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RESUMO

O cancer ¢ um grave problema de satde publica em escala mundial, sua incidéncia tem
aumentado devido a crescente exposicao da populacao a fatores de risco e ao aumento da
expectativa de vida. A quimioterapia é a modalidade de tratamento que atua de maneira
sisttmica e a mais empregada, contudo, sabe-se que a maioria dos agentes
quimioterapicos podem acarretar diferentes graus de toxicidade em células normais. O
que torna necessario o desenvolvimento de novas terapias. Nesse contexto os derivados
imidazolidinicos sdo agentes heterociclicos importantes, devido a sua capacidade de
apresentar efeitos biologicos ja conhecidos, como anticonvulsivante, antiparasitario,
imunomodulador e, especialmente, anticancer. Baseado nisso, o presente estudo avaliou
a atividade anticancer in vitro de dez novos derivados imidazolidinicos e seus possiveis
mecanismos de acdo. Na avaliacdo in silico através da plataforma SwissADME e
SwissTarget, todas as moléculas apresentam alta polaridade, boa solubilidade em agua,
auséncia de violagdes dos principios de Lipinski, e caracteristicas de bioatividade, estas
sugerem a possibilidade de aplica¢Ges anticancer. Foi observado nos resultados in silico
que todas as moléculas possuem alta absorcdo gastrointestinal e excrecdo renal, e
possuem as proteinas do tipo quinases como alvos com o0s quais tém maior afinidade. No
ensaios in vitro, frente as PBMCs todos os derivados imidazolidinicos ndo apresentaram
citotoxicidade com concentragdes iguais e menores que 100uM, apresentando viabilidade
celular superior a 100%. Frente as células tumorais de cancer de prostata (Dul45), cancer
de péncreas (MiaPACA2) o composto LPSF/MG-2 apresentou CI50 entre 17,19 +
1,11pM a 45,92uM +1,31, respectivamente. O composto LPSF/MG-3 apresentou CI50
de 65,64uM na linhagem de cancer de pancreas (Pancl). A molécula de LPSF/MG-4
apresentou CI50 de 29,9+ 2,3uM na linhagem Dul45. A molécula LPSF/MG-7
apresentou atividade para todas as linhagens pesquisadas com concentracfes CI50 entre
13,92+ 2,3uM a 55,93 £ 3,1uM,sendo observado efeito significativo de retardo da
migracdo celular, reducdo da formacdo de clones pelos compostos LPSF/MG-2,
LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 nas respectivas linhagens celulares. Identificou-se ainda que
0s compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 foram capazes de causar a parada do ciclo
celular na fase Sub-GO e induzir morte celular. No ensaio de docking molecular foi
evidenciado a interacdo da LPSF/MG-7 com sitio ativo da proteina alvo VEGFR2. No
Ensaio de RTQPCR em estudos primarios a esta pesquisa foram evidenciados que a

molécula de LPSF/MG-7 demonstrou maior expressdo da Caspase 3 e 7, assim como das



moléculas pro-apoptéticas BID e BAX. Assim, os derivados sintetizados e aplicados
neste estudo sdo estruturas com atividade anticancer, se destacando a LPSF/MG-2 e
LPSF/MG-7 com resultados interessantes, que sugerem potencial para aprofundamento

de ensaios e possiveis aplicacdes terapéuticas como novas moléculas anticancer.

Palavras-chave: Anticancer, docking molecular, imidazolidina, VEGFR2, SwissADME.



ABSTRACT

Cancer is a serious public health problem worldwide, its incidence has increased due to
the increasing exposure of the population to risk factors and the increase in life
expectancy. Chemotherapy is the treatment modality that acts systemically and is the
most used, however, it is known that most chemotherapeutic agents can cause different
degrees of toxicity in normal cells. This makes it necessary to develop new therapies. In
this context, imidazolidine derivatives are important heterocyclic agents, due to their
ability to present known biological effects, such as anticonvulsant, antiparasitic,
immunomodulatory and, especially, anticancer. Based on this, the present study evaluated
the in vitro anticancer activity of ten new imidazolidine derivatives and their possible
mechanisms of action. In the in silico evaluation through the SwissADME and
SwissTarget platform, all molecules present high polarity, good solubility in water,
absence of violations of Lipinski's principles, and bioactivity characteristics, these
suggest the possibility of anticancer applications. It was observed in the in silico results
that all molecules have high gastrointestinal absorption and renal excretion, and have
protein Kkinases as targets with which they have greater affinity. In the in vitro assays,
against PBMCs, all imidazolidine derivatives did not show cytotoxicity with
concentrations equal to and lower than 100uM, showing cell viability greater than 100%.
Against prostate cancer (Dul45) and pancreatic cancer (MiaPACAZ2) tumor cells, the
compound LPSF/MG-2 showed IC50 between 17.19 + 1.11pyM and 45.92uM +1.31,
respectively. The compound LPSF/MG-3 showed an IC50 of 65.64uM in the pancreas
cancer cell line (Pancl). The LPSF/MG-4 molecule showed an IC50 of 29.9+ 2.3uM in
the Dul45 strain. The LPSF/MG-7 molecule showed activity for all strains investigated
with IC50 concentrations between 13.92+ 2.3uM to 55.93 + 3.1uM, with a significant
effect of delaying cell migration, reduction of clone formation by LPSF/MG-2,
LPSF/MG-3 and LPSF/MG-7 compounds in the respective cell lines. It was also
identified that the compounds LPSF/MG-2 and LPSF/MG-7 were capable of causing cell
cycle arrest in the Sub-GO0 phase and inducing cell death. In the molecular docking assay,
the interaction of LPSF/MG-7 with the active site of the target protein VEGFR2 was
evidenced. In the RTqPCR assay in primary studies for this research, it was evidenced
that the LPSF/MG-7 molecule showed greater expression of Caspase 3 and 7, as well as

the pro-apoptotic molecules BID and BAX. Thus, the derivatives synthesized and applied



in this study are structures with anticancer activity, highlighting LPSF/MG-2 and
LPSF/MG-7 with interesting results, which suggest potential for further testing and
possible therapeutic applications as new anticancer molecules.

Keywords: Anticancer, molecular docking, imidazolidine, VEGFR2, SwissADME.
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INCA- Instituto Nacional do Cancer.
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Union of Pure and Applied Chemistry
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M - Mitose.
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OVCARS - Linhagem de cancer de ovario humano
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p15 - Proteina de 15 kDa.
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p16 - Proteina de 16 kDa.

p18 - Proteina de 18 kDa.
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p21 - Proteina de 21 kDa.
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PDB — Banco de Dados de Proteinas (do inglés: Protein Data Bank)
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RIPKZ1 - Proteina Cinase de Interacdo com o Receptor 1 (do inglés Receptorinteracting
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RIPK3 - Proteina Cinase de Interacdo com o Receptor 3 (do inglés Receptorinteracting
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rTNF - Receptor do fator de necrose tumoral.

S - Fase S do ciclo celular (sintese de DNA)
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Th1 - Célula linfdcitica citotoxica tipo 1

Th2 - Célula linfdcitica citotoxica tipo 2

TILs - Linfocitos infiltrantes de tumor

TNF - Fator de Necrose Tumoral

TNFR1 - Receptor 1 do fator de necrose tumoral.
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SUMARIO

1. INTRODUGAO ...t 26
2. OBUIETIVO ... 28
2.1 OBJETIVO GERAL .....covvreeeeeeseeseeteetee ettt ansases st 28
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooveveveeeeeeeeeeese s ses s esesssanes s, 28
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA........ocooieieieteee e, 29
3.1 GENERALIDADES DO CANCER .......oviiiiereeetesieeeseriesesessseseesn s, 29
3.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DO CANCER........cccooueieeeeeeeeeeeeeresreeer e, 30
3.3 PRINCIPIOS BASICOS DA ONCOGENESE .......c.coovveieeceeeeeeeeeeseeeesesienseninaan, 33
34 CICLO CELULAR ..ottt 36
3.5 MECANISMOS DE MORTE CELULAR.......coooiieieieteeeeeeeeeeeeeesese s, 40
3.8 APOPTOSE ..ot s sessee s s s s asess st seanenn s nsennes 43
3.7 NECROPTOSE ...ttt sesstsses s sess sttt asa st 45
3.8 MICROAMBIENTE TUMORAL E METASTASE.......cccomiiirseeseseessessesiesieninenn, 48
3.9 TERAPEUTICA DO CANCER E SUAS ESTRATEGIAS ......ccoovvererereerereean, 50
3.10 IMIDAZOLIDINAS........ooveveieieeieeeeeeeeteeeses st ies st ase s, 52
3.11 DERIVADOS DE IMIDAZOLIDINAS COM ATIVIDADE ANTICANCER..... 54
312 ENSAIOS IN SILICO ...t 58
4, METODOLOGIA .....ooooeeeeeeeeeeeeseeee s esenssses s ssess s 61
4.1 DERIVADO IMIDAZOLIDINICOS ......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeess s, 61
4.1.1Sintese dos derivados de imidazoliding...........ccccevveveiiiiiiiie e 61
4.2 COMPOSTOS ESTUDADOS .....coovieeeieeeeeeeessseieseeseenesnessessesssasessessessensnsenennans 61
4.3 ANALISE IN SILICO......ooiiieieieieeeeeeeseese e nesse s, 63
4.3.1 In silico ADMET PrediCtion ........ocooieiieiecc e 63
4.3.2 Molecular docKing STUY ..........coeiiiiiiiiiiiiee e 63
4.3.2.1 PreparaGao d0OS HGANTES .....c.oiviiuiiiiiiiiiieieie e 63
4.3.2.2 Obtencgéo e preparaGio d0S alVOS .......ccceeieiieiieiiiie e s 64
4.3.2.3 DOCKING MOIECUIAT .....cviiiiiieie e 64
4.4 LINHAGENS CELULARES .......ooiieiieeeeeeeeeeeseeeee s es s esiesassesssasessessen s, 64
4.5 MANUTENCAO DAS CELULAS NEOPLASICAS........ccoveeeeeeereereerenenerieenn, 65
4.6 OBTENCAOE MANUTENQA'O DAS CELULAS
MONONUCLEADAS DO SANGUE PERIFERICO.........cccooovuiieeerereseeeeneeereenen, 65
4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS NEOPLASICAS, NAO
TUMORAIS E NORMAIS: METODO MTT ...ooiiiveieieeeieeieeeeissessseseessss s, 66

4.8 ANALISE DO CICLO CELULAR ......ooiiiieieeeeeeete et 67



4.9 ANALISE DA INDUCAO DE MORTE CELULAR: APOPTOSE E NECROSE . 68

4.10 ENSAIO DE MIGRAGAOQ ..o eeveeee s er s ssesses s, 68
4.11 ENSAIO DA INIBICAO DE FORMAGAOQ DE CLONES........cocovovvvrrrerrinene, 69
4.12 EXTRACAO DE RNA E SINTESE DE CDNA .....o.ovrvrieeieeeeeerereseee s, 69
4.13 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA POR RT-QPCR.......cccoovrrrerrrnnn. 69
4,14 ANALISE ESTATISTICA .. .ottt ste s aen s 70
B, RESULTADOS ..ottt teeteees sttt n e 71
B.  DISCUSSAD .......oooiiiiieeceeseeteee ettt anans 100
7. CONCLUSAOD ..ottt 106
8. PERSPECTIVAS .....ooiiieeeeeetesteetes s eses s st asssss st 107
REFERENCIAS ..ottt ases sttt nense s 108
ANEXO 01 - PARECER COMITE DE ETICA HUMANO ......ccooovvovvvvieieniernn. 127

ANEXO 02 - Artigo Publicado: Imidazolidine Derivates in Cancer Research: what
IS KNOW? <ttt bbbttt b bbb bbb ne e 132



26

1. INTRODUCAO

O cancer é uma das maiores causas de mortes em todo o0 mundo (Taitt, 2018; Ferlay
et al., 2021; Chhikara & Parang, 2023;), e também de maior indice de letalidade quando
comparado aos demais tipos de doengas cronicas ndo transmissiveis. Segundo a Agencia
Internacional de Pesquisas sobre o Cancer no ano de 2020 ocorreram 19.292.789 novos
casos e 0s nimeros de morte pela doenca foi de 9.958.133, e as perspectivas para 0 ano
de 2040 é que estes numeros aumentem ainda mais chegado a uma incidéncia maior que
28 milhdes de casos e 0 nimero de mortes ultrapasse os 16 milhdes (SIEGEL; MILLER;
JEMAL, 2019; SUNG et al., 2021).

O céncer é uma doenca de desenvolvimento heterogéneo, no qual o processo de
transformacdo neoplésica das células de diferentes tipos ocorre em decorréncia de
fendmenos diversos (CULP et al., 2020a), onde por muitas vezes surge COmo processos
neoplasicos localizados, seguindo-se para tumores mais desenvolvidos e que podem
progredir para tumores invasivos, e que por conseguinte pode evoluir para casos de
metastase, acometendo diversos sitios anatdmicos, sendo em geral linfonodos e 0sso0s 0s
principais acometidos (PEISCH et al., 2017a; CULP et al., 2020b).

Os fatores de risco para o cancer sdo diversos e multiplos, englobando desde habitos
alimentares, histdrico familiar, fatores ambientais e idade até fatores genéticos e étnicos
(FOWKE et al., 2015; PEISCH et al., 2017a; HA CHUNG; HORIE; CHIONG, 2019).
Ha relatos de que o consumo em excesso de proteinas ou célcio derivado de alimentos
lacteos pode contribuir para a promocdo a doenga. Consequentemente, mudanca nos
habitos de vida e de alimentacdo, ndo uso de cigarro, podem reduzir oS riscos ao
desenvolvimento de tumores, assim como o consumo de vitaminas, isoflavonas, licopeno
e selénio (Peisch et al., 2017b; Moreira et al., 2022;).

Atualmente as opcdes de tratamento do cancer depende de diversos fatores, como
sitio anatdbmico do tumor, recidivas, resisténcia a tratamentos ja executados, contudo
incluem cirurgia, quimioterapia, radiacdo, hormonio e imunoterapia. Ainda assim, o
principal abordagem terapéutica para pacientes com cancer é a quimioterapia sistémica
difusa usando agentes citostaticos e citotdxicos com maior seletividade, que induzem a
apoptose e ou inibem a progresséo do ciclo celular (DE BONO et al., 2020a; AHMAD;
CHERUKURI; CHOYKE, 2021a). No entanto, a maioria dos quimioterapicos ndo atua

exclusivamente nas células neoplésicas, o que pode acarretar inumeros efeitos colaterais
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sistémicos de diferentes graus de toxicidade, dependendo de fatores como tempo de
exposicdo a medicamentos, idade, estado fisico do paciente. Logo, a necessidade de
agentes anticancer menos toxicos e mais eficazes (ZAIDI et al., 2019a, 2019b; AHMAD;
CHERUKURI; CHOYKE, 2021b).

Nesse contexto o planejamento e desenvolvimento de moléculas com atividade
anticancer com caracteristicas como menor toxicidade e alta seletividade possuem
necessidade urgente (WANG et al., 2020). A imidazolidina-2,4-diona, também chamada
de hidantoina, € um nucleo farmacoférico com perfil versatil para aplicagdo na sintese de
novas moléculas, as quais tem demonstrado na literatura possuir efeitos
farmacodindmicos excelentes com diversas aplicagdes terapéuticas: anticancer,
inibidores de COX-1/2 e outros (ABDEL-AZIZ et al., 2015; MOSTAFA et al., 2016a).

Estudos com derivados da fenitoina (5,5-difenilimidazolidina-2,4-diona)
apresentaram resultados interessantes com efeito anticancer em diversas linhagens
tumorais, onde 0 mecanismo de acéo evidenciado foi a inativacdo do receptor quinase do
fator de crescimento epidérmico (EGFR) (ALKAHTANI et al., 2019a). Outro estudo com
a linhagem de cancer de pulméo (A549) foi observado efeito anticancer para molécula de
imidazolidina-2,4-diona, com acdo de inibicdo da autofosforilacdo do EGFR (MOSTAFA
etal., 2016b; ALKAHTANI et al., 2019b, 2019c).

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa se pautou em estudar a atividade anticancer
de novos derivados imidazolidinicos, bem como contribuir para um melhor entendimento

de seu mecanismo de ag&o.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anticancer de novos derivados imidazolidinicos e compreender 0s

seus possiveis mecanismos de acéo.

2.2 Objetivos especificos

>

Avaliar as propriedades fisico-quimicas, farmacodindmica e de interacéo
ligante-receptor dos derivados imidazolidinicos por métodos in silico;
Avaliacdo da citotoxicidade dos derivados imidazolidinicos frente células
normais (PBMCs) e diferentes linhagens de células neoplésicas;

Investigar o efeito dos derivados imidazolidinicos no ciclo celular e possiveis
efeitos de inducéo de morte celular;

Analisar o potencial dos derivados imidazolidinicos na inibicdo do efeito
migratdrio e efeito clonogénico de linhagens tumorais;

Investigar possiveis alvos moleculares de vias de morte de linhagens tumorais

apos tratamento com derivados imidazolidinicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Generalidades do cancer

A palavra cancer foi mencionada pela primeira vez por Hipocrates, conhecido como
0 pai da medicina, termo originario do grego karkinos, que significa caranguejo, este
inclusive simbolo da luta contra o cancer em diversos servi¢os de saude até hoje. Tal
comparacgao se da pela caracteristica das células do cancer se organizarem em tumores e
estes se espalharem de forma desorganizada, comparado a um caranguejo (INCA, 2017).

O céncer se caracteriza por diversas alteracdes que afetam a matriz da vida (a célula)
em diferentes niveis, desde a alteragdo molecular até a tecidual, alteracdes estas que
representam um conjunto de mais de 200 doencas, com capacidade de alterar as células
ditas como normais e seu processo de multiplicacdo (SIERRA et al., 2016). As células
formam os tecidos do corpo humano, estes que por sua vez precisam estar em constante
renovacao, de acordo com o ciclo e morte celular. Quando as celulas sofrem processos de
alteracdes em seu material genético se tornam células mutadas, conhecidas também como
células neoplésicas (SIGMAN; MAZUMDER; PERRIN, 1993).

O termo “neo” da palavra neoplasia refere-se a algo novo e diferente, relacionado a
capacidade das novas células ndo responderem mais a controles como ao tempo correto
de morte ou tempo de replicacdo celular, uma vez que, estas novas células estdo
programadas para ndo morrer e se multiplicar de modo répido comparado as demais
(GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012). Porém, a formacdo de novas células pode ocorrer
em decorréncia de alguns estimulos ambientais ou fisioldgicos, os quais podem ser ditos
como benigno, que ndo causa danos ao individuo, ou maligno, no qual pode evoluir para
0 desenvolvimento de um tumor o qual compromete a funcdo das células (GIROD et al.,
1973); (LIANG et al., 2019).

Os fatores ambientais ou fisiologicos, sdo conhecidos também como fatores de
risco, estes de modo geral sdo categorizados em trés grupos principais: fatores ambientais
ou externos (relacionados ao ambiente ao qual o individuo € exposto, seja onde habita ou
trabalha), pré-disposicdo (fatores genéticos hereditarios) e a combinacdo de ambos
(WALDUM; SAGATUN; MI@NES, 2017).

Aprofundando-se um pouco mais, pode-se caracterizar os fatores externos como
o ambiente ocupacional (servigos, comércio, industrias e afins), o ambiente social e

cultural (relacionados ao consumo de alcool, tabagismo, habitos sexuais), 0 ambiente de
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consumo de tipo de alimentacdo e medicamentos, fator este ultimo bastante influenciado
pelo acelerar da vida moderna, como pode ser observado na Figura 1. Além destes a
poluicdo provocada pelo préprio homem e o estilo de vida podem potencializar o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer (CAZACU et al., 2018; PEDERSINI et al.,
2021).

Figura 1 - Fatores de riscos associados ao desenvolvimento de cancer no Brasil e no Mundo.
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Fonte: Adaptado de AACR, 2019.

Os casos de cancer relacionados a fatores genéticos, familiares e étnicos sdo raros,
embora alteracdes genéticas podem contribuir processos oncogénicos. Contudo, fatores
ambientais e hereditarios podem atuar de forma associada, por exemplo, mutacdes
genéticas com efeitos de tonar possivel a tolerancia a agressdes externas (GREENLEE et
al., 2021a; PEDERSINI et al., 2021).

Outra caracteristica importante das células tumorais € a capacidade de migrar para
outros sitios anatdmicos e ocasionar metastases, esse fendbmeno é caracterizado pelo fato
de células precursoras se deslocarem de seu sitio de origem, e invadirem tecidos vizinhos
e 6rgdos onde as células tumorais podem obter sucesso na criacdo de novas col6nias de
células tumorais; 0s processos de metastases correspondem a 90% dos casos de morte por
cancer em humanos em todo o mundo(GREENLEE et al., 2021a; INCA, 2021).

3.2 Aspectos epidemioldgicos do cancer
O mundo como um todo tem sofrido bastante com o nimero crescente de doengas
infectocontagiosas, contudo estas em sua maioria podem ter seus nimeros de casos

controlados através de acGes de prevencgdo e tratamento das mesmas, e assim o nimero
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de casos pode ser mitigado (BEZERRA et al., 2020). Por sua vez, as doencas cronicas
ndo transmissiveis, como o cancer, sdo um problema de salde publica recorrente de
impacto global, principalmente em paises com rendas consideradas baixas e médias e que
mesmo com a descoberta de novas terapias, 0 nUmero crescente de casos persiste (Sung
etal., 2021)

Segundo 0 GLOBOCAN (2020), observatorio que monitora estudos sobre cancer
em mais de 180 paises no mundo, todos os paises tém sido sobrecarregados pelo crescente
numero de casos de cancer e as mortes decorrentes dessa doenca. A nivel mundial
estimou-se para 0 ano de 2022 uma incidéncia de 19,3 milhdes de casos de cancer em
todo mundo e 10 milhdes de mortes por cancer (FERLAY et al., 2021).

A incidéncia de cancer no mundo no ano de 2022, distribuida por valor total
comumente diagnosticado foi: mama (2,26 milhdes de casos, 11,7%), pulméo (2,21
milhdes, 11,4%) e cancer de proéstata (1,41 milhdo, 7,3%). No que se refere aos indices
de mortalidade por cancer, os principais tipos foram pulmao (1,79 milhdo de mortes, 18%
do total de mortes por cancer), figado (830.000, 8,3%), estdmago (769.000, ~7,7%) e
cancer de mama (680.000, 6,9%), de acordo com o que é apresentado na figura 2
(CHHIKARA; PARANG, 2023).

Figura 2 - Distribuigdo relativa total de incidéncias e mortes por cancer no mundo por

sitio anatdbmico.
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Ainda referente a dados mundiais, em analise por sexo referente a incidéncia de
casos e numeros de mortes, 0s tipos de cancer mais comuns detectados nos homens séo:
cancer de pulmao (14,3%), préstata (14,1%), pele ndo melanoma (7,2%) e estdmago
(7,1%); e nas mulheres sdo: mama (24,5%), pulmao (8,4%) e colo do Utero (6,5%). No
tocante a mortalidade, para os homens o cancer de pulmao aparece em primeiro lugar
(21,5%), seguido pelo céancer de figado (10,4%) e estdmago (9,1%), enquanto nas
mulheres a maior mortalidade foi por cancer de mama (15,5%), pulmao (13,7%) e cancer
do colo do Utero (7,7%) (FERLAY et al., 2021; CHHIKARA; PARANG, 2023).

No Brasil, no periodo do biénio de 2020-2022 foi estimado 625 mil novos casos
de cancer, com descrito na Figura 3, que apresenta os principais tipos de canceres mais
incidentes de acordo com o género, com excecdo do cancer de pele ndo melanoma, Logo
o0s tipos de cancer mais incidentes entre os homens no Brasil sdo: cancer de prostata,
pulmao, cblon e reto, estbmago, cavidade oral, esdfago, laringe, bexiga e leucemias; Nas
mulheres, por sua vez, sdo: mama, colon e reto, colo do Utero, pulm&o, tireoide, estbmago,

corpo do Utero, ovario, Sistema Nervoso Central e leucemias (INCA, 2019).

Figura 3 - Distribuicdo proporcional dos tipos de neoplasias com maiores taxa de

incidéncia no Brasil estimados para 2020-2022, por sexo, exceto pele ndo melanoma.

Préstata 65.840 29.2% Homens Mulheres Mama feminina 66.280 29,7%
Cdlon e reto 20.520 9,1% Célon e reto 20.470 9,2%
Tragueia, bronquio e pulmao 17.760 7,9% Colo do (tero 16.590 7,4%
Estomago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulmao 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Gléndula tireoide 11.950 5,4%
Estfago 8.690 3,9% Estdmago 7.870 3,5%
Bexiga 7.590 3,4% Ovério 6.650 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.580 2.9% Corpo do ttero 6.540 2,9%
Laringe 6.470 2,9% Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Leucemias 5.920 2,6% Sistema nervoso central 5.220 2,3%

*NUmeros arredondados para multiplos de 10.

Fonte: INCA, 2019

E importante destacar que ha variagdes regionais na distribuicio de incidéncia de
casos de cancer no Brasil: as regides Sul e Sudeste concentram mais de 60% da ocorréncia
de novos casos, seguidos pela Regido Nordeste que concentra 22% dos casos de cancer.
Os numeros da incidéncia de casos da regido Nordeste seguem a tendéncia Nacional,

porém é importante ressaltar que é na regido nordeste que estdo os maiores indices de
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cancer de préstata e mama, quando comparado com as demais regides do Brasil (INCA,
2019).

3.3 Principios basicos da oncogénese

O céancer é um termo geral utilizado para definir um grupo de doencas diversas
que apresentam caracteristicas em comum, dentre estas pode-se ressaltar o crescimento
de células transformadas de maneira descontrolada, fenbmeno muitas vezes provocado
por alteracGes genéticas que corroboram para o desenvolvimento de neoplasias (DICK,
2008; INCA, 2019). O termo neoplasia é utilizado como denominacédo de proliferacao
anormal de tecidos, o qual deixa de ser regulado pelo proprio organismo de maneira
parcial ou totalmente, logo desenvolvendo autonomia fisioldgica e de multiplicacdo
(LUCIA DE ALMEIDA et al., 2005).

Os tumores sdo neoplasias que podem ser leucémicos ou sélidos, estes Ultimos
podem ser classificados como neoplasias benignas, ou seja, crescem de maneira
organizada, lenta, com limites bem delimitados, permanecendo no sitio de origem,
enquanto, as neoplasias ditas malignas, também denominados de carcinomas, geralmente
apresentam elevado grau de autonomia, alta capacidade de invadir tecidos vizinhos e
provocar metastases (BAJAJ; DIAZ; REYA, 2020; RINDI; INZANI, 2020). O processo
de transformacdo de uma célula higida em uma célula tumoral € lento e ocorre
conhecidamente em trés etapas, definidas como: iniciacdo, promog¢do e progressao; as
quais em conjunto sdo definidas como oncogénese, tumorigénese ou carcinogénese
(Figura 4) (DICK, 2008; INCA, 2019).

Figura 4 — Processo de progressdo tumorgénico.
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Fonte: Adaptado INCA, 2019.
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Na primeira etapa, iniciacdo, as células sofrem o efeito de algum agente
carcinogénico, muitas vezes um agente oncoiniciador, o qual pode ser de origem fisica,
quimica ou biologica (SABARWAL; KUMAR; SINGH, 2018). As principais fontes de
agentes fisicos séo a radiacdo ultravioleta (UV) e os raios-x, 0s quais estdo relacionados
aum grande numero de alteracdes a nivel do DNA, alterac6es estas que permanecem apds
a divisdo celular, podendo deste modo afetar oncogenes e/ou genes supressores de tumor
(GEORGE; CHANDRAN; ABRAHAMSE, 2021).

S&o varios os agentes quimicos capazes de condicionar células saudaveis a uma
condicdo neoplésica. Dentre eles, pode-se destacar, por exemplo, os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, que sdo substancias com maior carater cancerigeno (DICK, 2008;
DOWLATH et al., 2021). Ha agentes quimicos com acdo iniciadora direta, capaz de
causar lesdo celular e outras que atuam de forma indireta promovendo a desregulacdo da
proliferacdo celular. De modo semelhante, agentes carcinogénicos de carater bioldgico,
como parasitas e bactérias e muitos tipos de virus, estdo relacionados ao surgimento de
neoplasias (SHALAPOUR; KARIN, 2015, DOWLATH et al., 2021; GRETEN;
GRIVENNIKOV, 2019).

A exemplo de agentes bioldgicos, o virus papiloma virus humano (HPV) e o
Epstein Barr, possuem ciclo de replicacdo especifico que pode culminar na proliferacdo
das células hospedeiras de forma forcada e desregulada, o que pode deste modo contribuir
para promogdo oncogénica (SCHUZ et al., 2015; SHALAPOUR; KARIN, 2015). De
modo geral, apenas uma alteracdo no DNA, seja fisico, quimico ou biol6gico ndo é
suficiente para que uma determinada célula torne-se maligna e agressiva ao organismo
(GRETEN; GRIVENNIKOQOV, 2019).

A etapa de promocgdo representa 0 estagio de crescimento tissular, levando a
formacdo do tumor, onde células alteradas sofrem os efeitos de agentes promotores ou
oncopromotores (SHALAPOUR; KARIN, 2015; DOWLATH et al., 2021). O processo
de malignidade iniciado na célula ocorre de forma lenta e gradativa, nesse periodo o
contato continuo com o agente oncopromotor é necessario (CHEN; DESMARAIS;
COSTA, 2019). A forma como cada agente atua é variada, pois depende do tipo de agente,
estimulo a sintese de DNA, aumento da quantidade de cdpias de genes em particular e

alteracdes na comunicacao intercelular (DE BONO et al., 2020b).
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Moléculas como hormonios, peptideos conhecidos como fatores de crescimento,
por exemplo, o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento neuronal
(NGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), e outras substancias como a nicotina
e 0 alcool podem atuar como promotores oncogénicos (BAJAJ; DIAZ; REYA, 2020; DE
BONO et al., 2020b). A interrupcao do contato dos promotores tumorais e as células
iniciadas, de modo geral, suspende o processo neste estagio, logo sendo considerado um
processo dose-dependente e reversivel (DICK, 2008, BAJAJ; DIAZ; REYA, 2020;).

Hanahan e Weinberg (2000) propuseram o conjunto de seis caracteristicas
fenotipicas e genotipicas comuns e necessarias para a transformacao de células normais
e neoplasicas, caracteristicas estas importantes na evolucao e progressdo do cancer, sendo
elas: sinalizacdo proliferativa, fuga dos supressores tumorais, evasdo da apoptose,
potencial replicativo ilimitado, estimulo a angiogénese e capacidade de invadir tecidos e
promover metastases. Essas caracteristicas séo comuns a maioria dos tumores humanos,
mas, posteriormente, foram ditas como dependentes da manutencdo de quatro
habilidades: evasdo do sistema imune, instabilidade gendmica, manutencdo da
inflamacdo e desregulacdo do metabolismo energético, habilidades estas que foram

propostas por Hanahan e Weinberg (2011).

Além das caracteristicas e habilidades mencionadas, no ano de 2022 foram
acrescidos na literatura novas caracteristicas, como senescéncia celular, desbloqueio de
plasticidade fenotipica, reprogramacdo genética ndo mutacional e microambiente
favoravel a polimorfismos. Tais caracteristicas acrescidas sao importantes por considerar
0 microambiente tumoral, o qual é formado por células tumorais e células ndo
transformadas de acordo com a figura 5 (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN;
WEINBER, 2000; HANAHAN, 2022).
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Figura 5 — Marco das principais caracteristicas do cancer apresentadas por células
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Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2022.

Como ja descrito, o processo de transformacdo inicia-se com a atividade de
agentes carcinogénicos que possam interagir com os receptores celulares e iniciar um
conjunto de reacdes que culminem em mutacOes e/ou delecGes das informacdes génicas,
relacionados por gerir processos celulares vitais, incluindo as ligadas a proliferacdo e
apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011; MOSES et al., 2018). Deste modo,
alteracbes em genes responsaveis pela indugdo de proliferacdo celular, denominados
protooncogenes, como reguladores de ciclo celular e genes supressores tumorais, podem
levar a desregulagdo do ciclo e permitir a multiplicacdo descontrolada. As mutacGes
ocorrendo em protooncogenes, faz com que estes se tornem oncogenes e acabem por
superexpressar proteinas que estimulam o ciclo celular (CHEN; DESMARAIS; COSTA,
2019; DE BONO et al., 2020b).

3.4 Ciclo celular

O ciclo celular corresponde a um complexo processo necessario para a formacao
de uma célula e até a multiplicacéo desta, ou seja, 0 processo no qual uma célula diploide
(2n) da origem a outras duas semelhantes (Aravena & P, 2019). Nas células eucariontes o
ciclo celular é organizado em trés grandes momentos: a interfase, que corresponde ao

intervalo entre duas divisfes sucessivas, a mitose e a citocinese, que correspondem as
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divisbes do ndcleo e do citoplasma, respectivamente (Mills et al., 2018; Panagopoulos &
Altmeyer, 2021).

A interfase € um momento complexo, logo dividido em trés fazes: a) G1, fase
marcada pelo aumento intenso da sintese de RNA e de proteinas necessarias a fase
seguinte, chamada fase S; b) a fase S, também conhecida como fase de sintese, € o periodo
de replicacdo do DNA,; c) a fase G2, por sua vez, € onde ocorre a sintese de novas
proteinas que serdo necessarias para a divisdo celular (SIGMAN; MAZUMDER,;
PERRIN, 1993, DELGADO et al., 2018; PANAGOPOULOS; ALTMEYER, 2021).

Alguns tipos celulares ndo seguem esta sequéncia na ordem descrita acima, logo
a fase G1 pode nédo ocorrer antes da fase S, e entdo a célula é encaminhada a fase GO,
podendo ainda estacionar nesta fase por longos periodos e deste modo dificilmente sofrera
divisdo. No término da interfase as células irdo possuir o dobro de DNA que apresentaram
no inicio da fase G1 e a mitose (fase M) estara prestes a se iniciar. Esta fase sera
subdividida em profase, prometafase, metafase, anafase e tel6fase, estando cada uma
destas subdivisdes relacionada a eventos celulares especificos (SIGMAN; MAZUMDER,;
PERRIN, 1993; PANAGOPOULOS; ALTMEYER, 2021;).

O desenvolvimento do ciclo celular € coordenado por estimulos externos, os quais
ativam mecanismos regulatérios internos e induzem o inicio do ciclo. No entanto, antes
da célula avancar de uma fase a outra do ciclo, a célula passara por uma série de inspe¢des
em pontos especificos conhecidos como pontos de restricdo ou ‘“‘checkpoints”
(NEPOMUCENO et al., 2017). Dentre esses checkpoints pode-se destacar a protecdo do
material genético da célula, bem como a prevenc¢do do acumulo de erros nos seus genes
durante o processo de divisdo celular (BURGER, 1998; DE ALMEIDA et al., 2017).

Sdo varios os fatores extrinsecos que irdo influenciar na progressdao do ciclo
celular, tais como fatores de crescimento que podem se acoplar a receptores especificos
e ativar cascatas de sinalizagdo, as quais irdo resultar na formagdo de complexos
constituidos por proteinas chamadas de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas
(CDKs), as quais podem ainda ser do tipo 1 (CDK1) ou 2 (CDK2) (NEPOMUCENO et al.,
2017; Panagopoulos & Altmeyer, 2021). Estes complexos podem, através de reagdes de
fosforilagéo, ativar outros complexos proteicos denominados pRbE2F, o que acarretara

na liberagdo do fator E2F, o qual ird atuar no progresso do ciclo celular (ciclina E/CDK?2)
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para permitir a passagem da célula da fase G1 para a fase S (PIAZZA MJ; URBANETZ;
CARVALHO NS, 2010).

Nesta Gltima, a acdo da ciclina A em conjunto com a CDK2 ira promover a
formacao do fator de promogao de fase S, conhecido no inglés como “phase promoting
factor" (SPF). Em sequéncia, o SPF iré atuar através do complexo pré-replicacéo (pré-
RC), o qual ird iniciar a ativacdo de moléeculas responsaveis pela replicacdo do DNA. Por
seguinte, o fator promotor da fase M, ja no término da fase G2 (ciclina/CDK1), ira
promover a sequéncia do ciclo no sentido da fase M (DAVID LOMANTO DIAZ et al.,
2003; NEPOMUCENQO et al., 2017).

Diferentemente da promocéo do ciclo celular que esta relacionada a complexos
ciclinas-CDKs, a inibi¢do da evolucdo do ciclo é realizada por um grupo de proteinas
denominado de inibidores de quinases dependentes de ciclinas (CKIs) (Figura 6) (GOEL
et al., 2018). Este segmento de proteinas pode intervir em possiveis falhas no processo de
divisdo da célula, como por exemplo, aqueles ocasionados por danos ao DNA, mediando
a parada do ciclo, reparo do material genético e até mesmo a morte da célula. As CKIls
sdo classificadas em dois grupos, o grupo das proteinas especificas, como a p15, p16, p18
e pl9, que atuam em CDKs pré-estabelecidas. Por sua vez, as CKls ditas como
inespecificas atuam em diversos complexos ciclina-quinases, sendo as mais conhecidas a
p21, p27, p53 e p57 (GOEL et al., 2016; DING et al., 2020).



39

Figura 6 — Fases do ciclo celular e a interferéncia das quinases dependentes de ciclinas
(CDKs).
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Fonte: Adaptado de Forti, 2001.

A CKI mais estudada € a p53, proteina que tem como funcao a busca de danos ao
DNA durante o ciclo celular. Quando danos sao identificados, essa proteina pode
interromper o ciclo celular no intuito de promover o reparo do material genético ou iniciar
um processo morte celular. A p53 interage também com outras proteinas do mesmo
grupo, como a p21, p73, Bax e Bcl-2, em diferentes vias de sinalizag¢do, principalmente
aquelas relacionadas a parada do ciclo celular (ARAVENA,; P, 2019; GOEL et al., 2016).

Alteracdes no gene que codifica a proteina p53 sdo bastante relatados na literatura
como relacionados a neoplasias malignas, logo, a presenca de mutacdes da p53 em
células, plasma ou material de origem tecidual pode indicar sinais de mau prognostico
para pacientes, pois demonstra desequilibrio no processo de controle regular do ciclo
celular (GOEL et al, 2016; HANAHAN, 2022; PIAZZA MJ; URBANETZ,
CARVALHO NS, 2010).

Em condig¢Bes comuns, se ocorrer alguma alteracdo no material genético ou no

ciclo como um todo, a evolucdo do ciclo celular é interrompida até que seja realizado o
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reparo devido e o ciclo possa ser retomado, caso contrario, sdo ativadas vias de
sinalizag&o para a indugdo da morte celular por apoptose (DE ALMEIDA et al., 2017;
GOEL etal., 2016; NEPOMUCENO et al., 2017). Deste modo pesquisas cientificas veem
o ciclo celular como um importante alvo para o desenvolvimento de novas terapias
anticancer. Muitos dos agentes quimioterapicos utilizados em tratamentos clinicos
apresentam como mecanismo de agéo a interferéncia no ciclo celular, como por exemplo,
gemcitabina, paclitaxel, doxorrubicina, citarabina, entre outros (BOUMAHDI; DE
SAUVAGE, 2020; LUCIA DE ALMEIDA et al., 2005).

3.5 Mecanismos de morte celular

A morte celular, em especial a apoptose € um processo complexo e que norteia as
informacBes mais importantes sobre as vias de proliferacdo celular desordenada, logo
compreender a apoptose, outros tipos de morte e seus mecanismos nas condicdes
fisiologicas e patoldgicas, € de grande importancia, pois além de ser possivel
compreender como se d& processos patologicos é possivel também compreender quais
alvos podem ser melhor investigados como alvos terapéuticos (SUVARNA,; SINGH;
MURAHARI, 2019; TETTAMANTI; CASARTELLI, 2019).

Ha diversos tipos de mortes, de acordo com 0 mecanismo como ocorrem, mas de
modo geral pode-se classificar a morte celular como acidental ou regulada. A morte
regulada necessita de complexas vias moleculares nas quais ocorre diversos fendmenos
de ativacgdo e desativacdo de moléculas bioldgicas, vias estas que podem ser moduladas e
sdo passiveis de interferéncia genética ou farmacoldgica (ANIFOWOSE et al., 2020).

Um dos tipos de morte celular regulada bastante conhecida é a apoptose, o qual é
definido como uma morte programada. Outros tipos de morte sdo consideradas nédo
programadas, tais como: a) Ferroptose: seu mecanismo € iniciado por agressdes
oxidativas do microambiente intracelular, o qual é regulado constitutivamente pela
enzima antioxidante glutationa peroxidase 4, esta que pode ser inibida por agentes
quelantes de ferro e antioxidantes lipofilicos; b) Piroptose: processo que envolve
obrigatoriamente a formac&o de poros na membrana plasmética por membros da familia
das proteinas de gasderminas, que ao serem ativadas por muitas vezes podem levar a
ativacdo também de caspases inflamatdria como a caspase 1; ) necroptose que consiste
em um processo de morte celular inflamatdrio regulado, o qual sera aprofundado mais a
frente (GALLUZZI et al., 2018; LIU; JIAO, 2020).
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Além das classificacbes descritas acima, podem se tomar como critério as
alteraces morfoldgicas sofridas pelas células e assim as mortes podem ser definidas por
apoptose, por autofagia ou por necrose (Figura 7) (GALLUZZI et al., 2018;
BERTHELOOT; LATZ; FRANKLIN, 2021; KIST; VUCIC, 2021).

Figura 7 — Vias de morte celular: necrose, apoptose e autofagia
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Fonte: Adaptado de Carella et al., 2015.

A apoptose é uma morte programada e silenciosa, a qual é mediada por caspases
de caracteristicas anti-inflamatdrias. Esse mecanismo de morte pode ocorrer por duas vias
principais, a via extrinseca, que esta relacionada a ativacao de receptores de membrana,
e aintrinseca, que ocorre a nivel de mediadores mitocondriais. Além destas principais, ha
uma outra via conhecida como via das perforinas ou granzima, a qual envolve a mediagéo
de células T citotoxicas e a morte celular necessita de perforina-granzima (CARELLA et
al., 2015). Cada via ativa sua caspase de iniciacdo especifica, sendo na via extrinseca
ativada a caspase 8, na via intrinseca a caspase 9 e na via da perforina/granzima é ativada
a caspase 10, caspases essas que ativardo posteriormente a caspase executora 3
(TUMMERS; GREEN, 2017; TANG et al., 2019). Independente da via que ocorra, ha a
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presenca de caracteristicas celulares incomuns, como manutencdo da integridade de
membrana, protusdes de membrana, picnose, clivagem internucleossomal do DNA e
reducdo do tamanho celular e nuclear. Tardiamente pode ocorrer a formacdo de corpos
apoptoticos (GALLUZZI et al., 2015a; TUMMERS; GREEN, 2017).

A autofagia, compreende um processo de degradacdo de seu préprio material
citoplasmatico, logo esse mecanismo de morte se caracteriza pela producdo de vacuolos
em grande quantidade e degradacdo do contetdo citoplasmatico, sendo esse processo
corresponde a uma resposta de tentativa de sobrevivéncia da prépria célula. Quando a
autofagia ocorre de maneira desregulada, a mesma pode progredir a patologias (GENIN
etal., 2015; TETTAMANTI; CASARTELLLI, 2019). A regulagdo molecular da autofagia
ocorre por ativacao dos genes Atg e envolve moléculas como a PI3K 111 (fosfatidilinositol
3-cinase de classe IlI; também chamada Vps34), beclina 1 (mAtg6), p150 (subunidade
reguladora da Vps34) (COOPER, 2018) e mAtgl4L, entre outras (JOVANOVIC
GALOVIC et al., 2022).

A necrose, em linhas gerais, € mencionada como um tipo de morte inespecifica,
que pode atingir grupos de células e evoluir para extensdo do tecido histolégico ou até
mesmo do 6rgdo inteiro. Na necrose a morte € iniciada através de vias de déficit
energético, 0s quais podem ocorrer por obstrucdo vascular, inibicdo de processos
respiratorios, geracdo de radicais livres e agressdo direta a membrana celular. Do ponto
de vista morfoldgico as células em processo de necrose apresentam aumento do volume
celular, vacuolizagdo citoplasmatica, lise da membrana celular, lise de organelas como
mitocondria e lisossomos e condensacdo da cromatina citoplasmatica (GALLUZZI et al.,
2015b; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020).

O processo de necrose foi por muitas vezes associado a respostas inflamatorias,
pelo fato de haver liberagcdo de material intracelular para o espago da matriz extracelular,
0 que pode alterar as condicdes fisiologicas e levar a morte de células saudaveis, logo
todo esse processo era mencionado como desregulado e acidental. Porém, foi
cientificamente comprovado que este processo pode ocorrer de maneira regulada, sendo
descrita como a via da necroptose por Degterev (2005), o qual a definiu como uma via
com caracteristicas pro-inflamatdrias que pode ser ativadas por diversos receptores e
estimulos de maneira regulada (DEGTEREV et al., 2005; KHAN et al., 2021;
JOVANOVIC GALOVIC et al., 2022).
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3.6 Apoptose

O processo de apoptose é realizado através de uma complexa e delicada cascata
de proteinas reguladas por distintos sinais de vias de indu¢do da morte(Bajaj et al., 2020;
Elmore, 2007). Como ja citado anteriormente, a apoptose pode ser ativada por duas vias
distintas, a via intrinseca (ou via mitocondrial) e a via extrinseca (ou via do receptor de
morte). Embora estas sejam iniciadas e ocorram em locais distintos, ambas convergem
em uma mesma causa final, a morte da célula. Além disso, é importante ressaltar que
proteinas de uma via de sinalizacdo podem influenciar no funcionamento da outra
(GALLUZZI et al., 2018).

As caspases sdo as principais proteinas envolvidas na regulacdo da via de morte,
atuando como enzimas proteoliticas que apresentam em seu sitio catalitico a cisteina, esta
ultima que é capaz de fragmentar proteinas a residuos menores. Geralmente as caspases
sdo inicialmente sintetizadas na forma de prd-caspases, de carater monomérico e inativas,
sendo consideradas ativas ap6s sofrerem dimerizacao e clivagem por outras caspases ou
enzimas correspondentes. As caspases reguladoras da morte celular podem ser
organizadas em dois grupos principais: as iniciadoras, que corresponde as caspases 2, 8,
9 e 10, agem na forma de pro-caspases inativas de efetoras e quando ativas irdo atuar de
acordo com sua especialidade; e as efetoras, que séo as caspases 3, 6 e 7, Sd0 responsaveis
por clivar outros substratos protéicos da célula resultando no processo apoptotico
(Carneiro & EI-Deiry, 2020; Negi & Murphy, 2021; Tummers & Green, 2017).

A via do receptor de morte (via extrinseca) é iniciada por ligantes especificos de
grupos de receptores de membrana, pertencente a grande familia de receptores de fatores
de necrose tumoral (rTNF), entre eles, destacam-se o receptor de antigeno de apoptose —
1 (Fas), o TNFRL1 e os receptores de morte 3,4 e 5 (DR-3, -4 e -5). Os receptores possuem
um subdominio extracelular, caracteristica que lhes possibilita reconhecerem seus
ligantes, tais como TNF, Fas-L, Apo3L e Apo2L (CHAUDHRY et al., 2019; RAJABI et
al., 2021).

A regido de “dominio de morte”, assim denominada por corresponder a regido
onde o receptor reconhece e se liga ao seu ligante especifico, pode interagir com
moléculas adaptadoras, como a FADD (Fas-Associated Death Domain Protein), que sdo
capazes de recrutar a pré-caspase 8 e em seguida se autodimerizar, assim tornando-se
ativa e capaz de clivar as pro-caspases 3, 6 e 7. Essa sequéncia de eventos fara com que

as caspases 3, 6 e 7, agora ativas, atuem em substratos celulares e promovam a apoptose
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(CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020; ELMORE, 2007; PATRA et al., 2019; QUIJANO;
VELASQUEZ, 2016) (Figura 8).

Figura 8 — Representacdo das cascatas das vias intrinseca e extrinseca da apoptose.
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A via mitocondrial ou intrinseca de inducdo de morte por apoptose normalmente
¢ iniciada pela desregulacdo homeostatica provocada por estresses celulares, por
exemplo, reducdo ou indisponibilidade de fatores de crescimento, formacdo de espécies
oxidativas de oxigénio (ROS), hipoxia, variacdo bruscas de temperatura ou pH do
microambiente, danos ao DNA, e outros. Logo, sinais gerados como feedback a essas
alteracdes sdo direcionados as mitocdndrias e consequentemente ird provocar alteractes
no interior da célula, como a perda do potencial de membrana mitocondrial, o que leva
ao aumento da sua permeabilidade e, por conseguinte, promove a liberacdo de moléculas
pré apoptéticas para o citosol (LIU et al., 2018; MORRISH; BRUMATTI; SILKE, 2020).

No momento em que as proteinas pro-apoptdticas formadas pelo citocromo-c,
Smac/DIABLO e a Omi/HtrA2 alcancam o citosol, estas moléculas irdo seguir caminhos
distintos. O citocromo-c ira formar um complexo de proteinas adaptadoras, conhecido
como Apaf-1. O complexo formado podera dimerizar a pré-caspase 9, gerando o
apoptossomo, que é um importante agente para a liberacdo da caspase 9 iniciadora, que,

por sua vez, promove a ativacdo da caspase 3 efetora, levando ao desencadeamento das
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demais etapas, semelhantes as da via extrinseca. As proteinas Smac/DIABLO e
Omi/HtrA2 seguirdo inibindo as IAPs (do inglés Inhibitor Apoptosis Proteins) e assim
continuaréo induzindo o processo de apoptose. Em paralelo, nas mitocondrias, o Fator de
Inducdo de Apoptose (AIF) é liberado para o citosol e direcionado ao nudcleo celular no
intuito de induzir a fragmentacao e condensacdo do DNA, independente da influéncia de
caspases (GALLUZZI et al., 2015b; PATRA et al., 2019; CARNEIRO; EL-DEIRY,
2020).

A relacdo entre as proteinas pré ou antiapoptdticas na célula sdo muito importantes
para a regulagdo da morte celular, além disso tem-se verificado que a hiper ou sub —
expressdo de genes favorece a carcinogénese através da reducdo da apoptose (Singh,
2007; Wong, 2011). O grupo de proteinas da familia da Bcl-2 é formado por proteinas
pré e antiapoptdticas que sdo importantes para a regulacdo dessa via de morte,
principalmente através da via intrinseca. A familia das Bcl-2 desempenham papel
importante na regulacdo da permeabilidade mitocondrial, logo tomando como referéncia
a homologia de seus dominios e suas funcdes, podemos classificar a familia da Bcl-2 em:
antiapoptéticas, que protegem a célula de estimulos apoptéticos, como a Bcl-2, Bel-xl,
Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1 e Bcl-B/Bcl2L10; e as pré-apoptoticas, que conduzem a célula
ao processo de apoptose como as proteinas Bid, Bad, Noxa, Bax ¢ Bak (JOVANOVIC
GALOVIC etal., 2022; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020; NEGI; MURPHY, 2021).

3.7 Necroptose

A necroptose é uma via de morte com ativacdo de moléculas pro-inflamatérias de
forma regulada por diversos receptores e estimulos. Um dos receptores mais estudados é
0 TNFR1, o qual é ativado pelo ligante TNF-a (DEGTEREV et al., 2005). Outros
receptores ditos como envolvidos na necroptose sdo o FS7 associado ao antigeno de
superficie celular (faz), receptores 1 e 2 de ligantes indutores de apoptose, estes também
relacionados a0 TNF (TRAILR1 e TRAILR?2), e os receptores do tipo Toll 3e 4 (TLR3
e TLR4) (SCHWARZER; LAURIEN; PASPARAKIS, 2020).

Alguns estudos conduzidos por He et al. (2009), afirmaram que estresses quimicos
também sdo iniciadores para necroptose. O estudo foi realizado através de ensaios in vitro
com as seguintes linhagens celulares tumorais imortalizadas: células de adenocarcinoma
de colon (HT29); células T leucémicas (Jukart); células de leucemia linfoblastica aguda

(CCRFCEM); celulas humanas monociticas leucémicas (U937); células de camundongos
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com fibrosarcoma (L929); e fibroblastos embrionarios de camundongos (MEFs) (HE et
al., 2009; KHAN et al., 2021).

A morte por necroptose ocorre pela formacdo do complexo de proteinas contendo
RIPK1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1), RIPK3 (Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 3) e MLKL (Mixed Lineage Kinase Domain-
Like), também chamado necrossomo (REMIJSEN et al., 2014). Fendbmenos como a
ligacdo do TNF-a a regido extracelular do TNFR1 provoca modificacbes em sitios
alostéricos na regido intracelular do receptor, que por consequéncia provoca o
silenciamento do dominio de morte e culmina na formacéo do complexo I. Por sua vez,
tal complexo possui um dominio de morte associado ao receptor do TNF-o (TRADD),
um dominio de morte associado ao Fas (FADD), uma proteina de interacdo com o
receptor 1 (RIPK1) e varias ubiquitina ligases E3. Apos a formacdo do complexo I,
formado pelas proteinas citadas acima, a via a ser ativada, se apoptose ou necroptose,
dependeréa dos eventos intracelulares (Figura 9) (BARBOSA et al., 2018; ZHANG et al.,
2018).

Figura 9 — Cascata de sinalizacdo e formagdo de complexos da via de morte da
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Nesse contexto um momento importante € o recrutamento da RIPK1 para o
complexo I, quando isso ocorre a RIPK1 pode ser ubiquitinada pelas 1APs, fato este que
esta relacionado como a tentativa de sobrevivéncia celular e por sua vez ira ativar o NF-
kB. No entanto, na auséncia de c-IAP, a RIPK1 ndo sera ubiquitinada, o que permite a
translocacdo desta quinase para um complexo citoplasmatico secundario, chamado de
complexo |1, formado pelo FADD de dominio de morte, caspase 8 e cFLIP. O complexo
Il é capaz de ativar tanto a via de apoptose como necroptose, sendo a caspase 8 um fator
determinante, visto que quando ativada ela direciona a via de apoptose por divisdo de
RIPK1 e RIPK3, mas caso a caspase 8 esteja ausente, a via € direcionada para a necroptose
(YOON et al., 2016; BARBOSA et al., 2018).

A RIPK1 interage com a RIPK3 e formam um complexo essencial para
sinalizacdo do recrutamento da MLKL, a qual também sera fosforilada pelo complexo.
Deste modo, MLKL se torna ativada e ira desestabilizar direta ou indiretamente a
integridade da membrana celular, o que ira induzir uma tumefacdo celular, ruptura da
membrana e liberacdo de Padrdes Moleculares Associados a Danos (do inglés “Damage-

associated molecular patterns” — DAMPs) (WEBER et al., 2018).

O mecanismo exato pelo qual a MLKL induz a lise da membrana celular ainda
ndo esta totalmente elucidado, mas pesquisas indicam que a lise pode estar associada a
alteracdo na concentracdo de ions de sodio (Na+) entre os meios intra e extracelular.
Logo, com a formagao de poros na membrana ha a uma tendéncia na entrada de ions Na+
na célula e consequente aumento da osmolaridade, devido a esse excesso de s6dio e outros
ions no meio intracelular (CHEN et al., 2016; XIA et al., 2016; HUANG et al., 2017)
(Figura 10). Além da caspase 8 ativada, outras proteinas podem inibir a via necroptotica,
tais como: a Necrostatina 1 (Nec-1, que inibe a RIPK 1), GSK’872 (inibidor de RIPK3) e
Necrosulfonamida (NSA, inibidor de MLKL) (CHEN et al., 2016; HUANG et al., 2017).

Na necroptose, com a perda da integridade da membrana celular, ocorre a
passagem de moléculas pro-inflamatorias enddgenas como de DAMPS para 0 espaco
intercelular, visto que estes sdo liberados por células mortas devido a danos, traumas,
isquemia e necrose infecciosa, 0 que colabora para o inicio de resposta imune
(RODRIGUEZ et al., 2016; XIA et al., 2016; MENG et al., 2021). A Lactado
desidrogenase (LDH) e as EROs séo exemplos de DAMPS que possui associa¢do com a
via de morte. A LDH é uma enzima presente no citosol das células, sendo liberada para

0 meio extracelular quando ocorrer lesdes graves a membrana citoplasmatica, logo sendo
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considerado um bom marcador de dano celular e morte pro-inflamatéria (BARBOSA et
al., 2018; KARKI; KANNEGANTI, 2021).

No processo de morte por necroptose ocorre também a producéo de EROs, o qual
contribui para a via da necroptose, realizando a peroxidacdo de lipideos, proteinas e
material genético ou funcionando como segundo mensageiro na via de sinalizacdo de
receptores de morte (CHALLA; CHAN, 2010; LEE et al., 2017). A necroptose tem sido
estudada em varias doencas e seus desenvolvimentos, tais como pancreatite aguda (HE et
al., 2009; LEE et al., 2017), aterosclerose (BATISTA NAPOTNIK; POLAJZER;
MIKLAVCIC, 2021), doengas inflamatérias imunomediadas (como doencas
inflamatorias intestinais e artrite reumatoide) e entre outras (CHALLA; CHAN, 2010;
VANDEN BERGHE; HASSANNIA; VANDENABEELE, 2016).

3.8 Microambiente tumoral e metastase

O cancer por muito tempo foi compreendido como um processo patoldgico onde
células alteradas geravam novas células com caracteristicas diferentes do tecido saudavel
e se organizavam de forma aglomerada, as quais perdem gradativamente a capacidade de
serem reguladas por seu tecido de origem, porém esta compreensdo se tornou obsoleta
com o passar do tempo. Na atualidade o cancer é compreendido como um processo
patoldgico complexo que possui autorregulacdo, mesmo em coexisténcia com outras
células ndo tumorais, esse conjunto de células alteradas e ndo alteradas no tecido formam
0 microambiente tumoral (Mbeunkui & Johann, 2009; Arneth, 2020).

O microambiente tumoral possui grande contribuicdo para o avango dos canceres
e desenvolvimento de resisténcia a terapias, por isso se torna material de incessante busca
por novas terapias mais efetivas (OCANA et al., 2018; GREENLEE et al., 2021b). Logo,
0s tumores, independentemente se sélidos ou leucémicos, devem ser compreendidos
como tecidos que possuem células tumorais e estromais estaveis, como por exemplo
células endoteliais, células de defesa, fibroblastos e outras células dos respectivos tecidos
adjacentes, além da matriz extracelular (MEC), um outro elemento de grande importante
onde as células estdo inseridas (YANOFSKY et al., 2013; EBLE; NILAND, 20193;).

A MEC esta em constante manutencdo fisiologica, regulando para mais ou menos
a quantidade de fibras de coladgeno, para aumentar a resisténcia do tecido e a proliferacéo
de células de reparo. Estes fendmenos que fazem parte do estado de homeostasia do tecido
acabam também por gerar dificuldade na entrada e entrega de medicamentos antitumorais

ao tecido doente, logo o microambiente tumoral tem grande importancia nos processos
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de oncogénese (Figura 10) (THOMAS; RADHAKRISHNAN, 2019b; WEBER et al.,

2021).

Figura 10 — Microambiente tumoral, carcinogénese e metastase.
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As células tumorais interagem direta e indiretamente com as células saudaveis do

microambiente tumoral, principalmente através da expressdo de proteinas de superficie

do tumor (GUN et al., 2019). Tal estratégia ira dificultar o reconhecimento e a fagocitose

por celulas dendriticas (CDs), além disso ira ocorrer a liberacdo de citocinas, o que ird

promover ainda mais a disfungdo das CDs e a inibigdo da ativacdo de células T tumorais
especificas, favorecendo o crescimento tumoral (GANGULY; LI; MIRANTI, 2014;

QUIJANO; VELASQUEZ, 2016).

A condi¢do imunologica do préprio microambiente tumoral pode ainda ser

influenciada por padrdes de imunidade através das células T auxiliares tipo 1 (Th1) e tipo

2 (Th2), desta forma se torna facil compreender que, por exemplo, individuos
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imunocomprometidos tendem a apresentar maior producdo de Thl e Th2 e o contrario
ocorre com 0s imunossuprimidos, pois estes irdo apresentar predominio de imunidade
apenas para Th2 relacionado a infiltracdo celular e evolugdo do tumor (MBEUNKUI;
JOHANN, 2009; QUIJANO; VELASQUEZ, 2016; TAM et al., 2020).

A partir destas alteragcdes estromais a iniciacdo e a progressdo tumoral ird incluir
células endoteliais (vasculares ou linfaticas), células mesenquimais indiferenciadas
associadas ao tumor, principalmente nos processos de angiogénese, fibroblastos
associados a cancer (CAFs) e células do sistema imune (linfocitos infiltrantes de tumor-
TILs, células T, células B, células NK), macrofagos associados (TAMSs) e mastdcitos.
Todas estas células junto a MEC estdo unidas no objetivo de favorecer o crescimento
tumoral, logo de modo geral ndo apresentam indices de proliferacdo celular desregulados
ou instaveis (OCANA et al., 2018; ARNETH, 2020b).

A MEC tem papel importante na progressao tumoral, pelo fato de reunir elementos
teciduais como fibras, proteinas e polissacarideos disponiveis para as células do tecido
(KLEMM; JOYCE, 2014; EBLE; NILAND, 2019b). A destruicdo da MEC culmina na
transicdo epitélio-mesenquimal, a qual ird promover a clivagem do colageno e
rompimento da lamina basal que delimita o tecido. Somado a isso, os fragmentos de
coldgeno sdo biologicamente ativos e irdo regular a migracdo, proliferacdo e
sobrevivéncia das células tumorais em outros tecidos, 0 que ir4 caracterizar a metastase.
O processo de degradacdo da MEC pode ainda liberar Fator de Crescimento tumoral beta
(TGF-P) e Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGF), os quais irdo regular a angiogénese

(THOMAS; RADHAKRISHNAN, 2019a; LIU et al., 2022)

3.9 Terapéutica do cancer e suas estratégias

Atualmente ha diversos tipos de tratamentos para o cancer disponiveis na clinica,
dentre os quais, os principais sdo: remocdo cirirgica de tecidos afetados e areas
anatdmicas adjacentes, radioterapia para tratamento local da neoplasia acuminada,
quimioterapia que consiste em tratamento sistémico, com protocolos individualizados ou
com a combinacdo de diferentes agentes quimicos, tratamento como fototerapia,
imunoterapias e outros (KALIKS et al., 2017; KEPP et al., 2020).

A radioterapia consiste em um modelo de tratamento capaz de destruir células

tumorais, com a utilizacdo de feixes controlados de radiacdo ionizante. Neste modelo uma
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dose de radiacdo € calculada previamente considerando o volume da massa tumoral,
tempo de exposicdo do doente no intuito de erradicar as células tumorais e também
considerando a dose capaz de causar o menor dano possivel em células normais
adjacentes, estas Ultimas que irdo auxiliar no processo de reparo tecidual apos irradiacdo
(SARKARIA; BRISTOW, 2008; THAKKAR et al., 2020).

Outro tipo de tratamento do céncer, a hormonioterapia, consiste no uso de
substancias semelhantes aos indutores de crescimento de tumor, que, por sua vez, tem
como objetivo inibir o desenvolvimento do tumor tratado. Estudos relatam que tal terapia
proporciona melhoria da sobrevida do doente e reduz as taxas de mortalidade. Porém,
esta terapia ainda apresenta riscos, como a utilizagdo de hormonios que induzem/auxiliam
o crescimento de células tumorais diferenciadas que possuem receptores para 0 mesmo,
0 que poderia contribuir para o desenvolvimento de novas células tumorais (MILLS;
KOLB; SAMPSON, 2018; SHAH et al., 2018).

Os tratamentos quimioterapicos sdo os mais escolhidos e importantes nas condutas
clinicas para o combate ao cancer. A quimioterapia se caracteriza como tratamento
antineoplasico com o uso de agentes quimicos que interferem no processo de divisdo e
ciclo celular de células cancerigenas. Porém, mesmo com a constante descoberta e
utilizacdo de novos agentes quimioterapicos, ainda ha a necessidade de maior eficacia
dessas drogas, menor toxicidade e capazes de evitar metastases e recidivas de tumores
(KALIKS et al., 2017; OLVER et al., 2018; KEPP et al., 2020).

Uma das principais vantagens no uso de quimioterapicos é a possibilidade do
desenvolvimento de novas moléculas com alta seletividade, capaz de causar maior danos
apenas a células especificas, se ligando a receptores presentes apenas na maquinaria de
células alteradas e que podem ainda controlar casos com alto risco de evolucdo de
metastases e estagios avancados dos canceres, o que possibilidade a maior sobrevida dos
pacientes (CRUCERIU et al., 2020; KEPP et al., 2020).

A maioria dos agentes anticancer utilizados na rotina clinica envolvem
mecanismos de acdo de modulacdo da autofagia, a exemplo do bevacizumab, que é
formado por anticorpos monoclonais capazes de internalizar e neutralizar o fator de
crescimento do endotélio vascular humano (VEGF); o tamoxifeno, que atua como
modulador de angiogénese, e 0s proprios agentes anticancer classicos: agentes tubulos-
afins, antimetabdlicos, alquilantes, intercalantes de DNA, inibidores de topoisomerase |
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e Il, modelos com utilizacdo de virus, entre outros (ALDEA et al., 2021; FUKUNAGA
etal., 2021).

Nos ultimos tempos, tratamentos quimioterapicos com alvos especificos tem se
tornado um dos principais focos de pesquisas anticancer (Fardi et al., 2018).
Principalmente a busca por moléculas capazes de interferir em alvos envolvidos na
angiogénese, interferéncia no DNA, ciclo celular e indugdo de morte celular apenas, ou
majoritariamente, de células tumorais (Riihle et al., 2018). E sabido que a angiogénese é
um processo importante para varias doencas, incluindo o crescimento de tumores e 0

desenvolvimento de metastase (Sanphanya et al., 2013; Mourad et al., 2021).

A inibicdo seletiva de receptores envolvidos na angiogénese em tumores é
considerada um dos alvos mais eficazes nas terapias anticancer (Riggio et al., 2021;
Almog et al., 2009). Vérias sdo as proteinas de sinalizacdo que regulam o processo de
angiogénese tumoral, dentre estas pode-se citar o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF) (Sun et al., 2018). O VEGFR ¢€ o principal regulador da angiogénese
fisiologica e patoldgica. A ligacdo do VEGF ao seu receptor, 0 VEGFR-2, aciona o
receptor tirosina quinase e promove a proliferacdo e migracdo de novos vasos (Zhao et
al., 2019; Ahmed et al., 2020).

A literatura relata que ha a super expressdo de tirosinas quinases em casos de
cancer, em especial da VEGFR-2, a qual estd fortemente presente no processo de
angiogénese atrelado a muitos tipos de canceres humanos, incluindo carcinoma de mama
e carcinoma pancreéatico (Yuan et al., 2019). Logo, o bloqueio da via de sinaliza¢do do
VEGF por meio da inibicéo da atividade de receptores de tirosina quinases por pequenas
moléculas é considerado uma estratégia interessante para a inibicdo da angiogénese e,
portanto, para o desenvolvimento de novas drogas anticancer (Ahmed et al., 2020; Zaki
et al., 2020).

3.10 Imidazolidinas

As imidazolidinas sdo também conhecidas como hidantoinas e foram descobertas
pelo pesquisador Bayer em 1861, quando realizava estudos com &cido Urico e identificou
a molécula imidazolidina-2,4-dionas a partir do isolamento do produto da reducéo
(hidrogenacéo) da alantonina, motivo pelo qual foi denominada hidantoina. Esse ndcleo

constitui um importante grupo de compostos heterociclicos organicos de conformacéo
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pentamérica, sendo considerada um scaffold bastante versatil devido as suas inumeras
aplicacdes clinicas, o que Ihe permite ser utilizado em diversos produtos farmacéuticos e,
até mesmo, ser identificado em produtos naturais (LIU; YANG; PAN, 2014; SMIT;
PAVLOVIC, 2015).

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) os
analogos da hidantoina apresentam como nucleo principal um anel imidazolidinico
compostopore duas carbonilas nas posic¢des 2 e 4 somado a dois &tomos de nitrogénio nas
posicOes 1 e 3 (Figura 11) (CASTRO; MARCAL, 2018). Por esta ser considerada uma
estrutura bioativa por si s6, também chamada de nucleo farmacoférico, qualquer alteracédo
em seu arcabouco pode gerar mudancas em suas propriedades fisico-quimicas,

farmacocinéticas e farmacodinamicas.

Figura 11 - Representacdo molecular do arcabouco estrutural de imidazolidinas e
algumas possibilidades de variagc6es de ligantes.
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Fonte: Adaptado de Castro, Marcal, 2018.

Analogos de imidazolidinas sdo potenciais agentes quimicos de interesse
farmacoldgico devido a caracteristicas de bioatividade, natureza hidrofilica e capacidade
de aumentar biodisponibilidade de precursores biologicos ativos, o que permite ainda que
possam ser empregadas como veiculos de sintese de outras moléculas (CATERINA et al.,
2008).

A capacidade de sofrer modificagbes e arranjos quimicos no nucleo
imidazolidinicos e a infinita versatilidade de substituintes, possibilita a funcionalizacéo
do esqueleto chave nos ligantes de nitrogénio 1 e 3, o que permite fornecer derivados
N,N-dissubstitutivos, bem como a presenca de radicais acoplados ao carbono 5
(CATERINA et al., 2008; SMIT; PAVLOVIC, 2015; CASTRO; MARCAL, 2018). Tais
caracteristicas permitem atribuir as imidazolidinas acdo farmacologica com varias
aplicagdes, como: anticonvulsivante (ROGAWSKI; LOSCHER, 2004), antitumoral
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(MOGUILEWSKY; BERTAGNA; HUCHER, 1987), antiparasitario (MATOS-ROCHA
et al., 2017), antiarritmico (LOPEZ-LOPEZ et al., 2018), anticancer, dentre
outras(CASTRO; MARCAL, 2018).

Um dos principais mecanismos relatados em estudos como efeito anticancer de
derivados imidazolidinicos é a capacidades destes afetarem a replicacdo do DNA atraveés
da inibicdo do ciclo celular, ativacéo e clivagem da caspase 9, ativacdo da pré-caspase 3
e a clivagem do receptor poli (Adenosina Difosfato-ribosil) polimerase, responsavel pela
inibicdo/bloqueio de receptores de quinases, o que fortalece a hipdtese de ativacdo da
caspase (Kavitha et al., 2009; Yuan et al., 2019; Zaki et al., 2020).

3.11 Derivados de imidazolidinas com atividade anticancer

Nos estudos de Ghosh et al., (1997), os autores avaliaram a atividade anticancer
da molécula de I-[2-{bis(2’-cloroetil)amino)etil]espiro[imidazolidina-4,2’-(1’"H),3’,4’-
dihidronaftalenel-2,5-diona, (4, p — tetimurtina) (Figura 12), através de experimentos
realizados com fémeas de ratos da espécie Swiss albino, nos quais foram realizados
xenoenxerto com células de carcinoma de Erlich 54scético, sarcoma-180 e linfoma
Hodgkin. Os animais foram separados por grupos testes e controle, onde foi possivel

determinar a dose letal a ser utilizada para tratamento.

Figura 12 — Representacdo da estrutura quimica do 4, B- tetimurtina.
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Nos testes foi possivel identificar a faixa de dose ideal que correspondeu de 4 a 8
mg/kg, sendo realizado aplica¢des de concentragdes crescentes com intervalos 7 a 7 dias.
Dessa forma, a molécula estudada apresentou resultados em ambos os tumores de reducéo
superior aos dos respectivos grupos controle positivo, utilizando ciclofosfamida e S-
fluorouracil. Os autores descreveram apenas a realizacdo de ensaios com animais em sua

publicacdo, ndo descrevendo realizacdo de testes in vitro, o que inviabilizou, portanto, a
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elucidacdo do mecanismo de agdo da 4, B- tetimurtina. Porém, pode-se concluir que o
derivado da imidazolidina avaliado apresentou potencial para a terapéutica anticancer
(GHOSH et al., 1997).

Em 2009, Kavitha e colaboradores., avaliaram a capacidade de inibicdo de
crescimento celular e apoptose de células de leucemia utilizando derivados de espiro-
hidantoinas, sendo avaliadas neste estudo duas moléculas: a 8-(3,4-difluorobenzil)-10-
(pent-4-enil)-8-azaspiro[biciclo[3.2.1]octano-3,40-imidazolidina]-20,50-diona (DFH) e
8-(3,4-diclorobenzil)-10-(pent-4-enil)-8-azaspiro[biciclo[3.2.1]octano-3,40-
imidazolidina]-20,50-diona (DCH) (Figura 13).

Figura 13 — Estrutura quimica do DFH (A) e DCH (B).

A)
Fonte: Préprio autor, 2023.

Nos seus estudos, Kavitha e colaboradores (2009), demonstraram que 0S
derivados de imidazolidinas avaliados em seus estudos, possuem efeitos citotdxicos em
muitas linhagens celulares leucémicas, incluindo células de leucemia mieloide crénica.
Os pesquisadores explicam em seus experimentos que 0s compostos testados afetam a
replicacdo do DNA, levando a inibicdo do ciclo celular. Tal fendmeno foi percebido pela
presenca do efeito da translocagdo da fosfatidil serina, observacdo de DNA nuclear
fragmentado, aumento dos niveis de proteinas pré-apoptéticas e o surgimento de

proteinas de reparo.

Segundo o autor, sugere-se que ocorre a inducao de apoptose por agdo da molécula
DFH, a qual estd comprovadamente associada a ativacdo e clivagem da caspase 9,

ativacdo da pro-caspase 3 e a clivagem do receptor poli (Adenosina Difosfato-ribosil)
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polimerase, o que fortalece a hipotese de ativacdo da caspase 3 e permite afirmar que as
moléculas de imidazolidinas estudadas tem potencial anticAncer e que poderiam ser

exploradas para tratamento de leucemias (KAVITHA et al., 2009).

Em 2009, Mukherjee et al., realizaram estudos com a molécula 3-[2-{3-(2-
cloroetil)-3-nitrosouriedo}etil]-espiro[5,9’-fluorenil]imidazolidina-2,4-diona (Figura
14), denominada de Fluoren-NU. O estudo revelou que a molécula tinha capacidade

alquilante se ligando a regides que possuiam presenca de grupos piridinas.

Figura 14 - Estrutura quimica do Fluoren-NU.
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Foram realizados testes in vitro em seis linhagens de células tumorais, como:
neuroblastoma humano (SK-N-SH e IMR-32), cancer de pulmdo (A549), cancer de
préstata (DU-145), leucemia aguda (HL-60) e linfoma (U-937). Péde ser observado pelos
pesquisadores que houve efeito citotdxico significativo na linhagem de neuroblastoma
(SK-N -SH) e ainda que concentracGes de 8 uM foram capazes de inibir a sintese de DNA

e RNA contribuindo para a o processo de indugdo de morte celular.

Os pesquisadores ainda realizaram testes in vivo com utilizacdo de fémeas de ratos
da espécie Swiss, 0s quais receberam enxerto com células de cancer hepatico e sarcoma-
180. Apds ensaios com a molécula estudada foi observado aumento do tempo de vida dos
animais e regressdo de ambos os tumores, sendo a dose ideal para o tratamento igual a
40mg/kg durante 7 dias, a via de administracdo nédo foi explicitada. Os pesquisadores
relataram que ndo houve danos a hematopoiese e a molécula nao foi hepatotéxica ou
nefrotoxica (MUKHERJEE et al., 2009).

Shah et al., realizaram em 2013 estudos de caracterizacdo de quatro moléculas de
imidazolidinas e sua interagdo com estruturas de DNA, as moléculas foram: 5-

benzilideno-imidazolidina-2,4-diona(NBI),5-(2-hidroxibenzilideno)imidazolidina-2,4-
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diona(HBI),5-(4-metoxibenzilideno)imidazolidina-2,4-diona  (MBI) e  5-(3,4-di-
metoxibenzilideno)imidazolidina-2,4-diona (DBI) (Figura 15), sendo a sua respectiva
caracterizagdorealizada atraves de ensaios de variacdo de pH e observacgdo por técnicas
de UV-Vis, além da realizacdo de ensaios eletroquimicos para avaliar a variagdo
eletronica e excitatoria das moléculas.

Figura 15 — Estrutura quimica de Imidazolidinas: NBI, HBI, MBI e DBI.
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Nas analises de interacdo das imidazolidinas e DNA através de ensaios
eletroquimicos em ph 4,5, observou-se 0 surgimento de novos picos voltamétricos em
altas concentracdes de DNA, gque ocorreram devido a formacdo de 8-oxoguanina a partir
de danos a base da guanina, o que configura a presenca de interacdo entre as
imidazolidinas e as fitas de DNA. Nos ensaios eletroquimicos em ph 7,4, mimetizando o
pH sanguineo, houve reducdo dos picos eletroquimicos proporcional a adicdo de
moléculas de DNA e com ligeira variacao anddica e catodica, o que indica interacao entre
a molécula e a dupla hélice de DNA, possivelmente devido a formacdo de adutos de
ligacdo com o0 DNA (SHAH et al., 2013).

Segundo estudos de Kavitha et al., 2013, que avaliaram a atividade anticancer e o
mecanismo de acdo do derivado de imidazolidina denominado de propil-2-(8-(3,4-
Difluorobenzil)-29,59-Dioxo-8-Azaspiro[Biciclo[3.2.1]Octano-3,49-Imidazolidina]-19-
il)Acetato, esta molécula foi denominada de ASHD (Figura 16). OS efeitos bioldgicos da
molécula ASHD foi avaliada utilizando ensaios de citotoxicidade (MTT), anélise de ciclo

celular, imunohistoguimica e Western Blot.
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Figura 16 - Representacdo quimica da azaspiro hidantoina, ASHD.

Fonte: Proprio autor, 2023.

A molécula de ASHD, com seu grupamento éster alquilico, apresentou potente
citotoxicidade contra as células leucémicas de linhagem K562 testadas, sendo capaz de
promover a inibicdo da replicacdo do DNA e do ciclo celular. Logo, confirmou-se a
presenca de células apoptoticas diante da presenca de grupo de células em fase G1, bem
como foi possivel perceber alteracdes de apoptose (fragmentacdo do DNA, condensacgédo
da cromatina e presenca de corpos apoptoticos) nas células tratadas (KAVITHA et al.,
2013).

Percebeu-se ainda aumento da expressdo da proteina pro-apoptética BAD e a
reducdo da proteina antiapoptética BCL2, bem como a ativacdo da caspase 9, que por sua
vez ativa a caspase 3, responsavel pela clivagem do PARP(Polimera Adenosil Difosfato
Ribose), proteina que dificulta reparos ao DNA danificado, induzindo a apoptose. Tais

observagdes corroboram com os estudos (KAVITHA et al., 2013).

3.12 Ensaios in silico

No processo de prospeccdo e pesquisa de novas moléculas com propriedades
bioativas, diversas aplicacdes sdo possiveis. Desde ensaios bioldgicos in vitro e in vivo a
ensaios in silico (KATSILA et al., 2016; SINGH et al., 2009). O termo “in silico” faz
mencdo ao silicio, componente quimico dos chips que s@o responsaveis pelo
processamento de equipamentos de informatica, logo, que remete a pesquisas realizadas

através de métodos computacionais (LIN; LI; LIN, 2020).

Métodos computacionais tem sido cada vez mais aplicados no desenvolvimento

de novos medicamentos, uma vez que o0s ensaios in silico permitem realizagdo de triagem
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de moléculas em grande numero, sem haver a necessidade de sintese ou avalia¢Ges in
vitro das mesmas, algo que contribui na reducéo de gastos relacionados a experimentos,
quando comparado a pesquisas in vitro e/ou in vivo além de evitar a necessidade de testes
em animais e/ou humanos (KATSILA et al., 2016; LIU et al., 2013).

Outras aplicacfes possiveis de serem realizadas pelos ensaios in silico é a
reutilizacéo (ou reposicionamento) de drogas. Nesse tipo de abordagem sdo investigadas
aplicacdes bioldgicas diferentes para drogas ja conhecidas, desenvolvidas e utilizadas
para tratamentos diversos, um modelo de “reciclagem ou reuso”, podendo ser centrada
em diferentes paradigmas. Geralmente as drogas utilizadas para métodos de reutilizacdo
sdo medicamentos ja comercializadosou que foram descontinuados por algum critério
cientifico, como por exemplo a cibutramina e o sildenafil (CHORTANI et al., 2022;
MASSAROTTI et al., 2012; NEWMAN et al., 2019; WURTH et al., 2016).

A possibilidade de reposicionamento de medicamentos € importante no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas de doencas como o céancer, doencas
negligenciadas e outras, pois oportuniza a entrega de medicamento nas redes de satde de
maneira rapida e barata (GHOLIVAND et al., 2022%;, LAFAYETTE et al., 2017;
LEELANANDA; LINDERT, 2016; NOWAK-SLIWINSKA; SCAPOZZA; ALTABA,
2019). Algumas doencgas como o cancer possuem caracteristicas bastante complexas, o
que dificulta o tratamento, sendo este muitas vezes realizado por agentes quimioterapicos
disponiveis, mas de eficacia limitada, o que gera a necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos de maneira rapida, segura e de baixo custo (GHOLIVAND et al., 2022a,
2022b).

O ndmero de estudos de reposicionamento de drogas no tratamento de diversos
tipos de cancer tem sido crescente e com quantidade significativa de casos de sucesso. As
abordagens in silico sdo muito Uteis, pois permitem uma alta velocidade de
reposicionamento, quando comparado ao ritmo de producdo de drogas ja existentes
(CHORTANI et al., 2022; DAR; SHAMSUZZAMAN; KHAN, 2016; LEELANANDA,
LINDERT, 2016).

Outras aplicacdes, cada vez mais fidedignas a realidade e confiaveis dos estudos
in silico, é a predigdo de caracteristicas fisico-quimicas, farmacodinamicas,

farmacocinéticas, atividades biologicas e identificacdo de alvos biolégicos (NEWMAN
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et al., 2019; WURTH et al., 2016). Estes tipos de abordagens de estudo foram utilizados
neste trabalho com objetivo de corroborar os resultados encontrados nos testes in vitro.

Uma ampla quantidade de técnicas computacionais e softwares podem ser
empregadas no planejamento, desenvolvimento e triagem de novas moléculas com
caracteristicas terapéuticas. No ensaio denominado ancoragem molecular ou do inglés
“molecular docking”, que significa encaixe molecular, séo utilizadas duas moléculas em
gue uma sera denominada de ligante e a outra de receptor, podendo estas serem
“encaixadas” e levar ao calculo de diferentes probabilidades de interacao a serem preditas
in silico, (KATSILA et al., 2016; LIN; LI; LIN, 2020).

O método de docking molecular pode ser aplicado na avaliacdo de acoplamento
(encaixe) de diversos tipos de moléculas: proteinas, carboidratos, enzimas e acidos
nucléicos, logo, o docking realiza uma predicdo que aumenta as possibilidades de
orientacdo das interacdes moleculares (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Deste modo
é possivel identificar na literatura a aplicacdo de docking molecular para diversas
finalidades (CHORTANI et al., 2022; GHOLIVAND et al., 2022b; LIU et al., 2013;
MASSAROTTI et al., 2012; NEWMAN et al., 2019; SINGH et al., 2009).

Para execucdo do método de ancoragem do docking é necessario possuir a
estrutura do receptor no formato tridimensional, esses modelos sdo comumente obtidos
experimentalmente por métodos cristalogréficos de raios-x e entdo depositados em
bancos de dados cientificos, como por exemplo o Protein Data Bank (PDB), que é um
banco de dados de estruturas moleculares de proteinas e diversas outras moléculas, ja
identificadas e depositadas. Essa plataforma é de acesso aberto e juntamente as estruturas
0 banco oferece varias informacdes (RICHARDSON; RICHARDSON; GOODSELL,
2021).
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4, METODOLOGIA
4.1 Derivado Imidazolidinicos

4.1.1Sintese dos derivados de imidazolidina

O intermediario LPSF/MG-1 (3-(4-metoxibenzil)-imidazolidina-2,4-diona) foi produzido
solubilizando a hidantoina e o cloreto de 4-metoxibenzil em dimetilsulfoxido (DMSO) e
entdo misturados a base hidréxido de potéassio (KOH) solubilizada em MeOH. A mistura foi
aquecida a 65°C e mantida sob agitagdo por duas horas. Depois a reagdo foi resfriada em
geladeira, formando um precipitado que foi filtrado e seco, para utilizagdo nas proximas
etapas. Para producdo dos compostos finais da série LPSF/MG, o LPSF/MG-1, e os aldeidos
correspondentes foram solubilizados em &cido acético (AcOH) juntamente com o promotor
acetato de aménio (AcNH4) (Figura 17), seguido de aquecimento a 110°C, por tempos
diferentes. Ao final de cada reagéo as solugfes foram resfriadas em geladeira, obtendo-se, ao
fim, um total de 10 moléculas do tipo LPSF/MG (LPSF/MG-1; -2; -3; -4; -5; -7; -9; -10; -13;
-16). Os precipitados foram filtrados, secos e entdo analisados por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia, Ressonancia Magnética de hidrogénio e carbono, Infravermelho por
Transformada de Fourier e Espectrometria de Massas. Todas as rea¢des foram acompanhadas
por Cromatografia em Camada Delgada e, quando necessario, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia.

Figura 17 - Esquema de rota de sintese de imidazolidina-2,4-diona e seus derivados
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Fonte: Préprio autor, 2023.

4.2 Compostos estudados

Os derivados imidazolidinicos testados, pertencentes a série LPSF/MG, foram
sintetizados no Laboratdrio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF-UFPE), o qual
faz parte do Laboratério de Inovacdo Terapéutica do Centro de Biociéncias da

Universidade Federal de Pernambuco, sendo gentilmente cedidos pela Dra. Marina
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Galdino da Rocha Pitta. Na Tabela 1 encontram-se as estruturas quimicas dos derivados

imidazolidinicos avaliados.

Tabela 1 - Derivados imidazolidinicos potencialmente anticancer.

) o Formula .
Sigla Nome quimico Estrutura quimica
molecular

MG- 3-(4-metoxibenzil)-5-(4-
2 metilbenzilideno)imidazolidina-2,4-diona

C19H18N203

MG- 3-(4-metoxibenzil)-5-(4-
4 metoxibenzilideno)imidazolidina-2,4-diona

C19H18N204

5-(4-bromobenzilideno)-3-(4- CisH1sBrNz
metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona O3

MG- 5-(2-bromobenzilideno)-3-(4- CisH1sBrNz = N
10 metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona Os HN‘&/\O\

OCH;




63

MG- 5-(3-bromo-4-metoxibenzilideno)-3-(4- Ci9H17BrNz

16 metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona O4

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) a 50
mmol/mL. As diluicbes mais baixas foram feitas diretamente no meio de cultura. A

concentracdo final de DMSO, em todos os testes, incluindo os controles, foi de até 0,1 %.

4.3 Analise in silico

4.3.1 In silico ADMET prediction

A maioria dos compostos quimicos falha em ensaios clinicos devido a aspectos
farmacodinamicos, baixa biodisponibilidade e alta toxicidade, portanto, avaliar a previséo
in silico de ADMET (absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) tornou-
se uma parte importante do processo de descoberta de medicamentos porque reduz a
possibilidade dos medicamento selecionados falharem em ensaios clinicos. No presente
estudo foi realizado a predicéo de propriedade de semelhanca dos compostos estudados,
utilizando as plataformas: PreADMET, Molinspiration e SwissADME. A regra dos cinco
de Lipinski e a regra de Veber foram usadas para determinar se 0s compostos sob
investigacdo eram eficazes para biodisponibilidade oral ou ndo. A toxicidade dos
derivados sintetizados foi prevista usando o servidor ProTox-11 (BANERJEE et al., 2018)
e pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015), servidores web gratuitos para

previsdo de toxicidade in silico.

4.3.2 Molecular docking study

4.3.2.1 Preparacao dos ligantes

Os isémeros Z e E dos derivados imidazolidinicos foram inicialmente desenhados
em duas dimensbes no ChemDraw Ultra versdo 12.0, as quais foram convertidas em
estruturas tridimensionais através do software Avogadro (versdo 1.2.0) e entdo
submetidas a otimizag&o estrutural, utilizando o AutoOptimizate Tool com o campo de
forca MMFF94s e algoritmo Steepest Descent. Esse processo de otimizagdo energética

se faz importante para que os ligantes a serem analisados apresentem estruturas quimicas
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na sua conformacdo mais estavel, ou seja, mais proxima daquela que seria observada em

experimentos empiricos.

4.3.2.2 Obtencéo e preparacdo dos alvos
A proteina VEGFR-2 foi escolhida como alvo diante da sua importancia como

agente responsavel no crescimento de células endoteliais e crescimento de tumores, logo,
sua inibicdo ou interacOes negativas sdo de interesse terapéutico. A estrutura
cristalogréfica da proteina VEGFR-2 foi retirada da plataforma Protein Data Bank (PDB)
com o codigo PDB ID 4ASD, a qual foi obtida por difratometria de raios X com resolucéo
de 2,03 A. A estrutura proteica foi plotada no software Discovery Studio Visualizer 2020,
onde moléculas de &gua e ligantes cocristalizados foram retirados. Possiveis
irregularidades no estado de protonacdo da estrutura foram corrigidas utilizando a
ferramenta online PDB2PQR (https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) (Jurrus et
al., 2018), onde foram adicionados hidrogénios no pH 7 através do campo de forca
PARSE.

4.3.2.3 Docking molecular
O docking molecular dos derivados imidazolidinicos foi realizado através do

software DockThor-VS (https://dockthor.Incc.briv2/) (MAGALHAES et al., 2014;
SANTOS et al., 2020; GUEDES et al., 2021), utilizando as configuragdes de algoritmo
genético do Virtual Screening que consiste no Number of Evaluations 500000, Population
Size 750, Initial Seed -1985, Number of runs 12 e Soft Docking, com discretizacdo de
0.25 e Total Grid Points 226981. O campo de forca MMFF94 foi utilizado como fungéo
de pontuacdo. As coordenadas do centro do gridbox para VEGFR-2 foram definidas
baseado no centro dos seu ligante cocristalizado, chamado BAX, o qual atua como
inibidor desse alvo. As coordenadas utilizadas para 0 VEGFR-2 foram X =-24,226, Y =
-1,29, Z =-12,93. O grid size utilizado para o alvo foi de 15A para cada aresta. A presente
metodologia foi previamente submetida a validagdo por redocking do BAX no seu
respectivo sitio ativo, o qual apresenta RMSD de 0,407A. A representacdo gréfica da
ancoragem de cada estrutura avaliada e a andlise das suas interagdes ligante-receptor

foram feitas por meio do Discovery Studio Visualizer 2020.

4.4 Linhagens celulares
O estudo da atividade antitumoral foi realizado com linhagens tumorais humanas

adquiridas no BCRJ (Banco de Células do Rio de Janeiro).


https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr
https://dockthor.lncc.br/v2/
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Tabela 2 - Linhagens celulares

Linhagens Caracteristicas
DU145 Adenocarcinoma de Prostata
PANC1 Adenocarcinoma de pancreas

MIA PACA 2 Adenocarcinoma de pancreas

Fonte: Autor, 2023.

4.5 Manutencéo das células neoplasicas

As linhagens celulares foram mantidas em garrafas de poliestireno em estufa
Umida a temperatura de 37 °C e atmosfera de 5% de CO2, sendo acompanhadas
diariamente com o auxilio de um microscépio invertido. A troca do meio foi realizada
diariamente. As linhagens aderidas Dul45 e Pancl foram cultivadas em meio DMEM
baixa glicose suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 10 mM de HEPES e 1% de
penicilina/estreptomicina. A linhagem MiaPaca2 foi cultivada em meio DMEM high
glicose suplementado com 10 % de soro fetal bovino e 2,5% de soro fetal equino, 10 mM
de HEPES e 1% de penicilina/estreptomicina. Durante a manutencao das células aderidas

foi utilizado tripsina (0,25 %) e EDTA (1 mM) para deadesdo das linhagens.

4.6 Obtencao e manutencdo das células mononucleadas do sangue periférico
(PBMCs)

Para este estudo foi necessario coletar amostras do sangue periférico do total de
10 voluntarios sadios, 0s quais foram selecionados baseados nos seguintes critérios de
inclusdo: idade maior ou igual a 18 anos de idade, de ambos 0s géneros e que nao
possuiam doencas cronicas declaradas até o momento da pesquisa; Além destes, 0s
seguintes critérios de exclusdo foram aplicados: individuos que possuiam doencas
crbnicas, mulheres gravidas, ou individuos que declarem no ato da coleta ter manifestado
sinais e sintomas como: febre, espirro, rinorreia, dor de garganta, diarreia, nauseas,
mialgia ou fadiga e ou qualquer sintoma sugestivo de infec¢cdes de origens bacterianas,
fangicas, virais e/ou autoimunes. As amostras foram coletadas na sala de coleta do
Laboratério de Imunomodulagdo e novas abordagens terapéuticas (LINAT) da
Universidade Federal de Pernambuco, localizado no 1° andar do Prédio da Diretoria de

Inovacdo e Empreendedorismo (DINE). Dos voluntarios foram coletadas amostras no
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volume de 10-15 ml de sangue em tubos a vacuo contendo o anticoagulante heparina. As
coletas foram feitas por profissionais competentes e devidamente treinados para reduzir
0s riscos para o paciente. Nenhuma coleta foi realizada sem a autorizagdo prévia dos
voluntarios. Para isso, primeiramente, eles foram apresentamos ao objetivo do estudo e
entdo questionados sobre o interesse em participar da pesquisa. O Projeto foi submetido
ao COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - Centro de Ciéncias
da Saude - Universidade Federal de Pernambuco e aprovado sob o parecer n° 4.322.331
em 08.10.2020 (Anexo I).

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir
do método de separacao por gradiente de densidade através de centrifugacdo com Ficoll
PaqueTM Plus (GE Healthcare BioSciences). Ap6s obtencdo das PBMCs as mesmas
foram diluidas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10 % de soro fetal
bovino, 10 mM de HEPES e 1% de penicilina/estreptomicina em estufa Umida a
temperatura de 37 °C e atmosfera de 5% de CO2 (Okumura et al., 2010; Roland et al.,
2013) e em seguida as células foram distribuidas em pocos de placas de 96 pocos para

avaliacdo de ensaio de citotoxicidade.

4.7 Ensaio de citotoxicidade em células neoplasicas, ndo tumorais e normais:
método MTT

O teste de citotoxicidade in vitro foi realizado nas células neoplasicas e normais
(PBMCs) com diferentes concentra¢cdes dos derivados imidazolidinicos. A citotoxicidade
celular foi quantificada pelo método colorimétrico 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-
Hbrometo de tetrazolium (MTT). Este consiste em um método sensivel que possui a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma analise
baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas desidrogenases

mitocondriais presentes somente nas celulas metabolicamente ativas (Sylvester, 2011).

As células foram distribuidas em placas de 96 pocos onde cada pogo recebeu a
quantidade de 1 x 10* de células e em seguida as mesmas foram submetidas a diferentes
concentragdes dos 10 derivados imidazolidinicos testados (LPSF/MG-1, -2, -3, 4, -5, -7,
-9, 10, -13, -16, sendo as concentragdes finais de tratamento por pogo de 3,125uM; 6,25
MM; 12,5 pM; 25 pM; 50 pM e 100 uM e entdo incubadas em estufa imida a 37 °C e 5%
de CO. por 48h e 72h para as células normais e neoplasicas, respectivamente. Passado o

periodo de incubagdo foram adicionados 20 pL da solu¢do de MTT na concentragdo de 5
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mg/mL diluida em PBS em cada poco das placas, as quais foram entéo protegidas da luz
e incubadas mais uma vez em estufa imida a 37 °C e 5% de CO2 por um periodo de 3h.
Ao fim desse periodo, a reagdo foi interrompida pela adigdo de 130 uLL de SDS 20% ¢ a
densidade Optica foi medida ap6s 24 horas no comprimento de onda de 570 nm. A leitura

foi realizada em um leitor de microplacas (EL808 - Biotek®) (Régo et al., 2014).

A determinacéo do potencial citotdxico dos compostos testados foi calculada em
relacdo ao controle tratado com o veiculo DMSO a 0,01%. Para determinacdo da
concentracdo de composto necessaria para 50% de inibicdo in vitro (CI50) foram
realizados trés ensaios independentes de reducdo do MTT. O CI50 de cada ensaio foi
calculado através da formula: % viabilidade celular = 100 — (média viabilidade célula
tratada — média viabilidade branco) x 100 / (média viabilidade DMSO — média viabilidade
branco). Com o valor do CI50 foi calculado o indice de seletividade, utilizando a seguinte
férmula: Indice de seletividade (IS) = CI50 das células normais / CI50 das células
tumorais, sendo considerado seletivo quando o score > 3. Para a elaboracéo dos gréaficos
e célculo da CI50, foram utilizados os programas GraphPad Prism versdo 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA) e o programa OriginPro 8 (Originlab Corporation®,
Northampton, MA, EUA).

4.8 Andlise do ciclo celular

As linhagens teste foram distribuidas em placas de 6 pogcos numa densidade de 2,5
x 10° células por poco e incubadas & 37 °C sob atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas.
Em seguida as celulas foram tratadas com concentragdes C150 e 2xCI50 dos derivados
LPSF/MG-2 na linhagem de MiaPaca2, LPSF/MG-3 na linhagem de Pancl e LPSF/MG-
7 nas linhagens MiaPaca2 e Pancl. Como controle positivo foi utilizado a gemcitabina e
células tratadas com a concentracdo de 0,1% de DMSO foram utilizadas como controle
negativo. As células tratadas e ndo tratadas foram incubadas por 48 e 72 horas. Apos esse
periodo, 0 meio de cultura foi retirado dos pogos e as células foram lavadas 2 vezes com
PBS 1x. Em seguida, as células foram tripsinizadas, lavadas novamente com PBS e
fixadas em alcool 70 % a 4-6 °C. Na sequéncia, as células foram incubadas por 24 horas
a - 20 °C. Em uma segunda etapa, as celulas foram marcadas com solucéo de iodeto de
propideo (PI) (0,05 mg/mL) / RNAse A (0,025 mg/mL) em PBS por 30 minutos sobre o
gelo (Solhaug et al., 2013). O contetdo de DNA celular foi quantificado através de

citometria de fluxo utilizando o citdmetro de fluxo Accuri C6, através do programa BD
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CSampler Software (Becton, Dickinson and Company, USA) e a porcentagem de DNA
em cada fase do ciclo (SubGO0, G0O-G1, S e G2/M) foi obtida pelo software FlowJo v.10.

4.9 Analise da inducdo de morte celular: apoptose e necrose

As linhagens teste foram distribuidas em placas de 6 po¢os numa densidade de 2,5
x 10° células por poco e incubadas & 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO- por 24 horas.
Em seguida as células foram tratadas com concentragdes de CI50 e 2xCI150 dos derivados
LPSF/MG-2 na linhagem de MiaPaca2, LPSF/MG-3 na linhagem de Pancl e LPSF/MG-
7 nas linhagens MiaPaca2 e Pancl e como controle positivo foi utilizado a gemcitabina,
células tratadas com a concentracéo de 0,01% de DMSO foram utilizadas como controle
negativo, as células tratadas e ndo tratadas foram incubadas por 48 e 72 horas. Ap0s esse
periodo, o meio de cultura foi retirado dos pocos e as células foram lavadas 2 vezes com
PBS 1x, sendo, entdo, tripsinizadas e lavadas 2 vezes com tampdo (10 mM
HEPES/NaOH, 140 mMNaCl, 2.5 mM CaCl2-pH 7.4,). Em seguida as células foram
marcadas com 2,5 uM de PI (0,05mg/mL) e 5uM de Anexina V-FIT (0,5mg/mL) por 30
min protegido da luz. A marcacdo das células foi adquirida através de citometria de fluxo
utilizando o citémetro de fluxo Accuri C6, através do programa BD CSampler Software
(Becton, Dickinson and Company, USA) e a quantidade de 10.000 eventos foi

quantificado e analisado pelo software FlowJo v.10.

4.10 Ensaio de migracao

As células Pancl e Mia-paca-2 foram distribuidas numa densidade de 1x10° por
poco em placas de 24 pocos e incubadas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 por 24
horas. Apos atingir a confluéncia de 90%, o meio foi aspirado e duas lavagens com PBS
1X foram realizadas. Em seguida, foi feita em cada poco uma linha de marcacdo (estria)
perpendicular utilizando uma ponteira de 200ul. Apds o procedimento de marcagdo das
estrias, as células foram tratadas com meio completo, DMSO 0,1% (controle) e com 0s
derivados LPSF/MG-2, LPSF/MG3 e LPSF/MG-7 na concentragcdo do C150. Os pocos
foram fotografados com 0, 12 e 24 horas utilizando microscépio invertido (Nikon, Ts2).
Os dados do ensaio de migragdo foram calculados utilizando as fotos para obter o
tamanho da area final e da inicial do tamanho da estria feita com a ponteira. Para o calculo

da area utilizamos o programa ImagelJ (Versao 1.49) (NIH, USA).
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4.11 Ensaio da inibi¢éo de formacéo de clones

As células Pancl e Mia-paca-2 foram distribuidas numa densidade 3 x10* por
poc¢o em placa de 24 pogos. Ap6s o periodo de 24 horas, as células foram tratadas com
DMSO 0,1% (controle negativo), gemcitabina 1uM (controle positivo) e com 0s
derivados LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 para a linhagem de Mia-paca-2 e 0S compostos
LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 na linhagem de Pancl. Os LPSF/MGs citados foram
avaliados na concentracdo do CI50, nos tempos de 24 e 48 horas. Ap0s o tratamento, as
células foram lavadas com PBS 1x e tripsinizadas, contadas e aproximadamente 300
células foram plaqueadas por poco em placas de 6 pogos, as quais foram mantidas em
condices ideias de cultivo porl4 dias. Apos este periodo, as células foram lavadas com
PBS 1x, fixadas com metanol 100%, coradas com cristal violeta 0,1%, lavadas com PBS
1x e entdo mantidas a temperatura ambiente por 24 horas para secagem. Em seguida, foi

realizada a contagem das coldnias formadas e a analise estatistica dos resultados.

4.12 Extracao de RNA e Sintese de cDNA
Inicialmente na etapa de extracdo, as amostras foram expostas a temperatura

ambiente durante 5 minutos para promover a completa dissociacdo do complexo de
proteinas do nucleo. Apds o degelo, foi adicionado as amostras 150ul de cloroférmio e
em seguida foram homogeneizadas e submetidas a uma centrifugacao de 12000 rpm por
15 minutos a 4°C. ApGs a primeira centrifugacdo, a solucdo aquosa localizada no
sobrenadante (onde encontra-se 0 RNA) foi transferida para um novo eppendorf no qual
foi adicionado 375uL de isopropanol a 100%. A amostras foram incubadas em freezer a
-80°C por 2 horas. Em seguida as amostras foram descongeladas por 10min a temperatura
ambiente e depois centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C para a precipitagdo
do pellet. Depois o sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado com 750uL de etanol
a 75% e entéo centrifugado a 7500rpm durante 5min a 4°C. Em seguida o sobrenadante
foi descartado e os tubos colocados para secar durante pelo menos 3 horas. Depois as
amostras foram ressuspendidas com 30uL de dgua RNAse free e incubadas em banho
seco por 10-15 min a 55°C. O material obtido foi quantificado no Nanodrop®
(Thermofisher) e armazenado a -80°C. Para a sintese do cDNA, foi utilizado a
concentragdo de 500ng de RNA utilizando o kit de transcricdo reversa cDNA Hight
Capacity (AppliedBiosystems) seguindo as recomendacdes do fabricante.

4.13 Avaliacéo da expressao génica por RT-qgPCR
A expressdao genetica foi realizada pela reacdo em cadeia de polimerase

quantitativa em tempo real (RT-gPCR), utilizando o método TagMan
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(AppliedBiosystems) em um termociclador QuantStudio™ 5 (AppliedBiosystems). As
condices de ciclagem foram de 95°C por 5 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C a 3 seg e
60°C por 20 seg. O gene 18S (Hs03003631_g1) foi usado como controle endégeno. A
expressdo relativa do RNA foi calculada pelo método 2-AACt. Os genes BAX
(Hs00180269_m1), BID (Hs00609632_m1), CASP3 (Hs00234387_ml1) e CASP7
(Hs00169152 m1) foram avaliados.

4.14 Analise Estatistica

Os célculos de média, desvio padrao e viabilidade foram realizados utilizando o
programa Excel. O Clso foi calculado a partir da média dos resultados da viabilidade
celular dos compostos com o auxilio do programa OriginPro8 (Originlab Corporation®,
EUA). Os resultados foram analisados por teste t (Student), Anova com pos teste de
Bonferonin utilizando-se o programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software®, USA)

considerado estatisticamente significativa quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Analise in silico

O principio de Lipinski, conhecido também como regra dos cinco, consiste em
comparar 4 principios, estes que sao caracteristicas em comum com drogas ja conhecidas
de banco de moléculas. Os parametros considerados pela regra de Lipinski sdo: massa
molecular menor ou igual a 500 Da, LogP menor ou igual a 5, nimero de doadores de
ligacdo de hidrogénio deve ser menor ou igual a 5 e nimero de grupos aceptores de
ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10. Ja a regra de Veber considera a area de
superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140 A2 e nimero de ligacBes rotacionaveis
menor ou igual a 10 (LIPINSKI, 2000; MARTIN, 2018).

As propriedade fisico-quimicas e possiveis semelhancas dos derivados
imidazolidinicos testados com drogas ja conhecidas por meio da aplicagdo da regra de
Lipinski e  Veber  foram analisadas utiizando o  SwisSADME
(http://swissadme.ch/index.php#undefined). Além disto, a pontuacdo do modelo de
semelhanca com drogas ja conhecidas foi mensurada com aplicacéo da plataforma web
Molsoft (https://www.molsoft.com/mprop/). Os resultados obtidos estdo detalhados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Propriedades fisico quimicas e predicdo de semelhanca de imidazolidinas-2,4-

diona com drogas conhecidas.

Principio de LIPINSKI Principio de Veber
N° de
Ndmero  N°de )
Composto Peso ) - ligacdes
Log P de ligagcbes doador Lipinski TPSA ) Veber
Molecular rotaciona

deH esde H )
is

LPSF/MG- 220.22 0 58.64
0.75 3 1 o 3 Yes
1 g/mol violation Az
LPSF/MG- 322.36 0 58.64
2.77 3 1 4 Yes
2 g/mol violation Az
LPSF/MG- 342.78 0 58.64
2.97 3 1 o 4 Yes
3 g/mol violation Az
LPSF/MG- 338.36 0 78.87
1.99 4 2 o 5 Yes
4 g/mol violation Az
LPSF/MG- 324.33 0 78.87
2.03 4 2 4 Yes

5 g/mol violation Az



72

LPSF/MG- 387.23 0 58.64
3.04 3 1 L 4 Yes
7 g/mol violation Az
LPSF/MG- 326.32 0 58.64
2.74 4 1 4 Yes
9 g/mol violation Az
LPSF/MG- 387.23 0 58.64
3.05 3 1 o 4 Yes
10 g/mol violation Az
LPSF/MG- 417.25 0 67.87
3.06 4 1 o 5 Yes
13 g/mol violation Az
LPSF/MG- 417.25 0 78.87
2.57 4 2 5 Yes
16 g/mol violation Az

Fonte: Préprio autor, 2023.

Com base nos resultados encontrados na Tabela 2, pode-se observar que todas 0s
analogos da imidazolidina-2,4-diona testados ndo violam o principio de Lipinski ou o de
Veber.

As caracteristicas preditas de bioatividade das imidazolidina-2,4-dionas
demonstraram relevante pontuacdo em relacdo a sua possivel atuacdo como ligantes de
receptores acoplados a proteina G (GPCR), moduladores de canal idnico, inibidores de
quinases, ligantes de receptor nuclear, inibidores de proteases e inibidor de enzimas,
predicOes estas realizadas usando o Molinspiration bioactivity score v2018.03 web
( https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties ), uma plataforma especifica para
avaliacdo de possiveis atividades bioldgicas (AYAR et al., 2021). Os resultados obtidos

estdo detalhados na tabela 4.

Segundo os estudos de Ayar e colaboradores (2021), a regra de bioatividade prevé
que os valores utilizados como referéncia para de prever que uma molécula possui
bioatividade deve ser quando a mesma apresentar score maior que 0,00, desta forma a
molécula do estudo sera considerada possivelmente ativa. No entanto, se o score de
bioatividade estiver no intervalo de referéncia entre -0.50 e 0.00, este pode ser
considerado moderadamente bioativo, e quando o valor de referéncia estiver inferior a -
0.50 a molécula em estudo é considerada inativa (AL WASIDI; HASSAN; NAGLAH,
2020a; CHEN et al., 2018).

Tabela 4 - Predicédo de score de bioatividade das imidazolidina-2,4-diona.

. . o Ligante de Inibidor
Ligante  Modula¢do de Inibidor de Inibidor de
COMPOSTO . . receptor de
de GPCR Canal I6nico  Quinases Proteases )
nuclear Enzimas
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LPSF/MG-1 -0.31 -0.41 -0.78 -1.37 -0.50 -0.38
LPSF/MG-2 -0.32 -0.96 -0.21 -0.71 -0.76 -0.38
LPSF/MG-3 -0.28 -0.90 -0.19 -0.70 -0.74 -0.35
LPSF/MG-4 -0.18 -0.78 -0.10 -0.52 -0.52 -0.18
LPSF/MG-5 -0.22 -0.84 -0.12 -0.54 -0.67 -0.26
LPSF/MG-7 -0.38 -0.97 -0.22 -0.79 -0.82 -0.40
LPSF/MG-9 -0.26 -0.91 -0.14 -0.65 -0.72 -0.34
LPSF/MG-10 -0.43 -0.99 -0.23 -0.86 -0.88 -0.40
LPSF/MG-13 -0.44 -0.90 -0.28 -0.77 -0.82 -0.39
LPSF/MG-16 -0.30 -0.83 -0.19 -0.60 -0.63 -0.26

Fonte: Préprio autor, 2023.

Pode-se descrever as seguintes caracteristicas em torno das informacGes presentes
na tabela 4, sobre as imidazolidina-2,4-diona: referente a ligacdo do receptor acoplado a
proteina G (GPCR), todas as moléculas avaliadas demonstraram bioatividade moderada,
com intervalos entre -0.18 e -0.44. Em relacdo a resposta de modulacdo do canal idnico
apenas a molécula LPSF/MG-1 demonstrou bioatividade moderada com score de - 0.41,

enquanto que as demais moléculas foram inativas.

Na avaliacdo de bioatividade de interferéncia na inibicdo de quinases apenas a
LPSF/MG-1 demonstrou ser inativa para este parametro, as demais moléculas
(LPSF/MG-2, LPSF/MG-3, LPSF/MG-4, LPSF/MG-5, LPSF/MG-7, LPSF/MG-9,
LPSF/LPSF/MG-10, LPSF/LPSF/IMG-13 E LPSF/LPSF/MG-16) demonstraram
bioatividade de inibicdo das quinases de maneira moderada e com um score de intervalo
entre -0.10 e -0.28. No que se refere a capacidade de bioatividade de inibicdo de
receptores nuclear, apenas as moléculas LPSF/MG-4 e LPSF/MG-5 demonstraram
bioatividade moderada com score respectivamente de -0.52 e -0.54, as demais moléculas

foram inativas para inibicdo de receptor nuclear.

Na observacdo referente a inibicdo de proteases foi identificado bioatividade
moderada apenas para as moléculas LPSF/MG-1 e LPSF/MG-4, com score
respectivamente de -0.50 e -0.52, as demais moléculas foram inativas para inibicdo de
proteases. No critério de inibi¢cdo enzimatica todas as moléculas das imidazolidina-2,4-
diona demonstraram bioatividade moderada, com um intervalo de score entre -0.18 e -
0.40.
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Diante do exposto sobre a analise de bioatividade nos ensaios preditivos, as
moléculas LPSF/MG-1 e LPSF/MG-4 demonstraram maior pontuagdo para maior

namero classes de alvos biologicos em relacdo as demais moléculas.

As propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excre¢cdo (ADME) e de
propriedades citotoxicas foram previstas utilizando a plataforma Web SwissADME
(http://swissadme.ch/index.php#undefined) (AYAR et al., 2021; DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017a). Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5 - Propriedades farmacocinéticas e metabdlicas dos derivados de imidazolidina.

Composto

Parametro LPSF/ LPSF/ LPSF/
LPSF/ LPSF/ LPSF/ LPSF/ LPSF/ LPSF/ LPSF/ MG- MG- MG-
MG-1 MG-2 MG-3 MG-4 MG-5 MG-7 MG-9 10 13 16

Absorcéo
Gl
High High High High High High High High High High

Permeabili

dade BBB g Yes  Yes No No  Yes Yes  Yes  VYes No

Substrato
P-gp No No No No No No No No No No

Inibicéo

CYP1A2 No Yes

Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes

Inibicéo
CYP2C19 No Yes Yes No No Yes Yes Yes Yes Yes

Inibicéo
CYP2C9 No Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes

Inibicéo
CYP2D6 No No No No No No No No No No

Inibicéo
CYP3A4 No Yes Yes No No Yes No Yes Yes Yes
-713 -607 -6.01 -706 -6.60 -6.23 -628 -6.23 -6.44 -7.05

Log Kp cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s cm/s
Ghose Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Egan Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Muegge Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Score de
Biodisponi
bilidade

055 055 055 055 055 055 055 055 055 055
Fonte: Proprio autor, 2023.

Ha dois fatores importantes a serem considerados quanto a biodisponibilidade de

um farmaco, a absorcao gastrointestinal (Gl absorbation) e permeabilidade da barreira
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hematoencefalica (BBB). A plataforma SwissADME realiza este tipo de analise e gera
dados numéricos e em representagdes semelhantes a um “ovo cozido” (DAINA; ZOETE,
2016; GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999; HASSAN et al., 2022a). Estes
dados levam em consideracdes os valores de lipofilicidade indicados pelo Log P e a area
de superficie topoldgica de uma molécula o TPSA, ja descrito anteriormente. Logo, diante
dos resultados expressos na Tabela 4, foi possivel observar que todas as moléculas
demonstraram alta absorcdo gastrointestinal. E quanto a permeabilidade
hematoencefalica, seis moléculas se demonstraram capazes de fazer permeacao
(LPSF/MG-2, LPSF/MG-3, LPSF/MG-7, LPSF/MG-9, LPSF/MG-10, LPSF/MG-13) e
quatro demonstraram ndo foram capazes de permear a barreira hematoencefélica
(LPSF/MG-1, LPSF/MG-4, LPSF/MG-5 e LPSF/MG-16).

Dentre todos os compostos avaliados em relagdo a inibicdo da P-gp (P-
glicoproteina), foi observado que nenhum dos compostos inibe esta proteina, o que é
bastante interessante, uma vez que isso significa que os compostos avaliados ndo teriam

diminuicdo de sua biodisponibilidade através da administracdo oral.

Quanto ao perfil metabolico das moléculas, todas as moléculas foram avaliadas
deste determinam as propriedades farmacocinéticas, bioativacdo e a persisténcia de
seguranca de medicamentos (Ayar et al., 2021; Hassan et al., 2022b; Zhang et al., 2017).
Foi possivel observar que quase todas as moléculas apresentaram grande possibilidade de
inibir as enzimas CYP1A2 e a CYP2C9, com exce¢do da LPSF/MG-1 e LPSF/MG-4.
Quanto a CYP2C19 a maioria das moléculas foram capazes de fazer inibicdo, com
excecdo da LPSF/MG-1, LPSF/MG-4 e LPSF/MG-5. Para o isdmero CYP3A4 algumas
moléculas demonstraram inibicdo que foram as LPSF/MG-2, LPSF/MG-3, MG7,
LPSF/LPSF/MG-10, LPSF/LPSF/MG-13, LPSF/LPSF/MG-16, as demais ndo foram
capazes de inibicdo. Nenhuma das moléculas foi capaz de fazer inibicdo do isémero
CYP2D6. Esses achados corroboram com outros trabalhos que também evidenciaram
que derivados imidazolidinicos inibem isémeros do citocromo P450, contudo o isémero
CYP2D6 ndo é comum de ser inibido por derivados imidazolidinicos (Cimatti et al.,
2022).

Foi avaliado a predicao do coeficiente de permeabilidade da pele (Kp), parametro
importante que avalia a permeabilidade epidérmica e absorcéo sistémica de drogas ap0s

a administragdo transdérmica (Sobanska et al., 2021), considerando-se que uma molécula
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tem boa capacidade de permeacdo da pele quando seu Kp € superior a -2.5cm/s.
(Awadelkareem et al., 2022). Todas as moléculas de imidazolidina-2,4-diona
apresentaram coeficiente de permeabilidade inferior a -2.5cm/s, o que pode ser
considerado como fator interessante para evitar intoxicagdo em contato direto com a pele

em casos acidentais.

Outro parametro importante avaliado para as moléculas deste estudo foi o score
de biodisponibilidade, o qual deve demonstrar valores acima de 0.25, sendo que todas as
moléculas demonstraram score médio de 0.55 o que pode ser considerado 6timo. Além
disso, a predigdo demonstrou o fato de as moléculas se enquadrarem nos filtros dos
principios de Ghose (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999), Egan
(EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000) e Muegge (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI,
2001), critérios que sao considerados contraprovas semelhantes a de Lipinski e Veber. A
predicdo dos fatores metab6licos demonstra que a maioria das moléculas sdo inibidoras
de isoformas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP2C9).

A predicdo dos parametros de toxicidade in silico foi analisada para diferentes
situacGes como hepatotoxicidade, carcinogenecidade, imunotoxicidade, mutagenicidade,
citotoxicidade (aguda) e teste AMES das moléculas deste estudo (HASSAN et al., 2022b;
PINHEIRO et al., 2022). Os parametros foram considerados in silico por ensaios em
roedores utilizando o pKCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015)
(http://biosig.unimelb.edu.au/ pkcsm/prediction) e ProTox-11 webserver. Os resultados
estdo sintetizados na Tabela 6.

Tabela 6 - Andlise de toxicidade in silico das moléculas de imidazolidina.

Predicéo de Probabilidade (%6)

Hepatotoxic Carcinogeni Imunogenici Mutagenic Citotoxici AME

Composto idade cidades dade idade dade S
Inativo . ) Inativo Inativo

Inativo (0.63) Ativo (0.70) YES
LPSF/MG-1  (0.83) (0.68) (0.78)
Inativo ) ) Inativo Inativo

Inativo (0.63) Inativo (0.94) YES
LPSF/MG-2  (0.65) (0.67) (0.74)
Inativo ) ) Inativo Inativo

Inativo (0.63) Inativo (0.72) YES
LPSF/MG-3  (0.56) (0.70) (0.73)
Inativo Inativo Inativo

Inativo (0.63) Inativo (0.80)
LPSF/MG-4  (0.70) (0.69) (0.77)
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Inativo ) ) Inativo Inativo
Inativo (0.62) Inativo (0.80) YES
LPSF/MG-5  (0.61) (0.70) (0.76)
Inativo ) ) Inativo Inativo
Inativo (0.61) Inativo (0.56) YES
LPSF/MG-7  (0.56) (0.68) (0.68)
Inativo ) ) Inativo Inativo
Inativo (0.62) Inativo (0.52) YES
LPSF/MG-9  (0.53) (0.68) (0.73)
Inativo . . Inativo Inativo
Inativo (0.62) Inativo (0.70) NO
LPSF/MG-10 (0.57) (0.69) (0.69)
Inativo ) ] Inativo Inativo
Inativo (0.64) Ativo (0.90) YES
LPSF/MG-13 (0.57) (0.71) (0.66)
Inativo ) ) Inativo Inativo
Inativo (0.65) Ativo (0.90)
LPSF/MG-16 (0.65) (0.70) (0.70)

*Todos os valores entre parénteses estdo em valor decimal referente a % logo devem ser

multiplicados por 100%
Fonte: Préprio autor, 2023.

Os resultados de predicdo obtidos demonstram que nenhuma das moléculas é
hepatotdxica, carcinogénica, mutagénica e citotoxica. Quanto a caracteristica de
imunotoxicidade, a maioria das moléculas foi inativa com taxas de probabilidade de
inatividade de 52% a 94%, com excecdo das moléculas LPSF/MG-1, LPSF/MG-13 e
LPSF/MG-16 que demonstraram atividade imunotoxica e com probabilidades preditas de
70% a 90%. No entanto, pelo resultado do AMES a maioria das moléculas foi considerada
com potencial toxico, com excecdo da LPSF/MG-10. Moléculas positivas para 0 AMES

indica possibilidade de toxicidade hepética e/ou acdo mutagénica (DRWAL et al., 2014).

Docking Molecular

O ensaio de ancogarem de moléculas, conhecido como docking molecular é uma
ferramenta importante, pois pode descrever a forma de interacdo entre ligante e receptor
de novas moléculas e como estas podem se ligar e interagir com os alvos de interesse,
sejam proteinas ou moléculas diversas, deste modo auxiliando na economia de recursos
e facilitando a escolhas dos ensaios in vitro e in vivo (HASSAN et al., 2022a). O estudo
de docking molecular tem se tornado um método cada vez mais disseminado na triagem
e analise de novas moléculas, que permite de maneira preditiva obter informacdes de
proteina-ligante, informacéo importante para o desenvolvimento e aplicacdo de drogas e
otimizacdo de terapéuticas (WANG; ZHU, 2016).
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A estrutura a ser selecionada para estudo de docking deve estar relacionada a
afinidade de ligagdo entre o ligante e a proteina alvo. Neste estudo foi de escolha o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGFR2), o qual atua como agente importante no
crescimento de células endoteliais. O mesmo é conhecido como receptor de dominio de
insercdo de quinases, em especial a tirosina quinase tipo I1l. O VEGFR2 funciona como
mediador de proliferacdo endotelial induzida. Pesquisas indicam que a ativagdo dessas
quinases pode estar relacionada com a sobrevida e proliferacdo de células neoplésicas. A
super expressdo do VEGFR2 foi identificada em variados tumores como de cancer de
colon, prostata, mama, ovarios e pancreas, tornando a inibicdo do VEGFR2 uma opcéo
de tratamento promissora para diversos tipos de cancer (AL WASIDI; HASSAN;
NAGLAH, 2020b; ALKAHTANI et al., 2019a; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017b;
ELSHERIF et al., 2020; MOSTAFA et al., 2016a).

Deste modo, simulagcdes de ancoragem molecular foram realizadas afim de
investigar as interacdes moleculares entre o promissor composto LPSF/MG-7 e os locais
de interacdo da proteina VEGFR2 (PDB ID: 4ASD). A molécula de LPSF/MG-7 exibiu
um score de — 8.931 kcal/mol e a molécula de referéncia BAX apresentou um score de -
11,377, molécula esta que ja possui interacdo comprovada na literatura de interagdo com
0 VEGFR2, o que contribui de que a molécula LPSF/MG-7 é capaz de interagir com o
sitio alvo do ligante. Ainda foi evidenciado que a LPSF/MG-7 faz ligag6es de hidrogénio
com aceptores de Glu79 e His163, e foi observado ainda interacGes hidrofébicas do tipo
Pi-Sigma e Pi-Alkyl com os aminoacidos Lys62, Leu83, Val110 e His163. A interacdo
de ligacdo do composto LPSF/MG-7 com o ligante alvo cocristalizado da proteina

VEGFR2 esté representado na tabela 7 e na Figura 18.

Tabela 7 - Estudo de modelagem molecular do derivado mais promissor (LPSF/MG-4)
dentro dos sitios ativos da VEGFR2 (PDB ID: A4SD)

Doador Receptor Distancia Categoria Tipo

Conventional

LIG2:H A:GLU79:0E2 176.903 Hydrogen Bond  Hydrogen Bond
Carbon  Hydrogen

LIG2:H A:HIS163:0 260.235 Hydrogen Bond  Bond

ALYS62:NZ LIG2 440.337 Electrostatic Pi-Cation

A:LEU83:.CD2 LIG2 341.991 Hydrophobic Pi-Sigma
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A:CYS182:SG LIG2 586.925 Other Pi-Sulfur
A:ALAGO LIG2:Br 448.719 Hydrophobic Alkyl
LIG2:C A:ARG164 433.571 Hydrophobic Alkyl
LIG2:Br AVAL42 376.767 Hydrophobic Alkyl
LIG2:Br ALYS62 392.973 Hydrophobic Alkyl
LIG2:Br A:VAL110 4.2397 Hydrophobic Alkyl
LIG2 A:LYS62 517.639 Hydrophobic Pi-Alkyl
LIG2 A:VALI93 459.659 Hydrophobic Pi-Alkyl
LIG2 A:VAL110 409.866 Hydrophobic Pi-Alkyl

Fonte: Préprio autor, 2023.

Figura 18 - Representacdo da interacdo 3D da molécula LPSF/MG-7 acoplada ao sitio
da VEGFR2.
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Interacfes em roxo: Arginina-164 (ARG-164), Glutamamto-79 (GLU79), LEUCINA-83(LEU83),
LISINA-62(LYS62) e ALANINA-60(ALAG0); Interacbes em lilds: Valina-42(VAL42) e VALINA-
110(VAL110); interacio em amarelo: CISTEINA-182(CYS182).

Fonte: Préprio autor, 2023.

Avaliacao in vitro

Os derivados de imidazolidinas-2,4-diona foram investigados quanto a sua atividade
citotoxica em diferentes linhagens de células tumorais e PBMCs, afim de avaliar a

capacidade citotoxica antiproliferativa dos compostos nas linhagens de Dul145 (cancer de
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préstata), Mia-paca2 (Cancer de pancreas), Pancl (cancer de pancreas) e PBMCs (células
mononucleares do sangue periférico, do inglés: Peripheral blood mononuclear cells).
Inicialmente todas as moléculas sintetizadas foram rastreadas na concentracdo de 100
UM, 50 puM, 25 pM, 12,5 pM, 6,125 pM, 3,062 uM e 1,531, empregando-se como
controle negativo a condicdo tratada com o veiculo Dimetil sulféxido (DMSO) a 0,1%
(tabela 8).

Tabela 8 - Concentracdo inibitéria minima (CI50) capaz de induzir efeito

antiproliferativo de 50% da populacdo celular pelos compostos imidazolidina-2,4-diona

Linhagem Celular (C150)

Composto i
Dul45 Mia-paca2 Pancl PBMC
LPSF/MG-1 > 100 uM > 100 uM > 100 uM > 100 uM
LPSF/IMG-2  4592+0,31pM 17,19+ 1,11uM > 100 UM > 100 UM
LPSF/MG-3 > 100 uM > 100 uM 65,64 +2,97 uM > 100 uM
LPSF/MG-4 29,9+23 uM > 100 uM > 100 uM > 100 uM
LPSF/MG-5 > 100 uM > 100 uM > 100 uM > 100 uM
LPSF/MG-7 55,9+ 3,1 uM 1392 +3,76 yM 50,22 +2,91 yM > 100 uM
LPSF/MG-9 > 100 pM > 100 pM 73,06 +1,95pM > 100 uM
LPSF/MG-10 > 100 uM > 100 uM > 100 uM > 100 uM
LPSF/MG-13 > 100 uM > 100 uM 74,22 2,52 yM > 100 uM
LPSF/MG-16 > 100 uM > 100 uM > 100 uM > 100 uM
Gemcitabina 1uM 1uM 1uM -

Os valores correspondem a média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

Fonte: Préprios autores, 2023.

No processo de triagem dos compostos e das linhagens celulares, observou-se que
varios dos compostos apresentaram atividade citotoxica para diferentes linhagens
celulares. Pode-se destacar como respostas interessantes aquelas observadas na células da
linhagem Du-145 tratadas com os compostos LPSF/MG-2, LPSF/MG-4 e LPSF/MG-7,
o0s quais demonstraram CI50 de 45,92 +0,311 pM, 29,9 £ 2,3 uM e 55,9 + 3,1 uM,
respectivamente. Frente a linhagem a essa linhagem de prostata a molécula LPSF/MG-
4 apresentou a melhor dose-resposta devido ao seu valor de Clso ser 0 menor dentre as
demais. A molécula LPSF/MG-4 apresenta um grupo metoxil na posicdo 4 do anel

aromatico, o que lhe confere uma caracteristica lipofilicidade, o que possivelmente lhe
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permite também a maior capacidade de sofrer absorcéo intracelular e interagdo com outras
moléculas organicas (ROMAGNOLLI et al., 2013a; THI XUAN; VAN HAI, 2017).

Na linhagem de Mia-paca2, os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 demonstraram
atividade citotoxicas significativa, com Clso de 17,19+1,11uM e 13,9243,76 UM para 0s
derivados LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7, respectivamente. Na linhagem de Pancl foi
observado efeito citotoxico para os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7, sendo 0s
respectivos valores calculados do Clso equivalente (ou sinbnimo) 65,64+2,97 UM para e
50,22+2,91 uM. Vale ressaltar que outros compostos também apresentaram efeitos

citotoxico, porém com concentracdes mais altas.

Nas células de PBMCs nenhum dos compostos apresentou efeito citotoxico com
reducdo de até 50% da proliferacdo celular com concentra¢fes menores que 100 uM, o
que sugere um possivel efeito de seletividade dos compostos por linhagens tumorais. Na
analise de seletividade (Tabela - 9) foi possivel observar de acordo com o célculo do
indice ou score de seletividade que a molécula LPFS/MG-4 ¢é seletiva pela linhagem
celular de cancer de préstata (Dul45) com score de 3,34 e a LPSF/MG-2 foi seletiva para
a linhagem de carcinoma pancreatico (Mia-paca-2) com score de 5,81, enquanto o
LPSF/MG-7 apresentou score de 7,18 para a mesma linhagem. Segundo Espuri et al.
(2019), é dito como seletivo quando o indice de seletividade é maior igual a 3, sendo este
valor calculado como a razdo entre o valor do C150 de células normais dividido pelo CI50

de compostos em questdo em células tumorais.

Tabela 9 — indice de seletividade de novos derivados imidazolidina-2,4-diona

Linhagem celular

Composto

Dul45 Mia-paca-2 Pancl
LPSF/MG-1 1 1 1
LPSF/MG-2 2,17 5,81 1
LPSF/MG-3 1 1 1,52
LPSF/MG-4 3,34 1 1
LPSF/MG-5 1 1 1
LPSF/MG-7 1,78 7,18 1,99
LPSF/MG-9 1 1 1,36
LPSF/MG-10 1 1 1
LPSF/MG-13 1 1 1,34
LPSF/MG-16 1 1 1

Fonte: Proprio autor, 2023.
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Em uma analise comparativa das concentraces de CI50 dos compostos, as menores
concentragOes foram observadas em células de pancreas da linhagemMia-paca2 tratadas
com os compostos LPSF/MG-2 e LPSF-MG-7. e por comparagdo de tipo de tumor a
linhagem de Pancl pode-se citar também a LPSF/MG-3. Embora todos 0s compostos
deste estudo possuam uma cadeia principal do tipo imidazolidina-2,4-diona, eles possuem
caracteristicas estruturais que as diferenciam e que podem estar correlacionadas a suas
diferentes respostas de efeitos citotoxicos. O composto LPSF/MG-2 possui um grupo
metil na posicdo 4 do anel aromatico que o proporciona maior interacdo hidrofobica e
hidrofilicas com outras moléculas, contribuindo para interacbes bioldgicas e sua
internalizacdo em estruturas celulares, fato esse que é corroborado por outros estudos,
que avaliaram a atividade de analogos de Pirazol com grupamentos terminais metil e
observaram a mesma atividade em moléculas com grupamentos metil frente a linhagens
de cancer de ovario (HelLa), cancer de colon (HT-29) e cancer de mama (MCF-7)
(ROMAGNOLI et al., 2013b)

O composto LPSF/MG-3 possui em sua estrutura um grupamento cloro na posicdo 4
do anel aromatico, o que confere ao composto propriedades de eletronegatividade, o que
facilita a interacdo com canais i0nicos, interacdo com proteinas e influencia em seus
efeitos bioldgicos (HEIDRICH; SPERL; BOECKLER, 2019; ZAGORSKA et al., 2021;
ZIMMERMANN et al., 2014). No tocante a molécula que apresentou efeitos citotoxicos em
diferentes linhagens aqui estudadas e com concentracdes de CI50 menores que as demais
moléculas testadas em uma mesma linhagem foi a LPSF/MG-7, a qual possui na sua
posicao 4 (para) de substituicdo o elemento bromo, o qual pode conferir ao composto um
perfil de maior carga eletronegativa e potencial oxidativo e contribuir para efeitos
anticancer pela interacdo bioldgica com proteinas e canais idnicos, conforme estudos
realizados com hidantoinas com o atomo de bromo em sua estrutura, que demonstraram
bons resultados em ensaios de efeito citotoxico para tumores de cancer de mama (MCF-
7), cancer de pulmdo (A549 e NCI-H460) (DA SILVA FILHO et al., 2019; GOUVEIA
etal., 2018).

Diante dos resultados dos ensaios de citotoxicidade se decidiu aprofundar com
outras metodologias a investigacdo dos efeitos bioldgicos das moléculas LPSF/MG-2 e
LPSF/MG-7 na linhagem de cancer de Mia-paca2. Devido ao fato desta linhagem ser de

cancer de pancreas, foi preferido comparar os resultados em uma linhagem de mesmo
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sitio anatémico, sendo escolhido a linhagem de adenocarcinoma ductal pancreatico

(Pancl), na qual os compostos com melhor resultado foram as LPSF/MG-3 e LPSF/MGT.

Na avaliacdo da influéncia do tratamento com o derivado LPSF/MG-3 e
LPSF/MG-7 sobre a formac&o de clones de células da linhagem Pancl apds 24 e 48 horas
de tratamento com a concentra¢do do CI50, observou-se que o LPSF/MG-7 demonstrou
reducdo 22,32 % (p=0,0267) do nimero de clones no tempo de 24 horas (Figura 19-a, b)
e 81,22% (p = 0,0402) no tempo de 48 horas (Figura 19-c, d), quando comparado ao
controle negativo. Por sua vez, 0 LPSF/MG-3 promoveu reducao de 16,22% para o tempo
de 24h (figura 19-a, b) e de 3,57% para o tempo de 48h (figura 19-c, d), reducGes essas
néo significativas estatisticamente quando comparada ao controle negativo. O controle
positivo (CP) de gemcitabina demonstrou inibicdo de 90,62% (p = 0,0243) no tempo de
24 horas (figura 19-a, b) e 75,25% (p = 0,0316) no tempo de 48 horas (figura 19-c, d).

Figura 19 - Avaliacdo da inibicdo da formacéo de clones celulares de Pancl tratados com
os derivados LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7.
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a) Imagem representativa das col6nias formadas ap6s tratamento das células nas concentracdes CI50
LPSF/MG-3 (65,64 uM) e LPSF/MG-7 (50,22 uM) no tempo de 24 horas; b) Grafico de comparacao da
quantificacdo de coldnias formadas apds tratamento no tempo de 24 horas; ¢) Imagem representativa das
coldnias formadas apds tratamento das células nas concentragdes CI50 LPSF/MG-3 (65,64 uM) e
LPSF/MG-7 (50,22 uM) no tempo de 48 horas; d) Grafico de comparacdo da quantificagdo de coldnias
formadas apds tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 uM) foi usada como controle positivo
(CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem a média + DP
de trés experimentos independentes realizados em triplicata, ***p< 0,05.

Fonte: Préprios autores, 2023.
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Para a linhagem Mia-Paca-2 foi avaliado a influéncia do tratamento com o
derivado LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7, sobre a formagdo de clones apds o tratamento das
células durante 24 (figura 20-a,b) e 48 horas (figura 20-c,d) com a concentracao do C150.
A molécula LPSF/MG-2 promoveu inibicéo de 87,15% (p < 0,0001) do numero de clones
no tempo de 24 horas (Figura 20-b) e de 95,92% (p < 0,0001) no tempo de 48 horas
(Figura 20-d), quando comparado ao controle negativo, enquanto para a molécula
LPSF/MG-7 a inibicdo no tempo de 24h foi de 78,71% (p < 0,0001) (Figura 20-b) e de
93,88% (p < 0,0001) (Figura 20-c), comparando-se ao controle negativo.

Figura 20 - Avaliacdo da inibig&o da formagé&o de clones celulares de Mia-paca2 tratados
apos 24 horas (a) e 48 horas (b) com o derivado LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7.
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a) Imagem representativa das col6nias formadas ap6s tratamento das células nas concentracdes CI50
LPSF/MG-2 (17,19 uM) e LPSF/MG-7 (13,92 uM) no tempo de 24 horas; b) Grafico de comparacao da
quantificacdo de coldnias formadas apds tratamento no tempo de 24 horas; ¢) Imagem representativa das
coldnias formadas apds tratamento das células nas concentragdes CI50 LPSF/MG-2 (17,19 uM) e
LPSF/MG-7 (13,92 uM) no tempo de 48 horas; d) Grafico de comparacdo da quantificagdo de coldnias
formadas apds tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 uM) foi usada como controle positivo
(CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem a média + DP
de trés experimentos independentes realizados em triplicata, ***p< 0,05.
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Fonte: Proprios autores, 2023.

Todos os achados dos ensaios de inibicdo de formacédo de clones pelo composto
LPSF/MG-7 foram bastante promissores, assim como o LPSF/MG-2, embora este ultimo
tenha demonstrado efeito apenas na linhagem de Mia-paca-2. Estes achados corroboram
com outros estudos realizados com compostos do tipo imidazolidina-2,4-diona, onde
compostos de mesmo tipo demonstraram efeito de reducdo da formacdo de clones de
linhagens de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) e cancer de pulmédo (A549)
(ZHANG et al., 2017a), bem como, estudo realizado com linhagens celulares de cancer
de pancreas (Mia-paca-2) e cancer de pele (A375) (GILL et al., 2017).

Posteriormente foi avaliado a capacidade de inibicdo da migracéo celular apds o
tratamento com os derivados LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 na linhagem de Mia-paca2 e na
linhagem de Pancl com os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 (figura 21). Na
linhagem de Pancl no tempo de 12 horas a inibicdo da migracdo celular ndo foi
significativa estatisticamente, sendo observado no controle negativo 70,49% de area livre,
enquanto que para o LPSF/MG-3 a &rea livre correspondeu a 79,84%, para o LPSF/MG-
7 a éarea livre foi de 62,77% e para o controle positivo (gemcitabina) a area livre foi de
64,67%. No tempo de 24 horas, a linhagem de Pancl persistiu a tendéncia de diminuicéo
da inibicdo da migracdo, onde o controle negativo demonstrou 15,20% de area livre, para
0 LPSF/MG-7 a area livre foi de 25,79%, controle positivo (gemcitabina) a area livre foi
de 19,06% e para 0 LPSF/MG-3 a area livre correspondeu a 30,37% (p=0,0441), sendo a
LPSF/MG-3 no tempo de 24 horas a Unica inibicdo significativa estatisticamente.

Figura 21 - Avaliacdo da inibicdo da migracéo celular na linhagem de cancer de pancreas
Pancl tratados no tempo de 12 e 24 horas com os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-
7, controle negativo (DMSO 0,1%) e controle positivo (gemcitabina 1uM).
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a) Imagem representativa das col6nias formadas ap6s tratamento das células nas concentragcdes CI50
LPSF/MG-3 (65,64 uM) e LPSF/MG-7 (50,22 uM) no tempo final de 24 horas; b) Gréfico de comparagéo
da quantificacdo de colonias formadas apds tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 pM) foi
usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO; 0,1%.). Os valores
correspondem & média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p<
0,001.

Fonte: Préprios autores, 2023.

Na figura 22 é possivel observar a inibicdo da migracdo no tempo de 12 e 24 horas
da linhagem de Mia-Paca-2. No tempo de 12 horas, o controle negativo demonstrou
81,10% de area livre, enquanto que a condi¢édo tratada com o LPSF/MG-2 a area livre
correspondeu a 82,77%, para 0 LPSF/MG-7 a éarea livre foi de 88,58% e o controle
positivo (gemcitabina) exibiu area livre foi de 85,68%, ndo sendo significativa
estatisticamente a inibi¢cdo da migracdo celular no tempo de 12 horas para nenhuma das
condicBes. No tempo de 24 horas a linhagem de Mia-Paca-2 manteve a tendéncia de
diminuicdo da migracg&o, visto que o controle negativo demonstrou 65,40% de area livre,
0 LPSF/MG-2 exibiu area livre correspondente a 71,67%, a condicdo tratada com o
LPSF/MG-7 levou a uma area livre de 81,46% (p=0,0002) e o controle positivo
(gemcitabina) exibiu area livre de 69,48%. A molécula LPSF/MG-7 demonstrou ter tido

melhor retardo de migragéo celular que o controle positivo de gemcitabina (p=0,0014).

Figura 22 - Avaliagéo da inibi¢do da migracao celular na linhagem de cancer de pancreas
Mia-paca2 tratados no tempo de 12 e 24 horas com os compostos LPSF/MG-2 e
LPSF/MG-7, controle negativo (DMSO 0,1%) e controle positivo (gemcitabina 1uM).
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a) Imagem representativa das col6nias formadas ap06s tratamento das células nas concentracdes CI50
LPSF/MG-2 (17,19 uM) e LPSF/MG-7 (13,92 uM) no tempo final de 24 horas; b) Gréfico de comparagéo
da quantificacdo de colonias formadas apds tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 pM) foi
usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO; 0,1%.). Os valores
correspondem & média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p<
0,001.

Fonte: Proprios autores, 2023.

No ensaio de inibicdo de migracao celular com a linhagem Pancl, os compostos
LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 demonstraram efeito de inibi¢do, contanto pode-se destacar o
composto LPSF/MG-7 como 0 mais promissor, uma vez que, 0 mesmo demonstrou
resultados significativos na outra linhagem de cancer de pancreas, Mia-paca-2. A inibicéo
de migracdo é um fendmeno importante na cancerologia, pois muitos tumores sdo capazes
de desenvolver invasdo de outros tecidos. Tal achado tanto apresentam melhor resultados
que os relatados na literatura, como também corrobora com estudos realizados com
moléculas de imidazolidinas que foram capazes de inibir a migrag&o de células de cancer
de préstata (PC-3) em concentragdo de 50 a 200 uM, compostos estes que também
possuiam em suas cadeias ramificacdo do tipo metil e cloro, como as avaliadas neste
estudo (KHANFAR; EL SAYED, 2010).

A possivel interferéncia no ciclo celular das linhagens de Mia-paca2 e Pancl foi
analisado na variagéo de 48 e 72 horas e ainda com a uma variagéo de dose de CI50 e 0
dobro do CI50. Na linhagem de Mia-paca-2 nas concentrac¢des de CI150 e o dobro do CI50,
no tempo de 48 horas de tratamento com as moléculas LPSF/MG-2 (figura 23-a, b, c) e
LPSF/MG-7 (figura 23-d, e, f); identificou-se que ambas tiveram comportamentos de

aumento da concentragédo de células na fase sub-GO0, por consequéncia parada do ciclo na
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fase Sub-GO0, sendo que o percentual de células na fase SubGO foi de 20,52 % (p<0,0001)
para LPSF/MG-2 (figura 23-a,c) e de 32,42% (p<0,0001) LPSF/MG-7 (figura 23-d,f),
ambos os resultados na concentragdo do CI50. Na condig¢do do dobro do CI50, o
LPSF/MG-2 demonstrou se manter o aumento de células na fase SubGO em 29,0%
(p<0,0001) (figura 23-b, c) e 0 mesmo ocorreu para LPSF/MG-7 com 37,5% (p<0,0001)
(figura 23-e,f), neste mesmo tempo de tratamento o controle positivo (gemcitabina)
(C150=1 puM) apresentou arraste do ciclo celular em G2-M com percentual de 50,02%
(p<0,0001) das células nesta fase (figura 23-c,f).

Figura 23 - Avaliagéo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com LPSF/MG-
2 € LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de cancer de pancreas

Mia-paca-2 no tempo de 48 horas.
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a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI150) e CP; b) Histograma comparativo
entre 0 NT, LPSF/MG-2 (na dose do dobro de CI50) e CP; ¢) Gréfico de quantificacdo média das células
por fase do ciclo celular e comparacdo entre as condi¢cBes de NT, LPSF/MG-2 (ha dose de CI50 e o do
dobro de CI150) no tempo de 48 horas;; d) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-7 (na dose de
CI50) e CP; e) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-7 (na dose do dobro de CI50) e CP; f)
Gréfico de quantificacdo média das células por fase do ciclo celular e comparagdo entre as condicfes de
NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de CI50) no tempo de 48 horas. A gemcitabina (1 uM) foi
usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO; 0,1%.). Os valores
correspondem a média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p<
0,001; ***p<0,0005.

Fonte: Proprios autores, 2023.

Ainda na analise de interferéncia do ciclo no tempo de 48 horas na linhagem

Pancl, a molécula LPSF-MG3 ndo demostrou fazer interferéncia no ciclo celular em
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todas as condicdes de variacdo de dose de CI50 (figura 24-a, b, ¢). Contudo a molécula
LPSF/MG-7 na dose de CI50 (figura 24-d, f) demonstrou parada do ciclo celular na fase
Sub-G0 com 60,35% (p<0,0001) das células na fase SubGO e no dobro do CI50 havia
62,15% (p<0,0001) de células (figura 24-e, f).

Figura 24 - Avaliagéo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com LPSF/MG-
3 e LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de cancer de pancreas

Pancl no tempo de 48 horas.
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a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI150) e CP; b) Histograma comparativo
entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose do dobro de CI50) e CP; c) Gréfico de quantificagdo média das células
por fase do ciclo celular e comparacdo entre as condi¢Bes de NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI50 e o do
dobro de CI50) no tempo de 48 horas;; d) Histograma comparativo entre 0 NT, LPSF/MG-7 (ha dose de
CI50) e CP; e) Histograma comparativo entre 0 NT, LPSF/MG-7 (na dose do dobro de CI50) e CP; f)
Gréfico de quantificacdo média das células por fase do ciclo celular e comparacéo entre as condigdes de
NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de CI50) no tempo de 48 horas. A gemcitabina (1 uM) foi
usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO; 0,1%.). Os valores
correspondem a média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p<
0,001; ***p<0,0005.

Fonte: Proprios autores, 2023.

No ensaio de ciclo celular na condicéo de tratamento de 72 horas observou-se que
na linhagem de Mia-paca2, houve a parada das células na fase SubGO0, demonstrando
parada do ciclo celular, a molécula LPSF/MG-2 na dose de CI50 (figura 25-a, c)
apresentou 52,57% (p<0,0001) das celulas paradas na fase Sub-GO e na dose de o dobro
do CI50 55,7% (p<0,0001), na mesma fase (figura 25-b, c). Ainda na linhagem de Mia-
paca-2 a molécula LPSF/MG-7 na dose de CI50 (figura 25-d, f) apresentou 60,57% das
células na fase SubGO e no dobro do CI50 esteve 68,02% (p<0,0001) das células (figura
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25-¢, f). No tempo de 72 horas o controle positivo também demonstrou parada do ciclo

celular com média de 48,42% de células na fase SubGO (figura 25-c, f).

Figura 25 - Avaliacdo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com LPSF/MG-
2 e LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de cancer de pancreas
Mia-paca-2 no tempo de 72 horas.
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a) Histograma comparativo entre o0 NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI50) e CP; b) Histograma comparativo
entre 0 NT, LPSF/MG-2 (na dose do dobro de CI50) e CP; ¢) Gréfico de quantificacdo média das celulas
por fase do ciclo celular e comparacédo entre as condi¢bes de NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI50 e o do
dobro de CI150) no tempo de 72 horas;; d) Histograma comparativo entre 0 NT, LPSF/MG-7 (na dose de
CI50) e CP; e) Histograma comparativo entre 0 NT, LPSF/MG-7 (na dose do dobro de CI50) e CP; f)
Gréfico de quantificacdo média das células por fase do ciclo celular e comparacdo entre as condi¢des de
NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de C150) no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 uM) foi
usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQ; 0,1%.). Os valores
correspondem & média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p<
0,001; ***p<0,0005.

Fonte: Préprios autores, 2023.

No tempo de 72 horas a anélise de possivel interferéncia de ciclo na linhagem
Pancl, a molécula LPSF-MG3 n&o demostrou fazer interferéncia no ciclo celular em
mesmo nas condi¢des de variacdo de dose de CI50 (figura 26-a, b, c). Contudo, na
linhagem de Pancl a molécula LPSF/MG-7 demonstrou parada do ciclo celular na fase
Sub-GO0, apresentando percentual de células na fase SubGO de 52,55% (p<0,0001) no
tratamento da dose de CI50 (figura 26-c, ) e 52,9% (p<0,0001) no dobro da dose de CI50
(figura 26-e, f). O controle positivo de gemcitabina (C150=1 uM) apresentou parada do
ciclo celular na fase SubG0O com 45,55% (p<0,0001) de células (figura 26).
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Figura 26 - Avaliacdo da influéncia sobre o ciclo celular do tratamento com LPSF/MG-
3 e LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de céancer de pancreas

Pancl no tempo de 72 horas.
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a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI150) e CP; b) Histograma comparativo
entre 0 NT, LPSF/MG-3 (na dose do dobro de CI50) e CP; ¢) Gréfico de quantificacdo média das células
por fase do ciclo celular e comparacédo entre as condi¢es de NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI50 e o do
dobro de CI150) no tempo de 72 horas;; d) Histograma comparativo entre 0 NT, LPSF/MG-7 (na dose de
CI50) e CP; e) Histograma comparativo entre o0 NT, LPSF/MG-7 (na dose do dobro de CI50) e CP; f)
Gréfico de quantificacdo média das células por fase do ciclo celular e comparagéo entre as condi¢des de
NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de C150) no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 uM) foi
usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSQO; 0,1%.). Os valores
correspondem & media + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p<
0,001; ***p<0,0005.

Fonte: Proprios autores, 2023.

Novas abordagens terapéuticas anticancer para planejamento e sintese de
compostos tem sido desenvolvidas afim de interferir simultaneamente entre eventos
biolégicos, com grande importancia a interferéncia no ciclo celular de regulacdo ou
parada do mesmo, o que pode por ventura contribuir para a morte celular (CAVAZZONI
etal., 2008; MARTINS, 2012; SPENGLER, 2011).

No presente estudo pode-se destacar o composto LPSF/MG-7, o qual foi capaz de
interferir no ciclo celular levando ao aumento das células ao estado de Sub-GO nas
diferentes linhagens de modo significativo, assim como o controle gemcitabina, que fez
arraste para a fase G2-M no tempo de 48h e no tempo de 72 horas foi observado o mesmo

comportamento, a LPSF/MG-7 levou ao aumento de células em Sub-GO0. Estes achados
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de parada do ciclo celular na fase Sub-GO0 sdo corroborados por outros estudos, 0s quais
também realizaram avaliacdo de interferéncia do ciclo celular com moléculas de
imidazolidina-2,4-diona que possuiam em sua estrutura grupos funcionais metil e bromo
e ambas as moléculas levaram também o aumento de células no estado de Sub-GO em

cancer de pancreas (Mia-paca-2) e cancer de pele (A375) (GILL et al., 2017).

Outros estudos realizados também com compostos de imidazolidina gente com o
agente  propil-2-(8-(3,4-difluorobenzil)-29,59-dioxo-8-azaspiro[biciclo[3.2.1]octano-
3,49-imidazolidina]-19-il)acetato em linhagens tumorais de leucemia linfocitica aguda
(Reh) e leucemia mieloide crénica (K562), apresentaram também efeitos de parada no
ciclo celular na fase Sub-GO0, foi identificado ainda aumento do percentual de células na
mesma fase com o aumento da concentracdo do composto, sendo o CI50 deste estudo de
37 UM (KHANFAR; EL SAYED, 2010).

Na avaliacdo do perfil de inducdo de morte através do método de citometria de
fluxo e aplicacdo dos fluoréforos anexina V-FITC e iodeto de propideo nas linhagens de
Mia-paca2 e Pancl, utilizou-se com condicéo a variacdo de tempo de 48 e 72 horas e
também variacdo de concentracdo de CI50 e o dobro do CI50 para os compostos
LPSF/MG-2, LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7.

No tempo de 48 horas, a linhagem de Mia-paca2, no tratamento com o composto
LPSF/MG-2 na dose de CI50 (figura 27-b, d) demonstrou inducdo de morte por necrose
de 20,4% ( p =0,0067), valor aproximado houve também na dose do dobro do CI50 que
foi de 20,8% (p = 0,0107) (figura 27-c, d); ainda frente a linhagem de Mia-paca2 a
molécula LPSF/MG-7 demonstrou indugdo de morte por necrose de 30,02% (p = 0,0002)
para a dose de CI50 (figura 27-¢, h) e 26,32% (p = 0,0005) de inducéo de necrose para a
dose de o dobro do CI50 (figura 27-f, h). O controle positivo para indu¢do de morte,
gemcitabina (CI50=1 puM), no tempo de 48 horas apresentou indugéo de morte por
necrose de 39,12% (p = 0,0020) (figura 27-g, h).

No tempo de 72 horas para a linhagem de Mia-paca2 o composto LPSF/MG-2 na
dose de C150 demonstrou inducdo de morte por apoptose tardia de 23,05% ( p =0,0009)
(figura 27-j, 1), sendo observado na dose do dobro do CI50 o valor de 15,07% (p = 0,0466)
(figura 27-k, I); ainda frente a linhagem de Mia-paca2 a molécula LPSF/MG-7
demonstrou inducdo de morte por necrose de 30,07% (p = 0,0005) para a dose de CI50 (
figura 27-m, p) 19,62% (p = 0,0265) de inducdo de apoptose tardia para a dose de o dobro
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do CI50 (figura 27-n, p). O controle positivo para inducdo de morte, gemcitabina (C150=1
HM), no tempo de 72 horas apresentou inducdo de morte de 28,35% (p <0,0001) por

necrose (figura 27-0, |, p).

Figura 27 - Avaliacdo do perfil de indugdo de morte no tratamento com LPSF/MG-2 e
LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de cancer de pancreas Mia-

paca-2 no tempo de 48 e 72 horas.
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a) Grafico dot plot na condicdo de NT; b) Grafico dot plot na condicdo de LPSF/MG-2 (dose de CI50); c)
Grafico dot plot na condicdo de LPSF/MG-2 (dobro da dose de CI50); d) Grafico de quantificacdo média
das células por perfil de inducdo de morte celular e comparagéo entre os perfis de morte no tempo de 48
horas; e) Grafico dot plot na condicdo de LPSF/MG-7 (dose de CI50); f) Gréafico dot plot na condi¢do de
LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI50); g) Gréafico dot plot na condicdo do CP; h) Grafico de quantificacdo
média das células por perfil de inducdo de morte celular e comparacéo entre os perfis de morte no tempo
de 48 horas. i) Gréfico dot plot na condicdo de NT no tempo de 72 horas; j) Grafico dot plot na condicédo
de LPSF/MG-2 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; k) Grafico dot plot na condicdo de LPSF/MG-2
(dobro da dose de CI50) no tempo de 72 horas; 1) Gréafico de quantificacdo média das células por perfil de
inducdo de morte celular e comparacéo entre os perfis de morte no tempo de 72 horas; m) Grafico dot plot
na condicdo de LPSF/MG-7 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; n) Grafico dot plot na condicdo de
LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI150) no tempo de 72 horas; 0) Gréafico dot plot na condigdo do CP no
tempo de 72 horas; p) Grafico de quantificagdo média das células por perfil de inducéo de morte celular e
comparacao entre os perfis de morte no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 pM) foi usada como controle
positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem a
média + DP de trés experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 0,001;
***n<0,0005.

Fonte: Proprio autor, 2023.

Na linhagem de Pancl ndo foi observado inducdo de morte significativa pela
molécula LPSF/MG-3 (figura 28-b, c, d), porém a molécula LPSF/MG-7 demonstrou
inducdo de morte por necrose del16,06% (p = 0,0008) no tempo de 48 horas (figura 28-¢,
h).

No tempo de tratamento de 72 horas na linhagem de Pancl ndo foi observado
inducdo de morte significativa pela molécula LPSF/MG-3 (figura 28-j, k, 1) também no
tempo de 72 horas, porém a molécula LPSF/MG-7 demonstrou inducdo de morte por
apoptose tardia de 20,52% (p = 0,0026) na dose de CI150 (figura 28-m, p) e de 13,23 % (p
= 0,0052) de indugéo por necrose na dose do dobro do CI50 (figura 28-n, p). Ainda na
linhagem de Panc1l, o controle positivo para indugao de morte, gemcitabina (CI50=1 uM),

no tempo de 72 horas apresentou inducdo de morte de 12,23% por necrose (figura 28-o,

p).

Figura 28 - Avalia¢do do perfil de indugdo de morte no tratamento com LPSF/MG-3 e
LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de cancer de pancreas Pancl

no tempo de 48 e 72 horas.
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a) Grafico dot plot na condigdo de NT; b) Grafico dot plot na condigdo de LPSF/MG-3 (dose de CI50); c)
Gréfico dot plot na condicdo de LPSF/MG-3 (dobro da dose de CI50); d) Grafico de quantificacdo média
das células por perfil de inducdo de morte celular e comparacgéo entre os perfis de morte no tempo de 48
horas; e) Gréfico dot plot na condicdo de LPSF/MG-7 (dose de CI50); f) Gréfico dot plot na condigdo de
LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI50); g) Gréafico dot plot na condigdo do CP; h) Gréfico de quantificagdo
média das células por perfil de inducdo de morte celular e comparacao entre os perfis de morte no tempo
de 48 horas. i) Gréafico dot plot na condicdo de NT no tempo de 72 horas; j) Gréfico dot plot na condigéo
de LPSF/MG-3 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; k) Grafico dot plot na condigdo de LPSF/MG-3
(dobro da dose de CI50) no tempo de 72 horas; 1) Gréafico de quantificagdo média das células por perfil de
inducdo de morte celular e comparacéo entre os perfis de morte no tempo de 72 horas; m) Gréfico dot plot
na condicdo de LPSF/MG-7 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; n) Grafico dot plot na condicéo de
LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI150) no tempo de 72 horas; 0) Gréafico dot plot na condi¢do do CP no
tempo de 72 horas; p) Grafico de quantificacdo média das células por perfil de inducéo de morte celular e
comparacao entre os perfis de morte no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 uM) foi usada como controle
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positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem a
média + DP de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata, * p< 0,05; ** p< 0,001;
***n<0,0005.

Fonte: Proprio autor, 2023.

O composto LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 demonstraram serem capazes de induzir
morte celular por apoptose tardia e necrose na linhagem de Mia-paca2, tanto nas
concentragdes de C150 como o dobro desta, 0 mesmo comportamento foi observado para
o0 controle positivo de gemcitabina. As células tumorais inibem os mecanismos de morte
celular, para deste modo permitir a evolucdo dos tumores, logo compostos que induzem
a morte destas células é uma estratégia terapéutica valida para o desenvolvimento de
novos agentes anticancer (DOS SANTOS et al., 2016).

Estudos de perfil de morte realizados com moléculas de imidazolidinas em
linhagens tumorais de leucemia linfocitica aguda (Reh) e leucemia mieloide crénica
(K562), apresentaram também efeitos que corroboram com o presente estudo, onde foi
identificado inducdo de morte com taxas de 16 a 40% de células em inducéo de morte por
necrose, em concentracdes de 50 a 250 uM (KHANFAR; EL SAYED, 2010). Estudo
também realizados com compostos do tipo imidazolidina foram realizados em linhagens
de cancer de figado (Hep-G2) e foi observado indugdo de morte por apoptose tardia e
necrose (NAFIE et al., 2022).

Embora o principal tipo de morte mais citado na literatura seja o de apoptose por
esta ser um tipo de morte programada e individual, “célula a célula”, e que pode ocorrer
por diferentes vias: intrinseca e a extrinseca, sem causar tanto dano ao tecido como um
todo, logo tais caracteristicas justifica esta ser dita por muitas vezes como ideal (Alkahtani
et al., 2019). Contudo a via da necrose, foi conhecida como um processo de morte que
ocorre de maneira abrupta e com geracdo de proteinas pro-inflamatéria como as

interleucinas(lslam et al., 2016; Suvarna et al., 2019).

Porém ja é sabido que ha vias intermediarias a apoptose e a necrose, cOmo a
necroptose, na qual o processo de morte celular ocorre com ativacdo de agentes
inflamatdrios, porém de maneira sutil e moderada, principalmente mediadas por proteinas
como RIPK3 e caspase 8 (Bertheloot et al., 2021), logo o motivo de escolha destas para

elucidacdo do mecanismo de morte celular pelo agentes imidazolidinicos aqui estudados.

No intuito de confirma se o tratamento com a LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7

modulam a via de sinalizacdo de apoptose no cancer de pancreas (Mia-paca2), foi
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realizado o ensaio de RTqPCR e analise dos resultados de expresséo. Na figura 29 (a, b,
c e d) é possivel observar que as moléculas LPSF/MG-2, LPSF/MG-7 e o CP, na
concentracdo do CI50 no tempo de 72h, modulam a expresséo dos genes BAX, BID e as
caspases 3 e 7, em relacdo as células ndo tratadas. Na figura 29-a com o tratamento com
a LPSF/MG-7, pode-se observar que o gene de BAX foi expresso 3,11 vezes mais em
comparagdo a expressdo no NT e no tratamento com o CP a expressao foi de 3,21 vezes
mais quando comparado ao NT. Por sua vez, na figura 29-b podemos observar que houve
também maior expressdao de BID no tratamento com a LPSF/MG-7 e CP, sendo a

expressao de 4,19 e 6,31 vezes mais que o NT, respectivamente.

Na figura 29-c pode-se observar que o tratamento com a LPSF/MG-2 demonstrou
um aumento em 1,67 vezes mais de expressao do gene da caspase 3 quando comparado a
expressdo do NT, observa-se ainda que em comparacdo com o NT, o tratamento com a
LPSF/MG-7 teve aumento de 2,95 vezes mais expressao do gene da caspase 3 e 3,86
vezes mais expressao do mesmo para o tratamento com o CP, também quando comparado
ao NT. Quanto a expressao do gene da caspase 7 (figura 29-d), pode-se notar 0 aumento
da expressao deste apds tratamento com a LPSF/MG-7 em 2,36 vezes e de 5,1 vezes para

0 CP, quando comparadas estas condi¢des ao NT.

Figura 29 — Efeito dos derivados de imidazolidinas-2,4-dionas na expressdo de genes
relacionados a apoptose (BAX, BID, Casp3 e Casp7) em comparacao ao gene enddgeno

18S na linhagem de Mia-paca2.
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A familia das proteinas pro-apoptoticas em especial BID e BAX, aqui estudadas,
desempenham papel importante na regulacdo da permeabilidade mitocondrial sendo
responsaveis pelo processo de apoptose celular JOVANOVIC GALOVIC et al., 2022;
NEGI; MURPHY, 2021; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020). A molécula de BID é
ativada pela caspase 8, a qual é considerada por tal como uma caspase iniciadora, uma
vez ativado, o BID ira ativar seu homélogo BAD, o qual ird permitir a passagem do
citocromo C para o citosol e em paralelo a caspase 8 ira ativar as caspases efetoras, sendo

aqui estudadas as caspases 3 e 7, as quais irdo clivar outros substratos protéicos da célula
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resultando no processo apoptético (Carneiro & El-Deiry, 2020; Negi & Murphy, 2021;
Tummers & Green, 2017).
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6. DISCUSSAO

Os efeitos biologicos identificados nos ensaios in vitro, tendo seus resultados
confirmados de maneira solida através dos estudos in silico, a partir dos quais foi possivel
observar que todas as moléculas do tipo das imidazolidina-2,4-diona do presente estudo
ndo violam o principio de Lipinski ou o de Veber. Ambos os principios sdo utilizados
como referéncia de comparagdo com caracteristicas em comum com drogas ja conhecidas
de banco de moléculas, caracteristicas como:massa molecular menor ou igual a 500 Da,
Log de P menor ou igual a 5, nimero de doadores de hidrogénio deve ser menor ou igual
a 5 e numero de grupos aceptores de hidrogénio menor ou igual a 10 e o principio de
Veber considera a area de superficie polar (TPSA) menor ou igual a 140 A2 e nimero de
ligacdo rotacionaveis menor ou igual a 10, achados estes que contribuem para o
desenvolvimento de moléculas menos toxicas em relacdo células normais periféricas e
com maior potencial terapéutico a ser explorado (LIPINSKI, 2000; MARTIN, 2018).

As moléculas LPSF/MGs apresentaram capacidade de interacdo de ligacdo do
receptor acoplado a proteina G (GPCR), todas as moléculas avaliadas demonstraram
possivel bioatividade moderada, com intervalos entre -0.18 e -0.44, contudo apenas a
LPSF/MG-1 apresentou capacidade de modulacdo de canal ibnico, sendo um
comportamento diferente das demais moléculas, tendo em vista que mesmo com
caracteristicas eletronegativas como a LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7, que possuem
respectivamente grupos como cloro e bromo, as mesmas ndo apresentaram caracteristica
de interacdo com canais idnicos (DA SILVA FILHO et al., 2019; GOUVEIA etal., 2018).

Na avaliacdo de bioatividade quase todas as LPSF/MGs demonstraram a
capacidade de inibir quinases e inibir enzimas de modo geral, com excecéo da LPSF/MG-
1 que ndo demonstrou atividade de inibi¢do de quinases. Este fato é bastante interessante,
pois contribui para confirmar possiveis mecanismos que induziram a parada do ciclo
celular na fase sub-GO e inducdo de morte celular pela LPSF/IMG-2 e LPSF/MG-7.
Caracteristicas semelhantes também foram identificadas em outros estudos com avaliagédo
in silico de moléculas de imidazolidina sobre bioatividade (KANG et al., 2021; MAHDI
etal., 2021).

A maioria das LPSF/MGs apresentaram capacidade de inibi¢cdo de isdmeros do
citocromo P450, incluindo a LPSF/MG-2 e a LPSF/MG-7, que foram capazes de inibir
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algumas isoformas do P450, porém ndo inibiram a isoformas CYP2D6. A capacidade de
inibir as isoformas do citocromo P450 pode influenciar a necessidade de ajustes de
utilizacdo de drogas com intuito de garantir a eficacia terapéutica, contudo conhecer a
interacdo entre moléculas e isoformas da P450 auxilia em garantir a estabilidade de
propriedades farmacocinéticas, bioativacdo e a persisténcia de seguranca de
medicamentos (Ayar et al., 2021; Hassan et al., 2022b; Zhang et al., 2017).

Por sua vez, a seletividades das LPSF/MGs foi confirmada através da predicao do
coeficiente de permeabilidade (Kp), todas os compostos apresentaram Kp inferior a -2,5
cm/s o que pode ser considerado como caracteristica importante por indicar néo
toxicidade quando em contato direto com a pele e também permitindo que agentes
terapéuticos anticancer do tipo das LPSF/MGs tenham acdo de toxicidade seletiva
(Sobanska et al., 2021; Awadelkareem et al., 2022).

Outro parametro importante avaliado sobre as das LPSF/MGs foi o score de
biodisponibilidade o qual deve demonstrar valores acima de 0.25, sendo que todos os
compostos demonstraram score médio de 0.55 o que pode ser considerado 6timo. Além
deste, a predicdo demonstrou se enquadrarem nos filtros dos principios de Ghose
(GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999), Egan (EGAN; MERZ;
BALDWIN, 2000) e Muegge (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001) para todos as
moléculas, estes filtros sdo considerados contra-provas semelhantes a de Lipinski e
Veber.

No quesito de caracteristicas do perfil toxicologico foi identificado que nenhuma
das moléculas € hepatotdxica, carcinogénica, mutagénica e citotoxica. Quanto a
caracteristica de imunotoxicidade, a maioria das moléculas foi inativa com taxas de
probabilidade de inatividade de 52% a 94%, com exce¢do das moléculas LPSF/MG-1,
LPSF/LPSF/MG-13 e LPSF/LPSF/MG-16 que demonstraram atividade imunotdxica e
com probabilidades preditas de 70% a 90%, contudo as mesmas nédo apresentaram efeitos
bioldgicos para as concentracGes padrdes deste estudo. No entanto, pelo resultado do
AMES a maioria das moléculas foi considerada com potencial tdxico com excecao da
LPSF/MG-10. Moléculas positivas para o AMES indica possibilidade de toxicidade
hepatotdxica e/ou mutagénica (DRWAL et al., 2014).

Tendo em vista que a ancoragem molecular tem se tornado um método cada vez

mais disseminado na triagem e analise de novas moléculas, permitindo de maneira
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preditiva obter informac6es de proteina-ligante importantes para o desenvolvimento e
aplicacdo de drogas e otimizacdo de terapéuticas (WANG; ZHU, 2016). No estudo de
docking molecular realizado no presente trabalho foi selecionado como proteina alvo de
ligacdo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR2), o qual atua como agente
importante no crescimento de celulas endoteliais. O mesmo é conhecido como receptor
de dominio de insercéo de quinases, a qual foi comprovada a capacidade das LPSF/MGs
serem inibidoras de quinases pelos ensaios in silico aqui j& mencionados.

O VEGFR2 funciona como mediador de proliferacdo endotelial induzida e a
ativacdo dessas quinases pode estar relacionada com a sobrevida e proliferacao de células
neoplésicas. A super expressdo do VEGFR?2 foi identificada em variados tumores como
de céncer de célon, prostata, mama, ovarios e pancreas, tornando a inibicdo do VEGFR2
uma opcdo de tratamento promissora para diversos tipos de cancer (AL WASIDI;
HASSAN; NAGLAH, 2020b; ALKAHTANI et al., 2019a; DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017b; ELSHERIF et al., 2020; MOSTAFA et al., 2016a).

Nas simulacdes de ancoragem molecular foi realizada investigacao das interacdes
moleculares entre o promissor composto LPSF/MG-7, que teve os melhores resultados
nos ensaios in vitro e os locais de interagdo da proteina VEGFR2 (PDB ID: 4ASD). A
molécula de LPSF/MG-7 possui apresentou um score de — 8.931 kcal/mol e 0 mesmo faz
ligacGes de hidrogénio com aceptores de Glu79 e His163, e foi observado ainda interacdes
hidrofobicas do tipo Pi-Sigma, Pi-Alkyl com ligacdes de interacdo de doacdo de C pelo
ligante testado LPSF/MG-7 e os aceptores também do ligante testado LPSF/MG-7
identificados foram os aminoacidos Lys62, Leu83, Val110 e His163.

A interacdo de ligacdo do composto LPSF/MG-7 com o ligante alvo cocristalizado
da proteina VEGFR2, corrobora de maneira positiva com os achados dos efeitos
bioldgicos in vitro, tendo invista que o score de interagdo menor que zero indica interacao
da molécula com o sitio alvo, sugerindo a possibilidade de que o LPSF/MG-7 seja um
forte candidato a agente anticancer com diversos efeitos bioldgicos, aqui ja mencionados,

interessantes.

A necessidade de desenvolvimento de novos agentes anticancer continua sendo
uma importante batalha entre pesquisadores de todo o mundo. Os compostos
imidazolidinicos apresentaram baixo efeito citotoxico em células normais do sangue
periférico de doadores saudaveis, a avaliacdo de ensaios de citotoxicidade em células

sadias é importante, pois sugere a caracteristicas de seletividade da série de compostos.
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A seletividade celular, na questdo de diferenciacdo entre células saudaveis e tumorais é
importante para a prospecgao de novos compostos terapéuticos (CARDOSO et al., 2015).

No processo de triagem dos compostos e das linhagens celulares observou-se que
varios dos compostos apresentaram atividade citotoxica para diferentes linhagens
celulares, sendo os principais LPSF/MG-2, LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7. Embora todos os
compostos deste estudo possuam uma cadeia principal do tipo imidazolidina-2,4-diona,
cada composto possui grupos funcionais que os diferem. O composto LPSF/MG-2 possui
um grupo metil na posicdo 4 do anel aromatico, o qual possibilita maior interacdo
hidrofobicas com outras moléculas, o que contribui para interacdes biologicas, e facilita
sua internalizacdo em estruturas celulares. Tal fato corrobora com estudos como o que
avaliou a atividade de anélogos de Pirazol com grupamentos terminais metil e evidenciou
os efeitos bioldgicos de moléculas com esses grupamentos frente a linhagens de cancer
de ovério (HeLa), cancer de cdlon (HT-29) e cancer de mama (MCF-7) (ROMAGNOLI
etal., 2013b)

O composto LPSF/MG-3 possui em sua estrutura um grupamento cloro na posicéao 4
do anel aromatico, o que possibilita este composto possuir carga mais eletronegativa,
facilitando, por exemplo, interacdo com canais i6nicos, proteinas e influenciar em seus
efeitos biologicos (HEIDRICH; SPERL; BOECKLER, 2019; ZAGORSKA et al., 2021;
ZIMMERMANN et al., 2014).

No tocante a molécula que apresentou melhor/menor CI50 para todas as linhagens de
células tumorais foi a LPSF/MG-7, que possui em sua posicao 4 do anel aromatico o
elemento bromo, 0 mesmo pode conferir ao composto perfil de maior carga eletronegativa
e potencial oxidativo, possibilitando efeitos anticancer pela interacdo bioldgica com
proteinas, e canais ionicos. Essas caracteristicas sdo corroboradas por pesquisas
realizadas com hidantoinas que possuem 0 bromo em sua estrutura, estes estudos
demonstraram bons resultados em ensaios de efeito citotoxico para tumores de cancer de
mama (MCF-7), cancer de pulméo (A549 e NCI-H460) (DA SILVA FILHO et al., 2019;
GOUVEIA et al., 2018).

Os compostos se apresentaram bastante promissores em relacdo a inibicdo de clones
pelos compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7. Estes achados corroboram com os estudos
de ZHANG et al, (2017a), que realizou estudos com compostos do tipo imidazolidina-
2,4-diona, compostos esses que promoveram reducdo da formacéo de clones de linhagens

de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) e cancer de pulméo (A549). E corrobora
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ainda com os estudos de GILL et al., (2017), que realizou ensaios clonogénicos com
linhagens celulares de cancer de pancreas (Mia-paca-2) e cancer de pele (A375) e
observou que compostos de imidazolidina foram capazes de reduzir a formacéo de clones

destas linhagens.

Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 apresentara também a capacidade de
retardar o processo de migracao celular na linhagem de Pancl e Mia-paca-2. A inibicéo
da migracdo celular é uma caracteristica importante a ser considerada como efeito de
agentes anticancer, pois muitos tumores sdo capazes de desenvolver invasdo de outros
tecidos. Tal achado tanto se apresenta como um resultado superior como também
corrobora com os estudos de EL SAYED (2010), que avaliou a acgdo de inibicdo de
migracao por compostos de imidazolidinas, compostos estes que foram capazes de inibir
a migracdo de células de cancer de prostata (PC-3) em concentracfes de 50 a 200 uM, e
compostos estes que também possuiam em suas cadeias ramificacao do tipo, metil, metoxi
e cloro, grupos semelhantes aos estudados estudo, outro fato € que as concentracdes de
CI50 do pesquisador foram superiores aos CI50 do LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7
(KHANFAR; EL SAYED, 2010).

Outra caracteristica importante em agentes terapéuticos anticancer é a capacidade
de modular ou parar o ciclo celular. Pode-se destacar aqui que os compostos LPSF/MG-
2 e LPSF/MG-7 foram capazes de interferir no ciclo celular levando a parada do mesmo
na fase Sub-GO0 nas diferentes linhagens de modo significativo em ambos os tempos de
tratamento de 48 e 72 horas, efeito este também observado como agdo do controle
gemcitabina no tempo de tratamento de 72 horas. Resultados deste tipo corroboram com
pesquisas realizadas por GILL et al. (2017), que avaliou a interferéncia no ciclo celular
por moléculas de imidazolidina-2,4-diona as quais possuiam como grupos funcionais
metil e bromo, assim como as moléculas LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 respectivamente, e
observou parada do ciclo celular em Sub-GO em linhagens de cancer de pancreas (Mia-

paca-2) e cancer de pele (A375).

Em 2010, KHANFAR & EL SAYED, avaliaram o efeito no ciclo celular de
linhagens de leucemia linfécitica aguda (Reh) e leucemia mieloide crénica (K562) pelo
compostos de imidazolidina propil-2-(8-(3,4-difluorobenzil)-29,59-dioxo-8-
azaspiro[biciclo[3.2.1]octano-3,49-imidazolidina]-19-il)acetato, o qual apresentou efeito

de parada no ciclo celular na fase Sub-GO, e por consequéncia foi identificado ainda
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aumento de 16 a 40% do percentual de células na mesma fase com o aumento da

concentragcdo do composto, sendo o CI50 deste estudo de 37 pM.

Outras pesquisas realizadas com compostos de imidazolidinas-2,4-diona por
Nafiel et al. (2022), evidenciou também a influéncia de agentes imidazolidinicos na
linhagem de céncer de figado (Hep-G2), identificando por apoptose tardia e necrose
(NAFIE et al., 2022).

De acordo com o estudos de Kavitha e colaboradores(2009), ao avaliarem 0s
efeitos bioldgicos de agentes de espiro-hidantoinas na inibi¢ao do crescimento celular em
tumores de leucemia, os mesmos identificaram o aumento da expressao do gene BID e
BAX, ambos proteinas pro-apoptoéricas e também o aumento da expressdo do gene da
caspase 3 e 7, fato este que corrobora com os achados deste estudo.

Os achados deste estudo também coroboram com achados de outras pesquisas
onde foi observado que o agente quimioterapico gemcitabina, comumente utilizado no
tratamento do cancer de pancreas, também realiza inducdo de morte celular por apoptose
com aumento da expressdo dos genes da caspase 3, 7 e consequentemente BID e BAX
(Lin et al., 2020; Schniewind et al., 2004).
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CONCLUSAO

Na avaliacdo in silico todos os compostos apresentaram alta a moderada absorcéo
gastrointestinal e ndo violaram nenhum principio de Linpinski ou Verber.

Os compostos mostraram boa bioatividade, sendo a maioria inibidor de quinases
e de isOmeros do citocromo P450.

Os compostos ndo mostraram possivel acdo hepatotdxica, carcinogénica,

mutagénica e citotdoxica.

O composto LPSF/MG-7 na anélise da ancoragem molecular foi capaz de fazer
interacdo com sitio ativo do fator de crescimento endotelial VEGFR2.

Os compostos de imidazolidina-2,4-diona apresentaram baixa citotoxicidade nas
concentragOes avaliadas em células mononucleares de sangue periférico.

Os compostos LPSF/MG-7 apresentou citotoxicidade frente a linhagem Mia-
paca-2, Pancl e Dul45. Ja o composto LPSF/MG-2 apresentou citotoxicidade
frente a linhagem Mia-paca-2, o LPSF/MG-3 se mostrou citotoxico frente a
linhagem de Pancl e LPSF/MG-4 exibiu citotoxicidade frente apenas a linhagem
de Dul45.

Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 diminuiram a formacéo de clones em
Mia-paca-2, na linhagem de Pancl os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7
demonstraram reducdo do numero de clones.

Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 diminuiram a capacidade de migracéo
celular em Mia-paca-2, na linhagem de Pancl os compostos LPSF/MG-3 e
LPSF/MG-7 demonstraram reducdo da capacidade de migragéo.

Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 interagiram com o ciclo celular levando
a parada do mesmo na fase Sub-GO nas linhagens de Mia-paca-2 e Pancl.

Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 induziram morte celular por apoptose
tardia e necrose na linhagem de Mia-paca-2 e na linhagem de Pancl apenas
LPSF/MG-7 induziu morte por necrose.

A molécula de LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 foram capazes de aumentar a expressao
dos genes de BAX, BID, Caspase 3 e Caspase 7.
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8. PERSPECTIVAS

° Investigar 0 mecanismo de acdo dos novos compostos imidazolidinicos por

western blotting.



108

REFERENCIAS

AACR — American Association and Cancer Research - Preventing cancer: identifying
risk factors. 2019. Disponivel em: https://cancerprogressreport.aacr.org/progress/cprl9-

contents/cprl19-preventing-cancer/. Acesso em: 18 de novembro de 2022.

Bray, F., Ferlay, J., Soerjomataram, 1., Siegel, R. L., Torre, L. A., & Jemal, A. Global
Cancer Statistics 2018: GLOBOCAN Estimates of Incidence and Mortality Worldwide
for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians. Disponivel em:
<https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.3322/caac.21492>. Acesso em: 11/09/2018.

Czorny R.C.N., Pinto M.E., Pompeo D.A., Bereta D., Cardoso, L.V., Silva D.M. Fatores
de risco para o cancer de prdstata: populacdo de uma unidade bésica de saude. Cogitare
Enfermagem, v. 22, n. 4, 2017.

Dar, A. M., & Khan, S. Spectroscopic, viscositic, DNA binding and cytotoxic studies of

newly synthesized steroidal imidazolidines. Journal of fluorescence, v. 26, n. 2, 2016.

Facina, T. Estimativa 2014—incidéncia de cancer no brasil. Rev Bras Cancerol, v. 60, n.
1, 2014.

Ferlay, J., Soerjomataram, I., Dikshit, R., Eser, S., Mathers, C., Rebelo, M., Bray, F.
Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and major patterns in
GLOBOCAN 2012. International journal of cancer, v. 136, n. 5, p. E359-E386, 2015.

Disponivel em: < https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ijc.29210>. Acesso em:
02/08/2018.

Freitas, R.M., Rodrigues, A.M.X., Matos, A.F.Jr, Oliveira, G.A.L. Fatores de risco e
principais alteracfes citopatoldgicas do cancer bucal: uma revisdo de literatura. RBCA,
v. 48, n. 1, 2016.

INCA, Instituto Nacional de Cancer. Estimativa 2018: incidéncia de cancer no Brasil /
Instituto Nacional de Céancer José Alencar Gomes da Silva. Coordenacgéo de Prevengdo e
Vigilancia. - Rio de  Janeiro: INCA, 2017. Disponivel  em:
<http://www.inca.gov.br/estimativa/2018/estimativa-2018.pdf>. Acesso em: 02/08/2018

Matos-Rocha, T.J., Lima, M.D., Silva, A.L., Oliveira, J.F., Gouveia,,
A.L., Silva, V.B., Almeida Junior, A.S., Brayner, F.A., Cardoso, P.R., Pitta-Galdino,
M.D., Pitta, I.D., Régo, M.J., Alves, L.C., Pitta, M.G. Synthesis and biological



109

evaluation of novel imidazolidine derivatives as candidates to schistosomicidal

agents. Revista do Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo, v. 59, 2017.

Munder, A., Moskovitz, Y., Redko, B., Rachel Levy, A., Ruthstein, S., Gellerman, G., &
Gruzman, A.  Antiproliferative  effect of novel  aminoacridine-based
compounds. Medicinal Chemistry, v. 11, n. 4, 2015.

Regulska, K.; Stanisz, B.; Regulski, M. Individualization of anticancer therapy; molecular
targets of novel drugs in oncology. Postepy higieny i medycyny doswiadczalnej
(Online), V. 66, p. 855-867, 2012. Disponivel em: <
https://europepmc.org/abstract/med/23175342>. Acesso em: 04/08/2018.

Sierra M.S., Soerjomataram 1., Antoni S., Laversanne M., Pifieros M., de Vries E. Cancer

patterns and trends in Central and South America. Cancer Epidemiology, v. 44, 2016.

ABDEL-AZIZ, A. A. M. et al. Investigation of arenesulfonyl-2-imidazolidinones as potent
carbonic anhydrase inhibitors. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, v.
30, n. 1, p. 81-84, 1 fev. 2015.

AHMAD, F.; CHERUKURI, M. K.; CHOYKE, P. L. Metabolic reprogramming in prostate
cancer. British Journal of CancerSpringer Nature, , 26 out. 2021a.

AHMAD, F.; CHERUKURI, M. K.; CHOYKE, P. L. Metabolic reprogramming in prostate
cancer. British Journal of CancerSpringer Nature, , 26 out. 2021b.

AL WASIDI, A. S.; HASSAN, A. S.; NAGLAH, A. M. In vitro cytotoxicity and druglikeness
of pyrazolines and pyridines bearing benzofuran moiety. Journal of Applied Pharmaceutical
Science, v. 10, n. 4, 2020a.

AL WASIDI, A. S.; HASSAN, A. S.; NAGLAH, A. M. In vitro cytotoxicity and druglikeness
of pyrazolines and pyridines bearing benzofuran moiety. Journal of Applied Pharmaceutical
Science, v. 10, n. 4, 2020b.

ALDEA, M. et al. Overcoming resistance to tumor-targeted and immune-targeted

therapies. Cancer DiscoveryAmerican Association for Cancer Research Inc., , 2021.

ALKAHTANI, H. M. et al. Synthesis, anticancer, apoptosis-inducing activities and EGFR and
VEGFR2 assay mechanistic studies of 5,5-diphenylimidazolidine-2,4-dione derivatives:
Molecular docking studies. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 27, n. 5, p. 682-693, 1 jul.
2019a.



110

ALKAHTANI, H. M. et al. Synthesis, anticancer, apoptosis-inducing activities and EGFR and
VEGFR2 assay mechanistic studies of 5,5-diphenylimidazolidine-2,4-dione derivatives:
Molecular docking studies. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 27, n. 5, p. 682-693, 1 jul.
2019b.

ALKAHTANI, H. M. et al. Synthesis, anticancer, apoptosis-inducing activities and EGFR and
VEGFR2 assay mechanistic studies of 5,5-diphenylimidazolidine-2,4-dione derivatives:
Molecular docking studies. Saudi Pharmaceutical Journal, v. 27, n. 5, p. 682-693, 1 jul.
2019c.

ANIFOWOSE, A. et al. Anticancer strategies by upregulating p53 through inhibition of its
ubiquitination by MDMZ2. Medicinal Chemistry ResearchSpringer, , 1 jul. 2020.

ARAVENA, C. J,; P, A. J. L-PRF y Ciclo Celular. Revision Narrativa L-PRF and cell cycle.
Narrative ReviewlInt. J. Odontostomat. [s.l: s.n.].

ARNETH, B. Tumor Microenvironment. Medicina, v. 56, n. 15, 2020a.
ARNETH, B. Tumor microenvironment. Medicina (Lithuania)MDPI AG, , 1 jan. 2020b.

AYAR, A. et al. Antioxidant, Cytotoxic Activity and Pharmacokinetic Studies by Swiss Adme,
Molinspiration, Osiris and DFT of PhTAD-substituted Dihydropyrrole Derivatives. Current
Computer-Aided Drug Design, v. 18, n. 1, p. 52-63, 24 fev. 2021.

BAJAJ, J.; DIAZ, E.; REYA, T. Stem cells in cancer initiation and progression. Journal of
Cell BiologyRockefeller University Press, , 6 jan. 2020.

BANERJEE, R. et al. The presenilin loop region is essential for glycogen synthase kinase 3 3
(GSK3pB) mediated functions on motor proteins during axonal transport. Human Molecular
Genetics, v. 27, n. 17, p. 2986-3001, 1 set. 2018.

BARBOSA, L. A. et al. RIPK1-RIPK3-MLKL-associated necroptosis drives Leishmania

infantum killing in neutrophils. Frontiers in Immunology, v. 9, n. AUG, 14 ago. 2018.

BATISTA NAPOTNIK, T.; POLAJZER, T.; MIKLAVCIC, D. Cell death due to

electroporation — A review. BioelectrochemistryElsevier B.V., , 1 out. 2021.

BERTHELOOT, D.; LATZ, E.; FRANKLIN, B. S. Necroptosis, pyroptosis and apoptosis: an
intricate game of cell death. Cellular and Molecular ImmunologySpringer Nature, , 1 maio
2021.

BEZERRA, V. DE L. et al. SARS-CoV-2 como agente causador da COVID-19: Epidemiologia,
caracteristicas genéticas, manifestagdes clinicas, diagndstico e possiveis tratamentos. Brazilian
Journal of Health Review, v. 3, n. 4, p. 8452-8467, 2020.



111

BOUMAMHDI, S.; DE SAUVAGE, F. J. The great escape: tumour cell plasticity in resistance

to targeted therapy. Nature Reviews Drug DiscoveryNature Research, , 1 jan. 2020.

BURGER, R. M. Cleavage of Nucleic Acids by Bleomycin. [s.l: s.n.]. Disponivel em:

<https://pubs.acs.org/sharingguidelines>.

CARDOSO, M. V. D. O. et al. Design, synthesis and structure - Activity relationship of
phthalimides endowed with dual antiproliferative and immunomodulatory activities. European
Journal of Medicinal Chemistry, v. 96, p. 491-503, 2015.

CARELLA, F. et al. Comparative pathology in bivalves: Aetiological agents and disease
processes. Journal of Invertebrate Pathology, v. 131, p. 107-120, 1 out. 2015.

CARNEIRO, B. A,; EL-DEIRY, W. S. Targeting apoptosis in cancer therapy. Nature
Reviews Clinical OncologyNature Research, , 1 jul. 2020.

CASTRO, N. R.; MARCAL, L. L. ESTUDO DA SINTESE DE DERIVADOS DE
IMIDAZOLIDINAS-2,4-DIONAS E OBTENCAO DE NOVOS DERIVADOS. Revista
Eletrdnica Perspectivas da Ciéncia e Tecnologia - ISSN: 1984-5693, v. 10, p. 150, 5 dez.
2018.

CATERINA, M. C. et al. Imidazolidines as new anti-Trypanosoma cruzi agents: Biological
evaluation and structure-activity relationships. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 16, n.
5, p. 2226-2234, 1 mar. 2008.

CAVAZZONI, A. et al. Dual mechanisms of action of the 5-benzylidene-hydantoin UPR1024

on lung cancer cell lines. Molecular Cancer Therapeutics, v. 7, n. 2, p. 361-370, 1 fev. 2008.

CAZACU, I. M. et al. Pancreatitis-Associated Genes and Pancreatic Cancer Risk: A Systematic
Review and Meta-analysis. Pancreas, v. 47, n. 9, p. 1078-1086, 1 out. 2018.

CHALLA, S.; CHAN, F. K. M. Going up in flames: Necrotic cell injury and inflammatory

diseases. Cellular and Molecular Life Sciences, out. 2010.

CHAUDHRY, G.-E.-S. et al. Vitex rotundifolia fractions induce apoptosis in human breast
cancer cell line, MCF-7, via extrinsic and intrinsic pathwaysResearch in Pharmaceutical

Sciences. [s.l: s.n.].

CHEN, C. P. et al. Evaluating molecular properties involved in transport of small molecules in
stratum corneum: A quantitative structure-activity relationship for skin permeability.
Molecules, v. 23, n. 4, 2018.

CHEN, Q. Y.; DESMARAIS, T.; COSTA, M. Metals and Mechanisms of Carcinogenesis. Rev
Pharmacol Toxicol, v. 6, p. 537-554, 20109.



112

CHEN, X. et al. Pyroptosis is driven by non-selective gasdermin-D pore and its morphology is
different from MLKL channel-mediated necroptosis. Cell Research, v. 26, n. 9, p. 1007-1020,
1 set. 2016.

CHHIKARA, B. S.; PARANG, K. Global Cancer Statistics 2022: the trends projection
analysisChemical Biology Letters Chem. Biol. Lett. [s.I: s.n.]. Disponivel em:
<https://pubs.thesciencein.org/cbl>.

CHORTANI, S. et al. Access to new phosphonate- and imidazolidine-benzopyrimidinone
derivatives as antityrosinase and anti-acetylcholinesterase agents: Design, synthesis and

molecular docking. Journal of Molecular Structure, v. 1268, 15 nov. 2022.

CIZEKOVA, L. et al. Novel 3,6-bis(imidazolidine)acridines as effective photosensitizers for
photodynamic therapy. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 22, n. 17, p. 4684-4693, 1
set. 2014.

COOPER, K. F. Till death do us part: The marriage of autophagy and apoptosis. Oxidative
Medicine and Cellular LongevityHindawi Limited, , 2018.

CRUCERIU, D. et al. The dual role of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) in breast
cancer: molecular insights and therapeutic approaches. Cellular OncologySpringer, , 1 fev.
2020.

CULP, M. B. B. et al. Recent Global Patterns in Prostate Cancer Incidence and Mortality
Rates. European UrologyElsevier B.V., , 1 jan. 2020a.

CULP, M. B. B. et al. Recent Global Patterns in Prostate Cancer Incidence and Mortality
Rates. European UrologyElsevier B.V., , 1 jan. 2020b.

DA SILVA FILHO, F. A. et al. Topoisomerase inhibition and albumin interaction studies of
acridine-thiosemicarbazone derivatives. International Journal of Biological Macromolecules,
v. 138, p. 582-589, 1 out. 20109.

DAINA, A.; MICHIELIN, O.; ZOETE, V. SwissADME: A free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules.

Scientific Reports, v. 7, 3 mar. 2017a.

DAINA, A.; MICHIELIN, O.; ZOETE, V. SwissADME: A free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules.
Scientific Reports, v. 7, 3 mar. 2017b.

DAINA, A.; ZOETE, V. A BOILED-Egg To Predict Gastrointestinal Absorption and Brain
Penetration of Small Molecules. ChemMedChem, p. 1117-1121, 2016.



113

DAR, A. M.; SHAMSUZZAMAN, S.; KHAN, S. Spectroscopic, Viscositic, DNA Binding and
Cytotoxic Studies of Newly Synthesized Steroidal Imidazolidines. Journal of Fluorescence, v.
26, n. 2, p. 639-649, 1 mar. 2016.

DAVID LOMANTO DIAZ, L. et al. El ciclo celular. [s.I: s.n.].

DE ALMEIDA, S. M. V. et al. DNA binding and Topoisomerase inhibition: How can these
mechanisms be explored to design more specific anticancer agents? Biomedicine and
PharmacotherapyElsevier Masson SAS, , 1 dez. 2017.

DE BONO, J. et al. Olaparib for Metastatic Castration-Resistant Prostate Cancer. New England
Journal of Medicine, v. 382, n. 22, p. 2091-2102, 28 maio 2020a.

DE BONGO, J. S. et al. Prostate carcinogenesis: inflammatory storms. Nature Reviews
CancerNature Research, , 1 ago. 2020b.

DE MAGALHAES, C. S. et al. A dynamic niching genetic algorithm strategy for docking
highly flexible ligands. Information Sciences, v. 289, n. 1, p. 206-224, 2014.

DEGTEREV, A. et al. Chemical inhibitor of nonapoptotic cell death with therapeutic potential
for ischemic brain injury. Nature Chemical Biology, v. 1, n. 2, p. 112-119, 2005.

DELGADO, J. L. et al. Topoisomerases as anticancer targets. Biochemical JournalPortland
Press Ltd, , 31 jan. 2018.

DICK, J. E. Stem cell concepts renew cancer research. 2008.

DING, L. et al. The roles of cyclin-dependent kinases in cell-cycle progression and
therapeutic strategies in human breast cancer. International Journal of Molecular
SciencesMDPI AG, , 1 mar. 2020.

DOS SANTOS, T. A. R. et al. Antitumor and immunomodulatory activities of
thiosemicarbazones and 1,3-Thiazoles in Jurkat and HT-29 cells. Biomedicine and
Pharmacotherapy, v. 82, p. 555-560, 1 ago. 2016.

DOWLATH, M. J. H. et al. Effects of radiation and role of plants in radioprotection: A

critical review. Science of the Total EnvironmentElsevier B.V., , 20 jul. 2021.

DRWAL, M. N. et al. ProTox: A web server for the in silico prediction of rodent oral toxicity.
Nucleic Acids Research, v. 42, n. W1, 1 jul. 2014.

EBLE, J. A.; NILAND, S. The extracellular matrix in tumor progression and metastasis.
Clinical & Experimental Metastasis, n. 0123456789, 2019a.



114

EBLE, J. A.; NILAND, S. The extracellular matrix in tumor progression and metastasis.
Clinical and Experimental MetastasisSpringer Netherlands, , 15 jun. 2019b.

EGAN, W. J.; MERZ, K. M.; BALDWIN, J. J. Prediction of drug absorption using multivariate
statistics. Journal of Medicinal Chemistry, v. 43, n. 21, p. 3867-3877, 19 out. 2000.

ELMORE, S. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. [s.I: s.n.].

EL-SAWY, E. et al. Synthesis and biological activity of some new 1-benzyl and 1-benzoyl-3-

heterocyclic indole derivatives. Acta Pharmaceutica, v. 60, n. 1, p. 55-71, 1 mar. 2010.

ELSHERIF, M. A. et al. Antimicrobial evaluation and molecular properties prediction of
pyrazolines incorporating benzofuran and pyrazole moieties. Journal of Applied
Pharmaceutical Science, v. 10, n. 2, p. 3743, 1 fev. 2020.

FARDI, M.; SOLALLI, S.; FARSHDOUSTI HAGH, M. Epigenetic mechanisms as a new
approach in cancer treatment: An updated review. Genes and DiseasesChongging yi ke da

Xue, di 2 lin chuang xue yuan Bing du xing gan yan yan jiu suo, , 1 dez. 2018.

FERLAY, J. et al. Cancer statistics for the year 2020: An overview. International Journal of
Cancer, v. 149, n. 4, p. 778-789, 15 ago. 2021.

FOWKE, J. H. et al. Associations of body mass index, smoking, and alcohol consumption with
prostate cancer mortality in the Asia cohort consortium. American Journal of Epidemiology,
v. 182, n. 5, p. 381-389, 1 set. 2015.

FUKUNAGA, H. et al. A Brief Overview of the Preclinical and Clinical Radiobiology of
Microbeam Radiotherapy. Clinical Oncology, v. 33, n. 11, p. 705-712, 1 nov. 2021.

GALLUZZI, L. et al. Essential versus accessory aspects of cell death: Recommendations of
the NCCD 2015. Cell Death and DifferentiationNature Publishing Group, , 1 jan. 2015a.

GALLUZZI, L. et al. Essential versus accessory aspects of cell death: Recommendations of
the NCCD 2015. Cell Death and DifferentiationNature Publishing Group, , 1 jan. 2015b.

GALLUZZI, L. et al. Molecular mechanisms of cell death: Recommendations of the
Nomenclature Committee on Cell Death 2018. Cell Death and DifferentiationNature
Publishing Group, , 1 mar. 2018.

GANGULY, S. S.; LI, X.; MIRANTI, C. K. The Host Microenvironment Influences Prostate
Cancer Invasion, Systemic Spread, Bone Colonization, and Osteoblastic Metastasis. Frontiers

in Oncology, v. 4, n. December, p. 1-16, 2014.



115

GENIN, M. et al. M1 and M2 macrophages derived from THP-1 cells differentially modulate

the response of cancer cells to etoposide. BMC Cancer, v. 15, n. 1, 8 ago. 2015.

GEORGE, B. P.; CHANDRAN, R.; ABRAHAMSE, H. Role of phytochemicals in cancer
chemoprevention: Insights. AntioxidantsMDPI, , 1 set. 2021.

GHOLIVAND, K. et al. New phosphoramides containing imidazolidine moiety as anticancer
agents: An experimental and computational study. Bioorganic Chemistry, v. 120, 1 mar.
2022a.

GHOLIVAND, K. et al. Therapeutic potential of phospho-thiadiazole derivatives as anti-
glioblastoma agents: synthesis, biological assessment and computational study. Bioorganic
Chemistry, v. 129, 1 dez. 2022b.

GHOSE, A. K.; VISWANADHAN, V. N.; WENDOLOSKI, J. J. A knowledge-based approach
in designing combinatorial or medicinal chemistry libraries for drug discovery. 1. A qualitative
and quantitative characterization of known drug databases. Journal of Combinatorial
Chemistry, v. 1, n. 1, p. 55-68, 1999.

GHOSH, M. et al. Evaluation of ,8-tethymustine, a new anticancer compound, in murine

tumour models’Cancer Letters. [s.I: s.n.].

GILL, R. K. et al. Polysubstituted 2-aminoimidazoles as anti-biofilm and antiproliferative
agents: Discovery of potent lead. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 138, p. 152—
169, 2017.

GIROD, J. C. et al. Conformation of Deoxyribonucleic Acid in Alcohol Solutions.
Biochemistry, v. 12, n. 25, p. 5092-5096, 1973.

GOEL, S. et al. Overcoming Therapeutic Resistance in HER2-Positive Breast Cancers with
CDK4/6 Inhibitors. Cancer Cell, v. 29, n. 3, p. 255-269, 14 mar. 2016.

GOEL, S. et al. CDKA4/6 Inhibition in Cancer: Beyond Cell Cycle Arrest. Trends in Cell
BiologyElsevier Ltd, , 1 nov. 2018.

GOUVEIA, R. G. et al. Synthesis, DNA and protein interactions and human topoisomerase
inhibition of novel Spiroacridine derivatives. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v. 26, n.
22, p. 5911-5921, 1 dez. 2018.

GREENLEE, J. D. et al. Rafting down the Metastatic Cascade: The Role of Lipid Rafts in
Cancer Metastasis, Cell Death, and Clinical Outcomes. Cancer ResearchAmerican

Association for Cancer Research Inc., , 1 jan. 2021a.



116

GREENLEE, J. D. et al. Rafting down the Metastatic Cascade: The Role of Lipid Rafts in
Cancer Metastasis, Cell Death, and Clinical Outcomes. Cancer ResearchAmerican

Association for Cancer Research Inc., , 1 jan. 2021b.

GRETEN, F. R.; GRIVENNIKQV, S. I. Inflammation and Cancer: Triggers, Mechanisms,
and Consequences. ImmunityCell Press, , 16 jul. 2019.

GUEDES, I. A. et al. New machine learning and physics-based scoring functions for drug
discovery. Scientific Reports, v. 11, n. 1, 1 dez. 2021.

GUN, S. Y. et al. Redox Biology Targeting immune cells for cancer therapy. Redox Biology, v.
25, n. November 2018, p. 101174, 20109.

GUTSCHNER, T.; DIEDERICHS, S. The hallmarks of cancer: A long non-coding RNA point
of view. RNA Biology, v. 9, n. 6, p. 703719, 2012.

HA CHUNG, B.; HORIE, S.; CHIONG, E. The incidence, mortality, and risk factors of

prostate cancer in Asian men. Prostate InternationalElsevier B.V., , 1 mar. 2019.

HANAHAN, D. Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer DiscoveryAmerican
Association for Cancer Research Inc., , 1 jan. 2022.

HANAHAN, D.; WEINBER, R. The Hallmarks of Cancer. [s.l: s.n.].

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. Hallmarks of cancer: The next generation. Cell, 4 mar.
2011.

HASSAN, A. S. et al. Synthesis, molecular docking, and in silico ADME prediction of some
fused pyrazolo[1,5-a]pyrimidine and pyrazole derivatives as potential antimicrobial agents.
Journal of the Iranian Chemical Society, v. 19, n. 2, p. 521-545, 1 fev. 2022a.

HASSAN, A. S. et al. Synthesis, molecular docking, and in silico ADME prediction of some
fused pyrazolo[1,5-a]pyrimidine and pyrazole derivatives as potential antimicrobial agents.
Journal of the Iranian Chemical Society, v. 19, n. 2, p. 521-545, 1 fev. 2022b.

HE, S. et al. Receptor Interacting Protein Kinase-3 Determines Cellular Necrotic Response to
TNF-a. Cell, v. 137, n. 6, p. 1100-1111, 12 jun. 2009.

HEIDRICH, J.; SPERL, L. E.; BOECKLER, F. M. Embracing the diversity of halogen bonding
motifs in fragment-based drug discovery-construction of a diversity-optimized halogen-enriched

fragment library. Frontiers in Chemistry, v. 7, n. FEB, 2019.

HUANG, D. et al. The MLKL Channel in Necroptosis Is an Octamer Formed by Tetramers in a
Dyadic Process. Molecular and Cellular Biology, v. 37, n. 5, mar. 2017.



117

INCA. Estimativa 2020 : incidéncia de cancer no Brasil. Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva, p. 1-122, 2019.

INCA. E CANCER: ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, TOXICOLOGICOS E
REGULATORIOS. Rio de Janeiro: [s.n.].

IVANENKOV, Y. A. et al. Design, synthesis and biological evaluation of novel potent
MDM2/p53 small-molecule inhibitors. Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, v. 25, n.
2, p. 404409, 15 jan. 2015.

JOVANOVIC GALOVIC, A. et al. The Effects of Resveratrol-Rich Extracts of Vitis vinifera
Pruning Waste on HeLa, MCF-7 and MRC-5 Cells: Apoptosis, Autophagia and Necrosis
Interplay. Pharmaceutics, v. 14, n. 10, 1 out. 2022.

JURRUS, E. et al. Improvements to the APBS biomolecular solvation software suite. Protein
Science, v. 27, n. 1, p. 112-128, 1 jan. 2018a.

JURRUS, E. et al. Improvements to the APBS biomolecular solvation software suite. Protein
Science, v. 27, n. 1, p. 112-128, 1 jan. 2018b.

KALIKS, R. A. et al. Diferencas no tratamento sistémico do cancer no Brasil: meu SUS é
diferente do teu SUS Differences in systemic cancer treatment in Brazil: my Public Health

System is different from your Public Health SystemBraz J Oncol. [s.I: s.n.].

KANG, T. et al. Design, Synthesis, and SAR of Novel 1,3-Disubstituted Imidazolidine or
Hexahydropyrimidine Derivatives as Herbicide Safeners. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 69, n. 1, p. 45-54, 13 jan. 2021.

KARKI, R.; KANNEGANTI, T. D. The ‘cytokine storm’: molecular mechanisms and
therapeutic prospects. Trends in ImmunologyElsevier Ltd, , 1 ago. 2021.

KATSILA, T. et al. Computational approaches in target identification and drug discovery.

Computational and Structural Biotechnology JournalElsevier B.V., , 2016.

KAVITHA, C. V. et al. Novel derivatives of spirohydantoin induce growth inhibition followed
by apoptosis in leukemia cells. Biochemical Pharmacology, v. 77, n. 3, p. 348-363, 1 fev.
20009.

KAVITHA, C. V. et al. Propyl-2-(8-(3,4-Difluorobenzyl)-2’,5'-Dioxo-8-
Azaspiro[Bicyclo[3.2.1] Octane-3,4'-Imidazolidine]-1"-yl) Acetate Induces Apoptosis in Human
Leukemia Cells through Mitochondrial Pathway following Cell Cycle Arrest. PLoS ONE, v. 8,
n.7, 26 jul. 2013.



118

KEPP, O. et al. Oncolysis without viruses — inducing systemic anticancer immune
responses with local therapies. Nature Reviews Clinical OncologyNature Research, , 1 jan.
2020.

KHAN, I. et al. A decade of cell death studies: Breathing new life into necroptosis.

Pharmacology and TherapeuticsElsevier Inc., , 1 abr. 2021.

KHANFAR, M. A.; EL SAYED, K. A. Phenylmethylene hydantoins as prostate cancer invasion
and migration inhibitors. COMFA approach and QSAR analysis. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 45, n. 11, p. 5397-5405, nov. 2010.

KIST, M.; VUCIC, D. Cell death pathways: intricate connections and disease implications. The
EMBO Journal, v. 40, n. 5, mar. 2021.

KLEMM, F.; JOYCE, J. A. Microenvironmental regulation of therapeutic response in cancer.
Trends in cell biology, v. 25, n. 4, p. 198-213, 2014.

LAFAYETTE, E. A. et al. Synthesis of novel indole derivatives as promising DNA-binding
agents and evaluation of antitumor and antitopoisomerase | activities. European Journal of
Medicinal Chemistry, v. 136, p. 511-522, 2017.

LEE, S. H. et al. Interferon-gamma regulates inflammatory cell death by targeting necroptosis in

experimental autoimmune arthritis. Scientific Reports, v. 7, n. 1, 1 dez. 2017.

LEELANANDA, S. P.; LINDERT, S. Computational methods in drug discovery. Beilstein
Journal of Organic ChemistryBeilstein-Institut Zur Forderung der Chemischen
Wissenschaften, , 12 dez. 2016.

LIANG, X. et al. A comprehensive review of topoisomerase inhibitors as anticancer agents in

the past decade. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 171, p. 129-168, 2019.

LIN, X.; LI, X.; LIN, X. A review on applications of computational methods in drug
screening and design. MoleculesMDPI AG, , 2020.

LIPINSKI, C. A. Drug-like properties and the causes of poor solubility and poor
permeability. Groton: [s.n.].

LIU, C. et al. Tumor microenvironment and immunotherapy of oral cancer. European
Journal of Medical ResearchBioMed Central Ltd, , 1 dez. 2022.

LIU, H.; YANG, Z.; PAN, Z. Synthesis of Highly Substituted Imidazolidine-2,4-dione
(Hydantoin) through Tf 2 O-mediated Dual Activation of Boc-protected Dipeptidyl

Compounds Supporting Information. [s.I: s.n.].



119

LIU, Y. et al. Critical role of FOXO3a in carcinogenesis. Molecular CancerBioMed Central
Ltd.,, 25 jul. 2018.

LIU, Z. et al. In silico drug repositioning-what we need to know. Drug Discovery
TodayElsevier Ltd, , 2013.

LIU, Z. G.; JIAO, D. Necroptosis, tumor necrosis and tumorigenesis. Cell Stress, v. 4, n. 1, p.
1-8, 1 jan. 2020.

LOPEZ-LOPEZ, L. I. et al. Hidantoina y derivados como estructuras de importancia en la

Quimica medicinal: Avances recientes. [s.l: s.n.].

LUCIA DE ALMEIDA, V. et al. CANCER E AGENTES ANTINEOPLASICOS CICLO-
CELULAR ESPECIFICOS E CICLO-CELULAR NAO ESPECIFICOS QUE
INTERAGEM COM O DNA: UMA INTRODUGAOQuim. Nova. [s.l: s.n.].

MAHDI, R. et al. Synthesis and Characterization some Imidazolidine Derivatives and

Study the Biological Activity. [s.I: s.n.]. Disponivel em: <http://annalsofrsch.ro>.

MARTIN, Y. C. How medicinal chemists learned about log P. Journal of Computer-Aided
Molecular Design, v. 32, n. 8, p. 809-819, 1 ago. 2018.

MARTINS, A.,D.A.,H.J.,S.G.,A.A.,M. J., ... &A. L. Activity of Fourteen New
Hydantoin Compounds on the Human ABCB1 Efflux Pump. In Vivo, v. 26, n. 0258-851Xx, p.
293-298, 2012.

MASSAROTTI, A. et al. The tubulin colchicine domain: A molecular modeling perspective.
ChemMedChem, 2 jan. 2012.

MATOS-ROCHA, T. J. et al. Synthesis and biological evaluation of novel imidazolidine
derivatives as candidates to schistosomicidal agents. Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo, v. 59, 2017.

MBEUNKUI, F.; JOHANN, D. J. Cancer and the tumor microenvironment: A review of an

essential relationship. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, mar. 2009.

MENG, Y. et al. Human RIPK3 maintains MLKL in an Inativo conformation prior to cell death

by necroptosis. Nature Communications, v. 12, n. 1, 1 dez. 2021.

MILLS, C. C.; KOLB, E. A.; SAMPSON, V. B. Development of chemotherapy with cell-
cycle inhibitors for adult and pediatric cancer therapy. Cancer ResearchAmerican

Association for Cancer Research Inc., , 15 jan. 2018.



120

MOGUILEWSKY, M.; BERTAGNA, C.; HUCHER, M. PHARMACOLOGICAL AND
CLINICAL STUDIES OF THEA~IA~ROGENANANDRONLJ. steroid Biochem. [s.I: s.n.].

MOREIRA, L. A. et al. As dificuldades no rastreio e diagnostico do cancer de préstata: uma
revisao integrativa. Research, Society and Development, v. 11, n. 8, p. e48011831213, 26 jun.
2022.

MORRISH, E.; BRUMATTI, G.; SILKE, J. Future Therapeutic Directions for Smac-
Mimetics. CellsNLM (Medline), , 11 fev. 2020.

MOSES, C. et al. Hallmarks of cancer: The CRISPR generation. European Journal of
CancerElsevier Ltd, , 1 abr. 2018.

MOSTAFA, A. A. et al. Biological evaluation of some imidazolidine-2,4-dione and 2-
thioxoimidazolidin-4-one derivatives as anticoagulant agents and inhibition of MCF-7 breast
cancer cell line. International Journal of Pharmacology, v. 12, n. 4, p. 290-303, 2016a.

MOSTAFA, A. A. et al. Biological evaluation of some imidazolidine-2,4-dione and 2-
thioxoimidazolidin-4-one derivatives as anticoagulant agents and inhibition of MCF-7 breast

cancer cell line. International Journal of Pharmacology, v. 12, n. 4, p. 290-303, 2016b.

MUEGGE, I.; HEALD, S. L.; BRITTELLI, D. Simple selection criteria for drug-like chemical
matter. Journal of Medicinal Chemistry, v. 44, n. 12, p. 1841-1846, 7 jun. 2001.

MUKHERJEE, A. et al. Evaluation of Fluoren-NU as a Novel Antitumor Agent. Oncology
Research, v. 17, p. 387-396, 2009.

NAFIE, M. S. et al. Evaluation of 2-thioxoimadazolidin-4-one derivatives as potent anti-cancer
agents through apoptosis induction and antioxidant activation: In vitro and in vivo approaches.
Molecules, v. 27, n. 1, 1 jan. 2022.

NEGI, A.; MURPHY, P. V. Development of Mcl-1 inhibitors for cancer therapy. European

Journal of Medicinal ChemistryElsevier Masson s.r.l., , 15 jan. 2021.

NEPOMUCENQO, L. et al. MECANISMOS DE REPARO AOS DANOS NO DNA NOS
PONTOS DE CHECAGEM DO CICLO CELULAR. Enciclopédia Biosfera, v. 14, n. 25, p.
881-902, 20 jun. 2017.

NEWMAN, A. M. et al. Determining cell type abundance and expression from bulk tissues with
digital cytometry. Nature Biotechnology, v. 37, n. 7, p. 773-782, 1 jul. 2019.

NOWAK-SLIWINSKA, P.; SCAPOZZA, L.; ALTABA, A. R. |. Drug repurposing in

oncology: Compounds, pathways, phenotypes and computational approaches for



121

colorectal cancer. Biochimica et Biophysica Acta - Reviews on CancerElsevier B.V., , 1 abr.
20109.

OCANA, M. C. et al. Metabolism within the tumor microenvironment and its implication on
cancer progression: An ongoing therapeutic target. Medicinal Research Reviews, n. May, p. 1-
44, 2018.

OLVER, I. et al. The timeliness of patients reporting the side effects of chemotherapy.
Supportive Care in Cancer, v. 26, n. 10, p. 3579-3586, 1 out. 2018.

PANAGOPOULOQOS, A.; ALTMEYER, M. The Hammer and the Dance of Cell Cycle

Control. Trends in Biochemical SciencesElsevier Ltd, , 1 abr. 2021.

PATRA, S. et al. Dysregulation of histone deacetylases in carcinogenesis and tumor
progression: a possible link to apoptosis and autophagy. Cellular and Molecular Life
SciencesBirkhauser Verlag AG, , 1 set. 2019.

PEDERSINI, R. et al. Changes in eating habits and food preferences in breast cancer patients

undergoing adjuvant chemotherapy. Scientific Reports, v. 11, n. 1, 1 dez. 2021.

PEISCH, S. F. et al. Prostate cancer progression and mortality: a review of diet and lifestyle
factors. World Journal of Urology, v. 35, n. 6, p. 867-874, 1 jun. 2017a.

PEISCH, S. F. et al. Prostate cancer progression and mortality: a review of diet and lifestyle
factors. World Journal of Urology, v. 35, n. 6, p. 867-874, 1 jun. 2017b.

PIAZZA MJ; URBANETZ, A.; CARVALHO NS. Biologia molecular: aspectos béasicos da

genética: parte | Molecular biology: genetic basic aspects. [s.I: s.n.].

PINHEIRO, R. B. DOS S. et al. Andlise in silico do perfil farmacocinético e toxicolégico do
complexo tioglicolato de Zinco Il [Zn(ATG)2(OH2)2]. Research, Society and Development,
v. 11, n. 6, p. 44711629430, 3 maio 2022.

PIRES, D. E. V.; BLUNDELL, T. L.; ASCHER, D. B. pkCSM: Predicting small-molecule
pharmacokinetic and toxicity properties using graph-based signatures. Journal of Medicinal
Chemistry, v. 58, n. 9, p. 4066-4072, 14 maio 2015.

QUIJANO, M. A,; VELASQUEZ, M. M. defectos de la apoptosis en el linfoma cutaneo. Rev
Asoc Colomb Dermatol, p. 174-183, 2016.

RAJABI, S. et al. The most competent plant-derived natural products for targeting

apoptosis in cancer therapy. BiomoleculesMDPI, , 1 abr. 2021.



122

RICHARDSON, J. S.; RICHARDSON, D. C.; GOODSELL, D. S. Seeing the pdb. Journal of

Biological ChemistryAmerican Society for Biochemistry and Molecular Biology Inc., , 2021.

RINDI, G.; INZANI, F. Neuroendocrine neoplasm update: Toward universal

nomenclature. Endocrine-Related CancerBioScientifica Ltd., , 2020.

RODRIGUEZ, D. A. et al. Characterization of RIPK3-mediated phosphorylation of the
activation loop of MLKL during necroptosis. Cell Death and Differentiation, v. 23, n. 1, p.
76-88, 1 jan. 2016.

ROGAWSKI, M. A.; LOSCHER, W. The neurobiology of antiepileptic drugs for the

treatment of nonepileptic conditions. Nature Medicine, jul. 2004,

ROMAGNOLLI, R. et al. Concise Synthesis and Biological Evaluation of 2-Aroyl-5-Amino
Benzo[ b Jthiophene Derivatives As a Novel Class of Potent Antimitotic Agents. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 56, n. 22, p. 9296-9309, 27 nov. 2013a.

ROMAGNOLL, R. et al. Concise Synthesis and Biological Evaluation of 2-Aroyl-5-Amino
Benzo[ b Jthiophene Derivatives As a Novel Class of Potent Antimitotic Agents. Journal of
Medicinal Chemistry, v. 56, n. 22, p. 9296-9309, 27 nov. 2013b.

RUHLE, A. et al. The current understanding of mesenchymal stem cells as potential
attenuators of chemotherapy-induced toxicity. International Journal of CancerWiley-Liss
Inc., , 1 dez. 2018.

SABARWAL, A.; KUMAR, K.; SINGH, R. P. Hazardous effects of chemical pesticides on
human health-Cancer and other associated disorders. Environmental Toxicology and

PharmacologyElsevier B.V., , 1 out. 2018.

SAKTHIVEL, K. M.; GURUVAYOORAPPAN, C. Acacia ferruginea inhibits tumor
progression by regulating inflammatory mediators-(TNF-a, iNOS, COX-2, IL-18, IL-6,
IFN-y, IL-2, GM-CSF) and pro-angiogenic growth factor- VEGF. Asian Pacific Journal of

Cancer PreventionAsian Pacific Organization for Cancer Prevention, , 2013.

SANTOS, K. B. et al. Highly Flexible Ligand Docking: Benchmarking of the DockThor
Program on the LEADS-PEP Protein-Peptide Data Set. Journal of Chemical Information and
Modeling, v. 60, n. 2, p. 667683, 24 fev. 2020.

SARKARIA, J. N.; BRISTOW, R. G. Overview of Cancer Molecular Radiobiology. Radiation
Oncology Advances, p. 115-116, 2008.

SCHUZ, J. et al. European code against cancer 4th edition: 12 ways to reduce your cancer risk.
Cancer Epidemiology, v. 39, p. S1-S10, 9 abr. 2015.



123

SCHWARZER, R.; LAURIEN, L.; PASPARAKIS, M. New insights into the regulation of
apoptosis, necroptosis, and pyroptosis by receptor interacting protein kinase 1 and

caspase-8. Current Opinion in Cell BiologyElsevier Ltd, , 1 abr. 2020.

SHAH, A. et al. Characterization and DNA binding studies of unexplored imidazolidines by
electronic absorption spectroscopy and cyclic voltammetry. Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, v. 120, p. 90-97, 5 mar. 2013.

SHAH, M. H. et al. Neuroendocrine and adrenal tumors, version 2.2018 featured updates
to the ncen guidelines. INCCN Journal of the National Comprehensive Cancer
NetworkHarborside Press, , 1 jun. 2018.

SHALAPOUR, S.; KARIN, M. Immunity, inflammation, and cancer: An eternal fight
between good and evil. Journal of Clinical InvestigationAmerican Society for Clinical
Investigation, , 1 set. 2015.

SHARMA, V.; CRANKSHAW, C. L.; PIWNICA-WORMS, D. Effects of multidrug resistance
(MDR1) P-glycoprotein expression levels and coordination metal on the cytotoxic potency of
multidentate (N402) (ethylenediamine)bis[propyl(R-benzylimino)]metal(l1l) cations. Journal
of Medicinal Chemistry, v. 39, n. 18, p. 3483-3490, 1996.

SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D.; JEMAL, A. Cancer statistics, 2019. CA: A Cancer Journal
for Clinicians, v. 69, n. 1, p. 7-34, jan. 2019.

SIGMAN, D. S.; MAZUMDER, A.; PERRIN, D. M. Chemical Nucleases. Chemical Reviews,
v. 93, n. 6, p. 2295-2316, 1993.

SIGMAN,’, D. S.; MAZUMDER, A.; PERRIN, D. M. Chemical NucleasesChem. Rev. [s.I:

s.n.]. Disponivel em: <https://pubs.acs.org/sharingguidelines>.

SINGH, N. et al. Molecular modeling and molecular dynamics studies of hydralazine with
human DNA methyltransferase 1. ChemMedChem, v. 4, n. 5, p. 792-799, 11 maio 2009.

SMIT, B. M.; PAVLOVIC, R. Z. Three-step synthetic pathway to fused bicyclic hydantoins
involving a selenocyclization step. Tetrahedron, v. 71, n. 7, p. 1101-1108, 18 fev. 2015.

SPENGLER, G.,H.J.,0.1., V.M., K-K. K., M. J., & A. L. Modulation of Multidrug
Efflux Pump Activity by New Hydantoin Derivatives on Colon Adenocarcinoma Cells without
Inducing Apoptosis. Anticancer Research, v. 31, n. 0250-7005/2011, p. 3285-3288, 2011.

SUNG, H. et al. Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN Estimates of Incidence and
Mortality Worldwide for 36 Cancers in 185 Countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians,
v. 71, n. 3, p. 209-249, maio 2021.



124

SUVARNA, V.; SINGH, V.; MURAHARI, M. Current overview on the clinical update of
Bcl-2 anti-apoptotic inhibitors for cancer therapy. European Journal of

PharmacologyElsevier B.V., , 5 nov. 2019.

TAITT, H. E. Global Trends and Prostate Cancer: A Review of Incidence, Detection, and
Mortality as Influenced by Race, Ethnicity, and Geographic Location. American Journal
of Men’s HealthSAGE Publications Inc., , 1 nov. 2018.

TAM, S. et al. Association of Immunosuppression with Outcomes of Patients with
Cutaneous Squamous Cell Carcinoma of the Head and Neck. JAMA Otolaryngology -
Head and Neck SurgeryAmerican Medical Association, , 1 fev. 2020.

TANG, D. et al. The molecular machinery of regulated cell death. Cell ResearchNature
Publishing Group, , 1 maio 2019.

TETTAMANTI, G.; CASARTELLI, M. Cell death during complete metamorphosis.
Philosophical Transactions of the Royal Society B: Biological SciencesRoyal Society
Publishing, , 14 out. 2019.

THAKKAR, S. et al. Tumor microenvironment targeted nanotherapeutics for cancer

therapy and diagnosis: A review. Acta BiomaterialiaActa Materialia Inc, , 1 jan. 2020.
THI XUAN, N.; VAN HAI, N. Klotho (KL). [s.I: s.n.].

THOMAS, D.; RADHAKRISHNAN, P. Tumor-stromal crosstalk in pancreatic cancer and
tissue fibrosis. Molecular Cancer, v. 18, n. 1, p. 1-15, 2019a.

THOMAS, D.; RADHAKRISHNAN, P. Tumor-stromal crosstalk in pancreatic cancer and
tissue fibrosis. Molecular CancerBioMed Central Ltd., , 21 jan. 2019b.

TUMMERS, B.; GREEN, D. R. Caspase-8: regulating life and death. Immunological
ReviewsBlackwell Publishing Ltd, , 1 maio 2017.

VANDEN BERGHE, T.; HASSANNIA, B.; VANDENABEELE, P. An outline of necrosome
triggers. Cellular and Molecular Life SciencesBirkhauser Verlag AG, , 1 jun. 2016.

VINEIS, P.; WILD, C. P. Global cancer patterns: Causes and prevention. The
LancetElsevier B.V., , 2014,

WALDUM, H. L.; SAGATUN, L.; MJZNES, P. Gastrin and Gastric Cancer. Frontiers in
Endocrinology, v. 8, 17 jan. 2017.



125

WANG, G.; ZHU, W. Molecular docking for drug discovery and development: A widely
used approach but far from perfect. Future Medicinal ChemistryFuture Science, , 1 set.
2016.

WANG, S.-C. et al. Limited improvement in prostate cancer mortality-to-incidence ratios in
countries with high health care expenditures. AGAIN, v. 12, p. 21308-21315, 2020.

WEBER, K. et al. Nuclear RIPK3 and MLKL contribute to cytosolic necrosome formation and
necroptosis. Communications Biology, v. 1, n. 1, 1 dez. 2018.

WEBER, M. B. et al. Advanced squamous cell carcinoma and immunotherapy: new therapeutic

perspectives. Surgical and Cosmetic Dermatology, v. 13, 2021.

WURTH, R. et al. Drug-repositioning opportunities for cancer therapy: Novel molecular
targets for known compounds. Drug Discovery TodayElsevier Ltd, , 1 jan. 2016.

XIA, B. et al. MLKL forms cation channels. Cell Research, v. 26, n. 5, p. 517-528, 1 maio
2016.

YAN, G.; ELBADAWI, M.; EFFERTH, T. Multiple cell death modalities and their key
features (Review). World Academy of Sciences JournalSpandidos Publications, , 1 mar.
2020.

YANOFSKY, V. R. et al. Understanding dendritic cells and their role in cutaneous

carcinoma and cancer immunotherapy. Clinical and Developmental Immunology, 2013.

YOON, S. et al. Necroptosis is preceded by nuclear translocation of the signaling proteins that
induce it. Cell Death and Differentiation, v. 23, n. 2, p. 253-260, 1 fev. 2016.

ZAGORSKA, A. et al. Design, synthesis, and in vitro antiproliferative activity of hydantoin and
purine derivatives with the 4-acetylphenylpiperazinylalkyl moiety. Materials, v. 14, n. 15, 1
ago. 2021.

ZAIDI, S. et al. The anticancer potential of metformin on prostate cancer. Prostate Cancer

and Prostatic DiseasesNature Publishing Group, , 1 set. 2019a.

ZAIDI, S. et al. The anticancer potential of metformin on prostate cancer. Prostate Cancer

and Prostatic DiseasesNature Publishing Group, , 1 set. 2019b.

ZHANG, M. et al. Design, synthesis, and biological evaluation of hydantoin bridged analogues
of combretastatin A-4 as potential anticancer agents. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v.
25, n. 24, p. 6623-6634, 15 dez. 2017a.



126

ZHANG, M. et al. Design, synthesis, and biological evaluation of hydantoin bridged analogues
of combretastatin A-4 as potential anticancer agents. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v.
25, n. 24, p. 6623-6634, 15 dez. 2017h.

ZHANG, Y. et al. Plasma membrane changes during programmed cell deaths. Cell
ResearchNature Publishing Group, , 1 jan. 2018.

ZIMMERMANN, M. O. et al. Halogen-enriched fragment libraries as chemical probes for
harnessing halogen bonding in fragment-based lead discovery. Future Medicinal Chemistry,
V. 6, n. 6, p. 617-639, 2014.



127

ANEXO 01 - PARECER COMITE DE ETICA HUMANO

b UFPE - UNIVERSIDADE
CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - W
St o CAMPUS RECIFE -

J UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesguisa: AVALIACAD DA ATIVIDADE ANTICANCER E MECANISMO DE AGAO DE AGENTES
IMIDAZOLIDIMICOS
Pagquisadar: Auvanl Arunes da Sika Junior
Area Temafica:
Versio: 1
CAAE: 37065920 2. 0000.5208

Instituigha Propenents; CENTRO DE CIEMCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal; Financiamenie Prapeip

DADOS DD PARECER

Humero do Parecer: 4,322 311

Apresentagio do Projelo:

O prajesa “Avaliagda da Alividade Anlicdncer & Mecanisma de Agda de Agenles Imidazalidinicas” irata-se de
um projein de Deutorada, do Programa de Inpvagia Terapdutica, da UFPE, do doutoranda Aweani Anfunas
da Zilva Juniar, tende como arigntadera a Prada, Dra. Maira Galding da Racha Pitta & mais cince
pasquisadores na aguipe, Exle projelo obietva a avaliacas da alividade anticnger @ o mecanisma de agao
de mokculas de iImidazolidinas do fipo 2 4-dicna. Sard desanvablide com medodologla axparimental alraves
da esiudos “im wing”, com cultura oe Celulas nofmas & negplasicas cuRivadas saparsdaments am meins
espacilicos para 1al, nos guaid gerfio ineculadas s mokculas que lazem garie do esiudo em dlerentes
canceniragées, sends realizado andlises de ciloloxicidade, cilometna é@ luxe laminar, analise de ciclo
celular, esiuda de eleila sabre lopaisomerase, ensaio de migragia, Western Blot. Os pesguisadores
esperam gue as moléculas de midazplidinas frenle a células normais demansirem baisa loxicdade, gue as

mplézulas apreseniem interleréncias no cicle celular em fase G2.

Objetivo da Pesguisa:
Ohjetiva Geral:
Aaliar & alividass anbichnoar de novos dedvados imdazalidinices & EI'.:I"I'IPI'EET'IIHI' O SEE Mecanismas da

aGan.

Emsfarais:  Av. da Engenhans o - 1F ard o, sak 4, Prdcio oo Cantrg o CHnckas da Badoe

Bairm;  Chdade Universifany CEP; £ Fsiaim
uF; PE Munizipie; AEGFE
Takalane: 3112 25 B58E Esmul:  cosphismanoes ulpo ko br

Wi B il %



128

4 UFPE - UNIVERSIDADE
CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - W
Carent 3 daca CAMPUS RECIFE -

. UFPE/RECIFE

Contirumcio do Parscer: 4 3052 381

Chijelivos especificos:

= fyealiar a citalpeicidas fas dervadas imidazolidinicos frente & linhagens nao tumorais & normais (PEMCs);
= Avaliar a atiidage cicléxica dos derivados imidazolidinicos frente & diferenies linhagens de células
neaplasicas;

- Irvastigar o aleis dos dedvadas imidazaldinicas na clolo calular;

- Iregshigar o alefs dos dervadas iImidasaldineas na inducsd de morta celular;

- fyaliar o aleiba dos derivados imdazoldinicos sabre a alividade da enzima opaigomarase |,

- fnalisar o polencial dos derreados imidazolidinices na mibigio do eleito migratdrie de inhagens amarais,

- Iveeatigar poasiveds ahvos moleculares de vias apopldticas de linhagens lumorais apds iralamenta com

derivados midazalidinicos.

Avaliagao dos Riscos ¢ Beneficios:

Riscos:

= pesquisadores consideram ob rscos que podem ocamer no ato da colata de sangue dos doadores de
célilas sanguiness recrutados sfo descontforto no momanio da colefa @ o brage pode ficar um powco
dalosioo & aprasentar hematama Jue & uma Grea aroxesda no local 9 coleta. Ne Inuto de minimizar estes
Fistod & cokla serd leita par prolissionais renades & competantes & onentadas para redudir os fscos.

Bez e ficioes::
Map e=ldo pravisios beneficios direlos para as walunlaries. Este esiuda permilird avaliar a alividade
anlichnoer & mecanismo de agdo de agentes imidazalidinicas no inluila de invesligar o pabencial de

desenvalvimanta de navas maléculas com possibilidade de aplicagido am nevas terapias anicancar,

Comenianios @ Consideracdes sobre a Pesquisa:

Para asba esiedo sard realizada & colefa de amastras oo sangue perdédca de 10 wolunidros sadics, o5
mesmes serdo recrulades no Ambite da universidade. Serfio coleiados 10-15 mL de sangue am ubos
conlands o anticoagulanis heparina. Menhuma celela serd realizada sem & aulorizagie prévia dos
walunlarios, & [ambém serdo prestadas todas as informacies sebre o objelivo do esluds & o

Emdurages:  Av. da Engenhana on® - 1F andor, saka 4, Priéoio do Canira de CHinolas da Eadde

Bpirmg:  Chisos Univeeinans CEP: &) Tad-Ain
uF; PE Municipio: RAECFE
Tubalani: (31721 554588 E=mal: cogphiman i ulpaf@aloa br

P E2 e 3%



129

4 UFPE - UNIVERSIDADE
CEP FEDERAL DE PERNAMBUCO - W
Goren . doca CAMPUS RECIFE -

] UFPE/RECIFE

Contirumcio do: Parscar: 4. 307 23]

interesse am sua paricipagio. Serdo ncluides apenas candidatos maiores de 18 anos de idade, de ambas
05 SEX05 @ OUE NAD passuam doengas crinicas ceclaradas aké o momerta da pesquisa, Serdo exchidos da
pesquisa indieiduas que passuam deangas crdnicas, mulheres gravidas, aw individuas que declarem no ato
da colata, 1er maniestade sinais & simomas coma: febre, espirra, nnorreia, dor de garganta, diareia,
niaLEaEs, miakgla ou fadga 8 ow gualguer sintoma segestva de Infacgies de origens bactarianas, lingicas,
virals efou putolmunes, Todas as despesas serdo custendas pedkd pesquisactar responsawal pelo projata de

pesquisa.

Considerachbes sobre o8 Termos de apresenla;do obrigaloria:

O pRsguisadar responsavel andxou Folha da Rosioe asdinada pela Diretara do Cenlro de Biocdncas, Cana
de Anudncia assinada pela Diretara do Centrd de Biodciéncias, declaragdo de vinculs as Programa de
Inowagdo Terapéwtica — Doutarada; projelo de pesquisa; Termo de Consentimenlo Lisve & Esdarecido para
maiores de 18 anos au emancipados, Termo de Campromissa & Conlidencialidade assinado pela

pesquisador responsavel @ os curriculos dos sete pesguisadores envolvides na pesquisa.

Recomendadbes:
& abjelivos deyem ser sscriios com verbas na intiniliva.

Conclustes ou Pendéncias @ Lista de Inadequag des:
Frivicoka Aprovado

Consideracées Finais a critério do CEP:

2 Prosocok foi avaliade na reunido do CEF g esta APROWADC para iniciar a coleta de dagas, Indgrmamas
que a APRCVAGAD DEFINITIVA do prajeta 56 serd dada apés o envio da Nofficagda com o Relatdrio Final
da pesquisa. O pesquizador deverd 1azer o downlogd do modely de Relaiirio Final para envia-le via
“Motiticacsn”, pela Plataforma Brasil, Siga a8 instrugdes do link “Para emdar Relaidre Final®, dieponivel no
site o CEFYUFPE, Apde apraciacas desse ralatdng, o GEF eming novy Parecer Consubstancisdo deliniivg
pelo gistama Plalalorme Brasi,

Infarmamas, ainda. que o (a} pesguisadar (8) deve desenvalver 8 pesquisa confarme delineada naghe
prajocalo aprowada, axceta quanda perceber risco ou dano n&a pravisio ao valunidno paficpane [ilem ¥.3,,
da Aesalucda CHEMSE W 45681 2). Eventuais madiicagies nesta pesquisa devem ser solicitadas avavés de
EMEMDM, ao projeio., identilicando a parte da pralocalo a ser
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Este parecer foi elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documenis AgLID Poatagem ALiioe Siluacsa
Intormaghes Basicas _IM [T | IGAR [ STNIEE0E0 Al
do Frajeta ROJETS 1817431 .pdl 1618948
Frajelo Detalhado 7 | Projetoauvaniversaohinal po 2THEA020 | Auvani Anfunes da Aceiba
Brachura 16:18:40 | Silva Junicr
In
TGLE f Temmos de | TCLE. pof 2THER020 | Aurvari Anfunas da Areita
Arpaniimenta 16:18:15 | Silva Juniar
Juglilicativa e
Auséncia
Declaragia de CARTADEAMUENCIAASSINAD. pdl 2TNE2020 | Auseani Arfunas da Apeita
Inslihgigino » 14:06:58 | Silva Junicr
Inirgasiruiurg
Folha de Rasio felhasarastioassinada. p 2TNA2020 | Auvani Anfunas da Argita
140625 | 5Silve Junior

Ciitros CUrnCL moacyT, pdl SHIEE0Z0 | Auvani Andunsas da Apmita
10:5718 I Silva Jupior

Culros curnculamichele pdl 24E2020 | Auneani Arfuras da Aceika
10:56:48 | Silva Junicr

Clulros curnculamarmapod SER2020 | Auvant Ansuras da Acpita

. 10:56:15 [

Dwiros curicukmandanny pdl SA0E2020 | Auvani Anfursas da Aceia
10:65:65 | Silva Junicr

Ciulros curnculamaira. pdf 2d0EA00 | Auvani Anfunes da Aceiba
10:56:38 | Silva Junior

[Dutros curncLikaivan pol 2B R0 | Auvani Artumas da Aceita

| 105355 1Silva anior

Chilroes surfcukbananigdl SAM0E2020 | Auvani Andunas da Acela
10:63:28 | Silva Junior

Cutros declaracaaoevnculo pol 24ME2020 | Auvari Anfunas da Areita
10:50:48 | Silve Junior

Declaragsa oa Termacenlidencialiadelimidazoidnapo| 24082020 | Auvani Antunas da Aceh

Pasquisadares 10:560:08 | Silva Junior
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ANEXO 02 - Artigo Publicado: Imidazolidine Derivates in Cancer Research: what

is Know?
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Imidazolidine Derivatives in Cancer Research: What is Known?

Auvani Antunes da Silva Jimior', Maorina Galdine da Rocha Pitta', Mardonny Brune de Oliveim Chagas’,
Moacyr Jesus Barreto de Mele Rége”, Michelle Melgarejo da Rosa’ and Maira Galdino da Rocha P’
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Abstraer: Wis well knedan thal coseed is e sevod leadng caice of dealh worldwale. Due o this Tl sy results T
b trewmieni of cwier ang constandly boing inireducad and verified, Imidaroliding denvatives regelaio coll cysle pro-
gression and DN sabiling. Bmiciraly. o hoemoycli nuckas freors a dissen DNA imeracion and thenelone, comim)
of fhe [INA repkcation process. Thas review aims nel oy io docws Be ok of melasclignes m caacer thenpy b
wang ilaia

AERTICLE HISTHRY

i Bwvmialo 32, 200

al= axplong the hmcnonaley of such aganis i ibg fuiure agparia of cancer prog ansl [

Bpvisck dprdl 29, 6]
Apcrpnd: My 1. 221 Trops |98 o 2000 has peescibiad madasl-ine denvabves as o ielevant Senpeotic ool & medulale camr proges-
e sun i maly Here we baghlighl dhese aspecis m 2 varicty of cell lines, cancer bypes, mvelving o viiro md

[PRLE AT R EF iy Sk L P T vivg iechniques.

Beyuords: Apofilnsis, caneer, ecll gycle, DRA, imidazolidine, miseaner.

L INTRODUCTION

It e el B thal ssthle dismrses aml
complications sich as candiovasoular diseases, cheonic respinatory
dlimeasizs, sl cancer ang inehded among the mel cnses o illniss
and death, ghabally. In 2008, cancer bacame one in each six causes
al (eth, O pote, approsimately ballal the cases were compaliad
developing counrics with lowsmiddle inoome [ 1:5].

Wonds ike cancer, neoplasia or maligrani omaor are teminolo-
s wed we neime morg than 200 dissaees caisad by intnnsic and
exirireme reasons, threughout the bedy, The moleoular badogy of
canicer myvolves chimges in the genete code, which svolves o the
roptd and urgorirolled growth of aliered cells, in sddigion s keng
he Lt of these celbe In some coses, The maligram ol spreads o
orpans and oiber tisswes, initiating 5 procoss of meiasasis 8, 7]

The wirkl hialth orgsmacaton eatimagad tha the mod commem
cancers wordwide dper million casesp included lung (209 bresst
(2,090 welorectal (1K) prestale 1 23), skin comeer [10E) and
stomsach (105} [n 301%, 1,782,850 new cancer cases and &0, 8BEG
canear deaths opurned m e United Stales [B-10)

The leading coses of ek Gacwes Sor caneer developiment
irclude otaces, spprocmeaiely 27% of cancer deaths. mmopause,
inappropiate Soed imeke, lecking exerclse, envirommental i oo-

cupational heeards [11, 12].

Sixly b mevenly percenl of cancer patiente are skl with
chemoiherapy agent= [13]. The use of chemical compoands de-
ereasn The apealmp ol esllulie growth

Antinesplastic drags aim o inkiba e cell division, whilz
impairmg fmmor progression. The imbalance mechamsm comes
with the efleatof chemothersgoitie ments agaman gon-cancer el
cmerging distinguished body comphcations, More siedics am war-
robed %0 as 10 eslablsh a more seleenive and bas imvasive sslecule
o ba consdered for cancer seatmeni [ 14-14].

® Akl rese ceirespd e Do ik kg ol e Depaiient of Bee by,
Federal Ureversity of Permambwno, PO Bea: 50730.150, Ko, Buazil;
Tl +H5 52 1967 1 TTHE, Fax: +55:81:2 12659407,
[-reanln: mgmpitaceg resl som meairs ptadenipa e

IRTI-S200XN S50

Imidaxodidine derivabnes are compesed of @ heserocyelic no:
cleug smrreanilal by wetive nitmgen atome [17, 18] Compellng
data bave sddrossed the activity of such medecules in regand e he
eell eveli imhibiten [19, 20),

Tin ercowe rescarch in This domals, the pressat review pro-
widiz an insight imto the ole af midaalaling dervatives on cancer
pesaearch and treamens i Table 17

L IMECUSSIN
Ll Charasteristic and Bishegical Activity of Imidazolidines

Imubizslilings or ol mE WITE 1 by RHayir, in
1%i1. The suciure m'lda:ulll:llnt'-!‘-i-dlmm came from a produc
of the Bydatioin eaction, in the syihesds of urs weid. These suole-
cubes comatitone an imponme heteroyelic organic group of oorme
peeiiids, shoaving a pentigone] confonsation. They have bes &
wiod from miurl products disckeng 2 roge spectrum of apph-
eations [211, 23]

In compliaree with IUPAC {Internationel Unisn of Pure ad
Applial Chimistrg), hydnboms have an imibizehlne mg com-
poscid of o carbony ks i positens 2 and 4, md two nErogen aoms
m posilions | sl 3 {SEuciure 13 The change in ile slnglure can
gerende alieratons in its chemical, physical md phamacedogical
propeties al the maleculi: [17],

Snsdies comprise (he phammssologizal interest of Imidazolidine
mlecules not onty for ®s bicacenaiy cheracierisiics, bui also for is
capizity of stnsctanl sodification [24). The olegical setivity of
Imidazodidine comprises effeci as anliconwulsant [25], antilumaor
[26], mesancer [I7] antiparasitic [2H], asd antissrhythmic |29] for
BRI

1.3, Imidazediding Mulecnles with Andi-Cancer Activiiy

In 1996, Shamsa, Crankshaw and Worms developed the sello
pharmaceutics rr-a]n:l:ul-: 1-:|Ir|-'knrd|u|rp:] |'-.|'- hl:-l'prc-p'!.ll[‘-‘
hylroy-T-metl 11 sl fiethy benedismmine WA
bl propy |- h:.'dn.l:::.'—i h-dlm-:ﬂ'r:-l,_\tmn'll |mrr|-.'-|] (E-EMBPMy
wilh pedential anticancer activily {Shuciure 1)
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Tabde 1. Listaf ihe anii-temoral mechanism of imidambdine derivatives
ET1 - Nrar Al Call Limw Mlichuam ol Acrand leda pheal 180
Human cpsdermal corereama (RE-X-|
Clande e o e oision poiaey sleshiaien wte capressien of gheoproias-P
Surmawal 1654 Wl g réskiant iakmaal i
o piwnad conmg s B RMIF an roa i B-ERLBF conplens
Eva b v al by buing s Hpophil iing Sacorna-| B3 | TIN5 & lymplasna
W
et ' sty of vdasmlaise Ehakghin (CHL 73411 ezt
Tordemirraina hes thi esner o e "':m:]':'ﬂf:';'h-mr;"
Kavika cai 200 i ppsizsal e skde S cm Loukamia ool ICRL-0550) i Pu-saspate 1. 4
e . cleavage al ik pely | lereane fphaphrs-
: i || pody et ok
Sybts ) s asrar s cdigl: Hirras rwreblastomi | SE--BHE
5 ) roprhlaann (IVP-02) leng { A0,
Mhukbmjee o ol R :dminlg‘mﬂhﬁ prosine (DU 1451, boukeia (HL 681, ¢ Inkatr i ihe wymihisn of DA and B
e raphagacl)417)
Seilvm s bl coripadads fon
byl 1204 and |-yl .
Ebirey rhal 2| bomseyb i (i ey | e L Seldewrbed.
w1 sntinmkorobda] ol ek
efect.
Clarsieros mmedaced khre compoursh
Soush v al. ol ] il L Frmad hom o et i b 1 v wrady wilh Mragrenis ol DA Farwuatkom of oo ectbon sddctow bk N A
Lo weoc hsiara a7 b scnion.
SRk wal Ta wvad i that efact of Fegpinas
Kb _Charuwayinm HUE] ealvsd conlmaig predandihne con- Lymryphorna of Dialiom 1L [0 | errimormdalbon mad Lrser s pecriin
i O poundson tamans
Tk T raplanan, beading e ooll ovi ke
|msaan i i wer aoviy oul de bl v e e e s e e o pree-
Kavitha e ai 113 ik etk of wrprobrd Lowiernia el {K362) pepiotic BAD i L nk-
1ain deriva v | ASHINL et BOLY prodeire il aoatiom of
o
T Ftly i perccroinvefy ol H i e | AVTE
Chiukaud il M A -1 P ]
" CITAML a1 e PSR T RIERT | ppagtonytic estonino e 1L 208 AR apeps
Syrekads of w keuve gk, ke gkl i pamcalla b card e {1 iad),
eualabon ird A erlecde maldmng Embetyimu bidney pireo (Ha- 2931
Iranmakin ot o 100F o i s @l noie 1o ie TH- dbipinn Foast i i |NF- T ik g b bl i MATHD 53
iemi ol 4 Khina-2 - cal camcer (%ills) and calredal ank
niwle] -1.3 D H) huskeronrnic drar: v |HCT- 1060
Beoid aderscie mnwea (MCFTL conie
il aigmerarcinors |1lela), som pro-
Dt ALt ! Bk Sl o rddlkbonld: | setic kskena (L83, polereoal A anhstan
e sl arinma g SR
Froparc el cavinana kel
Toavalams the abliey af insiad i
sgenk it nih D the | SR | i sy i e el abevion of
Lafayens o1 al 307 | v ffot oo e st and |0 CEREEIE R | e bk el A sanfomaion e i
hmbm::r::rhqn- {bromi el lien my ke ik conpler
Evidlu i the anbprobirtioe pekindial in
Cll Bad of B 7 (bt sl -
5 witrs, e of bding sl inhibigen o ) A iprol v adn iy, |nbibivon of poly e
fibog klskab it al MUl T S e morniard Herl? ibepiced b cea JRETIRT I S ——
o (et
Bunieon el Wanily codonbe prapa- | Ol i ryehodfl ek (R naagsn K-
Chermeva i ol i ] iken el el oo the anivee oadase 5821 and o Ivmphocyie: kenkarin I““'“’“'"‘::"m:m'““
pacee of plikromn cesplevs ks AEN S e
Hoarsin cameer vel limesi - MCE. T jeadiee
(i T AT g i et il
Senienii and analvels ol ke s o HEE-2 repravey MIN-RMB-ZE jrple . :
Hnral e pokirdial off prad atol shee prnpound srgalive betail cawerl, i by oo brbstin ol eldeah.
Tmaa A jlaa g sdanoca i oa $C1-
14D large ool | kg careen
T mvesigc the eifect of bydaniom as ABCHI mivhsinn, Pgp ponp sl ssen, od |
N ki Lt agonas B g ABCRI @i it b ok s, i v D g i, fie
K 2 purrp. cyiskane. snip el e oS Racrm ool fmcptememm L3 ITHY ik of eyedn 10 peee expresim asd seruls-
im ekl T ol lvepher, Beral pil eapresien.
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The symiliesis was performed Trom e cleavige of the Bed-
soliding ring The structure induced monecyclic compleses by reast-
ing wilh bydraled salts of aproprale scetylacekomates of A1 {1
Fe (0 Ga (1) mnd In 00 sons, They evalumied te oioioxic
pomerlial of these molecukes in KB-3-1 ¢ells of homan epidermal
carcmoma and verified the drg resstance with cokhicine in the
EH-E.5 (EMEFpcell line

The molecule displayed levels of cymotoxicity enly when com-
phexail with I {111 dom, m KA 3-8 cll line, In centras, the evba-
fiem in KE31 cell lines signilicanily mducad cyminxic acenany.
These datz were the fist b unvil the Imidaeoliding drudurs o=
wantls the study of cancer thempy.

Ghosh er ol (1997) evaluated the anficancer adivity of the |-
|2 e 2 b boroesdvy Dami o et s pived imidazolidine-4, 2°H), Y,
4'-divydrenaphthabene -2 S-dione 44, f-tethymortine. represented
Stuctire 3. They inoculated the compouid in femile Swes sace
cells from carpmoma Ascelic Erlich, sarcoma-18 and Hodgkin lym-
piheoeta for 7 days inoa dose anging from 4 10 Smgke. The realis
revealed an expeessne umeor remassion on gells ireeted with the
derivate [30,31]

& decade lajer, m 200%, Kavitha e &l evabied the abiliy of spi-
mbgpbaniein derivativies -3 Al o - 10l el |-
pe{bicydof3 2. 1] actane-3 Al-midamlidine |- 10 f-diane (DFH) and
BB dlichmben sy I 10 piml-d-cony T Bazspin [icyelin] 3.2, 1] octime-
A st eodidine |20 30-dione (I H) mhibit cell growth and apopio-
ac il baemin cells livess (S nicture 44 and B, respaciive i

Cell evianoomminy was eonfiemed in leakesa cells i much o
ik mmti-tumoral activity was reveaked by the inhibition of cell oele
and DNA peplication b the sime cell lae.

In the same year Mukherjee o of. studied the moleoabe 52 5
{2-chlesoethi|-3 - ireede eyl e pioa] 35 Nuorenyd | imid czali
diree:2 dlione, called fhaarenb L Smiciune §). The matysis lodged a
[HdA Baling pariner molecuke with a agnilicaml eyl sdiviy
in human neurchlmioma SK-M-5H cell e, Encownged by this.
nmarchize alan performid inovee et with Swiss femake rats,
which received grafis with liver cancer cells and sarcoma-1 80 celke
The we of synthesizal molecaks showed an inceenss o the anl-
mals' life span and regression of mmors. The ideal dose wes 40
mpkg through seven daye ol the ealment [17, 33]

ElSawy ard collabormors (20007 synibesized the bzl
heteroeyclice mokeoule [Stracture 6) Cyiofosic lests were por-
foresed with 4 coacentmation rangs from T % 10 ol | L guast
bmsan s cancer st ((IVCARY and BG-1), They obeened
a Bigher el monaliny rage of 99.9% of the DVCARD cell ko and
SR for the BIG-1 cell ling, 48 hours after administraiion of the
imidazelidme derivaiive. fa vivo analysis demonstraied that mice
treated with & dosg of | mmol [ day pur gram of body achigved an
inaltaog ol 9. %% ol the growih of the mmoe mass, slsatsg &
turmeer suppression adivity |34]

In 2011 Shib of af, perfomed suhes o charackrin: e
malecules from midamlidines chemical simctures moorder & ver-
il thear titemmetion with DA smicine. The molecules were rejine-
semied as ShenzyldencimidazolidineLd=dione (N8I} 542-hydro
by ldenelimidazededne -2 4-dione (HBYL 544-methanyhtzy
lidenclimidazelidime-2 A-dione (MBI and 5L A-di-methonyhomey
lidkeneiimidbazolichne: -2 d-thone DB (Seudure T) Trealment with
ihe compounds mentioned above-cutlined DA damage and ozl
deathi-indhiciog actions,

I the st year, Sallivel atd (Gaw ool aised 1 pae
he anticaneer adwily of imisumlishne makauliz (-fmethykhiog3-
{fursimetty b ened: MU 2 schloroberey | imdmolading)  obigsined
from namural mxirts of Acack Svmgivar. In the sdy {no structure
deplayed i the poperhmice were subjeciad 1o inrperitoneal injection
af Thltims Lymphoesa (L1A) cells and unekeraent irsitment fir 12
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dirys with ineperanncal applicatan of the S2magin leeer (10 mgl)
They ohserved a considersble reduction in the size of the mmor mass
ared an ieiease in the lifeime period of mice [35). Additonally,
thay quarkified & decresse i serum biochemical markers =ich as
aspariale rassamingse (AST ), alaniee ransesinaze (ALT), slaline
phosphatase (ALFY. Glutamsd Transferase (p-0T) and Mitnie Oxide
(K0 eneyimes. OF nole, te meleoils aigmental the production of
miflmsmaiory weponse such a3 migrdenkm-2 (IL-1), meerieron-
gariea ([FM-p) seum kevels amd CD2 + T cells in animils with
sl tumars [ 14,

Aceonling W the shadics by Bavitha o1 ol 013, the imida-
solidine denvaie ASHD - propyl-24843 Sdifloorobenayl)-29, 55
dinxo-E-geaspirn[hivyelo] 3,21 ksctang -3 20-imsidanidine |- 19-
wliacetae (Smuciure ¥) showed @ anticencer activity i wiro, Cell
evktamicily was evilualed using MTT assays aml the arti-monl
acliviry was performed by the mabysis of cell ovele inbdbtion, cel-
Iuar daining with annexm ¥, JC1 The ASHD molkeaks (with akyl
esler group) showed a poient cyimonacity actiyey against the K362
ewkemic celle ling, Moreover, the maleles demenstmtad dgnii-
canl mhibiten of DMNA replication and cell cyele mhibition. The
prosimis of apaplolic <lls was analyeal from DNA ragmentation,
chromasm condensxiion, apopese bodies, and a group of cells in
phes: {1 [17]

This teatsent with ASHIY fevended an incenssd eupincad ol

pro-ppopintic BAD poieing, a reduction in anfi-apoptoi; B2
protging, sl activation of caspse 3.

Acconding o i stdies of CIEEKOVA, e al, (2014), the
carmpeuml 3 6-bie (]-akyl-Soxo-imilwenlidin-2-vlideny iminak
seriding bdrochlandes (AeddMs) (Siruciure #), disclosed 8 pheo-
Esamelinng, potential for antitumar thizepy, TNA inleraction wag
condirmed in AZYE0 human ovenan cancer <ell lines end L1210
motse vphocytie lekenda cell Dess. Aller teament with
Acrl¥Ms and irsdiation in boh srams aforemeionsd, tey did
izl heerve dimagee of TINA, Inbnguing, the molecule was Somad in
thi cyvioplasm region of the celle b not in the nuchens. Howimr,
the compirsd shiwail sepecte compitible with the industion of the
process of apopeosds (condensation of chrometm, decreased cell
woluie, vismshes in the cell memlians) |38, 19).

In 2005, IVANENKON &ind collehomaton evalmial he o
kcular chamcienstics and antcancer activity of I-thingo-35-
despira|imadazolidine= 3 pymedidine-2, 3 -ndole] - 23 1 H)-diones
(Structure 19}, The compaund o esied o evaluate ils cylolonic
ot teough te MTT assay, using hepatocellilar careinome
el linis [HeplalZ), rimal embryoms cancer eells (Hek-293), hriast
cancer adenn (MCF-T), cervical cancer (5IH] wtd coloredin] co-
mizna (HCT-116).

The selectivity of die compounds was ol observel. The fe-
sagrchiers used 10 MsPro software for 30 anehsis of molecolar o
plegs inoan anesps woducklae possible binding alfiniie md
propeead @ inferaction and function-mhibiten wgh MDD 7 pid
camphan, Aswmmg thal sech a eomplen plips a pivatal mlé n
cancer sgnaling. the suthors sopgesiod a promising moleenk for
tealing i anticaseer therapics [44).

Enidies of Dar, Shemsuzzeme, end Khis (200 5) aeesd an e
perting thee syribesic of mew dizoidal imilaalidine dematives
iStreetuie 10). The characterization md fmctional sialvsis of the
modecules ware gvalupied by spociral UY-Yis decchasques. meas-
urements of physical-chemical charmcieristics, elecirephoresis md
milecular docking. In clectrophoresis smdies, the DRA clevape
capicily was analyped using pRRI2Z DNA robes. The DNA con-
cenlralions wire kepl comstanl (300 ngl, with & warisfon of the
compouni ramgmg from | 1o 5 b, The concenirations shove 2
resulied in the sciivation of mclease ereymes, alkwing the con-
derestion of DA sirand. In the concenmraions closs 1o 5 jM they
charval a complele conversion b lingar s TINA, The simmg
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with methy] green revealed o mweociition with the maor goove of
it DA molecule. confimed by molecnlar dockmg as=mvs [41].

Cybetmiviy bists ware performal wsing. ozt adenoscancinema
cell lines {MCF:T), cervical adenocarcinoma | Hel.e), sowe promye-
beytic bekema (HL-60), Bpe Boodomcal adenocanzingm
15W4S0p and hepaiocellular carcmoma (Heplilh The compound
sheswal cpitonk polenlial in all el o [41] Thiy also slaied
morphelogical chimges compaiible with apopicss pocess,

Lafavetio and collsboraiors in 1007 saluated the [A-hinding
capacity of 5 (1H-indel-- il ) -2k imidaeclada-4 -oia
{Smructure 13 synihetized from LN -mdole-S-carbaldchyde.

Th stusly used MTT methodology m HLAD facule promyeln-
cyiic leukemiap, K362 (chronic mychod leukemiah, Ta7 (breast
chastal gamemomal ared MCFT (hread adenissmememal eell lings
Thie suthors confirmed cyiotoaie activiey in el cell lnes, with &
higher slectivite Tor the HLODA UV-Ves anabas showal deliteri-
o alieratoon in the confomation of DM A strand after binding with
thee dermvalivg and i mspaimmi n umor o6l proprssacn [43],

In 2013, Aboeklatab el. al, fvadiesioed vwo senes of spanaliy-
damoin - mokeules O A dihypdro-TH-spire imidmeolid i -
maphttalene|-2 5-diae (Smicoee 130, snd evaluaed aor only the
aniiprofiferasmve poieniial m vire, bui also the mode of bindmg and
il of histone deacerylies (HDACE). The migeoliferative
asspys wore perfomsed vsing the MTT mathod in MCFT {broast
adenocarcneimal wd Hapli2 epaiocellules corcinosap ezl lines.

The MTT resolis revealed thar only the spirchydmeoin deriva:
tives Sa-l inbabated the MOFT eell ling progression, with its 1C 50
valws rging from 136 g m 218 phd. In the HDAC imhabision
ahady, apsin, only the compeund 57w able o okt histene
depceiyliees isoforms widy ) 50 in the range of 0027 M 1w 0261
jiMd |43

Aceonding ti the sudies of Chemeva o of, (2020, ey syodue-
sized A platime compound (P1) which was called }-methyl=i-this-
1H=xetrahydropyrnspire. ¥ tvdanioin (Srucmre 140, The meke-
cule was characierizod by mérared methods and showed mhabiton
capacity Sor te crymse wenthine cslase. Cylolosicdy wis -
firmed m cell lines el chrnic myveloil lakemia (K-567 siraing)
and vspliocyne kukenia (REH swens |44).

Yoe e af (2020 developed 3 mold compound called -
carbiling-l<me hvdaniome, ol by el syethedad (Bhy B-4-
Wethooy berey 12 pheryl ] Hamidamof 13016 pynido|3,d-b]indake-
135 2HS&Hpnome (Smenge 15ap and (6] 4-)(1.2.5-Trioue-2-
phemyl1.2,3 Seiembydro-oH amidam| 1°,5:0.0] - pyridof 3 d<b|indolzb-
wlpsety | heneomiril (Stncture 15k)

In the smady, cell cymoxiony and anti-omor] aciiviy were
confirmed m MCF-T (eeimgen-poseng and HER-2 negasne broast
caneer], MDA-ME-231 (irgle negative Biead cmer), snd Ling
Cancer 4540 {lung sdencarcinoma), NC-H 260 (hirge el i
s o the lung) [45].

Al and collabormiors (20200 conducied a robusi siudy of =sm-
thesis, pliysical-chemical sialyss md biokgeeal clfeos of Mediyl
a2 Aeduonned ddipheny] <5 dophenylselmyl oy imidazolidin:
T-yluacetate {5 Gatnicteel bag, methyl 242, 5-diowo-2 A-diphenyl-
Lt phmsalanyDhexyllimidazs) ididin-1-w laceie P06 (Sime-
tar: Dl angd D-methyd-¥-(4< phenglsitany By lepao] Mismme-
YA imdmolidine]-2* 5 -dione 1T H S inchore 18],

The infuence of compounds C3, CO6 and C7 on the ABCEI
e was cvilualad, whieh his o regulatory cornelated in resistagee
kb mulliple dnage, sch mfeene wae svalaikal by Muorescenss
assays, a8 o positive control the wellknown 20 @M verpamil che-
matherapy was wind, compounds C5 Ch md O7 were tesied a8
concenmaiins e tmes lower (2 b, which showed sirong inhibi-
tiom of The ABCE] gens [46]

135

Jiiwdor it ai.

In due sty by Yao o af, (20200 tests were perlonsed on the
meerference of compounds CF, Of and C7 on the activity of the Pep
i ATPase efyme ad possille inerdiees in ATP colisumjaa,
for dhis the luminescence methind was used, usmg HE M of vera-
pairnl a3 a posiive conleol and calfesie o8 a negative conlnel, 65 &
resulic 7 was ohserved thai both compounds showod o significani
mercaie b Pap activity i nelatsom w the contil, whech allows s o
staie that these compounds dad not inkbatat the Pgp pamp.

Cviotomicaly aml migration. swdazs of compoungds CF, 08 and
T wore performed in T3 hmphoma cell lines of L317RY mice.
where @ very high cytelosic eflect of the compaaumls wis obseroal
migmtion tesis, positive resales wene observed beyond those ex
preetiad, with compogml Cf alu stimling ot hien: [25]

Faor presentiog better perforsanee in tedation o g ather com-
prunds, compomd O6 was evaluaied for is meederence in the cell
cyele m e gene expression of cycli I and peotes pS3 in im-
morialized Jukart cell lines and. using the qRT-PCE sz, it was
foiieed that expression of cyelin D0 e peoten ps3. 0 s chserved
that compourd 40 reduced the expression of cvclin D1 and induced
the enpiession of pS3, o fael thal contribule: o alibimag he peo-
gression of the cell cvele and cell profiferion [44].

Thiza Tinlings ol the sanlies by Ali g @' (30207 allow gs 10
affims thai the developed compounds have a high poimizl for me-
canegr application and progression o Redther shehes ol pethape
fuinre peospects of chemoiherzpy drugs.

Recenly, Upadhyay o @l (2021, senihesized the compound |-
{201, 5- Dy l-2, Sl | H-pryrazal-1-y - 2-coanehy ] isdda.
rolidine-2 A-dione (HI3), dianipirsecline and moadamlidine-2 4-
destian (hidesisin) derivative (Sinacoare 17). The molecule dis-
plved & sgnificand cyioionicity effect i tomer culls from breast
cancer el lines {MUF-T chroiie mveloid leokemia (k361 md
rectal sdenccascinoma (HT-29) [47] Addisoaally, HIE o men-
Batdd widy the K562 2ol line or 72 o in onder o eyahiale s
apopantic effect. Az 3 resull, ot only the authors obzerved 3 signifi-
cani expression of caspases i the assry, b elso, H 12 declined the
enpressien of Bel-X ma Bel-2 protein expression assays, omdorsng
an ot aetivity ol LI [47],

In the enahsis of the cell oyele, H1Y wane incubased for 72
heurs with K502 cell lings in adiffirenl consentratins. They ob-
=erved an megrnuption of cell cvele through a decrease in the num-
br al dells m the G2 ¢ M phass compirald o the contnl, Further,
H13% inoreased ATM prosein phospharylaion and DRA strd
Beeniags [47]. This, the alorementional resulis highlighesd he
potential speoulation of HE3 e an antimor gent.

CONCLUSHEN

Wiih the help of diversfiod isols and cell lines, it was possible
e achieve a clea-cul cemnpighension of the dynmse fatwe of
malamluling devivatnes m the contend of cmer therapes, Hivwe
ever, the goal of damdeg this meleoule w the feld ol caner sl
requires m antensive knoadedpe periaining o the spacificiey, sl
vty and efficacy of the compounds. Additional findings are vel
warrarded abeot clirscal irials using such derivatives. Nonetheless,
even i Tomdier aodess miost be perfamed o dig s a e con-
prehenson of imidazokling derivalnes, the prount eview sleppel
mos a eompilaiess of soudics clightening the drections of such
medecules for the fotum of cmcer treatment
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