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RESUMO

Entre as neoplasias hematoldgicas as leucemias mieldides agudas (LMA) se
caracterizam por um bloqueio de maturacido e proliferacdo descontrolada de
progenitores mieldides na medula dssea, os quais podem infiltrar o sangue periférico
e/ou outros tecidos. Essas doencas se destacam pela elevada prevaléncia no Brasil
e no mundo, e, apesar dos avangos no tratamento, a quimioterapia ainda é a forma
de terapia mais utilizada. No entanto, esta associada a elevada citotoxicidade e
efeitos adversos que levam a altas taxas de morbidade e mortalidade. Sendo assim,
a busca por novos compostos para o desenvolvimento de farmacos para o
tratamento LMA ¢é de grande interesse para a industria farmacéutica. Nessa
perspectiva, e tendo em vista as diversas atividades bioldgicas ja descritas sobre
compostos da classe das imidazopiridinas, incluindo atividade antineoplasica, o
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade citotdéxica das imidazopiridinas DSHS55 e
da DSH56, sobre células de linhagem de LMA (K562). O efeito citotdxico dos
compostos sobre a K562 foi analisado pelo método de MTT. Os resultados mostram
que ambos os compostos diminuiram significativamente a viabilidade celular de
forma tempo e concentracdo dependentes. Além disso, para avaliar a capacidade
dos compostos causar hemolise, eritrocitos de individuos saudaveis foram incubados
a concentracdes crescentes, até cinco vezes maior que a Cls, de cada composto, e,
foi observado que, quando comparado ao controle negativo, ndo houve diferenca
significativa na liberagdo de hemoglobina. Além disso, por meio da analise da
morfologia das células coradas com brometo de etidio e laranja de acridina e
detecgao da exposicao de residuos de fosfatidilserina por citometria de fluxo, foi
observado que o mecanismo de morte celular induzido pelas imidazopiridinas
DSH55 e DSH56 envolve apoptose. Em conjunto, os resultados obtidos permitem
sugerir que as imidazopiridinas DSH55 e da DSH56 causam apoptose na células
nas células K562, no entanto, para um avanco no desenvolvimento dessas
moléculas como possiveis protétipos de novos farmacos, sera necessario a
avaliacao de outras proteinas envolvidas no mecanismo de agao da apoptose.

Palavras-chave: Leucemia mieldide aguda; imidazopiridinas; citotoxicidade;

apoptose.



ABSTRACT

Among all hematologic neoplasms, acute myeloid leukemias (AML) are characterized
by a blockage in maturation and uncontrolled proliferation of myeloid progenitors
located in the bone marrow; these can escape the bone marrow towards peripheral
tissues such as the blood. These diseases are known for their significant prevalence
in Brazil and around the world, nevertheless, even with some advancements in
treatments, chemotherapy is still the most often used treatment. However, it's
frequently associated with high toxicity and side-effects that lead to morbidity and
mortality. With that in mind, research for new compounds aiming in the development
of drugs for the treatment of AML is of high interest for the pharmaceutical industry.
From this point of view, and minding all biological activities reported for other
imidazopyridines, including antineoplastic, the aim of this paper was to evaluate the
cytotoxicity of DSH55 and DSH56, two imidazopyridines, over a AML cell line (K562).
Cytotoxicity was assessed using MTT. Results have shown that both compounds
have significantly diminished cell viability in a time-dose dependent manner.
Furthermore, in order to test for hemolysis potential, healthy erythrocytes were
incubated with a gradient of concentrations, up to five-fold each compound’s ICs,
and, compared to an untreated control, there were no significant differences in
hemoglobin liberation. Beyond that, using ethidium bromide and acridine orange the
morphology was evaluated as well as the exposition of phosphatidylserine residues
by flow cytometry. Combined, these results allow us to suggest that the cell death
mechanism induced by DHS55 and DSH56 in K562 cells involves apoptosis,
nevertheless, in order to strengthen this claim other proteins involved with apoptosis
should be evaluated.

Key-words: Acute myeloid leukemia; cytotoxicity; imidazopyridines; apoptosis.
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1. INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as neoplasias
malignas estdo entre as principais causas de morbidades e mortalidade no mundo,
afetando milhdes de individuos de ambos os sexos e de todas as faixas etarias. Em
2020, uma estimativa global apontou a ocorréncia de 19,3 milhdes de casos
incidentes e 9,9 milhdes de mortes relacionadas a essa condicdo clinica
(GLOBOCAN, 2022). Em relagédo ao Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
estima que tenham ocorrido aproximadamente 626 mil novos casos de neoplasias
malignas em 2020, e aproximadamente 226 mil obitos relacionados ao cancer em
2020 (INCA, 2021). Até o ano de 2040, a OMS prevé um aumento mundial de 56%
no numero de casos incidentes e de 64% no numero de mortes causadas, ou em
decorréncia, dessas neoplasias (IARC, 2022).

Ainda, segundo a OMS, 62% dos diagnodsticos de cancer ocorrem em paises
em desenvolvimento, como o Brasil. Nas regides como Africa, Asia e América latina
concentram-se 72% do total de mortes em decorréncia dessas neoplasias malignas.
Isso se deve, em parte, as dificuldades de acesso a um diagndstico rapido e a
tratamentos de alto custo, os quais, muitas vezes, nao estao disponiveis para grande
parte desta populagdo (THE CANCER ATLAS, 2022).

Tendo em vista o aumento global na incidéncia de neoplasias malignas,
incluindo as leucemias agudas (LA), sobretudo em paises em desenvolvimento
como o Brasil, aliado a altas taxas de recidivas, ao alto custo dos tratamentos
disponiveis, e a citotoxicidade ndo seletiva dos agentes antineoplasicos usados nos
esquemas terapéuticos, atualmente propostos pelo Ministério da Saude, é evidente a
necessidade da busca por novos tratamentos custo-efetivos que apresentem poucos
ou nenhum efeitos adversos para os pacientes, no entanto, esse ainda € um desafio
para os pesquisadores na area da oncologia.

Nesse contexto, as imidazopiridinas destacam-se como uma classe de
compostos cuja estrutura quimica fundamental apresenta grande potencial como
protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos (SHARMA et al., 2021). Na
literatura, varios trabalhos demonstram diferentes atividades bioldgicas de derivados

estruturais de imidazopiridinas, tais quais antituberculosa (TETALI et al., 2020),
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antimalarica (PENZO et al., 2019) e antineoplasica (BACCON-SOLLIER et al., 2020;
DAMGHANI et al., 2021; GUCLU et al., 2018; SHARMA et al., 2021); .

Assim, o objetivo do presente estudo é avaliar a atividade citotoxica das
imidazopiridinas DSH55 e da DSH56, sobre células de linhagem de LMA (K562),
bem como investigar os possiveis mecanismos de morte celular envolvidos na
citotoxicidade do composto mais efetivo. Com isso, o presente estudo busca
contribuir com esforgo mundial na investigagado de novas opg¢des terapéuticas para o
tratamento das neoplasias hematoldgicas, apresentando um novo protétipo para o

desenvolvimento de farmacos antileucémicos seletivos para as células neoplasicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DO CANCER

Cancer, também denominado de neoplasia maligna, € um termo utilizado para
definir um grupo heterogéneo de doengas que apresentam como principais
caracteristicas a desregulacdo da proliferagdo celular, a capacidade de invadir
tecidos adjacentes ou orgaos distantes e de evadir a vigilancia do sistema
imunologico (HANAHAN et al., 2022; GLOBOCAN, 2020). O desenvolvimento das
neoplasias esta ligado a mutagdes esponténeas ou causadas por fatores ambientais,
tais como o tabagismo, exposicdo a radiacdo ionizante entre outros fatores
agressivos a homeostasia.

Atualmente, estdo disponiveis na clinica quatro principais modalidades de
tratamentos para as neoplasias, a ressecg¢ao cirurgica, a radioterapia, a imunoterapia
e quimioterapia, as quais podem ser utilizadas de forma isolada ou combinada
(MILLER et al., 2019). As cirurgias sao determinantes em tumores solidos, sem
sinais de metastase, contudo n&o é opcgao para as neoplasias hematologicas. A
radioterapia e a imunoterapia sdo indicadas em conjunto com as cirurgias, como
forma de erradicar células marginais restantes da ressecg¢do. Ja a quimioterapia, por
ter seu efeito sistémico, pode ser utilizada de forma independente de outros
tratamentos, tanto em tumores solidos quanto em neoplasias hematoldgicas.
Contudo, o principal fator limitante para o uso dos quimioterapicos continua sendo a
citotoxicidade nao especifica, o que resulta em severos efeitos adversos
(SCHIRRMACHER, 2019).

2.2 LEUCEMIAS AGUDAS

As leucemias agudas sao neoplasias hematolégicas caracterizadas pela
parada da diferenciagcdo normal das células hematopoiéticas e pela proliferagcao
clonal exacerbada de uma célula progenitora mieldide ou linféide, que resulta no
acumulo de células imaturas na medula éssea e/ou sangue periférico (SWERDLOW

et al, 2017). Esse grupo de neoplasias esta listado no ranking dos dez tipos de
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neoplasias malignas mais frequentes no Brasil. Para o triénio de 2020-2022 estao
previstos 10.810 novos casos de leucemias, 5.920 em homens e 4.890 em
mulheres. Essas doengas hematologicas acometem individuos de todas as faixas
etarias e, por isso, causam um impacto negativo tanto na expectativa de vida do
pais, quanto na qualidade de vida dos pacientes e na longevidade da populagéo
idosa (INCA, 2022).

Segundo a OMS, as LAs sao doengas heterogéneas divididas em trés
subtipos principais: leucemia mieléide aguda (LMA), quando ha comprometimento da
linhagem mieldide, leucemia linfoblastica aguda quando apenas progenitores
linfoides estao envolvidos e LA de linhagem ambigua quando ha o envolvimento de
ambas as linhagens hematoldgicas (SWERDLOW et al., 2017).

De acordo com os critérios da OMS, o diagnostico das LAs baseia-se na
analise morfolégica das células leucémicas observadas no sangue periférico,
hemograma, e/ou na medula éssea; na analise imunofenotipica por citometria de
fluxo e na avaliagcdo das alteragdes genéticas por citogenética e/ou biologia
molecular (Figura 1), estas analises sdo realizadas de forma paralela e seus
resultados contribuem para o diagnéstico diferencial das neoplasias hematoldgicas,
conforme pode ser observado no exemplo apresentado na Figura 2 (CONITEC,
2014; SWERDLOW et al, 2017). Assim, pela classificagdo da OMS, para a LMA,
foco deste estudo, foram estabelecidas sete subcategorias, como segue: LMA
associada a anormalidades genéticas recorrentes, LMA com alteracdes relacionadas
com mielodisplasia, neoplasias mieloides associadas ao tratamento, LMA n&o
categorizada nos itens anteriores, sarcoma mieloide, proliferacdo mieloide
relacionada com sindrome de Down e neoplasia de células blasticas dendriticas
plasmocitoides (SWERDLOW et al., 2017).
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Figura 1 - Fluxograma de analises para o diagndstico de neoplasias hematoldgicas.
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Fonte: O autor.

O tratamento de escolha dependente do diagndstico e varia de acordo com o
subtipo de LMA e com o progndstico do paciente, porém, de forma geral consiste de
uma terapia de indugdo, na qual é utilizado uma combinagdo de antraciclina e
citarabina, seguida de uma terapia de consolidagdo, que varia de acordo com o
prognostico do paciente (ESTEY et al., 2018). Esse esquema terapéutico segue, em
sua maior parte, inalterado nos ultimos quarenta anos e utiliza medicamentos com
citotoxicidade pouco especifica, o que resulta em efeitos adversos, como nausea,
vémito, alopecia, imunossupressao, fadiga, neuropatia periférica e perda de peso
(HOCHHAUS et al.,, 2020). Esses efeitos prejudicam a qualidade de vida dos
pacientes e podem levar ao abandono do tratamento, o que contribui com as baixas
taxas de sobrevida em cinco anos, de apenas 30% - 35% dos pacientes jovens
(KANTARUJIAN et al., 2021).
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Figura 2 - Analise em trés etapas para o diagnéstico de LMA.
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Fonte: O autor.

Por esses motivos, nas ultimas duas décadas, o objetivo dos pesquisadores
na area da oncologia experimental consiste na descoberta de compostos que
tenham maior seletividade e eficiéncia na indugdo de células neoplasicas a morte,
com poucos efeitos adversos sistémicos e que sejam de baixo custo (FENG et al.
2016; OLIVEIRA, 2015).

2.3 MORTE CELULAR E APOPTOSE

De acordo com o descrito na literatura, existem diversos mecanismos de
morte celular, os quais ocorrem por diferentes vias de sinalizacao intracelular e/ou
extracelular em resposta a estimulos distintos. Nas neoplasias, € comum que haja
supressao de uma ou mais vias de sinalizagdo, ao contrario do observado na
homeostase celular. Apos sofrer danos irreversiveis ou sob estresse fisioldgico, as
células neoplasicas muitas vezes sao resilientes a estimulos de morte celular
programada, devido a mutagbes que levam a uma expressao proteica aberrante,
essa resisténcia a morte celular € considerada uma das bases da carcinogénese
(PAVLOVA et al., 2016).

Os processos de morte celular sdo classificados de acordo com suas
caracteristicas bioquimicas, fenotipicas e morfolégicas. Na morte celular nao
regulada ocorre lise da membrana celular e liberagdo do conteudo citoplasmatico no
espaco extracelular, o que resulta em intensa resposta inflamatoéria. J& na morte
celular regulada, como a apoptose, ndo ha liberagado desse conteudo, o que contribui

para manutencao da homeostase. Nessa perspectiva, a apoptose € um tipo de morte
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celular regulada, com vias de sinalizagdo bem definidas, por isso, € desejada para o
desenvolvimento de novos quimioterapicos, pois causam minima resposta
inflamatoria e pouco dano ao tecido adjacente (D’ARCY, 2019).

De acordo com a ultima atualizagdo do Comité de Nomenclaturas em Morte
Celular, a apoptose foi dividida em apoptose intrinseca e extrinseca, duas
modalidades de morte celular regulada que, em linhas gerais, convergem na
ativacdo da cascata das caspases e culminam em alteragcbes morfolégicas e
bioquimicas caracteristicas de cada uma das formas de morte celular (GALLUZZ| et
al., 2018). Portanto, esse processo de morte celular pode ser reconhecido pela
avaliacdo de caracteristicas morfolégicas, como a redugdo do volume celular,
condensagcdo da cromatina, formacdo de prolongamentos da membrana,
externalizacdo dos residuos de fosfatidilserina, permeabilidade de membrana e
formacao de corpos apoptéticos, bem como caracteristicas imunofenotipicas, como
a expressao de fatores pré e anti-apoptéticos, e moleculares, como a fragmentagao
do DNA (D’ARCY, 2019).

2.4 IMIDAZOPIRIDINAS

As imidazopiridinas sdo compostos sintéticos, obtidos a partir da fusdo dos
heterociclos imidazol e piridina por diferentes rotas de sintese. Esses compostos
compdem uma classe de farmacos ja utilizados na clinica, entre eles o zolpidem, um
hipnético nao-benzodiazepinico modulador GABAérgico. Contudo, além dessa,
outras atividades foram descritas para a classe. Na literatura, foram avaliados
diversos derivados estruturais que demonstraram atividades tais como:
antituberculosa (TETALI et al.,, 2020), antimalarica (PENZO et al.,, 2019),
antidiabética, antiviral, agonista do sistema nervoso central, anti-inflamatéria
(KHATUN et al, 2021) e antineoplasica (BACCON-SOLLIER et al., 2020;
DAMGHANI et al., 2021; GUCLU et al., 2018; SHARMA et al., 2021;). No entanto,
até o momento poucos trabalhos avaliam a atividade citotoxica da classe sobre
células de leucemias agudas (GARNAR-WORTZEL et al., 2021; PATEL et al., 2022;
BAO et al., 2009), especialmente em células de LMA (MARTINEZ-URBINA et al.,
2010).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o efeito citotoxico das imidazopiridinas sintéticas DSH55 e DSH56
sobre células de linhagem de LMA (K562) e avaliar o mecanismo de morte celular

envolvido na citotoxicidade desses compostos.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito citotoxico in vitro de das imidazopiridinas sintéticas DSH55 e
DSH56 sobre as células K562 e determinar suas respectivas concentracdes
inibitorias 50% (Clsp)

e Determinar o potencial hemolitico de ambas as imidazopiridinas sobre
eritrocitos de doadores saudaveis.

e Investigar o mecanismo de morte celular induzido pelas imidazopirdinas
DSH55 e DSH56 através de microscopia de fluorescéncia e citometria de

fluxo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES E CULTIVO CELULAR

No presente trabalho foram utilizadas células de linhagem de LMA (K562) de
origem humana, gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Alberto Orfao, do Cientro de
Investigacion del Cancer da Universidade de Salamanca da Espanha.

As células foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI,
Gibco®) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB, Gibco®), 10.000 U/mL
de penicilina (Gibco®), 10.000 pg/mL de estreptomicina (Gibco®) e 10 mM de
tampdo HEPES (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’[2-etanosulfénico], (Gibco®), em pH
7,4 e mantidas em estufa umida, a uma temperatura de 37°C, com 5% de CO..

A viabilidade das suspensdes celulares foi avaliada pelo método de exclusao
com o corante Azul de Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich®) antes de cada experimento
(TENNANT et al., 1964). Os protocolos experimentais foram conduzidos apenas
gquando mais de 95% das células foram consideradas viaveis. A densidade celular
utilizada, bem como o tempo de incubagdo com os compostos, foram definidos de

acordo com cada protocolo experimental.

4.2 ORIGEM DOS COMPOSTOS.

As imidazopiridinas DSH55 e DSH56 (Figura 3), utilizadas neste trabalho,
foram sintetizadas no Laboratério de Catalise e Fendbmenos Interfaciais da (LACFI)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), conforme descrito por Salles et
al. (2019), sob a orientagao do professor Dr. Ricardo Ferreira Affeldt.

Para caracterizagao dos compostos foram utilizadas técnicas de ressonancia
magnética nuclear, cromatografia de camada fina e espectrometria de massas de

alta resolugao.
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Figura 3 - Estrutura quimica das imidazopiridinas testadas.

DSH 55 / DSH 56

Q

Fonte: O autor.

4.3 TRATAMENTO DAS CELULAS COM AS IMIDAZOPIRIDINAS SINTETICAS E
AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR PELO METODO DO MTT.

O MTT (brometo de3(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio) € um sal
tetrazédlico de coloragao amarela, que é reduzido a cristais formazan, de cor azulada,
no interior das mitocondrias de células viaveis (VAN DE LOOSDRECHT et al.,
1991). Dessa forma, o ensaio funciona como um indicador da fun¢gdo mitocondrial, e,
consequentemente, da viabilidade celular (MOSMANN et al., 1983).

Antes dos experimentos, ambas as imidazopiridinas sintéticas foram
dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck Millipore®) na concentragcao de 10
mM e armazenadas a 4 °C, e, no momento do tratamento, essa solugao foi diluida
em meio RPMI suplementado.

As células K562 foram cultivadas em placas de 96 poc¢os na densidade de 5 x
10* células/pogo; 2,5 x 10* células/pogo e 1,25 x 10* células/pogo por 24 h, 48 h e 72
h, respectivamente, e incubadas com os compostos em concentragcdes crescentes

(1, 5, 10, 25, 50 e 100 pM). Foram utilizados dois controles, um de células sem
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tratamento e outro acrescido de 2% do veiculo de dissolugdo (DMSO) ao meio de
cultura.

Apos o tempo de incubacdo de cada experimento, o sobrenadante foi
removido, e, uma solugdo de MTT (Sigma-Aldrich®) diluido em meio de cultura na
proporcdo de 1:10, foi adicionado as placas, as quais foram incubadas por um
periodo de 3 h a 37 °C. Na sequéncia, o sobrenadante foi removido, e os
precipitados formados em cada pogo foram dissolvidos utilizando-se uma solugao de
alcool isopropilico (Proc9®) + HCI (0,04N) (Sigma-Aldrich®), centrifugados e
transferidos para uma nova placa, onde foi realizada a leitura das absorbancias no
comprimento de onda 540 nm em um espectrofotdometro (Heales, MB-580®). A
absorbancia do grupo controle (células sem tratamento) foi considerada como 100 %
de viabilidade celular e a concentragao inibitéria 50 % (Cls,) foi obtida a partir da
regressao linear das curvas concentragao e tempo-resposta, utilizando-se o software
GraphPad Prism 9.

4.4 AVALIAGAO DA APOPTOSE POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA COM
BROMETO DE ETIDIO E LARANJA DE ACRIDINA.

Para a avaliacdo do efeito das imidazopiridinas sobre células de LMA foi
utilizada microscopia de fluorescéncia em conjunto com os corantes fluorescentes
laranja de acridina e brometo de etidio. O laranja de acridina € um corante
permeavel a membrana citoplasmatica intacta que interage com o DNA emitindo
fluorescéncia verde as células quando observadas em microscopio de fluorescéncia.
Ja, o brometo de etidio permeia apenas a membrana citoplasmatica de células que
tiveram o controle de permeabilidade comprometido. Dessa forma, €& possivel
diferenciar células morfologicamente normais de células em apoptose (membrana
integra, nucleos picnoticos, cromatina nuclear condensada e a formagéo de corpos
apoptéticos) e de células que apresentam permeabilidade de membrana aumentada
(células em apoptose tardia e células em necrose, as quais emitem fluorescéncia
laranja quando o brometo de etidio intercala-se ao DNA) (RENVOIZE et al., 1998).

Para a realizagdo do ensaio, as células K562 (1,0 x 10° células/ 4 mL) foram

tratadas com as imidazopiridinas na Cls, de 24 h. Apds 18 h de incubacéo, as células
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foram lavadas com PBS (Laborclin®) e o sedimento celular foi ressuspendido em
uma solugcao constituida de brometo de etidio (5 pg/mL) (Sigma-Aldrich®) e laranja
de acridina (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich®) na proporgdo 1:1. As células foram
observadas em lamina de vidro recoberta por laminula em um microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX41®). A morfologia das células foi observada e, pelo

menos, dez campos representativos foram fotografados.

4.5 AVALIACAO DA EXPOSICAO DOS RESIDUOS DE FOSFATIDILSERINA POR
CITOMETRIA DE FLUXO.

Este método é fundamentado na capacidade de ligacdo da anexina-V aos
residuos de fosfatidilserina, os quais sao externalizados durante o processo inicial de
apoptose (ZHANG et al., 1997). Assim, a intensidade de fluorescéncia média do
fluorocromo FITC, conjugado a anexina-V, é captada pelo citbmetro de fluxo e
transformada em dados computaveis.

Para a realizagdo do protocolo experimental, as células K562 (1 x 10°
células/pogo) foram incubadas com ambos os compostos em suas respectivas Clsg,
de 24 h por 18 h, a 37°C, em atmosfera com 5% de CO,. Apds a incubacgao, as
células foram marcadas com Anexina-V-FITC (BD Biosciences ®) e foram adquiridos
50.000 eventos, para cada amostra, em citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems), o qual dispdée do software BD FACSDiva
versao 8.0.1. Em seguida, a analise da intensidade de fluorescéncia média das
células K562 tratadas foi realizada por meio do software Infinicyt 2.0 (Cytognos®) e

comparadas ao grupo controle (células sem tratamento).

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DAS IMIDAZOPIRIDINAS SOBRE CELULAS DE
SANGUE PERIFERICO.

Para a avaliacdo do efeito citotoxico e do potencial hemolitico dos compostos
sobre células ndo neoplasicas, foram coletadas amostras de sangue periférico de
individuos considerados saudaveis, conforme aprovacdo do Comité de Etica de
Pesquisa em Seres humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CEPSH

n°2.838.107/2018). Foram considerados clinicamente saudaveis os individuos n&o
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fumantes que n&o se encontravam em processo infeccioso, alérgico ou inflamatério

e sem historico de doencgas crénicas.

4.6.1 Avaliacao Do Potencial Hemolitico.

Para a realizacao do ensaio de hemdlise, as amostras de sangue periférico
foram coletadas em tubos contendo EDTA (Greiner Bio-One®) e os eritrocitos
separados dos demais constituintes sanguineos por centrifugagdo. Na sequéncia, foi
realizada a padronizacéo das suspensdes de eritrocitos em NaCl 0,9% (Lifar®), as
quais foram posteriormente incubadas em termobloco (Eppendorf®) por uma hora
em concentragdes crescentes das imidazopiridinas (uma a cinco vezes a Cls, de 24
h em células K562), a 37° C e sob leve agitagéo.

Como controle positivo, a suspensado de eritrocitos foi diluida com agua
destilada. Ja para o controle negativo foi utilizado NaCl 0,9% no preparo da
suspensao. Os controles ndo foram incubados com os compostos investigados.

A taxa de hemdlise foi calculada de acordo com a densidade Optica dos
grupos tratados em relagdo aos controles, a qual € proporcional a quantidade de

hemoglobina liberada no sobrenadante. Para isso, a seguinte equagao foi utilizada:

Taxa de hemdélise (%) = (DOt — DOcp) =~ (DOcp — DOcn))x100
Onde: DOt, densidade 6ptica da amostra teste; DOcn, densidade 6ptica do
controle negativo; DOcp, densidade éptica do controle positivo.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para realizar a andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa
GraphPad Prism 9.0®, onde os resultados dos experimentos, realizados em triplicata
ou duplicata, foram expressos como média * erro-padrao da média (EPM).

Para a avaliacdo da citotoxicidade, bem como para hemdlise, o método
estatistico de escolha foi a varidncia em uma via (ANOVA one way) seguida do
poOs-teste Bonferroni para citotoxicidade e pelo Tukey para hemdlise. Ja a analise
estatistica da expressao de residuos de fosfatidilserina foi realizada por teste t nao

pareado. Para ambos o limite de confianga adotado foi de 95% (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EFEITO CITOTOXICO DE IMIDAZOPIRIDINAS SOBRE CELULAS DE LMA.

Tendo em vista os severos efeitos adversos e altas taxas de recidivas
observadas nos tratamentos disponiveis para LMAs, o presente estudo buscou
avaliar o efeito citotoxico das imidazopiridinas DSH55 e DSHS56 sobre células de
LMA, K562, e investigar se causavam morte celular por apoptose. Sendo assim,
inicialmente foi investigado o efeito citotoxico desses compostos sobre as células
K562.

Conforme demonstrado na Figura 4, as imidazopiridinas reduziram a
viabilidade das células K562 de forma dependente do tempo e da concentracio.
Como pode ser observado na Tabela 1, o composto DSH55 apresentou maior
atividade citotoxica sobre as células de LMA do que o DSH56, com Cls, de 24 h de
46,37 + 1,70 uM e 76,68 + 3,64 uM, respectivamente (Tabela 1).

Figura 4 - Curva de concentragao e tempo-resposta das imidazopiridinas DSH55 e
DSH56 sobre células de LMA.
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Notas: * indica p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

A diferenca no efeito dos compostos sobre as células K562 possivelmente

seja explicada pela posicdo da metoxila aromatica, pois € a unica diferenca
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estrutural entre o DSH55 e o DSH56, como pode ser observado na Figura 1.
Isbmeros posicionais, como os avaliados neste estudo, muitas vezes apresentam
caracteristicas farmacocinéticas semelhantes, contudo, suas propriedades
farmacodinamicas podem diferir se a mudanca interfir na forma com que o composto
interage com o alvo molecular (UNVER et al., 2017). No entanto, estudos de docking

molecular seriam necessarios para confirmar essa possibilidade.

Tabela 1 - Citotoxicidade sobre células K562.

DSH55 (Clso uM)  DSH56 (Clso uM)

24 horas 46.37 +1.70 76.68 + 3.64
48 horas 35.53+1.14 48.65+2.10
72 horas 27.71+£1.05 29.79 £1.39

Fonte: O autor.

Os resultados obtidos sdo promissores, ja que as imidazopiridinas avaliadas
mostram significativo efeito citotoxico sobre as células K562, células de leucemia
cronica agudizada, BCR/ABL positivas e, por isso, tendem a ser mais resistentes aos
tratamentos disponiveis (LOSCOCCO et al., 2019). Esses achados sao compativeis
com aqueles encontrados na literatura, ja que outros representantes da classe ja
mostraram atividade sobre as células K562 (MARTINEZ-URBINA et al., 2010).

5.2 EFEITO DAS IMIDAZOPIRIDINAS DSH55 E DSH56 SOBRE ERITROCITOS
SAUDAVEIS

Para investigar se um novo composto potencialmente citotoxico podera
futuramente ser administrado de forma segura por via endovenosa, € importante
avaliar a capacidade de hemdlise in vitro como um resultado preliminar
(BEDNARCZUK et al., 2010; ALENCAR et al., 2015; PEREIRA et al., 2016). Assim, 0
ensaio de hemdlise foi conduzido a fim de avaliar a biocompatibilidade das
imidazopiridinas DSH55 e o DSH56 sobre eritrocitos. Os resultados obtidos sugerem
que ambos os compostos ndo causam hemolise significativa in vitro nas

concentragdes testadas, quando comparados a um controle negativo (Figura 5). Isso
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indica que os compostos sdo biocompativeis com eritrocitos saudaveis em

concentracgdes até cinco vezes maiores que a Cls, de 24 h sobre células K562.

Figura 5 - Avaliacao do potencial hemolitico.
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Fonte: O autor.
Notas: * indica p<0,05 quando comparado ao controle negativo.

Avaliar a biocompatibilidade entre prototipos e eritrocitos € fundamental, tendo
em vista que a maior parte dos quimioterapicos utilizados atualmente no tratamento
da LMA, sdo administrados por infusdo parenteral (PELCOVITS et al., 2020). Essa
forma continua sendo a forma mais eficaz de obter uma distribuicdo sistémica do
agente citotoxico de escolha, o que é desejavel para atingir possiveis metastases,
em paralelo ao tumor solido, ou no caso das neoplasias hematologicas, para atingir
a populacgao de células neoplasicas em circulagdo (MU et al., 2018).

Nao foram encontrados estudos na literatura que avaliam o potencial
hemolitico de compostos da classe das imidazopiridinas. No entanto, em um estudo
conduzido por Guglu et al. (2018) duas imidazopiridinas demonstraram baixa
atividade citotéxica sobre uma linhagem nao neoplasica (WS1). Assim, os resultados
obtidos no presente trabalho, acompanhados de ensaios adicionais sobre outros

modelos de células ndo neoplasicas, podem viabilizar futuros testes em modelos
animais.
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5.3 EFEITO DAS IMIDAZOPIRIDINAS DSH55 E DSH56 NA INDUCAO DA
APOPTOSE

Como citado anteriormente, para verificar se o0 mecanismo de morte celular
induzido pelas imidazopiridinas sobre células K562 envolve a inducdo da apoptose,
foram analisadas a morfologia celular e a exposicédo de residuos de fosfatidilserina
apos incubagao com cada um dos compostos.

Como pode ser observado na Figura 6, as células incubadas com DSH55
apresentaram caracteristicas tipicas de apoptose inicial e tardia, tais como
diminuicdo do volume celular, condensagao da cromatina, formacédo de blebs na
membrana plasmatica, formacgao de corpos apoptoticos e raras células com aumento
na permeabilidade de membrana (células laranjas coradas pelo BE). Por outro lado,
apos incubagdo com o DSH56, a morfologia das células K562 apresentaram-se com
caracteristicas compativeis com apoptose tardia, devido ao aumento na
permeabilidade de membrana evidenciado pela coloragdo laranja, e poucas
caracteristicas compativeis com apoptose inicial, como diminui¢do do volume celular,

condensacgao da cromatina e raros blebs de membrana plasmatica.

Figura 6 - Avaliagdo morfologica de células de LMA tratadas com DSH55 e DSH56.

Controle

Fonte: O autor.
Notas: Setas brancas indicam células com caracteristicas tipicas de apoptose inicial,
enquanto setas cinzas indicam células com caracteristicas de apoptose tardia.
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Resultados semelhantes aos observados apds exposicdo ao DSH55 foram
relatados para outros compostos pertencentes a classe das imidazopiridinas quando
analisados na linhagem de células epiteliais HeLa (ROY et al., 2011).

Como um dos eventos iniciais da apoptose é a externalizagcao dos residuos
de fosfatidilserina, a fim de sinalizar que a célula esta em apoptose e para que seus
corpos apoptoticos sejam fagocitados, sem que haja exposicdo de antigenos
citoplasmaticos ao meio extracelular, os resultados anteriores, sugestivos de
apoptose, foram avaliados por outra perspectiva, utilizando a metodologia da
anexina-V conforme descrita anteriormente.

Como pode ser visualizado na Figura 7, ambos os compostos foram capazes
de causar um aumento significativo (DSH55: 25% e DSH56: 16%) do numero de
células com expressado de residuos de fosfatidilserina marcados com Anexina V,

gquando comparado ao controle nao tratado.

Figura 7 - Efeito das imidazopiridinas DSH55 e DSH56 sobre a exposi¢éo de
residuos de fosfatidilserina marcados com Anexina V.
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O aumento na expressdao de residuos de fosfatidilserina induzido por
imidazopiridinas também foi relatado por outros estudos publicados na literatura, em
esferoides de adenocarcinoma pancreatico metastatico (DAMGHANI et al., 2021) e

cultura de células de cancer de pulmao (SAYEED et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir desse estudo permitem concluir que:

As imidazopiridinas DSH55 e DSHS56 apresentaram efeito citotoxico sobre
células de linhagem de LMA, K562, de forma concentracdo e tempo
dependentes. A DSH55 apresentou Cls, de 24 h de 46,37 + 1,70 pM, Clg, de
48 h de 35,53 £ 1,14 uyM e de Cls, de 72 h de 27,71 + 1,05 yM. A DSH56
apresentou Clsy de 24 h de 76,68 + 3,64 uM, Cls, de 48 h de 48,65 £ 2,10 uM
e de Clg, de 72 h de 29,79 + 1,39 yM. Assim, a DSH55 apresentou efeito
citotéxico mais evidente;
Ambas imidazopiridinas ndo causaram hemolise significativa em eritrocitos de
individuos saudaveis em concentragdes até cinco vezes maior que a ICy, de
24 h sobre células K562 durante 1 h de incubacéo;
As imidazopiridinas DSH55 e DSH56 causam morte celular por apoptose em
células K562, evidenciadas pela avaliagdo morfolégica e pela indugcao da
exposicao de residuos de fosfatidilserina;

Apesar das imidazopiridinas sintéticas DSH55 e DSH56 apresentaram
efeito citotdxico expressivo e promissor com Cls, de 48 h e 72 h baixas, mais
experimentos serdo necessarios para avaliar seu mecanismo de agao e

seletividade.
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