P.PORTO = RN

M MESTRADO
BIOQUIMICA EM SAUDE

Estudo do efeito de compostos derivados dos naftois
em processos neoplasicos - migracao, apoptose e

ciclo celular
Alexandra Magalhaes Fernandes

09/2025




P.PORTO [N

P.PORTO supeaion (1]

DE SAUDE

. . i lr a l E
° Center fo-r Traljslatlonal Health <P R S HEALTH
@ and Medical Biotechnology Research Health Ressarch and Innovaion
. From Lab to Community and back to Lab
[ ]
L ]
b oo ®

Estudo do efeito de compostos derivados dos naftéis em processos neoplasicos - migracao,

apoptose e ciclo celular

Autor

Alexandra Magalhaes Fernandes

Orientadores

Prof. Doutora Silvia Fernandes, TBIO/RISE-Health, ESS-IPP
Prof. Doutora Mdnica Vieira, TBIO/RISE-Health, ESS-IPP

Dissertacao de Estdgio apresentada para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencao do grau de Mestre em Bioquimica em Satide —
Ramo/Area de Especializacdo em Bioquimica Clinica e Metabdlica pela

Escola Superior de Satde do Instituto Politécnico do Porto.



- EscoLa
sosnn
Agradecimentos

O presente trabalho nao seria possivel de realizar sem a ajuda de outras pessoas, que de forma direta
ou indireta, prestaram o seu contributo para a elaboragao do mesmao.

Gostariade comecar por agradecer a Professora Doutora Silvia Fernandes por me ter aceite como sua
orientanda e por todo o tempo, acompanhamento e ajuda disponibilizada ao longo deste projeto.

Agradeco também a Professora Doutora Mdnica Vieira pela orientacao neste projeto, assim como
todo o apoio prestado ao longo dos 2 anos de mestrado.

Um agradecimento particular a Professora Doutora Cassilda Pereira, a Professora Doutora Rosario
Martins e ao Professor Doutor Pedro Coelho pela constante disponibilidade, ajuda e partilha generosa de
conhecimentos que sempre me prestaram quando precisei.

Agradeco atodas as pessoas com quem partilhei o laboratdrio, com um agradecimento especial a Lara
Azevedo, Cristiana Ramos e Claudia Coutinho, pela amizade, apoio e entrega ao longo deste ano.

Agradeco igualmente a todos os meus colegas de turma, pelo companheirismo e amizade criada ao
longo destes dois anos.

Por fim, mas de forma alguma menos importantes, agradeco a toda a minha familia e amigos, por
sempre acreditarem em mim e me apoiarem incondicionalmente. Um agradecimento especial aos meus
pais e aminha irma, pelo apoio constante, pelos conselhos e pelo suporte ao longo de toda a minha vida.
Foi dificil, mas sem vocés este percurso teria sido impossivel.

O meu sincero e genuino obrigado a todos!!



- EscoLa
sosnn
Resumo

0 glioblastoma (GB) é o tumor cerebral maligno primario mais frequente e agressivo do sistema
nervoso central, caracterizado por elevada heterogeneidade, comportamento invasivo e resisténcia as
terapias convencionais. Estas limitacoes evidenciam a necessidade urgente de identificar novas
moléculas com potencial terapéutico. Neste contexto, o presente trabalho avaliou os efeitos bioldgicos
de dois isémeros acetilados do naftol, o 1-acetil-2-naftol e o 2-acetil-1-naftol, em células do
glioblastoma humano (U251MG).

Foram realizados ensaios de viabilidade celular pelo ensaio de MTT, de migracao celular pelo ensaio
de wound healing e a andlise de apoptose e ciclo celular por citometria de fluxo. O 1-acetil-2-naftol
apresentou maior citotoxicidade em células nao tumorais (3T3-L1) do que em tumorais, limitando o seu
interesse como candidato antitumoral. Em contraste, o 2-acetil-1-naftol exibiu um perfil mais promissor,
com reducao significativa da viabilidade das células U251MG de forma dependente da concentracao e do
tempo de exposicao. Adicionalmente, demonstrou inibicao transitdria da migracao celular, sobretudo em
fases iniciais, e seletividade relativa em relacao as células nao tumorais. Contudo, apds 24 horas, nao
foram observadas alteracdes relevantes nainducao de apoptose cldssica nemno ciclo celular, sugerindo
que o efeito do composto podera depender de mecanismos alternativos ou de tempos de exposicao mais
prolongados.

Em conjunto, os resultados apontam o 2-acetil-1-naftol como uma molécula de interesse preliminar
no contexto do glioblastoma, reforcando que pequenas modificacoes estruturais podem redefinir

seletividade e mecanismos de acao.

Palavras-chave: Glioblastoma; Derivados de naftaleno; Terapias anticancerigenas



Abstract

Glioblastoma (GB) is the most frequent and aggressive primary malignant brain tumor of the central
nervous system, characterized by high heterogeneity, invasive behavior, and resistance to conventional
therapies. These limitations highlight the urgent need to identify new molecules with therapeutic
potential. In this context, the present work evaluated the biological effects of two acetylated naphthol
isomers, 1-acetyl-2-naphthol and 2-acetyl-1-naphthol, in human glioblastoma cells (U251MG).

Cell viability through the MTT assay, migration via wound healing assay, and apoptosis and cell cycle
analyses by flow cytometry were performed. 1-acetyl-2-naphthol exhibited higher cytotoxicity in non-
tumor cells (3T3-L1) than in tumor cells, limiting its relevance as an antitumor candidate. In contrast, 2-
acetyl-1-naphthol displayed a more promising profile, with a significant reduction in U251MG cell viability
in a concentration and time dependent manner. Additionally, it demonstrated transient inhibition of cell
migration, particularly at early stages, and relative selectivity toward non-tumor cells. However, after 24
hours, norelevant changes were observedin classical apoptosis or cell cycle progression, suggesting that
the compound's effects may rely on alternative mechanisms or require longer exposure times.

Overall, the findings identify 2-acetyl-1-naphthol as a preliminary molecule of interest in the
glioblastoma context, reinforcing that minimal structural modification, such as acetyl group positioning,

can redefine selectivity and mechanisms of action.

Keywords: Glioblastoma; Naphthalene derivatives; Anticancer therapies
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1. Introducao

1.1. Glioblastoma

0 glioblastoma (GB) é o tumor cerebral maligno primario mais comum e agressivo do sistema nervoso
central (SNC), sendo classificado pela Organizacao Mundial da Satide (OMS) como um glioma astrocitico
difuso de grau 4, o grau mais elevado na escala de malignidade para tumores do SNC (1-3). Este tumor
destaca-se pela sua rapida proliferacao celular, elevada heterogeneidade celular e molecular, bem como
pela capacidade de invadir e infiltrar difusamente os tecidos cerebrais circundantes (1,4). Estas
caracteristicas nao s lhe conferem uma elevada resisténcia as atuais abordagens terapéuticas, como
também o tornam uma das neoplasias humanas mais letais e de pior progndstico (1).

Globalmente, 0 GB apresenta umaincidéncia anual estimadaentre 3a5 casos por 100 000 individuos,
com maior prevaléncia em paises desenvolvidos, como os do Norte e Centro da Europa, Américado Norte
e Austrdlia (4-6). A sua ocorréncia é mais frequente em individuos do sexo masculino, brancos nao
hispanicos e em pessoas de ascendéncia caucasiana (2,5). Embora possa ocorrer em qualquer idade, é
predominantemente diagnosticado emidades mais avancadas, com umaidade média de diagndstico aos
64 anos (2,5,7,8).

Apesar dos avancos cientificos no desenvolvimento de tratamentos e técnicas para um diagndstico
precoce, o glioblastoma permanece como um tumor incurdvel e com progndstico reservado (9,10).
Mesmo com tratamentos agressivos, os doentes apresentam, em 6 meses, uma recidiva precoce da
doenca (11). Este é um padrao clinico que contribui para que os tempos médios de sobrevivéncia se
limitem a 12-15 meses nos casos tratados e a apenas 3-4 meses nos casos em que nao recebem
qualquer intervencao terapéutica (4,12,13).

A agressividade e a resisténcia deste tumor ao tratamento estao intimamente associadas as suas
caracteristicas celulares e moleculares, nomeadamente a origem incerta e a elevada heterogeneidade
que apresenta (9). Durante anos, assumiu-se que o GB resultava da transformacao maligna de astrdcitos
maduros (14), no entanto, evidéncias recentes sugerem que a sua origem poderd residir em células
estaminais neurais (NSCs) ou progenitores gliais presentes na zona subventricular (SVZ) do cérebro
adulto (10,15-19). Estas células possuem capacidade de autorrenovacao, diferenciacao e migragao,
propriedades que lhes conferem uma maior suscetibilidade a acumulacao de mutacdes e a
transformacao neopldsica (15-19).

Neste contexto, destaca-se um subgrupo celular conhecido como células estaminais do glioblastoma

(GSCs), que partilham muiltiplas propriedades com as NSCs, incluindo a expressao de marcadores de



pluripoténcia, elevada capacidade proliferativa e plasticidade fenotipica (15-21). As GSCs tém a
capacidade de se diferenciar em varias subpopulagées tumorais, contribuindo para a heterogeneidade
intra-tumoral do glioblastoma (11,15,17,19). Além disso, interagem ativamente com o microambiente
tumoral, modulando componentes celulares e moleculares que favorecem a progressao do tumor
(1117,19). Nos dltimos tempos, tém sido amplamente associadas a manuten¢ao tumoral, resisténcia as
terapias convencionais e recorréncia precoce, assumindo um papel central na biologia do tumor e
constituindo um alvo prioritdrio para novas estratégias terapéuticas (15-17,20,21).

A acumulacao progressiva de mutacoes genéticas nas NSCs e nas GSCs contribui para a
transformacgao maligna e para a complexidade molecular observada no glioblastoma (22). O seu perfil
genético é marcado por alteracdes recorrentes em genes-chave envolvidos naregulacao do ciclo celular,
proliferacao, apoptose e resposta a estimulos externos. Entre os genes mais frequentemente mutados
destacam-se TP53, PTEN, EGFR, TERT, ATRX, RB1, NF1, IDH1, PIK3CA, PIK3R1, PDGFRA e CDKN2A/B
(1,7,8,20,23). Estas mutacdes afetam profundamente o funcionamento de varias vias de sinalizacao
intracelular, cuja desregulacao contribui para a agressividade tumoral. Destas vias, trés assumem
particular relevancia no contexto do GB: a via dos recetores tirosina-quinase (RTK), a via p53 e aviada
proteina do retinoblastoma (RB) (1,13,23,24).

A via RTK € a via de sinalizacao celular mais frequentemente desregulada no glioblastoma. A sua
ativacao, geralmente induzida por mutacoes ou amplificacdes em genes como EGFR, PDGFRA, VEGFRe
MET, promove a proliferacao e sobrevivéncia celular, potencia a angiogénese e facilita mecanismos de
invasao e migracao tumoral (1,20,25).

A estas alteracoes soma-se frequentemente a disfuncao da via p53, um dos principais mecanismos
celulares de defesa contra a transformacao maligna. Em condi¢des normais, a proteina p53 coordena a
detecao e reparacao de danos no DNA, podendo induzir a paragem do ciclo celular ou a apoptose. No
entanto, mutacdes no gene TP53, amplificacdes de MDMZ2 ou perda de CDKN2A comprometem esta
funcao, permitindo a acumulacao de danos genéticos e a sobrevivéncia de células geneticamente
instaveis (1,7,24-27).

Paralelamente, a via RB assume um papel essencial no controlo do ciclo celular, regulando a transicao
dafase G1paraafaseS. No glioblastoma, esta via encontra-se frequentemente inativada, sobretudo por
mutacgoes no gene RBT, delecoes de CDOKN2A ou amplificacdes de CDK4 e CDK®6. A sua desregulacao
permite que as células avancem no ciclo celular de forma continua, mesmo na auséncia de sinais
mitogénicos, promovendo uma proliferacao celular descontrolada, que contribui para a rapida expansao

tumoral e para o comportamento agressivo caracteristico deste tumor (1,7,24-26).
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Estas alteracdes moleculares tém reflexo direto nas caracteristicas histopatoldgicas do glioblastoma,
cuja morfologia evidencia a sua natureza altamente agressiva. Histologicamente, observa-se uma
populacao de células pouco diferenciadas, marcada por atipia nuclear, pleomorfismo celular, atividade
mitdtica frequente, proliferacao microvascular e necrose em dreas centrais do tumor (5,11,20,22). Estas
caracteristicas estruturais, quando combinadas com os dados moleculares, tornam-se fundamentais
para definir o diagndstico (5,11).

Assim, com base nas caracteristicas histopatoldgicas e moleculares deste tumor, a mais recente
classificacao da Organizacao Mundial da Saudde para os tumores do Sistema Nervoso Central, a WHO
CNS5 (2021), estabelece que, em adultos, o glioblastoma deve ser diagnosticado como um glioma
astrocitico difuso, IDH wild-type, de grau 4, na presenca de proliferacao microvascular e/ou necrose, ou
caso se verifiqgue pelo menos um dos seguintes critérios moleculares: mutacao do promotor da
transcriptase reversa da telomerase (TERT), amplificacao do recetor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR) ou ganho do cromossoma 7 acompanhado da perda do cromossoma 10 (+7/-10)
(3,7,8,11,19,21,28).

1.2. Perfil Migratorio e Invasivo

Entre as diversas caracteristicas que tornam o glioblastoma uma das neoplasias mais agressivas do
SNC, destaca-se a sua capacidade de invadir e infiltrar difusamente o tecido cerebral saudavel (29). Ao
contrario da maioria dos tumores malignos, o glioblastoma raramente metastiza para fora do SNC, no
entanto, distingue-se por apresentar um padrao de disseminacao local altamente infiltrativo (30,31). As
suas células tumorais migram preferencialmente ao longo de estruturas anatémicas especificas, como
vasos sanguineos, fibras de mielina e espacos perivasculares, o que lhes permite infiltrar-se de forma
difusa e ndo circunscrita pelo parénquima cerebral (29,30,32).

Apesar dos mecanismos subjacentes a este comportamento altamente invasivo e migratdrio
permanecerem em grande parte por esclarecer, evidéncias recentes tém demonstrado que as interacoes
dinadmicas entre as células tumorais e os diversos componentes do microambiente tumoral (TME),
desempenham um papel determinante ndao apenas na regulacao da invasividade e capacidade
migratdria, mas também, na proliferacao e sobrevivéncia celular (15,30,33).

O TME do glioblastoma é composto por uma variedade de elementos celulares, que inclui células
endoteliais, astrdcitos, microglia, macréfagos, neurdnios e células imunes, assim como por componentes
nao celulares, como a matriz extracelular (MEC), citocinas, vérios fatores de crescimento e condicoes

especificas, como hipoxia e acidose (33,34).



Entre os diversos componentes do microambiente tumoral, a hipoxia, caracterizada pela baixa
disponibilidade de oxigénio, destaca-se como um dos principais reguladores da progressao do
glioblastoma (30,35). A medida que o tumor cresce de forma rapida e desordenada, o fornecimento de
oxigénio pelos vasos sanguineos torna-se insuficiente, levando a formacao de regides extensas e
persistentes de hipoxia no interior do tumor. Em resposta a esta privacao de oxigénio, ocorre a ativacao
do fator de transcricao HIF-1o (hypoxia-inducible factor 1-alpha), que promove a expressao de miiltiplos
genes envolvidos na adaptacao celular, sobrevivéncia e progressao tumoral (35).

Entre os principais alvos do HIF-1o encontra-se o VEGF (vascular endotelial growth factor), um
potente indutor da angiogénese (35-37). A angiogénese, processo responsavel pela formacao de novos
vasos sanguineos a partir da vasculatura pré-existente, encontra-se profundamente desregulada no GB,
sendo impulsionada principalmente pela expressao aumentada de VEGF. A ativacao do VEGF estimula a
proliferacdo e migracao de células endoteliais, conduzindo a formacao de vasos neoformados (36,37).
Contudo, estes vasos sao estruturalmente andmalos e funcionalmente disfuncionais, o que contribui
para a manutencao do estado de hipoxia e para a instabilidade do microambiente tumoral. Além disso, a
arquitetura irregular destes vasos cria vias adicionais para a migracao celular, facilitando ainda mais a
disseminacao local das células tumorais (34,37).

No entanto, para que essa migracao ocorra, € essencial que as células tumorais adquiram
propriedades que lhes permitam desprender-se da massa tumoral primaria e migrar pelo tecido cerebral
(14,38). Um dos primeiros passos neste processo € a perda da adesao célula-célula, frequentemente
associada a diminuicao da expressao de proteinas de adesao responsaveis pela coesao e integridade
celular (38). Um dos principais mecanismos que desencadeiam esta perda de adesao, promovendo,
simultaneamente, a aquisi¢cao de um fendtipo mais migratdrio, é a ativacao do processo de transicao
epitelial-mesenquimal (EMT) (38-41).

Este processo é requlado por varias vias de sinalizacao, incluindo TGF-3, Wnt/3-catenina, PI3K/Akt,
Notch, RTKs e Hedgehog, que, quando ativadas, promovem a expressao de fatores de transcricao como
Snail, Slug, ZEB 1/2, LEF e Twist 1/2. Estes fatores suprimem a expressao de marcadores epiteliais,
como E-caderina, claudinas e ocludinas, ao mesmo tempo que induzem a expressao de marcadores
mesenquimais, como N-caderina, vimentina e fibronectina, conferindo as células tumorais um fenétipo
mais fusiforme, dindmico, migratdrio e invasivo (32,42,43).

Com a aquisicao de um comportamento migratdrio, as células tumorais tornam-se progressivamente
dependentes de mecanismos que lhes permitam interagir de forma dinamica e adaptativa com o

microambiente tumoral (44,45). Entre os principais mediadores deste processo, destacam-se as
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integrinas, proteinas transmembranares que atuam como recetores de adesao celular (46). Estas
moléculas desempenham um papel crucial ao promover a ligacao entre as células tumorais e os
componentes da MEC, funcionando simultaneamente como mediadores de sinalizacao bidirecional entre
o ambiente extracelular e o interior da célula (14,46,47). No contexto do glioblastoma, as integrinas aiv33
e av5 revelam-se particularmente relevantes na promocao da migracao e invasao tumoral. Este efeito
resulta da sua capacidade de potenciar a adesao das células a MEC e de ativar vias de sinalizacao
intracelular, como FAK, Rho-GTPases, Shc/MAP-Kinases e Src Family Kinases (14).

A medida que a ligacdo célula-matriz se intensifica, a MEC deixa de atuar meramente como suporte
estrutural, passando a exercer um papel ativo na modulacao da invasividade (34,47). Constituida por
colagénio, laminina, fibronectina, proteoglicanos e outras glicoproteinas estruturais, a MEC representa
um obstdculo fisico e bioquimico a progressao celular, que as células tumorais necessitam de contornar
(48,49). Para ultrapassar este obstaculo, as células do GB secretam diversas enzimas proteoliticas,
nomeadamente metaloproteinases da matriz (MMP-2, MMP-9 e MMP-14) e catepsinas, que degradam
seletivamente os componentes da MEC, criando trajetos que facilitam a sua disseminacao local
(42,48,49).

Contudo, ainvasividade celular nao depende apenas da capacidade de interagir com o microambiente
externo. Para que o movimento migratdrio ocorrade forma eficaz, € igualmente essencial que ocorrauma
reconfiguracdo da arquitetura interna da célula (43). Neste contexto, a reorganizacao dinamica do
citoesqueleto, especialmente dos filamentos de actina, assume um papel determinante (29,38,43,50).
Este processo é regulado por pequenas GTPases da familia Rho, como RhoA, Racl e Cdc42, que
coordenam a polimerizacao e organizacao da actina, promovendo a formacao de estruturas celulares
especializadas, como lamelipddios e filopddios (14,51,52). Estas estruturas conferem as células tumorais
a plasticidade e motilidade necessarias para contornar as barreiras impostas pelo microambiente e

infiltrar o parénquima cerebral circundante (29,52).

1.3. Tratamento

Apesar dos avancos significativos na caracterizacao molecular e celular do glioblastoma, as opcoes
terapéuticas atualmente disponiveis continuam a apresentar resultados limitados (53-55). O atual
padrao de tratamento segue o protocolo estabelecido por Stupp et al, em 2005, baseado numa
abordagem multimodal que integra a médxima ressecao cirdrgica possivel, sequida de radioterapia (RT) e

guimioterapia com temozolomida (TMZ) (55-57).
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ART teminiciologo apds a cirurgia, sendo administrada ao longo de seis semanas, com uma dose total
de 60 Gy dividida em 30 fracoes. Em doentes idosos ou clinicamente frageis, podem ser utilizados
regimes hipofracionados, como 40 Gy em 15 fracdes ou 20 Gy em 5 fraces (55,58). Paralelamente a RT,
realiza-se a quimioterapia concomitante com TMZ, administrada por via oral na dose diaria de 75 mg/m?,
desde o primeiro até ao Ultimo dia de radioterapia. Esta é seguida por uma fase adjuvante, que consiste
na administracao de TMZ na dose de 150-200 mg/m? por 5 dias consecutivos, repetida a cada 4
semanas, até um mdximo de seis ciclos (56,58-60).

Este protocolo permanece, até hoje, como a principal referéncia terapéutica para doentes com
glioblastoma recém-diagnosticados. Os seus principais objetivos sao reduzir a carga tumoral, controlar
aproliferacao celular residual e prolongar o tempo até arecidiva (59). No entanto, mesmo sob este regime
intensivo, o tempo médio de sobrevivéncia global mantém-se limitado a aproximadamente 15 meses,
com uma taxa de sobrevivéncia de cinco anos inferior a10% (2,22).

As razoes para a ineficacia terapéutica sao mdltiplas e encontram-se profundamente interligadas
com as proprias caracteristicas bioldgicas do GB. A natureza altamente invasiva e infiltrativa deste tumor
impede, namaioria dos casos, aremocao cirdrgica completa (61,62). Embora a cirurgia seja essencial para
reduzir a carga tumoral e aliviar sintomas, raramente é curativa (56,63). A infiltracdo difusa das células
tumorais no tecido cerebral sauddavel dificulta a identificacao de limites claros entre o tumor e o
parénquima normal, tornando impossivel garantir a sua remogao completa (61,64). Além disso, a
localizacao frequente do tumor em areas importantes do cérebro impde restricoes a extensao da
ressecao, uma vez que, uma abordagem mais agressiva pode comprometer funcées neuroldgicas vitais
(62,64). Por estas razdes, mesmo apds cirurgias aparentemente bem-sucedidas, a recidiva local é quase
inevitavel, ocorrendo geralmente poucos meses apds a intervencao (65).

A radioterapia, cuja principal funcao € induzir a morte das células tumorais através de danos no DNA,
constitui uma das etapas centrais do atual protocolo terapéutico. No entanto, as células tumorais
apresentam umaresisténciaintrinseca aradioterapia, sustentada por mecanismos de reparacao do DNA
altamente eficientes, bem como pela capacidade de induzir paragem do ciclo celular e evitar a apoptose.
Estes mecanismos permitem as células tumorais corrigir os danos induzidos e escapar a morte celular
(60,66,67). Além disso, a radioterapia convencional pode afetar negativamente o tecido cerebral
saudavel, especialmente em regides adjacentes ao tumor, levando a risco de toxicidade neuroldgica e
disfuncao cognitiva. Esta vulnerabilidade do cérebro impde limites a dose maxima de radiacao que pode

ser administrada com seguranca, restringindo a possibilidade de intensificar o tratamento (68,69).



Paralelamente, a quimioterapia com TMZ enfrenta também limitacdes significativas na eficacia
clinica. A TMZ, agente alquilante oral, exerce a sua acao citotdxica através da metilacao do DNA,
particularmente na posicao 06 da guanina. Estes danos genotdxicos comprometem a integridade
gendmica e desencadeiam a morte celular (13,53,60,67). No entanto, a eficacia da TMZ é fortemente
condicionada pela expressao da enzima 06-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), codificada por
um gene cujo promotor pode encontrar-se metilado ou nao. Em tumores com promotor nao metilado, a
expressao ativa da MGMT permite reparar eficientemente os danos induzidos pela TMZ, reduzindo
significativamente a sua eficdcia (4,13,53,67). Para além deste mecanismo, a resisténcia a quimioterapia
é agravada pela sobreexpressao de transportadores de efluxo, como os transportadores ABC, a
glicoproteina P (P-gp) e as proteinas de resisténcia a miltiplos medicamentos (MRPs), que bombeiam os
farmacos para fora das células, diminuindo as suas concentracdes intracelulares (21,58,67). Além disso,
a elevada heterogeneidade tumoral agrava ainda mais esta problematica, uma vez que diferentes
regioes do tumor, bem como subpopulacées celulares distintas, podem apresentar sensibilidade muito
diversas a TMZ (57,67,70).

Atodas estas limitacdes do atual tratamento soma-se ainda a presenca da barreira hematoencefalica
(BHE), uma estrutura fisica cujas caracteristicas estruturais e funcionais dificultam a penetracao e a
distribuicao eficaz de diversos farmacos ao tecido tumoral (13,71,72). A BHE é uma barreira
semipermeavel altamente seletiva, composta por células endoteliais da microvasculatura cerebral,
unidas por juncdes apertadas e sustentadas por pericitos, astrécitos e membrana basal (71,73,74). A sua
principal funcao é manter a homeostasia do SNC, restringindo a entrada de substancias potencialmente
nocivas, ao mesmo tempo que, permite a passagem de moléculas essenciais (57,58,74-76).

Contudo, essa seletividade, embora seja fundamental para proteger o SNC, constitui um obstdculo
significativo a administracao de agentes terapéuticos, uma vez que, apenas pequenas moléculas
lipofilicas conseguem atravessar a BHE por difusao passiva (57,74,75). Como a maioria dos farmacos
oncoldgicos apresenta caracteristicas hidrofilicas ou elevada massa molecular, ndao consegue
ultrapassar abarreira de forma eficiente. Compostos com alguma capacidade de passagem, como a TMZ,
frequentemente atingem o tecido tumoral em concentracées subterapéuticas, devido a acao dos
transportadores de efluxo ativos que os removem do SNC (13,67,73,77).

Adicionalmente, a natureza altamente vascularizada e heterogénea do GB provoca alteracoes
regionais naintegridade da BHE, resultando em zonas de permeabilidade varidvel ao longo do tumor (76).
No nucleo tumoral, onde a barreira se encontra frequentemente comprometida, a permeabilidade

aumenta, facilitando a entrada de férmacos (67,77). No entanto, estas regides muitas vezes ja se
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encontram necradticas ou metabolicamente menos ativas. Ja nas zonas periféricas, onde se concentram
as células invasivas responsdveis pela progressao e recidiva do tumor, a BHE permanece funcional e
intacta, limitando significativamente a penetracao e acao dos farmacos (67,72,77).

Em conjunto, estes fatores contribuem para a recidiva precoce e para os resultados clinicos ainda

insatisfatdrios associados ao tratamento do glioblastoma (67).

1.4. Alternativas Terapéuticas

A auséncia de uma terapia eficaz e verdadeiramente promissora para o tratamento do glioblastoma
reforca a urgéncia de se investigar e desenvolver novas abordagens terapéuticas que superem a
resisténcia tumoral, ultrapassem a BHE e proporcionem melhorias significativas na sobrevida e na
gualidade de vida dos doentes (9).

Neste contexto, tém vindo a ser exploradas diversas abordagens inovadoras que procuram
ultrapassar as limitacoes das estratégias convencionais. A imunoterapia destaca-se pelo seu potencial
em reativar o sistema imunitario contra o tumor, com destaque para os inibidores de checkpoints
imunoldgicos, células CAR-T dirigidas a antigénios como EGFRvlllou IL13Rc2, e vacinas personalizadas
baseadas em neoantigenos tumorais (9,63,75,78,79). Paralelamente, os virus oncoliticos e as terapias
genéticas emergem como alternativas promissoras, utilizando virus modificados, como 0 DNX-2401, ou
ferramentas como o CRISPR para modular a expressao génica tumoral e potenciar a resposta imune
(62,63,75,78). Avancos na nanotecnologia tém igualmente permitido o desenvolvimento de sistemas de
entrega inteligentes de medicamentos, como o ultrassom focalizado (FUS) e nanoparticulas
funcionalizadas (ex.: lipossomas, polimeros, exossomas), capazes de atravessar a BHE e libertar
farmacos de forma seletiva no microambiente tumoral (9,21,63,80,81). Além disso, o recurso a terapias
combinadas e personalizadas, desenhadas com base no perfil molecular do tumor e ajustadas com
recurso atecnologias como ainteligéncia artificial, tem surgido como tendéncia crescente, com o objetivo
de adaptar o tratamento as caracteristicas especificas de cada doente (63,82,83).

A par destas estratégias, a investigacao de compostos quimicos com potencial bioativo tem ganho
cada vez mais relevancia, com especial destaque para os derivados de naftaleno. O anel de naftaleno,
presente em numerosos compostos farmacologicamente ativos, tem demonstrado uma notdvel
versatilidade estrutural e funcional, estando associados a uma ampla gama de atividades bioldgicas,
incluindo efeitos antitumorais, anti-inflamatdrios, antioxidantes, antibacterianos e antiftingicos (84,85).

Entre os derivados mais promissores destacam-se as naftoquinonas e as naftalimidas, cujas

propriedades citotéxicas tém sido amplamente exploradas em diversos modelos de cancro, incluindo no



glioblastoma. Estudos recentes indicam que estas moléculas sao capazes de induzir apoptose, causar
stress oxidativo, bloquear o ciclo celular e inibir significativamente o crescimento tumoral, tanto in vitro
como in vivo (86,87).

Li et al. (2025) demonstraram que um derivado de naftalimida, (Figura 1A), induziu uma resposta
bifasica em células de glioblastoma U87-MG com p53 wild-type, em concentracées mais baixas,
provocou paragem do ciclo celular na fase GO/G1, enquanto em doses mais elevadas desencadeou
apoptose (88). De forma semelhante, Lee et al. (2024) demonstraram que dois derivados de 1,8-
naftalimida, inibiram eficazmente a proliferacao de células U87-MG, causando danos no DNA, paragem
do cicloem G2/M, apoptose e inibicao da topoisomerase Il (86). Em ambos os estudos, observou-se uma
reducado significativa do crescimento tumoral em modelos murinos, sem efeitos téxicos relevantes. Ja
Zhan et al. (2022) demonstraram que a plumbagina (Figura 1B), uma naftoquinona natural, atravessa
eficazmente a barreira hematoencefalica e inibe o crescimento do glioblastoma através da inducao de

ferroptose, mediada pelainibicao da GPX4 e ativacao da NQO1(89).
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Figura 1: Estruturas quimicas de compostos derivados do naftaleno. (A) Derivado de naftalimida. (B) Plumbagina, uma
naftoquinona natural. (C) 1-acetil-2-naftol. (D) 2-acetil-1-naftol.

Tendo em conta o potencial terapéutico demonstrado por diversos derivados do naftaleno em
modelos de glioblastoma, torna-se relevante explorar novas moléculas estruturalmente semelhantes.
Os compostos 1-acetil-2-naftol e 2-acetil-1-naftol, dois isomeros derivados dos naftdis, apresentam
caracteristicas estruturais e potencial bioativo que justificam a sua investigacao. Apesar de pouco
estudados e com pouca informacao disponivel na literatura, estes compostos poderao revelar atividade
relevante contra o glioblastoma ou outros tipos de tumor. Portanto, a avaliacao da sua atividade em
linhas celulares de glioblastoma podera contribuir para a identificacao de novos candidatos terapéuticos

e impulsionar o desenvolvimento de estratégias inovadoras para o seu tratamento.



2. Objetivo
O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar os efeitos hioldgicos dos compostos 1-acetil-
2-naftol e 2-acetil-1-naftol em células de glioblastoma humano e células nao tumorais, de forma a
determinar o seu potencial como agentes terapéuticos.
Para tal, foram realizados ensaios in vitro com o objetivo especifico de:
e Avaliar a viabilidade celular apds tratamento com 1-acetil-2-naftol e 2-acetil-1-naftol, através
do ensaio de MTT, na linha tumoral U251MG comparativamente com as células normais 3T3-L1;
e Analisar a capacidade migratdria das células U251MG apds exposicao ao 2-acetil-1-naftol,
utilizando o ensaio de wound healing;
e Determinar a inducao de apoptose e eventuais alteracdes no ciclo celular provocadas pelo 2-

acetil-1-naftol nas células U251MG, por citometria de fluxo.
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3. Métodos

3.1. Linhas Celulares
Neste estudo, foram utilizadas linhas celulares de U251MG (glioblastoma humano), gentilmente
cedidas pela Professora Doutora Sara Granja (ICV/3Bs, Universidade do Minho) e 3T3-L1 (pré-

adipdcitos de rato), usados como linha celular normal nos ensaios realizados.

3.2. Manutencao e Criopreservacao de Linhas Celulares

As linhas celulares U251MG e 3T3-L1foram cultivadas em meio Dulbecco'’s Modified Eagle Medium
(DMEM, High-Glucose 4,5 g/L, Pan Biotech, Alemanha) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(FBS, Alfagene®, Portugal) e 1% (v/v) de antibidtico-antimicético (Penicilina/Estreptomicina, P/S;
Alfagene®, Portugal).

As culturas celulares foram mantidas em frascos de cultura T25 e T75 (Corning®, EUA) e incubadas a
uma temperatura de 37 °C a uma pressao parcial de 5% de CO,, numa estufa humidificada (PHChi, MCO-
170AICUVL-PA). 0 meio de culturafoirenovado a cada dois a trés dias, até se atingir a confluéncia celular.

Para a preservacao das linhas celulares, estas foram congeladas a uma densidade de 5% 10°a1x 10°
células por criotubo, em meio DMEM suplementado com 50% de FBS, 1% P/S e com 50 uL de
dimetilsulféxido (DMSO, Fisher Scientific, EUA), a -80 °C. Posteriormente, para criopreservacao
prolongada, os criotubos foram transferidos para um contentor de azoto liquido.

Sempre que necessario, as células foram descongeladas o mais rapidamente possivel e suspensas
em meio DMEM sem soro (Sigma-Aldrich®), sendo posteriormente centrifugadas a 800 rpm, a 20 °C,
durante 5 minutos (Gyrozen Co; Ltd; Coreia do Sul; 1248R). Apds centrifugacao, o sobrenadante contendo
DMSO foi descartado e o pellet celular ressuspendido em 5 mL de meio DMEM suplementado com 20%
de FBS e 1% de P/S. A suspensao celular foi entdo transferida para frascos de cultura T25 ou T75 e
incubados 37 °C com 5% de CO,. Apds 24 horas, o meio de cultura foi substituido por meio DMEM
suplementado com 10% de FBS e 1% P/S, sendo posteriormente renovado a cada dois a trés dias, até as

células atingirem confluéncia.

3.3. Passagem das Linhas Celulares
A passagem de células foi realizada sempre que as células atingiam aproximadamente 90% de
confluéncia, de forma a garantir nutrientes e espaco suficientes para manter as suas caracteristicas e

condicoes de crescimento. Quando essa confluéncia foi atingida, o meio foi removido e as células foram

"



lavadas com o tampao fosfato salino (PBS, Alfa Aesar™), com o objetivo de eliminar possiveis residuos
de meio de cultura retidos no frasco. Apds a lavagem com PBS, as células foram tripsinizadas com 1-2
mL de tripsina 0,25%-EDTA 0,02% (PAN Biotech, Alemanha) durante aproximadamente 5 minutos, a
37°C, para promover o destacamento celular. Apds o destacamento, foram adicionados 4 mL de meio
DMEM com soro, com o intuito de inativar a acao da tripsina. Em sequida, todo o contetido do frasco foi
transferido para um tubo Falcon e centrifugado a 1000 rpm, a 20 °C, durante 5 minutos. No final da
centrifugacao, o sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet celular ressuspendido em 1-2
mL de meio apropriado (DMEM suplementado com 10% de FBS e 1% P/S para cultura celular e DMEM
suplementado com 20% de FBS e 1% P/S para congelamento celular). As contagens celulares foram
efetuadas por observacao microscopica (EVOS XL Core, Invitrogen by ThermoFisher Scientific
Corporation, EUA) utilizando um hemocitémetro (Camara de Neubauer), apés coloracao de 10 uL de
suspensao celular com 10 uL de azul de tripano 0,4% (Gibco). Por fim, de acordo com a concentracao
celular determinada, um volume apropriado da suspensao celular é adicionado ao volume necessdrio de
meio e transferido para um novo frasco ou para placas de ensaio, ficando a incubar nas condicoes

supracitadas.

3.4.Compostos e Preparacao de Solucoes

Foram utilizados dois isémeros de acetilnaftol: 1-acetil-2-naftol (CAS: 574-19-6) e 2-acetil-1-naftol
(CAS: 711-79-5), ambos pertencentes a familia dos naftdis. Os compostos foram adquiridos
comercialmente a Aldrich Chemical Co® (Darmstadt, Alemanha), com pureza de fragao molar de 0,99.

Devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso, os compostos foram dissolvidos em DMSO para
preparacao de solucbes stock (100 mM). Estas solucdes foram filtradas com filtro de 0,22 um e
armazenadas a-20 °C em tubos Falcon de 50 mL, protegidas da luz.

Para os ensaios, foram preparadas solucoes intermédias 100x concentradas para cada concentracao
final de teste pretendida (0.1; 0.5; 1; 5; 10; 25; 50 uM), por diluicdo da solucdo stock em DMSO. Estas
solucdes foram igualmente armazenadas a -20 °C.

De forma a evitar instabilidade em solucées aquosas, as solucées 10x concentradas foram
preparadas no dia anterior ao tratamento celular ou, alternativamente, no préprio dia do ensaio, por
diluicao das solucées 100x concentradas em meio DMEM sem soro. Quando preparadas com

antecedéncia, foram armazenadas a 4 °C até a sua utilizagao.
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Imediatamente antes do tratamento celular, foram preparadas as solucées finais de trabalho, por

diluicao das solucoes 10x concentradas em meio DMEM sem soro, sendo entao aplicadas as culturas

celulares.

3.5.Ensaio MTT

0 ensaio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT), tem
como objetivo avaliar a viabilidade celular. 0 MTT é um sal tetrazdlio de cor amarela que, em contacto
com células vivas, é reduzido a formazan, um composto de cor roxa. Essa reacao ocorre somente em
células viaveis, permitindo quantifica-las por espectrofotometria.

Neste ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos (TPP Techno Plastic Products AG,
Suica) a densidade de 1x 10° células/poco e incubadas durante 48 horas a 37 °C com 5% de CO,. Apds
este periodo, o meio foi removido de todos os pocos e foram adicionados os compostos em estudo,
previamente diluidos em meio DMEM sem soro, em diferentes concentracdes (0.1; 0.5; 1; 5; 10; 25; 50
1M), deixando-se aincubar durante 24 e 48 horas.

No final de cada tempo de incubacao (24 h e 48 h), foram adicionados 20 uL da solucdo de MTT (5
mg/mL) a cada poco, procedendo-se a uma nova incubacao durante 2 h 30 min a 3 h, de modo a permitir
aformacao dos cristais de formazan. De sequida, o meio foi cuidadosamente removido e adicionado 150
uL de DMSO a cada poco, para solubilizacao dos cristais formados. A absorvancia foi medida a 570 nm
num leitor de microplacas (Thermo Scientific™, EUA; Multiskan SkyHigh).

Como controlos, foram utilizados pogos contendo apenas DMEM (branco), células tratadas com
DMEM e 1% de DMSO (controlo) e células tratadas com 50% de DMSO (controlo positivo de morte). Os
ensaios foram realizados com 4 réplicas por condicao. Para a experiéncia, foram realizados 3-5 ensaios

independentes.

3.6. Ensaio Wound healing

Com base nos resultados de viabilidade celular, foi selecionado o composto 2-acetil-1-naftol em
estudo para os ensaios seguintes. Assim, o ensaio de wound healing foi realizado com o objetivo de
avaliar a capacidade migratdria das células U251MG na presenca e auséncia do composto 2-acetil-1-
naftol em estudo.

As células foram semeadas em placas de 6 pocos (TPP Techno Plastic Products AG, Suica) a uma
densidade de 1,0 x 10° células/poco e cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de FBS e 1%

P/S,a37°Ce 5% de CO,, até a confluéncia total.
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Em cada poco foi realizado um risco linear, com a ponta estéril de uma pipeta de 200 pL, de modo a
criar a “ferida” e assegurar reprodutibilidade entre os pocos. Apds este periodo, o0 meio de cultura foi
removido e as células lavadas cuidadosamente com PBS estéril, de forma a eliminar residuos de soro que
poderiam interferir no ensaio.

De seguida, as células foram tratadas com solucoes de 2-acetil-1-naftol, previamente preparadas em
meio DMEM sem soro. Com base nos resultados de viabilidade celular, foram selecionadas 5
concentragdes (0.1; 1; 5; 10; 25 uM) do composto 2-acetil-1-naftol, acima do IC50 de ambas as linhas
celulares e com taxas de viabilidade a rondar os 55-80%.

A evolucao damigracao celular foimonitorizada através de um microscépioinvertido de fluorescéncia
(EVOS FL Auto, Invitrogen by ThermoFisher Scientific Corporation, EUA). Imediatamente apds o
tratamento e a realizacao da ferida (tempo O h), foram registadas imagens em regides diferentes e
especificas de cada poco, de modo a servir como uma referéncia espacial. Essa marcacao permitiu que,
nos tempos subsequentes de incubacao (12 h, 24 h e 48 h), as fotografias fossem obtidas exatamente
nos mesmos locais do registo inicial, garantindo consisténcia e comparabilidade entre os diferentes
momentos experimentais.

A quantificacao da drea da ferida em cada tempo experimental foi realizada utilizando o software

ImageJ (National Institutes of Health, EUA), com recurso a ferramenta MRI Wound Healing Tool (Figura

2). A B

Figura 2: Exemplo representativo da quantificacdo da drea da ferida no ensaio wound healing. (A) Imagem microscépica do
risco imediatamente apds inducao da ferida. (B) Delimitacao da area da ferida no software Image) para quantificacao ao longo
do tempo.

O calculo da percentagem de arearecuperada da ferida foi efetuado de acordo com a sequinte férmula:

(AOR-AD)

o x100

% de drearecuperada =

onde AOh corresponde a drea inicial da ferida no tempo O h e At a drea da ferida em cada tempo
experimental (12h,24 he 48h).
Foram realizados dois ensaios independentes por condicdao, com duas medicoes independentes em

locais diferentes em cada ferida, resultando em 4 repeticdes por cada condi¢ao experimental.
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3.7. Andlise da Apoptose e Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

A andlise da apoptose e ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo, utilizando a marcacao com
iodeto de propidio (PI) em células permeabilizadas e ndo permeabilizadas, com o objetivo de avaliar o
contetido de DNA e aintegridade da membrana celular.

As células U251MG foram cultivadas em placas de 6 pocos a densidade de 7,5 x 10° células/poco e
mantidas em meio DMEM suplementadas com 10% de FBS e 1% P/S, a 37 °C e 5% de CO,, até atingirem
aproximadamente 90% de confluéncia. Apés lavagem com PBS contendo 1% de FBS, as células foram
tratadas com o composto 2-acetil-1-naftol, previamente diluido em meio DMEM sem soro, em diferentes
concentragdes finais (0.1; 1; 5; 10; 25 uM). Como controlos, incluiram-se células nao tratadas incubadas
apenas com meio DMEM sem soro e células tratadas com DMSO (controlo positivo de morte celular).

Apds um periodo de incubacao de 24 h, as células foram destacadas por tripsinizacao, recolhidas,
centrifugadas a 400 g durante 5 min, a 4 °C e lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de FBS. O pellet
celular obtido foi dividido em duas fragdes: uma submetida a fixacdo e permeabilizacao com etanol 70%
a-20 °Ce Triton X-100, e outra mantida a fresco, sem fixacao e permeabilizacao.

A fixacao foi realizada com adicao gota a gota de etanol 70%, sob agitacao no vdrtex, para garantir
uma adequada preservacao e evitar aglomeracao celular. As amostras foram mantidas a-20 °C durante,
no minimo, 2 horas, seguidas de duas centrifugacdes a 850 g por 5 minutos a 4 °C e duas lavagens com
PBS. Apds este periodo, as células (fixadas e nao fixadas) foram incubadas com uma mistura de PBS, Pl
(1mg/mL), RNase A (10 mg/mL) e, no caso das células fixadas, foi adicionado Triton X-100a1% (v/v).0
volume de mistura adicionada foi ajustado de acordo com o numero de condi¢oes, de modo a garantir
uma concentracao final uniforme em todas as amostras.

A aquisicao das amostras foi realizada por citometria de fluxo (Attune NxT Flow Cytometer CytKick

Autosampler) e a andlise dos dados foi realizada no software FlowJo (versao 10.10.0, BD Biosciences).

3.7.1. Avaliacao da Morte Celular por Apoptose
A analise de apoptose foi realizada por citometria de fluxo apds coloracao com PI. Apesar de o Pl nao
ser um marcador especifico para morte celular por apoptose, a fixacdo/permeabilizacao com etanol a
70% e Triton X-100 permite a detecao da fragmentacao caracteristica do DNA neste processo,
possibilitando a inferéncia da percentagem de células em apoptose. Assim, a quantificacao baseou-se
na identificacdo da fracao de células com conteddo de DNA inferior a 2n (sub-Go/Gy), resultante da

fragmentacao caracteristica do DNA apoptdtico.
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O processamento incluiu: (i) exclusao de detritos celulares por gating em FSC-H vs. SSC-H; (ii)
eliminacao de dupletos e agregados celulares através da relacao FSC-A vs. FSC-H; e (iii) andlise da
fluorescéncia de Pl em histogramas univariados (BL3-A).

A percentagem de células apoptéticas foi determinada com base no pico sub-Go/G: e expressa em

relacao ao total de eventos adquiridos (BL3-H).

3.7.2. Avaliacao do Ciclo Celular
A anadlise do ciclo celular foi realizada a partir das mesmas aquisicdes obtidas para a avaliacao da
apoptose, utilizando os histogramas de fluorescéncia de Pl para estimar o contetido de DNA celular.
Apos exclusao de detritos e eliminacao de dupletos, os histogramas foram ajustados no software
FlowJo a modelos univariados de ciclo celular (Watson pragmatic), permitindo a determinacao da
proporcao de células em cada fase: Go/Gi(2n), S (sintese), G2 /M (4n).
Os resultados foram expressos em percentagem relativa ao total de células vidveis em cada condicao

experimental.

3.8. Analise Estatistica

Os resultados apresentados dizem respeito a pelo menos trés experiéncias independentes, e sao
expressos sob a formade média + SEM. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Para comparacdes entre dois grupos independentes, foi aplicado o teste t Student (amostras
independentes) quando os pressupostos de normalidade foram satisfeitos, ou o teste nao paramétrico
de Mann-Whitney quando esses pressupostos nao se verificaram. Quando comparados mais de dois
grupos, recorreu-se a analise de variancia unidirecional (One-way ANOVA) para dados paramétricos ou
ao teste de Kruskal-Wallis para dados nao paramétricos. Em andlises envolvendo mais do que uma
variavel independente, foi aplicada a andlise de variancia bidirecional (Two-way ANOVA). Considerou-se
um nivel de significancia de o = 0,05 (p<0,05). Todas as andlises estatisticas e representacoes graficas

foram realizadas no software GraphPad Prism (versao 8.0.2.263, San Diego, CA, EUA).
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4. Resultados

4.1. EnsaioMTT

Com o objetivo de avaliar o efeito dos compostos 1-acetil-2-naftol e 2-acetil-1-naftol na viabilidade
celular, foi realizado o ensaio de MTT nas linhas celulares U251MG e 3T3-L1, apés 24 h e 48 h de
exposicao a diferentes concentracdes (0.1; 0.5; 1; 5; 10; 25; 50 uM).

As 24 h, 0 1-acetil-2-naftol reduziu significativamente a viabilidade das células ndo tumorais 3T3-L1,
guando comparado com o controlo, nas concentracoes de 1 uM (87,8%; p=0,048) e 25 uM (80,5%;
p=0,048). Nas células U251IMG nao se observaram diferencas estatisticamente significativas em
nenhuma das concentracoes testadas. No entanto, registaram-se discrepancias entre as duas linhas
celulares nas concentraces de 0.5 uM (U251MG=113,8% vs. 3T3-L1=952%; p=0,041) e 10 uM
(U251MG=102,8% vs. 3T3-L1=93,7%; p=0,017). Nestes casos, as células 3T3-L1 apresentaram menor
viabilidade, enquanto as U251MG exibiram valores de viabilidade superiores aos do controlo (100%),
sugerindo um possivel estimulo proliferativo na linha tumoral (Figura 3A).

No mesmo intervalo temporal, o 2-acetil-1-naftol induziu uma diminuicao estatisticamente
significativa da viabilidade nas 3T3-L1tratadas com concentragdes de 0.1 uM (78,4%; p=0,010), 0.5 uM
(57,8%; p=0,048), 10 uM (89,3%; p=0,049) e 50 uM (89,2%; p=0,031). Nas células U251MG, apenas a
concentragao de 1uM provocou uma diminuicdo significativa da viabilidade celular (44,7%; p=0,040), ndo
se tendo detetado alteracGes relevantes nas restantes concentracoes testadas. A comparacao direta
entre as linhas celulares revelou diferencas estatisticamente significativas na viabilidade celular quando
usada a concentracao de 5 uM (U251MG=80,2% vs. 3T3-L1=91,7%; p=0,033) e 25 uM (U251MG=72,5%
vs. 3T3-L1=91,4%; p=0,043) e, apesar de nao estatisticamente significativo, observou-se um valor
proximo do limiar de significancia na dose de 50 uM (U251MG=75,3% vs. 3T3-L1=89,2%; p=0,056).
Nestas situacoes, verifica-se que o composto reduz a viabilidade da linha tumoral, sendo este efeito
significativamente diferente do observado na linha normal tratada de igual forma (Figura 3C).

Apds 48 h, o 1-acetil-2-naftol manteve o efeito inibitério nas células 3T3-L1, com reducdes
significativas em 0.5 uM (83,5%; p=0,025), 5 uM (86,5%; p=0,040) e 10 uM (88,6%; p=0,049). Outras
concentragdes apresentaram valores préximos de significancia (1 uM: 78%, p=0,053; 25 uM: 73,2%,
p=0,064; 50 uM: 62,3%, p=0,058). Nas U25IMG, nao se registaram alteracdes estatisticamente
significativas (Figura 3B).

No caso do 2-acetil-1-naftol, as 48 h, observou-se reducao significativa da viabilidade nas U251MG

apenas na dose de 1 uM (33%; p=0,032). Concentracdes de 0.1 uM (47,7%) e 0.5 uM (37,5%)
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apresentaram tendéncia para a reducao, apesar de nao atingirem a significancia estatistica (p=0,056).
Nas 3T3-L1, as concentracdes de 0.1 uM (60%; p=0,029) e 0.5 uM (43,1%; p=0,029) mantiveram a
diminuicao ja observada as 24 h, enquanto a concentracao de 1 uM revelou uma tendéncia préxima da
significancia (43%; p=0,057). As células tumorais tratadas com 10 uM de 2-acetil-1-naftol apresentaram
viabilidade celular de 60,4%, significativamente inferior a exibida pela linha celular normal (93,4%)
guando expostas as mesmas condicoes (p=0,016). 0 mesmo padrao foi observado nas células tratadas
com 5 uM (U251MG=68,5% vs. 3T3-L1=95,5%) e 25 uM (U251MG=67,7% vs. 3T3-L1=97,3%), apesar de

nao ser atingida a significancia estatistica (p=0,064) (Figura 3D).
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Figura 3: Efeito de 1-acetil-2-naftol e 2-acetil-1-naftol na viabilidade celular (ensaio MTT). (A) U251MG e 3T3-L1expostos a
1-acetil-2-naftol durante 24h. (B) U251MG e 3T3-L1 expostos a 1-acetil-2-naftol durante 48h. (C) U251MG e 3T3-L1
expostos a 2-acetil-1-naftol durante 24h. (D) U251MG e 3T3-L1 expostos a 2-acetil-1-naftol durante 48h. C (controlo)
representa células nao tratadas. Resultados apresentados como média + SEM. *) p<0,05 em relacao ao controlo (U251MG):
(#) p<0.05 em relagao ao controlo (3T3-L1); (8) p<0.05 U251MG vs 3T3-L1.
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4.2.Ensaio Wound healing
Para avaliar o efeito do composto 2-acetil-1-naftol na capacidade migratdria das células U251MG,
realizou-se o ensaio de wound healing, monitorizando, de 12 h em 12 h, a variacao da area da “ferida”
criada ao longo de 48 h de exposicao. A Figura 4 apresenta imagens representativas da evolucao da
migracao celular nas diferentes concentracées testadas, enquanto a Figura 5 mostra a quantificacao da

percentagem de drea recuperada em funcao do tempo.

Oh 12h 24h

Controlo

TuM

10 uM

25uM

Figura 4: Ensaio de wound healing em células U251MG tratadas com 2-acetil-1-naftol. Imagens de microscopia obtidas as Oh,
12h e 24h de exposicao a 2-acetil-1-naftol nas concentracées (0.1; 1; 5; 10; 25 uM). C (controlo) representa células nao
tratadas.
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Figura 5: Quantificacao da migracao celular em ensaio wound healing com células U251MG tratadas com 2-acetil-1-naftol.
Representacao gréfica da percentagem de drea recuperada as 12h, 24h e 48h no C (controlo) e nas diferentes concentracdes
do composto (0.1; 1; 5; 10; 25 uM). Resultados apresentados como média + SEM. Diferencas estatisticamente significativas
vs. Controlo: (*) p<0,05.

As 12 h, observou-se que as células do controlo comecaram a migrar para a zona da ferida, enquanto
nas culturas tratadas com 10 puM a drea permanecia maioritariamente aberta, refletindo uma
recuperacao significativamente reduzida (1,5% de drea recuperada vs. controlo, p=0,050).

Apds 24 h, o efeito inibitério tornou-se mais evidente, as células tratadas com 1 uM (p=0,037) e 10 uM
(p=0,021) apresentaram uma reducao significativa da migracao, recuperando apenas 17,5% e 16,4% da
area, respetivamente, em contraste com o controlo, que exibiu 43,2% de encerramento da ferida. Ja as
concentragdes de 0.1 uM (24,5%; p=0,065) e 25 uM (22,7%; p=0,071) mostraram tendéncia para a
diminuicdo da migracao, embora sem atingir significancia estatistica. A andlise das imagens
microscopicas confirma este padrao, evidenciando menor numero de células a ocupar a drea da ferida
nas condices tratadas quando comparadas com o controlo (Figura 4).

As 48 h, todas as condicdes testadas apresentaram valores de migracdo semelhantes, e ndo se
registaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos. Os dados quantitativos (Figura 5)
indicam que o encerramento da “ferida” foi praticamente completo em todos os grupos, sugerindo que o

efeito inibitdrio do 2-acetil-1-naftol € mais marcado nas fases iniciais da migragao celular.

4.3. Avaliacao da Morte Celular por Apoptose
Com o objetivo de avaliar o efeito do composto 2-acetil-1-naftol na morte celular e, em particular, na
morte celular por apoptose, as células U251MG foram analisadas por citometria de fluxo apds 24 h de

exposicao a diferentes concentracdes (0.1; 1; 5;10; 25 uM) (Figura6 e 7).
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A andlise revelou que a morte celular total diminuiu significativamente em comparagao com o controlo

(7.1%) a partir da concentracao de 1 uM, registando-se valores médios de 3,9% a1uM (p=0,022),3% a5
uM (p=0,006),3,5% a10 uM (p=0,024) e 3,5% a 25 uM (p=0,009). Na concentracao de 0.1uM (5,6%) nado

se observaram diferencas relevantes relativamente ao controlo (Figura 7).

Por outro lado, a fracao de morte celular atribuida a apoptose manteve-se baixa e sem alteracoes

significativas em todas as condicdes testadas, oscilando entre 0,9% (10 uM) e 1,7% (0.1 uM), valores

préximos aos observados no controlo (1,6%) (Figura 7).
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Figura 6: Exemplo representativo de citogramas obtidos por citometria de fluxo: (A) Controlo sem fixagao/permeabilizacao;
(B) Células tratadas com 0.1 uM sem fixacao/permeabilizacao; (C) Controlo fixado e permeabilizado; (D) Células tratadas com
0.1 uM fixadas e permeabilizado; (D) Células tratadas com 0.1 uM fixadas e permeabilizadas.
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Figura 7: Analise da morte celular total e apoptdtica em células U25IMG tratadas com 2-acetil-1-naftol por 24h.
Representacao grdfica da percentagem de morte celular total (barras pretas) e da fracao correspondente a morte por
apoptose (barras cinzentas) apds exposicao a 2-acetil-1-naftol nas concentracdes (0.1;1; 5;10; 25 uM). C (controlo) representa
células nao tratadas. Resultados apresentados como média + SEM. Diferencas estatisticamente significativas observadas
apenas na morte celular total: (*) p<0,05; (**) p<0,01.

4.4.Avaliacao do Ciclo Celular

Com o objetivo de avaliar se o composto 2-acetil-1-naftol interfere na progressao do ciclo celular, a
distribuicdo das células U251MG nas fases GO/G1, S e G2/M foi analisada por citometria de fluxo apés
24 h de exposicao a diferentes concentracdes (0.1; 1; 5; 10; 25 uM) (Figura 8).

A andlise revelou que, em todas as condicoes testadas, a populacao celular manteve uma distribuicao
semelhante a observada no controlo, nao se registando diferencas estatisticamente significativas. De
uma forma geral, a fracao de células na fase GO/G1 variou entre 64,8% e 83,8%, valores préximos ao do
controlo (66,3%). Na fase S, as percentagens oscilaram entre 7,5% e 19,2%, compardveis ao valor de
28,4% observado no controlo. Finalmente, a fase G2/M apresentou variagdes entre 53% e 10,9%,
igualmente préximos ao valor do controlo (10,8%).

As Figuras 8A e 8B apresentam histogramas representativos da distribuicao das células pelas
diferentes fases do ciclo celular, enquanto a Figura 8C mostra o resumo grafico dos valores médios
obtidos nos trés ensaios independentes.

Em conjunto, estes resultados indicam, que apds 24 h de exposicao, o 2-acetil-1-naftol nao induz
alteracoes relevantes no ciclo celular dalinha U251MG, sugerindo que o composto nao afeta a progressao

do ciclo celular nem promove blogueios especificos nas fases GO/G1, S ou G2/M.
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Figura 8: Efeito do 2-acetil-1-naftol no ciclo celular de células U251MG apds 24h de exposicao. Exemplo representativo de
histogramas obtidos no software FlowJo, evidenciando a distribuicao das células nas fases GO/G1, S e G2/M: (A) Controlo
fixado e permeabilizado; (B) Células tratadas com 0.1 uM fixadas e permeabilizadas. (C) Representacdo grafica da
percentagem de células em cada fase do ciclo celular apds tratamento com diferentes concentracées do composto (0.1; 1; 5;
10; 25 uM). C (controlo) representa células ndo tratadas. Resultados apresentados como média + SEM. Nao foram observadas

diferencas estatisticamente significativas.
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5. Discussao

0O glioblastoma é o tumor cerebral maligno primario mais comum e agressivo do SNC, associado a um
progndstico reservado e a opcdes terapéuticas limitadas. Até ao momento, nao existe uma abordagem
realmente eficaz capaz de alterar de forma significativa a evolucao clinica desta neoplasia, o que torna
urgente a investigacao e o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos bioldgicos dos compostos 1-acetil-2-naftol e 2-
acetil-1-naftol em células de glioblastoma humano (U251MG), de forma a determinar um possivel
potencial terapéutico. Para tal, foram realizados ensaios in vitro que permitiram analisar parametros
fundamentais da biologia tumoral, incluindo: viabilidade celular, capacidade migratdria e inducao da
apoptose com possiveis alteracoes no ciclo celular.

A avaliacao da viabilidade celular pelo ensaio de MTT demonstrou que os compostos 1-acetil-2-naftol
e 2-acetil-1-naftol apresentam efeitos distintos sobre as linhas celulares tumorais U251MG e nao
tumorais 3T3-L1, dependentes tanto da concentracao como do tempo de exposicao.

No caso do 1-acetil-2-naftol, observou-se que este composto reduziu significativamente a
viabilidade das células nao tumorais 3T3-L1, tanto as 24 h como as 48 h, sobretudo em concentracées
baixas a intermédias (0.5-25 uM). Por outro lado, nas células tumorais U251MG nao se registaram
reducdes significativas em nenhum dos tempos analisados. Contudo, em algumas condicdes (0.5;1; 5;10
UM as 24h), a viabilidade das U251MG foi superior a do controlo, sugerindo um possivel efeito
proliferativo ou pré-sobrevivéncia seletivo em células tumorais. Estes resultados sugerem que o 1-
acetil-2-naftol, apresenta maior citotoxicidade para células normais do que para células tumorais,
condicao que limita o seu interesse como potencial agente antitumoral.

Por outro lado, o 2-acetil-1-naftol apresentou um comportamento distinto e potencialmente mais
interessante. As 24 h, verificou-se uma reducao significativa da viabilidade nas células ndo tumorais
3T3-L1em concentracdes muito baixas (0.1-0.5 uM) mas também em doses mais elevadas (10 e 50 uM),
enquanto nas células tumorais U251MG os efeitos foram menos pronunciados, observando-se apenas
uma reducao significativa na concentracao de 1 uM. No entanto, apds 48 h, tornou-se evidente um
padrao distinto. Nas células U251MG, a reducao significativa da viabilidade manteve-se na concentracao
de 1 uM, verificando-se uma tendéncia de reducao em concentracées préximas (0.1-0.5 uM), enquanto
nas células 3T3-L1 a diminui¢do previamente observada em doses haixas (0.1-0.5 uM) se manteve.
Importa ainda notar que, em concentracdes mais elevadas (5-25 uM), observou-se uma viabilidade

consistentemente inferior nas U251MG em comparacao com as 3T3-L1, sugerindo que o 2-acetil-1-
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naftol pode exercer atividade antiproliferativa seletiva em células de glioblastoma, em condicoes

especificas de concentracao e tempo de exposicao.

Estes resultados vao parcialmente ao encontro do que tem sido descrito para compostos
estruturalmente relacionados. Shinkai et al. (2022) demonstram que a eleuterina, uma naftoquinona,
reduziu de forma dependente do tempo e da dose a viabilidade de células de glioma, acompanhada por
fendtipos compativeis com apoptose (90). De forma semelhante, Xu et al. (2022) mostraram que
andlogos naftalénicos apresentam atividade citotdxica varidvel em células U251, com ICso que se alteram
drasticamente entre analogos préximos, evidenciando que pequenas modificacoes estruturais podem
ter um grande impacto na poténcia e seletividade (91). Esta nocao é suportada por dados termoquimicos
de derivados de naftol, que mostram como alteracées minimas na posicao de grupos substituintes
influenciam significativamente propriedades eletrdnicas e de estabilidade (92). Um principio que se
observa diretamente nos nossos resultados, uma vez que a simples diferenca posicional do grupo acetil
entre os dois isémeros resultou em perfis bioldgicos contrastantes.

Apesar disso, algumas condicoes metodoldgicas e interpretativas sao necessdrias. O ensaio MTT
avalia a atividade redutora celular como proxy do metabolismo mitocondrial, e nao uma contagem direta
de células. Compostos que interfiram no metabolismo energético ou no reagente podem enviesar os
resultados. Por isso, é essencial confirmar estes dados com ensaios complementares (como
guantificacao de ATP, exclusao de corantes ou ensaio de clonogenicidade) e por andlises de apoptose e
ciclo celular, que permitam esclarecer se a diminuicao de viabilidade decorre de morte celular
programada, inibicao proliferativa ou alteracbes metabdlicas (90,93). Além disso, varios valores-p
ficaram préximos do limiar de significancia (p=0,05) e o elevado nimero de comparacdes (mdltiplas
doses/tempos) aumenta o risco de falsos positivos. Portanto, estes resultados devem ser interpretados
como tendéncia que carece de validacao adicional.

De forma global, os dados obtidos apontam para diferencas importantes no mecanismo de acao dos
dois isomeros. O 1-acetil-2-naftol aparenta ter baixa eficacia em células tumorais e maior citotoxicidade
em células normais, enquanto o 2-acetil-1-naftol, embora também afete células nao tumorais,
demonstra uma tendéncia de maiorimpacto sobre a viabilidade das células tumorais U251MG, sobretudo
em exposicoes prolongadas. Assim, considerando que o 1-acetil-2-naftol nao apresentou efeitos
relevantes na linha tumoral U251MG e revelou elevada toxicidade para células nao tumorais, 0s ensaios
subsequentes de migracao, apoptose e ciclo celular foram conduzidos apenas com o composto 2-acetil-

1-naftol.
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Uma vez estabelecido o impacto deste isémero sobre a viabilidade celular, tornou-se essencial
investigar se o seu efeito se estende a processos-chave no comportamento tumoral, como a capacidade
migratdria. A migracao celular é um parametro fundamental na progressao do glioblastoma, estando
diretamente associada ao seu cardcter altamente invasivo e a recorréncia clinica. Por esse motivo, a
etapa seguinte do trabalho consistiu na avaliacao do efeito do 2-acetil-1-naftol na migracao celular
através do ensaio de wound healing.

De umaformageral, os resultados evidenciam que o composto exerce um efeito inibitério na migracao
entre as 12 h e as 24 h de exposicao.

As 12 h, verificou-se uma reducdo da migracdo nas culturas tratadas, mais evidente em
concentragdes elevadas (10 uM), onde a recuperacao da drea da ferida foi significativamente inferior ao
controlo. Esta tendéncia tornou-se mais evidente as 24 h, momento em que concentracoes intermédias
(1e 10 uM) apresentaram também uma inibicdo significativa da migracao, com valores de encerramento
da ferida de 2,5 vezes inferiores aos do controlo. Importa salientar que concentracdes baixas (0.1 uM) e
altas (25 uM) mostraram apenas uma tendéncia de reducao, sem alcancar significancia estatistica, o que
sugere a existéncia de uma janela de concentracao mais eficaz para a inibicao migratdria.
Expectavelmente, as 48 htodas as condicoes testadas exibiram o encerramento praticamente completo
da ferida em todos os grupos.

Importa referir que, ndo tendo sido utilizado um inibidor de proliferacao (ex. mitomycin C), o ensaio
wound healing nao permite dissociar migracao de proliferacao celular, podendo, parte do encerramento
da ferida resultar de proliferacao local (94). Ainda assim, a omissao do soro no meio de cultura e a
avaliacao de diferencas em timepoints até as 24 h permite avaliar e considerar vdlidos os efeitos
observados pelo composto na migracao celular.

Este comportamento pode refletir diferentes mecanismos de acao do composto sobre a dinamica
celular. Por um lado, a inibicao precoce da migracao poderd estar associada a perturbacées do
citoesqueleto ou da adesao celular, processos cruciais nas fases iniciais de mobilidade celular (95). Por
outro lado, a perda de efeito as 48 h podera dever-se a mecanismos compensatarios intrinsecos das
células tumorais, como a ativacao de vias de sobrevivéncia e plasticidade fenotipica que Ihes permitem
ultrapassar ainibicaoinicial, ainstabilidade quimica do composto no meio ou ainda a efeitos proliferativos
residuais que facilitam o preenchimento daferida (96,97). Estas hip6teses tém sido descritas em estudos
com outros compostos bioativos, em que efeitos iniciais de inibicao migratdria acabam por ser superados

ao longo do tempo, refletindo a elevada capacidade adaptativa das células de glioblastoma (96,98).
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De forma global, estes resultados sugerem que o 2-acetil-1-naftol apresenta um efeito modulador da
migracao, mais pronunciado em fases iniciais, o que poderd traduzir-se num potencial papel como agente
adjuvante nalimitacdo da capacidade invasiva tumoral (99). No entanto, o desaparecimento do efeito em
periodos prolongados reforca a necessidade de estudos complementares, nomeadamente ensaios de
invasao em matriz extracelular tridimensional, andlises do citoesqueleto e avaliacao da expressao de
marcadores de migracao e invasao (como MMPs, vimentina e integrinas), de modo a clarificar os
mecanismos subjacentes e o real impacto do composto no comportamento invasivo das células de
glioblastoma (96,100).

Para além da migracdo, outro aspeto crucial no comportamento agressivo do glioblastoma é a
capacidade das células resistirem a morte programada e sustentarem uma proliferacao desregulada.
Assim, de forma a complementar os dados do ensaio de wound healing e aprofundar o impacto do 2-
acetil-1-naftol no fendtipo tumoral, tornou-se essencial avaliar se o composto interfere com a apoptose
e com a progressao do ciclo celular.

A avaliacao doimpacto do 2-acetil-1-naftol sobre a morte celular revelou uma diminuicao significativa
da fracao de morte celular total a partir de 1 uM, em comparacao com o controlo. Contudo, a componente
atribuida especificamente a apoptose manteve-se residual e sem diferencas relevantes entre condicoes,
com valores muito préximos dos observados no grupo nao tratado. Estes dados sugerem que, ap6s 24 h
de exposicao, o composto nao induziu de forma consistente a via apoptética cldssica em células U251MG.
Este resultado contrasta com a maioria dos estudos que avaliaram derivados de naftaleno em células
U251MG, nos quais compostos estruturalmente relacionados induziram apoptose de forma clara. Por
exemplo, Lee et al. (2024) demonstraram que derivados de 1,8-naftalimida induziram significativamente
a apoptose em U251, associada a intercalacao com DNA e a inibicao da atividade da topoisomerase |,
levando a ativacao de caspases e reducao da viabilidade celular (86). De forma semelhante, Wang et al.
(2017) demonstraram que a juglona, outro derivado de naftoquinona, induziu apoptose robusta em U251,
acompanhada de ativacao de caspase-3, alteracdes morfoldgicas tipicas de apoptose, além de inibir a
migracgao celular e a angiogénese (101).

No que respeita a progressao do ciclo celular, a distribuicdo das células pelas fases GO/G1, S e G2/M
nao apresentou alteracoes significativas em nenhuma das concentracdes testadas. A auséncia de
bloqueios especificos no ciclo celular, bem como a manutencao de perfis semelhantes ao controlo,
reforcam a ideia de que o 2-acetil-1-naftol nao interfere de forma direta com os pontos de checkpoint
proliferativos nas primeiras 24 h de exposi¢do. Este comportamento difere do observado com outros

derivados de naftaleno, que frequentemente induzem bloqueios especificos do ciclo celular, seja na fase
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GO/G1 ou G2/M, em células de glioblastomas (97,101). Evidenciando que pequenas alteracdes
estruturais, como a posicao e a natureza do grupo acetil presente no 2-acetil-1-naftol, podem modular
de forma significativa tanto a inducao de apoptose como a interacao dos reguladores do ciclo celular,
influenciando a capacidade de induzir paragens proliferativas.

Importa, no entanto, discutir as limitacdes metodoldgicas desta abordagem. A detecao da apoptose
baseou-se na analise da populagao sub-G1, obtida apds fixacao com etanol a 70%, permeabilizacao com
Triton X-100, coloracao com PI na presenca de RNase A. Embora este método seja aceite para a
identificacao de fragmentacao de DNA compativel com apoptose, nao é considerado o padrao-ideal, pois
pode subestimar eventos precoces ou confundir necrose com apoptose tardia (102,103). Métodos mais
especificos, como a dupla marcacao com Annexin V/Pl ou ensaios de ativacao de caspases, permitem
uma distincdo mais robusta entre diferentes tipos de morte celular e fases da apoptose (102,104). A
indisponibilidade deste reagente no presente estudo condicionou a metodologia usada para a analise,
pelo que os resultados devem ser interpretados com cautela.

Outra limitacao relevante é o tempo de exposicao considerado. A avaliacao restrita a 24 h nao exclui
a possibilidade de efeitos apoptéticos tardios ou de alteragoes transitdrias do ciclo celular que possam
emergir em periodo mais longos. Estudos prévios demonstraram que, por vezes, a ativacao da apoptose
ou ainducao de bloqueios do ciclo celular ocorre apenas apds 48 h-72 h de tratamento (105,106). Assim,
futuras andlises em tempos adicionais, bem como a utilizacao de metodologias complementares, serao
fundamentais para clarificar se o 2-acetil-1-naftol pode, em condicoes especificas, desencadear
apoptose ou interferir na maquinaria de progressao do ciclo celular.

Em conjunto, os resultados indicam que, nas condicoes testadas, o 2-acetil-1-naftol nao promove a
ativacao de vias apoptdticas cldassicas nem induz bloqueios detetdveis no ciclo celular em células
U251MG. Para além das limitaces apontadas, os resultados podem também sugerir que o impacto do
composto se manifesta preferencialmente noutros processos, como a viabilidade e a migracao celular, ja
evidenciados nos ensaios anteriores.

A andlise transversal dos ensaios realizados evidencia uma convergéncia funcional clara entre os
efeitos do 2-acetil-1-naftol na viabilidade, migracao e morte celular das células de glioblastoma U251MG.
A concentracao de 1 uM destacou-se como ponto de acao comum nos diferentes testes, revelando
simultaneamente uma reducao significativa da viabilidade celular e uma inibicao precoce da migracao,
sem inducao de apoptose ou bloqueios no ciclo celular. Estes resultados sao particularmente relevantes
porque sugerem que o composto podera interferir seletivamente com processos essenciais a

sobrevivéncia e plasticidade tumoral, como aintegridade mitocondrial, equilibrio redox ou a regulacao do
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citoesqueleto, sem recorrer a mecanismos classicos de morte celular (95,107,108). Esta acao
diferenciada, reforca a hipdtese de que o 2-acetil-1-naftol podera constituir uma nova classe de
moduladores do fendtipo tumoral, capaz de modular de forma nao convencional o comportamento das
células tumorais.

Embora nao tenham sido observadas ativacdes consistentes de apoptose ou alteracées no ciclo
celular, este comportamento nao deve ser interpretado como auséncia de efeito, mas antes como uma
possibilidade do composto poder induzir estados de quiescéncia ou senescéncia celular, fendmenos que
nao se traduzem imediatamente em morte, mas que comprometem a capacidade proliferativa e invasiva
das células (109). A inibicdo da migracao observada nas primeiras 24 h reforca esta hipétese, apontando
para uma possivel perturbacdo da adesao celular ou da dinamica actina/microttbulos, que sao também
processos cruciais tanto para a motilidade quanto para a sobrevivéncia de células tumorais altamente
invasivas (50). Ja a reversibilidade parcial dos efeitos migratdrios as 48 h podera refletir mecanismos
compensatdrios ativados pelas células tumorais, como areprogramacao fenotipica ou a ativacao de vias
de sobrevivéncia, frequentemente descritas em glioblastoma como estratégias de evasao terapéutica
(110,111).

Importa, por fim, destacar que nao existem trabalhos publicados acerca da avaliagao dos isémeros 1-
acetil-2-naftol e 2-acetil-1-naftol em células de glioblastoma, revelando que diferencas estruturais
subtis tém impacto marcante na atividade bioldgica. Entre os dois compostos testados, o 2-acetil-1-
naftol destacou-se como o mais promissor, apresentando efeitos consistentes nareducao da viabilidade
e na modulacao da migracao tumoral. Estes resultados abrem caminho para investigacoes futuras, onde
0 2-acetil-1-naftol devera ser explorado em maior detalhe através de ensaios complementares
(clonogenicidade, metabolismo, vias de sinalizacdo), em modelos tridimensionais e in vivo. Assim, o
presente estudo nao se limita as observacdes aqui reportadas, mas estabelece um ponto de partida
solido para considerar o 2-acetil-1-naftol como potencial agente adjuvante em estratégias inovadoras

contra o glioblastoma.

29



- EscoLa
sosnn
6. Conclusao

O glioblastoma continua a ser um dos tumores mais agressivos e resistentes do sistema nervoso
central, justificando a procura por novas abordagens terapéuticas. Neste contexto, o presente estudo
avaliou, de forma comparativa, os efeitos de dois isdomeros acetilados de naftol em células de
glioblastoma humano (U251MG).

Em contraste, o 2-acetil-1-naftol apresentou um perfil mais promissor, reduzindo a viabilidade das
células U251MG de forma dependente da concentracao e do tempo de exposicao e inibindo
transitoriamente a migracao celular, com seletividade relativa em relacao as células normais.

Apesar deste efeito, ndo se observaram alteracdes relevantes na apoptose cldssica nem na
progressao do ciclo celular apds 24 horas, sugerindo que o impacto do composto podera depender de
mecanismos alternativos ou de tempos de exposi¢ao mais prolongados.

De forma global, 0 2-acetil-1-naftol surge como uma molécula de interesse preliminar no contexto do
glioblastoma, sublinhando que modificagoes estruturais minimas, como a posicao do grupo acetil, podem
redefinir seletividade e mecanismos de acao. Este contributo fornece uma base importante para estudos
futuros que explorem o potencial terapéutico deste composto e a sua integracao em novas estratégias

contra o glioblastoma.
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