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RESUMO 

O carcinoma hepatocelular (CHC) e o glioblastoma (GBM) caracterizam-se pela 

agressividade relacionada a alterações bioquímicas nos mecanismos de diferenciação, 

proliferação e morte celular. A busca por moléculas que possam atuar de forma efetiva e 

seletiva no tratamento desses tumores é relevante para a clínica médica.  

Compostos organoselênio e derivados de imidazopiridinas são amplamente utilizados na 

química medicinal e no desenvolvimento de fármacos. O principal objetivo deste estudo 

foi avaliar o potencial antitumoral in vitro, in vivo e in silico de derivados de imidazo[1,2-

a]piridinas seleniladas. Derivados de imidazo[1,2-a]piridinas (0-1000 µM, 72 h) foram 

testados quanto à citotoxicidade (MTT) e seletividade em linhagens tumorais (HepG-2 e 

A172) e não tumorais (McCoy e HT-22). Os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 

apresentaram maior citotoxicidade e seletividade para HepG-2 com CI50 de 0,85 µM e 

0,03 µM respectivamente, sendo selecionados para os ensaios posteriores. O ensaio 

clonogênico demonstrou efeito antiproliferativo do composto IP-Se-06 (p<0,01) que foi 

confirmado pela redução dos níveis de Akt, ERK1 e ERK2, e proteínas envolvidas na 

progressão do ciclo celular ciclina B1 e CDK2. IP-Se-06 induziu a parada do ciclo celular 

em G1 (p<0,05) além de significativa diminuição do número de células na fase S (p<0,01) 

e G2/M (p<0,05). O composto IP-Se-05 aumentou significativamente a necrose celular 

(p<0,01), enquanto IP-Se-06 causou um aumento significativo da morte por apoptose 

(p<0,01) com aumento dos níveis de p53 e diminuição de Bcl-xL. IP-Se-06 ocasionou 

aumento significativo nos níveis de EROs (p<0,01), ocasionando a fragmentação do DNA 

(p<0,001) e aumento dos níveis da γ-H2AX. Além disso, o composto IP-Se-05 diminuiu 

os níveis da TrxR (p<0,01) e GPx (p<0,001). Já o composto IP-Se-06 foi capaz de 

diminuir o conteúdo de GSH (p<0,05) e a atividade da GR (p,0<0,05), GPx (p<0,001), 

CAT (p<0,01) e TrxR (p<0,001). Assim, ambos os compostos se apresentam como 

compostos líderes para o desenvolvimento de novos antitumorais para o tratamento de 

hepatocarcinoma. Em células A172, IP-Se-06 apresentou maior citotoxicidade (CI50 de 

1,78 µM) e seletividade. IP-Se-06 ocasionou redução dos níveis de GSH (p<0,05) e 

atividade TrxR (p<0,05), e a diminuição dos níveis de NRF2. O composto induziu a 

despolarização de membrana mitocondrial (p<0,001) e liberação de citocromo c para o 

citosol. A condensação da cromatina foi confirmada pelo aumento da fluorescência com 

DAPI e o dano ao DNA confirmado pelo aumento nos níveis de γ-H2AX. IP-Se-06 

induziu a morte celular por apoptose (p<0,01), confirmada com a diminuição dos níveis 

de Bcl-xL e aumento de p53. A parada do ciclo celular em G1 (p<0,05) por IP-Se-06 

corroborou com a diminuição dos níveis de proteínas envolvidas na via Akt/mTOR e 

diminuição de HIF-1α. O ensaio clonogênico demonstrou significativo efeito 

antiproliferativo de IP-Se-06 (p<0,001). Além disso, a presença do inibidor de MEK 

(U0126) causou um efeito sinérgico em células expostas também ao IP-Se-06 

ocasionando uma redução significativa no número de colônias. A inibição da via MEK 

por IP-Se-06 foi comprovada pela diminuição dos níveis de ERK 1/2. Ainda, IP-Se-06 

diminuiu os níveis de p-p38, NLRP3 e caspase-1, reduzindo a resposta inflamatória 
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desencadeada pelo complexo inflamassoma. Os resultados in vivo (tumor ascítico de 

Ehrlich) demonstraram inibição do crescimento tumoral (42%), aumento na sobrevida 

dos animais (49,43%) e diminuição da angiogênese (p<0,05) nos animais tratados com o 

composto IP-Se-06 na concentração de 1mg/kg. Foi observado que o composto IP-Se-06 

não foi capaz de alterar os níveis plasmáticos de glicose quando comparado ao controle. 

Por fim, as predições previstas no ADMET em conjunto com os resultados obtidos até o 

momento apontam IP-Se-06 como promissor composto líder para o desenvolvimento de 

um possível fármaco antitumoral; no entanto, destaca-se a necessidade de futuras 

modificações estruturais. 

Palavras-chave: estresse oxidativo, efeito antiproliferativo, apoptose, Imidazo[1,2-

a]piridinas, selênio. 
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ABSTRACT 

The hepatocellular carcinoma (HCC) and glioblastoma (GBM) are characterized by 

aggressiveness related to biochemical changes in differentiation mechanisms 

proliferation and cell death. The search for molecules that can act effectively and 

selectively in the treatment of these tumors it is relevant to clinical medicine. 

Organoselenium compounds and imidazopyridine derivatives are widely used in 

medicinal chemistry and drug development. The main objective of this study was to 

evaluate the in vitro, in vivo and in silico antitumor potential of selenylated imidazo[1,2-

a]pyridine derivatives. Imidazo[1,2-a]pyridine derivatives (0-1000 µM, 72 h) were tested 

for cytotoxicity (MTT) and selectivity in tumor (HepG-2 and A172) and non-tumor 

(McCoy and HT-22) lines. The compounds IP-Se-05 and IP-Se-06 showed greater 

cytotoxicity and selectivity for HepG-2 with IC50 of 0.85 µM and 0.03 µM respectively, 

being selected for further assays. The clonogenic assay demonstrated an antiproliferative 

effect of the compound IP-Se-06 (p<0.01) which was confirmed by the reduction in the 

levels of Akt, ERK1 and ERK2, and proteins involved in the progression of the cyclin B1 

and CDK2 cell cycle. IP-Se-06 induced cell cycle arrest in G1 (p<0.05) in addition to a 

significant decrease in the number of cells in phase S (p<0.01) and G2/M (p<0.05). The 

compound IP-Se-05 significantly increased cell necrosis (p<0.01), while IP-Se-06 caused 

a significant increase in death by apoptosis (p<0.01) with increasing p53 levels and 

decreasing Bcl-xL. IP-Se-06 caused a significant increase in ROS levels (p<0.01), 

causing DNA fragmentation (p<0.001) and increased γ-H2AX levels. Furthermore, the 

compound IP-Se-05 decreased the levels of TrxR (p<0.01) and GPx (p<0.001). The 

compound IP-Se-06 was able to decrease the content of GSH (p<0.05) and the activity of 

GR (p<0.05), GPx (p<0.001), CAT (p<0 .01) and TrxR (p<0.001). Thus, both compounds 

are presented as leading compounds for the development of new antitumor drugs for the 

treatment of HCC. In A172 cells, IP-Se-06 showed greater cytotoxicity (IC50 of 1.78 µM) 

and selectivity. IP-Se-06 caused a reduction in GSH levels (p<0.05) and TrxR activity 

(p<0.05), and a decrease in NRF2 levels. The compound induced mitochondrial 

membrane depolarization (p<0.001) and release of cytochrome c into the cytosol. 

Chromatin condensation was confirmed by increased fluorescence with DAPI and DNA 

damage was confirmed by increased γ-H2AX levels. IP-Se-06 induced cell death by 

apoptosis (p<0.01), confirmed by a decrease in Bcl-xL levels and an increase in p53. The 

arrest of the cell cycle in G1 (p<0.05) by IP-Se-06 corroborated with a decrease in the 

levels of proteins involved in the Akt/mTOR pathway and a decrease in HIF-1α. The 

clonogenic assay demonstrated a significant antiproliferative effect of IP-Se-06 

(p<0.001). Furthermore, the presence of the MEK inhibitor (U0126) caused a synergistic 

effect in cells also exposed to IP-Se-06 causing a significant reduction in the number of 

colonies. Inhibition of the MEK pathway by IP-Se-06 was proven by the decrease in ERK 

1/2 levels. Furthermore, IP-Se-06 decreased the levels of p-p38, NRLP3 and caspase-1, 

reducing the inflammatory response triggered by the inflammasome complex. The in vivo 

results (Ehrlich ascitic tumor) showed inhibition of tumor growth (42%), increased 

animal survival (49.43%) and decreased angiogenesis (p<0.05) in animals treated with 

the compound IP- Se-06 at a concentration of 1mg/kg. It was observed that the compound 

IP-Se-06 was not able to change the plasma glucose levels when compared to the control. 
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Finally, the predictions of ADMET together with the results obtained so far point to IP-

Se-06 as a promising lead compound for the development of a possible antitumor drug; 

however, the need for future structural changes is highlighted. 

 

Key-words: oxidative stress, antiproliferative effect, apoptosis, imidazo[1,2-a]pyridine, 

selenium. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Conceitos gerais em neoplasias  

O conceito de neoplasias pode ser entendido como conjunto de desordens 

caracterizadas pela desregulação do ciclo celular e falhas nos mecanismos de morte 

programada, resultando em proliferação exacerbada e perda progressiva dos processos de 

diferenciação da célula (HANAHAN e WEINBERG, 2011).  

Do ponto de vista bioquímico, pode-se inferir que o câncer é uma desordem genética 

causada por mutações no ácido desoxirribonucleico (DNA) que são adquiridas 

espontaneamente ou induzidas por agressões ambientais. Tais alterações modificam a 

expressão ou função de genes-chave que regulam diferentes vias de sinalização que são 

essenciais para o crescimento, sobrevida e proliferação tumoral (ALBERTS et al., 2010). 

Conforme descrito por Hanahan e Weinberg (2011), algumas características são 

fundamentais e compartilhadas entre diferentes tipos de cânceres, as quais os autores 

denominaram de Hallmarks do câncer (Figura 1). 

 

Figura 1 - Alterações na fisiologia celular consideradas Hallmarks do câncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011). 
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1.2 Características biológicas, bioquímicas e moleculares do câncer: possíveis alvos 

terapêuticos para a terapia antitumoral 

O processo carcinogênico é determinado por diferentes eventos bioquímicos como: 

desregulação do ciclo celular, falhas no processo de morte programada e proliferação 

desordenada. Esses fatores podem ocorrer por diferentes mecanismos moleculares, como 

por exemplo, mutações nos genes de reparo ao DNA, inativação de supressores tumorais 

e ativação dos proto-oncogenes em oncogenes (VASQUEZ et al., 2010). 

Os proto-oncogenes são genes que controlam a proliferação e a diferenciação de 

células normais, porém, quando sofrem mutações, tornam-se oncogenes sendo 

responsáveis pelo crescimento celular exacerbado (ALBERTS et al., 2010). Mutações 

também podem ocorrer em genes supressores de tumor conferindo, principalmente, a 

perda de sua função, como por exemplo, mutações no gene TP53 (GURPINAR e 

VOUSDEN, 2015). Esta perda de função está intimamente relacionada ao descontrole da 

divisão celular, inibindo a parada do ciclo celular favorecendo diferentes vias de 

proliferação.  

Ainda, quando há dano ao DNA, proteínas de reparo são direcionadas ao sítio 

danificado para realização do reparo nas duplas fitas. Caso este evento não seja conduzido 

de forma efetiva, indutores de apoptose sinalizarão para que esta célula seja encaminhada 

para a morte programada (apoptose). É imprescindível que os mecanismos de reparo ao 

DNA estejam com sua funcionalidade estabelecida pois mutações não reparadas, podem 

levar a instabilidade do genoma, que será posteriormente repassado para células filhas 

(PFEIFER, 2010). 

 

1.2.1 Reprogramação metabólica da célula tumoral 

A reprogramação metabólica de células tumorais é reconhecida como uma das 

principais características do câncer (HANAHAN e WEINBERG, 2011; PAVLOVA e 

THOMPSON, 2016). Esse processo está associado a rápida proliferação celular, 

sobrevivência, migração e metástase, além de resistência ao tratamento farmacológico do 

tumor (CAZZANIGA e BONANNI, 2015; PHAN et al., 2014). 

Células não tumorais em condições aeróbicas captam a glicose no trato 

gastrointestinal através de transportadores específicos (GLUT). No citosol, a glicose é 

metabolizada a piruvato onde será oxidada a acetil-coenzima A (acetil-CoA) no interior 
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da matriz mitocondrial. Esta por sua vez passa pelo ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) 

seguido pela fosforilação oxidativa com alta produção de adenosina trifosfato (ATP). Na 

presença de oxigênio, este processo é denominado glicólise aeróbica. Na ausência de 

oxigênio, o piruvato pode ser direcionado para a formação de lactato via glicólise 

anaeróbica (GAO e CHEN, 2015). 

A partir dos estudos de Otto Warburg, foi observado que células tumorais mesmo 

em condições normais de oxigênio tendem a converter glicose a lactato (SEMENZA, et 

al., 2003; WARBURG, 1956). Este fenômeno passou a ser denominando de Efeito 

Warburg. Embora, a glicólise anaeróbica seja responsável por uma produção menor de 

ATP quando comparado com a glicose aeróbica, essa baixa eficiência é compensada pela 

maior expressão de GLUT-1, o que conduz ao aumento exponencial do transporte de 

glicose para o interior da célula tumoral (Figura 2). Tal alteração metabólica é 

imprescindível para célula tumoral, pois fornece os átomos de carbono necessários para 

a síntese de macromoléculas e organelas para as células em crescimento rápido 

(ZAMBRANO et al., 2019).   

 

Figura 2 - Oxidação da glicose em células não tumorais e o efeito Warburg em células 

tumorais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Na presença de oxigênio, as células metabolizam a glicose a piruvato através da glicólise e, então, 

o piruvato é oxidado na mitocôndria sendo direcionado ao ciclo de Krebs e posteriormente seus elétrons 

carreados pelo NADH ou FADH sendo finalmente acoplado a fosforilação oxidativa. Quando o conteúdo 

de oxigênio é limitado, as células direcionam o piruvato para a geração de lactato, através da glicólise 

anaeróbica. Células em estado de proliferação exacerbada, como as células neoplásicas, direcionam o maior 
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aporte de piruvato para a produção de lactato mesmo na presença de oxigênio, caracterizando o Efeito 

Warburg. O piruvato que não for convertido em lactato será oxidado pelo TCA. A excessiva produção de 

lactato implica na formação de ambiente acidificado favorecendo a angiogênese. Fonte: Imagem da autora.  
 

Inicialmente, acreditava-se que as células tumorais sofriam essa readaptação 

metabólica por defeitos mitocondriais. No entanto, sabe-se que defeitos mitocondriais são 

incomuns nesse tipo de células (FREZZA e GOTTLIEB, 2009; VAUPEL; 

SCHMIDBERGER; MAYER, 2019) e que a grande maioria dos tumores retém a 

capacidade de fosforilação oxidativa. Alternativamente, foi proposto que o metabolismo 

glicolítico surge como uma adaptação às condições de hipóxia durante a fase avascular 

do desenvolvimento do tumor, uma vez que permite a produção de ATP na ausência de 

oxigênio. Por fim a adaptação ao microambiente ácido causada pelo excesso de produção 

de lactato impulsiona ainda mais o fenótipo glicolítico anaeróbico na célula tumoral 

(WANG et al., 2020). 

O crescimento desordenado da célula tumoral e sua rápida expansão ultrapassa o 

tempo necessário para uma nova geração vascular, resultando num fornecimento 

insuficiente de sangue e, consequentemente, de oxigênio para determinadas áreas dos 

tecidos tumorais. Tal ambiente, com baixas taxas de oxigênio limita a respiração 

mitocondrial e síntese de ATP, direcionando as células para a utilização da glicólise 

anaeróbica como a principal rota de produção de energia (VAUPEL; SCHMIDBERGER; 

MAYER, 2019). O aumento da produção de ácido lático na glicólise gera um 

microambiente celular acidificado, o que favorece a promoção de angiogênese 

(CANTOR e SABATINI, 2012; WANG et al., 2020). Portanto, propõe-se que o fenótipo 

glicolítico, além de conferir uma poderosa vantagem de crescimento, também é 

necessário para a evolução de tumores invasivos (ZHU E THOMPSON, 2019). 

Essa reprogramação metabólica tem sido preferida por células tumorais por 

conferir substratos energéticos para a proliferação e sobrevivência em ambientes com 

baixa vascularização, formação de um microambiente acidificado e inibição de apoptose 

(HANAHAN e WEINBERG, 2011). O ambiente glicolítico exacerbado demonstra que 

as células tumorais são dependentes de glicose para sua proliferação e sobrevivência; 

sendo esta característica bioquímica importante para o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas focadas nessa alteração metabólica (ZHU E THOMPSON, 2019). Diferentes 

abordagens visando pontos específicos no metabolismo glicolítico vêm sendo estudadas, 

como, por exemplo, inibição da enzima lactato desidrogenase (LDH) e a inativação dos 
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transportadores de monocarboxilatos, responsáveis pelo transporte de lactato através da 

membrana plasmática a fim de inibir a produção de substratos para o tumor (FANTIN et 

al., 2006; LE et al., 2010). Além disso, os níveis aumentados de GLUT-1 também 

representam um possível alvo terapêutico para o controle da proliferação de células 

tumorais (ANCEY; CONTAT; MEYLAN, 2018). 

 

1.2.2 Vias de sinalização envolvidas na proliferação, sobrevivência e morte celular  

Células não tumorais possuem vias de sinalização bem reguladas para seu 

crescimento e proliferação, mantendo assim a homeostase celular. Por outro lado, em 

células tumorais, essas vias estão altamente desajustadas devido à desregulação de fatores 

de crescimento que se ligam em receptores na membrana celular com domínios 

intracelulares de tirosina cinase (HANAHAN e WEINBERG, 2011; MAYER e 

ARTEAGA, 2016). Em um ambiente não tumoral, as vias de proliferação celular 

MAPK/ERK e a PI3K/Akt/mTOR são ativadas por receptores de membrana com domínio 

tirosina cinase a partir da ligação de fatores de crescimento (Figura 3), no entanto, devido 

a diversas mutações encontradas no ambiente tumoral, é comum que essas vias sejam 

reguladas de forma autossuficiente.  
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Figura 3 – Sinalização na via MAPK/ERK. 

Legenda. Cascata de sinalização de ERK. Uma vez que o receptor do tipo tirosina cinase acoplado a proteína 

G é ativo, a cascata de sinalização mediada por Ras leva a sucessivas fosforilações até a proteína ERK, 

ativando-a. No citoplasma, a ERK pode levar a fosforilação da proteína apoptótica Bim, o que leva a sua 

degradação proteossomal. No núcleo, a ERK 1/2 conduz a transcrição de Myc, CCND1 e MCL1, 

contribuindo para um ambiente proliferativo e resistente à morte celular. Fonte: Imagem da autora. 

 

 

A via das proteínas cinases ativadas por mitógeno (MAPK), muitas vezes conhecida 

como cascata de proteínas cinases de Ras, é composta pelas proteínas Ras, Raf, proteína 

ativada por mitógeno/cinase regulada por sinal extracelular (MEK) e a cinase regulada 

por sinal extracelular (ERK 1/2). A via MAPK é uma das cascatas de sinalização mais 

bem caracterizadas que regula uma variedade de funções celulares, como proliferação, 

sobrevivência e apoptose celular, transmitindo sinais de fatores de crescimento 

extracelular para diversos efetores localizados no núcleo (LAVOIE e THERRIEN, 2015; 

LIU et al., 2018). 

Alguns autores consideram Ras como o principal componente desta via, devido ao 

fato de que mutações em Ras oncogênico parecem exercer importante papel no processo 

de carcinogênese, principalmente por promover sinalização celular proliferativa mediada 

por Fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K) (DRAGAN, 2016). Os oncogênes Ras codificam 

proteínas mutadas que abrigam substituições de aminoácidos principalmente em glicina 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/protein-kinase
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/cell-proliferation
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12 e glutamina 16 em cânceres. Essas proteínas mutadas são constantemente ativadas 

independente do estímulo dos efetores. Entre a família Ras o KRas é a isoforma mais 

frequentemente mutada e ocorre em mais de 20% de todos os cânceres humanos 

(HOBBS; DER; ROSSMAN, 2016). 

A ativação de Raf envolve uma série de processos complexos que incluem o 

recrutamento dessa proteína a formação de um complexo Ras-Raf, sendo a dimerização 

de Raf etapa fundamental para continuidade da via (WELLBROCK; KARASARIDES; 

MARAIS, 2004, GUO et al., 2020). Após ser ativada, a proteína Raf fosforila e ativa 

MEK, seguida pela fosforilação positiva de ERK 1 (treonina 202 e tirosina 204) e ERK 2 

(treonina 173 e tirosina 185). Em condições de repouso, a ERK 1/2 é ancorada no 

citoplasma por sua associação com MEK (FUKUDA et al., 1997) e em situação de 

estímulo, a proteína ERK 1/2 é translocada para o núcleo onde ativará múltiplos fatores 

de transcrição que alterarão a proliferação e sobrevivência celular (GUO et al., 2020). 

A ERK1/2 possui papel crucial na progressão do ciclo celular, uma vez que sua 

ativação é essencial para a progressão da fase G1 para a fase S (LAVOIE; GAGNON; 

THERRIEN, 2020; VOISIN et al., 2010). Isso ocorre devido a transcrição da ciclina D1, 

principal ponto de regulação para a entrada no ciclo celular. A fase G2/M do ciclo também 

é modulada pela ERK 1/2 embora em menor grau, e a hiperativação da ERK 1/2 pode 

induzir inversamente a saída do ciclo celular, levando à senescência celular 

(DESCHÊNES-SIMARD et al., 2014).  

Como mencionado anteriormente, além de atuar no ciclo celular, a ERK1/2 parece 

atuar em vias de sobrevivência celular dificultando a morte por apoptose. Isso porque a 

ERK 1/2 é capaz de conduzir à fosforilação da proteína Bim através da estimulação de 

sua degradação via proteossoma. Ainda, pode exercer efeitos antiapoptóticos através da 

transcrição de MCL1, gene da família Bcl-2 contribuindo para um ambiente 

antiapoptótico (JACOBS et al., 1999).  

A ERK 1/2 também induz a transcrição do fator de transcrição Myc, responsável pela 

indução de genes que promovem o crescimento e a proliferação celular acarretando no 

aumento da expressão do transportador GLUT-1 e da maioria das enzimas glicolíticas, 

contribuindo de forma significativa na captação de substratos para as células tumorais 

(BLAKE et al., 2016). 
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Apesar dos benefícios alcançados pelos inibidores de Raf e MEK, a 

quimiorresistência tornou-se o principal desafio de projetar e desenvolver novos 

inibidores direcionados à via de MAPKs (DEGIRMENCI; WANG; HU, 2020; SABIO e 

DAVIS, 2014). Nesse sentido, tem sido a heterogeneidade do câncer e a instabilidade 

genômica observadas nos tumores levam a ativação compensatória de componentes dessa 

via (LIU et al., 2018). A exploração mais extensa da biologia das MAPKs leva à 

proposição de que seria benéfico o direcionamento de quimioterápicos para ERK 1/2, 

bem como combinar a inibição de ERK 1/2 com outros inibidores da via, visto que 

inibidores ERK 1/2 podem reverter a ativação anormal da via MAPKs induzida por 

mutações incluindo mutações Ras (AHRONIAN et al., 2015; HATZIVASSILIOU et al., 

2012). Ainda, inibidores seletivos de ERK 1/2 foram associados a reversão da resistência 

adquirida aos inibidores de MEK (HATZIVASSILIOU et al., 2012), bem como a dupla 

resistência aos medicamentos para BRAF e inibidores de MEK (CARLINO et al., 2014; 

MERCHANT et al., 2017). Acredita-se que os inibidores de ERK 1/2 podem ser menos 

sensíveis aos mecanismos de resistência do que os inibidores de proteínas da via das 

MAPKs. Assim, alvejar inibidores da proteína ERK 1/2 pode ser considerado de maior 

eficácia do que alvejar vias com direcionamento apenas para BRAF ou MEK, por 

exemplo (LIU et al., 2018). 

Além da ativação da via das MAPKs, a ativação de receptores do tipo tirosina cinase, 

levam a sinalização da via PI3K/Akt/mTOR (Figura 4). 
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Figura 4 – Cascata de sinalização PI3K/Akt/mTOR. 

Legenda. Cascata de sinalização relacionada a sobrevivência e crescimento celular mediada por Akt. Uma 

vez que o receptor do tipo tirosina cinase é ativo, sucessivas fosforilações levam à ativação da proteína Akt. 

A Akt por sua vez leva a ativação de mTOR sinalizando para estímulos de proliferação e sobrevivência 

através da transcrição e/ou inibição de diferentes genes como NRF2, Myc, FOXO e ATF4. Além disso, no 

citoplasma, a Akt também pode atuar inibindo a p53 através do aumento de MDM2 assim como levar a 

progressão do ciclo celular através da fosforilação de p21 e p27 levando-as à degradação via proteossoma. 

Ainda, a Akt possui efeito antiapoptótico, uma vez que leva a fosforilação de Bad também conduzindo-a à 

degradação via proteossoma. Fonte: Imagem da autora. 
 

O receptor do tipo tirosina cinase quando ativo é capaz de fosforilar o substrato do 

receptor de insulina (IRS) sinalizando para a conversão de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 

(PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que, então, desencadeará a 

fosforilação da proteína Akt. A Akt fosforilada (pAkt), ativa a mTOR que é responsável 

por estimular o crescimento, sobrevivência, proliferação celular e angiogênese tumoral 

(CARNEIRO et al., 2008; EDIRIWEERA et al., 2019). 

A hiperativação da via da Akt é bem descrita no câncer (WANG et al., 2017) e está 

relacionada com o processo de tumorigênese e resistência aos quimioterápicos 

(GASPARRI et al., 2017; WITTIG-BLAICH et al., 2011). A Akt estimula a glicólise 

aumentando a expressão de GLUT-1 através da estimulação do HIF-1α pela mTOR, e 

também pode atuar ativando as principais enzimas glicolíticas, como a hexocinase e a 

fosfofrutocinase 2 (ELSTROM et al., 2004; ROBEY e HAY, 2009). Outro substrato da 
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Akt é a família FOXO de fatores de transcrição (FOXO1, FOXO3A, FOXO4), que após 

a fosforilação são sequestrados do núcleo, evitando assim a expressão de seus genes 

alvo (GREER e BRUNET, 2008). Dado o programa de expressão do gene FOXO 

estabelecido, que inclui numerosos supressores de crescimento, proliferação e 

sobrevivência, com enzimas metabólicas específicas, a inibição de FOXO mediada por 

Akt tem sido implicada em vários aspectos do desenvolvimento e progressão do 

câncer (HORNSVELD et al., 2018). Ainda, a Akt estimula as mudanças metabólicas que 

contribuem para o metabolismo anabólico, ativando diretamente as principais enzimas 

metabólicas e aumentando a expressão de GLUT-1 na membrana plasmática para 

impulsionar a captação de glicose por inibição da proteína que interage com a tiorredoxina 

(TXNIP), uma proteína que promove a endocitose de GLUT-1 e também é conhecida 

inibidora de TrxR (HOXHAJ e MANNING, 2019). Ainda, a sinalização de mTORC1 

aumenta a tradução de Myc (CSIBI et al., 2014), enquanto que a Akt promove sua 

estabilização ao inibir GSK3, que em condições normais fosforilaria o Myc direcionando-

o para degradação proteassomal (WELCKER et al., 2004). 

A Akt também contribui para a ativação sustentada do fator nuclear eritróide 2 

(NRF2), um fator de transcrição que controla a expressão de vários genes envolvidos na 

resposta antioxidante, incluindo enzimas envolvidas na síntese de glutationa e o sistema 

da tiorredoxina (TONELLI et al., 2018). O NRF2 é um sensor celular de sinalização do 

estresse oxidativo e do fator de crescimento, entretanto, sua constante ativação no 

ambiente tumoral auxilia no aumento de defesas antioxidantes de células tumorais, o que 

contribui para a resistência a medicamentos quimioterápicos que apresentam a produção 

de espécies reativas de oxigênio (EROs) como mecanismos de ação (LEE et al., 2020). 

A fosfatase homologa à tensina (PTEN) inibe a conversão de PIP2 em PIP3, 

conferindo consequentemente uma atividade de regulador negativo da via de sinalização 

PI3K/Akt/mTOR. No entanto, devido a mutações, PTEN está inibida em uma grande 

variedade de tumores, e, desta forma sendo associada a processos carcinogênicos 

(JANKU et al., 2014; WANG et al., 2017).  

A ativação da Akt, auxilia na estabilização do HIF-1α, importante fator de transcrição 

associado à malignidade tumoral (UNWITH et al., 2015). Este é formado por duas 

subunidades: HIF-1α e HIF-1β. A subunidade α faz parte de um complexo chave que 

medeia a resposta celular à hipóxia (BERTOUT et al., 2008). Modificações pós-
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transcricionais regulam a atividade do HIF-1α, aumentando a estabilidade da proteína. A 

subunidade α contém os domínios TAD-N e TAD-C que sob condições de hipóxia, 

justapõe-se ao domínio de degradação dependente de oxigênio (ODDD), mantendo a 

estabilidade da proteína. Em seguida, o domínio TAD-C interage com o co-ativador 

p300/CBP, promovendo a ativação total de HIF (KIZAKA-KONDOH et al., 2009). 

Em condições de normóxia, a estabilidade do HIF-1α é regulada pela hidroxilação 

dependente de oxigênio. A associação do HIF-1α com a proteína supressora de tumor Von 

Hippel-Lindau (VHL) é iniciada pela modificação pós-transcricional dada pela 

hidroxilação de resíduos de prolina, mediados pela prolil hidroxilase (PHD). A 

hidroxilação destes resíduos proporciona a associação do HIF-1α com a VHL. Nesse 

momento, VHL atua como substrato de reconhecimento do complexo ubiquitina ligase 

E3, levando à rápida degradação do HIF-1α via proteossoma (KIZAKA-KONDOH et al., 

2009; SEMENZA, 2008). No microambiente tumoral, a ativação de HIF-1α leva à 

regulação positiva de mais de cem genes, que codificam proteínas chaves na angiogênese 

tumoral, proliferação celular, sobrevivência, metabolismo, invasão e metástase e 

inflamação (BALAMURUGAN, 2016; PENG e LIU, 2015; YANG et al., 2015). O fator 

de crescimento endotelial vascular (Endothelial Vascular Growth Fator - VEGF) está 

associado à angiogênese tumoral e pode ser regulado por HIF-1α. Além disso, o aumento 

da expressão de GLUT-1 mediada por HIF-1α fornece maior captação de glicose pela 

célula tumoral garantido assim aporte de nutrientes para sua expansão e metástase 

(LOBODA et al., 2010; MORLAND et al., 2017) (Figura 5). 
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Figura 5 – Via de ativação molecular do HIF-1α. 

 

Legenda. Em condições de normóxia, HIF-1α é ubiquitinizado após sua interação com VHL onde será 

degradado via proteossoma. Em condições de hipóxia, como no caso dos tumores, HIF-1α será translocado 

para o núcleo onde sinalizará a transcrição e tradução de GLUT e VEGF e posterior translocação para a 

membrana celular. Fonte: Adaptado de Tianchi e colaboradores (2017).  
 

As vias da c-Jun N-terminal cinase (JNK) e da proteína cinase ativada por 

mitógeno p38 (p38), também denominada de vias da proteína cinase ativada por estresse, 

podem estar desreguladas no câncer. JNKs e p38 são proteínas cinases ativados por 

estresses ambientais e genotóxicos e possuem papéis importantes na inflamação, bem 

como na homeostase do tecido, pois regulam a proliferação, diferenciação, sobrevivência 

e a migração celular (RINCÓN e DAVIS, 2009) (Figura 6). 
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Figura 6 – A sinalização de p38 e JNK1 e JNK2. 

Legenda. Diferentes estímulos levam a ativação de JNKs e p38, como citocinas inflamatórias, fatores de 

crescimento e estresse ambiental. Uma vez fosforilada, a proteína p38, é capaz de atuar na progressão do 

ciclo celular através da regulação de ciclina D1. Além disso, pode atuar elevando os níveis de COX2 e 

HPB1, este por sua vez é um inibidor de MDM2, o que leva ao aumento de p53. As JNKs podem atuar nos 

níveis de proteínas mitocondriais como Bcl-2 e Bcl-xL, assim como nos níveis de AP-1, importante fator 

de transcrição para ativação da via c-Jun/c-Fos. Além disso, as JNKs também podem atuar na progressão 

do ciclo celular através da regulação de CDKN1a, gene que codifica a proteína p21. Fonte: Imagem da 

autora. 

 

A proteína p38 é responsável por diferentes funções celulares incluindo 

proliferação celular, resposta ao estresse, apoptose e sobrevivência celular (CUENDA E 

SANZ-EZQUERRO, 2017).  Existem quatro genes que codificam a proteína 

p38: MAPK14 (codifica p38α), MAPK11 (codifica p38β), MAPK12 (codifica p38γ) 

e MAPK13 (codifica p38δ), entretanto, a maioria dos estudos refere-se a p38α (ONO e 

HAN, 2000; CUENDA e ROUSSEAU, 2007). A p38 pode ser ativada por uma ampla 

gama de estímulos ambientais (choque térmico, mudanças na osmolaridade e estresse 

oxidativo), citocinas inflamatórias, PAMPs (padrões moleculares associados a 

patógenos) e DAMPs (padrões moleculares associados a danos) (KYRIAKIS e 

AVRUCH, 2012). 

A importância da via p38 na regulação da resposta imune tem atraído considerável 

atenção no contexto da carcinogênese. As células imunes podem modular fortemente a 
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progressão do tumor, secretando citocinas e quimiocinas. Na verdade, o câncer e a 

inflamação estão fortemente associados (GRETEN e GRIVENNIKOV, 2019) e p38 

possui papel fundamental devido sua capacidade em induzir mediadores pró-

inflamatórios como a Ciclooxigenase 2 (COX2), que pode contribuir potencialmente para 

a progressão de diferentes tipos de câncer (YANG et al., 2006). Além da COX2, outros 

mediadores inflamatórios podem ser regulados por p38, o que ocorre por meio da 

modulação de fatores de transcrição pró-inflamatórios, como NF-κB (CANOVAS e 

NEBREDA, 2021; WAGNER e NEBREDA, 2009) levando ao mau prognostico do 

câncer. Por exemplo, em um modelo de câncer de mama, a deleção de p38 reduziu o 

volume do tumor assim como os níveis de marcadores inflamatórios, resultando em 

melhor sobrevida dos animais (WADA et al., 2017).  

O papel da p38 na tumorigênese também foi explorado por Gupta e 

colaboradores (2014), que demonstraram que a p38α é capaz de suprimir o dano epitelial 

intestinal associado à inflamação e a tumorigênese, entretanto contribui para a 

proliferação e sobrevivência das células tumorais do cólon. Recentemente, KO e 

colaboradores (2017) demonstraram que p38 desempenha papel na ativação do 

inflamassoma de NLRP3, regulando positivamente o perfil pró-inflamatório de diferentes 

doenças, incluindo o câncer. A p38 também possui papel pró-tumorigênico em células 

imunes, como macrófagos e células dendríticas, pois facilita o processo inflamatório, que 

foi associado à tumorigênese de cólon em modelos animais (YOUSSIF et al., 2018; 

ZHENG et al., 2018). Além disso, a ativação não canônica de p38α em células-T promove 

um estado inflamatório que facilita o desenvolvimento de carcinoma ductal pancreático 

(ALAM et al., 2015). Por fim, tem sido relatado que as células tumorais também 

dependem de p38 para produzir citocinas e quimiocinas que recrutam células mieloides 

pró-tumorigênicas para o nicho tumoral (ZONNEVILLE et al., 2020). 

 

1.2.3 Ciclo celular 

A divisão celular é um processo altamente ordenado num ciclo de quatro fases: 

fase G1 (GAP1), fase S (Síntese de DNA), fase G2 (GAP2) e fase M (Mitose) (DIAS-

MORALLI et al., 2013). Se as condições do ambiente não estão favoráveis ao 

crescimento celular, as células permanecem na fase de quiescência denominada fase G0 

(repouso celular). Nesta fase, o DNA está superenovelado com baixa atividade nuclear. 
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Na passagem da fase G0 para a fase G1 ocorre a preparação da célula para a multiplicação, 

com a produção de diferentes constituintes celulares e a preparação para a síntese de DNA 

(WILLIAMS e STOEBER, 2012). Na fase G1 a célula responde a estímulos emitidos por 

vias de sinalização associadas ao crescimento e proliferação celular. Nesta fase ocorre a 

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

proteínas, enzimas e nucleotídeos. Após esse ponto, as células se comprometem com a 

replicação do DNA, mesmo que os sinais extracelulares, que estimulam o crescimento e 

a divisão celular sejam removidos (MALUMBRES e BARRACID, 2009). 

Na fase S, ocorre a replicação do DNA (WILLIAMS e STOEBER, 2012). Após a 

síntese, as células fazem a progressão para a fase G2, preparando-se para a mitose. Nesta 

fase, o núcleo se prepara para a divisão celular rearranjando os cromossomos e se prepara 

para a mitose além de realizar o reparo de erros que eventualmente tenham ocorrido na 

duplicação do DNA (DE FALCO e DE LUCA, 2010). Em seguida, na fase M ocorre a 

movimentação dos cromossomos e clivagem das células, dividindo os pares desses 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 (Figura 7).  

 

Figura 7 - O ciclo celular com suas diferentes proteínas reguladoras e vias que modulam 

seu funcionamento. 

Legenda. Visão geral do modelo clássico do ciclo celular com suas fases e respectiva regulação realizada 

por ciclinas e cinases dependentes de ciclinas (CDKs). Fonte: Imagem da autora. 
 

Para assegurar a correta replicação e separação dos cromossomos, a progressão 

do ciclo é controlada em pontos de checagem molecular denominados checkpoints. Os 
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checkpoints asseguram que a replicação celular somente ocorra em condições favoráveis, 

garantindo assim a integridade do genoma (DIAZ-MORALLI et al., 2013; WILLIAMS 

e STOEBER, 2012).  

 Existem três checkpoints bem descritos na literatura: (i) o ponto de restrição no 

final da fase G1, relacionado com o comprometimento celular a entrada no ciclo e a 

duplicação dos cromossomos; (ii) o ponto de checagem G2/M, responsável por 

desencadear os eventos iniciais que conduzem ao alinhamento dos cromossomos no fuso 

metafásico; (iii) o ponto de checagem M (transição entre metáfase e anáfase), responsável 

pelo controle da separação das cromátides-irmãs, conduzindo a conclusão da mitose e 

citocinese (ALBERTS et al., 2010).  

O ciclo celular é regulado por dois importantes grupos de proteínas, as ciclinas e 

as cinases dependentes de ciclinas (CDKs) (BEHL e ZIEGLER, 2014; HERRERO-RUIZ 

et al., 2014). A progressão normal do ciclo é determinada por fosforilações específicas 

que envolvem as ciclinas e suas parceiras catalíticas, as CDKs (MAKAREVIC et al., 

2014). As CDKs são enzimas heterodiméricas que dirigem a progressão do ciclo através 

da fosforilação de fatores regulatórios (SCHNERCH et al., 2012). A atividade das CDKs 

é controlada pelo seu acúmulo durante a progressão do ciclo celular e subsequente 

degradação proteolítica de subunidades de ciclinas, fosforilação de subunidades de CDK, 

bem como por interações com inibidores de CDK (MURRAY, 2004). A união ciclina 

A/CDK2, por exemplo, está envolvida na replicação celular (COPELAND et al., 2010), 

na progressão do ciclo celular e mitose (GONG et al., 2007).  

Em células de vertebrados existem quatro CDKs e diferentes complexos de 

ciclinas que atuam em conjunto. O ponto de restrição de G1 é marcado pela ação integrada 

da ciclina D e CDK4 ou CDK6. Já o estímulo para iniciar a fase S (transição das fases 

G1-S) é mediado pela ciclina E-CDK2, enquanto a regulação do final da fase S ocorre 

pela ciclina A-CDK2 e ciclina A-CDK1 (CHI et al., 2008). Por fim, a mitose é regulada 

pela ciclina B-CDK1 (ALBERTS et al., 2010). Essa regulação é de grande importância, 

uma vez que células tumorais apresentam um ciclo celular anormal, que é principalmente 

atribuído a alterações na estrutura e função das ciclinas e CDKs. Estudos voltados para 

os pontos de verificação do ciclo celular visando o desenvolvimento de abordagens de 

tratamento para diversas neoplasias tem sido o foco de diferentes pesquisas (WANG et 

al., 2014; WANG et al., 2016).  
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A ciclina D1 é superexpressa no carcinoma hepatocelular (CHC) (MALUMBRES 

e CARNERO, 2003) e este evento pode estar associado a alterações na via de sinalização 

MAPKs devido a superativação da ERK 1/2 (AKULA et al., 2019; HWANG  et al., 

2011). Segundo o estudo de Pereira e colaboradores (2016), a inibição da ERK 1/2 leva 

a diminuição dos níveis da ciclina D1 ocasionando parada do ciclo em G1 em células 

HepG-2. Ainda, segundo Tang e colaboradores (2020), a parada do ciclo celular em G2/M 

pode representar importante alvo terapêutico no tratamento de glioblastomas (GBMs) em 

linhagens celulares diferentes (U87 e U251). Wen e colaboradores (2019) relataram que 

a diminuição dos níveis de p-Akt representa uma estratégia viável para a parada do ciclo 

celular em gliomas devido a fosforilação e consequente inibição dos inibidores do ciclo 

celular, p21 e p27. 

A proteína p53 é capaz de regular diferentes vias envolvidas na sobrevivência 

celular, reparo do DNA, apoptose e senescência, além de ser conhecida como “guardiã 

do genoma”, sendo capaz de preservar a integridade do DNA em resposta a diferentes 

estímulos, como radiações ionizantes, insultos genotóxicos e estresse oxidativo (PERRI 

et al., 2016). Em células não tumorais, a proteína p53 está relacionada à parada do ciclo 

celular uma vez que possíveis danos ao DNA tenham sido encontrados (ALBERTS et al., 

2017). Caso p53 direcione o DNA danificado para ser reparado, após o reparo, a p53 

associa-se à proteína MDM2 (Murine Double Minute-2), revertendo o bloqueio celular e 

possibilitando o avanço para a fase S do ciclo celular (PERRI et al., 2016). Por outro lado, 

quando a proteína não consegue reverter o dano ao DNA, a p53 exerce sua função pró-

apoptótica ao induzir a parada do ciclo celular (OZAKI e NAKAGAWARA, 2011), 

estimulando a transcrição da proteína inibidora de cinase dependente de ciclina 1 (p21), 

a qual atua inibindo a atividade de CDKs e promovendo o bloqueio do ciclo celular em 

G1 (VERMEULEN et al., 2003). Todavia, uma vez que p53 é mutada em grande parte 

dos tumores, esses processos ocorrem de forma incorreta, levando a replicação de células 

com DNA instável podendo levar ao processo carcinogênico. Mutações de p53 podem 

ser encontradas em diversos tipos de câncer, incluindo o câncer de mama, colo retal, 

gliomas, próstata e CHC (GURPINAR e VOUSDEN, 2015; PERRI et al., 2016).  

Estudos demonstram que, além da parada do ciclo celular, indução de senescência, 

reparo do DNA e apoptose, a p53 é capaz de exercer funções na regulação do 

metabolismo energético e na expressão de defesas antioxidante (ZHANG et al., 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233315300199?via%3Dihub#bb0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233315300199?via%3Dihub#bb0095
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2011).  Em células não tumorais, a proteína p53 bloqueia a captação de glicose, inibindo 

a expressão de GLUT-1 e GLUT-4, além de reduzir a atividade da enzima glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD), que tem um papel importante no início na via das pentoses 

fosfato (ZAWACKA-PANKAU et al., 2011). Entretanto, em condições aberrantes, como 

no ambiente tumoral, a proteína p53 não desempenha esse papel, podendo levar ao 

aumento de substrato energético para células tumorais, uma vez que a via das pentoses 

fosfato é frequentemente empregada por células tumorais (JIANG et al., 2011) (Figura 

8). 

Figura 8 – Principais alvos moleculares da p53. 

Legenda. Diferentes fatores de estresse podem levar a ativação de p53 incluindo privação de nutrientes, 

hipóxia, estresse oxidativo ou danos ao DNA. A ativação da p53 por esses sinais pode, consequentemente, 

promover diversas respostas que levam à supressão do tumor como parada do ciclo celular, senescência, 

apoptose, reparo de DNA, reprogramação metabólica oposta e limitar o acúmulo de EROs, ativando a 

autofagia. Fonte: Adaptado de Bieging; Mello; Attardi (2014).  

 

1.2.4 Status oxidativo e defesas antioxidantes das células tumorais 

As EROs são formadas a partir da adição sequencial de elétrons ao oxigênio. A 

redução parcial do oxigênio gera o radical superóxido, que dá origem ao peróxido de 

hidrogênio (H2O2) pela sua subsequente redução. A adição de um elétron ao H2O2 pode 

ser catalisada por metais como ferro (Fe) e cobre (Cu), gerando o radical hidroxila (•OH). 

A toxicidade das EROs é associada à sua capacidade em oxidar macromoléculas como 

lipídeos, proteínas e ácidos nucleicos conduzindo a danos celulares (SINGH et al., 2019). 

A mitocôndria é uma grande produtora de oxidantes celulares (BRANDES et al., 2014) 

uma vez que as enzimas da cadeia transportadora de elétrons podem doar um elétron para 
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o oxigênio molecular, gerando o ânion superóxido (O2
●-). O complexo III mitocondrial 

também gera O2
●- através da reação do oxigênio com uma ubiquinona instável, gerando 

O2
●- tanto no espaço intermembranas como na matriz mitocondrial (HOFFMAN e 

BROOKES, 2009). Outras flavoproteínas, como a α-glicerofosfato desidrogenase, 

piruvato desidrogenase e α-cetoglutarato desidrogenase, também contribuem para a 

produção de EROs mitocondrial (BINDOLI e RIGOBELLO, 2013).  

O radical superóxido é responsável pela oxidação de centros ferro/enxofre [4Fe-

4S] de proteínas. Nessa reação, o O2
●- oxida um dos átomos de ferro sendo reduzido à 

H2O2 (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Apesar do ânion superóxido ser carregado 

negativamente evidências sugerem que ele pode atravessar canais de cloreto 

(MUMBENGEGWI et al., 2008). O H2O2 é capaz de oxidar grupos tióis de proteínas, 

formando ácido sulfênico, sulfônico e sulfínico, além de dissulfetos, que geralmente 

resultam em alterações na estrutura e função das proteínas e ao contrário do O2
●-, o H2O2 

é permeável a membranas biológicas, podendo agir em locais distantes de onde foi 

produzido (DALLE-DONNE et al., 2007).  

O radical hidroxila é formado pela redução de H2O2 por metais de transição como 

Fe2+ ou Cu+, via reação de Fenton e, é capaz de reagir rapidamente com os componentes 

celulares perto do local onde foi gerado (MURPHY, 2009). Este radical, por ser muito 

reativo, é capaz de causar danos oxidativos em proteínas, peroxidação lipídica, além de 

quebras e oxidações nas fitas de DNA (YANG e STOCKWELL, 2016). Em condições 

fisiológicas, a capacidade antioxidante da célula é capaz de controlar os níveis de EROs 

produzidos naturalmente garantindo a homeostase celular. Porém, quando a produção de 

EROs torna-se excessiva, ocorre a quebra da homeostasia redox, predominando um 

ambiente oxidativo.  

O direcionamento das EROs tem sido considerado uma estratégia promissora para 

a terapia antitumoral, pois pode estimular ou inibir diferentes vias de sinalização celular 

para induzir apoptose e autofagia, inibindo o crescimento do tumor (DU et al., 2017; WU 

et al., 2017). Sabe-se que à medida que o tumor progride, a atividade metabólica das 

células tumorais é aumentada, resultando em um aumento na produção de EROs e na 

subsequente ativação de vias de sinalização que apoiam a proliferação, a sobrevivência e 

a adaptação metabólica (CHANDEL e TUVESON, 2014), como por exemplo, ativação 



 
 

41 
 

de HIF-1α e nuclear fator kappa B (NF-κB) necessários para a tumorigênese (CHEUNG 

et al., 2016).  

O microambiente tumoral eleva os níveis de EROs devido à hipóxia, e os baixos 

níveis de glicose limitam o fluxo da via das pentoses fosfato, diminuindo assim os níveis 

citosólicos de NADPH. As células nessas condições privadas de nutrientes ativam a 

AMP-activated protein kinase (AMPK) para aumentar os níveis de NADPH (SAITO et 

al., 2015). Essa capacidade de regular positivamente as proteínas antioxidantes e 

aumentar o fluxo de vias metabólicas produtoras de NADPH pode contribuir para a 

malignidade tumoral e formação de metástases (Figura 9).  

Em contrapartida, para evitar níveis tóxicos de EROs, as células tumorais tendem 

a aumentar sua capacidade antioxidante para permitir a progressão do câncer (GORRINI 

et al., 2013; HAMAÏET al., 2017). Assim, células tumorais possuem níveis mais elevados 

de proteínas que eliminam EROs quando comparado com as células não tumorais, 

impedindo a ativação mediada por EROs de vias indutoras de morte. Um mecanismo pelo 

qual as células tumorais aumentam sua capacidade antioxidante é pela ativação do fator 

de transcrição NRF2 (JARAMILLO e ZHANG, 2013).  Uma vez ativo, o NRF2 induz a 

transcrição de diferentes proteínas antioxidantes, bem como enzimas envolvidas na 

síntese de GSH. Além disso, o NRF2 desempenha importante papel na ativação de 

proteínas que elevam os níveis de NADPH (DENICOLA et al., 2015).  

Essa capacidade antioxidante aumentada das células tumorais é frequentemente 

associada à resistência à quimioterapia, já que alguns medicamentos antitumorais são 

conhecidos por induzir citotoxicidade via geração de oxidantes (YANG et al., 2018). Um 

exemplo clássico desses quimioterápicos é a doxorrubicina, que possui como principal 

mecanismo de ação a inibição da atividade da topoisomerase II, induzindo a parada no 

processo de replicação além de causar disfunção mitocondrial reduzindo a atividade dos 

complexos I e IV, aumentando desta forma, os níveis de espécies reativas e levando ao 

estresse oxidativo exacerbado (TACAR et al., 2013). Esses achados sugerem que a 

diminuição da atividade de proteínas antioxidantes nas células tumorais levaria ao 

aumento dos níveis de EROs conduzindo a ativação de vias de morte celular por apoptose. 
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Figura 9 - Equilíbrio redox nas células tumorais. 

Legenda. Células tumorais possuem alta produção de EROs devido à ativação de oncogenes e inibição de 

supressores tumorais. Os oncogenes induzem a inibição de p53, no entanto, à medida que o tumor progride, 

para impedir o acúmulo de EROs a níveis danosos, ocorre ativação de NFR2. Além disso, o ambiente de 

hipóxia devido a nova vasculatura é pobre em nutrientes, sendo necessário a ativação de AMPK para 

produção de NADPH. À medida que as células tumorais migram para formação de metástases, é necessário 

um aumento adicional nos níveis de EROs, o que requer aprimoramentos das defesas antioxidantes para 

evitar a morte celular. Fonte: Adaptado de Deberardinis e Chandel (2016). 

 

Estudos demonstram indução de apoptose em células HepG-2 através da depleção 

de GSH, resultando em aumento de EROs e conduzindo as células tumorais a morte 

programada (KAHN et al., 2013ª; LEI et al., 2012; SANTOS et al., 2020).  Esses dados 

corroboram com os achados de Kang e colaboradores (2019), nos quais os autores 

demonstraram que o acúmulo de EROs produzido por alantolactona (um sesquiterpeno 

extraído de Inula helenium) induziu à parada do ciclo celular, supressão da via de 

sinalização da Akt e apoptose por ativação p53 em células HepG-2.  

Segundo Ahmad e colaboradores (2016), existe uma relação entre estresse 

oxidativo e resistência à apoptose no glioblastoma. Os autores sugerem que a inibição de 

NRF2 elevaria os níveis de EROs o que conduziria à apoptose dessas células tumorais 

por ativação de p53 (VOLONTE et al., 2013). Curiosamente, biópsias e pacientes 

diagnosticados com glioblastoma exibiram níveis elevados de NRF2, conforme descrito 

por Jaramillo e Zhang (2013). Ainda, Ahmad e colaboradores (2016) demonstraram que 

a modulação redox promovida pela ativação de NFR2 auxilia na proliferação e 

sobrevivência celular em células A172 e U87 (ambas linhagens celulares provenientes de 

glioblastomas humanos). Esses achados reforçam a hipótese de que a modulação redox 

pode ser de grande importância terapêutica para novos tratamentos antitumorais. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DeBerardinis%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27386546
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chandel%20NS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27386546
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Estudos associam os níveis de EROs com a inibição da via da PI3K/Akt 

(PALANIVEL et al., 2014). Zhong e colaboradores (2016) avaliaram o efeito antitumoral 

da Eupatilina (componente bioativo da planta Artemisia) frente a células de câncer renal 

humano (RCC 786), no qual foi constatado que o componente bioativo induziu apoptose 

das células tumorais através da indução de EROs e inibição da via de sinalização 

PI3K/Akt. No mesmo contexto, Hao e colaboradores (2015) relataram que o licochalcona 

A, um flavonoide extraído da raiz de alcaçuz, inibiu a proliferação celular e induziu a 

apoptose das células tumorais gástricas através da modulação de MAPKs mediadas por 

EROs e vias de sinalização PI3K/Akt. Ourique e colaboradores (2015) também 

identificaram inibição da sinalização da Akt devido ao aumento de EROs em células 

MCF-7 e em tumor de Ehrlich submetidas ao tratamento com 1,4-naftoquinonas em 

associação com ascorbato.  

As defesas antioxidantes podem ser de natureza enzimática ou não enzimática e são 

responsáveis por manter as EROs em níveis basais. Entre os antioxidantes não 

enzimáticos estão a vitamina C (ácido ascórbico), vitamina E (α-tocoferol) e o tripeptídeo 

glutationa (γ-glutamil-cisteinil-glicina – GSH). Por outro lado, as principais enzimas 

antioxidantes são: catalase (CAT), superóxido dismutase (SOD), tiorredoxina redutase 

(TrxR), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (OYEWOLE E BIRCH-

MACHIN, 2015). 

A GSH é um tripeptídeo que desempenha papel crucial na homeostase estado redox 

e é considerado o tiol de maior valor biológico, pois é responsável por prevenir o processo 

de apoptose das células, redução do ácido ascórbico e do α-tocoferol, transporte de 

aminoácidos pela membrana plasmática, detoxificação de xenobióticos e também como 

cofator de enzimas antioxidantes (BIRBEN et al., 2012; COUTO et al., 2016; 

HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Sua síntese ocorre pela ação de duas enzimas: 

glutamatocisteína ligase (GCL) e glutationa sintetase. A GCL é responsável pela primeira 

das duas reações dependentes de ATP, formando γ-glutamilcisteína a partir de glutamato 

e cisteína. Em seguida, a glutationa sintetase adiciona a glicina gerando uma molécula de 

GSH. Em seu estado oxidado, são formadas pontes dissulfeto entre duas moléculas de 

GSH, formando a GSSG. Por ser o tiol mais abundante na célula, a GSH é responsável 

por manter a homeostase do ambiente redox intracelular, dependendo de um equilíbrio 

entre seu estado reduzido e oxidado (GSH/GSSG) (COUTO et al., 2016).  

https://link.springer.com/article/10.1007/s00210-019-01763-7#ref-CR20
https://link.springer.com/article/10.1007/s00210-019-01763-7#ref-CR38


 
 

44 
 

A GR é uma flavoenzima responsável por reduzir os níveis de GSSG, mantendo 

assim, os níveis de glutationa reduzido, paral tal processo é necessário a oxidação de 

NADPH. Em eucariotos, a GR encontra-se no citoplasma e na mitocôndria (COUTO et 

al., 2016). As GPx são uma família de peroxidases que utilizam os equivalentes redutores 

da GSH para degradar H2O2 e peróxidos orgânicos. Já foram identificadas oito isoformas 

de GPx em mamíferos e sabe-se que GPx1 e GPx4 possuem uma selenocisteína no seu 

sítio catalítico (PASSAIA e MARGIS-PINHEIRO, 2015). A GPx1 é expressa no citosol 

e mitocôndria (LIDDELL et al., 2006). Já a enzima GPx4 é encontrada em membranas 

biológicas e é considerada a única GPx capaz de degradar peróxidos orgânicos complexos 

(BRIGELIUS-FLOHÉ e MAIORINO, 2013).  

As TrxR são proteínas óxido-redutases envolvidas em processos celulares, como 

defesa frente ao estresse oxidativo, proliferação e viabilidade celular que envolvem trocas 

tióis-dissulfeto (LU e HOLMGREN, 2014). A TrxR catalisa a transferência de elétrons 

através de NADPH para a tiorredoxina (Trx). De forma semelhante ao grupo tiol da GSH, 

a oxidação da Trx envolve sulfidrilas em resíduos de cisteína no sítio ativo da molécula, 

onde forma-se ponte dissulfeto intramolecular, formando a Trx-S2. Essa é reduzida 

novamente à Trx, sendo recuperada por reação catalisada pela TrxR. A estrutura da Trx 

apresenta um domínio característico, o “domínio tiorredoxina”, composto de uma 

sequência de quatro aminoácidos (-Cys-Gly-Pro-Cys-), contendo duas cisteínas 

estruturalmente próximas em seu sítio ativo (LU e HOLMGREN, 2014; MAULIK e 

DAS, 2008).  

A SOD desempenha importante papel na defesa do organismo contra o estresse 

oxidativo, uma vez que remove o radical superóxido por meio do processo de dismutação 

em O2 e H2O2. O H2O2 produzido a partir deste processo é reduzido a O2 e H2O pela 

enzima CAT (JO et al., 2008). A CAT é uma das proteínas capazes de degradar H2O2 nas 

células. Além disso, é uma das enzimas de atividade mais rápida conhecidas na natureza 

(k~4x107 M-1s-1), não necessitando de cofator para a sua atividade. Por ser encontrada 

quase que exclusivamente nos peroxissomos na maioria das células, sua atividade contra 

o H2O2 gerado em outros compartimentos celulares pode ser limitada (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 2007). 

Para evitar os efeitos prejudiciais do aumento de EROs, acredita-se que as células 

tumorais aumentem a atividade do seu sistema antioxidante a fim de promover a 
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sobrevivência e progressão do tumor (ISMAIL et al., 2019). Nesse sentido, por exemplo, 

pode ser encontrado aumento da atividade da SOD2/MnSOD em diferentes tumores 

(TOLEDANO et al., 2010). A glicólise também desempenha papel na homeostase redox 

em cânceres através da transferência de intermediários produzidos na via das pentoses-

fosfato, resultando na produção de agentes redutores, como o NADPH e aumento da GSH 

gerado pela glutaminólise (LI et al., 2014; ZHANG et al., 2016ª). Níveis elevados de 

GSH nas células tumorais são capazes de proteger essas células nos cânceres de medula 

óssea, mama, cólon, laringe e pulmão, conferindo resistência a vários medicamentos 

quimioterápicos (BANSAL e SIMON, 2018).  

A TrxR também parece desempenhar um importante papel na progressão tumoral. A 

superexpressão da TrxR pode ser encontrada em diferentes tipos de câncer, como o 

colorretal (ZUO et al., 2018), hepático (XING et al., 2018) e gástrico (SHANG et al., 

2019). Esse fato pode estar associado à sua capacidade em inibir a PTEN, um inibidor 

conhecido da via de proliferação celular PI3K/Akt/Mtor. A ligação de Trx1 ao domínio 

C2 da proteína PTEN ocorre através de uma ligação dissulfeto inibindo sua atividade de 

maneira efetiva (ZHANG et al., 2017). 

 

1.2.5 Danos ao DNA 

O DNA é formado por um conjunto de nucleotídeos, os quais são constituídos por um 

grupamento fosfato, uma pentose e uma base nitrogenada, está podendo ser citosina, 

guanina, timina ou adenina, unidos através de ligações fosfodiéster. Ao longo de um dia 

a molécula de DNA sofre inúmeros insultos que podem conduzir a alterações no genoma 

(BAYNES e DOMINICZAK, 2010). No entanto, um sistema de checagem e reparo de 

dano ao DNA durante a progressão do ciclo celular, é capaz de reverter tais alterações. 

No 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). Por outro lado, defeitos no sistema de reparo do DNA, em 

células tumorais, permite o acúmulo de alterações genômicas que contribuem para um 

fenótipo mais agressivo (BASU, 2018; DIETLEIN et al., 2014; WU et al., 2016).  

Diferentes agentes químicos endógenos e/ou exógenos podem levar a modificações 

na molécula de DNA. Os agentes endógenos são produzidos pelo próprio metabolismo 

celular, principalmente as EROs. Já os danos exógenos ocorrem quando células são 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis#_blank
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pentose-phosphate-pathway#_blank
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pentose-phosphate-pathway#_blank
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pentose-phosphate-pathway#_blank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6028537/#bib37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6028537/#bib37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6028537/#bib37
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6028537/#bib76
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6028537/#bib76
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6028537/#bib76
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expostas a agentes externos como radiações ultravioleta, raios-X, tabagismo e/ou 

exposição a toxicantes, como os agrotóxicos, gerando assim, instabilidade genômica. 

Esses danos ao longo do tempo, podem ocasionar quebra de fita simples e/ou dupla, 

ligações cruzadas entre proteína-DNA e outras modificações em bases, levando a 

instabilidade do material genético (BASU, 2018).  Em células tumorais, genes envolvidos 

na resposta de dano ao DNA, tais como Breast cancer gene 1 e p53 estão mutados, assim 

como genes envolvidos na sinalização oncogênica como Akt e c-Myc estão hiperativos 

favorecendo a instabilidade genômica (KARANIKA et al., 2015). 

A proteína p53 participa diretamente na manutenção da integridade do genoma 

(GIORGI et al., 2015; TOUFEKTCHAN E TOLEDO, 2018). A função da p53 é regulada 

por uma variedade de modificações pós-traducionais. Essas modificações ocorrem nas 

regiões N- e C-terminais da proteína e incluem ubiquitinação, fosforilação e acetilação 

(TANG et al., 2008). A ubiquitinação de p53 ocorre na ausência de estresse celular e é 

mediada pela MDM2 (murine doble minute 2), principal regulador dessa proteína. O 

MDM2 se liga e ubiquitina a p53, promovendo sua degradação via proteassoma 

(RODRIGUEZ et al., 2000). Isso permite que a p53 seja mantida em níveis baixos na 

ausência de estresse celular. Durante o dano ao DNA, são ativadas proteínas cinases, 

como ATM (ataxia telangiectasia mutated), ATR (ataxia telangiectasia and Rad 3 

related protein)  e DNA-PK (DNA‐dependent protein kinase) (BARLEV et 

al., 2001; LOUGHERY et al., 2014; SAKAGUCHI et al., 1998) que fosforilam a p53 em 

resíduos de serina (Ser‐15, Ser‐20, Ser‐33, Ser‐37 e Ser‐46) e treonina (Thr‐18), levando 

a sua estabilização (BARLEV et al., 2001). O status de acetilação também determina a 

função dessa proteína. A acetilação da p53 estimula sua atividade transcricional (LUO, 

2010) promovendo sua capacidade de ligar-se ao DNA, além de ativar genes como 

MDM2, p21 e Bax, envolvidos na regulação da proliferação e apoptose celular (TANG et 

al., 2008).  

O DNA é ancorado por proteínas denominadas histonas, que são responsáveis por 

repará-lo em casos de danos. Após o dano ao DNA, principalmente na dupla fita ou DSBs 

(doublestrand breaks), as proteínas Mre11, Nbs1 e Rad50 fosforilam a proteína ATM que 

irá fosforilar a proteína H2AX, tornando-a γ-H2AX. Após os mecanismos de reparo do 

DNA, a γ-H2AX será desfosforilada pelas fosfatases PP2A, PP4C, PP6 e Wip1 

(CHOWDURY et al., 2005). Entretanto, caso o reparo não seja bem-sucedido, esta célula 

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.26037#jcb26037-bib-0042
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.26037#jcb26037-bib-0032
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.26037#jcb26037-bib-0006
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.26037#jcb26037-bib-0019
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.26037#jcb26037-bib-0033
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jcb.26037#jcb26037-bib-0042
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com genoma danificado será encaminhada para apoptose via ativação de p53 

(MARÉCHAL e ZOU, 2013). Sendo assim, o aumento da expressão da γ-H2AX é indício 

de que o DNA celular foi danificado (PODHORECKA et al. 2010), conforme 

exemplificado na figura 10. 

 

Figura 10 – Danos ao DNA e proteínas envolvidas em seu reparo. 

 

Legenda. Agentes agressores podem causar danos à molécula de DNA levando a formação de DSBs. O 

complexo formado pelas proteínas ATM, ATR e DNA-PK são fosforilados após a sinalização de dano. 

Esse por sua vez, ativará a proteína para a fosforilação de H2AX que será convertida em γ-H2AX, o qual é 

um indicativo de danos ao DNA. Ao mesmo tempo, a ATM e ATR fosforilarão a proteína p53 para sua 

ativação. Conforme a extensão do dano, essa célula poderá ter seu genoma reparado ou em caso de dano 

extenso será encaminhada para via de morte celular por apoptose. Fonte: Da autora. 
 

1.2.6 O papel do inflamassoma NLRP3  

Está bem estabelecido que a inflamação causada por infecções virais ou 

microbianas contribui para a tumorigênese. Além disso, evidências demonstram que a 

inflamação também tem um papel fundamental na maioria dos estágios do 

desenvolvimento do câncer, além de interferir na capacidade do sistema imunológico de 

neutralizar as células tumorais e afetar a resposta ao tratamento (DIAKOS et al., 2014; 

TOŁOCZKO-IWANIUK et al., 2019). Esses mecanismos são impulsionados 

principalmente por células imunes inatas e adaptativas, como células dendríticas, 

macrófagos, célula natural killer, neutrófilos e linfócitos (COUSSENS e WERB, 2002; 

GRIVENNIKOV, GRETEN, KARIN, 2010).  

Um dos mecanismos centrais que contribuem para ativação da cascata 

inflamatória é mediado por proteínas que formam o complexo inflamassoma. Os 

inflamassomas são divididos com base em suas características estruturais e pertencem a 

uma família de receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrões 
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(SCHRODER e SCHOPP, 2010). Os inflamassomas são capazes de se agregar em 

respostas a DAMPs (padrões moleculares associados a danos) e PAMPs (padrões 

moleculares associados a patógenos) levando a ativação de respostas inflamatórias. 

Dentre a família dos inflamassomas, o inflamassoma NLRP3 é o mais caracterizado 

devido ao seu papel principal: ativação de caspase-1, que por sua vez, é responsável pela 

clivagem e ativação das formas precursoras das interleucinas IL-1β (IL-1β) e interleucina 

18 (IL-18) induzindo a resposta inflamatória (GURUNG, LUKENS e KANNEGANTI, 

2015; MATHUR, HAYWARD, e MAN, 2018). 

O inflamassoma NLRP3 é ativado em resposta a uma ampla gama de estímulos: 

efluxo de potássio para fora da célula, a geração de EROs mitocondrial, a translocação de 

NLRP3 para a mitocôndria, a liberação de DNA mitocondrial, e liberação de catepsinas 

para o citosol após a desestabilização lisossomal (VANAJA, RATHINAM, 

FITZGERALD, 2015; SUTTERWALA, HAASKEN, CASSEL, 2014) (Figura 11).  
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Figura 11 – Mecanismos de ativação do inflamassoma NLRP3. 

Legenda: Mecanismo de ativação do inflamassoma NLRP3. Primeiramente ocorre o reconhecimento de 

DAMPs ou PAMPs pelos receptores TLRs, principalmente pelo TLR-4, o qual induz uma sinalização 

intracelular para a ativação e translocação do fator de transcrição NF-Κb para o núcleo onde ele irá estimular 

a transcrição dos genes de IL-1β e da proteína NLRP3. Um segundo sinal, que pode ser a partir da liberação 

de catepsinas após desestabilização de membranas lisossomais, EROs mitocondriais, relocalização do 

NLRP3 para a mitocôndria ou efluxo de potássio através de canais iônicos são necessários para induzir o 

recrutamento da proteína adaptadora ASC e recrutamento e ativação da pró-caspase-1 em caspase-1. Uma 

vez que a caspase-1 é ativada, o inflamassoma NLRP3 pode processar as pró-formas de IL-1β e IL-18 em 

interleucinas maduras que são liberadas e podem atuar como mediadores inflamatórios. Fonte: Adaptado 

de Guo; Callaway; Ting, 2015. 

 

Para ocorrer ativação do inflamassoma NLRP3, são necessárias duas etapas: a 

primeira etapa é induzida por TLRs (receptores do tipo toll) e receptores de citocinas, 

como o receptor do fator de necrose tumoral (TNF) ou o receptor de IL-1 (IL-1R), que 

reconhecem PAMPs ou DAMPs. A ativação desses receptores leva a indução de 

sinalização celular para ativação do fator de transcrição NF-Kb que aumentará os níveis 

da proteína NLRP3 e interleucina 1β (MATHUR, HAYWARD, e MAN, 2018; 

CHRISTGEN, PLACE e KANNEGANTI, 2020). Após essa sinalização, um segundo 

sinal é necessário para o recrutamento da proteína adaptadora Adaptor apoptosis-

associated speck-like protein containing a card (ASC) recrutará uma pró-caspase-1, que 

será ativada por autoproteólise a caspase-1, formando o complexo inflamassoma NLRP3 

(LECHTENBERG, MACE e RIEDL, 2014). Uma vez que o inflamassoma está montado 



 
 

50 
 

e a caspase-1 ativa, há a conversão das pró-formas de IL-1β e IL-18 iniciando a resposta 

inflamatória.  

A inflamação é um dos processos relacionados para o desenvolvimento e 

progressão do câncer (KARKI et al., 2016), por isso, uma vez que o inflamassoma 

NLRP3 medeia a secreção de citocinas pró-inflamatórias, pode-se dizer que seu papel na 

tumorigênese deve-se ser explorado. Segundo Sorrentino e colaboradores (2015), a 

expressão de NLRP3 está aumentada em células dendríticas tumorais isoladas de 

amostras de pulmão humano de pacientes com câncer de pulmão de células não pequenas 

em comparação com sua expressão em indivíduos saudáveis. Miskiewicz e colaboradores 

(2015) identificaram alta prevalência de polimorfismo no gene rs35829419-NLRP3 em 

pacientes com câncer pancreático quando comparado a indivíduos sem tumor. Ainda, 

Okamoto e colaboradores (2010) encontraram níveis de NLRP3 constitutivamente ativo 

em células de melanoma humano. Finalmente, o estudo de Guo e colaboradores (2014) 

constatou que a inibição do inflamassoma NLRP3 diminuiu a inflamação intestinal de 

camundongos sugerindo que a inibição dessa via contribui para a diminuição do processo 

inflamatório associado à doenças intestinais e consequentemente, o risco de câncer 

intestinal. Além disso, a produção de IL-18 mediada por NLRP3 em células de linfoma 

reduz a apoptose induzida por dexametasona, promovendo assim a proliferação desse tipo 

de células na fase S, sugerindo um papel carcinogênico de IL-18 mediada por NLRP3 no 

linfoma (Zhao et al., 2017). Ainda, polimorfismos genéticos envolvidos com 

inflamassoma NLRP3 também foram associados ao câncer. Por exemplo, um 

polimorfismo de nucleotídeo único no gene NLRP3, Q705K (rs35829419), foi 

correlacionado com menor sobrevida em pacientes com câncer colorretal invasivo 

(UNGERBÄCK et al., 2012). Yin e colaboradores (2018) investigaram a associação entre 

a expressão de NLRP3 e os graus de gliomas segundo a classificação da OMS e 

demonstraram que o inflamassoma NLRP3 pode atuar como promotor de tumor devido à 

capacidade de ativar a sinalização da Akt e transição epitelial-mesenquimal, contribuindo 

para o processo de metástase. Wang e colaboradores (2018) avaliaram a expressão de 

NLRP3 em amostras de pacientes com carcinoma epidermóide oral e compararam com 

amostras de pacientes sem a doença e os resultados do estudo demonstraram expressão 

significativamente maior de NLRP3 nas células tumorais, além disso, os autores 

correlacionaram os níveis de NLRP3 ao tamanho do tumor.  
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1.2.7 Mecanismos de Morte celular 

O processo de morte celular é um conjunto de eventos que ocorre naturalmente 

nas células (NIKOLETOPOULOU et al., 2013) e são determinados por processos 

bioquímicos e morfológicos distintos, permitindo assim, a diferenciação quanto ao tipo 

de morte celular (YOUNG et al, 2010). Porém, entre as principais habilidades adquiridas 

pelas células tumorais, durante a progressão do tumor, a resistência à apoptose destaca-

se como uma de suas principais características (ADAMS e CORY, 2007). Dentre os 

modelos clássicos de morte celular existem dois tipos principais denominados apoptose 

e necrose (WALTON, 2017). 

A apoptose é um evento que ocorre normalmente em várias etapas do 

desenvolvimento tecidual, bem como para a prevenção de danos celulares 

(NIKOLETOPOULOU et al., 2013). É caracterizada pelo arredondamento celular, 

retração de pseudópodes, redução do volume celular, condensação da cromatina e 

fragmentação nuclear (SPENCER, 2011; SU et al., 2013). Células apoptóticas 

apresentam pouca ou nenhuma modificação morfológica em organelas citoplasmáticas. 

Porém, sua membrana plasmática forma vesículas, os denominados corpos apoptóticos, 

os quais externalizam fosfolipídeos que sinalizarão para macrófagos fagocitarem essa 

célula, evitando a iniciação de processos inflamatórios (KROEMER et al., 2009). O 

processo de apoptose é efetuado por caspases que são proteínas da família das cisteíno-

proteases, e podem ser divididas em caspases iniciadoras e efetoras. As caspases 

iniciadoras estão envolvidas na ativação da cascata proteolítica, e as caspases efetoras são 

responsáveis pela clivagem de substratos e efetivação do processo de morte (GHOBRIAL 

et al., 2005).  

Os mecanismos que levam a ativação de apoptose têm sido amplamente 

investigados sendo bem elucidados dois subtipos principais de apoptose: a via extrínseca 

e a via intrínseca (Figura 10) (GALLUZZI et al., 2011). A via extrínseca é iniciada, 

principalmente, pela ativação de receptores de morte na membrana celular, que pertencem 

à superfamília TNF (Tumour Necrosis Factor) e são denominados: Fas (Apoptosis 

Antigen 1) e TNFR1 (tumor necrosis factor receptor 1) (ICLIM e TAIT, 2016; 

SCHULZE-OSTHOFF, 1998). Tais receptores possuem um domínio de cisteína 

extracelular, o qual permite que reconheçam seus ligantes, ativando receptores de morte. 

Uma vez ativos, esses receptores interagem com FADD++. Essas moléculas recrutam a 
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caspase-8 e caspase-10 que ativam as caspases-3, 6 e 7 executando a morte celular por 

apoptose (PETER, 2011). Alternativamente, receptores de dependência como o UNC5B 

(UNC-5 netrin receptor B) e o DCC (netrin 1 receptor) podem estimular a via extrínseca 

da apoptose através da ativação da caspase-9 ou desfosforilação da DAPK1 (death-

associated protein kinase 1) após a retirada de seus ligantes (CHIPUK et al., 2006). 

Em contraste, a via intrínseca da apoptose envolve a permeabilização da 

membrana externa mitocondrial com liberação de proteínas como, citocromo c, proteína 

mitocondrial de ligação DIABLO/Smack (Second mitochondrial derived activator of 

Caspase/Direct IAP-Binding protein with a Low Pi) e HTRA-2 (Serine Peptidase 2), que 

se liga à Apaf-1 (Apoptotic protease activating Factor-1) e à procaspase-9, para formar 

o complexo apoptossomo e ativar as caspases efetoras 3, 6 e 7 (MUKHTAR et al., 2012). 

A via intrínseca é controlada por proteínas pró-apoptóticas (Bax, Bak, Bad e Bid), e anti-

apoptóticas da família Bcl-2 (Bcl-2 e Bcl-xL) que atuam na promoção e inibição da 

porosidade da membrana mitocondrial (mitochondrial outer membrane permeabilization, 

MOMP), favorecendo ou inibindo a liberação do citocromo c para o citosol (BORNER, 

2003). Ainda neste contexto, o gene supressor tumoral TP53 regula a expressão de 

proteínas da família Bcl-2 (MUKHTAR et al., 2012). 

Uma vez ativa, a proteína Bax que está ancorada à membrana externa da 

mitocôndria, é capaz de interagir com a proteína Bid. Neste caso, a oligomerização da 

Bax promove abertura de poros na membrana mitocondrial liberando o citocromo c para 

o citoplasma. Esse processo não ocorre em células tumorais, pois a proteína anti-

apoptótica Bcl-2 liga-se a Bax, impedindo sua oligomerização e, consequentemente, a 

morte celular (GOGVADE et al., 2010).  

O cálcio também contribui para o processo de apoptose. Seu aumento no espaço 

intermembranas das cristas mitocondriais leva a abertura de poros na membrana externa, 

permitindo o extravasamento de citocromo c (SU et al., 2013). Enquanto o citocromo c 

liga-se a Apaf-1 e ativa diretamente caspase-9, DIABLO/Smac remove proteínas 

inibidoras de apoptose (IAPs), NAIP, XIAP, c-IAP1, c-IAP2 e survivina, de sua ligação 

com as caspases (JENDROSSEK, 2012).  

Os eventos finais do processo de morte celular pela via intrínseca ocorrem quando 

as caspases ativam a maquinaria de degradação do DNA. Ou seja, as caspases clivarão a 

proteína PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) que se liga à molécula de DNA após a 
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detecção de algum dano. Quando a extensão do dano ao DNA é pequena ocorre a 

reparação e sobrevivência da célula; entretanto, se o sistema de reparo for insuficiente, a 

célula é encaminhada para morte celular (SODHI et al., 2010) (Figura 12). 

 

Figura 12 – As via extrínseca e intrínseca de apoptose. 

 

Legenda. CASP-8 e CASP-10 iniciam a apoptose extrínseca mediada por receptores de morte, enquanto 

CASP-9 inicia a apoptose por retirada do ligante de receptor dependente. Danos ao DNA, hipóxia, estresse 

metabólico e outros fatores podem induzir a apoptose intrínseca, que começa com abertura de MOMP 

levando à liberação de proteínas mitocondriais no citosol (sendo este, controlado pela família Bcl-2). Apaf-

1 recruta a pro-CASP9. A via extrínseca também pode desencadear a via intrínseca através da geração de 

BID truncado (Tbid) via CASP-8. O Tbid pode ainda translocar para a mitocôndria e causar MOMP através 

da ativação de Bax e Bak1. CASP-3, CASP-6 e CASP-7 são efetoras comuns tanto para a apoptose 

extrínseca quanto intrínseca. Fonte: Adaptado de Tang e colaboradores (2019).  
 

A necrose é um tipo de morte celular traumática que pode ou não ser regulada 

(GALLUZZI et al., 2011). Neste processo, a célula sofre um inchaço citoplasmático e 

mitocondrial, seguido de ruptura da membrana e liberação do conteúdo para o meio 

extracelular. Estes eventos ocasionam uma resposta inflamatória em células de tecidos 

vizinhos (D'ARCY, 2019). Sendo assim, um grande número de células é afetado, 

ocorrendo alterações irreversíveis no tecido acometido pela necrose (MORGAN e LIU, 

2013). 

Sabe-se que na carcinogênese o crescimento descontrolado associado a 

mecanismos de morte celular falhos contribui para a malignidade do tumor (YUE et al., 

2017). Um dos mecanismos que ativam a morte celular programada é a proteína p53; no 

entanto, esta proteína encontra-se mutada em diferentes tipos de cânceres humanos. 
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Segundo o estudo de Chaparro e colaboradores (2008), as mutações em p53 podem estar 

presentes em mais de 50% dos casos de CHC. 

Outro mecanismo que dificulta a ativação de apoptose em células tumorais é o 

aumento da expressão de proteínas anti-apoptóticas. A proteína Bcl-xL, um membro anti-

apoptótico da família Bcl-2, que está envolvida na via mitocondrial de apoptose (YOULE 

e STRASSER, 2008) é superexpressa em CHC, conferindo uma vantagem de 

sobrevivência às células tumorais (SHIMIZU et al., 2010). Essas proteínas se ligam a 

membros pró-apoptóticos incluindo Bax e/ou Bak, necessários para indução da 

permeabilidade mitocondrial e apoptose (KALE et al., 2018). Como resultado, a 

homeostase das células tumorais é deslocada para um fenótipo anti-apoptótico 

dificultando a ativação de vias que estimulem a morte celular. 

Em GBMs, foi relatado que níveis elevados de Bcl-xL estão correlacionados com 

baixa sobrevida de pacientes (LIWAK et al., 2013; FANFONE et al., 2020). Nesse 

sentido, Hlavac e colaboradores (2019) demonstrou que a inibição combinada de Bcl-2 e 

Bcl-xL induz a morte celular por apoptose em diferentes linhagens de GBMs, indicando 

que o direcionamento das proteínas da família Bcl-2 pode representar uma abordagem 

terapêutica para de morte celular em GBMs. 

 

1.2.8 Carcinoma hepatocelular: características gerais e bioquímicas 

O CHC é o câncer hepático primário de maior incidência e a segunda maior causa de 

mortalidade por câncer de fígado, segundo o levantamento realizado pela European 

Association for the Study of the Liver (2018). Globalmente, o CHC não é apenas o tipo 

mais comum de tumor no sistema digestivo, mas também a principal causa de morte por 

doenças do trato gastrointestinal (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2015). A taxa de 

sobrevida dos indivíduos com CHC permanece baixa devido ao diagnóstico tardio, 

metástase, recorrência após a ressecção cirúrgica e ausência de um tratamento 

específico e eficaz (BAHARUDIN et al., 2020; EL-SERAG, 2011). 

Os fatores de risco de maior prevalência para o desenvolvimento do CHC são as 

doenças hepáticas crônicas, associadas principalmente à contaminação do vírus da 

hepatite C e ingestão indiscriminada de álcool e a cirrose (BALOGH et al., 2016; 

SINGAL; LAMPERTICO; NAHON, 2020). Uma vez instalado, o CHC pode apresentar-

se como um tumor unifocal, multifocal ou difusamente infiltrativo, sendo que todos os 
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padrões demonstram amplo potencial de invasão vascular, o que facilita metástases intra 

e extra-hepáticas (KUMAR et al., 2014). Nesses casos, o tempo médio de vida do 

indivíduo não costuma ultrapassar doze meses, uma vez que o CHC está intimamente 

associado ao processo de caquexia, hemorragia de varizes esofágicas e insuficiência 

hepática (SINGAL; LAMPERTICO; NAHON, 2020) 

Os principais mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento do CHC têm sido 

associados a anormalidades em cascatas de sinalização direcionadas, principalmente as 

vias de sinalização de proteínas cinases, devido à hiperatividade da MAPK/ERK1/2 e 

PI3K/Akt/mTOR, o que contribui para a proliferação e inibição de morte celular (LIU et 

al., 2018a), e está intimamente associada à agressividade deste tumor (JANKU et al., 

2014; WANG et al., 2017). Além disso, devido à hiperatividade da Akt, o CHC possui 

alta proliferação celular com extensa formação de redes vasculares anormais, criando 

áreas hipóxicas no ambiente tumoral. Sabe-se que o HIF-1α regula a expressão de muitas 

quimiocinas que estão relacionadas à metástase tumoral. Fei e colaboradores (2018) 

mostraram que o ambiente de hipóxia promove a migração e invasão de células 

provenientes do CHC através do eixo HIF-1α-IL-8-Akt. Nesse sentido, estudos sugerem 

que a alta expressão de HIF-1α (ZHANG et al., 2013; LIU et al., 2018b) e GLUT-1 (SUN 

et al., 2016) no CHC são os principais fatores causadores de metástase. 

Kenmlina e colaboradores (2017) descreveram que algumas das alterações 

moleculares mais relevantes nessa neoplasia são mutações nos genes telomerase reverse 

transcriptase (TERT), gene da proteína p53 (TP53) e o gene da cinase dependente de 

ciclina 2A (CDKN2A). Ainda, a perda de função da proteína supressora tumoral PTEN é 

muito frequente em CHC. Os autores concluem que as anormalidades genômicas aliadas 

ao eixo PI3K/Akt/mTOR (ativo devido à perda de PTEN) são eventos importantes na 

progressão e agressividade dessa doença. Dada a relevância dessa sinalização, Huang e 

colaboradores (2018) sugerem a via PI3K/Akt/mTOR como um alvo potencial para a 

terapia do CHC.  

Outra importante via para a busca de novos tratamentos do CHC, baseia-se na proteína 

p53. Em hepatocarcinomas, a ausência de p53 funcional tem sido proposta como um 

possível mecanismo para a resistência ao sorafenibe, quimioterápico amplamente 

utilizado no CHC em estágio avançado (WEI et al., 2015). Embora a prevalência de 

mutações seja dependente da etiologia do tumor, o gene TP53 é um dos genes mais 
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mutados em CHC (REBOUISSOU e NAULT, 2020) sendo relatado uma importante 

associação entre as mutações de TP53 e o grau de diferenciação e sobrevida em pacientes 

com esse carcinoma (LI et al., 2015). Estudos relatam que o mau funcionamento da 

proteína p53 pode ser observado em até 50% dos casos de CHC (CHAPARRO et al., 

2008; REBOUISSOU e NAULT, 2020).  Por isso, fármacos que atuem ativando a 

proteína p53 podem ser promissores; como por exemplo, a cisplatina, que promove a 

apoptose das células HepG-2 através da regulação positiva de p53 (LI et al., 2015). 

Apesar do CHC não configurar entre os tipos de câncer mais prevalentes, a 

importância das pesquisas por novas terapias para auxiliar no tratamento dessa neoplasia 

dá-se em virtude da gravidade e da alta taxa de mortalidade, e também pela ausência de 

terapias seletivas e efetivas para esse tipo de tumor. A alta mortalidade encontrada nesses 

indivíduos, deve-se principalmente à falta de um fármaco efetivo para o tratamento de 

CHC (IKEDA et al., 2018). A doxorrubicina e a cisplatina já foram amplamente 

utilizados para o tratamento de CHC; entretanto, a alta toxicidade e o grande número de 

recidivas da doença impulsionou a busca por novas estratégias terapêuticas. Atualmente, 

o sorafenibe é o fármaco de escolha para esses pacientes. Este, é um inibidor de tirosina 

cinase de múltiplos alvos e exibe efeitos antiangiogênico e antiproliferativo. Tais efeitos 

prolongam a sobrevida média total em pacientes com CHC avançado (LIU et al., 2018a), 

suprimindo a proliferação das células tumorais a partir da inibição da via de sinalização 

Ras/Raf/MEK/ERK (WILHELM et al., 2008). Entretanto, grande parte dos pacientes 

adquire resistência ao medicamento em 6 a 10 meses de uso. Além disso, os 

efeitos adversos são acentuados, o que ocasiona a interrupção do tratamento 

(COLAGRANDE al., 2015; IKEDA et al., 2018).  

Dentro do contexto exposto, o presente trabalho buscou investigar o efeito antitumoral 

de imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas em células de carcinoma hepatocelular uma vez 

que os compostos em estudo apresentam inibição de proteínas envolvidas no processo de 

carcinogênese do CHC (ALMEIDA et al., 2018). 

 

1.2.9 Glioblastoma: características gerais e bioquímicas 

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) são formados pelo crescimento de 

células anormais nos tecidos localizados no cérebro e na medula espinal, sendo que a 

maior concentração de casos novos ocorre no cérebro (INCA, 2019). Apesar de ser um 
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tumor predominante em adulto (gliomas), podem ser encontrados em crianças 

(meduloblastoma e neuroblastoma) (STEWART; WILD, 2014).  

Em termos de incidência, o câncer do sistema nervoso central ocupa a décima terceira 

posição em homens e a décima sexta posição entre as mulheres. Em 2018, foram 

estimados 162 mil casos novos em homens e 134 mil em mulheres. As maiores taxas de 

incidência de câncer do SNC estão nos países do Centro-Norte Europeu, em homens, e 

nos países do Sul da Europa e na América do Norte, em mulheres (BRAY et al., 2018; 

FERLAY et al., 2018). No Brasil, ocorreram, em 2017, 4.795 óbitos em homens, e 4.401 

óbitos em mulheres (INCA, 2014). Essa doença é causada pelo somatório de alterações 

adquiridas ao longo do tempo por predisposição genética ou por exposição a agentes 

externos. Os fatores de risco conhecidos são a exposição à radiação ionizante, exposições 

ambientais (arsênio, chumbo e mercúrio), exposições ocupacionais (trabalhadores na 

indústria petroquímica, de borracha, plástico e gráfica) e obesidade (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2019). 

Tumores do SNC são denominados gliomas e podem ser caracterizados por sua alta 

capacidade de proliferação e poder invasivo, além de vascularização abundante (VELIZ 

et al., 2015). Os gliomas são classificados de acordo com sua característica 

histopatológica: células de origem em astrocitoma (diferenciados de astrócitos), 

oligodendrogliomas (diferenciados de oligodendrócitos). Os gliomas difusos, sejam 

astrócitos ou oligodendrogliais, caracterizam-se pelo crescimento difuso e alto poder 

invasivo, formando agregados de células neoplásicas ao redor de neurônios e vasos 

sanguíneos (PERRY e WESSELING, 2016). Os astrocitomas difusos são classificados 

de acordo com sua malignidade como grau II (Astrocitoma difuso), grau III (Astrocitoma 

anaplásico) e, por fim, grau IV (Glioblastoma, GBM). Os tumores de grau I (Astrocitomas 

pilocíticos) são lesões com baixo potencial proliferativo e bordas delimitadas, sem 

potencial infiltrativo do parênquima adjacente, não sendo considerados como astrocitoma 

difuso (LOUIS et al., 2016; VAN MEIR et al., 2010).  

Os astrocitomas difusos de grau IV recebem a denominação de glioblastoma, ou 

GBM. São os gliomas de maior malignidade, com incidência de aproximadamente 50% 

entre todos os astrocitomas, representando o tumor cerebral primário mais frequente em 

humanos (MORGAN et al., 2015). Os GBMs possuem características moleculares que os 

tornam altamente proliferativos: desregulação do ponto de controle de ciclo celular na 
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fase G1/S, amplificação de genes como EGFR, Akt, e mutações em PTEN e TP53 (LE et 

al., 2019; SAMUELS et al., 2011). Além disso, em GBMs há alta expressão de VEGF, 

fator pró angiogênico que favorece a formação de novos vasos no tecido tumoral (SZABO 

et al., 2016), níveis elevados das enzimas COX-2 (QIU; SHI; JIANG, 2017) com extenso 

processo inflamatório (DECORDOVA et al., 2020). Focos necróticos também são 

frequentes em GBMs podendo ser encontrado em grandes regiões necróticas na área 

central do tumor, gerando um ambiente de hipóxia com populações de células resistentes 

a apoptose (YEE et al., 2020). 

O esquema de tratamento padrão para gliomas inclui a temozolomida (TMZ) 

(LEE, 2016), um produto lipofílico de imidazotetrazina de segunda geração, que é um 

medicamento quimioterápico de primeira linha para glioblastoma recém-diagnosticado 

(Chua et al., 2019); no entanto, os benefícios da TMZ são limitados pela 

quimiorresistência adquirida, o que representa um problema para a terapia do 

glioblastoma (CHEN et al., 2018; JIAPAER et al., 2018). A TMZ é um agente alquilante 

absorvido em pH fisiológico e transformado em seu metabólito ativo, 3-metil- (trazen-

1il) imidazol-4-carboxamida (MTIC), que causa danos através da metilação do DNA com 

subsequente interrupção do ciclo celular (PLETSAS, 2013). Contudo, a maioria dos 

pacientes obtêm resistência contra este fármaco (MESSAOUDI. CLAVREUL. 

LAGARCE, 2015). Sua eficácia limitada é em partes devido aos altos níveis de atividade 

da enzima metilguanina-metiltransferase (MGMT) que repara danos ao DNA causados 

por metilação.  Assim, são removidos os grupos -alquil (-CH3) da posição O6 da guanina 

no DNA, anteriormente danificados pela TMZ (PARK, et al., 2012)  

Nesse sentido, o presente trabalho buscou caracterizar o efeito antitumoral de 

imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas em células de glioblastoma resistentes à TMZ, uma 

vez que os compostos em estudo apresentam inibição de proteínas envolvidas em 

diferentes vias de proliferação e morte celular (ALMEIDA et al., 2018).  

 

1.3 Imidazo[1,2-a]piridinas com ação antitumoral promissora  

A imidazopiridina é um anel 5-6 heterocíclico formado pela fusão do imidazol 

com a piridina, sendo amplamente estudado na química medicinal para tratamento de 

inúmeras doenças. Dentre os seus derivados, as imidazo[1,2-a]piridinas são as de maior 

importância na área farmacêutica (BAGDI et al., 2015). Pesquisas recentes têm descrito 
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ações farmacológicas das imidazopiridinas como, por exemplo, bactericida (O'MALLEY 

et al., 2018), anti-inflamatória (JIANG et al., 2020), antiviral (PAPADAKIS et al., 2020) 

e antitumoral (HE et al., 2020; HIRAYAMA et al., 2015; WANG et al., 2020). 

O efeito antitumoral das imidazopiridinas tem sido relacionado à citotoxicidade, 

atividades antiproliferativa e pró-apoptótica, tanto in vitro quanto in vivo. Segundo 

Lawson e colaboradores (2016), o efeito antitumoral dos derivados de imidazo[1,2-a] 

piridinas podem estar associados à inibição de cinases. Essa conclusão está em acordo 

com o estudo de Lee e colaboradores (2012) no qual foi demonstrado que o derivado de 

imidazo[1,2-a] piridina HS173 causou a inibição da PI3K, inibindo a ativação da via 

Akt/mTOR. Essa inibição da sinalização de PI3K pelo composto HS173 resultou na 

inibição da proliferação celular e angiogênese, bem como na indução de apoptose em 

células hepáticas (HepG-2, Hep3B e Huh-7) e de mama (SkBr3, T47D e MCF-7). 

Almeida e colaboradores (2018) estudaram os efeitos antitumorais de duas moléculas 

imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas frente a células de câncer de mama (MCF-7). Após 

o tratamento de 72 horas com os compostos estudados, foi constatada alta toxicidade com 

importante redução da proliferação celular devido a parada do ciclo celular na fase G2 e 

inibição da fosforilação da Akt. Os autores também verificaram a ocorrência de morte 

celular por apoptose com aumento na expressão da proteína p53. 

Aliwaini e colaboradores (2019) investigaram a atividade antitumoral de três 

diferentes moléculas de imidazo[1,2-a] piridina frente a linhagens celulares de melanoma 

A375 e WM115, e câncer cervical (HeLa). O estudo demonstrou que os compostos 

estimularam a via intrínseca de apoptose, aumentando os níveis de Bax e caspase-9 e 

diminuindo os níveis de Bcl-2, além de parada do ciclo celular em G2/M. O estudo de 

Harmse e colaboradores (2019) também explora o potencial antitumoral de novas 

imidazo[1,2-a] piridinas contendo complexos de cobre em sua estrutura em células de 

câncer colorretal (HT-29). Os autores demonstraram aumento expressivo no conteúdo de 

caspase-9 e perda significativa do potencial de membrana mitocondrial, além disso, foram 

observados diminuição de Bcl-2 e Bcl-xL e acúmulo de EROs intracelulares que conduziu 

as células tumorais à apoptose. Finalmente, Yu e colaboradores (2020) investigaram o 

efeito antitumoral de uma nova série de derivados de imidazo[1,2-a] piridinas em dois 

modelos de xenoenxerto com células HCT116 e HT-29 e obtiveram diminuição dos níveis 

de PI3K para ambas linhagens, o que acarretou segundo os autores, em diminuição do 
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crescimento tumoral e melhora na sobrevida dos animais submetidos ao tratamento com 

os novos compostos. 

 

1.4 Compostos organoselênio com ação antitumoral 

O selênio (Se) é um micronutriente essencial que pode apresentar-se tanto na 

forma orgânica quanto inorgânica, e possui funções relacionadas principalmente ao 

equilíbrio redox (PAPP et al., 2007). Dentre os calcogênios, o Se tem se destacado por 

apresentar diversas atividades biológicas quando comparado com os diferentes elementos 

deste grupo (ALCOLEA et al., 2016). Nesse sentido, Barbosa e colaboradores (2018) 

avaliaram o efeito antitumoral de novas selenoureias pirimidínicas frente a diferentes 

células tumorais. Os autores observaram em células de carcinoma de mama (MCF-7) que 

os compostos causaram danos ao DNA, parada do ciclo celular, efeito antiproliferativo e 

morte celular por apoptose, além de terem apresentado maior seletividade, quando 

comparados ao fármaco antitumoral 5-fluoruracil (5-FU). 

 Compostos de selênio são conhecidos por inibir a proliferação e induzir a morte 

de células tumorais (ALMEIDA et al., 2018; SANTOS et al., 2020 SUZUKI et al., 2010). 

Tais eventos têm sido relacionados à interferência do selênio no balanço redox (WANG 

et al., 2012) e apoptose mediada por geração de EROs (CHAKRABORTY et al., 2016). 

Segundo Fan e colaboradores (2014), a geração de EROs induzida por esses compostos 

leva ao aumento de danos ao DNA, disfunção mitocondrial e desequilíbrio da expressão 

das proteínas da família Bcl-2, além da inativação de ERK e Akt em células HepG-2. 

Guo e colaboradores (2017) demonstraram que o selênio induziu a apoptose em 

células HepG-2 através da sinalização para ativação de p53 e inibição da Akt via EROs. 

A geração de EROs por compostos de selênio em células tumorais resultam em inibição 

da autofagia, prejuízo na síntese de proteínas, danos ao DNA, conduzindo à parada do 

ciclo celular, inibição da proliferação e indução da apoptose (BAO et al., 2015; 

BROZMANOVÁ et al., 2010). Ainda, ensaios realizados com selenoureias heterocíclicas 

mostraram um potencial antiproliferativo frente a diferentes 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). 

Benassi e colaboradores (2020) avaliaram o efeito de novos selenoésteres 

derivados de diidropirimidinona em células HepG-2, e obtiveram como resultados a 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/selenourea#_blank
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/bcl-2-family#_blank
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parada do ciclo celular em G1, danos ao DNA com elevação do conteúdo de γ-H2AX o 

que induziu as células à apoptose devido ao aumento do conteúdo de Bax e p53. 

Posteriormente, o mesmo grupo investigou o efeito antiproliferativo in silico dos 

selenoésteres e novamente encontraram importante interação dos compostos com o DNA 

(BENASSI et al., 2021). 

O núcleo imidazo[1,2-a]piridina é frequentemente fusionado a diferentes núcleos 

com ações farmacológicas conhecidas. Entretanto, a fusão de imidazo[1,2a]piridinas com 

o selênio é inovadora, tendo sido publicada pela primeira vez por Rafique e colaboradores 

(2016). A investigação do efeito antitumoral destes derivados é de extrema importância 

uma vez que os mesmos possuem ação antitumoral em diferentes linhagens de células 

tumorais com importante seletividade para essas células.  
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2. JUSTIFICATIVA  

O câncer é uma doença que resulta do acúmulo de mutações nas sequências de 

DNA que desregulam vias celulares críticas, levando ao aumento da sobrevivência e 

proliferação celular, resistência a morte celular bem como favorecendo a invasão e 

disseminação dessas células pelo organismo (PARK et al., 2020). É considerado um dos 

principais problemas de saúde pública no mundo e já está entre as quatro principais causas 

de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria dos países. A incidência e a 

mortalidade por câncer vêm aumentando no mundo ocidental, em parte devido ao 

envelhecimento e ao crescimento populacional, como também pela mudança na 

distribuição e na prevalência dos fatores de risco de câncer, especialmente aqueles 

associados ao desenvolvimento socioeconômico (BRAY et al., 2018). 

Dentre os tratamentos disponíveis, além da ressecção cirurgia, a quimioterapia e 

radioterapia são modalidades terapêuticas essenciais. Também há o desenvolvimento de 

imunoterapias, que visam impulsionar e/ou utilizar o sistema imunológico, ou seus 

constituintes, como ferramenta para combater as células malignas, entretanto, é pouco 

provável que a imunoterapia, apesar de promissora, seja considerada tratamento universal 

devido ao custo elevado (HAYES, 2021). 

As principais opções de tratamento para o CHC incluem ressecção hepática e 

transplante de fígado, a quimioterapia é considerada um procedimento de risco para esses 

pacientes pois o uso de compostos quimioterápicos é complicado pela condição cirrótica 

preexistente que pode perturbar o metabolismo de fármacos. Além disso, o CHC mostra-

se resistente às quimioterapias mais comuns (LLOVET; HERNANDEZ-GEA, 2014). 

Segundo a PORTARIA Nº 602, publicada pelo Ministério da Saúde (2012) que aprova as 

Diretrizes Diagnósticas e Terapêuticas do Câncer de Fígado no Adulto, é possível a 

utilização de esquemas terapêuticos com doxorrubicina, cisplatina, 5- fluorouracila, 

interferon, epirubicina, capecitabina, gencitabina, oxaliplatina, bevacizumabe, erlotinibe, 

sunitinibe ou sorafenibe, como agentes únicos ou em associação, com aumento médio de 

sobrevida de seis a oito meses. 

Dentre os diferentes tipos de gliomas, o GBM é considerado o tumor cerebral mais 

comumente diagnosticado em adultos. É recorrente em quase todos os pacientes e, possui 

um prognóstico ruim. O atual método terapêutico de primeira linha constitui: ressecção 
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máxima segura seguida de radioterapia combinada com quimioterapia com TMZ 

(PREUSSER et al., 2015).  

Nesse sentido, esforços são necessários para a busca de novos compostos com 

potencial terapêutico antitumoral. O grupo de pesquisa do Laboratório de Síntese de 

Substâncias Quirais de Selênio (UFSC–CFM) vem dedicando-se ao desenvolvimento de 

novos compostos de organoselênio como alternativa farmacológica para diferentes 

doenças. Dentre os novos compostos sintetizados, as imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas  

vem sendo investigadas pelo Laboratório de Bioquímica Experimental-LABIOEX 

(UFSC-CCB) devido ao seu potencial efeito antitumoral já demonstrado por Almeida e 

colaboradores (2018) em células MCF-7. 

Dentro do contexto exposto, tendo em vista que o principal medicamento para o 

tratamento do CHC (sorafenibe) possui um anel piridina em sua estrutura e o principal 

medicamento para o tratamento de GBMs (TZM) possui a estrutura de um imidazol 

quando metabolizada, e tendo em vista os resultados promissores obtidos por Almeida e 

colaboradores (2018) com as imidazo[1,2-a]piridina seleniladas, o presente trabalho 

buscou investigar os efeitos de dez derivados de imidazo[1,2-a]piridina selenidas frente 

a células de carcinoma hepatocelular e glioblastoma resistente a TZM.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o potencial antitumoral de imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas (IP-Se) in 

vitro, in vivo e in silico investigando possíveis mecanismos moleculares de ação. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 In vitro: 

• Avaliar a citotoxicidade e potencial antiproliferativo de imidazo[1,2-a]piridinas 

seleniladas sobre células HepG-2 (hepatocarcinoma) e A172 (glioblastoma);    

• Avaliar a indução do tipo de morte celular (apoptose ou necrose) ocasionada pelas 

imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas selecionadas em células HepG-2 e A172; 

• Avaliar o efeito das imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas selecionadas sobre o ciclo celular 

em células HepG-2 e A172; 

• Avaliar os níveis de proteínas envolvidas no dano ou o reparo do DNA, na parada do ciclo 

celular, nas vias de proliferação e na morte celular induzida pelas imidazo[1,2-a]piridinas 

seleniladas selecionadas;  

• Investigar se o tratamento com imidazo[1,2-a]piridina selenilada selecionadas altera o 

conteúdo de proteínas envolvidas na sinalização de ativação no inflamassoma NLRP3; 

• Determinar os níveis de EROs em células HepG-2 e A172 tratadas com imidazo[1,2-

a]piridinas seleniladas selecionadas; 

• Avaliar as possíveis alterações no conteúdo de defesas antioxidantes em células HepG-2 

e A172 tratadas com imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas selecionadas. 

 

 In vivo: 

• Avaliar o efeito das imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas selecionadas sobre o 

crescimento tumoral e a sobrevida dos animais implantados com Tumor Ascítico de 

Ehrlich (TAE); 

• Avaliar a angiogênese de animais implantados com TAE e tratados com imidazo[1,2-

a]piridinas seleniladas selecionadas; 

• Avaliar o perfil glicêmico dos animais implantados com TAE após o tratamento com 

imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas selecionadas. 
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In silico 

• Investigar os parâmetros farmacocinéticos e físico-químicos dos compostos com 

resultados mais promissores. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Imidazopiridinas seleniladas 

  Para a síntese dos derivados, Rafique e colaboradores (2016) fusionaram o núcleo 

7-metil-2-metilimidazo[1,2-a]piridina (molécula protótipo sem o selênio) com o difenil 

disseleneto, formando o núcleo 7-metil-2-fenil-3-(fenilselenil)-imidazo[1,2-a]piridina 

(molécula protótipo com o selênio) (Figura 13). Os onze derivados de imidazo[1,2-

a]piridinas (dez deles selenilados) foram fornecidos pelo Laboratório de Síntese de 

Substâncias Quirais de Selênio, coordenado pelo Prof. Dr. Antônio Luiz Braga, vinculado 

ao Departamento de Química da Universidade Federal de Santa Catarina.  

 

Figura 13 - Derivados de imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Derivados sintetizados por Rafique e colaboradores (2016), a partir de IP-Se-01, possuindo 

diferentes grupamentos: IP-Se-02 (4-metilfenil); IP-Se-03 (4-metoxifenil); IP-Se-04 (4-clorofenil); IP-Se-

05 (naftaleno); IP-Se-06 (2-metoxifenil); IP-Se-07 (tiofenil); IP-Se-08 (butil); IP-Se-09 (imidazo[1,2-a] 

pirimidina com fenil); IP-Se-10 (4-metoxifenil). Fonte: Rafique e colaboradores (2016).  
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4.2 Reagentes e anticorpos  

O meio de cultura modificado de Eagle (DMEM) e meio de cultura modificado 

de Eagle com mix de nutrientes (DMEM F-12), o soro fetal bovino, a tripsina e os 

antibióticos utilizados na cultura de células foram adquiridos da Gibco (EUA). Os 

seguintes reagentes foram adquiridos junto a Sigma-Aldrich (EUA): agarose, 3-(4,5-

dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-brometo de tetrazólio (MTT), tetramethylrhodamine 

ethyl ester perchlorate (TMRE), dimetil-sulfóxido (DMSO), 2´,7´-diacetato de 

diclorofluoresceína (DCFH-DA), 5,5´-ditio-bis(2-nitrobenzóico) (DTNB), albumina de 

soro bovino (BSA), coquetel inibidor de protease, catalase (CAT), glutationa redutase 

(GR), Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS), dinucleotídeo de nicotinamida e 

adenosina fosfato reduzido (NADPH), doxorrubicina, peróxido de hidrogênio (H2O2), 

tert-Butyl hydroperoxide (t-BuOOH), o-ftaldialdeído (OPT), laranja de acridina (LA) e 

iodeto de propídio (IP), beta mercaptoetanol,  dinucleotídeo de nicotinamida e adenosina 

fosfato reduzido (NADPH), Hanks’ balanced salt solution (HBSS), paraformadeído e 

Triton X-100. Os reagentes tetrametilrodamina etil éster (TMRE) e 4’,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) foram adquiridos da Thermo Fischer. O coquetel inibidor de fosfatase 

e o inibidor seletivo MAPK/ERK (U0126) foram adquiridos da Merck Bioscience. O kit 

quimioluminescente para detecção das bandas de proteínas (horseradish peroxidase – 

HRP) foi adquirido da Millipore (EUA). Os demais reagentes químicos foram usados 

com grau de pureza atendendo as normas da American Chemical Society (ACS).  

Os anticorpos primários e secundários utilizados neste trabalho estão apresentados 

na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Anticorpos utilizados nos ensaios de imunoeletroforese. 

Anticorpos primários Tipo Referência 

Anti-Akt Mouse monoclonal Cell Signaling (Cat. # 2967) 

Anti p-Akt (Ser 473) Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-7985) 

Anti-Bcl-xL Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-8392) 

Anti-β-Actina Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology 

(Cat. sc–47778) 

Anti-p53 Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-126) 
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Anti-Ciclina B1 Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology 

(Cat. sc-752) 

Anti-CDK2 Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology 

(Cat. sc–163) 

MAPcinase 

(ERK1/ERK2)  

Rabbit polyclonal Merck (Cat. M5670) 

 

Anti-GLUT1 Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology 

(Cat. sc-7903) 

Anti-HIF-1α Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology 

(Cat. sc-10790) 

Anti-γ-H2AX Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-101696) 

Anti-p38 Rabbit polyclonal Cell Signaling (Cat. #9212) 

Anti-p-p38 Rabbit polyclonal Cell Signaling (Cat. # 9211) 

Anti-NRLP3 Rabbit monoclonal Cell Signaling (Cat. D4D8T) 

Anti-Caspase 1 Rabbit polyclonal Thermo Fischer Scientific (Cat. #PA5-87536) 

Anti-NRF2 Rabbit polyclonal Sigma-Aldrich (Cat. AV39465) 

Anti-mTOR  Mouse monoclonal Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-517464) 

Anti-Citocromo c Rabbit polyclonal Santa Cruz Biotechnology (Cat. sc-7159) 

Anticorpos 

secundários 

Tipo Referência 

Anti-mouse IgG Goat monoclonal Sigma-Aldrich (Cat. AP181P) 

Anti-rabbit IgG Goat polyclonal Sigma-Aldrich (Cat. AP132P) 

 

4.3 Ensaios biológicos in vitro  

4.3.1 Cultura de células 

As linhagens celulares HepG-2 (hepatocarcinoma humano) e McCoy (fibroblastos 

de Mus musculus) foram fornecidas pelo banco de células da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro. As linhagens celulares HT-22 (neurônio hipocampal) e A172 
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(glioblastoma humano) foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Marcelo Farina 

(Universidade Federal de Santa Catarina, Brasil).  

As linhagens de HepG-2e McCoy foram cultivadas em meio de cultura DMEM, 

suplementado com 10% de Soro fetal bovino (SFB), penicilina (100 U/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL). Já as linhagens A172 e HT-22 foram cultivadas em meio de 

cultura DMEM-F12. Todas as linhagens foram incubadas em estufa de CO2 (5%) com 

95% de umidade a 37 ℃. 

4.3.2 Avaliação da viabilidade celular  

A citotoxicidade ocasionada pelos compostos foi avaliada através do método que 

utiliza o sal 3-(4,5-dimetil-2tiazol)2,5-difenil-brometo de tetrazólio (MTT). Células 

viáveis têm a capacidade de reduzir o sal de tetrazólio pela atividade de enzimas 

mitocondriais, produzindo derivados de formazan de cor púrpura, cuja intensidade é 

proporcional ao número de células viáveis da amostra (MOSMANN, 1983).  

As células (1.104 células por poço) foram semeadas em placas multiwell de 96 

poços e submetidas a incubação por 24 horas para aderência e confluência. Passado esse 

período, o meio de cultura foi substituído por outro meio contendo diferentes 

concentrações dos compostos em estudo (0, 0,1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM e 1000 µM), 

seguindo-se uma nova incubação de 72 horas. Para o controle negativo foi utilizado 

somente o meio de cultura (200 µL). Os diferentes tratamentos foram testados em 

triplicata, sendo três experimentos independentes. Passadas as 72 horas de incubação com 

os compostos e após a adição do MTT, foi realizada a leitura espectrofotométrica em 

leitor TECAN Infinity M200 a 540 nm, para determinar a intensidade da cor violeta e 

consequentemente a viabilidade celular.  

A partir dos dados obtidos a CI50 foi calculada utilizando o software GraphPad 

Prism versão 8.0 (San Diego, EUA) sendo os valores das absorbâncias das amostras 

comparados aos valores do controle negativo. O valor de CI50 corresponde à concentração 

na qual o composto citotóxico é capaz de induzir a morte de 50% das células submetidas 

ao tratamento sendo calculado de acordo com a seguinte fórmula:  

 

Viabilidade celular (%) = Absteste X 100/AbsControle 
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O índice de seletividade (IS) foi calculado de acordo com Badisa e colaboradores 

(2009), onde a seletividade do composto foi mensurada através da seguinte fórmula:  

 

IS = CI50 da linhagem normal/CI50 da linhagem tumoral 

Sendo um composto considerado seletivo se IS > 2 

 

4.3.3 Ensaio Clonogênico 

 O efeito antiproliferativo dos compostos mais promissores foi avaliado pelo teste 

de formação de colônias de acordo com a metodologia proposta por Franken e 

colaboradores (2006), com modificações. As células HepG-2 foram semeadas (500 

células por poço) em placas de 6 poços e incubadas por 24 horas para aderência. Os 

compostos mais promissores selecionados a partir do ensaio de viabilidade celular foram 

IP-Se-05 e IP-Se-06 nas concentrações de 0,51 µM e 0,02 µM, respectivamente. Após o 

tempo de tratamento, os poços foram lavados e as células foram cultivadas até a formação 

de colônias (10 dias). Transcorrido este tempo, o meio foi removido e cada poço foi 

lavado com PBS. Por fim, as células foram fixadas com uma solução de metanol (10%) 

e cada poço foi corado com cristal violeta (0,5%) durante 5 minutos. Os poços foram 

lavados com água destilada e as placas foram mantidas abertas para secarem à 

temperatura ambiente. A contagem das colônias foi realizada com o apoio do software 

ImageJ®. 

Para células A172, o composto IP-Se-06 foi utilizado para investigar o efeito 

antiproliferativo na concentração de 1 µM. Além disso, para esse ensaio foi utilizado o 

U0126, um inibidor seletivo da proteína MEK1 e MEK2. Para esse ensaio, após a 

aderência das células por 24 horas na placa de 6 poços, estas foram expostas ao inibidor 

U0126 (10 µM) por 1 hora. Após esse tempo, as células foram lavadas com PBS e 

expostas ao tratamento com o composto IP-Se-06 por 72 horas. Após o tempo de 

tratamento, os poços foram lavados e cultivados até a formação de colônias (8 dias). 

Transcorrido este tempo, o meio foi removido e os poços lavados com PBS. As colonias 

foram fixadas, coradas e contatas como descrito anteriormente. O efeito anticlonogênico 

de IP-Se-06 em células A172 tratadas ou não com U0126 também foi avaliado pela 

mensuração do corante. 
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4.3.4 Dano ao DNA 

4.3.4.1 Índice de fragmentação do DNA (Teste Cometa) em células HepG-2 

Os efeitos dos compostos sobre a fragmentação do DNA em células HepG-2 

foram avaliados através do teste cometa proposto por Singh e colaboradores (1988).  As 

células foram semeadas (0,5.104 por poço) em placa de 24 poços, incubadas por 24 horas 

para aderência e após esse período, foram tratadas com os compostos IP-Se-05 e IP-Se-

06 nas concentrações de 0,51 µM e 0,02 µM, respectivamente. Após o tratamento de 72 

horas, as amostras foram lavadas com 500 μL de PBS, tripsinizadas por 3 minutos, 

centrifugadas (1500 g, 10 minutos) e ressuspendidas em 50 μL de PBS. Alíquotas foram 

diluídas e homogeneizadas em agarose de baixo ponto de fusão (0,75%) a 37 ℃, sendo 

transferidas para uma lâmina de microscopia pré-coberta com agarose (1%) e 

rapidamente cobertas com lamínula. As lamínulas foram retiradas após 10 minutos e as 

lâminas foram incubadas em solução de lise (2,5 mM NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton 

X-100, 10% DMSO, 10 mM TRIS, pH 10) a 4 ℃ durante 7 dias. Posteriormente, as 

lâminas foram submetidas à eletroforese horizontal com tampão de corrida alcalino 

(NaOH 300 mM; EDTA 1 mM, pH 13, a 8 °C) a 25 V e 300 mA por 20 minutos, lavadas 

com tampão de neutralização (TRIS-HCl 0,4 M; pH 7,4) por 5 minutos, fixadas (15% 

TCA, 5% ZnSO4.7H2O, 5% glicerol) por 10 minutos e secas em temperatura ambiente. 

Depois, as lâminas foram reidratadas com água deionizada por 5 minutos, coradas com 

solução de prata (0,001 g/mL AgNO3) em agitação orbital por 40 minutos. 

Posteriormente, as lâminas foram imersas em solução de parada (0,01% ácido acético) 

por 5 minutos e depois lavadas 3x com água deionizada (NADIN et al., 2001). As lâminas 

foram analisadas no microscópio Olympus BX41 e o dano ao DNA expresso como Índice 

de Dano (escore 0-4) (ROSS et al., 1995). Este índice de dano foi calculado de acordo 

com o número de núcleos contados X escore de dano (0 a 4) (BURLINSON et al., 2007). 

 

4.3.4.2 Detecção de condensação da cromatina para células A172 

A detecção da condensação da cromatina em células A172 foi realizada conforme 

protocolo de Gosh e colaboradores (2013) com modificações, o qual permite diferenciar 

alterações morfológicas nucleares com a sonda fluorescente 4',6-diamidino-2-fenilindo 

(DAPI). Para tal procedimento, as células A172 foram semeadas (0,5.104 por poço) em 

placa de 24 poços, incubadas para aderência por 24 horas e após esse período, foram 
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tratadas com o composto IP-Se-06 na concentração de 1 µM por 72 horas. Após o tempo 

de tratamento, as células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeído 4% a 4 

°C por 10 minutos. Posteriormente, as células fixadas foram lavadas três vezes com PBS 

e coradas com DAPI (10 µg/mL) diluído em PBS a 37 °C durante 10 minutos. Em 

seguida, as células foram lavadas com PBS e a morfologia nuclear foi fotografada 

utilizando microscópio de fluorescência (Olympus IX83) (Figura 14).  

 

Figura 14 – Condensação da cromatina revelada pelo DAPI. 

 

  

 

 

 

Legenda. Alterações morfológicas nucleares em células coradas com DAPI. 

 

4.3.5 Morte celular  

Para a avaliação do tipo de morte celular ocasionado pelos compostos selenilados, 

foi utilizado o método de coloração com laranja de acridina e iodeto de propídeo (IP/LA), 

originalmente proposto por McGahon e colaboradores (1995), que permite diferenciar 

células viáveis daquelas em processo de morte por apoptose ou necrose, tendo como 

parâmetros alterações morfológicas nucleares e citoplasmáticas.  

Células HepG-2 foram semeadas (2.105 por poço) em placas de 6 poços, incubadas 

para aderência por 24 horas e tratadas com os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 nas 

concentrações de 0,51 µM e 0,02 µM, respectivamente. Ao término do tratamento, as 

células foram tripsinizadas por 3 minutos, centrifugadas (1500 g, 10 minutos) e 

ressuspendidas em 500 μL de PBS. Alíquotas das amostras foram transferidas para tubo 

eppendorf e adicionado 10 μL da solução corante de iodeto de propídeo (100 μg/mL) e 

10 μL de solução de laranja de acridina (100 μg/mL) e, em seguida, após delicada 

homogeneização, 20 μL da solução foi depositado em uma lâmina de microscopia coberta 

com lamínula para a leitura no microscópio de fluorescência Olympus BX41. Para cada 

amostra, 300 células foram contabilizadas e fotografadas na objetiva de 10x. Os 

resultados foram expressos como porcentagem de células viáveis, apoptóticas e 
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necróticas. Para células A172 foi utilizado o mesmo protocolo, alterando apenas a 

concentração de tratamento do composto IP-Se-06 para 1 μM. 

Figura 15 - Células viáveis, apoptóticas e necróticas, respectivamente, após coloração 

com iodeto de propídio (IP) e laranja de acridina (AL). 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Células viáveis (verde), células apoptóticas (amarelo/alaranjado) e células necróticas (vermelho 

intenso). Fonte: Da autora.  

 

 

4.3.6 Ciclo celular  

Para a análise dos efeitos dos compostos selenilados sobre o ciclo celular de 

células HepG-2 e A172, foi utilizado o kit PI/RNAse solution (Immunostep), seguindo as 

instruções do fabricante. As células foram semeadas (2.105 por poço) em placas 6 poços 

e incubadas por 24 horas. Transcorrido esse período, os ciclos celulares foram 

sincronizados com nocodazol (30 ng/mL) por 14 horas e, posteriormente, as células foram 

tratadas com os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 nas concentrações de 0,51µM e 0,02µM, 

respectivamente, em células HepG-2. As células A172 foram tratadas com o composto 

IP-Se-06 na concentração de 1 µM. Após o tratamento, as células foram tripsinizadas por 

3 minutos, centrifugadas (1500 g, 10 minutos), lavadas com PBS e fixadas em etanol 70% 

resfriado, sendo mantidas a -20 °C overnight. Posteriormente, as células foram lavadas 

com BSA (albumina de soro bovino) 2% e incubadas com 200 μL de solução contendo 

iodeto de propídeo e RNAse, e protegidas da luz por 15 minutos em temperatura 

ambiente. A fluorescência (correspondente a quantidade de DNA por núcleo) e o 

percentual de células em cada fase do ciclo celular foi mensurado no citômetro de fluxo 

FACSCanto™ II (BD Biosciences) e o conteúdo de DNA por núcleo/área dos picos 

gerados calculado pelo Flowing Software 2.5 (NEIRA, 2003). Foram registrados ao 

menos 30 mil eventos por amostra.  

 

4.3.7 Avaliação do conteúdo de EROs intracelulares em células HepG-2 

Para avaliar o efeito dos compostos na produção intracelular de EROs, foi 

utilizada a sonda fluorescente 2',7'-dicloro-dihidro-fluoresceína diacetato (DCFH-DA) 
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que, ao ser internalizada pelas células e ter seus grupos acetato removidos, emite uma 

fluorescência verde ao reagir com compostos que possuem um elétron desemparelhado 

na última camada de valência (KALYANARAMAN et al., 2012).  

Células HepG-2 foram semeadas (1.106 por poço) em placas de 6 poços, e após 24 

horas de aderência, as células foram tratadas por 12 horas com os compostos IP-Se-05 e 

IP-Se-06 nas concentrações de 0,51 µM e 0,02 µM, respectivamente. Após o tempo de 

tratamento, as células foram lavadas com HBSS e então incubadas com DCFH-DA na 

concentração de 1 µM durante 30 minutos. Em seguida, foram lavadas duas vezes com 

HBSS, e tripsinizadas por 3 minutos. O conteúdo dos poços foi transferido para tubos 

eppendorfs e após centrifugação, este conteúdo foi transferido para tubos de citometria. 

A intensidade da fluorescência foi analisada em citometria de fluxo no canal FITC 

(FACSCanto II, BD, EUA), os picos gerados foram calculados utilizando o Flowing 

Software 2.5. Foram registrados ao menos 10.000 eventos por amostra. 

 

4.3.8 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) em células de A172 

O potencial de membrana mitocondrial foi medido utilizando a sonda fluorescente 

tetramethylrhodamine ethyl ester perchlorate (TMRE). O TMRE é um corante catiônico 

permeável que se acumula em mitocôndrias ativas, porém mitocôndrias despolarizadas 

são incapazes de reter o corante. Assim, a intensidade do sinal de fluorescência do corante 

pode ser usada como um marcador do potencial de membrana mitocondrial (COX et al., 

2008).  

Para esse ensaio, células A172 foram semeadas em placas de 12 poços (4.105 por 

poço). Após a confluência, as células foram tratadas com o composto IP-Se-06 na 

concentração de 1 µM durante o período de 6 horas. Após o tempo de tratamento, as 

células foram lavadas com PBS e incubadas com uma solução de HBSS contendo TMRE 

(1 µM) durante 20 minutos a 37 °C. Posteriormente as células foram lavadas com HBSS, 

e transferidas para placa de leitura fluorescente para medição da intensidade de 

fluorescência (excitação de 549 nm e emissão de 575 nm) utilizando o multileitor de 

placas (TECAN Infinity M200). 

4.3.9 Marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes 

  Para a avaliação de marcadores de estresse oxidativo e defesas antioxidantes, 

células HepG-2 foram plaqueadas (4.105 por poço) em placas de 12 poços. Após 24 horas, 
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as células foram tratadas com os compostos testados por 6 horas. Após o tempo de 

tratamento, os poços foram lavados duas vezes com PBS e as células ressuspensas em 

PBS/Triton 1%, centrifugadas a 5000 g por 5 minutos, e o sobrenadante foi utilizado para 

as determinações das defesas antioxidantes e estresse oxidativo. O conteúdo total de 

proteínas das amostras foi quantificado pelo teste de Bradford utilizando BSA como 

padrão (BRADFORD, 1976). Para células HepG-2 foram testados os compostos IP-Se-

05 e IP-Se-06 nas concentrações 0,51 µM e 0,02 µM, respectivamente. Para células 

A172, o composto IP-Se-06 foi utilizado na concentração de 1 µM. 

 

4.3.9.1 Avaliação da atividade da catalase (CAT)   

A atividade da CAT foi determinada seguindo o método proposto por Aebi (1984), 

o qual é baseado na velocidade (Vmáx) de degradação do H2O2 em água e oxigênio e 

quantificada na absorbância de 240 nm. Após a centrifugação, foram utilizados 5 µL do 

sobrenadante de cada amostra e adicionados 200 µL de solução de H2O2 30% (10 mM) 

preparada com tampão fosfato 50 mM, pH 7,0 em placa de 96 poços. Imediatamente, em 

leitor TECAN Infinity M200 foi realizada uma leitura cinética em 240 nm durante 5 

minutos. Os valores foram expressos em nmol (min.mg proteína) -1. 

4.3.9.2 Atividade da Tiorredoxiona Redutase (TrxR) 

A atividade da TrxR foi medida acompanhando a oxidação do DTNB dependente 

de NADPH (ARNÉR et al., 1998). As amostras foram adicionadas a uma solução de 

tampão fosfato 0,1 M, pH 7,0; EDTA 10 mM; DTNB 5 mM e 0,2 mg/mL de BSA. A 

mistura foi incubada por 5 minutos para estabilizar a reação dos tióis livres com o DTNB 

presente no meio. Então, foi adicionado NADPH (0,2 mM) e a reação foi acompanhada 

à 412 nm por 5 minutos em leitor TECAN Infinity M200. A diferença na velocidade da 

reação antes e depois da adição do NADPH foi utilizada para expressar a atividade da 

TrxR (µmol.min-1 mg proteína-1). 

 

4.3.9.3 Atividade da Glutationa redutase (GR) 

 A atividade da GR foi medida pela oxidação de NADPH na presença de GSSG 

(CARLBERG e MANNERVIK, 1985). Em placa de 96 poços foram adicionados 5 µL 

de sobrenadante da amostra e 200 µL de meio de reação contendo tampão fosfato 0,1 M, 

pH 7,0; 1 mM de EDTA e NADPH 0,225 mM. A reação catalisada pela GR foi iniciada 
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pela adição de 1 mM GSSG, consumindo NADPH (340 = 6220 mol-1.cm-1). Em seguida, 

foi realizada uma leitura cinética a 340 nm durante 3 minutos (18 ciclos/20s) em leitor 

TECAN Infinity M200. Os valores da atividade da enzima GR foram expressos em µmol 

(min.mg proteína) -1.  

4.3.9.4 Atividade da Glutationa peroxidase (GPx) 

A atividade da GPx foi avaliada pelo método proposto por Flohé e Gunzler (1984). 

A GPx dismuta o tert-butilhidroperóxido (t-BuOOH) gerando uma ponte de dissulfeto 

entre duas moléculas de GSH (GSSG), que por sua vez, retorna ao estado reduzido (GSH) 

pela ação da GR que oxida o NADPH. A velocidade de oxidação do NADPH é 

proporcional à atividade de GPx presente na amostra.  

Em placa de 96 poços foram adicionados 5 μL do sobrenadante de cada amostra, 

200 μL de meio de reação e 5 μL de t-BuOOH. Em seguida, foi realizada uma leitura 

cinética a 340 nm durante 3 minutos (18 ciclos/20s) em leitor TECAN Infinity M200. Os 

valores foram expressos em μmol (min.mg proteína) -1. 

4.3.9.5 Conteúdo total de GSH 

O conteúdo total de GSH foi determinado pelo método fluorimétrico proposto por 

Hissin e Hilf (1976), o qual utiliza o reagente fluorescente o-ftaldialdeído (OPT) que é 

capaz de ligar-se a grupos –SH livres, formando o complexo GS-OPT, que pode ser 

medido em excitação de 350 nm e emissão de 420 nm.   

Para tal procedimento, foi utilizado 100 µL de tampão fosfato de sódio 100 mM, 

pH 8,0, EDTA 0,005 M e TCA 2,5%. Em uma placa de coloração escura (preta) de 96 

poços, foram pipetados 50 µL do sobrenadante oriundo da centrifugação da amostra, 100 

µL de tampão fosfato de sódio 100 mM, pH 8,0 e 50 µL de OPT. Além disso, foi 

construida uma curva padrão de GSH para obtenção da equação da reta utilizada para o 

cálculo final. O conteúdo total de GSH foi expresso em µM de GSH/µg de proteína. 

 

4.3.10 Ensaio de imunocitoquímica para detecção da HIF-1α 

 As células A172 foram semeadas (4.105 por poço) em placas de 12 poços, e após 

24 horas de aderência, foram tratadas por 48 horas com o composto IP-Se-06 na 

concentração de 1 µM. Após o tempo de tratamento, as células foram gentilmente lavadas 

e fixadas com paraformaldeído (4%) por 15 minutos, e lavadas três vezes com PBS. Em 
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seguida, as células foram tratadas com solução de bloqueio (0,5% BSA em PBS contendo 

0,3% de Triton X-100) por 1 hora a temperatura ambiente e incubadas com anticorpo 

HIF-1α (diluição 1:500), permanecendo overnight a 4 °C. Transcorrido esse tempo, as 

células foram lavadas três vezes com PBS e, em seguida, incubadas com anticorpo 

secundário IgG policlonal (diluição 1:1000) por 1 hora. Os núcleos das células foram 

corados com DAPI (3 μg/mL). Por fim, as imagens das células foram adquiridas a partir 

de campos escolhidos aleatoriamente para cada condição utilizando um microscópio 

fluorescente Olympus IX83, conforme figura 16. 

 

Figura 16 - Imunocitoquímica para localização de HIF-1α. 

 

 

 

 

Legenda. Coloração azul (marcação nuclear com DAPI), coloração verde (marcação de HIF-1α). 

 

 

4.3.11 Ensaios de imunoeletroforese  

As células HepG-2 foram semeadas (4.105 por poço) em placas de 6 poços, 

incubadas em estufa de CO2 (5%) por 24 horas e tratadas com os compostos IP-Se-05 e 

IP-Se-06 nas concentrações de 0,51 µM e 0,02 µM, respectivamente, por um período de 

48 horas. Transcorrido o tempo de incubação, as células foram lavadas com PBS, 

adicionando-se tampão de lise RIPA (TRIS-HCl 25mM, NaCl 150 mM, 1% Igepal NP40, 

0,1% dodecil sulfato de sódio, 0,25% ácido desoxicólico, fluoreto de fenilmetilsulfonil 1 

mM, pH 7,4), suplementado com coquetel de inibidores de proteases (1%) e fosfatases 

(3%), durante 5 minutos. Em seguida, as amostras foram colhidas com auxílio de rastel e 

centrifugadas (10.000 g, 15 minutos). A dosagem de proteínas das amostras foi feita 

seguindo o método de Bradford (1976). Após a determinação da quantidade de proteínas, 

alíquotas das amostras foram desnaturadas em 20% de tampão Laemmli (TRIS-HCl 60 

mM, 15% glicerol, 1% dodecil sulfato de sódio, 0,9% ditiotreitol, 0,001% azul de 

bromofenol, pH 6,8) e fervidas por 5 minutos. As amostras (25 µg de proteínas) foram 

pipetadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e embebidas em tampão de eletroforese 

(TRIS 12 mM, 36% glicerol, 2,5% dodecil sulfato de sódio, pH 8,3), realizando-se a 

corrida eletroforética a 100 V durante 1 hora. Em seguida, o gel foi sobreposto a uma 



 
 

78 
 

membrana de nitrocelulose, realizando-se a eletrotransferência a 100 V por 

aproximadamente 2 horas, utilizando-se o tampão de transferência gelado (TRIS 54 mM, 

45% glicina, 20% metanol P.A., pH 8,3). Após a transferência, a membrana foi imersa 

em uma solução de bloqueio contendo leite em pó (50 mg/mL) e tampão TTBS (TRIS 

198 mM, NaCl 137 mM e 0,01% Tween 20, pH 7,6) por 1 hora sob agitação orbital. A 

membrana de nitrocelulose foi lavada com TTBS por 10 minutos e incubada com 

anticorpo primário overnight a 4 °C, de acordo com a diluição indicada pelo fabricante. 

Posteriormente, a membrana foi lavada com TTBS e, em seguida, incubada com anticorpo 

secundário em agitação orbital por 1-2 horas de acordo com a diluição indicada no 

datasheet. Por fim, a membrana foi novamente lavada, incubada com a solução reveladora 

do kit quimioluminescente Westar Nova® 2.0 (Bologna, Itália) e por fim inserida no 

fotodocumentador ChemiDoc™ MP Imaging System (Bio-Rad).  

As células A172 foram semeadas (4.105 por poço) em placas de 6 poços, 

incubadas em estufa de CO2 (5%) por 24 horas e tratadas com o composto e IP-Se-06 na 

concentração de 1 µM por um período de 48 horas. Após o tempo de tratamento as células 

foram lavadas com PBS gelado e lisadas utilizando tampão de lise (Tris-HCl 500 mM, 

10% de dodecil sulfato de sódio, ácido etilenodiamina tetracético 100 mM, pH 6,8) com 

auxílio de um rastel. Posteriormente, foi utilizado o tampão Laemmli (Tris-HCl 60 mM, 

10% de glicerol, 5% de β-mercaptoetanol, 0,01% de azul de bromofenol, pH 6,8) para 

desnaturação de proteínas. As amostras foram fervidas por 10 min e as proteínas totais 

dos lisados foram quantificadas de acordo com Lowry (1951). Após esse processo, a 

eletroferese e todas as etapas seguintes foram realizadas como descrito acima para células 

HepG-2. 

4.4 Ensaios biológicos in vivo  

4.4.1 Animais  

Para a avaliação da atividade antitumoral in vivo dos compostos estudados in vitro, 

foram utilizados camundongos isogênicos Balb/C (Mus muscullus), machos (20 ± 2 g), 

com idade de aproximadamente 60 dias, obtidos da reprodução e manejo controlados no 

biotério setorial do Laboratório de Bioquímica Experimental (LABIOEX), Centro de 

Ciências Biológicas, UFSC. Os animais foram divididos em grupos de 10 e mantidos em 

gaiolas plásticas sob condições controladas (ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura 
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de 25±2oC e aproximadamente 60% de umidade do ar). Os animais receberam ração 

comercial e água ad libitum.  Este projeto foi submetido à avaliação pelo Comitê de Ética 

para o Uso de Animais (CEUA), desta universidade, o qual foi aprovado sob o número 

PP00784.  Ainda, este estudo foi realizado de acordo com as recomendações das diretrizes 

Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments (ARRIVE) para o cuidado e uso de 

animais de laboratório. 

4.4.2 Modelo do tumor ascítico de Ehrlich (TAE) – Protocolo Experimental  

  As células do carcinoma de Ehrlich são mantidas no LABIOEX em camundongos 

submetidos a um transplante sistemático. Estas células foram obtidas junto à 

Universidade do Vale do Itajaí (UNIVALI, Itajaí, SC, Brasil).  O composto IP-Se-06 foi 

testado pela primeira vez in vivo neste estudo, por isso fez-se necessária a adequação das 

concentrações do mesmo. Para isso, foram utilizadas três diferentes concentrações: 1 

mg/kg, 5 mg/kg e 10 mg/kg do composto IP-Se-06. Células (5.106) de TAE que foram 

inoculadas no abdome dos animais para induzir o desenvolvimento do tumor. O dia da 

inoculação foi considerado dia zero. Após a adequação e definição da melhor 

concentração a ser usada para as análises, os animais foram divididos em três grupos 

(n=18):   

a) Grupo controle negativo: tratado veículo (solução salina)  

b) Grupo controle positivo: tratado com doxorrubicina (1 mg/kg)  

c) Grupo tratado com IP-Se-06 (1 mg/kg ou 5 mg/kg ou 10 mg/kg)  

As soluções de tratamento foram preparadas diariamente, e os tratamentos 

iniciados 24 horas após a inoculação das células do TAE e realizados por via 

intraperitoneal (i.p). Os tratamentos foram realizados durante 9 dias consecutivos. No 

décimo dia, seis animais de cada grupo foram submetidos à análise de inibição do 

crescimento tumoral, angiogênese e glicemia. O restante dos animais foi mantido para a 

análise de sobrevida conforme proposto por Kaplan e Meier (1958).  

4.4.3 Inibição do crescimento tumoral e tempo de sobrevida dos animais  

A inibição do crescimento do tumor foi avaliada levando em consideração a 

medida da circunferência abdominal, conforme proposto por Kviecinski e colaboradores 

(2008). A variação destas medidas foi calculada por subtração dos valores de 

circunferência (cm) medidos no primeiro e último dia de tratamento. O percentual de 
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inibição do crescimento do tumor (% ICT) foi determinado a partir da seguinte equação 

(KVIECINSKI et al., 2011):  

 

ICT (%) = (variação média da circunferência abdominal do grupo teste x 100/medida 

média do grupo controle negativo) - 100 

4.4.4 Avaliação do efeito antiangiogênico 

Para a avaliação do efeito antiangiogênico do tratamento com IP-Se-06, foi 

realizado a contagem e classificação dos vasos sanguíneos na região subcutânea do 

peritônio dos animais. Os vasos foram classificados em tipo 1 (vaso mais longo), tipo 2 

(vasos secundários derivados do vaso mais longo) e tipo 3 (vasos terciários derivados de 

vasos secundários) e contados com auxílio do software ImageJ conforme metodologia 

descrita por Hajra e colaboradores (2018), com modificações. 

4.4.5 Avaliação do perfil glicêmico 

 Para investigação dos níveis plasmáticos de glicose, foi utilizado o kit de glicose 

da Labtest®. Para tal procedimento, foram retiradas alíquotas de sangue da veia caudal 

dos animais e o processo de dosagem de glicemia foi realizado conforme protocolo 

sugerido pelo fabricante, onde a intensidade da cor é proporcional à concentração de 

glicose da amostra. 

4.4.6 Análise estatística  

Os resultados foram expressos em termo de Média ± Desvio Padrão. Todos os 

ensaios in vitro foram realizados em triplicata. Os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância (ANOVA) one-way para células HepG-2 e two-way para células 

A172 e complementado pelo teste post-hoc Tukey-Kramer, utilizando o software 

Graphpad Prism 8.0 (San Diego, EUA). Os valores de p<0,05 foram considerados 

estatisticamente significativos.  

 

4.5 Ensaios in silico 

Para a predição dos parâmetros físico-químicos e perfis de absorção, distribuição, 

metabolismo, excreção e toxicidade do composto que obtiveram os melhores resultados 

nos ensaios in vitro e in vivo, primeiramente foram gerados SMILES (Simplified 

Molecular-Input Line-Entry System) utilizando o programa Marvin Stech version 17.15 
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e então foram submetidos a plataformas de bioinformática de livre acesso  SwissADME 

(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), ADMETlab (DONG et al., 2018) e ADMETLab 

2.0 (XIONG et al., 2021), para obtenção dos valores e scores referentes a propriedades 

físico químicas, farmacocinéticas, semelhanças estruturais a fármacos pré-existentes, 

toxicidade, dentre outros parâmetros do composto estudado. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Parte I – Efeitos das imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas em células HepG-2 

 

5.1.1 Citotoxicidade e seletividade das imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas  

Na tentativa de identificar compostos promissores para o tratamento do carcinoma 

hepatocelular, o presente trabalho investigou o efeito citotóxico de dez derivados de 

imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas. A seleção dos compostos mais citotóxicos foi 

realizada por meio do ensaio do MTT, calculando-se a CI50 para as linhagens celulares 

HepG-2 e McCoy. O composto IP-01 (molécula protótipo que não contém selênio na sua 

estrutura) obteve CI50 de 83,50 µM, enquanto os derivados de imidazo[1,2-a] piridinas 

seleniladas mostraram resposta citotóxica diversas, variando a CI50 de 0,03 µM até >100 

µM, conforme apresentado na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Citotoxicidade das imidazo[1,2-a] piridinas e índice de seletividade após o 

tratamento por 72 horas. 
 

 CI50 (μM) 

Compostos HepG-2 McCoy Índice de 

Seletividade 

(IS) 

IP-01 83,5 >100 >1,2 

IP-Se-01 >100 >100 >1,0 

IP-Se-02 87,7 74,0 0,8 

IP-Se-03 80,6 2,0 0,3 

IP-Se-04 56,8 >100 >1,8 

IP-Se-05 0,85 26,8 31,5 

IP-Se-06 0,03 12,0 400,0 

IP-Se-07 38,9 34,9 0,9 

IP-Se-08 22,0 83,9 3,8 

IP-Se-09 28,0 35,7 1,3 

IP-Se-10 38,5 46,5 1,2 
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Doxorrubicina 0,12 0,19 1,6 

Legenda. Os compostos foram testados na linhagem tumoral HepG-2 e em células não tumorais (McCoy) 

nas concentrações de 0,1 a 1000 µM durante 72 horas. IS representa o valor CI50 da linhagem celular 

normal/CI50 da linhagem celular tumoral. Os resultados foram expressos como a média de três experimentos 

independentes (n=3) e a CI50 calculada com auxílio do software GraphPad Prisma versão 8.0. 

 

Ao analisar a tabela 2, é possível observar que os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 

causaram maior efeito citotóxico apresentando os menores valores de CI50 (0,85 µM e 

0,03 µM, respectivamente), para a linhagem tumoral HepG-2. Além disso, os compostos 

IP-Se-05 e IP-Se-06 também demonstraram maior seletividade quando comparados com 

o tratamento na linhagem celular não tumoral.  

Os diferentes grupamentos químicos podem ter contribuído para o efeito 

citotóxico dos compostos em estudo. A presença do radical (2-metoxifenil) selenil na 

posição C-3 da imidazo[1,2-a]piridina no composto IP-Se-06 (Figura 17) causou um 

aumento significativo na citotoxicidade e seletividade, levando a uma diminuição na 

viabilidade das células HepG-2 mesmo quando comparada ao quimioterápico padrão 

doxorrubicina. O composto IP-Se-05 por sua vez, apresenta o grupamento naftaleno em 

sua estrutura, tornando-o mais lipofílico quando comparado ao composto IP-Se-06. 

Segundo Badisa e colaboradores (2009), a seletividade de um composto pode ser 

mensurada através do índice de seletividade (IS = CI50 obtido para a linhagem não 

tumoral/ CI50 obtido para a linhagem tumoral), sendo um composto considerado seletivo 

se o IS for maior que 2 (dois). Dessa forma, optou-se por dar continuidade aos estudos 

com os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06, que além de apresentarem os menores valores 

para CI50, apresentaram o maior índice de seletividade (31,5 e 400,0 respectivamente) 

para a célula tumoral em estudo.  

 

Figura 17 – Estrutura química dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06. 

 

A            B  

 

 

 

 



 
 

84 
 

Legenda. Estrutura química dos compostos mais promissores. (A) Estrutura do composto IP-Se-05 ((7-

metil-3- (naftaleno-1-selenil) -2-fenilimidazo [1,2-a] piridina). (B) Estrutura do composto IP-Se-06 (3 - 

((2-metoxifenil) selenil) -7-metil-2-fenilimidazo [1,2-a] piridina.  

 

O CHC configura entre as principais causas de morte por câncer no mundo. Uma 

das razões da alta taxa de mortalidade é que até o momento não há uma terapia 

completamente efetiva para esse tipo de tumor (ALTEKRUSE et al., 2014; 

BAHARUDIN et al., 2020). A imidazopiridina é um anel 5-6 heterocíclico formado pela 

fusão do imidazol com a piridina, sendo amplamente investigado na química medicinal 

(HE et al., 2020; JIANG et al., 2020; O'MALLEY et al., 2018; WANG et al., 2020). 

Dentre os seus derivados, as imidazo[1,2-a] piridinas são as de maior importância na área 

farmacêutica (BAGDI et al., 2015), sendo amplamente investigadas para o tratamento de 

inúmeras doenças, dentre elas o câncer. 

A atividade citotóxica de derivados de imidazopiridinas em linhagens tumorais 

está bastante evidenciada em estudos recentes (GUÇLU et al., 2018; SUNKARI et al., 

2019). Basu e colaboradores (2017) avaliaram o efeito antitumoral de imidazopiridinas 

com núcleo tiazol/tiofeno em células de câncer de pulmão humano (A549), células de 

carcinoma cervical humano (HeLa) e células de glioma humano (U-87) e demonstraram 

citotoxicidade para todas as linhagens tumorais avaliadas, indicando que essa classe de 

compostos é capaz de atuar em diferentes linhagens tumorais. 

Ainda, sabe-se que compostos contendo selênio podem ser promissores agentes 

antitumoral. No estudo de Barbosa e colaboradores (2018) foram testados compostos 

inéditos derivados de diidropirimidinonas contendo selênio em suas estruturas frente as 

linhagens tumorais MCF-7 e HeLa e, os autores relataram importante efeito citotóxico na 

linhagem MCF-7 com valores de CI50 entre 3,9 μM e 59,1 μM. Almeida e colaboradores 

(2018) investigaram o efeito citotóxico das imidazopiridinas seleniladas em células MCF-

7, HeLa e HRT-18 (câncer colorretal) e obtiveram valores de CI50 que variaram de 12,5 

μM até > 100 μM. 

Sendo assim, a partir dos efeitos citotóxicos e seletivos promissores para células 

HepG-2 (Tabela 2), este estudo buscou investigar os possíveis mecanismos de ação 

envolvidos na citotoxicidade dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06, nesta linhagem celular. 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cervical-carcinoma-cell-line
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cervical-carcinoma-cell-line
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/glioma-cell-line
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5.1.2 Atividade anticlonogênica e tipo de morte celular induzida em células 

HepG-2 

Com base no resultado obtido através do ensaio de MTT, foi investigado o efeito 

antiproliferativo dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 por meio do ensaio de formação de 

colônias. Também foi analisado o tipo de morte celular induzido em células HepG-2, 

assim como proteínas envolvidas em sua sinalização (Figura 18 e 19). 

 

Figura 18 - Efeito de imidazo [1,2-a]piridinas seleniladas (IP-Se-05 e IP-Se-06) sobre a 

proliferação celular em células HepG-2. 

 

 

  

 

 

 

 

 

Legenda. Porcentagem de colônias formadas em células não tratadas (controle) e tratadas com os compostos 

IP-Se-05 (0,51 µM) e IP-Se-06 (0,02 µM) durante 72 horas. Os resultados foram expressos pela Média ± 

Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de Tukey-Kramer. (**) indica diferença 

estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,01. 

 

Conforme apresentado na figura 18, ao analisar as células tratadas com as 

imidazopiridinas seleniladas em estudo, foi observado um importante efeito 

antiproliferativo para as células HepG-2 quando tratadas com o composto IP-Se-06 (0,02 

µM), diferindo significativamente da amostra do controle (p<0,01). Embora seja possível 

visualizar diminuição, o composto IP-Se-05 não obteve diferença estatisticamente 

significativa em relação ao número de colônias quando comparado com o controle. 

De forma geral, pesquisas conduzidas com derivados de imidazopiridinas 

apresentam efeito antiproliferativo in vitro em linhagens tumorais. O estudo conduzido 

por Muniyan e colaboradores (2014) avaliou o efeito antiproliferativo de três novos 

derivados de imidazopiridinas em células LNCaP C-81 (carcinoma de próstata humano) 
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e obtiveram inibição da proliferação celular mediante redução da sinalização da via 

PI3K/Akt. Já estudo realizado por Sayeed e colaboradores (2017) avaliou o efeito dos 

derivados de imidazopiridina-propenona sobre a proliferação de quatro linhas celulares 

de câncer humano: próstata (DU-145), pulmão (A549), cervical (HeLa) e mama (MCF-

7), sendo a inibição da proliferação mais pronunciada em células A549. 

A adição do selênio na estrutura de imidazo[1,2-a] piridinas em estudo também 

pode ter contribuído para o efeito antiproliferativo produzido pelos compostos, 

especialmente pelo IP-Se-06. Barbosa e colaboradores (2018) ao introduzirem o selênio 

em novas selenoureas observaram uma significativa ação antiproliferativa desses 

compostos em células MCF-7. Benassi e colaboradores (2020) também demonstraram 

importante efeito citotóxico em células HepG-2 submetidas a novos selenoésteres 

derivados de diidropirimidinonas.  

Tendo em vista os resultados relativos à citotoxicidade e a inibição da proliferação 

celular em células HepG-2, foi investigado o tipo de morte celular induzido pelos 

compostos selenilados, assim como os níveis de proteínas envolvidas na sinalização para 

a morte celular (Figura 19). 

 

Figura 19 - Tipo de morte induzida em células HepG-2 pelas imidazo[1,2-a]piridinas 

seleniladas (IP-Se-05 e IP-Se-06) e conteúdo de proteínas envolvidas na sinalização 

para a morte celular. 
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B                 C 

 

Legenda. As células HepG-2 foram expostas aos compostos IP-Se-05 (0,51 µM) e IP-Se-06 (0,02 µM). 

(A) Porcentagem do número de células viáveis, apoptóticas e necróticas em células expostas aos compostos 

IP-Se-05 e IP-Se-06, após o tratamento de 72 horas. (B) Conteúdo de p53 e Bcl-xL após o tratamento com 

IP-Se-05 e IP-Se-06 em relação ao controle após o tratamento de 48 horas. (C) O gráfico em barras 

demonstra os níveis relativos de proteína por análise em Western blotting. Os resultados foram expressos 

pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de Tukey-Kramer. Os dados foram 

normalizados com o nível de β-actina. (*), (**) e (***) indicam diferença estatisticamente significativa 

comparada ao controle (não tratado) com p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente. 

 

As células tratadas com IP-Se-05 apresentaram maior número de células 

necróticas quando comparadas ao grupo controle (p<0,01), por outro lado não houve 

diferença estatística na quantidade de células apoptóticas. Ainda, o IP-Se-05 diminuiu o 

conteúdo de Bcl-xL (p<0,01) e aumentou os níveis de p53 (p<0,01). Para o tratamento 

com o IP-Se-06 foi observado um maior número de células necróticas (p<0,01) e 

apoptóticas (p<0,01) quando comparadas ao controle, assim como também o tratamento 

como o composto diminuiu o conteúdo de Bcl-xL (p<0,01) e elevou o conteúdo de p53 

(p<0,05). Portanto, tais efeitos, com exceção do conteúdo da proteína p53, parecem ser 

mais acentuados para o tratamento com IP-Se-06. 

A ativação de vias de sinalização para a morte celular é um dos principais 

mecanismos investigados para o desenvolvimento de novos compostos com potencial 

terapêutico para o tratamento do câncer (YUE et al., 2017). Os mecanismos que levam a 

ativação de morte celular por apoptose têm sido amplamente investigados, sendo bem 

elucidados duas principais vias de ativação de apoptose: a via extrínseca e a via intrínseca 

(BARAKAT et al., 2019). De forma geral, a via extrínseca é iniciada, principalmente, 

pela ativação de receptores de morte na membrana celular, que ao serem ativados 

interagem com o domínio de morte FADD++, recrutando as caspases 8 e 10. Estas ativam 

as caspases-3, 6 e 7 executando a morte celular por apoptose (PETER, 2011). Em 

contrapartida, a via intrínseca da apoptose envolve a permeabilização da membrana 
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mitocondrial externa e é controlada por proteínas pró-apoptóticas como Bax, Bak, Bad e 

Bid, e anti-apoptóticas como Bcl-2 e Bcl-xL que atuam na promoção e inibição da 

porosidade da membrana mitocondrial, favorecendo ou inibindo a liberação do citocromo 

c para o citosol (BORNER, 2003). De acordo com os resultados obtidos, é possível supor 

que as imidazopiridinas seleniladas em estudo, especialmente o composto IP-Se-06, 

tenham atuado para a ativação da via intrínseca de apoptose, uma vez que houve aumento 

do número de células apoptóticas e diminuição do conteúdo da proteína Bcl-xL. 

A proteína p53 desempenha importante papel na ativação de morte celular, pois é 

capaz de regular a expressão de genes da família Bcl-2 (MUKHTAR et al., 2012). Ainda, 

é responsável por manter a integridade da molécula do DNA, evitando a divisão de células 

que carregam versões mutadas do genoma. Sob estresse, hipóxia ou dano ao DNA, a p53 

é translocada do citoplasma para o núcleo, onde ativa genes necessários para a parada do 

ciclo celular, como por exemplo a proteína p21, que atua inibindo CDKs e conduzindo a 

parada do ciclo celular na fase G1 para o reparo do dano. Se o dano ao DNA for severo, 

a p53 induz a expressão de proteínas pró-apoptóticas, desencadeando morte celular por 

apoptose (WADE et al., 2010). Os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 aumentaram os níveis 

de p53, que por sua vez pode ter modulado os níveis de Bcl-xL, ocasionando a morte 

celular por apoptose, conforme apresentado na figura 19 B.  

A modulação de p53 ocasionada por derivados de imidazopiridinas torna-se uma 

característica promissora para o tratamento de CHC, uma vez que mutações em p53 são 

consideradas assinaturas genéticas no desenvolvimento desse tipo de câncer 

(REBOUISSOU e NAULT, 2020; SCHULZE et al., 2015). Almeida e colaboradores 

(2018) avaliaram o efeito antitumoral dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 em células 

MCF-7 e obtiveram resultados semelhantes aos achados neste estudo, sugerindo que os 

compostos possuem importante ativação de morte celular via p53 para diferentes 

linhagens tumorais. Rudolf e colaboradores (2008) demostraram que os compostos 

contendo selênio em suas estruturas ativam a proteína p53 e induzem a morte celular 

independente da expressão de caspases em células neoplásicas. Segundo dados da 

literatura, p53 regula a expressão de diferentes membros das proteínas da família Bcl-2, 

podendo desencadear ativação de apoptose por via intrínseca (DASHZEVEG e 

YOSHIDA, 2015). A regulação positiva de p53 pode levar à inibição de proteínas anti-

apoptóticas, como Bcl-xL e diminuição do sinal de sobrevivência, como as proteínas da 
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via PI3K/Akt/mTOR (HAUPT et al., 2003). O estudo de Liu de colaboradores (2019) 

sugeriu que a ativação de p53 conduziu à regulação positiva de Bax e à regulação negativa 

de Bcl-2, esse desequilíbrio entre Bax/Bcl-2 ocasionou disfunção mitocondrial, a qual 

induziu a via mitocondrial de apoptose em células HepG-2.  

Diferentes estudos demonstram que morte celular por apoptose é o principal 

mecanismo de ação antitumoral de compostos contendo selênio (FAN et al., 2014; 

WANG et al., 2016). Segundo Chen e colaboradores (2020), essa característica deve-se 

a capacidade de compostos de selênio em ativar proteínas pró-apoptóticas como Bax e 

Bim. Bidkar e Gosh (2017) avaliaram os efeitos de nanopartículas contendo selênio e o 

antitumoral paclitaxel e os autores observaram aumento de morte celular por apoptose 

através de disfunção mitocondrial em células tumorais de pulmão (A549), mama (MCF-

7), cervical (HeLa) e cólon (HT29) promovendo o aumento de Bax e a diminuição de 

Bcl-xL. Benassi e colaboradores (2020) também demonstrou aumento de Bax e p53 em 

células HepG-2 tratadas com derivados de selenoésteres. Finalmente, Wu e colaboradores 

(2019) investigaram o efeito antitumoral de selenito de sódio em associação com 

doxorrubicina em um modelo in vivo de câncer gástrico e demonstraram indução de morte 

celular por apoptose via disfunção mitocondrial.  

 

5.1.3 Efeito dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 sobre o ciclo celular 

 A exposição das células HepG-2 aos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 ocasionou 

morte celular por apoptose com importante aumento do conteúdo da proteína p53. Como 

descrito anteriormente, essa proteína atua diretamente na progressão do ciclo celular, 

podendo levar a parada do ciclo através de p21, que inibe CDKs conduzindo a parada do 

ciclo na fase G1, assim como é capaz de reverter seu bloqueio permitindo sua progressão 

para a fase S. Sendo assim, foi investigado o efeito dos compostos IP-Se-05 (0,51 µM) e 

IP-Se-06 (0,02 µM) na progressão do ciclo celular, por meio de citometria de fluxo, sendo 

os resultados apresentados na figura 20.  
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Figura 20 - IP-Se-05 e IP-Se-06 modificaram a progressão do ciclo celular e a 

proliferação de células HepG-2. 
 

  A          B 

 

 

 

 

Legenda. As células HepG-2 foram tratadas com IP-Se-05 (0,51 µM) e IP-Se-06 (0,02 µM) durante 72 

horas. (A) Alterações no conteúdo de DNA das células no ciclo celular. (B) Porcentagem de distribuição 

de células em diferentes fases do ciclo celular. Os resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, 

n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de Tukey-Kramer. (*) e (**) indicam diferença estatisticamente 

significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,05 e p<0,01, respectivamente. 
 

Conforme apresentado na figura 20, o composto IP-Se-05 diminuiu a quantidade 

de células na fase G2/M (p<0,05) quando comparado ao controle; entretanto não alterou 

de forma estatisticamente significativa o conteúdo de células nas outras fases do ciclo 

celular. Todavia, o composto IP-Se-06 levou a parada do ciclo celular na fase G1 

(p<0,05). Também é possível observar importante diminuição de células na fase S 

(p<0,01), assim como na fase G2/M (p<0,05). 

O composto IP-Se-06 alterou o conteúdo de células em todas as fases do ciclo 

celular, ocasionando parada em G1. A fase G1 é caracterizada por receber estímulos de 

vias de sinalização de proliferação celular para a progressão do ciclo (MALUMBRES e 

BARRACID, 2009). A parada nessa fase ocasionada pelo composto IP-Se-06 pode 

indicar possível atuação da p53, uma vez que houve elevação do conteúdo dessa proteína, 

e esta por sua vez pode ocasionar a parada do ciclo em G1 em caso de dano ao DNA. 

Ainda, a parada em G1 ocasionada pelo composto IP-Se-06 contribuiu de forma 

significativa para a diminuição do conteúdo de células nas fase S, onde ocorre a replicação 

do DNA, e diminuição do número de células em G2/M. Por outro lado, embora o 

composto IP-Se-05 também tenha elevado os níveis de p53, não houve alteração 

significativa na fase G1 do ciclo. A única alteração ocasionada por esse composto foi a 

diminuição de células na fase G2/M. 
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 Compostos derivados de imidazopiridinas parecem atuar diretamente no ciclo 

celular. Sayeed e colaboradores (2017) verificaram que imidazopiridinas conjugadas com 

triazol foram capazes de inibir a progressão do ciclo celular em G2/M, em células 

tumorais de próstata (DU-145), pulmão (A549) e câncer de mama (MCF-7). Aliwaini e 

colaboradores (2019) avaliaram o efeito antitumoral de imidazo[1,2-a] piridinas em 

células de melanoma (A375 e WM 115) e câncer cervical (HeLa), e os resultados 

indicaram parada do ciclo celular em G2/M com diminuição dos níveis de ciclina B1.  

Sabe-se que o ciclo celular é regulado pelas ciclinas e as CDKs (BEHL e 

ZIEGLER, 2014). Como os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 alteraram o número de 

células nas diferentes fases do ciclo: S e G2/M, foram investigados os níveis de ciclina 

B1 e CDK2 em células HepG-2 (Figura 21). 

 

Figura 21 - Efeito dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 nos níveis de proteínas 

envolvidas na progressão do ciclo celular em células HepG-2. 

     A           B 

 

 

 

Legenda. (A) Conteúdo de proteínas envolvidas na progressão do ciclo celular, ciclina B1 e CDK2, após 

exposição aos compostos IP-Se-05 (0,51 µM) e IP-Se-06 (0,02 µM) após o tratamento de 48 horas. (B) Os 

diagramas em barras demostram os níveis relativos das proteínas por análise em Western blotting. Os dados 

foram normalizados com os níveis de β-actina. Os resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, 

n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de Tukey-Kramer. (***) indica diferença estatisticamente 

significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,001. 

 

Foi observada significativa diminuição no conteúdo de ciclina B1 nas células 

expostas ao composto IP-Se-06 (p<0,001), diferentemente do composto IP-Se-05 que 

não alterou o conteúdo dessa proteína. Ainda, os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 

ocasionaram diminuição significativa do conteúdo de CDK2 (p<0,001) em relação ao 

controle. 

A associação CDK2/ciclina B1 configura como uns dos principais reguladores do 

ciclo celular durante a progressão da fase G2 para a fase M (SHAO et al., 2017; YU et 
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al., 2018). Possivelmente a diminuição do conteúdo da ciclina B1 ocasionado pelo 

composto IP-Se-06 contribuiu para a diminuição de células nesta fase do ciclo celular. 

Todavia, o composto IP-Se-05, embora tenha apresentado redução de células em G2/M, 

não alterou os níveis da ciclina B1 de forma significativa quando comparado ao controle, 

o que pode indicar que esse composto não seja capaz de interagir com a ciclina B1 e sim 

com outras proteínas reguladoras dessa fase do ciclo celular. Por outro lado, ambos os 

compostos foram capazes de diminuir os níveis de CDK2, proteína que está envolvida na 

progressão da fase S, na qual ocorre a replicação do DNA (COPELAND et al., 2010). 

Portanto, é possível sugerir que a diminuição do número de células na fase S ocasionada 

pelo tratamento com o composto IP-Se-06 esteja relacionado com a diminuição de 

CDK2. 

Até o presente momento são poucos os estudos na literatura científica que 

investigaram o papel de imidazopiridinas na inibição de CDKs e suas parceiras catalíticas, 

as ciclinas. Almeida e colaboradores (2018) avaliaram os efeitos dos compostos IP-Se-

05 e IP-Se-06 na progressão do ciclo celular em células MCF-7. Os autores demonstraram 

que esses compostos ocasionaram parada do ciclo celular em G2/M com diminuição dos 

níveis de ciclina A. Martínez-Urbina e colaboradores (2010) avaliaram a progressão do 

ciclo celular de células de tumorais de mama (MCF-7) e pulmão (SK-LU-1) expostas a 

derivados de imidazopiridinas. Os autores mostraram que os compostos mais citotóxicos 

foram capazes de causar parada do ciclo celular na fase G2/M com inibição das atividades 

da ciclina B/CDK1 e da ciclina A/CDK2. Ingersoll e colaboradores (2015) avaliaram o 

efeito antiproliferativo de novos derivados de imidazopiridinas frente a células de câncer 

de próstata (LNCaP C-81 PCa) e observaram que os compostos foram capazes de 

diminuir os níveis de ciclina B1 e ciclina D1. 

De acordo com Fan e colaboradores (2016), a presença do selênio na estrutura de 

compostos com atividade antitumoral pode potencializar tal atividade por induzir a parada 

do ciclo celular. Liang e colaboradores (2016) avaliaram os efeitos de derivados de 

selenodiazol com benzimidazol em células de câncer de mama (MCF-7 e MDA-MB231) 

e observaram parada do ciclo em G2/M nas células MDA-MB 231, além de aumento da 

população de células na fase SubG-1 que pode ser indicativo de morte celular por 

apoptose. Esses resultados, segundo os autores, foram associados a inclusão de selênio na 

estrutura das moléculas.   

https://link.springer.com/article/10.1007/s00210-019-01763-7
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5.1.4 Compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 alteram vias de proliferação celular 

 Através do ensaio clonogênico observou-se que o composto IP-Se-06 foi capaz 

de inibir a proliferação das células HepG-2 (Figura 18). Além disso, o mesmo composto 

levou a parada do celular na fase G1 (Figura 20). Nesta fase, ocorre ativação de proteínas 

envolvidas na proliferação celular. Sendo assim, foi investigada a ação dos compostos 

sobre importantes proteínas das vias de sinalização para proliferação e sobrevivência 

celular, MAPK/ERK 1/2 (Figura 22) e PI3K/Akt/mTOR (Figura 23). 

 

Figura 22 – Efeito dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 sobre proteínas da via de 

sinalização ERK 1/2.  
 

  A                    B  

 

 

 

Legenda. (A) Conteúdo de ERK1/2 em relação ao grupo controle após o tratamento com IP-Se-05 (0,51 

µM) e IP-Se-06 (0,02 µM) por 48 horas. (B) Os diagramas em barras demonstram os níveis relativos de 

proteína por análise de Western blotting. Os dados foram normalizados com os níveis de β-actina. Os 

resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de 

Tukey-Kramer. (*) e (**) indicam diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não 

tratado) com p<0,05 e p<0,01, respectivamente. 

 

 

Os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 diminuíram os níveis de ERK1 (p<0,05) e 

ERK2 (p<0,05 e p<0,01, respectivamente), conforme mostrado na figura 22A e 22B. A 

modulação da sinalização da ERK é essencial para reduzir a progressão do tumor, pois 

quando ativada essa via sinaliza para a proliferação das células neoplásicas (ASIATI, 

2016; SU e TANSHINONE, 2018). A diminuição dos níveis de ERK1/2 está em acordo 

com os resultados obtidos no ensaio de parada do ciclo celular em G1 e no ensaio 

clonogênico, nos quais foi identificado efeito antiproliferativo para o composto IP-Se-06. 

Entretanto, é importante notar que o composto IP-Se-05 apesar de ter causado diminuição 

no conteúdo de ERK1/2, não apresentou efeito antiproliferativo quando avaliado pelo 

ensaio clonogênico em células HepG-2. 
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Em células em proliferação, a sinalização de ERK1/2 induzida por Ras controla 

principalmente a transição da fase G1 para a S do ciclo celular. Isso porque ERK1/2 

regulam a transcrição genica da ciclina D1 (codificada por CCND1), favorecendo a 

passagem da fase G1 para a fase S (ALBANESE et al., 1995; LAVOIE et al., 2020). 

Segundo Lawson e colaboradores (2016), o efeito antitumoral dos derivados de 

imidazo[1,2-a]piridina pode estar associado à inibição de cinases; entretanto, até o 

momento, poucos estudos na literatura associam os efeitos de imidazopiridinas na via de 

sinalização MAPK/ERK. Li e colaboradores (2019) avaliaram o efeito antiproliferativo 

de novas imidazopiridinas na fosforilação da via de sinalização Ras/MEK/ERK em 

células de câncer de próstata humano (DU-145) e mostraram que um dos compostos em 

estudo foi capaz de inibir a fosforilação de MEK e ERK de modo dose dependente. Bao 

e colaboradores (2009) avaliaram o efeito de um novo inibidor sintético de HSP90 

(chaperona) da classe de compostos imidazopiridina e observaram redução dos conteúdos 

de Raf/MEK/ERK em linhagens de câncer de mama (Sk-Br-3), pulmão (H1993), gástrico 

(N87) e glioblastoma (M59K, LN18). 

 Tendo em vista os resultados obtidos no ensaio antiproliferativo, somado a 

possível ação de imidazopiridinas em proteínas cinases, foi investigado o efeito dos 

compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 na via de sinalização da proteína Akt igualmente 

envolvida na proliferação e sobrevivência celular, além da progressão tumoral (Figura 

23). 
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Figura 23 – Efeito dos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 sobre proteínas da via de 

sinalização Akt/mTOR. 
 

 A            B 

 

 
Legenda. (A) Imunoeletroforese de proteínas envolvidas na via de sinalização celular Akt, nomeadamente 

Akt, p-Akt, HIF-1α e GLUT-1 após exposição de 48 horas aos compostos IP-Se-05 (0,051μM) e IP-Se-06 

(0,02 μM). (B) Os diagramas em barras demostram os níveis relativos das proteínas por análise com 

Western blotting. Os dados foram normalizados com os níveis de β-actina. (**) e (***) indicam diferença 

estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) em p<0,01 e p<0,001, respectivamente. 

(#) representa diferença estatística entre os dois tratamentos com compostos de selênio em p<0,05. 
 

Conforme observado na figura 23, o composto IP-Se-05 não alterou os níveis da 

proteína Akt, mas foi capaz de diminuir seu conteúdo em sua forma ativa fosforilada (p-

Akt) (p<0,001). A redução dos níveis de p-Akt contribuiu para a diminuição dos 

conteúdos de HIF-1α (p<0,01) e GLUT-1 (p<0,001), uma vez que estes são produtos da 

ativação desta cinase. O composto IP-Se-06 diminuiu o conteúdo da Akt, antes da mesma 

ser fosforilada sugerindo uma modulação up stream na via PI3K/Akt/mTOR ou mesmo 

inibição gênica, o que resultou na diminuição do conteúdo de HIF-1α (p<0,001) e GLUT-

1 (p<0,001). 

A hiperativação da via da PI3K/Akt/mTOR é descrita em diferentes tipos de 

câncer (MAYER e ARTEAGA, 2016), sendo essa via amplamente estudada 

principalmente por estar associada a proliferação e a sobrevivência de células tumorais. 

De acordo com Almeida e colaboradores (2018), a classe de compostos imidazopiridinas 

parecer atuar na via da PI3K/Akt/mTOR contribuindo para a inibição do crescimento de 

células tumorais. Com resultados semelhantes aos achados no presente estudo Fan e 

colaboradores (2017) avaliaram o efeito antiproliferativo de imidazo[1,2-a]piridina frente 
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a um painel de células tumorais e identificaram importante inibição da PI3K e p-Akt, 

indicando essa classe de compostos como promissores na atuação sobre importantes alvos 

terapêuticos, como a via PI3K/Akt/mTOR. 

Sob condições de hipóxia, a Akt pode contribuir para estabilização do HIF-1α. 

Uma vez ativada, a Akt auxilia na translocação do HIF-1α para o núcleo da célula, onde 

será dimerizado com HIF-1β. Essa dimerização favorece a transcrição dos genes de 

GLUT e VEGF (DEBEN et al., 2018; MASSARI et al., 2016). Poucos estudos na 

literatura relatam os efeitos de imidazopiridinas no conteúdo de HIF-1α em células 

tumorais. Li e colaboradores (2013) avaliaram o efeito de derivados de imidazopiridinas 

em células de câncer de mama e encontraram importante redução dos níveis de HIF-1α. 

Segundo os autores, esse resultado foi associado a inibição de PI3K e p-Akt causada pelos 

compostos.  

Células em hipóxia tendem a consumir mais glicose para atender às suas 

necessidades energéticas. O HIF-1α pode mediar essa conversão metabólica através da 

indução de enzimas envolvidas na via glicolítica e superexpressão de transportadores 

GLUT-1, para maior captação de glicose pelas células tumorais (DENKO, 2008; 

MASSARI et al., 2016). Assim, sugere-se que a inibição do HIF-1α pelos compostos IP-

Se-05 e IP-Se-06 pode ser responsável pela diminuição do conteúdo de GLUT-1. Em 

acordo como os resultados obtidos com o presente estudo Ambrosetti e colaboradores 

(2018) observaram que ao inibir HIF-1α, ocorre diminuição da transcrição de GLUT-1 e 

hexocinase 2, indicando que a redução dos níveis de HIF-1α pode contribuir para a 

diminuição da captação de glicose de células tumorais. Há poucos relatos na literatura 

científica sobre os efeitos de imidazopiridinas na modulação de HIF-1α. Fuse e 

colaboradores (2016) sintetizaram e avaliaram a capacidade de análogos de imidazo[1,5-

a] piridina em modular a expressão HIF-1α em células HeLa. Os resultados mostraram 

que os compostos sintetizados foram capazes de inibir HIF-1α de forma análoga ao seu 

conhecido inibidor, YC-1.  
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5.1.5 Efeito de IP-Se-05 e IP-Se-06 nos níveis de EROs intracelulares e fragmentação 

do DNA em células HepG-2 

Segundo Los e colaboradores (2009), a diminuição da captação de glicose pode 

estimular a produção excessiva de EROs em células tumorais. Sendo assim, uma vez que 

os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 diminuíram os níveis de GLUT-1, foi investigado o 

conteúdo intracelular de EROs em células HepG-2 (Figura 24). 

 

Figura 24 - Níveis de EROs em células expostas aos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06. 

 

      A                       B 

 

Legenda. As células HepG-2 foram expostas aos compostos IP-Se-05 (0,51 µM) e IP-Se-06 (0,02 µM) 

durante 12 horas. (A) Geração de EROs demonstrada no histograma da fluorescência de DCFH-DA. (B) 

Diagrama em barras demonstra os níveis de EROs induzidos pelos compostos IP-Se-05 e IP-Se-06.  Os 

resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de 

Tukey-Kramer. (**) indica diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado), 

p<0,01.  
 

 Na figura 24 pode ser observado um aumento nos níveis de EROs intracelulares 

em células HepG-2 quando expostas ao composto IP-Se-06 (p<0,01), diferentemente do 

composto IP-Se-05 que não exerceu efeito nos níveis de EROs quando comparado ao 

grupo controle. 

Níveis elevados de EROs em células tumorais podem levar ao estresse oxidativo e 

indução da morte de celular (GAO et al., 2020). Por esta razão, a elevação dos níveis de 

EROs intracelulares podem ser propostos como um alvo importante na terapia 

antitumoral. Imidazopiridinas parecem modular os níveis de EROs intracelulares. Estudo 

conduzido por Sunkari e colaboradores (2019) associou o efeito citotóxico produzido por 

novos híbridos de bisindol-imidazopiridina aos elevados níveis de EROs produzido pelos 

C
on

tr
ol

e

IP
-S

e-
05

IP
-S

e-
06

0

5

10

15

**

N
ív

ei
s 

d
e 

E
R

O
s

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oxidative-stress


 
 

98 
 

compostos, conduzindo as células tumorais a apoptose. Subba e colaboradores (2016) 

avaliaram uma série de conjugados de imidazopiridinil-1,3,4-oxadiazol contra diferentes 

linhagens tumorais e identificaram que um dos compostos testados foi capaz de inibir a 

topoisomerase II, causando fragmentação do DNA, elevação de EROs e desencadeando 

a morte celular, de modo semelhante ao mecanismo de ação proposto para a 

doxorrubicina. Ainda, Song e colaboradores (2014) avaliaram o efeito de um novo 

derivado de imidazopiridina em diferentes linhagens tumorais e demonstraram que o 

aumento de EROs foi o principal mecanismo para indução de apoptose em três diferentes 

linhagens tumorais testadas: fígado (H-7402), mama (MCF-7) e cólon (HT29) com CI50 

com valores entre 12,35 µM até 29,37 µM. 

A adição de selênio aos compostos também contribui para a geração de EROs. De 

acordo com Kieliszek e colaboradores (2017) e Qui e colaboradores (2010), elevados 

níveis de selênio inorgânico e orgânico induzem um exacerbado estresse oxidativo em 

células tumorais. Altos níveis de selênio também podem causar danos oxidativos ao DNA 

e nas mitocôndrias, levando à disfunção mitocondrial e apoptose dependente ou 

independente de caspases em células tumorais (TAN et al., 2018). Segundo Cheng e 

colaboradores (2012), células de osteossarcoma (U2OS) quando tratadas com selenito de 

sódio apresentaram elevados níveis de EROs, ocasionando a morte celular por apoptose 

devido ao aumento da expressão de p53.  

Além disso, alguns estudos indicam que acrescentar o selênio a compostos com 

propriedades biológicas já descritas, parece promover seletividade celular de modo que 

os danos oxidativos sejam direcionados às células tumorais, poupando células não 

tumorais (PANG e CHIN, 2019). Estudo conduzido por Zeng e colabodores (2014) 

comparou compostos de platina contendo selênio com o antitumoral cisplatina em células 

HepG-2. Os autores constataram que os compostos com selênio na estrutura exerceram 

maior seletividade quando comparado ao antitumoral cisplatina; além disso, os autores 

associaram a morte celular por apoptose a capacidade do selênio em alterar o balanço 

redox das células tumorais. 

Está bem descrito na literatura que níveis aumentados de EROs podem causar 

danos ao DNA (LIU e WANG Z, 2015; SRINIVAS et al., 2019). Dessa forma, devido à 

capacidade do composto IP-Se-06 de elevar significativamente os níveis de EROs em 
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células HepG-2, foi investigado se os compostos seriam capazes de causar danos ao DNA 

(Figura 25). 

 

Figura 25 - Fragmentação do DNA e conteúdo de γ-H2AX em células HepG-2 tratadas 

com IP-Se-05 e IP-Se-06. 

       A   

 

 

 

 

 

 

 

                B                                    C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. As células HepG-2 foram tratadas com IP-Se-05 (0,51 µM) e IP-Se-06 (0,02 µM). (A) Índice de 

dano ao DNA analisado pelo ensaio cometa após 72 horas de exposição aos compostos. (B) 

Imunoeletroforese da proteína usada como marcador de dano ao DNA (γ-H2AX) após 48 horas de 

exposição aos compostos. (C) Os diagramas em barras demostram os níveis relativos de proteína analisadas 

por Western blotting. Os dados foram normalizados com os níveis de β-actina. (**) e (***) denotam 

diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) para p<0,01 e p<0,001, 

respectivamente. (#) indicam diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos com os 

compostos avaliados, p<0,05. 
 

 O composto IP-Se-06 ocasionou fragmentação do DNA em células HepG-2 

(p<0,001), o que provavelmente resultou no aumento dos níveis da proteína γ-H2AX 

(p<0,001), importante marcador de dano ao DNA. Por outro lado, o composto IP-Se-05 

embora tenha elevados os níveis de EROs, tais níveis não diferiram estatisticamente do 

controle, porém, também elevou os níveis da proteína γ-H2AX de forma significativa 

quando comparado ao controle (p<0,001). 
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O DNA é um dos principais alvos na terapia do câncer. Tradicionalmente, a 

indução de danos ao DNA ativa a proteína γ-H2AX, sendo esta um importante marcador 

de dano à molécula do DNA. A histona H2AX uma vez fosforilada (γ-H2AX) interage 

com as proteínas ATM e ATR que fosforilam a p53 ativando-a para que esta conduza as 

células para a parada do ciclo celular e/ou indução de morte por apoptose (HOSOYA e 

MIYAGAWA, 2014).  

Poucos estudos relatam os efeitos de imidazopiridinas sobre a fragmentação do 

DNA. El-Awady e colaboradores (2016) relataram que um novo derivado de 

imidazopiridina foi capaz de potencializar os efeitos citotóxicos da doxorrubicina em 

células de câncer de mama (MCF-7) e de pulmão (A549), ocasionando dano ao DNA das 

células tumorais de forma seletiva através da inibição da fosforilação da proteína ATR. 

Guçlu e colaboradores (2018) também demonstraram aumento de dano ao DNA através 

do ensaio do cometa em células de glioblastoma tratadas com um novo derivado sintético 

de imidazopiridina. Por fim, Almeida e colaboradores (2018) demonstraram danos ao 

DNA induzidos pelas mesmas imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas deste estudo, porém 

em células MCF-7, reforçando que os compostos em estudo interagem diretamente com 

o DNA das células tumorais. 

 

5.1.6 Compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 alteram as defesas antioxidantes 

É descrito na literatura que compostos de selênio são capazes de alterar o balanço 

redox de células tumorais através da modulação de defesas antioxidantes 

(KURŠVIETIENĖ et al., 2020). Por outro lado, o presente estudo demonstrou que os 

compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 diminuíram os níveis de ERK 1/2 e Akt e estas por sua 

vez, são proteínas que pertencem a vias de sinalização que podem ser moduladas pelo 

ambiente redox (MAO et al., 2016; OURIQUE et al., 2016). Nesse sentido, tendo em 

vista o acúmulo de EROs e diminuição dos níveis de Akt e ERK 1/2, foi investigado a 

atividade de enzimas antioxidantes e os níveis do tripeptídeo GSH de células HepG-2 

expostas a esses compostos (Figura 26). 
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Figura 26 – Alteração das defesas antioxidantes em células HepG-2 tratadas com IP-Se-

05 e IP-Se-06. 
 

     A                   B         C  
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Legenda. Efeito dos compostos IP-Se-05 (0,51 μM) e IP-Se-06 (0,02 μM) nos níveis de GSH (A) e na 

atividade de GR (B); GPx (C); CAT(D); TrxR (E) em células HepG-2 após 6 horas de tratamento. Os 

resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de 

Tukey-Kramer. (*), (**) e (***) denotam diferença estatisticamente significativa comparada ao controle 

(não tratado) para p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente.  
 

IP-Se-05 foi capaz de diminuir a atividade da GPx (p<0,001) e TrxR (p<0,01) de 

forma estatisticamente significativa quando comparado ao controle. Por outro lado, o 

composto IP-Se-06 foi capaz de modular todas as defesas antioxidantes diminuindo o 

conteúdo de GSH (p<0,05), e as atividades das enzimas GR (p<0,05), GPx (p<0,001), 

CAT (p<0,01) e TrxR (p<0,01). 

Como já comentado anteriormente, as células tumorais possuem níveis de EROs 

aumentados quando comparados com células não tumorais (MOLONEY E COTTER, 

2018). No entanto, os níveis de EROs podem ser neutralizados por um aumento da 

atividade das defesas antioxidantes nessas células. Esse efeito sugere que estratégias 

terapêuticas que aumentam a geração de EROs e/ou diminuem as defesas antioxidantes 
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podem levar as células tumorais à ativação de diferentes vias de morte celular via indução 

de estresse oxidativo. 

A GSH é o tiol não proteico de maior prevalência nas células e é considerado um 

dos principais mecanismos de defesa contra espécies reativas (DONG et al., 2019). 

Entretanto, em um ambiente tumorigênico, níveis elevados de GSH são capazes de 

proteger as células tumorais, conferindo resistência a medicamentos quimioterápicos 

(BANSAL e SIMON, 2018).  No presente estudo, o composto IP-Se-06 foi capaz de 

diminuir os níveis de GSH quando comparado ao controle. Certamente esse fato está 

associado ao aumento nos níveis de EROs, encontrados nas células expostas a esse 

composto. Sabendo que linhagens celulares resistentes a EROs apresentam níveis 

elevados de GSH (BANSAL e SIMON, 2018; KENNEDY et al., 2020) que dificultam a 

indução de morte celular, a diminuição de GSH encontrada no presente estudo é de grande 

valia. 

A GR reduz a GSSG a GSH utilizando NADPH como doador de elétrons (LIU et 

al., 2014). Conforme mostrado na figura 22, o composto IP-Se-06 foi capaz de diminuir 

a atividade da GR em células HepG-2. A diminuição da atividade dessa enzima é 

interessante, pois reduz a reciclagem de GSH, contribuindo para a diminuição dos níveis 

de GSH. Estudo conduzido por Yan e colaboradores (2019) sustenta a hipótese de que 

compostos que sejam capazes de diminuir a atividade de enzimas necessárias para a 

reciclagem da GSH, principalmente a GR, podem ser direcionados para a terapia 

antitumoral, uma vez que a GSH é um dos principais antioxidantes das células tumorais 

(HARRIS et al., 2015; KENNEDY et al., 2020; SOBHAKUMARI et al., 2012).  

O composto IP-Se-06 diminuiu de forma significativa os níveis de CAT e GPx, o 

que pode ter ocasionado o aumento de H2O2. É provável que esse aumento possa ter 

contribuído para a morte celular por apoptose em células expostas ao composto IP-Se-

06, isso porque o H2O2 possui capacidade de agir em locais distantes da sua formação 

inicial fazendo com que ele interaja com diferentes proteínas, como por exemplo, a cinase 

1 de regulação de sinal da apoptose (ASK1) que atua como um importante mediador da 

apoptose induzida por EROs. O H2O2 ao interagir com a ASK-1 leva a sua ativação 

(SHIIZAKI; NAGURO; ICHIJO, 2013). 

Estudo conduzido por Zhao e colaboradores (2019) avaliou os efeitos da GSH e 

CAT na resistência de células de câncer hepático, cervical e de pulmão frente a níveis de 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/apoptosis-signal-regulating-kinase-1
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/apoptosis-signal-regulating-kinase-1
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EROs e observaram que a diminuição dos níveis de CAT sensibilizou as células tumorais 

encaminhando-as para vias de morte celular. Segundo os autores, a inibição da CAT é tão 

importante quanto os níveis de GSH, sendo esse um caminho a ser estudado para indução 

de morte celular em células tumorais.  

O sistema TrxR é considerado um dos mecanismos chave para manter a 

homeostase redox (JASTRZĄB e SKRZYDLEWSKA, 2021). Este sistema contém a 

proteína Trx como doadora de hidrogênio que é reduzida pela TrxR utilizando NADPH 

para promover suas atividades. Pesquisas indicam que a atividade de TrxR está elevada 

em diferentes tipos de câncer, pois ela atua combatendo níveis elevados de EROs em 

células tumorais para evitar a morte celular (MOHAMMADI et al., 2019). No presente 

estudo, os compostos IP-Se-05 e IP-Se-06 foram capazes de diminuir a atividade de TrxR 

em células HepG-2, o que pode indicar a indução de morte celular ocasionada pelos 

compostos. No mesmo sentido, Lei e colaboradores (2018) investigaram o efeito da 

inibição de TrxR em células HepG-2 e observaram diminuição da proliferação e aumento 

da morte celular por apoptose via EROs. Ainda, foi relatado que a inibição de TrxR 

promove apoptose dependente de EROs em células de câncer de pâncreas e pulmão 

(ARAMBULA et al., 2016; CHENG et al., 2014). Assim, a disfunção da TrxR e/ou a 

inibição de sua atividade pode representar uma nova e promissora estratégia para a terapia 

de cânceres humanos (DUAN et al., 2016) 

 

5.2 Parte II – Efeitos das imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas em células A172 

 

5.2.1 Citotoxicidade de imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas em células A172 

O presente trabalho também investigou o efeito citotóxico de dez derivados de 

imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas em células de glioblastoma humano. A seleção dos 

compostos mais promissores foi realizada por meio do ensaio do MTT, calculando-se a 

CI50 para as linhagens celulares A172 e HT22. O composto IP-01 (molécula protótipo 

que não contém selênio na sua estrutura) apresentou CI50 de 76,30 µM, enquanto os 

derivados de imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas mostraram diferentes respostas 

citotóxicas, variando a CI50 de 1,8 µM até 98,8 µM, conforme demonstrado na tabela 3. 
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Tabela 3 – Perfil citotóxico de imidazo[1,2-a] piridinas e índice de seletividade em 

células A172. 

 CI50 (μM) 

Compostos A172 HT-22 Índice de 

Seletividade (IS) 

IP-01 76,3 153,4 2,0 

IP-Se-01 98,8 75,4 0,7 

IP-Se-02 73,2 143,5 1,9 

IP-Se-03 27,6 3,4 0,1 

IP-Se-04 43,6 305,7 7,0 

IP-Se-05 20,8 206,2 9,9 

IP-Se-06 1,8 65,0 36,5 

IP-Se-07 27,9 10,7 0,4 

IP-Se-08 20,9 31,2 1,5 

IP-Se-09 21,8 6,0 0,3 

IP-Se-10 18,8 30,0 1,6 

Legenda. Os compostos foram testados na linhagem tumoral A172 e em células não tumorais (HT22) em 

concentrações entre de 0,1 a 1000 µM durante 72 horas. Os resultados foram expressos como a média de 

três experimentos independentes (n=3) e a CI50 calculada com auxílio do software GraphPad Prisma versão 

8.0.  
 

Analisando a tabela 3 observa-se que apenas quatro compostos apresentam 

seletividade sobre a linhagem de células não tumorais, são eles IP-Se-04, IP-Se-05, IP-

Se-06, além da molécula protótipo IP-01 com IS que variam entre 2,0 e 36,5. Ainda, de 

acordo com o IS proposto por Badisa e colaboradores (2009), o IP-Se-06 demonstrou 

melhor efeito citotóxico seletivo uma vez que apresentou o menor valor de CI50 (1,8 µM) 

e maior IS (36,5). 

Recentemente, derivados de imidazopiridina têm atraído considerável atenção 

devido a seu potencial efeito antitumoral. Dessa forma, seu efeito sobre células de 

glioblastoma deve ser considerado. Vários estudos têm demonstrado elevada 

citotoxicidade de derivados de imidazopiridinas sobre diferentes linhagens tumorais: 

MCF-7, A549 e DU145 (IQBAL et al., 2020) e K562 (MARIE KIRWEN et al., 2017), e 

a presença do selênio na estrutura de diferentes compostos têm se mostrado importante 
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para o efeito antitumoral dos mesmos (BENASSI et al., 2021; SANTOS et al., 2020). No 

estudo de Cheng e colaboradores (2017) foi introduzido selênio a um novo análogo da 

TMZ e o composto apresentou citotoxicidade para diferentes linhagens de gliomas 

humanos, além de efeito antiproliferativo superior à própria temozolomida. No entanto, 

o efeito de imidazopiridinas seleniladas em células de glioblastoma humano é inovador 

na literatura científica, o que torna este um trabalho pioneiro. 

É importante ressaltar que as células investigadas no presente trabalho apresentam 

resistência a TMZ, principal fármaco disponível para o tratamento de glioblastomas, por 

isso, a citotoxicidade apresentada pelo composto IP-Se-06 é de suma importância para 

dar continuidade à investigação do efeito antitumoral do composto em questão. Em nível 

de comparação estudos anteriores demostraram que a concentração de TMZ necessária 

para inibir de forma significativa a viabilidade celular foi de 14,1 μM e 42,6 μM em 

células A172 expostas ao fármaco durante 144 horas (KARPEL-MASSLER et al., 2014; 

PERAZZOLI et al., 2015). 

Sendo assim, devido ao efeito antitumoral já apresentado pelo composto IP-Se-

06 sobre as linhagens tumorais MCF-7 (ALMEIDA et al., 2018) e HepG-2 (SANTOS et 

al., 2020) e considerando o significativo efeito citotóxico com IC50 de 1, 8 μM e 

seletividade de 36, 52, optou-se por dar continuidade às investigações do mecanismo de 

ação desse composto em células A172, utilizando CI25 (1µM) para melhor compreensão 

dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade de IP-Se-06. 

 

5.2.2 Efeito do composto IP-Se-06 no conteúdo de GSH e atividade da TrxR em 

células A172 

É bem descrito que o status redox alterado em células malignas pode ser 

considerado uma importante estratégia para impulsionar a atividade de fármacos 

quimioterápicos (TRACHOOTHAM et al., 2009). Nesse sentido, Santos e colaboradores 

(2020) associaram o efeito antitumoral do composto IP-Se-06 ao estado redox em células 

tumorais, com diminuição de defesas antioxidantes e aumento de EROs intracelular. 

Sendo assim, foram investigados, a atividade de TrxR e conteúdo de GSH em células 

A172 (Figura 27). 
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Figura 27 – Alteração no conteúdo de GSH e atividade da TrxR em células A172 

tratadas com IP-Se-06 (1 μM). 

 

       A     B    

    

 

 

 

 

 

 

Legenda. Efeito do composto IP-Se-06 (1 μM) após 6 horas de exposição sobre a atividade de TrxR (A); e 

nos níveis de GSH (B) em células A172. Os resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, 

utilizando ANOVA two-way e teste de Tukey-Kramer. (*) denotam diferença estatisticamente significativa 

comparada ao controle (não tratado) com p<0,05. 

 

O composto IP-Se-06 foi capaz de diminuir a atividade da TrxR (p<0,05), assim 

como os níveis de GSH (p<0,05) de forma estatisticamente significativa quando 

comparado ao controle. As razões para a escolha do sistema TrxR como alvo de 

compostos antitumorais são os papeis deste na regulação de apoptose e em sua 

superexpressão em diferentes células tumorais (MOHAMMADI et al., 2019). A inibição 

do sistema TrxR altera o estado redox intracelular induzindo apoptose por meio do 

acúmulo de EROs, ativação de ASK1 e inibição da nitrosilação da pró-caspase-3 

(MITCHELL et al., 2007; SAITOH et al., 1998). Além disso, o sistema TrxR vem sendo 

associado a ativação de Akt, devido sua capacidade em inibir a proteína PTEN (ZHANG 

et al., 2017).  

Corroborando com o exposto, o estudo in vivo de Ceccarelli e colaboradores 

(2008) demonstrou que injeções subcutâneas de duas linhagens celulares de carcinoma 

de pulmão humano com alta e baixa expressão da proteína TrxR em camundongos 

imunodeficientes mostraram que a formação de tumores foi proporcional aos níveis de 

expressão de TrxR das células injetadas. Ainda, o estudo de Welsh e colaboradores (2002) 

revelou pela primeira vez que a transfecção de TrxR pode causar a superexpressão de 

HIF-1α e VEGF em células de câncer de mama, assim como a transfecção de TrxR inativa 

diminuiu os níveis de HIF-1α e VEGF. Kemerdere e colaboradores (2013) avaliaram os 
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níveis de TrxR no sangue e tecidos de 27 pacientes, onde constataram que o nível médio 

de TrxR em tecidos de gliomas foi notavelmente maior do que em tecidos cerebrais não 

tumorais, indicando que níveis elevados de TrxR podem estar relacionados a progressão 

de gliomas. Esen e colaboradores (2015) estudaram a expressão de TrxR em tecidos de 

astrocitoma de diferentes graus provenientes de 40 pacientes. A intensidade de 

imunomarcação de TrxR1 no astrocitoma de grau IV foi significativamente maior do que 

no tecido de pacientes saudáveis, além disso, os níveis de expressão de TrxR foi 

proporcional a complexidade dos tumores, sendo maior no grau II, quando comparado ao 

grau I, e maior no grau III quando comparado ao grau II. Recentemente, Yao e 

colaboradores (2020) investigaram os níveis de TrxR em gliomas e meduloblastomas 

oriundos de pacientes adultos e pediátricos e constaram que níveis elevados de TrxR estão 

associados com maior grau de malignidade tumoral para as duas faixas etárias 

investigadas, sugerindo assim que TrxR pode representar importante alvo terapêutico 

para o tratamento de gliomas. 

Apesar de seus baixos níveis em tumores cerebrais, a GSH tem sido associada à 

resistência à quimioterapia em gliomas.  Najim e colaboradores (2009) ao estudarem 

células de meduloblastoma e glioma, observaram aumento do conteúdo de GSH conforme 

as células adquiriam resistência à TMZ, cisplatina e metotrexato; entretanto a razão para 

esse aumento da resistência a quimioterápicos não foi elucidada pelos autores. Kohsaka 

e colaboradores (2013) revelaram que células de glioblastoma resistentes à TMZ tornam-

se mais sensíveis ao efeito desse quimioterápico quando a síntese de GSH é inibida por 

co-tratamento com L-butionina-S, R-sulfoximina (BSO), um inibidor conhecido da 

glutamato cisteína ligase (GCL) e, consequentemente, da síntese de GSH. Assim, a 

redução do conteúdo de GSH em células tumorais é potencialmente um alvo terapêutico, 

e vários trabalhos têm mostrado que sua depleção aumenta a sensibilidade das células 

tumorais cerebrais ao tratamento quimioterápico, enquanto níveis mais elevados estão 

associados à resistência a terapia convencional.  

Nesse sentido, o composto IP-Se-06 mostrou ser capaz de diminuir a atividade de 

TrxR e o conteúdo de GSH em células de hepatocarcinoma, sendo esses resultados 

associados a presença de selênio ao núcleo de imidazopiridina (SANTOS et al., 2020). O 

estudo de Khandelwal e colaboradores (2018) constatou que a adição de selênio a 

estrutura dos compostos torna-os mais potentes devido ao efeito seletivo do selênio de 
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gerar ânion superóxido e outras espécies reativas em células tumorais enquanto 

demonstram menor citotoxicidade para células não tumorais. O estudo de Santos e 

colaboradores (2019) demonstrou que altos níveis de cisteína e GSH impactam na 

resistência à carboplatina no câncer de ovário. Para reverter essa resistência, os autores 

propuseram que a utilização de inibidores competitivos do transportador xCT 

(transportador de cistina/glutamato) poderia ser uma alternativa viável, sendo assim, a 

presença de selênio em compostos com atividade antitumoral poderia auxiliar na redução 

do conteúdo de GSH. 

No caso do aumento de EROs as células são levadas a um ambiente de estresse 

oxidativo, o NRF2 é liberado da ligação de Keap1 e translocado para o núcleo. Nesse 

caso, o NRF2 transcreve genes para equilibrar os mediadores oxidativos e manter a 

homeostase redox celular (ZHANG, 2006). Tendo em vista a diminuição das defesas 

antioxidantes de células A172 ocasionadas pelo composto IP-Se-06 e sabendo que o 

NRF2 é considerado o principal sensor de estresse oxidativo, foi investigado os níveis 

dessa proteína (Figura 28). 

 

Figura 28 - Efeito do composto IP-Se-06 sobre o conteúdo do fator de transcrição 

NRF2. 
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Legenda. (A) Imunoeletroforese do fator de transcrição NRF2 após a exposição ao composto IP-Se-06 (1 

μM) após o tratamento de 48 horas. (B) O diagrama em barras demonstra os níveis relativos da proteína 

por análise com Western blotting. Os dados foram normalizados com o nível de β-actina. Os resultados 

foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA two-way e teste de Tukey-Kramer. 

(**) indica diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) em p<0,01. 

 

A sinalização de NRF2 regula a expressão de enzimas antioxidantes e 

desintoxicantes de fase II, como GPx, γ-glutamilcisteína sintetase (γ-GCS), heme 

oxigenase-1 (HO-1), NADPH quinona oxidoredutase (NQO-1) e glutationa S-transferase 
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(GST) (NGUYEN; YANG; PICKETT, 2004). Em condições normais, o NRF2 associa-

se ao Keap1 e sofre degradação dependente do proteassoma. Entretanto, em condições de 

estresse oxidativo, os grupos cisteína sulfidrilas são covalentemente modificados por 

eletrófilos ou EROs, levando a modificação conformacional de Keap1, resultando na 

liberação de NRF2, o qual transloca-se para o núcleo, para assim, aumentar a expressão 

de enzimas antioxidantes (BALOGUN et al., 2003). Na última década, estudos 

descreveram que a ativação de NRF2 em células tumorais pode promover a progressão 

do câncer (TAO et al., 2017) e metástase (WANG et al., 2016). Ainda, alguns autores 

descrevem que a ativação de NRF2 reduz a apoptose, enquanto a inibição genética ou 

farmacológica de NRF2 aumenta o número de células apoptóticas em resposta a insultos 

oxidativos (NISO-SANTANO et al., 2010). Nesse sentido, células neoplásicas ativam a 

sinalização de NRF2 em resposta à radioterapia e ação de alguns quimioterápicos que 

geram EROs (WANG et al., 2006), tornando-os resistentes à apoptose. Níveis 

aumentados de expressão de NRF2 estão associados a taxas de sobrevida menores em 

pacientes com glioma (CHEN et al., 2017). Alguns relatos mostraram que o knockdown 

de NRF2 leva a taxa de proliferação mais baixa in vitro e in vivo em experimentos de 

xenoenxerto, como em melanoma (WAS et al., 2006), câncer cervical (MA et al., 2012), 

câncer de pulmão (HOMA et al., 2009), gliomas (JI et al., 2013) e câncer pancreático 

(LISTER et al., 2011). 

Até o momento, não há estudos que associem compostos de imidazopiridinas a 

NRF2 e é importante ressaltar que o NRF2 pode ser fosforilado por proteínas cinases 

como Akt e ERK o que leva a sua translocação para o núcleo (BRYAN et al., 2013; JOO 

et al., 2016). Sendo assim, é possível deduzir que a diminuição dos níveis de NRF2 

causado pelo tratamento com o composto IP-Se-06 em células A172 esteja associado aos 

baixos níveis de Akt induzido pelo mesmo composto, como demonstrado por Almeida e 

colaboradores (2018) em células MCF-7 e por Santos e colaboradores (2020) em células 

HepG-2. 

 

5.2.3 Disfunção mitocondrial, danos ao DNA e morte em células A172 expostas ao 

composto IP-Se-06  

Com base na baixa viabilidade das células A172 expostas ao composto IP-Se-06 

somados à significativa diminuição no conteúdo de GSH e atividade da TrxR nas células 

tumorais, foi investigado também o potencial de membrana mitocondrial, uma vez que a 



 
 

110 
 

mitocôndria é a principal organela geradora de EROs (Figura 29). Além disso, danos ao 

DNA e o tipo de morte celular desencadeada por IP-Se-06 assim como níveis de proteínas 

envolvidas nessa sinalização, são apresentadas nas figuras 30 e 31. 

Figura 29 – Efeito do composto IP-Se-06 sobre a função mitocondrial de células A172 

e conteúdo de citocromo c. 
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Legenda. Efeito do composto IP-Se-06 (1 μM) sobre a função mitocondrial de células A172. (A) Potencial 

de membrana mitocondrial analisado pelo corante TMRE em células A172 após 6 horas de tratamento com 

IP-Se-06; (B) Imunoeletroforese do citocromo c após exposição ao composto IP-Se-06 em relação após o 

tratamento de 48 horas. (C) Os gráficos em barras demostram os níveis relativos da proteína por análise 

com Western blotting. Os dados foram normalizados com os níveis de β-actina. Os resultados foram 

expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA two-way e teste de Tukey-Kramer. (**) e 

(***) indicam diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,01, e 

p<0,001 respectivamente. 
 

 

A figura 29A, demonstra uma significativa redução no potencial de membrana 

mitocondrial (∆Ψm) em células A172 (p<0,001) após o tratamento com IP-Se-06 quando 

comparado ao controle. Também pode-se notar o aumento dos níveis de citocromo c nas 

células A172 (p<0,01) quando comparado ao controle (Figura 29B). 
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Quando ΔΨm é dissipado, as células entram em um processo irreversível de morte 

celular, por isso parâmetros como ∆Ψm e liberação de citocromo c servem como 

marcadores bioquímicos para indícios de morte celular por apoptose. A integridade da 

membrana mitocondrial é regulada pelas proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 e Bcl-xL, que 

restringem o efluxo de citocromo c ligando-se à membrana externa da mitocôndria. Após 

a estimulação do sinal apoptótico, proteínas como Bax e Bad, formam homo-oligômeros 

na membrana externa mitocondrial, neutralizando o efeito de Bcl-2 e Bcl-xL, 

promovendo assim, a liberação do citocromo c para ligar-se ao AIF e à caspase-9 para 

desencadear a apoptose (BHATT et al., 2020).  

 É descrito na literatura que compostos de selênio podem causar depleção do 

potencial de membrana mitocondrial via produção excessiva de EROs. Estudo conduzido 

por Chen e colaboradores (2008) investigou o efeito de novos selenodiazois contra células 

MCF-7 e observam diminuição do ∆Ψm e aumento de EROs causando morte celular via 

ativação de caspase. Wang e colaboradores (2020) concluíram que o efeito antitumoral 

de um novo derivado de imidazopiridina ocorreu através da permeabilização da 

membrana mitocondrial em células HeLa, com liberação de citocromo c levando a cascata 

de sinalização de apoptose via ativação de caspases. Por fim, vale ressaltar que existe uma 

correlação positiva entre o ∆Ψm e a produção de EROs pela mitocôndria 

(KORSHUNOV; SKULACHEV; STARKOV, 1997). Dessa forma, é possível que o 

tratamento com IP-Se-06 esteja promovendo maior produção de EROs, o que contribuiria 

para o aumento da disfunção mitocondrial das células tumorais, ocasionando liberação do 

citocromo c dando início à cascata de sinalização para morte celular via mitocondrial.  

 Na figura 30 é possível identificar condensação da cromatina e aumento dos níveis 

da γ-H2AX, indicando que o composto IP-Se-06 é capaz de causar danos ao DNA de 

células A172. 
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Figura 30 – Efeito do composto IP-Se-06 sobre a condensação da cromatina e conteúdo 

de γ-H2AX em células A172.  
 

      A 

 

 

 

 

 

 

             B              C 

 

   

   

  

 

 

 

 

 

Legenda. Presença de danos ao DNA de células A172. (A) Núcleos das células por microscopia de 

fluorescência (100 μm), apresentando alterações morfológicas de apoptose: condensação da cromatina nas 

células tratadas com IP-Se-06 (1 μM) após 72 horas de tratamento. (B) Imunoeletroforese da proteína γ-

H2AX após exposição ao composto IP-Se-06 (1 μM) após o tratamento de 48 horas. (C) O gráfico em 

barras demonstra os níveis relativos das proteínas por análise com Western blotting. Os dados foram 

normalizados com os niveís de β-actina. (*) indica diferença estatisticamente significativa comparada ao 

controle (não tratado) em p<0,05. 
 

 

Observa-se na figura 30A um aumento na condensação da cromatina, evidenciado 

pela elevação da fluorescência das células expostas ao tratamento com IP-Se-06; 

ressaltando-se que a condensação da cromatina é um dos passos iniciais para a morte 

celular por apoptose. Além disso, o tratamento com o composto IP-Se-06 aumentou de 

forma estatisticamente significativa os níveis da proteína γ-H2AX (p<0,05) quando 

comparada ao controle. 

Diferentes quimioterápicos utilizados na clínica possuem como alvo molecular o 

DNA da célula tumoral. Pode-se citar por exemplo, os agentes alquilantes como a TMZ, 

que podem inibir a síntese de DNA, ou até mesmo causar inibição da topoisomerase como 

é o caso da doxorrubicina (ACS, 2016; PARK et al., 2020; PREUSSER et al., 2015). 

100μm 100μm 
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Estudos demonstram que derivados de imidazopiridinas podem causar fragmentação do 

DNA em diferentes células tumorais, tais como: MCF-7 (ALMEIDA et al., 2018), HepG-

2 (SANTOS et al., 2020), A549 (EL AWADY et al., 2016); entretanto, até o presente 

momento apenas o estudo de Guçlu e colaboradores (2018) demonstrou fragmentação do 

DNA por derivados de imidazopiridinas em células de glioma (LN-405). Todavia, é 

importante ressaltar que os valores de CI50 encontrados pelo grupo foram de 10 µM e 75 

µM, valores consideravelmente maiores quando comparado ao valor apresentado pelo 

composto IP-Se-06 no presente estudo. Além disso, o tipo de célula estudada também 

deve ser levado em consideração, pois as células A172 são resistentes ao fármaco TMZ, 

o que sugere grande potencial antitumoral para o composto IP-Se-06. 

Uma vez que o aumento dos níveis de citocromo c e γ-H2AX além da diminuição 

do ∆Ψm são indicadores de agressão ao DNA e de indução de apoptose, pode-se inferir 

que o composto IP-Se-06 foi capaz de causar danos ao DNA de células A172, desta forma 

foi investigado o tipo de morte celular induzida pelo composto IP-Se-06, conforme 

demonstra a figura 31. 

 

Figura 31 – Tipo de morte induzida em células A172 e conteúdo de proteínas 

envolvidas em sua sinalização após tratamento com IP-Se-06. 
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         B                   C 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Morte celular induzida por IP-Se-06 (1 µM) em células A172. (A) Porcentagem de células 

viáveis, apoptóticas e necróticas expostas 72 horas ao composto IP-Se-06. (B) Conteúdo de Bcl-xL e p53 

após o tratamento com IP-Se-06 expostas 48 horas. (C) O gráfico em barras demonstra os níveis relativos 

de proteínas por análise em Western blotting. Os resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, 

n=3, utilizando ANOVA two-way e teste de Tukey-Kramer. Os dados foram normalizados com os níveis 

de β-actina. (**) e (***) indicam diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não 

tratado) com p<0,01 e p<0,001 respectivamente. 

 

O tratamento com IP-Se-06 resultou em num maior número de células apoptóticas 

quando comparadas ao grupo controle (p<0,01), além disso, não houve diferença 

estatisticamente significativa no número de células em processo de necrose quando 

comparado ao controle. Ainda, o composto IP-Se-06 diminuiu de forma estatisticamente 

significativa o conteúdo de Bcl-xL (p<0,01) e p53 (p<0,001) quando comparado ao 

controle.  

A apoptose é dividida em dois subtipos principais: apoptose extrínseca e 

intrínseca. A apoptose intrínseca é iniciada pela permeabilização da membrana externa 

mitocondrial que após um estímulo citotóxico, libera o citocromo c no citosol. A 

liberação do citocromo c ativa a caspase-9, que ativa as caspases efetoras (caspase-3, 

caspase-6 e caspase-7), resultando em apoptose (YANG et al., 2019). A permeabilização 

da membrana mitocondrial externa é intensificada por proteínas pró-apoptóticas e 

suprimida por proteínas antiapoptóticas (Bcl-2, Bcl-xL) (BOCK e TAIT, 2020; CHIPUK 

et al., 2012; SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019). Não surpreendentemente, as células 

tumorais frequentemente desregulam as proteínas da família Bcl-2 como um mecanismo 

de sobrevivência e resistência (CAMPBELL e TAIT, 2018), por isso, é fundamental que 

compostos com atividade antitumoral sejam capazes de atuar na modulação de membros 

da família Bcl-2. Assim, um dos principais alvos considerados para a terapia alvo do 

câncer é a inibição da expressão dos membros dessa família, particularmente a Bcl-xL. 
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A proteína p53 é um supressor de tumor que induz apoptose, e sua ativação está 

relacionada à morte celular por fármacos quimioterápicos que induzem danos ao DNA 

(AUBREY et al., 2018). Em GBMs primários, quase 30% dos pacientes diagnosticados 

possuem mutação no gene TP53, nos secundários essa porcentagem pode chegar a 60%, 

por isso, compostos capazes de aumentar o conteúdo dessa proteína podem ser 

considerados promissores (LIU et al., 2016). É descrito na literatura que compostos 

organoselênios podem ativar p53 via EROs por disfunção mitocondrial (CHANG et al., 

2017; CHEN et al., 2009; SHI et al., 2020), sendo assim, é possível que a presença do 

selênio na estrutura do anel imidazol do composto IP-Se-06 tenha contribuído para o 

aumento significativo de p53 encontrado no presente estudo.  

Diferentes estudos apontam os derivados de imidazopiridinas como indutores de 

morte celular por apoptose. Wang e colaboradores (2020) avaliaram um derivado de 

imidazopiridina contra células HeLa e descreveram que o mecanismo de citotoxicidade 

do composto estudado foi associado a significativa diminuição dos níveis de Bcl-xL, 

induzindo permeabilização da membrana mitocondrial resultando em morte celular por 

apoptose. Por fim, corroborando com os dados obtidos, Santos e colaboradores (2020) 

demonstraram morte por apoptose de células HepG-2 tratadas com o composto IP-Se-06 

devido a diminuição dos níveis de Bcl-xL e aumento de p53 via EROs.  

É descrito na literatura que compostos de selênio podem ocasionar morte celular 

por apoptose em células tumorais (CHEN et al., 2020; KURŠVIETIENĖ et al., 2020). 

Corroborando com os resultados apresentados no presente estudo, Fan e colaboradores 

(2017) avaliaram o efeito de selenocisteína em células de glioma humano (U251) e 

encontraram disfunções morfológicas mitocondriais significativas nas células expostas 

ao tratamento com selenocisteína, além de importante diminuição dos níveis de Bcl-xL e 

aumento do conteúdo de Bax, o que levou ao aumento de porosidade da membrana 

mitocondrial ocasionando morte celular por ativação da via intrínseca. 

 

5.2.4 Alteração nas vias de proliferação celular em células A172 expostas ao 

composto IP-Se-06 

O presente estudo demonstrou importante efeito citotóxico do composto IP-Se-06 

nas células A172 com CI50 de 1,8 µM. Também foi observada diminuição das defesas 

antioxidantes das células tumorais através da redução da atividade de TrxR e dos 
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conteúdos de GSH e NRF2 favorecendo um ambiente oxidativo, o que pode ter 

contribuido para aumento da permeabilização da membrana mitocondrial levando a 

liberação de citocromo c e finalmente, morte celular por apoptose pelo aumento de p53. 

Contudo, estudos prévios demonstram que o composto IP-Se-06 atua no ciclo celular e 

interfere na expressão de proteínas envolvidas em vias de proliferação celular 

(ALMEIDA et al., 2018; SANTOS et al., 2020), sendo assim, foram investigados a 

progressão do ciclo celular (Figura 32) assim como níveis de proteínas envolvidas em 

sinalizações para proliferação celular. 

 

Figura 32 – IP-Se-06 altera a progressão do ciclo celular em A172. 

 
 

      A                   B 

 

Legenda. As células A172 foram tratadas com IP-Se-06 (1 µM) durante 72 horas. (A) Alterações no 

conteúdo de DNA das células nas diferentes fases do ciclo celular. (B) Porcentagem de distribuição de 

células em diferentes fases do ciclo celular. Os resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, 

n=3, utilizando ANOVA two-way e teste de Tukey-Kramer. (*) e (***) indicam diferença estatisticamente 

significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,05 e p<0,001, respectivamente. 

 

 

O composto IP-Se-06 elevou o número de células na fase Sub-G1 (p<0,001) 

quando comparado ao controle. Também se observa parada do ciclo celular na fase G1 

(p<0,05), e diminuição do número de células na fase G2/M (p<0,05). 

O ciclo celular dos mamíferos é um processo altamente organizado e regulado que 

garante a duplicação do material genético e a divisão celular. Esta regulação envolve 

sinais reguladores de crescimento, bem como sinais de proteínas que monitoram a 

integridade genética para verificar a ausência de qualquer dano ao DNA. A proliferação 

depende da progressão através de quatro fases distintas do ciclo celular - G0/G1, S, e 

G2/M - que é regulado por várias CDKs que atuam em conjunto com as ciclinas. O câncer 

é caracterizado pela atividade aberrante do ciclo celular e isso ocorre como resultado de 
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mutações nos genes que codificam proteínas envolvidas nas vias de sinalização para a 

proliferação celular em genes que codificam proteínas do ciclo celular (PHAN e 

CROUCHER, 2020). Nesse sentido, diferentes estudos apontam que a parada do ciclo 

celular pode ser uma estratégia promissora para o tratamento de diferentes tipos de câncer 

(OTTO e SICINSKI, 2017). A parada do ciclo celular vem sendo amplamente explorada 

para o tratamento de gliomas devido ao alto grau de proliferação deste tipo de tumor 

(ZHU e ZHU, 2017). Estudos com inibidores de CDK4 demonstram diminuição do 

crescimento tumoral em xenoenxerto de glioblastoma (FRY et al., 2004; MICHAUD et 

al., 2010). Nie e colaboradores (2020) demonstraram que o bloqueio da fase S de células 

de glioma contribuiu para diminuição da proliferação tumoral através da regulação 

negativa de CDK2. 

Recentemente, alguns estudos veem demonstrando o efeito antiproliferativo de 

derivados de imidazopiridinas em células de gliomas. Martínez-Urbina e colaboradores 

(2010) sintetizaram e investigaram uma nova série de imidazopiridinas em uma variedade 

de células tumorais, incluindo de glioblastoma, entretanto, os melhores resultados foram 

obtidos com células de câncer de pulmão onde observaram parada do ciclo celular em 

G2/M. Margiotta e colaboradores (2014) sintetizaram e investigaram a ação de novos 

compostos metálicos ligados à imidazopiridinas em células de glioma de rato (C6) e de 

forma semelhante ao estudo de Martínez-Urbina e colaboradores (2010), detectaram 

parada do ciclo em G2/M. Recentemente, Guçlu e colaboradores (2018) também 

avaliaram os efeitos de novas imidazopiridinas contendo chumbo em sua estrutura em 

linhagem de glioblastoma (LN-405), e observaram resultados citotóxicos com os dois 

compostos mais promissores nas concentrações de 10 µM e 75 µM, com parada do ciclo 

na fase G1.  

A presença do selênio na estrutura de compostos com atividade antitumoral pode 

potencializar efeitos sobre o ciclo celular (FAN et al., 2014). No estudo de Wang e 

colaboradores (2016a) o tratamento de células de glioblastoma humano (U-251 e U-87) 

com selenocisteína induziu a parada do ciclo celular na fase S através da inibição de 

ciclina A, proteína esta que juntamente com a CDK2, é responsável pela progressão das 

células da fase S para G2/M. Santos e colaboradores (2020) também demonstraram 

parada do ciclo celular em G1 em células HepG-2 através da diminuição dos níveis de 

CDK2 após tratamento com IP-Se-06. 
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Levando em consideração a parada do ciclo celular em G1 nas células A172 

expostas ao composto IP-Se-06, foi investigado também os níveis de proteínas envolvidas 

em vias de proliferação celular. Sabe-se que em glioblastomas, a sinalização promovida 

pela via da Akt/mTOR contribui para o fenótipo agressivo desse tipo de tumor. Assim, a 

figura 33 demonstra os níveis dessas proteínas após tratamento com IP-Se-06. 

 

Figura 33 – Efeito do composto IP-Se-06 no conteúdo das proteínas envolvidas na via 

de sinalização Akt/mTOR. 
 

        A              B 

 

Legenda. (A) Imunoeletroforese de proteínas envolvidas na via de sinalização celular Akt/mTOR, 

nomeadamente Akt, p-Akt e mTOR após exposição de 48 horas pelo composto IP-Se-06 (1 μM). (B) O 

diagrama em barras demostra os níveis relativos das proteínas por análise com Western blotting. Os dados 

foram normalizados com os níveis de β-actina. (**) indica diferença estatisticamente significativa 

comparada ao controle (não tratado) em p<0,01. 

 

O composto IP-Se-06 diminuiu o conteúdo de Akt (p<0,01) o que provavelmente 

contribuiu para a diminuição do conteúdo de p-Akt (p<0,01). A sinalização a jusante da 

Akt está envolvida na ativação da proteína mTOR, sendo assim, a redução de Akt 

possivelmente contribuiu também para a diminuição do conteúdo de mTOR (p<0,01) 

observado nas células A172. 

 Entre as vias de sinalização mais comumente alteradas no câncer, está a de 

sobrevivência PI3K/Akt/mTOR (ALZAHRANI, 2019; NOOROLYAI et al., 2019). A 

rede de sinalização PI3K/ Akt/mTOR é ativada em quase 90% dos glioblastomas e apesar 

de sua complexidade, esta via é frequentemente considerado um alvo terapêutico 

promissor para o tratamento de GBMs (LIEN; DIBBLE; TOKER, 2017). Também existe 

a relação entre altos níveis de p-Akt e mau prognostico para pacientes com GBMs 
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(SUZUKI et al., 2010; XUE et al., 2015).  Mutações dominantes nos genes que codificam 

os membros da família Akt não foram identificadas até o momento em GBMs, portanto, 

a ativação de Akt parece ser uma consequência da amplificação do sinal de EGFR, que 

está presente na maioria dos GBMs. Também é possível encontrar mutações 

na codificação PIK3CA e PIK3R1 para subunidades de PI3K em cerca de 10% de GBMs 

(SIGNORE et al., 2014). Os outros moduladores positivos da atividade de Akt, PDK1 e 

mTOR, também são regulados positivamente em GBM, mas as evidências de mutações 

que ativam PDK1 e mTOR permanecem indefinidas.  

Uma vez ativa, a Akt pode levar a fosforilação de mTOR ativando-a. A mTOR 

ativa conduz a iniciação de síntese de diferentes proteínas de interesse (HEESOM e 

DENTON, 1999). Akt também ativa a cinase IκB para desencadear a cascata de 

sinalização de NF-κB (BAI; UENO; VOGT, 2009) e MDM2 para inibir p53 

(OGAWARA et al., 2002). Além disso, Akt também fosforila e inibe Bad, p27, 

glicogênio sintase quinase‐3 (GSK-3) e fatores de transcrição FOXO 1 e 4 (MANNING 

e CANTLEY, 2017; SONG et al., 2019). A inibição de Bad e p27 suprime a apoptose e 

promove o ciclo celular (DATTA et al., 1997; SHIN et al., 2002) e a inativação da 

fosforilação de GSK-3 por Akt desencadeia a sinalização WNT (FANG et al., 2000). Por 

fim, FOXO1/4 pertence à família de fatores de transcrição com um domínio de ligação 

de DNA conservado e participa na regulação de apoptose e progressão do ciclo celular 

(ZHANG et al., 2011). 

É possível que a diminuição dos níveis de Akt/mTOR nas células A172 esteja 

associado a capacidade de indução EROs do composto IP-Se-06 em células tumorais 

(SANTOS et al., 2020). Sabe-se que o acúmulo de EROs pode estar implicado em morte 

seletiva de células tumorais (RAJ et al., 2011), mas uma compreensão clara dos 

mecanismos subjacentes a esses processos ainda é incerta. A via Akt/mTOR desempenha 

um papel crucial na regulação da proliferação celular, sobrevivência e metabolismo 

(MANNING e CANTLEY, 2007). O impacto de EROs em Akt/mTOR é amplamente 

investigado, alguns estudos relatam à amplificação da atividade de Akt/mTOR por EROs 

por meio de inativação de PTEN (SHEARN et al., 2011: YALCIN et al., 2010), enquanto 

outros relatam que aumento de EROs poderia causar efeito inibitório de Akt levando a 

morte celular de células tumorais (LI et al., 2010: MAKHOV et al., 2014: OURIQUE et 

al., 2015).  
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Por fim, sabendo que a sinalização de Akt é crucial para a angiogênese tumoral 

(WANG et al., 2017), foi investigado os níveis de HIF-1α em células A172 expostas ao 

composto IP-Se-06 (Figura 34). 

 

Figura 34 – Efeito do composto IP-Se-06 sobre o conteúdo de HIF-1α em células A172. 

 

  

  A          B 
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Legenda. Efeito de IP-Se-06 sobre os níveis de HIF-1α em células A172 após o tratamento de 48 horas. 

(A) Imunoeletroforese de HIF-1α após exposição ao composto IP-Se-06 (1 μM) em relação ao controle. 

(B) O diagrama em barras demostra os níveis relativos das proteínas por análise com Western blotting. Os 

dados foram normalizados com os níveis de β-actina. (***) indica diferença estatisticamente significativa 

comparada ao controle (não tratado) em p<0,001. (C) Imunocitoquímica de HIF-1α após exposição ao 

composto IP-Se-06 (1 μM). 

 

Conforme observado na figura 34, o composto IP-Se-06 diminuiu o conteúdo de 

HIF-1α (p<0,001) em células A172. Com as imagens de fluorescência, nota-se que o HIF-

1α está marcado no núcleo das células quando realizada a fusão das imagens (merge), por 
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outro lado, as células tratadas com IP-Se-06 demonstram marcações de HIF-1α fora do 

núcleo. 

O HIF-1 é um regulador essencial da adaptação celular à hipóxia e é 

frequentemente superregulado em tumores devido à hipóxia intratumoral ou ativação de 

vias oncogênicas (MASOUD e LI, 2015). No ambiente tumoral, o HIF-1 ativa diferentes 

mecanismos promotores de tumor, incluindo adaptação metabólica, angiogênese, 

sobrevivência celular e invasão (SINGH et al., 2017). O HIF-1 é um heterodímero, que 

consiste em uma subunidade HIF-1β expressa constitutivamente e uma subunidade HIF-

1α indutível. Além de sua regulação tradicional via degradação proteassomal, outras vias 

de sinalização, como PI3K/Akt e Ras/ERK1/2, contribuem para o acúmulo de HIF-

1α, via regulação da estabilidade ou indução de síntese (HUANG et al., 2018; ROS et al., 

2018). 

 Uma das marcas registradas do GBM é a presença de regiões hipóxicas ao redor 

do núcleo necrótico do tumor com suprimento vascular aberrante (GAELZER et al., 

2017). Essa característica, torna o HIF-1α frequentemente presente e ativo em GBMs 

(MAYER et al., 2012; MAYNARD e OHH, 2007). A condição hipóxica nos GBMs ativa 

HIF-1α e consequentemente VEGF, que promovem fenótipos mais agressivos com 

presença de angiogênese, migração e metástase (EVANS et al., 2004: MELILLO, 

2006). Nesse sentido, estudos apontam o HIF-1α como alvo terapêutico para diminuição 

da malignidade de GBMs (LIM et al., 2020). Askovich e colaboradores (2017) 

demonstraram que a ativação da via PI3K/Akt induz elevação dos níveis de HIF-1α. Em 

contraste, os inibidores da via PI3K/Akt, como o LY294002, evitam o acúmulo de HIF-

1α induzido por hipóxia.  A rapamicina , um inibidor de mTOR, demonstrou reduzir os 

níveis de HIF-1α em linhagens de células da tumorais de próstata humana e câncer de 

mama (FANG et al., 2007) . Sendo assim, é possível que a diminuição do conteúdo de 

HIF-1α encontrado nas células A172 no presente trabalho esteja associado a diminuição 

do conteúdo de Akt e mTOR causados pelo composto IP-Se-06. 

 Até o momento, não existem estudos na literatura que apontem o efeito de 

derivados de imidazopiridinas nos níveis de HIF-1α em células tumorais de gliomas, 

entretanto, é possível encontrar na literatura estudos que apontam o papel de derivados 

de imidazopiridinas sobre os níveis de HIF-1α em diferentes linhagens de células 

tumorais. Li e colaboradores (2013) demonstraram o potencial antitumoral de novos 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rapamycin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/prostate-cell-line
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derivados de imidazopiridinas através da diminuição dos níveis de HIF-1α em células de 

câncer de mama (TD47 e MCF-7), a partir da inibição da sinalização de Akt e mTOR. 

Também nesse sentido, Santos e colaboradores (2020) demonstraram diminuição do 

conteúdo de HIF-1α em células HepG-2 expostas ao composto IP-Se-06 a partir da 

diminuição dos níveis de Akt. 

 Com os resultados expostos até o momento, percebe-se que o composto IP-Se-06 

foi capaz de alterar a progressão do ciclo celular em células A172 ocasionando parada em 

G1. Além disso, o composto IP-Se-06 foi capaz de diminuir o conteúdo de Akt e mTOR, 

duas importantes proteínas envolvidas na proliferação celular aberrante de células 

tumorais. Contudo, é importante ressaltar que a via mediada por ERK 1/2 também 

representa um grande obstáculo para o sucesso da terapia em GBMs, porque sua 

sinalização é necessária para proliferação de gliomas em diferentes graus (FANG et al., 

2021), além disso, a atividade da ERK também está associada à resistência ao tratamento 

no glioblastoma (BERBERICH et al., 2019) e por isso investigações através do ensaio 

clonogênico e conteúdo de ERK de células A172 foram realizadas no presente estudo 

(Figuras 35 e  36). 

 

Figura 35 – Efeito de IP-Se-06 sobre a proliferação celular em células A172. 

 

          A            B    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C
on

tr
ol

e

U
01

26

IP
-S

e-
06

 

IP
-S

e-
06

 +
U

01
26

0

50

100

150

200

N
ú

m
er

o
 d

e 
co

lô
n

ia
s

***
******

C
on

tr
ol

e

U
01

26

IP
-S

e-
06

 

IP
-S

e-
06

 +
U

01
26

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

A
b

so
rb

â
n

ci
a
 (

5
9
5
n

m
)

*** ***
***

#

#



 
 

123 
 

          C 

 

Legenda. Efeito antiproliferativo de IP-Se-06 (1 µM) e U0126 (10 µM) durante 72 horas. (A) Contagem 

do número de colônias. (B) Absorbância das colônias. (C) imagens das colônias obtidas por microscopia. 

Os resultados foram expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de 

Tukey-Kramer. (***) indica diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) 

com p<0,001. (#) indica diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos, p<0,05. 

 

Ao analisar as colônias de células A172 tratadas com IP-Se-06, sugere-se 

importante efeito antiproliferativo. Avaliando inicialmente o número de colônias, 

observa-se diminuição do efeito clonogênico em todos os tratamentos propostos: IP-Se-

06 (p<0,001), U0126 (p<0,001) e IP-Se-06+U0126 (p<0,001), quando comparados ao 

controle; entretanto, não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

tratamentos. Quando analisado a absorbância das colônias descoradas, foram observados 

novamente diminuição do efeito clonogênico dos tratamentos quando comparados ao 

controle: IP-Se-06 (p<0,001), U0126 (p<0,001) e IP-Se-06 + U0126 (p<0,001), todavia, 

foram encontradas diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos IP-Se-06 

e IP-Se-06+U0126 (p<0,01), assim como U0126 e IP-Se-06+U0126 (p<0,01). 

Finalmente, as imagens de microscopia demonstram que o tratamento IP-Se-06+U0126 

apresentou melhor efeito antiproliferativo, apresentando diminuição significativa no 

tamanho das colônias, e sugerindo um efeito sinérgico entre IP-Se-06 e U0126. 

Segundo Chen e colaboradores (2014), a regulação positiva de ERK 1/2 é 

necessária para a proliferação de células de GBMs, por isso, foi utilizado no ensaio 

antiproliferativo do presente estudo, um composto inibidor de MERK/ERK, denominado 

U0126 a fim de comparar com os resultados obtidos pelo composto IP-Se-06. O efeito 

antiproliferativo de IP-Se-06 foi semelhante ao inibidor U0126, entretanto, quando 
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utilizados em conjunto, obteve-se um resultado mais significativo, com importante 

redução no número de células, indicando um possível efeito sinérgico dos compostos. 

Já está bem descrito na literatura o efeito antiproliferativo de derivados de 

imidazopiridinas em células tumorais de diferentes linhagens como MCF-7 (ALMEIDA 

et al., 2018), T47D (KIM et al., 2011), HepG-2 (SANTOS et al., 2020) e HeLa (WANG 

et al., 2020). No entanto, até o momento não há estudos na literatura que apontem o efeito 

antiproliferativo de derivados de imidazopiridinas em células A172. Todavia, Guçlu e 

colaboradores (2018) foram os primeiros autores a demonstrar efeito antiproliferativo de 

derivados de imidazopiridinas em uma linhagem de glioblastoma, a LN-405 com 

resultados satisfatórios. 

Os GBMs possuem alto poder proliferativo como uma de suas características 

básicas, por isso, é considerado um tumor extremamente agressivo e de alto poder 

infiltrativo (GERBER et al., 2014). A via de sinalização ERK 1/2 possui função 

importante na proliferação de células tumorais, incluindo GBMs (JIN et al., 2018), isso 

porque a sinalização de ERK 1/2 atua diretamente na progressão do ciclo celular (KOLB 

et al., 2012) e sua desregulação contribui para o desenvolvimento de gliomas. Devido aos 

resultados obtidos no ensaio clonogênico, foram investigados também o conteúdo de 

ERK 1/2 das células A172 expostas ao composto IP-Se-06 (Figura 36). 

 

Figura 36 – Conteúdo de ERK 1/2 em células A172 expostas ao composto IP-Se-06. 

A               B 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. (A) Conteúdo de ERK1/2 e inibidor U0126 em relação ao grupo controle após o tratamento com 

IP-Se-06 (1 µM) por 48 horas. (B) O diagrama em barras demonstra os níveis relativos de proteínas por 

análise de Western blotting. Os dados foram normalizados com os níveis de β-actina. Os resultados foram 

expressos pela Média ± Desvio Padrão, n=3, utilizando ANOVA one-way e teste de Tukey-Kramer. (***) 

indica diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,001, 

respectivamente. (###) indica diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos, p<0,001. 
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O composto IP-Se-06 diminuiu os níveis de ERK1 (p<0,001) e ERK2 (p<0,001) 

respectivamente. O inibidor U0126, como esperado também, diminuiu os níveis de ERK1 

(p<0,001) e ERK2 (p<0,001). Além disso, as células tratadas com IP-Se-06+U0126 

apresentaram o menor conteúdo de ERK1 (p<00,01) e ERK2 (p<0,001) quando 

comparado ao controle, corroborando com o resultado obtido no ensaio clonogênico. 

Em processos carcinogênicos, a via de sinalização MAPK/ERK é frequentemente 

ativada, conduzindo a transformação maligna das células e o crescimento do tumor por 

meio da promoção do crescimento e proliferação celular e prevenção de apoptose (MAIK-

RACHLINE; HACOHEN-LEV-RAN; SEGER, 2019). A ativação da sinalização de ERK 

está associada a mau prognóstico e é, portanto, um marcador de prognóstico negativo e 

alvo terapêutico do câncer (LEE; RAUCH; KOLCH, 2020). A via de sinalização ERK é 

considerada um alvo para o tratamento de diferentes tipos de câncer. O sorafenib utilizado 

no tratamento de CHC, tem como alvo a proteína Ras (KANE et al., 2006), trametinib 

para tratamento de melanoma metastático inibe a proteína MEK (FALCHOOK et al., 

2012), dabrafenib, vemurafenib e dabrafenib são usados para o tratamento de melanoma 

metastático com mutação de B-Ras V600E e B-Ras V600K, respectivamente (CHAPMAN 

et al., 2011: HAUSCHILD et al., 2012). Inibidores de MEK e ERK também vem sendo 

investigados em diferentes estudos clínicos (CATALANOTTI et al., 2013: SULLIVAN 

et al., 2018); entretanto, estudos apontam que talvez a forma mais efetiva de inibir 

proteínas cinases seja utilizando a combinação de diferentes agentes para o mesmo alvo 

ou para diferentes alvos na mesma via para reduzir a resistência medicamentosa 

(MORICEAU et al., 2015). 

Em gliomas malignos, a via Ras/Raf/MEK/ERK é ativada de forma aberrante 

(PERREAULT et al., 2019). Kim e colaboradores (2009) demonstraram elevados níveis 

de p-ERK em gliomas de alto grau de crescimento e comportamento invasivo, em 

comparação com gliomas de baixo grau, por isso a via da ERK é reconhecida como 

importante alvo terapêutico no tratamento de GBMs (HSU et al., 2019). Lopez‐Gines e 

colaboradores (2008) sugeriram que PD98059 (inibidor da sinalização MEK/ERK) atua 

diminuindo a proliferação celular das células tumorais e atenua a resposta inflamatória 

devido a diminuição dos níveis de NF‐κB no GBM. Hsu e colaboradores (2020) também 

demonstraram resultados promissores com inibição de ERK em células U87, com 

diminuição da proliferação devido a parada do ciclo celular por inibição de ciclina D1. 
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 Como descrito anteriormente, é possível que imidazopiridinas estejam envolvidas 

na inibição de proteínas cinases; entretanto, esse mecanismo ainda precisa ser 

investigado. Até o momento, não há na literatura estudos que investiguem a inibição de 

ERK 1/2 em células A172. Todavia, o estudo de Bao e colaboradores (2009) investigou 

o efeito antitumoral de um novo derivado de imidazopiridina em um modelo de tumor de 

glioblastoma utilizando células U87 e os resultados demonstraram diminuição do 

tamanho do tumor com diminuição do conteúdo de Akt, Ras e ERK 1/2 em dose única de 

160 mg/kg do composto.  

 

5.2.5 Alteração do mecanismo de resposta inflamatória em células A172 

 A conexão entre inflamação e câncer é um conceito bem estabelecido sendo 

considerada um dos marcadores biológicos desta doença (ZHENG e LI, 2020). O 

microambiente de GBMs é fortemente infiltrado por células inflamatórias que após 

ativação, liberam uma série de mediadores que promovem a proliferação, sobrevivência, 

migração e invasão das células tumorais (CHARLES et al., 2011; POON et al., 

2017). Estes incluem citocinas pró-inflamatórias, fatores de crescimento, 

metaloproteinases, EROs e ERNs (GALVÃO e ZONG, 2013; HAMBARDZUMYAN et 

al., 2016).  

Sabe-se que o estresse oxidativo intracelular é capaz de modular vias de 

sinalização mediadas por Akt e vias sinalizadas por ERK que podem levar à apoptose de 

células tumorais (KRYLOVA et al., 2019). Nesse sentido, pode-se sugerir que a 

modulação redox ocasionada por IP-Se-06 nas células A172 foi responsável pela 

diminuição dos níveis de Akt e ERK. Sendo assim, sabendo que o ambiente oxidativo 

pode alterar a atividade de diferentes proteínas, foram investigados os níveis de p38 assim 

como proteínas envolvidas em sua cascata de sinalização (Figura 37).  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

127 
 

Figura 37 – Conteúdo de proteínas envolvidas na ativação do inflamassoma NLRP3. 
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Legenda. (A) Conteúdo de p38, p-p38, NLRP3 e caspase-1 em relação ao controle após o tratamento com 

IP-Se-06 (1 µM) por 48 horas. (B) O gráfico em barras demonstra os níveis relativos de proteínas por 

análise de Western blotting. Os dados foram normalizados com os níveis de β-actina. (*) (**) (***) indicam 

diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) com p<0,05, p<0,01 e p<0,001, 

respectivamente.  

 

O composto IP-Se-06 diminuiu os níveis de p38 (p<0,05) e consequentemente, p-

p38 (p<0,01) quando comparados ao controle. Além disso, houve significativa 

diminuição de proteínas envolvidas na ativação do inflamassoma NLRP3 (p<0,001) e 

caspase-1 (p<0,001). 

Citocinas inflamatórias liberadas pelo microambiente tumoral de GBMs ligam-se 

a receptores de superfície que levam a cascata de fosforilação de p38, importante proteína 

cinase envolvida na resposta à inflamação e morte celular devida ao estresse (SABIO e 

DAVIS, 2014). Em um ambiente celular normal, a p38 é ativada em resposta a diferentes 

estímulos de estresse celular (KYRIAKIS e AVRUCH, 2012) levando a parada do ciclo 

celular (BARNUM e O'CONNELL, 2014) e ativação de p53 (KISHI et al., 2001). 

Entretanto, é descrito na literatura que p38 possui função aberrante em diferentes tipos de 

câncer (WAGNER e NEBREDA, 2008), contribuindo para o microambiente inflamatório 

uma vez que é capaz de regular a expressão de TNFα e IL-1β (SCHIEVEN, 2005; 

TALWAR et al., 2017). Nesse sentido, diferentes estudos apontam a relação de elevados 

níveis de p38 em diferentes linhagens de GBMs e um pobre prognóstico para esse tipo de 

tumor (DEMUTH et al., 2007; PANDEY et al., 2016). Curiosamente, Yeung e 
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colaboradores (2012) investigaram o envolvimento de p38 na inflamação e progressão de 

GBMs utilizando inibidores dessa proteína e concluíram que níveis elevados de p38 é 

diretamente proporcional aos níveis de citocinas inflamatórias e contribuem de forma 

expressiva para o desenvolvimento do microambiente inflamatório tumoral.  

É possível que a diminuição no conteúdo de p38 encontrada no presente estudo 

esteja associada a capacidade de derivados de imidazopiridinas modularem vias de 

proteínas cinases. Entretanto, até o momento, apenas o estudo de Bu e colaboradores 

(2021) avaliou os níveis de p38 após tratamento com um novo derivado de 

imidazopiridina em uma linhagem tumoral de linfoma onde os autores encontraram 

significativa diminuição dos níveis de p38 e ERK 1/2, sugerindo, que a utilização de 

proteínas cinases como alvo molecular para o tratamento do câncer, deve ser explorado. 

O inflamassoma NLRP3 consiste na proteína NLRP3, ASC e caspase-1 

(LAMKANFI e DIXIT, 2014). Após a ativação por PAMPs ou DAMPs o inflamassoma 

NLRP3 é montado e atua como uma plataforma para a maturação das citocinas pró-

inflamatórias, incluindo IL-1β e IL-18 (HE; HARA; NÚÑEZ, 2016). O mecanismo de 

ativação e a função do inflamassoma NLRP3 durante as respostas inflamatórias têm sido 

amplamente investigados. Estudos têm demonstrado que o inflamassoma NLRP3 pode 

estar associado à progressão de GBMs, contudo, esses mecanismos ainda são pouco 

elucidados (KENT E BLANDER, 2014; TERLIZZI et al., 2014; WEI et al., 2015). No 

entanto, Yin e colaboradores (2018) demonstraram uma associação positiva entre NLRP3 

e graus elevados de gliomas, conforme classificação da OMS.  

Sabendo que p38 é capaz de ativar o inflamassoma NLRP3 (KO et al., 2017), é 

possível que a diminuição dos níveis de NLRP3 encontrados no presente trabalho esteja 

associado a diminuição do conteúdo de p38, também demonstrados nesse estudo. Até o 

momento, não há estudos na literatura científica que demonstrem o potencial efeito de 

derivados de imidazopiridinas ou compostos de organoselênio na regulação do complexo 

inflamassoma NLRP3. Entretanto, recentemente, Souza e colaboradores (2019) relataram 

que um composto de organoselênio exerceu efeitos protetores contra a resposta 

inflamatória no rim e baço de carpas gramíneas por meio da regulação negativa do 

inflamassoma NLRP3. Sendo assim, tanto a diminuição do conteúdo de p38 quanto a 

presença de selênio no composto IP-Se-06 podem ter contribuído para a diminuição de 

NLRP3 e caspase-1 em células A172.  
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5.3 Parte III – Efeitos das imidazo[1,2-a]piridinas seleniladas in vivo 

 

5.3.1 Efeito antitumoral do composto IP-Se-06 em animais transplantados com TAE 

O composto IP-Se-06 exerceu efeito antitumoral promissor in vitro, 

demonstrando citotoxicidade e seletividade para as linhagens tumorais HepG-2 e A172. 

Além disso, apresentou importante efeito antiproliferativo através da inibição de ERK1/2 

levando a parada do ciclo celular. Ainda, esse composto atuou inibindo proteínas 

relacionadas a via da PI3K/Akt/mTOR, consequentemente inibindo os produtos de sua 

ativação: HIF-1α e GLUT-1, importantes mediadores de metástase. Somado a isso, o 

composto IP-Se-06, alterou o balanço redox das células HepG-2 e A172 aumentando os 

níveis intracelulares de EROs e/ou disfunção mitocondrial, além de modular as defesas 

antioxidantes dessas células, contribuindo para um ambiente oxidativo suficiente para 

causar fragmentação do DNA das células tumorais, culminando em morte celular por 

apoptose. 

Segundo Tegaram e colaboradores (2016), compostos com potencial atividade 

antitumoral devem principalmente induzir a regressão do tumor por meio da inibição de 

vias de proliferação celular, bem como indução de morte celular por apoptose. Tendo em 

vista que o composto IP-Se-06 foi capaz de alterar essas duas vias de sinalização, tornou-

se necessário investigar os efeitos deste composto em modelo experimental in vivo. 

Até o momento não existem trabalhos na literatura que relatem os efeitos 

antitumorais de imidazo[1,2-a] piridinas seleniladas in vivo. Por isso, inicialmente foi 

necessário determinar a dose efetiva do composto para o tratamento dos animais. Para 

tanto, foi realizado um estudo piloto para identificação da melhor dose do composto para 

o tratamento dos animais (Figura 38). 
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Figura 38 - Sobrevida de camundongos Balb-c transplantados com TAE e tratados com 

diferentes concentrações de IP-Se-06. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda. Tempo de sobrevivência dos animais em relação à dose diária administrada do composto IP-Se-

06 em diferentes concentrações. Os valores foram expressos como Média ± Desvio, n= 10. (***) denota 

diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) p<0,001.  

  

Como pode-se observar o composto IP-Se-06 na menor concentração (1 mg/kg), 

apresentou tempo de sobrevida maior quando comparado aos grupos com concentrações 

mais elevadas (5 mg/kg e 10 mg/kg). Esses dados sugerem que quanto maior a 

concentração do composto, menor o tempo de sobrevida dos animais, demonstrando uma 

possível toxicidade geral intrínseca do composto em concentrações mais elevadas.  

Após a escolha da concentração de 1 mg/kg para os ensaios in vivo, foi investigada 

a inibição do crescimento do tumor ascítico de Ehrlich, assim como o tempo de sobrevida 

dos animais tratados com o composto IP-Se-06 em comparação com animais tratados 

com o fármaco antitumoral padrão doxorrubicina (Figura 39). 
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Figura 39 - Efeito do composto IP-Se-06 e da doxorrubicina na inibição do crescimento 

tumoral e sobrevida dos animais transplantados com TAE. 
 

 A     B           

 

Legenda. Animais portadores de TAE e tratados com o composto IP-Se-06 (1 mg/kg) e doxorrubicina (1 

mg/kg). (A) Inibição do crescimento tumoral pelo composto IP-Se-06. (B) Taxa de sobrevivência de 

camundongos tratados com IP-Se-06 e doxorrubicina. Os valores foram expressos como Média ± Desvio 

padrão, n= 12.  (***) denota diferença estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) 

p<0,001. 
 

Os resultados obtidos indicam inibição do crescimento do tumor no grupo tratado 

com IP-Se-06 (1 mg/kg) em comparação com o controle (p<0,001). Como era esperado, 

a doxorrubicina na concentração de 1 mg/kg apresentou maior inibição do crescimento 

tumoral (figura 39A). Ainda, foi investigado o efeito do composto IP-Se-06 na sobrevida 

dos animais (figura 39B). Constatou-se que este composto aumentou a sobrevida dos 

animais quando comparado ao grupo controle, porém, como esperado, não foi superior 

ao tempo de sobrevida dos animais do grupo doxorrubicina. 

Poucos estudos relatam os efeitos in vivo de imidazo[1,2-a]piridina. 

Meenakshisundaram e colaboradores (2019) avaliaram a atividade antitumoral in vivo de 

derivados de imidazo[1,2-a]piridina em animais submetidos a um modelo de carcinoma 

mamário durante 14 dias de tratamento na concentração de 50 mg/kg e obtiveram 

resultados semelhantes ao fármaco tamoxifeno (20 mg/kg). Morigi e colaboradores 

(2019) também avaliaram os efeitos antitumorais de novas moléculas com o núcleo 

imidazol em suas estruturas e observaram redução do crescimento tumoral de células de 

melanoma e de câncer de mama em concentrações de 7,5 mg/kg e 15 mg/kg em 

camundongos C57BL/6. Nesse sentido pode-se observar que a concentração utilizada no 

presente estudo (1 mg/kg) é de menor valor quando comparado a outros estudos in vivo 

0 10 20 30
0

25

50

75

100

TAE

TAE + IP-Se-06

TAE + Doxo

AUC (%)

36.60

49.43

77.03

Dias

S
o

b
re

v
id

a
 (

%
)

C
on

tr
ol

e

D
ox

o 

IP
-S

e-
06

 
0

25

50

75

100

***

***

In
ib

iç
ã
o

 d
o

 c
re

sc
im

en
to

 d
o
 t

u
m

o
r 

(%
)



 
 

132 
 

com compostos com o mesmo núcleo imidazol. Esse fato pode estar associado a presença 

do selênio ao núcleo imidazopiridina que pode ter garantido um melhor efeito 

antitumoral. 

O aumento do tempo de sobrevida dos animais é um dos critérios mais utilizados 

para avaliação de um composto com possível atividade antitumoral. O grupo dos animais 

tratados com o composto IP-Se-06 apresentou uma área sob a curva maior (49,43%) que 

o grupo controle (36,60%), o que indica seu efeito benéfico na sobrevida dos animais. De 

fato, o aumento na sobrevida dos animais em geral está associado a inibição do 

crescimento tumoral ocasionado pelo composto IP-Se-06.  

Visto que o composto IP-Se-06 foi capaz de diminuir os níveis de HIF-1α in vitro, 

foi investigado o efeito antiangiogênico do mesmo composto em animais implantados 

com TAE. Além disso, foi avaliado também a glicemia desses animais, a fim de 

identificar possíveis alterações nos níveis plasmáticos de glicose uma vez que os ensaios 

in vitro identificaram uma redução no conteúdo de GLUT-1 (Figura 40). 

 

Figura 40 - Efeito do composto IP-Se-06 na angiogênese e na glicemia de animais 

transplantados com TAE. 
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Legenda. Animais portadores de TAE e tratados com o composto IP-Se-06 (1 mg/kg). (A) Efeito do 

composto IP-Se-06 na inibição de angiogênese (B) Níveis plasmáticos de glicose dos animais comparados 
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do grupo controle. Os valores foram expressos como Média ± Desvio, n=6. (***) denota diferença 

estatisticamente significativa comparada ao controle (não tratado) em p <0,001. 

 

Os dados obtidos indicam que o composto IP-Se-06 exerceu efeito 

antiangiogênico (figura 40A) quando comparado ao controle (p<0,001). Também é 

possível observar que não houve diferença estatisticamente significativa nos níveis 

glicêmicos dos animais do grupo IP-Se-06 quando comparado aos animais do grupo 

controle (figura 40B).  

A angiogênese é um processo complexo que envolve migração de células 

endoteliais, proliferação e formação de tubos capilares e ocorre principalmente devido a 

expressão de VEGF que é um efetor a jusante do HIF-1α (RAJABI e MOUSA, 2017). O 

HIF-1α é o regulador mestre das vias de sinalização da angiogênese.  Em condições de 

hipóxia, o HIF-1α forma um heterodímero com o HIF-1β e é translocado para o núcleo, 

onde se liga ao promotor dos genes responsivos à hipóxia, como o VEGF. Finalmente, a 

ligação do VEGF em seu receptor resulta em proliferação endotelial, migração e 

vascularização (DEWANGAN et al., 2019). É possível que a diminuição dos níveis de 

HIF-1α devido à inibição da fosforilação da Akt ocasionada pelo composto IP-Se-06, 

conforme demonstrado in vitro, contribuiu para o efeito antiangiogênico encontrado no 

presente estudo in vivo, uma vez que a via da Akt contribui para a estabilização do HIF-

1α e este por sua vez é responsável pela transcrição de VEGF. Li e colaboradores (2013) 

avaliaram o efeito de derivados de imidazopirina em células de câncer de mama e 

encontraram importante redução dos níveis de HIF-1α e consequentemente de VEGF, ao 

inibir a fosforilação da Akt e PI3K. Kim e colaboradores (2011) sintetizaram uma nova 

série de análogos de imidazo[1,2-a]piridinas com inibidores de PI3K/Akt em suas 

estruturas e avaliaram os níveis de VEGF em células de câncer de mama (T-47D). Os 

resultados mostraram inibição de VEGF, indicando que inibidores da via da Akt poderiam 

atuar inibindo o VEGF.  

Por fim, a adição de selênio ao núcleo imidazol também pode ter contribuído para 

o efeito antiangiogênico observado no presente trabalho. Tagarim e colaboradores (2016) 

demonstraram que um composto de selênio inibiu a angiogênese em tumores mamários 

de ratos induzidos por 1-metil-1-nitroso ureia por meio da supressão da expressão de 

VEGF. Sendo assim, é possível sugerir que o selênio tenha agido de modo sinérgico ao 

imidazol potencializando o efeito antiangiogênico encontrado no presente estudo.  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vascular-endothelial-growth-factor
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304383512006015?via%3Dihub#b0205
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/heterodimer
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O composto IP-Se-06 apesar de reduzir os níveis de Akt e GLUT-1, não alterou o 

perfil glicêmico dos animais. Esse resultado é de grande valia pois vários autores relatam 

quadros hiperglicêmicos em pacientes  participantes de ensaios clínicos com compostos 

inibidores competitivos e não competitivos da via da Akt (JANSEN et al., 2016; MA et 

al , 2015; SAURA et al., 2017) o que limita a sua utilização terapêutica no combate ao 

câncer. 

A proteína Akt possui um cross talk com via de sinalização da insulina.  A 

ativação do receptor de insulina desencadeia uma cascata de fosforilação, iniciada pela 

autofosforilação do receptor e a ativação das proteínas substrato do receptor de insulina 

(IRS-1 e IRS-2), recrutando PI3K que fosforila PIP2 a PIP3. O PIP3 ancorado na 

membrana ativa a Akt, contribuindo assim para a translocação do transportador do 

GLUT-1 (KOBAYASHI e ZOCHODNE, 2018). A Akt2 e seus efetores controlam a 

translocação de GLUT-4 estimulada por insulina para a membrana plasmática. Akt2 é 

altamente expressa em tecidos responsivos à insulina e também em tecidos tumorais, é 

um importante regulador do metabolismo da glicose e sua deleção resulta em resistência 

à insulina, hiperinsulinemia e intolerância à glicose (CHO et al., 2001).  

Foram descobertos diferentes compostos inibidores da Akt 

em modelos in vitro e in vivo, mas apenas um pequeno número foi submetido a avaliação 

clínica devido à presença de quadros de hiperglicemia (MUNDI et al., 2016). 

GSK690693 foi o primeiro inibidor de Akt avaliado clinicamente. Em experimentos pré-

clínicos demonstrou inibir as três isoformas da Akt em concentrações nanomolares e 

inibir significativamente o crescimento de diferentes tumores em modelos in vivo. Apesar 

dos dados pré-clínicos encorajadores, o desenvolvimento clínico do agente foi 

interrompido devido à hiperglicemia relacionada ao medicamento e resistência periférica 

à insulina (MATTMAN et al., 2011; PAL et al., 2010).  

Outro conhecido inibidor é o AZD5363, um derivado de pirrolopirimidina que 

inibe todas as isoformas de Akt com afinidade nanomolar e inibe a proliferação de um 

grande número de linhagens celulares tumorais sólidas e hematológicas, apresentando 

maior potencial terapêutico em células de câncer de mama (DAVIES et al., 2012). A 

segurança e tolerabilidade do AZD5363 como monoterapia oral foi avaliada em 90 

pacientes com malignidades sólidas avançadas. Porém, os efeitos adversos relatados com 

mais frequência em todos os esquemas de dosagem foram: diarreia, náuseas, vômitos e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5520506/#bib28
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hiperglicemia (BANERJI et al., 2018). O ipatasertib pertence à classe de anéis fundidos 

de 6-5 heterocíclicos de inibidores competitivos de Akt. Em um estudo de fase I, a 

segurança e tolerabilidade em pacientes com tumores sólidos foram avaliadas após a 

administração oral em doses diárias de 25 a 800 mg/kg e, apesar da boa tolerância ao 

ipatasertib, também foram encontrados nos pacientes quadros hiperglicêmicos (SAURA 

et al., 2017). 

Sendo assim, devido a alterações no perfil glicêmico causados por inibidores da 

Akt, é de extrema valia o resultado obtido no presente estudo, pois apesar da diminuição 

dos níveis da Akt e GLUT-1 apresentado pelo composto IP-Se-06 in vitro, este não 

exerceu efeitos nos níveis de glicose plasmática dos animais. 

 

5.4 Parte IV – Predições dos parâmetros físico-químicos e farmacocinéticos do IP-

Se-06  

 

5.4.1. Estudos in silico com IP-Se-06  

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que o composto IP-

Se-06 teve o melhor desempenho quanto a atividade antitumoral, tanto para células 

HepG-2 quanto para células A172, além de importante atividade antitumoral in vivo 

(inibição do crescimento tumoral, elevação da sobrevida e efeito antiangiogênico). Nesse 

sentido foram realizados ensaios preliminares in silico utilizando duas plataformas de 

bioinformática a SwissADME e ADMETlab, e os resultados obtidos estão representados 

na tabela 4. 

Tabela 4 - Predição das propriedades ADMET para o composto IP-Se-06 

Propriedades físico-químicas Semelhança ao fármaco 

Peso molecular (g/mol) 394,06 Lipinski Sim 

Nº de ligações rotacionáveis 4 Ghose Sim 

Nº de aceptores para ligação de H 2 (3) Veber Sim 

Nº de doadores para ligação de H 0 Egan Sim 

TPSA1 (Å²) 26,53 Muegge 1 

 Golden Triangle Aceito 
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Lipofilicidade Log P 

iLOGP 0,0 Score de 

biodisponibilidade 

0.55 

XLOGP3 5,42  

Quimica Medicinal 

WLOGP 2,97 Alerta PAINS 0 

MLOGP 3,37 Alerta Brenk 1 

SILICOS-IT 3,52 Semelhança a fármaco 0.499 

Consenso 3,06 Acessibilidade sintética 2.733 

LogP 5,07 
 

Toxicidade (%) 

 

Farmacocinética (probabilidade) 

 

AMES5 

 

Cat. 1  (0,75) 

Absorção GI2 Sim (0,813)  Sensibilidade da pele Cat. 0  (0,08) 

Permeabilidade BHE3 Sim (0,917) DILI6 Cat. 1  (0,78) 

Inibidor de P-gp4 Sim (0,701) FDAMDD7 Cat.0  (0,46) 

Substrato de P-gp4 Não (0,108)   

Inibidor CYP1A2 Não (0,848)   

Substrato CYP1A2  Sim (0,575)   

Inibidor CYP2C9 Sim (0,683)   

Substrato CYP2C9  Não (0,493)   

Inibidor CYP2C19  Sim (0,837)   

Substrato CYP2C19 Sim (0,579)   

Inibidor CYP2D6 Sim (0,536)   

Substrato CYP2D6 Sim (0,556)   

Inibidor CYP3A4 Sim (0,475)   
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Substrato CYP3A4  Sim (0,508)   

1Área de superfície polar; 2Gastrointestinal; 3Barreira hematoencefálica; 4Glicoproteína-P; 
5Mutagenicidade; 6 Dano hepático induzido por fármaco; 7Dose diária máxima recomendada. 

 

A predição das propriedades farmacocinéticas tem tido um papel central nas fases 

iniciais da descoberta de novos medicamentos (FERREIRA e ANDRICOPULO, 2019), 

uma vez que esta pode prever com um certo grau exatidão (aproximadamente 60%) vários 

parâmetros cinéticos e físico-químicos de novos compostos, tendo como base bancos de 

estruturas químicas depositadas cujos parâmetros já são estão caracterizadas na literatura 

científica. Modelos in silico para prever o perfil de ADMET (Adsorção, Distribuição, 

Metabolismo, Excreção e Toxicidade) de compostos devem ser incorporados ao 

desenvolvimento de fármacos para reduzir falhas devido à fraca farmacocinética e 

toxicidade (GHOSH et al., 2016).  

Quanto a lipofilicidade nota-se que IP-Se-06 possui características 

predominantemente hidrofóbicas pois apresentou log P>5. Segundo Tsopelas e 

colaboradores (2017) a lipofilicidade é considerada característica crucial para ação e 

segurança de novos fármacos, sendo essa uma importante propriedade que permite aos 

compostos atravessarem membranas biológicas. Nesse sentido, pode-se relacionar a 

lipofilicidade de IP-Se-06 com suas propriedades farmacocinéticas. Percebe-se que IP-

Se-06 pode ultrapassar o epitélio intestinal e também a barreira hematoencefálica. Sabe-

se que as células endoteliais especializadas da barreira hematoencefálica possuem junções 

que restringem severamente a permeabilidade celular aos compostos químicos (DA ROS 

et al., 2018). Portanto, o transporte de moléculas é dificultado e apenas alguns compostos 

podem chegar ao tecido cerebral. Esta é uma das principais razões pelas quais vários 

compostos biologicamente promissores mostram eficácia in vitro e falham em mostrar 

atividade in vivo (ISLAM, 2020). Sendo assim, tendo em vista a capacidade de IP-Se-06 

em ultrapassar a barreira hematoencefálica somado aos resultados obtidos com células de 

glioblastoma apresentados no presente estudo, é possível prever que IP-Se-06 possa vir 

a ser uma molécula líder para o desenvolvimento de novos fármacos antitumorais. 

Ainda, a tabela 4 demonstra que IP-Se-06 possui propriedades para atuar como 

inibidor de glicoproteína-P. A glicoproteína-P é uma bomba de efluxo de moléculas e tem 

sido amplamente estudada por sua associação com a resistência múltiplas a fármacos 
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MDR (Multi Drug Resistence) devido a sua superexpressão em células tumorais 

(WAGHRAY e ZHANG, 2018). Por isso, a inibição de glicoproteína-P por IP-Se-06 

pode representar uma estratégia conveniente, principalmente para tumores resistentes a 

quimioterapia e com superexpressão de glicoproteína-P como ocorre por exemplo, no 

carcinoma hepatocelular (LI et al., 2018). Por outro lado, a glicoproteína-P também pode 

representar um obstáculo para o tratamento de glioblastoma, pois por exemplo o fármaco 

TMZ serve como substrato da glicoproteína-P, o que dificulta sua entrada no sistema 

nervoso central (GOLDWIRT et al., 2014). 

Adicionalmente, IP-Se-06 é capaz de modular diferentes isoformas de enzimas da 

família P450, atuando como inibidor de CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4 e 

substrato de CYP1A2, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4. De maneira geral, a inibição das 

enzimas da família CYP envolve a competição com outra molécula pelo sítio ativo da 

enzima (MANIKANDAN e NAGINI, 2018). Dessa forma, é importante ressaltar que a 

inibição das isoformas de CYP podem prejudicar a biotransformação ou eliminação 

completa de fármacos, entretanto, esse fato não exclui definitivamente IP-Se-06 de 

tornar-se um composto líder, uma vez que, modificações estruturais que visem alterações 

em parâmetros farmacocinéticos como biotransformação pelas enzimas da família P450 

poderiam contribuir de forma significativa para resultados mais promissores no futuro. 

Quanto as características de semelhança ao fármaco, o SwissADME adota 5 

critérios (Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge), cada um com regras próprias, que 

servem como indicador de comparações com fármacos em relação a biodisponibilidade 

oral. Conforme mostrado na tabela 4 o SwissADME indicou apenas uma violação para o 

composto IP-Se-06 quanto ao critério Muegge que define o valor ideal de LogP ≤ 5 

enquanto que IP-Se-06 apresentou LogP 5,07. Adicionalmente, na categoria química 

medicinal foram detectadas apenas violação para alerta Brenk devido à presença do 

selênio na estrutura de IP-Se-06 

Finalmente, utilizando o ADMETLab 2.0 foi possível verificar o potencial de 

toxicidade de IP-Se-06. Dentre os indicadores utilizados pela base de dados, foram 

avaliados sensibilidade para pele (sem violação, categoria 0), alerta estrutural de dor (sem 

violação, categoria 0), alerta Ames que avalia o potencial de mutagenicidade (categoria 

1; probabilidade 0,754) e hepatoxicidade (categoria 1; probabilidade 0,788). De fato, os 

resultados preditivos de toxicidade calculados pelo ADMETLab 2.0 são similares aos 
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observados por Santos e colaboradores (2020), onde foi possível investigar o efeito 

antitumoral in vivo de IP-Se-06 em modelo de tumor ascítico de Ehrlich, pois os autores 

observaram melhor tempo de sobrevida dos animais à medida que a concentração de 

composto (mg/kg) administrada foi diminuída, podendo este, ser um indicador de 

toxicidade em doses mais elevadas. Assim, melhorias estruturais a partir de IP-Se-06 são 

fortemente encorajadas para que possam impactar positivamente os parâmetros de 

farmacocinética e toxicidade calculados pelo ADMETLab. 

Os resultados apresentados no presente trabalho foram publicados parcialmente 

no periódico Journal of Biochemical and Molecular Toxicology e compreende os 

resultados obtidos com a linhagem celular HepG-2 e ensaios in vivo utilizando o protocolo 

experimental de tumor de Ehrlich (Anexo I). A segunda fase do estudo foi aceita para 

publicação no periódico Oxidative Medicine and Cellular Longevity, e contempla os 

resultados obtidos com a linhagem celular A172 e predições de parâmetros físico-

químicos calculados pelo SwissADME e ADMETlab (Anexo II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

140 
 

6. CONCLUSÕES  

A atividade antitumoral de dez compostos derivados de Imidazo[1,2-a]piridina 

seleniladas foram testadas para linhagem de carcinoma hepatocelular, glioblastoma e 

tumor ascítico de Ehrlich. Dentre os compostos testados, IP-Se-06 teve papel de destaque 

devido seu promissor desempenho em diferentes vias envolvidas na patogênese tumoral 

como: 

• Alteração de defesas antioxidantes com diminuição da atividade da TrxR; e 

conteúdo de GSH, além da elevação dos níveis de EROs intracelular; 

• Dano ao DNA das células tumorais;  

• Indução de morte celular por apoptose via aumento do conteúdo de p53 e diminuição 

de Bcl-xL; 

• Parada do ciclo celular na fase G1 e efeito antiproliferativo; 

• Diminuição expressiva do conteúdo da proteína Akt e p-Akt em células HepG-2 

culminando na diminuição de GLUT-1 e HIF-1α. A mesma observação foi 

constatada em células A172, entretanto, de forma menos efetiva quando comparado 

ao resultado obtido em HepG-2; 

• Diminuição do conteúdo de ERK 1/2;  

• Alteração nos conteúdos de proteínas envolvidas no complexo do inflamassoma 

NLRP3: p38, p-p38, NLRP3 e caspase 1 em células A172; 

• Elevação do tempo de sobrevida, diminuição do crescimento tumoral e diminuição 

de angiogênese em animais transplantados com o TAE 

 

Por fim, os estudos in silico demonstraram que o composto IP-Se-06 pode sofrer 

absorção gastrointestinal, tem permeabilidade pela barreira hematoencefálica, toxicidade 

aceitável, porém com violações para os critérios de hepatotoxicidade e mutagenicidade, 

sugerindo a necessidade de alterações estruturais de IP-Se-06. 
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7. PERSPECTIVAS  

• Investigar o efeito inibitório de IP-Se-06 sobre o conteúdo da proteína Akt a nível 

gênico; 

• Investigar o efeito de IP-Se-06 sobre o conteúdo de PI3K; 

• Investigar o efeito de IP-Se-06 sobre receptores de membrana (tirosina cinase); 

• Investigar o efeito de IP-Se-06 sobre o conteúdo de VEGF; 

• Investigar o efeito de IP-Se-06 sobre parâmetros inflamatórios (COX2, NFkB, TNF-

α e Interleucinas); 

• Aprofundar o estudo do efeito de IP-Se-06 sobre o complexo do inflamassoma 

NLRP3; 
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8. ANEXOS 

Artigo 1 – Publicado no periódico Journal of Biochemical and Molecular Toxicology 
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Artigo 2 – Submetido ao periódico Oxidative Medicine and Cellular Longevity 
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