UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
CURSO DE FARMACIA

Cynthia de Padua da Silva

AVALIAGAO IN VITRO DO POTENCIAL EFEITO ANTITUMORAL DE
NOVOS DERIVADOS DE IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS E CROMONAS
SELENILADAS

FLORIANOPOLIS
2019



Cynthia de Padua da Silva

AVALIAGAO IN VITRO DO POTENCIAL EFEITO ANTITUMORAL DE
NOVOS DERIVADOS DE IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS E CROMONAS
SELENILADAS

Trabalho Conclusdo do Curso de
Graduagdo em Farmacia do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Santa Catarina como requisito para a
obtencgao do Titulo de Farmacéutica.
Orientadora: Prof.2 Dra. Tania Mara Fischer
Guinther

Coorientadora: Dra. Fabiana Ourique da
Silva.

Floriandpolis

2019



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do Programa de Geragao Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

de Padua da Silva, Cynthia

Avaliacdo in vitro do potencial efeito antitumoral de
novos derivados de imidazo[l,2-a]lpiridinas e cromonas
seleniladas / Cynthia de P&dua da Silva ; orientador, Téania
Mara Fischer Glunther, coorientador, Fabiana Ourique da
Silva, 2019.

52 p.

Trabalho de Conclusdo de Curso (graduacgdo) -
Universidade Federal de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
da Saude, Graduagdo em Farméacia, Floriandpolis, 2019.

Inclui referéncias.

1. Farmécia. 2. Céncer. 3. Imizadopiridinas. 4.
Cromonas. I. Fischer Glinther, Tania Mara . II. Ourique da
Silva, Fabiana . III. Universidade Federal de Santa
Catarina. Graduacdo em Farmédcia. IV. Titulo.




Cynthia de Padua da Silva

AVALIAGAO IN VITRO DO POTENCIAL EFEITO ANTITUMORAL DE
NOVOS DERIVADOS DE IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS E CROMONAS
SELENILADAS

Este Trabalho Conclusdo de Curso foi julgado adequado para obtengao do
Titulo de “farmacéutica” e aprovado em sua forma final pelo Curso Farmacia.

Floriandpolis, 26 de novembro de 2019.

Prof.2 Dra. Mareni Rocha Farias

Banca Examinadora:

Prof.2 Dra. Lilian Sibelle Campos Bernardes

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Dra. Fatima Regina Mena Barreto Silva

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Dra. Dirleise Colle

Universidade Federal de Santa Catarina






Este trabalho é dedicado ao meu eterno e
venerado mestre da vida, Dr Daisaku lkeda, o

homem mais corajoso que conhego.



“A viagem de Kamakura a Quioto leva doze dias.
Se viajar durante onze dias e parar antes de
completar o décimo segundo dia, como podera
admirar a lua linda da capital?”

Dr Daisaku lkeda, poeta laureado do mundo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco:

A minha familia: em especial a minha mée, Lourdes, e ao meu pai, Paulo. Sem
0 apoio dos meus pais jamais poderia ter realizado o sonho de estudar em uma
universidade publica. Proporcionaram-me o que eles jamais tiveram, minha

eterna gratidao;

A Universidade Federal de Santa Catarina pela educacdo de exceléncia, a
infraestrutura dos laboratérios, salas e equipamentos tecnoldgicos que sempre

impulsionaram o melhor aprendizado;

As professoras e professores do curso que, desde o inicio, nos estimularam a
tornarmo-nos futuros profissionais de qualidade, em especial a Prof. Dra.
Rozangela Curi Pedrosa, muito obrigada pela oportunidade de ser sua aluna de

iniciagao cientifica;

A todos os colegas do LABIOEX, com quem convivi nesses anos, pela
amizade, pelas trocas de experiéncias, pelos ensinamentos e aprendizado
mutuo: Daniela, Elinete, Gabriela, Guilherme, Jean, Karina, Luiza, Nadia,

Raquel, Rodrigo, Tamila, Valdelucia e Vilson.

A todos os animais criados com o intuito de serem utilizados em pesquisas,
para que assim surjam novos tratamento antitumorais, beneficiando nossas

vidas.

Aos funcionarios, servidores e colaboradores da Universidade Federal de
Santa Catarina, em especial a Rosalba, pela participagao e auxilio em minha

jornada;



A professora Dr. Tania Mara Fischer Giinther e Dra. Fabiana Ourique da Silva,

pelo apoio e orientagcdo nesse longo trajeto;

A banca examinadora, por aceitar participar dessa etapa conosco e contribuir

para tornar este trabalho ainda melhor;

Aos meus amigos e colegas do curso de Farmacia por toda ajuda. Fiz
amizades incriveis na faculdade que desejo cultivar por toda vida. Foram anos
compartilhando conhecimentos, sorrisos, lagrimas, angustia e muito esforgo

para estimular o pensamento positivo.

Ao meu namorado, Fernando, por ser um companheiro maravilhoso que

sempre me apoia e me incentiva. Obrigada pelo amor, carinho e dedicagao.

A minha filha, Maya, que ainda n&o conheco, mas ja amo muito.



RESUMO

Introdugdo: O cancer é a segunda principal causa de obitos no mundo.
Bastante complexo e de origem multifatorial, o cancer engloba mais de 100
tipos de doencgas. Caracterizado por alteragdes celulares, esta doenga promove
desregulagdo no ciclo celular, resultando em eventos de proliferacao
exacerbada, insensibilidade aos inibidores de crescimento e a imortalidade
celular, e falhas nos mecanismos de morte celular programada. Como
consequéncia destes eventos, pode invadir outros tecidos e 6rgaos, levando a
metastase. Objetivo: Avaliar a atividade antitumoral de novas moléculas em
busca de desenvolver farmacos antitumorais mais seletivos e citotdxicos.
Sendo assim, derivados de cromonas e imidazopiridinas contendo atomo de
selénio em suas estruturas quimicas foram estudados. Metodologia: A
citotoxicidade das cromonas e imidazopiridinas em estudo, nas concentracdes
variadas entre 1 yM a 1000 uM, foram testadas em linhagens tumorais MCF-7
(carcinoma de mama humano), HelLa (adenocarcinoma cervical humano) e
HepG2 (hepatocarcinoma) utilizando a metodologia do MTT apds 72 h de
tratamento. Para o ensaio de formagdo de colbnias, foram utilizadas
concentragbes sub-toxicas (ICso) e tratamento de 72 h, em células MCF-7 e
HepG2, e incubacdo de 15 dias. A interacdo e intercalacdo dos compostos
como CT-DNA foi realizada por espectrofotometria UV-Vis, com concentragcéo
fixa para o DNA de 150 yM e variagdes das concentragdes dos compostos de
50 uM a 300 uM, e por medida de fluorescéncia utilizando o agente intercalante
iodeto de propidio, respectivamente. A analise de morte celular para avaliar o
tipo de morte induzido pelos compostos em células HepG2 foram realizados
apdés 72 h de tratamento em concentracbes nao-tdxicas. Resultados e
Discussao: As cromonas C1 e C3 apresentaram os melhores valores de ICso
para células MCF-7, sendo 33,58 uM e 40,65 uM, respectivamente. Na
avaliacdo do efeito antiproliferativo, C3 apresentou reducado bastante
significativa na formagédo de colbnias. Os testes de interacdo e intercalagéo
com CT-DNA demonstraram a capacidade desses compostos de interagirem e
intercalarem com o CT-DNA. Ja as imidazopiridinas IP-Se-05 e IP-Se-06 foram
0os compostos que apresentaram os melhores valores de ICso para a célula
HepG2, 0,85 uM e 0,03 uM, respectivamente. O efeito antiproliferativo foi
avaliado e IP-Se-06 reduziu consideravelmente a formagéo de colbnias.
Quanto a avaliacdo do tipo de morte celular, IP-Se-06 apresentou resultado
significativo na quantidade de células apoptoticas e necréticas. Conclusao: Os
resultados apresentados sugerem que os compostos avaliados apresentam
efeito antitumoral sendo promissores na pesquisa de novos agentes na terapia
contra o cancer, porém mais estudos sdo necessarios para elucidar seu
mecanismo de agao.

Palavras-chave: Atividade antitumoral. Imizadopiridinas. Cromonas.



ABSTRACT

Introduction: Cancer is the second leading cause of death in the world. Quite
complex and multifactorial origin, or cancer of England over 100 types of
diseases. Characterized by cellular alterations, this disease promotes cell cycle
dysregulation, resulting in exacerbated proliferation events, insensitivity to
growth inhibitors and cell immortality, by lesions in cases of programmed cell
death. As a consequence of these events, it can invade other tissues and
organs, leading to metastasis. Objective: To analyze the antitumor activity of
new molecules in order to develop more selective and cytotoxic antitumor
drugs. Thus, the compounds of chromones and imidazopyridines that contain
selenium atom in their chemical structures were studied. Methodology:
Cytotoxicity of study chromones and imidazopyridines in 1 yM - 1000 uM
samples was tested on MCF-7 (human breast carcinoma), HeLa (human
cervical adenocarcinoma) and HepG2 (hepatocarcinoma) tumor lines using the
MTT methodology with 72 h of incubation. For colony training assays, sub-toxic
(IC30) and 72 h treatment were used in MCF-7 and HepG2 cells and 15 days
incubation. Interaction and intercalation of compounds such as CT-DNA was
performed by UV-Vis spectrophotometry, with fixed DNA concentration of 150
MM and testing changes of 50 uM to 300 yM compounds, and by fluorescence
measurement using iodide intercalating agent. propidium, respectively. A cell
death analysis to assess the type of compound-induced death in HepG2 cells
was performed after 72 hours of treatment on non-toxic samples. Results and
Discussion: Chromones C1 and C3 showed the best IC50 values for MCF-7
cells, 33,58 uM and 40.65 uM, respectively. In the evaluation of antiproliferative
effect, C3 shows quites significant reduction in colony formation. CT-DNA
interaction and intercalation tests demonstrated the ability of these compounds
to interact and intercalate with CT-DNA. Imidazopyridines IP-Se-05 and IP-Se-
06 were the compounds with the best IC50 values for HepG2 cells, 0.85 uM and
0.03 uM, respectively. The antiproliferative effect was evaluated and IP-Se-06
strongly reduced colony formation. Regarding the evaluation of the type of
death, IP-SE-06 presented significant result in the amount of apoptotic and
necrotic cells. Conclusion: The results presented suggest that compounds
subject to antitumor effects are promising in the search for new agents in
cancer therapy, but more studies are needed to elucidate their mechanism of
action.

Keywords: Antitumor activity. Imidazopyridines. Chromones.
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1 INTRODUGAO

1.1 BREVE HISTORICO SOBRE O CANCER

Desde os tempos pré-historicos o cancer preocupa a humanidade. A mais
antiga evidéncia aceita € que o cancer em mamiferos consiste em massas tumorais
encontrado em dinossauros fossilizados e ossos humanos de tempos pré-historicos
(Faguet, 2015).

O registro mais antigo sobre o cancer € encontrado no chamado Papiro de
Smith. Encontrado por Edwin Smith no século XIX, acredita-se que o manuscrito
tenha sido escrito ha aproximadamente 3000 a. C. e possivelmente escrito por
Imhotep, um médico-arquiteto da época. Neste documento histérico encontram-se
relatos de diversos assuntos médicos, dentre eles pode-se extrair informacdes a
respeito do cancer de mama. E possivel concluir, a partir da narrativa exposta no
papiro, que o tumor era bastante grave e nao existiam recursos terapéuticos. Por
volta de 1500 a. C. o Papiro de Ebers referencia pela primeira vez tumores de tecido
mole e possiveis canceres de pele, utero, estbmago e reto. Com a finalidade de
descobrir de alguma forma um tratamento para tumores e canceres, 0os egipcios
empregaram o0 uso de cautério (agente empregado para queimar tecidos, com
finalidade terapéutica), facas e sais. Os egipcios também utilizavam um recurso
curativo chamada “pomada egipcia". A formulagao da pomada continha arsénio e foi
usada para tratar pacientes com tumores e canceres até o século XIX (VARGAS,
2012; HAJDU, 2011; FAGUET, 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).
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Figura 1 — Papiro de Edwin Smith.
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Fonte: Adaptado de Vargas, 2012.

De origem grega e conhecido como "Pai da Medicina Ocidental", Hipocrates
(460-375 a.C.) concluiu que tanto a caréncia como o excesso de sangue, muco, bile
e outras secregdes corporais, poderiam induzir ao cancer. Hipdcrates comparou a
forma de desenvolvimento da doenga a um caranguejo que adere as estruturas

circundantes com suas garras, dando origem aos termos carcinoma (tumor maligno)

e cancer (ulcera tumor maligno). Além disso, foram diferenciados canceres,

carcinomas e tumores solidos. A diferenciacdo ajudava no tipo de tratamento que o
paciente receberia (HAJDU, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Figura 2 — Imagem comparativa de um caranguejo e a microscopia eletrénica do cancer.
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Legenda: O caranguejo foi comparado a uma célula cancerigena por Hipdcrates. A provavel
comparagdo do crustaceo a massa tumoral é justificada pelo fato do conjunto de células formar
projecdes que se espalham pelo tecido, assemelhando-se ao animal. Fonte: Adaptado de American
Cancer Society, 2019, https://br.depositphotos.com/199161474/stock-photo-crab-hand-drawing-
vintage-clip.html e https://brasil.elpais.com/brasil/2019/01/14/ciencia/1547480702_ 889920.html.
Acessado em: 23/10/2019.

Mais do que qualquer um que o antecedeu, Galeno foi um escritor bastante
produtivo, escreveu mais de 100 artigos sobre tumores e cancros. Galeno tinha
origem grega. Suas importantes observagbes médicas foram traduzidas para o latim,
ampliando o acesso de suas descobertas a outros estudiosos. As copias das obras
do escritor eram produzidas de forma manuscrita para todos os paises conhecidos.
Suas teorias foram redigidas com uma linguagem clara se adequando bem aos
povos cristdos, bizantinos e arabes. (HAJDU, 2011; AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019).

Hipocrates e Galeno foram apresentados ao mundo arabe por Rhazes de
Bagda (860-932 d. C.). O tratamento cirurgico do cancer foi introduzido na Espanha
por Albucasis (1013-1106 d. C.) e, mesmo com a proibicdo de cirurgias decretada
pelo Papa em 1215, o bispo e médico Theodoric (1205-1296 d. C.) praticava em
Salerno, lItalia. A cirurgia francesa foi fundada por Lanfranc (1252-1315 d. C.)
(HAJDU, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Os médicos e cirurgides franceses Lanfranc (1252-1315 d. C.), Henri de
Mondeville (1260-1320 d. C.) e Guy de Chauliac (1300-1368 d. C.) rejeitaram a
famosa teoria humoral de Galeno. Este acontecimento somado a primeira
dissecagao publica pés-morte em 1315 na Italia e a introdugao da tipografia em 1450
na Alemanha por Johannes Guttenberg (1395-1468 d. C.), pds um fim na Idade das
Trevas e deu-se inicio ao Renascimento das artes e ciéncias. (HAJDU, 2011)

As células cancerosas foram observadas pela primeira vez ao microscopio
em 1838 d. C. pelos pesquisadores Harold E. Varmus e J. Michael Bishop. Séculos
se passaram e o cancer continua sendo um grande desafio para a ciéncia atual
(HAJDU, 2011).


https://br.depositphotos.com/199161474/stock-photo-crab-hand-drawing-vintage-clip.html
https://br.depositphotos.com/199161474/stock-photo-crab-hand-drawing-vintage-clip.html
https://brasil.elpais.com/brasil/2019/01/14/ciencia/1547480702_889920.html
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1.2 CANCER

Anualmente a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IRCA, sigla
em inglés para International Agency for Research on Cancer), divulga estatisticas
preocupantes em relagdo aos novos casos de cancer. Esta doenga é a segunda
principal causa de Obitos no mundo e estima-se que 29,5 milhdes de pessoas
morrerao até 2040, impactando diretamente o sistema de saude publica mundial
(BRAY et al., 2012; IARC, 2019; OPAS, 2019).

No Brasil, dados estatisticos do Instituto Nacional do Cancer (INCA)
mostraram que em 2018 foram diagnosticados 583 mil novos casos de cancer e a
mortalidade da doenca atingiu 219 mil homens e mulheres. Os tipos de canceres
que vitimaram os homens foram principalmente os de: pulm&o (14%), prostata
(13%), colon e reto (8%), estbmago (8%), eséfago (6%). Ja em mulheres, a principal
causa de obito foram em virtude de canceres de: mama (16%), pulméao (11%), cdlon
e reto (9%), colo do utero (6%), pancreas (5%). (INCA, 2019).

Englobando mais de 100 tipos de doengas que tem em comum o
crescimento desordenado, os canceres humanos sdo bastante complexos e tem
origem multifatorial. As causas mais comuns sao por efeitos de virus, bactérias,
substancias quimicas, radiacao, estilo e habitos de vida, todos os quais sdo capazes
de induzir o aparecimento do cancer através de mutacdes e modificagcdes no DNA
celular como pode ser observado na figura 3 (INCA, 2018; IARC, 2019).

Figura 3 — Surgimento de uma célula de céncer.
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Fonte: https://www.inca.gov.br/como-surge-o-cancer. Acessado em 27/11/2019
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Caracterizada por uma sequéncia de eventos fisiolégicos, o cancer € uma
doenga que promove desregulagdo no ciclo celular, resultando em eventos de
proliferagdo exacerbada, insensibilidade aos inibidores de crescimento e a
imortalidade celular, pelas falhas nos mecanismos de morte celular programada.
Estes eventos s&o resultantes de diversas mutagdes genéticas cumulativas ao longo
da vida levando a uma perda do controle homeostatico, responsavel pela regulagéo
de morte e proliferacao celular (HAHN & WEINBERG, 2002). Parte deste processo é

ilustrado na figura 4.

Figura 4 — Progressao tumoral.
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Fonte: https://www.inca.gov.br/como-surge-o-cancer. Acessado em 27/11/2019

Atualmente, sabe-se que oncogenes, ou a inibicdo de genes supressores de
tumor, sdo capazes de transformar células normais em células cancerosas, que
contribuem para a transformacgéo neoplasica e progressao de tumores primarios e
metastaticos por amplificagdo, mutacao e translocacdo como observado na figura 5
(HAJDU et al., 2015).
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Figura 5 — Mecanismos de amplificacdo, mutacao e translocacgao.
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Legenda: Os proto-oncogenes sdo genes normais responsaveis por codificar proteinas que ajudam a
regular o crescimento e a diferenciagédo celular. Estes genes podem torna-se um oncogene devido a
uma mutagéo levando a produgao de proteinas estimuladoras de crescimento que estdo em excesso,
hiperativas ou resistentes a degradagdo. Como consequéncia destes eventos tem-se o surgimento do
cancer. Fonte: http://bio1151.nicerweb.com/Locked/media/ch18/proto-oncogene.html. Acessado em
23/10/2019.

De acordo com Alberts e colaboradores (2010), existem algumas
caracteristicas presentes nas células tumorais que favorecem a progressdo da
doenca, tais como: autossuficiéncia a fatores de crescimento, insensibilidade a
inibidores de proliferagao, insensibilidade a sinalizagao de parada do ciclo celular e
de morte celular, promogao exacerbada da angiogénese pela secrecao de fatores de
crescimento vascular endotelial (VEGF), perda de aderéncia entre células e
aquisicao da capacidade de se disseminar para tecidos adjacentes através de vasos
sanguineos e linfaticos ou por difusdo mecéanica.

A morte celular € um processo importante para a homeostase do organismo.
Existem diferentes formas de indu¢do da morte celular descritos na literatura:
apoptose, autofagia, necrose e catastrofe mitética (CASTEDO et al., 2004;
KROEMER et al., 2007; OUYANG et al., 2012; O'CONNELL).

A morte por necrose gera edema citoplasmatico que leva a um dano
irreversivel da membrana plasmatica. Este acontecimento acarreta em quebra de

organelas e extravasamento do conteudo celular, afetando as caracteristicas das
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células adjacentes. Como consequéncia, as células necréticas geram inflamagao no
local de forma direta ou indireta, desencadeando um aumento na secrecao de
citocinas proé-inflamatérias de macrofagos ativados. (KERR et al.,1994; FESTJENS
et al., 2006). Diversas pesquisas apontam que algumas das principais mudangas
morfolégicas que ocorrem na morte celular causadas por necrose incluem inchago
celular, formacdo de vacuolos citoplasmaticos; reticulo endoplasmatico dilatado;
formacgao citoplasmatica de bolhas; mitocéndrias condensadas, inchadas ou com
rupturas; desagregacéo e separacado dos ribossomos; membranas das organelas
rompidas; lisossomos inchados e com rupturas da membrana celular (KERR et al,
1972; MAJNO et. al, 1995; TRUMP et al, 1997).

Apoptose € um processo de “morte celular programada” responsavel por
eliminar do organismo células nos tecidos normais, podendo ocorrer em contextos
patolégicos especificos. As células apoptéticas formam corpos apoptoéticos que séo
fagocitados e digeridos por células proximas. Por realizar uma morte “limpa”, este
tipo de morte celular ndo gera inflamagdo no local. Encontramos a apoptose
ocorrendo de formar espontanea em tumores malignos, muitas vezes diminuindo
expressivamente seu crescimento, e € aumentada em tumores que respondem a
irradiagcdo, quimioterapia citotdéxica, aquecimento e ablagdo hormonal. Um dos
motivos pelo interesse neste tipo de morte celular é devido a descobertas
relacionadas com processo regulatérios promovido por certos proto-oncogenes e o
gene supressor de tumor p53 (KERR et al.,1994; OUYANG et al.,, 2012). No
esquema da figura 6 podemos observar com ocorre a morte pela via necrética e pela

via apoptética.
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Figura 6 - Indugao da morte celular via necrose e apoptose
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Legenda: Na necrose, as células sofrem ruptura da membrana plasmatica desencadeando a
inflamacé&o. As células apoptéticas formam corpos apoptéticos que serdo fagocitados e digeridos por
células préoximas. Fonte: Adaptado de KUMAR et al., 2009.

Em busca de frear a progressdo da doenca e possibilitar um melhor
prognostico, tratamentos como quimioterapia, radioterapia, cirurgia para remogao de
tumores, transplante de medula éssea ou uma combinagédo destas modalidades séo
uma das estratégias utilizadas (OPAS; INCA, 2019).

A mortalidade causada pelo céncer juntamente aos efeitos citotdxicos
causados pelo tratamento da quimioterapia e radioterapia € significativa. A
quimioterapia é uma abordagem importante no tratamento que traz diversos
beneficios ao individuo; porém existem muitos efeitos adversos como vémito e
nausea, sangramento, diarreia, hipotensdo, alopecia, trombocitopenia, anemia,

dentre outros (HARMER, 2008).
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A elevada toxicidade associada a falta de seletividade dos agentes
antitumorais sdo importantes limitantes do tratamento e estdo associados ao ataque
de células tumorais e células saudaveis que estdo em proliferacdo. Outro desafio da
quimioterapia € o agravante aumento da resisténcia aos medicamentos em diversos
tipos de cancer tornando o desenvolvimento de novos farmacos um desafio da
ciéncia para os proximos anos (MASSOD, 2016; PAN et al., 2016).

Neste contexto, buscando atividade tumoral de novos farmacos mais
seletivos e citotoxicos, as imidazopiridinas e cromonas, podem desempenhar um
papel importante devido as suas atividades biolégicas descritas na literatura (KHAN
at al., 2010, THANIGAIMALAI et al., 2010; KERI et al, 2014; PIRES et al., 2016;
SHALINI et al, 2010).

1.3 CROMONAS

As cromonas s&o conhecidas como um grande numero de moléculas
bioativas naturais e sintéticas. S&o formadas por um heterociclo constituido por um
nucleo basico de flavonas, uma classe importante e generalizada de compostos
originado de plantas com um grande numero de atividades biolégicas (GASPAR et
al., 2014, KERI et al., 2014). A estrutura molecular da cromona pode ser observada

na figura 7.

Figura 7 — Estrutura quimica da cromona.

O

As cromonas sao bem conhecidos pela diversidade de propriedades
farmacoldgicas, como antialérgicas, antidiabéticas (REIS et al., 2017), anti-
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inflamatdrias (KHAN at al., 2010, THANIGAIMALAI et al., 2010), antimicrobianos
(KERI et al, 2014), antitumorais (BUDZISZ et al., 2002), esta ultima associada com a
baixa toxicidade (PIRES et al., 2016).

Segundo Reis e colaboradores (2017) as cromonas sdo modelos excelentes
para promover modificagdes estruturais, pois permite realizar a sintese de uma
grande variedade de compostos com diferentes perfis farmacolégicos. Além disso,
0s pesquisadores relatam que esta classe possui uma acessibilidade sintética e
diversidade estrutural responsavel por desempenhar um papel importante na
quimica medicinal.

As cromonas possuem uma estrutura que pode ajudar na descoberta de
novos medicamentos, ja que os compostos desta classe vém sendo descritos como
agentes citotoxicos potentes e seletivos (BHATNAGAR et al. 2010; NAM et al., 2010;
VALDAMERI et al., 2012; REDDA et al., 2014).

1.4 IMIDAZOPIRIDINAS

As imidazopiridinas pertencem a classe de compostos heterociclicos. Junto
a estrutura molecular dos anéis encontramos atomos de nitrogénio fundido. Este
arranjo molecular é responsavel por melhorar a biodisponibilidade e a solubilidade
dos farmacos, sendo de grande interesse farmacocinético. O esqueleto estrutural
possui importancia na area de produtos naturais e farmacéuticos devido as
atividades biolégicas abrangentes. Estudos apontam que as imidazopiridinas
possuem acg¢ao antifungica, antibacteriana, anti-inflamatéria, analgésica,
antituberculosa, antiviral, antidepressiva, antitumoral e antileishmanial (SHALINI et
al, 2010). Amplamente utilizado para varios beneficios terapéuticos, medicamentos
como olprinona, nicopidem, saripidem, zolpidem e zolimidina pertencem ao grupo
das imidazopiridinas. (SAYEED et al, 2017). A estrutura geral das imidazopiridinas

pode ser observada na figura 8.
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Figura 8 — Estrutura quimica da imidazopiridina.
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De acordo com Sunkari e colaboradores (2019), as imizadopiridinas agem
como inibidores da aromatase, supressores da produgdo de estrogénio, agentes
inotrépicos positivos, inibidores da agregacao plaquetaria e tromboxano, inibidores
da sintetase. Como agente citotdxico, compostos derivados de imizadopiridinas
apresentam atividade em células tumorais como mama (MCF-7), cancer cervical
(HelLa), prostata (DU-145) e pulméo (A549). Entre os diversos mecanismos de agéo,
foi observado a atuacdo do composto através do receptor de dominio de cinase
(KDR) do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), gerando inibicdo dos

mesmos e ocasionando indug¢ao de apoptose.
1.5 SELENIO

Encontrado no ambiente nas formas inorgénicas e orgéanicas, o selénio
(figura 9) é um elemento presente em diferentes enzimas do corpo humano, como a
glutationa peroxidases, sendo um nutriente fundamental para a saude. Também
apresenta funcdao de antioxidante no balanceamento redox, na remocgao de
peréxidos lipidicos e de hidrogénio. Além disso, este elemento age na regulagdo
hormonal (MUSTACICH et al., 2000; YU et al., 1999, COMINETTI et al., 2009).
Estudos recentes tém evidenciado um importante papel do selénio promovendo
atividade antitumoral (WANG et al., 2012; FERNANDEZ-BANARES et al., 2002;
CLARK et al., 1996; SANDSTROM et al., 1990).
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Figura 9 — Elemento quimico selénio.
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Fonte: https://escolaeducacao.com.br/selenio/selenio-tabela-periodica/. Acessado em 23/10/2019.

Um dos mais importantes e principais mecanismos antitumorais induzidos
pelo selénio € a apoptose realizada por meio da oxidagédo direta de grupos de
cisteina e sulfidrila em dominios cataliticos de diversas enzimas celulares, e também
por produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (DRAKE et al., 2006). Em
mamiferos s&do mais de vinte selenoproteinas que se ligam a residuos de cisteina
depois do processo transcricional (KRYUKQV et al., 2003). Cientistas demostraram
em outros estudos que a adicdo do selénio em compostos organicos melhora a
resposta antitumoral, diminuindo as Clso. Como consequéncia, a geracéo de EROs e
inducao do apoptose aumentaram significativamente (PLANO et al., 2016; MARTINS
et al., 2015).

Dentre os elementos da familia dos calcogénios, o selénio tem se destacado
em inumeros processos reativos, apresentando uma maior atividade bioldgica
quando comparado com os outros elementos deste grupo 6A, como o oxigénio, o
enxofre, o telurio e o polénio (ALCOLEA et al., 2016). Estudos com calcogénios
ligados a flavonoides demonstraram um maior efeito antiproliferativo, pré-apoptético
e seletivo dos compostos associados ao selénio em comparagao com os ligados ao
enxofre ou ao oxigénio, em células MCF-7 (MARTINS et al., 2015).

Como demonstrado em diversos estudos in vitro, compostos
organosselénios sdo considerados potenciais antitumorais devido a sua atividade
pré-oxidante, pré-apoptoética e seletiva, tendo sua acéo citotoxica modulada pelas
propriedades quimicas do préprio nucleo organico (LEE et al., 2012; VALDIGLESIAS
et al.,, 2010).

Compostos citotoxicos contendo selénio normalmente demonstram pouco

efeito em células normais. Clement e colaboradores (2000) demonstraram em um
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estudo que células normais ndo sado sensiveis a agado citotoxica da Se-
metilselenocisteina, enquanto que células transformadas ou pré-malignas sao
afetadas, o que possivelmente pode bloquear a carcinogénese. Além disso, eles
demonstraram que o crescimento tumoral em glandulas mamarias de ratas foi
inibido, argumentando que talvez as células tumorais possam apresentar certos

defeitos em suas vias de sinalizagado que auxiliem a agao do selénio.

Sendo assim, considerando os inumeros trabalhos que destacam o potencial
antiproliferativo de diversos compostos de selénio e derivados de imidazopiridinas e
cromonas, o Laboratério de Bioquimica Experimental (LABIOEX), do Departamento
de Bioquimica da UFSC, coordenado pela Profa. Dra. Rozangela Curi Pedrosa, em
parceria com o Laboratério de Sintese de Substdncias Quirais de Selénio
(LabSelen), do Departamento de Quimica da UFSC, coordenado pelo Prof. Dr. Luiz
Braga, sintetizou novos compostos derivados de imidazo[1,2-a]piridinas e cromonas
com atomo de selénio em suas estruturas, sendo os mesmos testados como

possiveis agentes antitumorais.
1.6 OBJETIVOS
1.6.1 Objetivo Geral
Este projeto de Trabalho de Conclusao de Curso tem como principal objetivo

avaliar in vitro o potencial efeito antitumoral de novos derivados de imidazo[1,2-
alpiridinas e cromonas seleniladas.
1.6.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a citotoxicidade dos compostos derivados de imidazopiridinas e

cromonas sobre diferentes linhagens de células tumorais;

¢ Avaliar o efeito antiproliferativo dos compostos;
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¢ Avaliar o tipo de morte celular (apoptose ou necrose) induzida pelos compostos
em diferentes linhagens celulares;

¢ Avaliar a possivel interagao e intercalagao dos compostos com o CT-DNA.
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2 METODOLOGIA
2.1 SINTESE DOS COMPOSTOS

Os compostos derivados de imidazopiridinas € cromonas que possuem
selénio incorporado a sua estrutura foram sintetizados pelo Laboratério de Sintese
de Substancias Quirais de Selénio (LabSelen) coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Braga,
do Departamento de Quimica, da Universidade Federal de Santa Catarina. Nas
figuras 10 e 11 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos compostos

estudados no presente trabalho.

Figura 10 - Estrutura das cromonas.
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Figura 11 - Estruturas das imidazopiridinas
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2.2 REAGENTES QUIMICOS

O meio de cultura Eagle Modificado da Dulbecco (DMEM), soro fetal bovino
(SFB) e os antibioticos utilizados na cultura de células foram adquiridos pela Gibco
(EUA). O DNA de timo de vitelo (CT-DNA, Cat. D4522), agarose (Cat. A6013),
dimetil-sulféxido (DMSO, Cat. D8418), albumina de soro bovino (BSA, Cat. A2153),
iodeto de propidio (Cat. P4170), laranja de acridina (Cat. A6014), doxorrubicina (Cat.
D2975000), brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT, Cat.
M5655) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Todos os outros reagentes
quimicos foram utilizados com grau de pureza atendendo as normas da American
Chemical Society (ACS).

2.3 CULTIVO DAS CELULAS

Para a execugdo do presente estudo foram utilizadas células das linhagens
tumorais MCF-7 (carcinoma de mama), HeLa (adenocarcinoma cervical) e HepG2
(hepatocarcinoma), que foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro. As
células foram cultivadas 37°C em uma atmosfera de CO: (5%) com 95% de
umidade. Utilizou-se meio de cultura Eagle Modificado da Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro feral bovino, penicilina (100U/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL), em estufa de cultivo celular.

Estas células crescem em monocamada e foram destacadas por tratamento
com uma solugéo de tripsina-EDTA (0,25 %), quando chegaram a uma confluéncia

de aproximadamente 90 %.

2.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade potencial in vitro dos compostos derivados das cromonas e
imidazopiridinas foi avaliada através do método de coloragao pelo sal de tetrazdlio
(MTT) (Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio], empregando células

tumorais expostas a diferentes concentragdes dos compostos em estudo em
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diferentes tempos de tratamento (24 h, 48 h e 72 h) (MOSMANN, 1983). A
concentracgéo inibitéria de 50% (ICso0) obtida foi calculada a partir de regresséo linear
e expressas em média = desvio padrdo. O controle negativo apresentava somente o
meio com veiculo e foi considerado como 100% de viabilidade celular. Cada
tratamento foi realizado em trés pogos de placas de cultura com 96 pocgos, tendo
sido executados trés experimentos independentes em dias diferentes, para cada

tratamento.

2.5 ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA

A atividade antiproliferativa dos compostos derivados das cromonas e
imidazopiridinas foram avaliadas pelo método de formacao de colénia de acordo
com Franken et al. (2006). Este ensaio tem o objetivo de avaliar a perda da
capacidade de proliferagdo das células tumorais. As células (500 células por pogo
em placa de 6 pogos) foram tratadas por tempo pré-determinado (72 h) com os
compostos em concentragdes sub-tdxicas, lavadas (2x) com salina tamponada com
fosfato (PBS) (pH 7,4; 37°C) e meio fresco sera adicionado. Apds aproximadamente
15 dias, as células foram coradas com cristal violeta e as colénias com mais de 50

células foram contadas.

2.6 MORTE CELULAR

O tipo de morte celular induzido pelos compostos em células HepG2 foram
avaliados. As células tumorais foram semeadas em placas de 6 pogos e incubadas
na estufa de CO2 (5%) por 24 h. Dando continuidade, o meio foi substituido pelos
tratamentos com as imidazopiridinas em concentragoes sub-toxicas por um periodo
de 72 h, apresentando o controle negativo apenas o veiculo DMSO 1%. Ao término
do tratamento as células foram transferidas para microtubo de 1,5 mL e
centrifugadas a 1500 g durante 10 min. O sobrenadante resultante da centrifugagéo
foi descartado e as células ressuspendidas em PBS. Para a coloragao utilizou-se
uma solugéo de laranja de acridina e iodeto de propidio, agente intercalante do DNA.
Aliqguotas das amostras foram incubadas com iodeto de propidio (100 pg/mL) e

laranja de acridina (100 pg/mL) e, em seguida, depositadas em uma lamina de
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microscopia cobertas com laminula para a leitura no microscopio de fluorescéncia
Olympus BX4®. Esse experimento foi realizado em triplicata e apresentado em
forma de porcentagem. De acordo com este método, as células viaveis aparecem
com o nucleo corado em verde e estrutura organizada. As células apoptéticas se
apresentam com o nucleo corado de laranja a vermelho com cromatina condensada
e as células necroticas seu nucleo estara vermelho com a cromatina fragmentada
(MCGAHON et al., 1995).

2.7 AVALIACAO DOS DANOS DIRETOS DOS COMPOSTOS SOBRE O CT-DNA —
ENSAIOS MOLECULARES

2.7.1 Interagdao com CT-DNA

O monitoramento da interacdo entre os compostos derivados das cromonas
em estudo com o CT-DNA foi realizado por meio da titulagao espectrofotométrica de
varredura UV-Vis, sendo a concentracdo de CT-DNA fixa em 150 pM (conforme
previamente determinado) e concentracdes variadas dos compostos (50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400 pM). A partir destas condi¢des, foram determinadas as
alteracbes na absor¢ao das amostras, bem como o deslocamento do comprimento
de onda de absorcdo maxima conforme proposto por Navarro e colaboradores
(2003).

2.7.2 Intercalagao com CT-DNA

A intercalagdo dos compostos derivado das cromonas com a molécula de
CT-DNA foi avaliada utilizando o iodeto de propideo como padrdao de agente
intercalante ao DNA, sendo as medidas de fluorescéncia realizadas no leitor TECAN
Infinity M200, conforme adaptagdo da metodologia descrita por Silveira et al. (2008).
O comprimento de onda de excitagdo foi de 492 nm e de emissdo 620 nm. A
concentracao de CT-DNA utilizada foi de 150 yM. O espectro de emissao do iodeto

de propideo, na auséncia e na presenca do CT-DNA, registrou-se variando a
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concentracdo do mesmo, obtendo-se a concentragdo de saturagdo. Em seguida, o
experimento foi conduzido com concentragdes crescentes dos compostos (50 — 400
MM). A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo para a intercalagdo ao CT-
DNA.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Em sua maioria os resultados foram expressos em Média + Desvio Padrao.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) one-way, e complementado pelo teste post-hoc
Bonferroni, com auxilio do software Graphpad Prisma 5.0 (San Diego, EUA). Os

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 VIABILIDADE CELULAR DAS CROMONAS SELENILADAS

Inicialmente foi realizada uma triagem para avaliar in vitro a citotoxicidade dos
compostos sintetizados. Os seis diferentes compostos de cromonas (C, C1, C2, C3,
C4, C5) possuem atomos de selénio e anéis aromaticos em diferentes posigdes
estruturais. A atividade antitumoral das cromonas foi testada inicialmente em células
MCF-7 (carcinoma de mama) e HelLa (cancer cervical). Apds as células serem
tratadas durante 72 h com as diferentes cromonas, foi realizado o teste de
citotoxicidade. Apds o resultado de citotoxicidade, os compostos com melhores Clso
(C1 e C3) foram testados para o efeito antiproliferativo.

A tabela 1 mostra os melhores resultados para Clso, entre as 6 cromonas
testadas. Os testes de citotoxicidade foram conduzidos em 24 h, 48 h e 72h, sendo
este ultimo tempo de tratamento o que causou uma diminuigdo significativa da
viabilidade celular para todas as cromonas em estudo. Os resultados evidenciam
que a presenga do atomo de selénio juntamente com a adi¢do de anéis aromaticos

com grupos substituintes aumentou consideravelmente a toxicidade dos compostos.

Tabela 1: Citotoxicidade das cromonas sobre células MCF-7 e HelLa apds a incubagao por

72 h com os respectivos tratamentos.

Clso (IM)

Composto  MCF-7 HelLa
C| 178,96 587,71

C1 33,58 60,64
C2 95,39 208,90

C3 | 40,65 78,18
C4 66,45 222,84

C5 40,26 72,56

Legenda. A citotoxicidade para os diferentes compostos obtida pelo ensaio de MTT nas

concentracdes de 0,1 a 1000 yM frente as linhagens tumorais MCF-7 e HeLa em tratamentos de 72
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h. Os dados da Clso foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e os resultados

expressos pela média £ D.P.

Com base nos resultados da tabela 1, podemos concluir que os compostos
C1, C3 e C5 foram os que tiveram os menores valores de ICso. O estudo prosseguiu
analisando a resposta das células MCF-7 tratadas pelas cromonas seleniladas.
Nota-se que o Clso dos compostos C1, C3 E C5 reduziram significativamente neste
novo estudo. Desta forma, C1 e C3 foram selecionados para a continuidade do

trabalho.

3.2 INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR DAS CROMONAS SELENILADAS

Além da atividade citotoxica, investigar o potencial antiproliferativo de um
composto € bastante importante, tendo em vista que este método avalia a
capacidade de recuperagcdo das células tumorais apds a exposicdo a um
determinado agente. As cromonas seleniladas foram testadas em concentragdes
sub-toéxicas, utilizando os valores da Cls de C1 e C3 frente a células MCF-7. Os
resultados indicam efeito antiproliferativo significativo do composto C3 apds 72 h de
exposi¢cao, como pode ser observado na figura 12. Os dados obtidos sugerem que
mesmo em dose sub-téxica o composto C3 inibiu o processo clonogénico, reduzindo

0 numero de colbnias.
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Figura 12 — Efeito antiproliferativo induzido pelas cromonas seleniladas na concentracao de

suas Clso, ap6s 72 h de tratamento.
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Legenda. Células MCF-7 tratadas com concentragbes sub-téxicas dos compostos durante 72 h. Os
dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes. Valores expressos como média +
D.P, (***) indicam diferencas estatisticas em p < 0,001 em comparagdo com células de controle (n&o

tratadas). Os resultados foram avaliados pelo teste de Bonferroni ao nivel de 95% de significancia.

Apesar de seu Clso ndo ter sido de grande destaque, C3 apresentou uma
reducao bastante significativa na formacéo de colbénias. Dados da literatura mostram
que as cromonas podem ter efeito antiproliferativo devido ao fato de as mesmas
agirem diretamente sobre a tubulina (KOBAYASHI et al., 2017).

3.3 INTERACAO DAS CROMONAS SELENILADAS COM O CT-DNA

A interagcdo dos compostos com o CT-DNA foi avaliada através de
espectrometria UV-Vis. A avaliagdo de alteracbes das medidas de absorbancia do
CT-DNA é um método efetivo para examinar o possivel modo de interacdo de
diferentes moléculas com o DNA. Compostos que possivelmente intercalam com o
DNA alterando a conformacédo da dupla hélice causam um efeito hipocrémico, ou

seja, uma diminuigao da absorbancia do DNA quando em contato com o composto.
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Ja compostos capazes de se interagir a partir de ligagdes covalentes com o DNA
estdo relacionados com o efeito hipercrdmico, ou seja, um aumento da absorbéancia
do DNA (KASHANIAN et al., 2012).

ApoOs as analises in vitro, seguiram-se os ensaios moleculares com CT-DNA.
Para a obtengao dos espectros foi utilizada uma concentragéo fixa de CT-DNA (150
MM) previamente definida e concentragdes variaveis dos compostos (50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400 uM).

Figura 13 — Interacao das diferentes cromonas seleniladas com o CT-DNA.
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Legenda. Os compostos foram testados nas concentragdes (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400
puM), enquanto o DNA foi testado em uma concentracao fixa de 150 uyM. Espectrometria UV/Vis da
interagdo dos compostos. Efeitos causados pela agdo dos compostos C1 com CT-DNA e composto

C2 com CT-DNA. Leitura da absorbancia nos comprimentos de onda de 230 a 340 nm.

Os resultados apresentados na figura 13 evidenciam que o composto C1 é
um potencial intercalante a molécula do DNA, devido ao efeito hipercrémico
(aumento da absorbancia das bandas do DNA); enquanto, o composto C3 parece

somente interagir com o DNA, sem causar intercalacéo.
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3.4 EFEITO INTERCALANTE DAS CROMONAS SELENILADAS AO CT-DNA

O efeito intercalante dos compostos ao CT-DNA foi avaliado usando o
agente intercalante fluorescente iodeto de propideo (PI, propidium iodide). Moléculas
que se intercalam ao DNA competem com o iodeto de propideo e reduzem a
fluorescéncia deste composto, conforme observado com a doxorrubicina, farmaco
antitumoral padrao utilizado como controle positivo neste experimento. O resultado
indica, de forma surpreendente, que todos os compostos causaram uma intercalagao
se nao semelhante, maior que a doxorrubicina.

Lerman (1963) demonstrou que moléculas aromaticas policiclicas sao tipicas
agentes intercalantes da dupla hélice do DNA, e este postulado permanece vigente
atualmente. Sendo assim, o fato de todos os compostos testados serem moléculas
policiclicas planares, os tornam moléculas de interesse para pesquisa de novos

antitumorais.

Figura 14 - Efeitos intercalantes das cromonas seleniladas sobre o CT-DNA em

comparagao a doxorrubicina.
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Legenda. Os compostos e a doxorrubicina foram testados nas concentragdes (50, 100, 150, 200, 250,
300, 350 e 400 uM). O iodeto de propideo (PI) foi utilizado na concentragdo de saturagdo previamente
definida (300 pM).

Segundo Zhang e colaboradores (2019), a doxorrubicina € um farmaco

antitumoral desenvolvido no tratamento quimioterapia de varios tumores. A molécula
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da doxorrubicina intercala entre os pares de bases de DNA da fita dupla e ancora
suas porcgdes de acgucar no sulco menor do DNA. Isso inibe a replicacdo e processos
de transcrigdo do DNA, eventualmente levando a apoptose.

Os dados apresentados na figura 14 indicam que além de interagir com o CT-
DNA, como demonstrado nos resultados anteriores, os compostos C1 e C3 também
intercalam na molécula de CT-DNA, sendo potenciais compostos intercalantes ao
DNA tal como ocorre com a doxorrubicina.

Sendo assim, estes resultados abrem caminho para o aprofundamento das
pesquisas e quem sabe num futuro préximo, o desenvolvimento de um promissor

farmaco antitumoral.

3.5 VIABILIDADE CELULAR DAS IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS SELENILADAS

A avaliacdo da citotoxicidade das imidazo[1,2-a]piridinas também foram
realizadas, porem as linhagens de células tumorais estudadas foram com a HepG2 e
HelLa. As mesmas foram tratadas no tempo de 72 h, em concentragdes crescentes
(0,1-1000 pM). Os melhores resultados de citotoxicidade, representados pelos
valores de Clso, foram observados no tempo de tratamento de 72 h, assim como nas
cromonas. Com isso, os demais ensaios biolégicos foram conduzidos com 72 h de
tratamento.

Todos os compostos testados demonstraram potencial citotoxico, contudo o
IP-Se-05 e IP-Se-06 reduziram significativamente a viabilidade celular, apresentando
os menores valores de Clso entre as imidazopiridinas nas células tumorais testadas.
Em pequenas concentragbes estes dois compostos diminuiram mais de 50% a
viabilidade celular. O composto IP-Se-05 apresentou Clso de 0,85 uM para HepG2 e
29,9 UM para a linhagem células HelLa. Ja o IP-Se-06 apresentou um resultado
ainda melhor em que o Clso para HepG2 ficou em 0,03 uM e 7,4 uyM para a linhagem

celular HelLa (Tabela 2).
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Tabela 2 — Citotoxicidade das imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas representada pelo valor do

Clso sobre diferentes linhagens tumorais HepG2 e Hela.

Clso (M)

Composto HepG2 Hela

IP-01 83.5 >100
IP-Se-01 >100 >100
IP-Se-02 88.0 91.7
IP-Se-03 80.6 36.0
IP-Se-04 57.0 >100
IP-Se-05 0.85 29.9
IP-Se-06 0.03 7.4
IP-Se-07 39.0 70.9
IP-Se-08 22.0 26.2
IP-Se-09 28.0 >100
IP-Se-10 38.5 87.3

Legenda. citotoxicidade para os diferentes compostos obtida pelo ensaio de MTT nas concentragbes
de 0,1 a 1000 pyM frente as linhagens tumorais MCF-7e HelLa em tratamentos de 72 h. Os dados da
Clso foram obtidos a partir de trés experimentos independentes e os resultados expressos pela média
+D.P.

Estudos anteriores, realizados por Almeida e colaboradores (2018), com as
imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas demonstraram um aumento significativo da
atividade citotdxica em células tumorais MCF-7 e Hela.

Em busca de avaliar o potencial efeito dos compostos inéditos frente a outras
linhagens tumorais, o estudo prosseguiu analisando a resposta das células HepG2
tratadas pelas imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas. Nota-se que o Clso do composto
IP-Se-05 e IP-Se-06 reduziram significativamente neste novo estudo. Desta forma,

foram selecionados para a continuidade do trabalho.

3.6 INIBICAO DA PROLIFERACAO CELULAR DAS IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS
SELENILADAS



42

As imidazo[1,2-a]piridinas também foram testadas em concentragdes sub-
téxicas, utilizando os valores da Clao frente a células HepG2. Os resultados indicam
efeito antiproliferativo significativo apdés 72 h de exposicdo, como pode ser
observado na figura 15. Os dados obtidos sugerem que mesmo em dose sub-toxica
os compostos inibem o processo clonogénico, reduzindo o numero de colbnias. Os
compostos |IP-Se-05 e IP-Se-06 foram capazes de reduzir o numero de colbnias
quando comparadas ao controle negativo, sendo que o ultimo apresentou resultado
mais significativo. A partir destes dados € possivel supor que o composto IP-Se-06
tem a capacidade de manter os danos as células tumorais, mesmo apos cessar o

tratamento.

Figura 15 — Efeito antiproliferativo induzido pelas imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas na

concentragdo de suas Clso, apds 72 h de tratamento.
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Legenda. Células HepG2 tratadas com concentragdes sub-toxicas dos compostos durante 72 h. Os

dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes. Valores expressos como média +
D.P, (***) indicam diferencas estatisticas em p < 0,001 em comparag¢ao com células de controle (ndo

tratadas). Os resultados foram avaliados pelo teste de Bonferroni ao nivel de 95% de significancia.

Almeida e colaboradores (2018) também avaliaram a atividade
antiproliferativa e citotéxica dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 frente a linhagem
células MCF-7. As amostras apresentaram importante atividade antiproliferativa e

citotoxica com diferenca estatistica significativa, sendo que IP-Se-06 obteve o menor
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numero de colénias. Podemos observar resultado semelhante destes compostos

frente as células tumorais HepG2.

3.7 MORTE CELULAR INDUZIDA PELAS IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS
SELENILADAS

Ao avaliar a capacidade das imidazopiridinas em induzir a morte celular, foi
possivel constatar que todos os eventos apresentados anteriormente culminaram em
morte das células HepG2. O resultado sugere que os compostos foram capazes de
levar as células tumorais a morte pelo processo de apoptose e necrose, diminuindo

significativamente as células viaveis como pode ser observado na figura 16.

Figura 16 — Inducdo da morte celular em células HepG2, via apoptose e necrose pelos

tratamentos com as imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas.
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Legenda: Morte celular analisada pela coloragdo com LA/IP, induzida pelo tratamento com
imidazopiridinas em concentragdes sub-téxicas em células HepG2, durante 72 h. Niamero de células
viaveis, apoptoticas e necréticas, representado em porcentagem. Os dados foram obtidos a partir de
trés experimentos independentes. (***) indicam diferencas estatisticas de p < 0,001 e (**) indicam

diferengas estatisticas de p<0,01 em comparagdo com células do controle negativo (ndo tratadas).
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Valores expressos como média + D.P. Os resultados foram avaliados pelo teste de Bonferroni ao

nivel de 95% de significancia.

O composto IP-Se-06 apresentou majoritariamente células apoptéticas e
maior numero de células necréticas quando comparados ao controle. Ja o composto
IP-Se-05 apresentou apenas células necréticas em maior numero, quando
comparado ao controle. Estes resultados demonstram que o composto IP-Se-06
possui efeito antiproliferativo e também induziu a apoptose em células HepG2. A
morte celular por apoptose é desejavel para a eliminagdo de células danificadas,
uma vez que normalmente nao acarreta em processo inflamatério (KERR et al.,1994;
OUYANG et al., 2012).

Almeida e colaboradores (2018) avaliaram o potencial envolvimento dos
compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 em induzir morte celular. A porcentagem de células
viaveis, apoptaticas e necroticas tiveram diferenca estatistica significativa em relagao
ao controle. As amostras tratadas com IP-Se-05 demonstraram maior quantidade de
células apoptéticas e necréticas, enquanto as amostras de |IP-Se-06 demonstraram
maior quantidade de células apoptéticas em relagdo ao controle.

As imidazo[1,2-a]piridinas sdo conhecidas por induzirem apoptose em
diversas linhagens tumorais (MCF-7, Huh-7, HCT116), sendo detectada por meio de
ensaios variados. Estudos mostraram que este composto promoveu o aumento da
expressao de p53 e Bax/Bak, a fragmentacao e condensagao da cromatina, a perda
do potencial da membrana mitocondrial, a ativagao das caspase-3 e 7, diminuicao de
Bcl-2 e Bcel-xL, clivagem da PARP, diminuigao de pAkt/p-mTOR (Xl et al., 2017; EL-
AWADY et al., 2016; JUNG et al., 2013; KAMAL et al., 2013; LEE, et al., 2013).
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4 CONCLUSAO

Os dados obtidos neste trabalho, até 0 momento, nos permitem concluir que
as cromonas seleniladas:

e Apresentaram efeitos citotoxicos importante sobre a linhagem tumoral de
mama (MCF-7) cultivada in vitro.

e Em doses sub-téxicas o composto C3 foi capaz de reduzir a proliferagao
celular.

¢ O composto C1 interagiu com CT-DNA por intercalacéo e causou efeito
hipercrémico.

¢ O composto C3 interagiu com CT-DNA por intercalacéo e causou efeito

hipocrémico em baixas concentragdes.

Ja dados obtidos sobre as imizado [1,2a]piridinas permitem concluir que:
e Apresentaram efeitos citotoxicos importante sobre as linhagens tumorais
de hepacarcinoma (HepG2) cultivadas in vitro.
e Em doses sub-téxicas IP-Se-06 foi capaz de reduzir a proliferagcao
celular.
e O composto IP-Se-06 induziu a morte das células tumorais

principalmente por apoptose.

Pode-se concluir que os resultados apresentados sao bastante promissores e
abrem portas para estudos mais aprofundados buscando elucidagdo do mecanismo
de acao das cromonas e das imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas. Além disso,
propoe-se modificagdes estruturais principalmente nas moléculas das cromonas, que

possam conduzir a um melhor e mais promissor efeito citotoxico e antitumoral.
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