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RESUMO 

 

Introdução. As seleno-diidropirimidinonas são compostos 

sintéticos com potenciais atividades biológicas, entre elas a antitumoral. 

Destacam-se por possuírem o selênio, elemento essencial ao 

funcionamento do organismo, que tem por característica reduzir a 

proliferação e induzir morte em células tumorais. Objetivo. Avaliar o 

potencial citotóxico, antiproliferativo e antitumoral in vitro de novos 

compostos de seleno-diidropirimidinona. Metodologia. Os compostos 

em estudo (concentrações de 1 μM - 1000 μM) foram testados quanto à 

sua citotoxicidade em linhagens tumorais MCF-7 (carcinoma de mama 

humano) e HeLa (adenocarcinoma cervical humano), bem como em 

linhagem normal McCoy (fibroblasto de camundongo), pelo ensaio 

MTT após 72 horas de incubação. A interação dos compostos com o 

DNA, foi realizada por espectrofotometria UV-Vis, utilizando 

concentração fixa de DNA (150 μM), variando as concentrações dos 

compostos (50 μM a 300 μM).Para ensaio clonogênico, foi avaliado 

tratamento com concentração inibitória de 30% (IC30) dos compostos 

por 72h. Para o ensaio de morte celular, o tratamento com IC30 dos 

compostos foi realizado por 72h, e as células foram coradas com uma 

solução de 10 μM de laranja acridina e iodeto de propídio. A 

fragmentação do DNA de células MCF-7 foi verificada pelo ensaio 

cometa (IC30 / 72h). A análise do ciclo celular foi realizada de acordo 

com o conteúdo de DNA celular medido por citometria de fluxo usando 

um kit de solução PI / RNAse da Immunostep®. Resultados. Os 

tratamentos com as Seleno- diidropirimidinonas indicaram efeitos 

citotóxicos e seletivos sobre as células tumorais cultivadas in vitro. As 

seleno-diidropirimidinonas 3j, 8a, 8b e 4a foram capazes de interagir e 

intercalar com o DNA plasmidial. Em doses sub tóxica IC30, foram 

capazes de inibir a proliferação, induzindo a morte celular tanto por 

necrose como por apoptose. Os compostos 8a e 8b promoveram   

fragmentação do DNA em células MCF-7 aumentando o número  de 

células na fase sub/G1, indicativo de indução de apoptose, e  reduziram 

o número de células na fase S, em tratamentos de 72h com doses sub 

tóxicas. Conclusão. Os resultados obtidos permitem sugerir que os 

compostos de Seleno-diidropirimidinonas 8a e 8b tratam-se de 

promissores protótipos na pesquisa de novos agentes na terapia contra o 

câncer, se fazendo necessários futuros ensaios para elucidar melhor suas 

ações e mecanismos.   

Palavras-chave: Seleno-diidropirimidinonas, atividade antitumoral, 

dano ao DNA.  



 

 

 

 

 

 

 

  



ABSTRACT 

 

Introduction. Selenium-dihydropyrimidinones are synthetic 

compounds with potential biological activities, including antitumor. It 

stands out for having selenium, an essential element to the functioning 

of the organism, which has the characteristic of reducing proliferation 

and inducing death in tumor cells. Objective.  

Evaluation of the in vitro cytotoxic, antiproliferative and antitumor 

potential of new selenide-dihydropyrimidinone compounds. 
Methodology. The compounds under study (concentrations of 1 μM - 

1000 μM) were tested for their cytotoxicity to the MCF-7 (human breast 

carcinoma), HeLa (human cervical adenocarcinoma) and normal McCoy 

(mouse fibroblast) MTT assay in 72 hours of incubation. The interaction 

of the compounds with DNA was performed by UV-Vis 

spectrophotometry, with fixed concentration for the DNA of 150 μM 

and variations of the concentrations of the compounds of 50 μM to 300 

μM. In the clonogenic assay, the IC30 treatment of the compounds was 

72 h, which was incubated for 15 days until colony formation. 

For the cell death assay, the IC30 treatment of the compounds was 72 h, 

and the cells were stained with a solution of 10 μM orange acridine plus 

propidium iodide and categorized by microscopy as viable, apoptotic 

and necrotic. DNA fragmentation of MCF-7 cells was verified by the 

comet assay (IC30 / 72 h). And the cell cycle analysis was performed 

according to the cellular DNA content measured by flow cytometry 

using an Immunostep® PI / RNAse solution kit. Results. Treatments 

with Selenidipyrimidinones indicated cytotoxic and selective effects on 

tumor cells cultured in vitro. The selene-dihydropyrimidinones 3j, 8a, 

8b and 4a led to the interaction and intercalation of the DNA. At sub-

toxic IC30 doses, they were able to inhibit proliferation, inducing cell 

death both by necrosis and by apoptosis. Compounds 8a and 8b 

promoted DNA fragmentation in MCF-7 cells and caused an increase in 

the number of cells in the sub- G1 phase, indicating death by apoptosis 

and imprisoned the S-phase MCF-7 cells in 72 h treatments at sub-toxic 

doses. Conclusion. The results suggest that Selen-dihydropyrimidinone 

compounds 8a and 8b are promising agents in cancer therapy, and 

future trials are needed to better elucidate their actions and mechanisms. 

 

Key words: Selen-dihydropyrimidinones, antitumor activity, DNA 

damage. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer 

 

O registro mais antigo desta doença data de 1700 anos a. C., no 

chamado papiro de Edwin Smith, no qual estudiosos do antigo Egito 

descrevem um tumor de mama (FELDMAN; GOODRICH, 1999).  

Anos depois, o famoso grego “pai da medicina” Hipócrates (460 – 375 

a. C.), observou que protuberâncias (tumores) apresentavam vasos 

sanguíneos ao redor, lembrando patas de crustáceo; cunhando, assim, os 

termos câncer, carcinos e carcinoma, utilizados até os dias de hoje 

(LAENNEC, 1804). 

Posteriormente, Claudius Galeno (131 a 200 d. C.), médico 

romano considerado uma das maiores autoridades em câncer na 

antiguidade, determinou que esta doença era incurável e com elevadas 

probabilidades de levar o indivíduo a óbito (PEMBERTON, 1858).  

Transcorridos todos esses anos, os estudos clínicos sobre câncer 

permitiram a catalogação de um grupo de mais de 100 doenças que estão 

entre as principais causas de morte no mundo ocidental, configurando 

um grave problema de saúde pública (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2014; BLOOM et al., 2012; MARIOTTO et al., 2011). 

Segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS, 2014), para o 

ano de 2030 estima-se 27 milhões de novos casos de câncer e 17 

milhões de óbitos. No Brasil, para o biênio 2018-2019 estão previstos 

aproximadamente 600 mil novos casos de câncer/ano (INCA, 2017).  

O processo de carcinogênese é modulado por diferentes eventos 

bioquímicos, dentre eles pode-se citar: desregulação do ciclo celular, 

proliferação exacerbada, insensibilidade aos inibidores de crescimento e 

falhas nos mecanismos de morte celular programada. Estes eventos são 

resultantes de diferentes mutações genéticas hereditárias ou adquiridas, 

culminando na perda do controle homeostático responsável pela 

regulação da proliferação e morte celular (HAHN; WEINBERG, 2002). 

As mutações adquiridas estão relacionadas a hábitos de vida e fatores 

externos (radiação ionizante, agentes infecciosos, agentes químicos, 

etc). As mutações endógenas estão relacionadas a fatores endógenos 

como disfunção hormonal, condições imunológicas, etc. Tais mutações 

podem agir juntas ou em sequência, promovendo a tumorigênese 

(INCA, 2013), a partir da ativação de proto-oncogenes em oncogenes e, 

ainda, a inibição de genes supressores tumorais (ZAIDI et al., 2013; 

AUDIC; HARTLEY, 2004; WOLF; RAMIREZ, 2001). 
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Segundo Brasileiro et al. (2011) todos os processos que levam 

uma célula normal a se tornar cancerosa podem ser classificados em três 

etapas:  

•Iniciação: mutações espontâneas ou induzidas por agentes 

externos que conduzem a danos no DNA e alterações na replicação. Tais 

mutações em genes relacionados à progressão do ciclo e morte celular 

ocasionam perda da diferenciação e inibição da apoptose. 

•Promoção: caracteriza-se pelo acúmulo de mutações e 

proliferação exacerbada, resultando em um grande número de células 

mutadas idênticas.  

•Progressão: caracterizada por multiplicação celular e alterações 

biológicas, que originam a neoplasia. As células clones possuem a 

capacidade de invadir novos tecidos e produzir metástase, bem como 

conferir resistência a diversos fármacos.  

Conforme as células progridem à neoplasia, as mesmas vão 

adquirindo características que as distinguem das normais, levando a um 

processo patológico e maligno, como pode ser observado na figura 1 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011).  

 
Figura 1– Características de uma célula tumoral. 

Na figura é possível observar as principais diferenciações adquiridas pelas 

células tumorais. Fonte: Adaptado de Hanahan; Weinberg, 2011.  
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Nas células tumorais, diferentes vias irão sinalizar para a 

progressão do ciclo celular, proliferação e inibição da apoptose. Por 

exemplo, o fator de crescimento epidérmico (EGF) ao ligar-se ao seu 

receptor do tipo tirosina cinase, conduz a autofosforilação do domínio 

intracelular do mesmo. Tal evento conduzirá à fosforilação de proteínas 

de sinalização para a progressão do ciclo e proliferação celular, tais 

como fosfatidilinositol-3-fosfato (PIK3) e proteína Ras (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

Os diversos mecanismos de controle da divisão celular, 

proliferação e morte são intimamente regulados por diferentes proteínas. 

Dentre elas destacam-se as proteínas reguladoras do ciclo e proliferação 

celular p16, p53, Myc e Ras (WANG et al., 2012; VAQUÉ et al., 2008; 

WU et al., 2003). Já os processos de morte celular são controlados, por 

exemplo, pelas proteínas da família Bcl-2 pró-apoptóticas (Bax, Bak, 

Bad, Bid) e as proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W) 

(ADAMS, 1998; KROEMER, 1997; OLTVAL; MILLIMAN; 

KORSMEYER, 1993). Ainda, a imortalização celular, que precede a 

formação de tumores malignos, está relacionada à atividade da 

telomerase e inibição do encurtamento dos telômeros (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011; BLASCO et al., 2005; SHAY; WRIGHT, 2000). 

Sendo assim, de acordo com o supracitado, o entendimento a 

respeito das características biológicas do câncer e a busca por novas e 

promissoras alternativas terapêuticas são de extrema valia. 
 

1.1.1 Dano ao DNA 

 

O ácido desoxirribonucleico (DNA) é formado por um conjunto 

de nucleotídeos, estes por sua vez são constituídos por um grupamento 

fosfato, uma pentose e uma base nitrogenada podendo ser citosina (C), 

guanina (G), timina (T), adenina (A), unidos através de ligações 

fosfodiéster.  

Ao longo de um dia a molécula de DNA sofre inúmeros insultos 

que podem conduzir a alterações no genoma. No entanto, um sistema de 

checagem e reparo de dano ao DNA durante a progressão do ciclo 

celular, é capaz de reverter tais alterações. Em caso de inibição desses 

pontos de checagem as alterações serão transmitidas para as células 
filhas durante a mitose, podendo dar início ao processo de carcinogênese 

(BERNSTEIN et al., 2013; HARTWELL; WEINERT, 1989).  

Os danos ao DNA ocorrem geralmente em função de uma quebra 

na fita simples ou na fita dupla da molécula (Figura 2). Esses danos 
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modificam a estrutura básica do DNA, que na maioria das vezes não 

consegue ser replicada (BERNSTEIN et al., 2013).  
 

Figura 2 – Molécula de DNA. 

Na figura é possível observar uma molécula de DNA íntegra e uma molécula 

que sofreu danos em sua estrutura. Fonte: adaptado de Gonçalves, 2015.   

 

Diversos agentes antitumorais utilizados atualmente na clínica 

médica têm como alvo a molécula do DNA, podendo ser classificados 

como: antibióticos citotóxicos, agentes antimetabólicos e os agentes 

alquilantes. Muitos desses fármacos têm também a característica de 

promover o aumento de EROs no meio intracelular (CHO; WOO; KO, 

2014; KUMAR; YEDJOU; TCHOUNWOU, 2014). Dada a importância 

terapêutica, o DNA está sendo estudado cada vez mais como alvo 

molecular na terapia do câncer, para o desenvolvimento de novos 

fármacos que promovam dano irreversível a essa molécula, 

desencadeando a morte das células cancerosas (BORGES et al., 2009). 
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1.1.2 Morte celular 

 

Classicamente alguns modelos de indução de morte celular 

foram caracterizados, conforme as características morfológicas desses 

processos, podendo-se destacar : morte associada à autofagia, morte por 

necrose, apoptose, Entosis (canibalismo celular) e morte por catástrofe 

mitótica. Dentre os modelos de indução de morte citados, a mote por 

apoptose e necrose são as que apresentam seus processos de indução a 

morte e morfologia celular mais difundida dentre os estudos.   

A necrose caracteriza-se morfologicamente pelo inchaço das 

organelas e aumento do volume celular, ocasionando a ruptura da 

membrana plasmática e assim o extravasamento do conteúdo 

intracelular para o meio extracelular. 

Evidências apontam que o processo de morte por necrose é 

regulado por mecanismos catabólicos e um conjunto de vias de 

transdução de sinal, podendo estar envolvidos receptores Toll-like 

(TLR3 e TLR4) e domínio de morte (TRAIL-R, Fas / CD95 e TNFR1), 

regulando o processo de necrose na ausência de caspases, aparentemente 

sendo dependente da cinase RIP. Assim como a regulação da necrose, os 

agentes desencadeadores desse tipo de morte ainda estão sendo 

esclarecidos. Atualmente são relatadas alterações morfológicas nas 

mitocôndrias envolvendo produção de EROs, a degradação lipídica, 

alterações nucleares e aumento nas concentrações citosólica de cálcio 

(Ca
2+

) resultando na ativação de proteases independentes de caspases 

(KROEMER et al., 2009).   

A apoptose é um processo de grande importância na 

embriogênese, homeostase dos tecidos assim como na defesa do 

organismo contra agentes patogênicos. Este processo de morte celular 

programada ocorre em geral em células que estão passando por algum 

estresse, ou células anormais. Este mecanismo de regulação celular não 

proporciona reações inflamatórias, impedindo que as células vizinhas 

saudáveis sejam atingidas (CORY; ADAMS, 2002; MEDINA et al., 

2001).  

O mecanismo de apoptose pode ser resumido basicamente em 

duas vias, a intrínseca que consiste em indução de esterases 

intracelulares promovendo a ativação da caspase-9 a partir do Apaf-

1(fator de ativação de proteases pró-apoptóticas), e em resposta o 

citocromo c é liberado pelas mitocôndrias danificadas (Figura 3). Este 

mecanismo chamado de intrínseco ou mitocondrial é regulado 
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principalmente pelas proteínas pró-apoptóticas da família Bcl-2 (CORY; 

ADAMS, 2002; HUANG et al., 1999; STRASSER et al., 1995). 

A via extrínseca, por outro lado, ativa a caspases-8. Neste caso a 

apoptose envolve a ligação ao ligante de morte, que se encontra na 

superfície celular, que se associa ao TNF-α (fator de necrose tumoral) e 

agregando seus receptores cognatos. O FAAD (domínio de morte 

associado ao Fas) e outras proteínas adaptadoras ativam a caspase-8 que 

encaminha a célula à apoptose (HUANG et al., 1999; STRASSER et al., 

1995). 

 
Figura 3 –Vias extrínseca e intrínseca da apoptose.  

Na figura é possível observar o mecanismo de morte por apoptose envolvendo 

as vias extrínseca e intrínseca. Fonte: adaptado de Ramaswamy; Siegel; 2011.   

 

1.1.3 Ciclo celular 

 

O ciclo celular é orquestrado em uma rede de eventos complexos 

e organizados, que ocorrem em um microambiente com diversas vias de 

sinalização e mecanismos de controle (Figura 4).  Estes eventos têm por 

função realizar a divisão celular de maneira adequada e ordenada para 

garantir a duplicação e segregação correta do genoma, gerando duas 

células-filhas. Trata-se de um processo que envolve quatro fases 

sequenciais e exige alta energia para garantir os eventos de quiescência 

(fase sub-G1) até a proliferação (fases G1, S, G2 e M), retornando à 

quiescência (DIAZ-MORALLI et al., 2013; NORBURY; NURSE, 

1992). 
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A primeira fase do ciclo celular é denominada G1. Nessa fase há 

a preparação da célula para entrar na fase de síntese mediante a 

mobilização de fosfatos, bases nitrogenadas e riboses, para a síntese de 

aminoácidos, proteínas, enzimas e nucleotídeos (INCA, 2008). 

Já a fase S é sem dúvida uma das fases mais importantes deste 

processo. É nesta fase que as proteínas realizam a interação entre o 

DNA e as enzimas de duplicação, conduzindo para a replicação do DNA 

(WILLIAMS; STOEBER, 2012; DE FALCO et al., 2010; INCA, 2008).  

 
 

Figura 4 – Ciclo celular. 

Na figura é possível observar as principais proteínas que controlam o ciclo 

celular e os pontos de checagem nas fases G1/S e G2/M. Fonte: adaptado de 

Wong; 2008. 

 

Após a síntese de DNA, a célula encontra-se na fase G2, 
preparando-se para a mitose. Nesta fase o núcleo se prepara para a 

divisão celular rearranjando os cromossomos. Além disso, a fase G2 

também é responsável por reparar possíveis erros que podem ter 
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ocorrido na fase S, durante a duplicação do DNA (DE FALCO et al., 

2010; KASHANIAN et al., 2008).  

Na fase M ocorre a movimentação dos cromossomos e clivagem 

das células, dividindo os pares de cromossomos para cada uma das 

células filhas, que podem entrar novamente no ciclo celular na fase G1, 

serem conduzidas à morte ou entrar em quiescência na fase sub-G1. Em 

geral as células que entram na fase sub-G1 se encontram com o 

metabolismo reduzido. Neste caso as células não se dividirão devido à 

privação de fatores mitógenos ou em resposta a elevada densidade 

celular (INCA, 2008).  

A regulação do ciclo celular é efetuada por dois pontos de 

checagem denominados checkpoints. Os pontos de checagem garantem 

reparos de dano e, desta forma, permite que o DNA seja dividido de 

forma igual para ambas as células-filhas (HARTWELL; WEINERT, 

1989).  

Ainda, o ciclo celular é positivamente regulado pelas proteínas 

efetoras ciclinas e cinases dependentes de ciclinas (CDKs). Essas 

proteínas interagem entre si formando o complexo CDK-ciclina e 

promovem a progressão do ciclo celular (WILLIAMS; STOEBER, 

2012; VERMEULEN et al., 2003).   

No processo de carcinogênese ocorre uma desregulação nos 

mecanismos de controle da progressão do ciclo celular, conduzindo à 

proliferação exacerbada das células tumorais. Sendo assim, o estudo de 

moléculas que tenham a capacidade de bloquear o ciclo celular é de 

extrema valia.  
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1.1.4 Terapias do câncer 

 

Os principais tratamentos para o câncer são quimioterapia, 

radioterapia e hormonioterapia (para tumores hormônio-responsivos, 

como, por exemplo, alguns tipos de câncer de mama) e cirurgia (INCA, 

2004). Nos últimos anos a imunoterapia tem se destacado, com algumas 

ressalvas devido ao alto custo e efeitos adversos ainda não 

suficientemente estabelecidos (COUZIN-FRANKEL, 2013). 

No entanto, na maioria dos casos, o tratamento mais abrangente é 

a quimioterapia. Alguns dos quimioterápicos mais utilizados na clínica 

médica e que tem como alvo terapêutico o DNA, são os antibióticos 

citotóxicos (como por exemplo a doxorrubicina), os agentes alquilantes 

do DNA (como por exemplo a cisplatina e a temozolomida) e os 

antimetabólicos (como por exemplo o metotrexato). Porém, vale 

ressaltar os antitumorais com outros alvos moleculares como 

microtúbulos, proteossomo e proteínas específicas para o controle da 

proliferação celular (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Em 

geral o principal efeito dos antitumorais está associado na capacidade de 

bloquear o ciclo celular, levando a morte celular por apoptose 

(GANGULY et al., 2010; JORDAN et al., 2004; DONALDSON et al., 

1994). 

Embora proporcionem diversos benefícios ao paciente, entre eles 

prolongar o tempo vida, os fármacos atualmente em uso ainda são muito 

questionados, devido aos diversos efeitos colaterais, como vômito e 

náusea, sangramento, diarreia, hipotensão, alopecia, trombocitopenia, 

anemia, reações alérgicas, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, mucosite, 

neuropatia periférica, aumento da suscetibilidade a infecções dentre 

outros (RAMOS et. al, 2013). Os inúmeros fatores adversos, a baixa 

especificidade e a multirresistência celular aos fármacos (MDR) 

proveniente do tratamento com quimioterápicos (OCTAVIA et al. 

2012), faz com que seja imprescindível a pesquisa de novas alternativas 

terapêuticas que sejam capazes de suprir as deficiências das opções 

atuais. A expectativa é que novos fármacos possam trazer menor 

toxicidade para células normais, maior seletividade para as células 

tumorais, melhorando desta forma a qualidade de vida dos pacientes 

acometidos com essa doença, levando em consideração a singularidade 
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das células tumorais quanto a estudos bioquímicos e moleculares 

(HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

 

 

1.1.5 Diidropirimidinonas e seus derivados 

 

As diidropirimidinonas (DHPM), que compreendem o alvo do 

presente trabalho, são uma classe de compostos heterocíclicos com 

grande importância química e medicinal, sendo descritos como 

potenciais agentes antitumorais (TRON et al., 2011).  As DHPMs foram 

inicialmente sintetizadas a partir de uma reação de multicomponentes 

que consiste na utilização de três ou mais grupos funcionais distintos 

dando origem a um aduto, que apresenta todos os componentes 

envolvidos (Figura 5) (GRAEBIN et. al., 2005). 

 
Figura 5 – Reação multicomponentes de Biginelli.  

Na figura é possível observar a formação estrutural do núcleo das 

diidropirimidinonas com todos seus derivados conservados. Fonte: Adaptado de 

Marques; Russowsky; Fontoura, 2010. 

 

Esse processo de síntese é denominado reação de Biginelli, em 

homenagem a Pietro Biginelli o primeiro a descrever a técnica por 

reação de multicomponentes, com o fusionamento de três componentes, 

aldeídos aromáticos, um composto dicarbonílico e ureia em 1893 

(BIGINELLI, 1893).   

As DHPMs têm se tornado um grande atrativo na busca da 
síntese de novos fármacos, pela sua elevada dinamização estrutural uma 

vez que pode ser recombinada com diferentes aldeídos aromáticos ou 

alifáticos, isotioureias, tioureias e selenoureias (KAPPE; STADLER, 

2004). 
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Nos últimos anos, as DHPMs estão sendo amplamente estudadas 

por demonstrar variadas atividades biológicas e farmacológicas, 

podendo-se destacar as atividades antiproliferativa, antibacteriana, anti-

hipertensiva, anti-inflamatória, antiviral e antitumoral (TREPTOW et 

al., 2015; BARIWAL et al., 2011).  

O monastrol foi a primeira molécula derivada de DHPM que 

apresentou atividade antitumoral, por possuir a capacidade de se 

difundir através da membrana celular, afetando os processos de mitose, 

através do mecanismo de inibição reversível da proteína cinesina Eg5, 

responsável pelo pareamento dos  fusos bipolar (MÜLLER et. al, 2007; 

KLEIN et al., 2007). Durante a mitose a proteína cinesina Eg5 tem a 

função de formar o eixo bipolar e separar os centrossomos (KAAN et. 

al, 2010). Diferentemente dos outros fármacos com a função de 

promover a apoptose ou senescência interferindo na mitose, o monastrol 

por ser inibidor específico de tal proteína não altera nenhum outro 

processo relacionado aos microtúbulos, deste modo essa molécula 

aparentemente não promove efeitos neurotóxicos (MULLER et al., 

2009). Oliver e colaboradores (2014) destacam que para ocorrer a 

interação da molécula de DHPM com o sítio ativo da enzima é crucial 

que a mesma apresente grupos receptores e doadores de elétrons. Alguns 

derivados de DHPM têm demostrado a capacidade de sequestrar radicais 

livres, além de um potencial redutor moderado, por apresentarem 

funções de quelantes de ferro (Fe
+2

) e antioxidante (GANGWAR; 

KASANA, 2012). 

 
Figura 6 – Mecanismo de ação do monastrol inibindo a proteína motora 

cinesina Eg5. 

Na figura é possível observar o esquema de um fuso bipolar normal em 

metáfase e a ação inibitória do monastrol sobre a proteína motora cinesina Eg5, 

formando fuso monoastral. Fonte: adaptado de Huszar et al., 2009. 
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Em estudo realizado com células BEL-7402 (células de 

carcinoma hepatocelular humano) e PC-12 (feocromocitoma de rato), 

foi possível constatar a inibição do crescimento dessas células quando 

expostas aos compostos derivados de DHPM. Estudos complementares 

mostraram a interação e intercalação dessas moléculas com o DNA, por 

meio de ligações de hidrogênio (WANG et al., 2013). Assim além da 

proteína cinesina Eg5 como alvo molecular, o DNA também é um dos 

alvos promissores nos estudos das DHPM e seus derivados, como 

agentes antitumorais. O DNA é um excelente alvo na terapia contra o 

câncer, já que controla a função de replicação das estruturas celulares. 

Uma vez que é material de herança genética, a interação e intercalação 

de pequenas moléculas com o DNA de uma célula cancerosa pode 

resultar na parada do ciclo celular levando a morte a morte da célula 

(RUSSOWSKY et. al. 2006; MAYER et. al. 1999;).  

Por outro lado, Canto e colaboradores (2014) sintetizaram 

derivados de DHPM (selenoésteres) que apresentaram resultados 

promissores para atividade antiacetilcolinesterásica, assim como 

antioxidante por meio de distintos mecanismos, como a mimetização da 

glutationa peroxidase (GPx).  Estas características não são observadas 

quando se analisa a molécula de DHPM sozinha (STEFANI et al., 

2006).  

 

1.1.6 Selênio 

 

O selênio é um nutriente fundamental para a saúde humana, 

principalmente por estar presente em distintas enzimas como a GPx e a 

tioredoxina redutase.  Também apresenta função de antioxidante no 

balanceamento redox, na remoção de peróxidos lipídicos e de 

hidrogênio além de regulação hormonal (RIBEIRO et al., 2005; 

MUSTACICH; POWIS, 2000; YU et al., 1999). Por outro lado, nos 

últimos anos, diversos estudos têm evidenciado um importante papel do 

selênio como antitumoral (WANG et al., 2012; El-BAYOUMY; 

SINHA, 2005; FERNÁNDEZ-BANÃRES et al., 2002; CLARK et al., 

1996; SANDSTROM et al., 1990).   

Um dos mais importantes e principais mecanismos antitumorais 

induzidos pelo selênio é a apoptose realizada por meio da oxidação 

direta de grupos de cisteína e sulfidrila em domínios catalíticos de 

diversas enzimas celulares, e também por produção de EROs (DRAKE 

et al., 2006). Em mamíferos são mais de vinte selenoproteínas que se 
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ligam a resíduos de cisteína depois do processo transcricional 

(KRYUCOV et al., 2003).  

O selênio está presente em algumas famílias de enzimas que estão 

intimamente ligadas ao tratamento de câncer. Um exemplo é a TrxR 

dependente de NADPH. Nesta enzima, o selênio reduz as pontes 

dissulfeto. Além da TrxR o selênio também está presente na família 

GPx, que tem por função reduzir EROs (como os peróxidos de 

hidrogênio) em água (MUSTACICH; POWIS, 2000; RIBEIRO et al., 

2005). 

Dentre os compostos calcogênios, o selênio tem se destacado em 

inúmeros processos reativos, apresentando uma maior atividade 

biológica quando comparado com os outros elementos deste grupo 6A, 

como oxigênio, enxofre, telúrio e polônio (ALCOLEA et al., 2016). 

Corroborando, estudos com calcogênios ligados a flavonoides 

apontaram um maior efeito antiproliferativo, pró-apoptótico e seletivo 

dos compostos associados ao selênio que os ligados ao enxofre ou ao 

oxigênio, em células MCF-7 e MCF-7-ADR (MARTINS et al., 2015). 

Alguns dos principais efeitos dos compostos de selênio estão 

relacionados ao aumento nas concentrações de GSH e a inibição da 

enzima TrxR, desta forma apresentando grande interesse, uma vez que 

existe importante relação entre a superexpressão da TrxR e inúmeros 

tipos de câncer (MARTINS et al., 2015). 

 O selênio quando hibrido à molécula de zidovudina apresentou 

características antiproliferativas e elevada atividade pró-apoptótica, 

aumentando os níveis da proteína Bax e apresentando baixa 

hepatotoxicidade in vivo. Neste trabalho, destaca-se também a função 

dos compostos organosselênios em ativar as caspases 3 e 9 causando 

possível fragmentação do DNA (MUNCHEN et al., 2018; SOUZA et 

al., 2015).  

Atualmente, as selenoureias vêm atraindo interesse quanto ao seu 

potencial citotóxico e antiproliferativo, devido ao fato de diversos 

análogos, como tioureias, indicarem alto potencial quimioterapêutico. 

Ensaios realizados com selenoureias heterocíclicas, resultaram em um 

potencial antiproliferativo frente a algumas linhagens tumorais, por 

inibir as proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 e XIAP, e ativar as caspases 3 

e 7 promovendo a indução da apoptose (ALCOLEA et al., 2016). Tais 

resultados demonstram que análogos isostéricos da ureia contendo 

selênio (selenoureia), apresentam atividade antitumoral superior às 

tioureias, por induzir a apoptose.
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1.2 Justificativa 

 

O câncer é responsável por milhões de mortes anualmente em 

todo o mundo. Entre as principais causas desta doença está o 

crescimento e envelhecimento populacional, hábitos e estilos de vida 

considerados de risco. Atualmente o câncer tem como principais formas 

de tratamento, protocolos invasivos e com muitos efeitos colaterais a 

curto e longo prazo. Entre os tratamentos pode-se destacar intervenções 

cirúrgicas, radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia. 

Por vezes estes métodos levam a um controle satisfatório da doença, 

contudo a baixa seletividade nos tratamentos afeta não só as células 

neoplásicas mas também as células normais, reduzindo a eficácia do 

tratamento. Posto estas dificuldades se faz fundamental a busca por 

novas alternativas para o tratamento ao câncer. Neste sentido recentes 

estudos demonstram que as diidropirimidinonas podem vir a ser uma 

nova classe compostos a serem utilizadas no tratamento de diversas 

doenças, incluído o câncer.  

Além das diidropirimidinonas, o elemento essencial selênio, tem 

sido indicado como anticancerígeno, a partir de diferentes mecanismos 

de ação, podendo inibir a invasão de células tumorais, regulação da 

proliferação celular e a promovendo a fragmentação do DNA. Assim a 

junção dos compostos de diidropirimidinonas e do elemento selênio, 

poderia resultar em um grupo de compostos com potente efeito 

antitumoral, maior seletividade e consequentemente menores efeitos 

colaterais. Portanto, vislumbrando avançar os conhecimentos na terapia 

do câncer, os compostos de seleno-diidropirimidinonas surgem como 

um importante grupo de moléculas promissoras na pesquisa de novos 

agentes antitumorais. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliação do potencial citotóxico, antiproliferativo e antitumoral 

in vitro de novos compostos de seleno-diidropirimidinonas. 

 

2.1.1 Objetivo específico 

 

 Avaliar a citotoxicidade dos compostos seleno-

diidropirimidinona sobre células MCF-7, HeLa e McCoy;  

  Avaliar a interação dos compostos seleno-diidropirimidinona 

com o DNA plasmidial; 

 Avaliar a intercalação dos compostos seleno-diidropirimidinona 

com o DNA plasmidial;  

 Avaliar a atividade antiproliferativa dos compostos seleno-

diidropirimidinona em célula MCF-7; 

 Caracterizar o tipo de morte celular induzida pelos compostos 

seleno-diidropirimidinona em células MCF-7; 

 Avaliar a capacidade dos compostos seleno-diidropirimidinona 

de fragmentar o DNA em células MCF-7; 

 Avaliar a capacidade dos compostos seleno-diidropirimidinona 

de interferir e/ou induzir a parada do ciclo celular em células 

MCF-7. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Reagentes 

 

O meio de cultura modificado Dulbecco’s Eagle medium 

(DMEM), soro fetal bovino, tampão fosfato salina (PBS) e os 

antibióticos para a cultura de células foram obtidos da Gibco (EUA). O 

kit de solução contendo PI/RNAse foi adquirido da Immunostep. A 

albumina de soro bovino, 3-(4,5-dimetil-2tiazol)2,5-difenil-brometo de 

tetrazólio (MTT), DNA de timo de vitelo (calf thymus DNA – CT-

DNA), iodeto de propídio, dimetilsulfóxido (DMSO), doxorrubicina, 

nocodazol e agarose foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). 

 

3.1.1 Síntese de seleno- diidropirimidinonas 

 

Originalmente foram estudados 11 compostos de seleno-

diidropirimidinonas com diferentes demandas eletrônicas no anel 

aromático, sintetizados a partir da molécula protótipo monastrol, (Figura 

7). Estes compostos foram sintetizados no Laboratório de Síntese de 

Substâncias Quirais de Selênio e Telúrio (LabSelen), coordenado pelo 

Prof. Dr. Antonio Luiz Braga, do Departamento de Química (UFSC). A 

síntese das seleno-diidropirimidinonas foram baseadas na modificação 

da molécula de toiureias em seleno-diidropirimidinonas utilizanando 

uma isotioureia intermediária, a partir da reação de multicomponente, 

descrita por Biginelli (BARBOSA et al., 2018). 
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Figura 7 – Estruturas das seleno- diidropirimidinonas sintetizadas. 

 
 

Após ensaios preliminares de citotoxicidade, o composto 3j foi 

selecionado como mais promissor e a partir dele foram sintetizados três 

novos compostos homólogos (Figura 8). 
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Figura 8 – Estruturas de três novas seleno-diidropirimidinonas análogos do 3j. 

 

3.1.2 Cultura de células 

 

As células de linhagens tumorais MCF-7 (carcinoma de mama 

humano) e HeLa (adenocarcinoma cervical humano) foram adquiridas 

do banco de células do Rio de Janeiro. A linhagem normal McCoy 

(fibroblasto de camundongo) foi adquirida do Instituto Adolfo Lutz. 

Todas as linhagens foram mantidas e cultivadas a 37 ºC sob atmosfera 

contendo CO2 a 5% com 95% de umidade do ar, o que permite chegar a 

confluência. O meio DMEM utilizado na cultura foi suplementado com 

10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina (100 U / mL) e 

estreptomicina (100 μg / mL). 

 

3.1.3 Avaliação da viabilidade celular 

 

A avaliação preliminar da atividade antitumoral in vitro das 11 

seleno-diidropirimidinonas foram realizadas frente às linhagens MCF-7, 

HeLa e Mccoy. Após a avaliação da citotoxicidade, o composto mais 

citotóxico 3j foi selecionado e a partir dele foram sintetizados três 

compostos homólogos (Figura 8). 

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do 

MTT (brometo de 3,4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil), que é 

um sal tetrazólio (amarelo-ouro), o qual é reduzido a partir do 

metabolismo mitocondrial, formando cristais de formazan de coloração 

púrpura (FRESHNEY, 1999). 

O efeito das seleno-diidropirimidinonas foi avaliado frente às 

células MCF-7, HeLa e McCoy, plaqueadas em placas de 96 poços em 

uma densidade de (10
4
 células / poço) e incubadas em temperatura de 
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37° C. Passadas 24 h da incubação, as células foram tratadas com as 

seleno-diidropirimidinonas e com o controle positivo (monastrol) em 

concentrações crescentes (0,1, 1, 10, 100 e 1000 μM) nos tempos de 24, 

48 e 72 h. Nos poços do controle negativo, as células foram incubadas 

em meio contendo somente o veículo de diluição, DMSO 1%. Após o 

tempo de exposição dos compostos as células foram lavadas duas vezes 

com PBS e incubadas durante 2 h com MTT (0,5 mg / mL). Os cristais 

de formazan foram então solubilizados pela adição de DMSO (100 μL / 

poço), e as soluções coloridas obtidas dessas diluições foram lidas a 550 

nm (MOSMANN, 1983). Três experimentos independentes foram 

realizados, e os resultados da viabilidade celular foram apresentados 

como valores CI50. Os valores de CI50 obtidos ocorreram de acordo 

com a seguinte fórmula: 

 

                        
                                

            
 

 

 

A concentração inibitória de 50% (CI50) obtida foi calculada a 

partir de regressão linear e expressas em média ± desvio padrão. O 

controle negativo, que apresentava somente o meio com veículo foi 

considerado como 100% de viabilidade celular.  

O índice de seletividade (IS) calculado a partir da CI50 dos 

compostos de seleno-diidropirimidinonas também foi avaliado de 

acordo com o cálculo proposto por (KOCH et al., 2005): 

 

 

         
                                           

                                              
 

 

 

Valores inferiores a 2 indicam toxicidade não seletiva para as 

células avaliadas e valores igual ou maior que 2 indicam toxicidade 

seletividade. Com isso quanto maior o valor do IS mais seletivo o 

composto será frente a determinadas células. 

 

3.1.4 Interação com CT-DNA 

 

A interação entre o CT-DNA e os compostos selecionados a 

partir do ensaio de viabilidade celular foi realizada por espectrometria 
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de varredura UV-Vis (NAVARRO, 2003). Primeiramente foi obtida 

uma curva de absorbância somente com o CT-DNA em diferentes 

concentrações (30 - 300 µM) (Figura 9) para padronizar a concentração 

a ser utilizada. O espectro foi obtido lendo a absorção de 230 a 800 nm 

no espectrofotômetro Hitach U-2910. Os experimentos de absorção 

foram realizados em cubeta de quartzo, usando diferentes concentrações 

dos compostos 3j, 8a, 8b e 4a (50 - 350 μM), mantendo constante a 

concentração padronizada de CT-DNA (150 μM). Foi determinado o 

deslocamento do comprimento de onda da absorbância máxima, 

procedendo-se a análise da interação ou não interação dos compostos 

com o CT-DNA. 

 
Figura 9 – Padronização da concentração do CT-DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Curva de padronização do CT-DNA, com diferentes concentrações do CT-DNA 

(30 - 300 µM) no comprimento de onda de 220 a 320 nm. 

 

3.1.5 Intercalação com CT-DNA 

 

A intercalação com CT-DNA foi avaliada por medida da 

fluorescência usando um leitor de microplacas TECAN Infinity M200, 

de acordo com um protocolo adaptado de Da Silveira et al. (2011). O 

CT-DNA (150 µM) foi incubado com o agente de intercalação iodeto de 

propídio (300 µM) em tampão fosfato 50 mM contendo NaCl 0,1 M (pH 

7,4). As titulações de fluorescência foram realizadas mantendo constante 

a concentração de CT-DNA e iodeto de propídio e variando a 
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concentração dos compostos 3j, 8a, 8b e 4a (0 - 350 µΜ). A 

doxorrubicina, fármaco antitumoral padrão para intercalação ao DNA, 

foi utilizada como controle positivo nas mesmas concentrações dos 

compostos. A fluorescência foi avaliada nos comprimentos de onda de 

excitação 535 nm e emissão 617 nm, respectivamente. 

 

3.1.6 Efeito antiproliferativo 

 

O efeito sobre a proliferação celular foi investigado pelo ensaio 

de formação de colônias, de acordo com Franken et al. (2006). As 

células MCF-7 foram plaqueadas em placa de 6 poços, contendo 500 

células por poço e incubadas a 37° C. Após 24 h, o meio foi substituído 

por outro contendo os compostos de seleno-diidropirimidinonas em 

concentrações sub-tóxicas, 3j (15,12 µM), 8a (2,34 µM), 8b (7,86 µM) 

e 4a (5,28 µM), e as células foram incubadas durante 72 h. Nos poços 

do controle negativo, as células foram incubadas em meio contendo 

apenas DMSO 1%. Passado o período do tratamento, as células foram 

lavadas duas vezes com PBS e adicionou-se meio fresco. As células 

foram incubadas durante 15 dias sendo trocado o meio a cada 3 dias. Ao 

final do ensaio, o meio foi retirado e as células lavadas cuidadosamente 

com PBS e fixadas com metanol, sucedido pelo processo de coloração 

com cristal violeta (0,2%), para posteriormente serem quantificadas no 

software ImageJ v1.47. Os resultados obtidos foram expressos em 

porcentagem a partir da comparação com o controle negativo, 

considerado como 100%. 

 

3.1.7 Morte celular 

 

As células MCF-7 (2 x 10
5
 células / poço) foram incubadas em 

placas de 6 poços e após a confluência o meio foi substituído pelos 

tratamentos com as seleno-diidropirimidinonas em concentrações sub-

tóxicas: 3j (15,12 µM), 8a (2,34 µM), 8b (7,86 µM) e 4a (5,28 µM), por 

um período de 72 h, apresentando o controle negativo apenas o veículo 

DMSO 1%. Decorrido o tempo de incubação as células foram 

transferidas para microtubo de 1,5 mL e centrifugadas durante 10 min a 

1000 x g. O sobrenadante resultante da centrifugação foi descartado e as 

células ressuspendidas em 25 µL de PBS. Para a coloração utilizou-se 

uma solução (6 μL, 1:1) de laranja de acridina (100 μg/mL) mais iodeto 

de propídio (100 μg/mL). Posteriormente, 300 células foram 

categorizadas através da microscopia de fluorescência como células 
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viáveis, apoptóticas e necróticas. Esse experimento foi realizado em 

triplicata e apresentado em forma de porcentagem. De acordo com este 

método, as células viáveis aparecem com o núcleo corado em verde e 

estrutura organizada. As células apoptóticas se apresentam com o núcleo 

corado de laranja a vermelho com cromatina condensada e as células 

necróticas seu núcleo estará vermelho com a cromatina fragmentada 

(MCGAHON et al., 1995). 

 

3.1.8 Avaliação da fragmentação do DNA 

 

Com o intuito de avaliar se os compostos 8a e 8b induziam a 

fragmentação do DNA em célula MCF-7 utilizou-se o ensaio de cometa. 

Este método se baseia num processo de eletroforese de células lisadas 

que se apresentam em condições alcalinas e diluídas em agarose de 

baixo ponto de fusão, colocadas sob uma lâmina de microscopia pré-

cobertas com gel de agarose. As células foram incubadas em placas de 

24 poços em concentração de 2,5 x 10
4
 células por poço e incubadas a 

37°C por 24 h. Após o período de aderência as células foram tratadas 

em concentrações sub-tóxicas durante 72 h, e como controle negativo 

utilizou-se o veículo DMSO 1%. Passado o tratamento, realizou-se a 

transferência das células para microtubos e centrifugação durante 5 

minutos a 1000 x g. O sobrenadante foi descartado e as células foram 

ressuspendidas em 100 µL de PBS. Desta suspenção, 30 µL foram 

retirados e misturados com 70µL de agarose com baixo ponto de fusão 

(agarose low-melting, 0,75%). A mistura foi depositada sob uma lâmina 

de vidro pré-coberta com uma camada fina de agarose (1%) que 

permaneceram durante 10 min em temperatura de 4° C. Depois, as 

lâminas foram submersas em solução de lise (2,5 mM de NaCl, 100 mM 

de EDTA, 1% de Triton X-100, 10% de DMSO, 10 mM de Tris, pH 

10,0) a 4 ºC durante 5-7 dias. Após o processo de lise para rompimento 

da membrana, as lâminas foram submetidas à eletroforese horizontal sob 

voltagem de 25 V e corrente elétrica 300 mA por 20 min a 8º C, em uma 

cuba contendo tampão (NaOH 300 mM, EDTA 1 mM, pH 13). Depois 

da eletroforese as lâminas passaram por uma solução neutralizante (Tris-

HCl 0,4 M, pH 7,5), por 5 min, processo que se repetiu por três vezes. 

Cerca de 1h30min depois da neutralização foi adicionada uma solução 

de fixação (ácido tricloroacético a 15%, ZnSO4 a 5%, glicerol a 5%) por 

10 min, seguida por três lavagens com água deionizada e secagem. As 

lâminas foram coradas com AgNO3 (0,001 g/mL) e analisadas sob um 
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microscópio óptico. Os resultados foram expressos como índice de dano 

(pontuação 0-4) (ROSS et al., 1995). 

 

 

 

3.1.9 Ciclo celular 

 

A distribuição das células nas diferentes fases do ciclo celular foi 

avaliada de acordo com o conteúdo de DNA celular medido por 

citometria de fluxo usando um kit de solução PI / RNAse da 

Immunostep® (Salamanca, Espanha) e seguiu o procedimento fornecido 

pelo fabricante. As células MCF-7 em concentrações de 2 x 10
5
 células 

por poço, foram incubadas em placas de 6 poços. Após a adesão, as 

células foram sincronizadas usando nocodazol (30 n/ mL) durante 14 h. 

Em seguida, o meio foi substituído por outro contendo os compostos 8a 

(2,34 µM) e 8b (7,86 µM) em concentrações sub-tóxicas e o controle 

contendo meio e DMSO 1%, e as células foram incubadas durante 72 h. 

Após o período de tratamento as células foram lavadas e fixadas 

cuidadosamente em etanol 70% a -20 ºC durante 24 h. Novamente, as 

células foram lavadas com PBS, suspensas e incubadas com solução de 

PI / RNAse durante 15 mim sob a temperatura ambiente e ausência de 

luz. Finalmente, as células foram avaliadas pelo citômetro FACSCanto 

II (BD Biosciences). Os dados foram processados usando Flowing 

Software. 

 

3.1.10 Análise estatística 

 

Os ensaios de viabilidade, interação, intercalação, atividade 

antiproliferativa, morte celular, ciclo celular e dano ao DNA foram 

realizados em três experimentos independentes expressos pela média ± 

desvio padrão (D.P.). Os dados foram analisados com o teste ANOVA, 

seguido pelo teste de Tukey. As comparações e os valores CI50 foram 

processados usando o software GraphPad 5.0 (San Diego, EUA). Os 

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1ENSAIOS BIOLÓGICOS IN VITRO E MOLECULARES 

 

4.1.1Avaliação da viabilidade celular 

 

Inicialmente foi realizada uma triagem para avaliar a 

citotoxicidade das 11 seleno-diidropirimidinonas sintetizadas, em 

linhagens de células tumorais (MCF-7 e HeLa), em diferentes tempos de 

incubação (24, 48, 72 h) e concentrações (0,1-1000 μΜ). Os melhores 

resultados de citotoxicidade, representados pelos valores de CI50 

(concentração inibitória de 50%), foram observados no tempo de 

tratamento de 72 h. Com isso, a avaliação da citotoxicidade em célula 

normal (McCoy), bem como os demais ensaios biológicos foram 

conduzidos com 72 h de tratamento. Esses efeitos foram comparados 

com a atividade citotóxica do composto monastrol, também em 72 h. 

Todos os compostos testados demonstraram potencial citotóxico, 

contudo o composto designado 3j reduziu significativamente a 

viabilidade celular, apresentando o menor valor de CI50 entre as seleno-

diidropirimidinonas nas células tumorais testadas. Em pequenas 

concentrações este composto diminui em 50% a viabilidade celular, 

apresentando CI50 de 25,2 μM para MCF-7 e 87,6 μM para as células 

HeLa (Tabela 1). A molécula do composto 3j difere dos demais 

compostos pela presença do grupamento naftaleno na sua estrutura, 

indicado que essa modificação estrutural pode potencializar 

significativamente seu efeito biológico. 
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Tabela 1 – Citotoxicidade das seleno-diidropirimidinonas representada pelo 

valor do CI50 sobre diferentes linhagens tumorais. 

 

 

 
 

Citotoxicidade para os diferentes compostos obtida pelo ensaio de MTT nas 

concentrações de 0,1 a 1000 µM frente às linhagens tumorais MCF-7e HeLa em 

tratamentos de 24, 48, 72 h, e linhagem celular normal McCoy (72 h). Os dados 

da CI50 foram obtidos a partir de três experimentos independentes e os 

resultados expressos pela média ± D.P. 



53 

 

 

Em função dos resultados apresentados e com o intuito de 

melhorar a atividade citotóxica, assim como a seletividade, três novos 

análogos do composto 3j foram sintetizados, mantendo em todos os 

grupamentos o naftaleno na estrutura (Figura 8).  

Os três novos análogos do 3j apresentam duas modificações 

principais em suas estruturas, sendo estas: a modificação da fração 

seleno-diidropirimidinona por metilação do átomo de selênio levando a 

uma iso-selenoureia denominada 4a e ciclização na cadeia lateral, 

levando aos compostos 8a e 8b. Essas modificações resultaram em 

compostos mais citotóxicos quando comparados com as demais seleno-

diidropirimidinonas, incluindo o composto 3j (Tabela 2). No entanto, 

vale ressaltar que o composto 8a destacou-se entre todos os demais, 

apresentando maior citotoxicidade tanto para células MCF-7 quanto para 

Hela além de maior seletividade em relação a célula normal McCoy. O 

composto 8b também apresentou citotoxicidade maior que 3j, contudo 

não apresentou seletividade, uma vez que de acordo com Koch et al. 

(2005) é considerado seletivo o composto que apresentar o índice de 

seletividade maior do que 2 (IS ≥ 2). Assim, como o composto 8b, o 4a 

mostrou um valor CI50 inferior ao 3j; no entanto, o composto 4a também 

não se mostrou seletivo, sendo muito tóxico tanto para células tumorais 

quanto para células normais.  

 
Tabela 2 – Citotoxicidade das seleno-diidropirimidinonas representada pelo 

valor do CI50 (µM) e índice de seletividade (IS) sobre diferentes linhagens 

tumorais. 

 

 
CI50 (µM) Índice de 

Seletividade (IS) 

Compostos MCF-7 HeLa McCoy MCF-7 HeLa 

3j 25,2 87,6 57,7 2,2 0,6 

8a 3,9 12,2 425,8 109,1 34,9 

8b 13,1 26,2 22,4 1,7 0,8 

4a 8,8 11,2 ------ ------ ------ 

Monastrol 59,1 176,9 26,8 ------ ------ 
 

Citotoxicidade das seleno-diidropirimidinonas 3j, 8a, 8b e 4a com tratamento 

de 72 h para as linhagens tumorais MCF-7, HeLa e linhagem normal McCoy. O 

índice de seletividade (IS) foi obtido a partir do cálculo: IS = CI50 do composto 

para linhagem normal / CI50 do composto para linhagem tumoral. Os dados da 
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CI50 foram obtidos a partir de três experimentos independentes e os resultados 

expressos pela média ± D.P. 

 

Os resultados obtidos mostram que a modificação nos grupos 

dimetas na posição 7 da cadeia lateral no composto 8a foi importante 

para a obtenção de uma maior citotoxicidade e seletividade para as 

células tumorais, quando comparado aos demais compostos, inclusive 

com o monastrol. 

A partir dos resultados obtidos, pode-se constatar um melhor 

efeito citotóxico, especialmente em células MCF-7, para o composto 3j 

e seus análogos (8a, 8b e 4a). Sendo assim, os demais experimentos 

foram conduzidos com essa linhagem celular tratada com os compostos 

mencionados. 
 

4.1.2 Interação com CT-DNA 

 

Com intuito de investigar os possíveis mecanismos que levaram a 

diminuição da viabilidade celular, os compostos 3j, 8a, 8b e 4a foram 

avaliados quanto a capacidade de interagir com o CT-DNA, por 

espectrometria, que é um método eficiente para examinar os tipos de 

ligação de compostos com o CT-DNA.  

A mudança na absorbância do CT-DNA ao ser exposto a 

diferentes concentrações dos compostos evidenciou uma diminuição da 

absorbância do CT-DNA indicando um efeito hipocrômico com as 

seleno-diidropirimidinonas 3j, 8a e 4a, sugerindo uma possível 

intercalação desses compostos à molécula do CT-DNA. Assim como os 

demais, o composto 8b também interagiu com o CT-DNA, mas de modo 

diferente, aumentando a absorbância, indicando um efeito hipercrômico, 

comportamento que sugere a ligação não covalente do composto com o 

CT-DNA, causando alterações conformacionais nessa molécula (Figura 

10). 
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Figura 10 – Interação de seleno-diidropirimidinonas com CT-DNA em 

diferentes concentrações. 

 

 

Espectrometria UV/Vis da interação dos compostos de seleno-

diidropirimidinonas. Efeitos causados pela ação dos compostos, 3j com CT-

DNA (A), composto 8a com CT-DNA (B), composto 8b com CT-DNA (C) e o 

composto 4a com CT-DNA (D). Compostos testados em diferentes 

concentrações (50-350 µΜ), enquanto a concentração do CT-DNA foi fixada 

em 150 µΜ. Leitura da absorbância nos comprimentos de onda de 230 a 340 

nm. 

 

4.1.3 Intercalação com CT-DNA 

 

Os dados apresentados na figura 11 indicam que além de interagir 

com o CT-DNA, como demonstrado nos resultados anteriores, os 

compostos 3j, 8a, 8b e 4a também intercalam na molécula de CT-DNA.  
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O possível efeito de intercalação dos compostos foi investigado 

pelo ensaio com iodeto de propídio, usado por exibir uma forte 

intercalação entre pares de bases adjacentes do DNA. As seleno-

diidropirimidinonas 3j, 8a, 8b, 4a, em contato com o CT-DNA e o 

iodeto de propídio, foram capazes de remover o iodeto de propídio e se 

inserir entre as fitas de DNA diminuindo desta forma a fluorescência, 

dando indício de uma possível característica intercalante dessas 

moléculas. Estes resultados são de grande interesse, uma vez que a 

intercalação promovida pelos compostos em estudo é um mecanismo de 

ação compartilhado por diferentes fármacos antitumorais como a 

doxorrubicina que possui entre seus mecanismos de ação a intercalação 

neste ácido nucléico.  
 

Figura 11 – Intercalação das seleno-diidropirimidinonas e doxorrubicina com 

CT-DNA. 

 

 

Os compostos 3j, 8a, 8b e 4a foram testados nas concentrações de (0 a 350 

µΜ), com concentração fixa do CT-DNA (150 μM) e do iodeto de propídio (IP) 

(350 μM). Para o controle positivo utilizou-se doxorrubicina nas mesmas 

concentrações dos tratamentos.  
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4.1.4 Avaliação da atividade antiproliferativa 

 

Além da atividade citotóxica, o potencial antiproliferativo de um 

composto é de extrema importância, uma vez que avalia a capacidade de 

recuperação das células tumorais, após a exposição a um determinado 

composto. As seleno-diidropirimidinonas foram testadas em 

concentrações sub-tóxicas, utilizando os valores da CI30 3j (15,12μM), 

8a (2,34μM), 8b (7,86μM), 4a (5,28μM) frente a células MCF-7. Os 

resultados indicam efeito antiproliferativo significativo após 72 h de 

exposição, como pode ser observado na figura 12. Os dados obtidos 

sugerem que mesmo em dose sub-tóxica os compostos inibem o 

processo clonogênico, reduzindo o número de colônias. Todas as seleno-

diidropirimidinonas foram capazes de reduzir significativamente o 

número de colônias quando comparadas ao controle negativo. Os 

compostos 3j e 4a demonstraram resultados semelhantes com 

diminuição de mais de 90% na formação de colônia, sugerindo elevada 

citoxicidade. Já os compostos 8a e 8b demonstraram redução de 40% e 

30%, respectivamente, em comparação com as células não tratadas. A 

partir destes dados é possível inferir que  todos os compostos derivados 

do 3j têm a capacidade de manter os danos às células tumorais, mesmo 

após cessar o tratamento. 
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Figura 12 – Efeito antiproliferativo das seleno-diidropirimidinonas sobre 

células MCF-7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células MCF-7 tratadas com concentrações sub-tóxicas dos compostos 3j 

(15,12μM), 8a (2,34μM), 8b (7,86μM) e 4a (5,28μM), durante 72h. Os dados 

foram obtidos a partir de três experimentos independentes. Valores expressos 

como média ± D.P, (***) indicam diferenças estatísticas em p < 0,001 em 

comparação com células de controle (não tratadas). Os resultados foram 

avaliados pelo teste de Tukey ao nível de 95% de significância.  

  

 

4.1.5 Indução da morte celular 

 

Ao avaliar a capacidade das seleno-diidropirimidinonas em 

induzir a morte celular, foi possível constatar que todos os eventos 
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apresentados anteriormente culminaram em morte das células MCF-7. 

As análises morfológicas destas células revelaram a cromatina 

condensada e núcleos corados em laranja a vermelho. Tais dados 

apontam para incorporação de iodeto de propídio e laranja de acridina, 

nas células MCF-7 tratadas com doses sub-tóxicas dos compostos (3j 

(15,12μM), 8a (2,34μM), 8b (7,86μM) e 4a (5,28μM)), durante 72 h. O 

resultado sugere que os compostos foram capazes de levar as células 

tumorais à morte pelo processo de apoptose e necrose, diminuindo 

significativamente as células viáveis como pode ser observado na figura 

13. Os compostos 8a (p < 0,001) e 8b (p < 0,01) apresentaram um maior 

número de células apoptóticas quando comparados ao controle negativo. 

Tais dados demonstram que os compostos 8a e 8b agem sobre as células 

tumorais conduzindo prioritariamente à morte programada, não 

apresentando diferença estatística quanto às células necróticas para 

nenhum dos tratamentos. Já o composto 3j, apesar de ter induzido a 

apoptose, também induziu à necrose de forma significativa (p < 0,001). 

O composto 4a, conduziu as células MCF-7 preferencialmente à morte 

por necrose.  
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Figura 13 – Indução da morte celular em células MCF-7, via apoptose e 

necrose pelos tratamentos com seleno-diidropirimidinonas.   

 
Morte celular analisada pela coloração com IP/LA, induzida pelo tratamento 

com seleno-diidropirimidinonas em concentrações sub-tóxicas (3j (15,12 μM), 

8a (2,34 μM), 8b (7,86 μM), 4a (5,28 μM)) em células MCF-7, durante 72 h. 

Número de células viáveis, apoptóticas e necróticas, representado em 

porcentagem (A); imagens das análises microscópicas (B). Os dados foram 

obtidos a partir de três experimentos independentes. (***) indicam diferenças 

estatísticas de p < 0,001 e (**) indicam diferenças estatísticas de p<0,01 em 

comparação com células do controle negativo (não tratadas). Valores expressos 

como média ± D.P. Os resultados foram avaliados pelo teste de Tukey ao nível 

de 95% de significância. 

 

Esses resultados vão de encontro com os resultados apresentados 

no ensaio de proliferação celular, indicando que os compostos 3j e 4a, 

possivelmente, apresentem elevada toxicidade, o que não seria benéfico 

para as células normais em um possível tratamento antitumoral. Sendo 

assim, os demais ensaios foram conduzidos com os compostos 8a e 8b. 
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4.1.6 Dano ao DNA 

As seleno-diidropirimidinonas parecem ter ação sobre o DNA, 

conforme observado nos ensaios moleculares nos quais estas moléculas 

foram colocadas em contato direto com o CT-DNA (Figuras 10 e 11). 

Em células MCF-7, os compostos 8a e 8b apresentaram resultados 

relevantes com significante efeito antiproliferativo e indução da morte 

celular por apoptose. Sendo assim, a capacidade desses compostos em 

causar a fragmentação do DNA de células MCF-7 foi avaliada. 

Os resultados obtidos no ensaio do cometa, realizado após 72 h 

de tratamento com doses sub-tóxicas dos compostos 8a (2,34 μM) e 8b 

(7,86 μM), demonstraram que houve considerável fragmentação do 

DNA (Figura 14). Ambos os compostos testados causaram danos 

significativos a este ácido nucleico quando comparado ao controle. Estes 

dados indicam que as seleno-diidropirimidininas 8a (p < 0,001) e 8b (p 

< 0,01) foram capazes de atravessar as membranas plasmática e nuclear 

e fragmentar o DNA. 

 
Figura 14 – Índice de dano ao DNA após tratamento das células MCF-7 com as 

seleno-diidropirimidininas 8a e 8b, determinado pelo ensaio do Cometa. 

 
 

Índice de dano ao DNA de células MCF-7, induzidas por seleno- 

diidropirimidinonas em concentrações sub-tóxicas dos compostos 8a (2,34 μM) 

e 8b (7,86 μM) (A). Escores de fragmentação do DNA (B). Os dados foram 

obtidos de três experimentos independentes, (***) indicam diferenças 

estatísticas em p < 0,001 e (**) indicam diferenças estatísticas em p < 0,01 em 
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comparação com o controle (células não tratadas). Valores expressos como 

média ± D.P. Os resultados foram avaliados pelo teste de Tukey ao nível de 

95% de significância.  

 

 

4.1.7 Análise do ciclo celular 

 

Um efeito sobre a proliferação celular é um dos principais 

atributos que se espera de um fármaco para o tratamento do câncer. Isto 

porque a inibição da proliferação celular está intimamente relacionada 

com a capacidade de uma molécula causar a parada do ciclo celular e 

assim levar a célula à morte.  

Assim, o bloqueio do ciclo celular e a fase em que esse evento 

acontece é de grande importância na investigação de novo possíveis 

alvos terapêuticos. Na figura 15 são apresentadas as alterações no ciclo 

celular causadas pelos compostos 8a e 8b em células MCF-7. A partir 

dos resultados apresentados nos histogramas (Figura 15 A) pode-se 

verificar que ambos os compostos causaram mudanças significativas na 

distribuição celular ao longo do ciclo celular. Os tratamentos com os 

compostos 8a e 8b causaram um aumento significativo de um pico na 

fase sub-G1 quando comparado ao controle, p < 0,01 e p < 0,05, 

respectivamente (Figura 15 B). Conforme proposto por Sagar; Green 

(2009), este pico em sub-G1 é um indicativo de apoptose após as células 

serem submetidas a um tratamento que induza a morte celular.  

A figura 15 C evidencia que as seleno-diidropirimidinonas 8a (p 

< 0,001) e 8b (p < 0,01) foram capazes de bloquear o ciclo celular na 

fase S, sendo este um possível indicativo do dano ao DNA causado 

pelos compostos estudados.  
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Figura 15 – Alterações no ciclo celular causadas pelo tratamento das células 

MCF-7 com as seleno-diidropirimidininas 8a e 8b.  

Análise de citometria de fluxo da progressão do ciclo celular de células MCF-7, 

na presença de seleno-diidropirimidinonas em concentrações sub-tóxicas dos 

compostos 8a (2,34 μM), 8b (7,86 μM) e porcentagem da distribuição de 

células nas diferentes fases do ciclo celular (A). Gráfico representando a 

porcentagem de células na fase sub-G1 (B) e porcentagem de células na fase S 

(C). Os dados foram obtidos de três experimentos independentes e os valores 

expressos como média ± D.P, (***) indicam diferenças estatísticas de p < 0,001, 

(**) indicam diferenças estatísticas de p < 0,01 e (*) indicam diferenças 

estatísticas de p < 0,05 em comparação com células do controle (não tratadas). 

Os resultados foram avaliados pelo teste de Tukey ao nível de 95% de 

significância.  
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5 DISCUSSÃO 

 

As DHPMs constituem uma classe de compostos heterocíclicos 

com grande importância química e medicinal devido a sua versatilidade 

estrutural (TREPTOW  et al., 2015; DA SILVA et al., 2012; AGBAJE 

et al., 2011). Já compostos de selênio têm sido extensivamente 

estudados e relatados para o tratamento de algumas doenças, inclusive 

como antitumorais por inibir a proliferação celular e induzir a morte de 

células cancerosas (WHANGER et al., 2004; GANTHER et al., 1999; 

IP et al., 1998). No presente trabalho, foram testados compostos 

derivados de diidropirimidinonas contendo selênio em suas estruturas, 

com diferentes demandas eletrônicas no anel aromático e inéditos na 

literatura científica.  

Dados da literatura demonstram que tanto os compostos 

derivados de DHPMs quanto compostos contendo selênio em suas 

estruturas apresentam um efeito citotóxico tempo-dependente para 

diferentes linhagens celulares (YADLAPALLI,  et al., 2012; AGBAJE 

et al., 2011; SUZUKI et al., 2010; RUSSOWSKY et al., 2006). O 

mesmo perfil foi observado nas seleno-diidropirimidinonas estudadas 

neste trabalho, tanto para células MCF-7 quanto para células HeLa. 

Dentre os compostos testados inicialmente, o composto 3j, o qual 

possui o naftaleno na posição 4 do núcleo DHPM, apresentou maior 

efeito inibitório sobre a viabilidade celular de ambas as linhagens 

tumorais testadas (Tabela 1). O naftaleno é um hidrocarboneto 

aromático, com dois anéis de benzeno fundidos, que pode ser 

relacionado a ações sobre o DNA (SAEED et al., 2007). Agbaje e 

colaboradores (2011) testaram a citotoxicidade de 17 derivados de 

diidropirimidinonas em linhagem de câncer de cólon (colo 320 HSR) e 

verificaram que os melhores resultados, quanto ao efeito antitumoral, 

foram obtidos para os compostos que apresentavam em sua estrutura os 

radicais naftila e naftilo. Aliada ao naftaleno, a presença do selênio 

parece também ter desempenhado um papel importante para a 

citotoxicidade do composto 3j. Alguns trabalhos mostraram que 

compostos contendo selênio possuíam a capacidade de atuar como 

modulador de agentes antitumorais, levando ao aumento da atividade 

biológica (KIM et al., 2007; CAO et al., 2004). Por outro lado, a ação 

farmacológica antitumoral do selênio parece estar relacionada à dose 

administrada e absorção no meio intracelular (COLLERY et al.,2018). 

A partir desses resultados, foram sintetizados análogos do 

composto 3j (8a, 8b e 4a) (Figura 8). As modificações realizadas nos 
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análogos de 3j (metilação do selênio e ciclização da cadeia lateral) são 

bem conhecidas nas relações estrutura-atividade no núcleo DHPM como 

agentes antitumorais, e essas modificações geralmente levam a 

moléculas mais ativas (KAAN et al., 2010). Os novos compostos 

sintetizados apresentaram um efeito mais promissor no que diz respeito 

à citotoxicidade; porém, os designados como 3j e 8a destacaram-se 

quanto à seletividade para as células tumorais testadas, especialmente 

para a célula MCF-7 (Tabela 2). A seletividade de agentes antitumorais 

busca explorar as diferenças que existem entre células normais e 

tumorais. A seletividade e o efeito antitumoral do selênio vêm sendo 

relacionados com as vias Nrf2-Prx1. As peroxiredoxinas (Prx) são uma 

família de tióis-peroxidases que juntamente com a glutationa peroxidase 

(GPx) e catalase (CAT), controlam o acúmulo de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) celular, mantendo a homeostasia redox 

(PARSONAGE et al., 2008; TRUJILLO et al., 2007). O ambiente de 

hipóxia na célula tumoral regula negativamente o gene Keap1, um 

supressor do fator de transcrição Nrf2. A ativação do Nrf2 regula 

positivamente a Prx1, que interage com proteínas reguladoras, 

proporcionando em células cancerígenas vantagens como crescimento, 

sobrevivência e agressividade (CHO et al., 2013). Yoon  e 

colaboradores (2001) descobriram em seus estudos que o selênio é capaz 

de modular a ativação do Nrf2 de maneira diferente em células 

cancerosas e células normais. Desta forma, evidenciando que o selênio 

diminuiu a ativação de Nrf2 reduzindo a regulação de Prx1 em tecidos 

tumorais. Tais eventos conduzem a um aumento da citotoxicidade da 

molécula contendo selênio. Já as células normais mantêm o estado redox 

em homeostase e por consequência a saturação normal de oxigênio, 

diminuindo a toxicidade. Assim, o efeito do selênio parece ser bastante 

significativo para tecido tumoral. Em células MCF-7, devido ao 

ambiente de hipóxia, o Nrf2 está ativado e esta característica tem sido 

relacionada à resistência à quimioterapia com doxorrubicina (ZHONG et 

al., 2012). Abdullaev e colaboradores (1992) verificaram que os níveis 

intracelulares de compostos de selênio após os tratamentos são maiores 

em células cancerosas do que em células normais, possivelmente devido 

ao ambiente de hipóxia. Desta forma, pode-se inferir que células 

tumorais se mostram mais sensíveis a seleno-compostos do que células 

normais (KAECK et al., 1997; ABDULLAEV; et al., 1992; KUCHAN; 

MILNER, 1991; FICO et al., 1986). De acordo com o comentado 

anteriormente, a seletividade dos compostos 3j e especialmente 8a em 

células MCF-7 pode estar relacionada à ação do selênio e às 
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características do ambiente de hipóxia presente no ambiente metabólico 

desta linhagem celular. 

A presença do selênio e do naftaleno parece ser primordial para a 

citotoxicidade das seleno-diidropirimidinonas 3j, 8a, 8b e 4a. Inúmeros 

trabalhos demonstram que o naftaleno pode intercalar na molécula de 

DNA por meio de interação com a guanina, seguido das demais bases 

nitrogenadas (CHO et al., 2013; LIU; et al., 1996; LOKEY et al., 1997; 

SESSLER et al., 1998). Ainda, compostos derivados de 

dihidropirimidinonas aromáticos, heterocíclicos, planares e não planares 

têm potencial de ligação aos sulcos e de sobreposição com os pares de 

bases de DNA (WANG et al., 2013). Tendo em vista essas 

características, a ação dos compostos 3j, 8a, 8b e 4a sobre a molécula de 

CT-DNA foi avaliada. Significativas mudanças no espectro de 

absorbância do CT-DNA foram observadas após o mesmo ser exposto a 

diferentes concentrações dos compostos estudados (Figura 10). O efeito 

hipocrômico para os compostos 3j, 8a e 4a indica a ocorrência de fortes 

ligações desses compostos com CT-DNA, bem como sugere 

intercalação. Já o efeito hipercrômico observado para o composto 8b 

sugere a ocorrência de ligações não covalentes entre o composto e o CT-

DNA. Alguns autores relatam efeitos semelhantes sobre a molécula de 

DNA para diferentes moléculas derivadas de diidropirimidinonas (YAN; 

LU, 2013; TAN et al., 2007; WANG; et al., 2012).   

Rehman et al. (2009) destaca que o efeito hipocrômico é 

característico de compostos que promovem a intercalação com os pares 

de bases do DNA.  Portanto, o possível efeito intercalante dos 

compostos à molécula de CT-DNA foi avaliado (Figura 11). Os 

resultados obtidos evidenciam que os compostos 3j, 8a, 8b e 4a foram 

capazes de deslocar e tomar o lugar do iodeto de propídio na molécula 

de CT-DNA, reduzindo a fluorescência. Tal efeito é considerado um 

forte indicativo para a intercalação das seleno-diidropirimidinonas 

estudadas sobre a molécula de DNA. Estes resultados estão de acordo 

com outros estudos com diidropirimidinonas, os quais demonstram um 

possível efeito intercalante dessas moléculas (WANG et al., 2012). 

Wang e colaboradores (2013) concluem que modificações na posição 4 

do anel benzênico em derivados de diidropirimidinonas, tal como as 

alterações feitas nos compostos estudados neste trabalho, alteram 

significativamente as propriedades de ligação com o DNA. Dada a 

importância dos resultados obtidos frente à molécula de CT-DNA, 

ensaios subsequentes foram conduzidos em células MCF-7 com os 

compostos 3j, 8a, 8b e 4a com vistas a elucidação do efeito biológico 

antitumoral. 
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A proliferação celular exacerbada e sem controle é um dos 

principais mecanismos para a progressão do tumor (BARRETT et al., 

1993). Conforme observado neste estudo, todos os compostos testados 

apresentaram significativo efeito antiproliferativo (p < 0,001), conforme 

apresentado na figura 12. A inibição da proliferação e angiogênese em 

células MCF-7 tratadas com diferentes análogos de diidropirimidinonas 

estão relacionados com a inibição da proteína motora cinesina Eg5, 

proteína envolvida na formação e função do fuso mitótico e ao dano ao 

DNA (GUIDO et al., 2015; SUN et al., 2011). Os inibidores mitóticos 

tradicionais, como os alcaloides da vinca e taxanos, agem sobre a 

tubulina nos microtúbulos, podendo apresentar como efeito adverso a 

neurotoxicidade. Já as diidropirimidinonas diferem-se por inibir de 

forma alostérica a cinesina Eg5, não interferindo nos processos 

relacionados aos microtúbulos, desta forma não apresentando efeitos 

neurotóxicos (WOOD et al., 2001). Compostos contendo selênio se 

mostraram eficazes na inibição do crescimento de células cancerosas, 

diminuindo a proliferação por meio do bloqueio da divisão celular ou 

aumento da morte das células (WHANGER et al., 2004; GANTHER et 

al., 1999; KAECK et al., 1997). Outros estudos indicam que compostos 

contendo selênio promovem a redução do número de células pela parada 

do ciclo na fase G1 ou na fase S (KAECK et al., 1997; SINHA et al., 

1996). Yan e Frenkel (1992) destacaram a ação do selênio sobre a 

diminuição na formação de colônias. A partir dos resultados obtidos 

para os tratamentos das células MCF-7 com as seleno-

diidropirimidinonas 3j, 8a, 8b e 4a, aliados com dados da literatura, 

sugere-se que o efeito antiproliferativo de tais compostos possa ter 

ocorrido devido a ação dos mesmos sobre o fuso mitótico, sugerindo 

futuros estudos com esses compostos sobre o processo de divisão 

celular.  

Aliado ao efeito antiproliferativo os compostos 3j, 8a, 8b e 4a 

foram capazes de induzir a morte celular (Figura 13). Deste resultado, 

vale ressaltar que os compostos 8a (p < 0,001) e 8b (p < 0,01) 

induziram, preferencialmente, a morte por apoptose em células MCF-7. 

Estes dados estão de acordo como os resultados de Guido e 

colaboradores (2015), os quais mostram que células MCF-7 tratadas 

com derivados de diidropirimidinonas, por 72 h, também apresentaram 

morte celular por apoptose. A apoptose é um processo de morte celular 

programada sem causar danos inflamatórios teciduais; desta forma, 

moléculas capazes de induzirem esse tipo de morte são promissoras para 

o desenvolvimento de fármacos antitumorais (VRIZ et al., 2014). Dados 

da literatura mostram que células tumorais tratadas com compostos 
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contendo selênio em suas estruturas foram conduzidas à morte tanto por 

apoptose quanto por necrose (NORDBERG; ARNÉR, 2001; SAMALI 

et al., 1999). Tais efeitos estão relacionados, sobretudo ao aumento de 

EROs devido possivelmente à inibição de enzimas como tiorredoxina 

redutase, conduzindo ao dano mitocondrial e a morte celular (KORGE; 

CALMETTES; WEISS, 2015; RECZEK; CHANDEL, 2015; 

GAUTHIER et al., 2003; PLOTKOWSKI et al., 2002). Estudos 

mostram também que compostos contendo selênio podem modular a 

transcrição de proteínas envolvidas no processo de morte celular por 

apoptose, como Bax e Bcl-xL (CHAKRABORTY et al., 2016a; CHEN; 

WONG, 2009; HUANG et al., 2009). Alguns trabalhos ainda 

demonstram que moléculas derivadas do monastrol, como dimetil 

enastrol, podem inibir cinesinas desencadeando a catástrofe mitótica e 

conduzindo as células para a apoptose (CARTER et al., 2009; MAYER 

et al., 1999). 

Tendo em vista os promissores resultados obtidos especialmente 

para as seleno-diidropirimidinonas 8a e 8b, principalmente no que diz 

respeito à indução da morte por apoptose, o possível efeito desses 

compostos sobre o DNA de células MCF-7 foi avaliado (Figura 14). O 

composto 8a difere do composto 8b pela dimetilação na posição 7 da 

seleno-diidropirimidinona, conforme mostrado na figura 8. De acordo 

com Müller e colaboradores (2007) a dimetilação na posição 7 em 

análogos do monastrol aumentou consideravelmente os efeitos 

citotóxicos dos compostos em células de glioma humano. Tanto o 

composto 8a (p < 0,001) quanto o composto 8b (p < 0,01) foram 

capazes de induzir a fragmentação do DNA das células tratadas. 

Conforme discutido anteriormente, o naftaleno (grupamento presente 

nos compostos 8a e 8b) é relatado na literatura como importante 

grupamento intercalante do DNA (CHO et al., 2013). Com isso, pode-se 

inferir que o efeito dos compostos testados sobre a fragmentação do 

DNA possivelmente pode estar, em parte, envolvido com a presença no 

naftaleno nessas moléculas. Conforme discutido anteriormente, 

compostos organoselênios podem estar envolvidos no aumento da 

geração de EROs intracelular, o que é relacionado com a fragmentação 

do DNA (CHAKRABORTY et al., 2016b). A geração de EROs foi 

relacionado ao potencial antitumoral de compostos de selênio em células 

de hepatocarcinona (HepG2), carcinoma de mama murinho (TM6), 

carcinoma de mama humano (SKBR3) entre outras (SHEN et al., 2002; 

SINHA; VADGAMA et al., 2000). Os estudos de interações de 

moléculas com o DNA são de suma importância, não apenas para 

entender melhor esse mecanismo, mas para o desenvolvimento de novos 
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fármacos (RESCIFINA et al., 2014). Quebras na dupla-fita do DNA são 

relatadas como o principal mecanismo de ação de alguns 

quimioterápicos comumente utilizados na clínica médica levando a 

inibição da replicação e consequente morte celular como é o caso da 

doxorrubicina e cisplatina (YANG et al., 2016; JEKIMOVS et al., 

2014;).  

A diminuição da proliferação celular e indução de morte por 

apoptose está intimamente relacionada com a inibição da progressão da 

divisão celular. Ao investigar a ação da seleno-diidropirimidinonas 8a e 

8b sob o ciclo celular foi possível constatar o aumento de células na fase 

sub-G1 e o bloqueio da fase S, em células MCF-7 (Figura 15). Estes 

resultados corroboram com os obtidos para a inibição da proliferação 

celular, fragmentação no DNA e morte celular por apoptose após o 

tratamento das células com os compostos em estudo. Li e colaboradores 

(2007) ao tratarem células de câncer de próstata com compostos de 

selênio observaram um aumento na geração de EROs, o qual foi 

relacionado a ativação da proteína p53, bloqueio do ciclo celular e morte 

por apoptose via ativação da proteína Bax. Ainda, alguns trabalhos 

demonstram que compostos com selênio são capazes de ocasionar a 

fragmentação do DNA, promovendo a ativação da caspase-3, além da 

regulação negativa de fatores de crescimento (CHAKRABORTY et al., 

2016; CAO et al., 2004). Vale destacar que a diminuição na fase de 

síntese do DNA, durante a fase S do ciclo celular, é dependente do nível 

do dano causado no DNA (WILLIS; RHIND, 2009). Por fim, a 

potencial inibição da cinesina Eg5 em células tratadas com derivados de 

diidropirimidinonas promove um bloqueio no ciclo celular resultando na 

morte celular ( TAO et al., 2005; SAKOWICZ et al., 2004).  

Segundo Senturk e Manfredi (2013), compostos que causam 

danos ao DNA, parada do ciclo celular e apoptose são considerados 

agentes promissores para a quimioterapia. Neste sentido, a partir dos 

resultados obtidos e apresentados neste trabalho para as seleno-

diidropirimidinonas 8a e 8b, pode-se inferir que ambas são moléculas 

promissoras para o futuro desenvolvimento de novos fármacos 

antitumorais. No entanto, vale destacar a molécula 8a que apresentou 

uma maior seletividade para células tumorais.  

Finalmente, em resumo a nossa hipótese para o possível 

mecanismo de ação das seleno-diidropirimidinonas 8a e 8b é de que 

ambas podem ter como alvo terapêutico ao DNA (Figura 16). O dano a 

essa molécula pode ser irreversível e, desta forma, as células não entram 

em divisão celular sendo encaminhadas à morte por apoptose. Ou, as 

células que apresentam um dano menor, iniciam o processo de divisão 
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celular, que é bloqueado na fase S, diminuindo a proliferação levando a 

apoptose. 

 
Figura 16 – Hipótese para o possível mecanismo de ação antitumoral das 

seleno- diidropirimidinonas 8a e 8b.  

Crédito: Guilherme Zirbel, graduando do curso de farmácia da Universidade 

Federal de Santa Catarina. 

 

Os dados obtidos com presente trabalho foram publicados na 

European Journal of Medicinal Chemistry (Anexo I). 
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6 CONCLUSÃO 

 
Os dados obtidos neste trabalho, nos permitem concluir que: 

 Os tratamentos com as seleno-diidropirimidinonas 

apresentaram efeitos citotóxicos importante sobre as 

linhagens tumorais de mama (MCF-7) e cérvix HeLa 

cultivadas in vitro.  

 As modificações químicas nos análogos da seleno-

diidropirimidinona 3j aumentaram significativamente a 

citotoxicidade.  

 Os compostos 3j e seu derivado 8a apresentaram 

importante seletividade para células tumorais. 

 As seleno-diidropirimidinonas 3j, 8a, 8b e 4a, 

interagiram com CT-DNA por intercalação. 

 Em doses sub-tóxicas os compostos foram capazes de 

reduzir a proliferação celular, induzindo a morte das 

mesmas tanto por necrose como por apoptose. 

 Os compostos selecionados, 8a e 8b promoveram a 

fragmentação do DNA em células MCF-7. 

 Os tratamentos com doses sub-tóxicas dos compostos 8a 

e 8b causaram alterações significativas na progressão do 

ciclo celular, bloqueando especialmente nas fases sub-G1 

e S. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

Apesar das seleno-diidropirimidinonas apresentarem resultados 

promissores, muito ainda precisa ser elucidado. Com isso alguns 

experimentos são sugeridos afim de aprimorar e esclarecer o potencial 

antitumoral dessas moléculas: 

 Ensaios biológicos in vitro com outras linhagens 

tumorais; 

 A otimização das moléculas 8a e 8b em relação a sua 

solubilidade e seletividade; 

 Investigar efeito antiproliferativo dos compostos 3j e 4a;  

 Verificar a ação das moléculas 3j, 8a, 8b e 4a   na 

ausência do selênio; 

 Ensaios que proporcionem um maior entendimento do 

mecanismo de ação de 3j, 8a, 8b e 4a em células MCF-

7, como ensaios de imunodetecção de proteínas: p53, 

Bcl-xL, Bax. Assim como verificar a atividade da 

enzima TrxR. Bem como o potencial de inibição da 

atividade da proteína cinesina Eg5.  

 Verificar ação dos compostos 3j, 8a, 8b e 4a   na geração 

intracelular de EROs; 

 Maiores estudos sobre a interação com o DNA;   

 Ensaios in silico por meio de docking molecular entre os 

compostos e o DNA ou possíveis proteínas-alvo; 

 Ensaios in vivo para avaliação da inibição do 

crescimento tumoral, angiogênese, biodisponibilidade e 

toxicidade dos compostos 3j, 8a, 8b e 4a.   
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