No entanto, a
pandemia de COVID-19 teve um impacto significativo na conducéo dos experimentos,

resultando em atrasos e desafios operacionais. Um desses desafios ocorreu durante
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a transferéncia das células para o meio semissélido, o0 que comprometeu a avaliacao
do desenvolvimento das col6nias.

Com isso, se faz necessaria uma repeticdo do experimento para garantir
maior precisdo nos resultados. Contudo, foram avaliados parcialmente os resultados
do ensaio, e verificado que ndo foram observadas diferengcas no nimero de colénias
entre 0s grupos controle e aqueles expostos ao NR para ambas as linhagens. No
entanto, as colénias de maior tamanho foram registradas na linhagem 1198. Para
realizar a contagem das colGnias, aproximadamente 35 campos de cada pogo foram

fotografados. Na figura 5 sédo apresentadas fotos representativas do experimento.

B 1 e ~i
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g W

& £, »
: & %
: &
s *
100 pm i
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Figura 5 - Fotos obtidas do experimento de formacéo de colénias em meio semissoélido
soft-agar. A e B se refere a linhagem 1198 com adicdo de 1uM NR e controle,
respectivamente. C e D se refere a linhagem BEAS-2B com adi¢cédo de 1uM NR e

controle, respectivamente.
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4.4 Quimioprevencao.

O uso de compostos naturais ou sintéticos para inibir, retardar ou reverter a
carcinogénese surge como uma estratégia promissora no combate ao céncer de
pulm&o. No ambito desse trabalho, os achados indicam que a nicotinamida ribosideo
(NR), apesar de ser amplamente divulgada por suas capacidades de elevar os niveis
de NAD+ e otimizar o metabolismo celular, pode ter uma funcdo dupla. O efeito
citotéxico notado nas células pré-malignas 1198 sugere que a NR pode funcionar
Como um agente quimiopreventivo ao provocar a morte celular de forma seletiva em
células modificadas. (CORDEIRO et al., 2024).

Contudo, essa citotoxicidade distinta ressalta a importancia de analisar
minuciosamente as circunstancias em que a NR é empregada, para assegurar que
seus beneficios como complemento metabdlico ndo sejam acompanhados de perigos
para as células saudaveis. Estes resultados indicam que a NR pode ser util em

estratégias de quimioprevencdo. (CORDEIRO et al., 2024)
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5 CONCLUSAO

Diante da alta incidéncia de cancer de pulmdo revelada pelos estudos
epidemiologicos, é necesséario expandir o entendimento dos processos de
carcinogénese e buscar novas estratégias de terapias e prevencdo. Neste contexto,
os achados deste estudo, em sincronia com as pesquisas desenvolvidas pelo grupo,
respondem a essa demanda. A deteccéo de citotoxicidade seletiva em células pré-
malignas 1198, diferentemente das células néo transformadas BEAS-2B, indica que a
NR pode funcionar como um regulador metabdlico, capaz de alterar as estratégias de
sobrevivéncia celular.

Os estudos em modelos 3D, que ja estdo sendo planejados pelo grupo de pesquisa,
prometem proporcionar um progresso relevante no entendimento dos mecanismos
gue atuam tanto na transformacdo celular quanto na quimioprevencdo. Através
dessas analises, a expectativa é identificar alteracdes em painéis de metabdlitos em
diferentes fases do processo de carcinogénese e observar como essas modificacfes
podem ser moduladas pela intervencao da NR, aumentando as chances de aplicacao

clinica.
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