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RESUMO 

O câncer é um grave problema de saúde pública em escala mundial, sua incidência tem 

aumentado devido à crescente exposição da população a fatores de risco e ao aumento da 

expectativa de vida. A quimioterapia é a modalidade de tratamento que atua de maneira 

sistêmica e a mais empregada, contudo, sabe-se que a maioria dos agentes 

quimioterápicos podem acarretar diferentes graus de toxicidade em células normais. O 

que torna necessário o desenvolvimento de novas terapias. Nesse contexto os derivados 

imidazolidínicos são agentes heterocíclicos importantes, devido a sua capacidade de 

apresentar efeitos biológicos já conhecidos, como anticonvulsivante, antiparasitário, 

imunomodulador e, especialmente, anticâncer. Baseado nisso, o presente estudo avaliou 

a atividade anticâncer in vitro de dez novos derivados imidazolidínicos e seus possíveis 

mecanismos de ação. Na avaliação in silico através da plataforma SwissADME e 

SwissTarget, todas as moléculas apresentam alta polaridade, boa solubilidade em água, 

ausência de violações dos princípios de Lipinski, e características de bioatividade, estas 

sugerem a possibilidade de aplicações anticâncer.  Foi observado nos resultados in sílico 

que todas as moléculas possuem alta absorção gastrointestinal e excreção renal, e 

possuem as proteínas do tipo quinases como alvos com os quais têm maior afinidade. No 

ensaios in vitro, frente as PBMCs todos os derivados imidazolidínicos não apresentaram 

citotoxicidade com concentrações iguais e menores que 100µM, apresentando viabilidade 

celular superior a 100%. Frente às células tumorais de câncer de próstata (Du145), câncer 

de pâncreas (MiaPACA2) o composto LPSF/MG-2 apresentou CI50 entre 17,19 ± 

1,11µM a 45,92μM ±1,31, respectivamente. O composto LPSF/MG-3 apresentou CI50 

de 65,64μM na linhagem de câncer de pâncreas (Panc1). A molécula de LPSF/MG-4 

apresentou CI50 de 29,9± 2,3µM na linhagem Du145. A molécula LPSF/MG-7 

apresentou atividade para todas as linhagens pesquisadas com concentrações CI50 entre 

13,92± 2,3µM a 55,93 ± 3,1µM,sendo observado efeito significativo de retardo da 

migração celular, redução da formação de clones pelos compostos LPSF/MG-2, 

LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 nas respectivas linhagens celulares. Identificou-se ainda que 

os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 foram capazes de causar a parada do ciclo 

celular na fase Sub-G0 e induzir morte celular. No ensaio de docking molecular foi 

evidenciado a interação da LPSF/MG-7 com sítio ativo da proteína alvo VEGFR2. No 

Ensaio de RTqPCR em estudos primários a esta pesquisa foram evidenciados que a 

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



 

 

 
 

moléculas pro-apoptóticas BID e BAX. Assim, os derivados sintetizados e aplicados 

neste estudo são estruturas com atividade anticâncer, se destacando a LPSF/MG-2 e 

LPSF/MG-7 com resultados interessantes, que sugerem potencial para aprofundamento 

de ensaios e possíveis aplicações terapêuticas como novas moléculas anticâncer. 

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 kinases 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 100µM, showing cell viability greater than 100%. 

Against prostate cancer (Du145) and pancreatic cancer (MiaPACA2) tumor cells, the 

compound LPSF/MG-2 showed IC50 between 17.19 ± 1.11µM and 45.92µM ±1.31, 

respectively. The compound LPSF/MG-3 showed an IC50 of 65.64μM in the pancreas 

cancer cell line (Panc1). The LPSF/MG-4 molecule showed an IC50 of 29.9± 2.3µM in 

the Du145 strain. The LPSF/MG-7 molecule showed activity for all strains investigated 

with IC50 concentrations between 13.92± 2.3µM to 55.93 ± 3.1µM, 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-G0 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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GLOBOCAN – Observatório Global do Câncer (do inglês: Global Cancer Observatory) 

HCT-116 - Linhagem de carcinoma colorretal 

Hek-293 – Linhagem celular de câncer embrionário renal  

HeLa – Linhagem de adenocarcinoma de colo do útero 

HEPES – Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanossulfônico ( do inglês: 4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) 

HepG2 – Linhagem de carcinoma hepatocelular 

HL-60 - Linhagem de leucemia aguda.  

HPV - papiloma vírus humano  

HT29 Linhagem celular de câncer de fígado; 

IAPs - (do inglês Inhibitor Apoptosis Proteins)  

IARC - Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (do inglês Internation Agency of 

Research Cancer) 

IC25 - Concentração inibitória de 25%. 

CI50 - Concentração inibitória de 50%.  

CI502x – Dobro da concentração inibitória de 50%. 

IFN-γ - Interferon-gama 

IL-2 - Interleucina-2  

IMR-32 - Linhagem celular de neuroblastoma 



 

 

 
 

In - índio 

INCA– Instituto Nacional do Câncer.  

IUPAC – União Internacional de Química Pura e Aplicada, do inglês: International 

Union of Pure and Applied Chemistry 

Jurkat - Linhagem de leucemia aguda.  

K562 - Linhagem de leucemia aguda. 

L929 – Linhagem celular de fibrossarcoma  

LDH - Lactado desidrogenase 

LPSF - Laboratório de Síntese e Planejamento de Fármacos.  

M - Mitose.  

MCF-7 – Linhagem de adenocarcinoma mamário  

Mcl-1 - Proteína de indução à diferenciação mieloide. 

MEC - Matriz extracelular 

MG - Imidazolidina 

mg - miligrama  

ml - mililitro  

MLKL - Mixed Lineage Kinase Domain-Like 

mM - milimolar 

MTT - 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-Hbrometo de tetrazolium 

Na+ - Ìons de Sòdio 

NaCl – Cloreto de Sódio 

NaOH – Hidróxido de Sódio 

NGF - Fator de crescimento neuronal 

NK - Células Natural Kiler 

ON - Óxido nítrico 



 

 

 
 

Noxa - Agonista de morte associado ao domínio BH3 

Omi/HtrA2 - Protease de serina localizado na mitocôndria.  

OMS - Organização Mundial de Saúde.  

OVCAR3 – Linhagem de câncer de ovário humano  

p - Significância estatística.  

p15 - Proteína de 15 kDa.  

p150 - Proteína de 150 kDa.  

p16 - Proteína de 16 kDa.  

p18 - Proteína de 18 kDa.  

p19 - Proteína de 19 kDa.  

p21 - Proteína de 21 kDa.  

p27 - Proteína de 27 kDa.  

p53 - Proteína de 53 kDa.  

p57 - Proteína de 57 kDa.  

p73 - Proteína de 73 kDa. 

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico.  

PBS - Tampão Salino Fosfato.  

PDB – Banco de Dados de Proteínas (do inglês: Protein Data Bank)  

pH - potencial hidrogeniônico 

PI - Iodeto de Propídeo (do inglês Propidiun Iodide) 

PI3K III - Fosfatidilinositol 3-cinase de classe III 

PPAR - Receptor Ativado por proliferadores de peroxissomos. 

pRbE2F - Complexos proteico 

pré-RC - Complexo pré-replicação 



 

 

 
 

CKIs - Quinases inibidoras de ciclinas 

r.p.m – Rotações por minuto 

RIPA - Radio-Immunoprecipitation Assay 

RIPK1 - Proteína Cinase de Interação com o Receptor 1 (do inglês Receptorinteracting 

serine/threonine-protein kinase 1)  

RIPK3 - Proteína Cinase de Interação com o Receptor 3 (do inglês Receptorinteracting 

serine/threonine-protein kinase 3)  

RNA - Ácido Ribonucléico (Ribonucleic Acid)  

ROS - espécies oxidativas de oxigênio 

rTNF - Receptor do fator de necrose tumoral.  

S - Fase S do ciclo celular (síntese de DNA) 

SDS – Dodessil Sulfato de Sódio 

SiHa - Linhagem de câncer de colo de útero  

SK-N-SH – Linhagem celular de neuroblastoma 

SMAC/DIABLO - Segundo ativador de caspases derivado da mitocôndria.  

SPF - phase promoting factor 

SW480 – Linhagem de adenocarcinoma colorretal tipo B 

TBS-T - Solução tamponada com Tris (inglês: mixture of tris-buffered saline) 

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

TGF-β - Fator de Crescimento tumoral beta 

Th1 – Célula linfócítica citotóxica tipo 1 

Th2 - Célula linfócítica citotóxica tipo 2 

TILs - Linfócitos infiltrantes de tumor  

TNF - Fator de Necrose Tumoral 

TNFR1 - Receptor 1 do fator de necrose tumoral.  



 

 

 
 

U937 – Linhagem de leucemia monocítica 

UV - Ultravioleta. 

VEGF - Fator decrescimento do endotélio vascular humano 

γ-GT - Fosfatase alcalina gama glutamil transferase 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma das maiores causas de mortes em todo o mundo (Taitt, 2018; Ferlay 

et al., 2021; Chhikara & Parang, 2023;), e também de maior índice de letalidade quando 

comparado aos demais tipos de doenças crônicas não transmissíveis. Segundo a Agencia 

Internacional de Pesquisas sobre o Câncer no ano de 2020 ocorreram 19.292.789 novos 

casos e os números de morte pela doença foi de 9.958.133, e as perspectivas para o ano 

de 2040 é que estes números aumentem ainda mais chegado a uma incidência maior que 

28 milhões de casos e o número de mortes ultrapasse os 16 milhões (SIEGEL; MILLER; 

JEMAL, 2019; SUNG et al., 2021). 

O câncer é uma doença de desenvolvimento heterogêneo, no qual o processo de 

transformação neoplásica das células de diferentes tipos ocorre em decorrência de 

fenômenos diversos (CULP et al., 2020a), onde por muitas vezes surge como processos 

neoplásicos localizados, seguindo-se para tumores mais desenvolvidos e que podem 

progredir para tumores invasivos, e que por conseguinte pode evoluir para casos de 

metástase, acometendo diversos sítios anatômicos, sendo em geral linfonodos e ossos os 

principais acometidos (PEISCH et al., 2017a; CULP et al., 2020b). 

Os fatores de risco para o câncer são diversos e múltiplos, englobando desde hábitos 

alimentares, histórico familiar, fatores ambientais e idade até fatores genéticos e étnicos 

(FOWKE et al., 2015; PEISCH et al., 2017a; HA CHUNG; HORIE; CHIONG, 2019). 

Há relatos de que o consumo em excesso de proteínas ou cálcio derivado de alimentos 

lácteos pode contribuir para a promoção a doença. Consequentemente, mudança nos 

hábitos de vida e de alimentação, não uso de cigarro, podem reduzir os riscos ao 

desenvolvimento de tumores, assim como o consumo de vitaminas, isoflavonas, licopeno 

e selênio (Peisch et al., 2017b; Moreira et al., 2022;).  

Atualmente as opções de tratamento do câncer depende de diversos fatores, como 

sítio anatômico do tumor, recidivas, resistência a tratamentos já executados, contudo 

incluem cirurgia, quimioterapia, radiação, hormônio e imunoterapia. Ainda assim, o 

principal abordagem terapêutica para pacientes com câncer é a quimioterapia sistêmica 

difusa usando agentes citostáticos e citotóxicos com maior seletividade, que induzem a 

apoptose e ou inibem a progressão do ciclo celular (DE BONO et al., 2020a; AHMAD; 

CHERUKURI; CHOYKE, 2021a). No entanto, a maioria dos quimioterápicos não atua 

exclusivamente nas células neoplásicas, o que pode acarretar inúmeros efeitos colaterais 
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sistêmicos de diferentes graus de toxicidade, dependendo de fatores como tempo de 

exposição a medicamentos, idade, estado físico do paciente. Logo, a necessidade de 

agentes anticâncer menos tóxicos e mais eficazes (ZAIDI et al., 2019a, 2019b; AHMAD; 

CHERUKURI; CHOYKE, 2021b). 

Nesse contexto o planejamento e desenvolvimento de moléculas com atividade 

anticâncer com características como menor toxicidade e alta seletividade possuem 

necessidade urgente (WANG et al., 2020). A imidazolidina-2,4-diona, também chamada 

de hidantoína, é um núcleo farmacofórico com perfil versátil para aplicação na síntese de 

novas moléculas, as quais tem demonstrado na literatura possuir efeitos 

farmacodinâmicos excelentes com diversas aplicações terapêuticas: anticâncer, 

inibidores de COX-1/2 e outros (ABDEL-AZIZ et al., 2015; MOSTAFA et al., 2016a).   

Estudos com derivados da fenitoína (5,5-difenilimidazolidina-2,4-diona) 

apresentaram resultados interessantes com efeito anticâncer em diversas linhagens 

tumorais, onde o mecanismo de ação evidenciado foi a inativação do receptor quinase do 

fator de crescimento epidérmico (EGFR) (ALKAHTANI et al., 2019a). Outro estudo com 

a linhagem de câncer de pulmão (A549) foi observado efeito anticâncer para molécula de 

imidazolidina-2,4-diona, com ação de inibição da autofosforilação do EGFR (MOSTAFA 

et al., 2016b; ALKAHTANI et al., 2019b, 2019c). 

Neste contexto, o objetivo desta pesquisa se pautou em estudar a atividade anticâncer 

de novos derivados imidazolidínicos, bem como contribuir para um melhor entendimento 

de seu mecanismo de ação.  
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2. OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar a atividade anticâncer de novos derivados imidazolidínicos e compreender os 

seus possíveis mecanismos de ação.  

 

2.2 Objetivos específicos 

⮚ Avaliar as propriedades físico-químicas, farmacodinâmica e de interação 

ligante-receptor dos derivados imidazolidínicos por métodos in silico; 

⮚ Avaliação da citotoxicidade dos derivados imidazolidínicos frente células 

normais (PBMCs) e diferentes linhagens de células neoplásicas; 

⮚ Investigar o efeito dos derivados imidazolidínicos no ciclo celular e possíveis 

efeitos de indução de morte celular; 

⮚ Analisar o potencial dos derivados imidazolidínicos na inibição do efeito 

migratório e efeito clonogênico de linhagens tumorais; 

⮚ Investigar possíveis alvos moleculares de vias de morte de linhagens tumorais 

após tratamento com derivados imidazolidínicos.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Generalidades do câncer 

A palavra câncer foi mencionada pela primeira vez por Hipócrates, conhecido como 

o pai da medicina, termo originário do grego karkinos, que significa caranguejo, este 

inclusive símbolo da luta contra o câncer em diversos serviços de saúde até hoje. Tal 

comparação se dá pela característica das células do câncer se organizarem em tumores e 

estes se espalharem de forma desorganizada, comparado a um caranguejo (INCA, 2017). 

O câncer se caracteriza por diversas alterações que afetam a matriz da vida (a célula) 

em diferentes níveis, desde a alteração molecular até a tecidual, alterações estas que 

representam um conjunto de mais de 200 doenças, com capacidade de alterar as células 

ditas como normais e seu processo de multiplicação (SIERRA et al., 2016). As células 

formam os tecidos do corpo humano, estes que por sua vez precisam estar em constante 

renovação, de acordo com o ciclo e morte celular. Quando as células sofrem processos de 

alterações em seu material genético se tornam células mutadas, conhecidas também como 

células neoplásicas (SIGMAN; MAZUMDER; PERRIN, 1993). 

O termo “neo” da palavra neoplasia refere-se a algo novo e diferente, relacionado a 

capacidade das novas células não responderem mais a controles como ao tempo correto 

de morte ou tempo de replicação celular, uma vez que, estas novas células estão 

programadas para não morrer e se multiplicar de modo rápido comparado as demais 

(GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012). Porém, a formação de novas células pode ocorrer 

em decorrência de alguns estímulos ambientais ou fisiológicos, os quais podem ser ditos 

como benigno, que não causa danos ao indivíduo, ou maligno, no qual pode evoluir para 

o desenvolvimento de um tumor o qual compromete a função das células (GIROD et al., 

1973); (LIANG et al., 2019). 

Os fatores ambientais ou fisiológicos, são conhecidos também como fatores de 

risco, estes de modo geral são categorizados em três grupos principais: fatores ambientais 

ou externos (relacionados ao ambiente ao qual o indivíduo é exposto, seja onde habita ou 

trabalha), pré-disposição (fatores genéticos hereditários) e a combinação de ambos 

(WALDUM; SAGATUN; MJØNES, 2017). 

Aprofundando-se um pouco mais, pode-se caracterizar os fatores externos como 

o ambiente ocupacional (serviços, comércio, indústrias e afins), o ambiente social e 

cultural (relacionados ao consumo de álcool, tabagismo, hábitos sexuais), o ambiente de 
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consumo de tipo de alimentação e medicamentos, fator este último bastante influenciado 

pelo acelerar da vida moderna, como pode ser observado na Figura 1. Além destes a 

poluição provocada pelo próprio homem e o estilo de vida podem potencializar o 

desenvolvimento de diversos tipos de câncer (CAZACU et al., 2018; PEDERSINI et al., 

2021).  

Figura 1 - Fatores de riscos associados ao desenvolvimento de câncer no Brasil e no Mundo. 

 

Fonte: Adaptado de AACR, 2019. 

Os casos de câncer relacionados a fatores genéticos, familiares e étnicos são raros, 

embora alterações genéticas podem contribuir processos oncogênicos. Contudo, fatores 

ambientais e hereditários podem atuar de forma associada, por exemplo, mutações 

genéticas com efeitos de tonar possível a tolerância a agressões externas (GREENLEE et 

al., 2021a; PEDERSINI et al., 2021). 

Outra característica importante das células tumorais é a capacidade de migrar para 

outros sítios anatômicos e ocasionar metástases, esse fenômeno é caracterizado pelo fato 

de células precursoras se deslocarem de seu sítio de origem, e invadirem tecidos vizinhos 

e órgãos onde as células tumorais podem obter sucesso na criação de novas colônias de 

células tumorais; os processos de metástases correspondem a 90% dos casos de morte por 

câncer em humanos em todo o mundo(GREENLEE et al., 2021a; INCA, 2021). 

3.2 Aspectos epidemiológicos do câncer 

O mundo como um todo tem sofrido bastante com o número crescente de doenças 

infectocontagiosas, contudo estas em sua maioria podem ter seus números de casos 

controlados através de ações de prevenção e tratamento das mesmas, e assim o número 
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de casos pode ser mitigado (BEZERRA et al., 2020). Por sua vez, as doenças crônicas 

não transmissíveis, como o câncer, são um problema de saúde pública recorrente de 

impacto global, principalmente em países com rendas consideradas baixas e médias e que 

mesmo com a descoberta de novas terapias, o número crescente de casos persiste (Sung 

et al., 2021)  

Segundo o GLOBOCAN (2020), observatório que monitora estudos sobre câncer 

em mais de 180 países no mundo, todos os países têm sido sobrecarregados pelo crescente 

número de casos de câncer e as mortes decorrentes dessa doença. A nível mundial 

estimou-se para o ano de 2022 uma incidência de 19,3 milhões de casos de câncer em 

todo mundo e 10 milhões de mortes por câncer (FERLAY et al., 2021).  

A incidência de câncer no mundo no ano de 2022, distribuída por valor total 

comumente diagnosticado foi: mama (2,26 milhões de casos, 11,7%), pulmão (2,21 

milhões, 11,4%) e câncer de próstata (1,41 milhão, 7,3%). No que se refere aos índices 

de mortalidade por câncer, os principais tipos foram pulmão (1,79 milhão de mortes, 18% 

do total de mortes por câncer), fígado (830.000, 8,3%), estômago (769.000, ~7,7%) e 

câncer de mama (680.000, 6,9%), de acordo com o que é apresentado na figura 2 

(CHHIKARA; PARANG, 2023). 

Figura 2 - Distribuição relativa total de incidências e mortes por câncer no mundo por 

sítio anatômico. 

 

Fonte: Adaptado Chhikara; Parang, 2023. 
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Ainda referente a dados mundiais, em análise por sexo referente a incidência de 

casos e números de mortes, os tipos de câncer mais comuns detectados nos homens são: 

câncer de pulmão (14,3%), próstata (14,1%), pele não melanoma (7,2%) e estômago 

(7,1%); e nas mulheres são: mama (24,5%), pulmão (8,4%) e colo do útero (6,5%). No 

tocante a mortalidade, para os homens o câncer de pulmão aparece em primeiro lugar 

(21,5%), seguido pelo câncer de fígado (10,4%) e estômago (9,1%), enquanto nas 

mulheres a maior mortalidade foi por câncer de mama (15,5%), pulmão (13,7%) e câncer 

do colo do útero (7,7%) (FERLAY et al., 2021; CHHIKARA; PARANG, 2023). 

No Brasil, no período do biênio de 2020-2022 foi estimado 625 mil novos casos 

de câncer, com descrito na Figura 3, que apresenta os principais tipos de cânceres mais 

incidentes de acordo com o gênero, com exceção do câncer de pele não melanoma, Logo 

os tipos de câncer mais incidentes entre os homens no Brasil são: câncer de próstata, 

pulmão, cólon e reto, estômago, cavidade oral, esôfago, laringe, bexiga e leucemias; Nas 

mulheres, por sua vez, são: mama, cólon e reto, colo do útero, pulmão, tireoide, estômago, 

corpo do útero, ovário, Sistema Nervoso Central e leucemias (INCA, 2019).  

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

incidência no Brasil estimados para 2020-2022, por sexo, exceto pele não melanoma. 

 

*Números arredondados para múltiplos de 10. 

Fonte: INCA, 2019 

É importante destacar que há variações regionais na distribuição de incidência de 

casos de câncer no Brasil: as regiões Sul e Sudeste concentram mais de 60% da ocorrência 

de novos casos, seguidos pela Região Nordeste que concentra 22% dos casos de câncer. 

Os números da incidência de casos da região Nordeste seguem a tendência Nacional, 

porém é importante ressaltar que é na região nordeste que estão os maiores índices de 
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câncer de próstata e mama, quando comparado com as demais regiões do Brasil (INCA, 

2019).  

3.3 Princípios básicos da oncogênese  

O câncer é um termo geral utilizado para definir um grupo de doenças diversas 

que apresentam características em comum, dentre estas pode-se ressaltar o crescimento 

de células transformadas de maneira descontrolada, fenômeno muitas vezes provocado 

por alterações genéticas que corroboram para o desenvolvimento de neoplasias (DICK, 

2008; INCA, 2019). O termo neoplasia é utilizado como denominação de proliferação 

anormal de tecidos, o qual deixa de ser regulado pelo próprio organismo de maneira 

parcial ou totalmente, logo desenvolvendo autonomia fisiológica e de multiplicação 

(LÚCIA DE ALMEIDA et al., 2005). 

Os tumores são neoplasias que podem ser leucêmicos ou sólidos, estes últimos 

podem ser classificados como neoplasias benignas, ou seja, crescem de maneira 

organizada, lenta, com limites bem delimitados, permanecendo no sítio 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 metástases (BAJAJ; DIAZ; REYA, 2020; RINDI; INZANI, 2020). O processo 

de transformação de uma célula hígida em uma célula tumoral é lento e ocorre 

conhecidamente em três etapas, definidas como: iniciação, promoção e progressão; as 

quais em conjunto são definidas como oncogênese, tumorigênese ou carcinogênese 

(Figura 4) (DICK, 2008; INCA, 2019).  

Figura 4 – Processo de progressão tumorgênico. 

Fonte: Adaptado INCA, 2019. 
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Na primeira etapa, iniciação, as células sofrem o efeito de algum agente 

carcinogênico, muitas vezes um agente oncoiniciador, o qual pode ser de origem física, 

química ou biológica (SABARWAL; KUMAR; SINGH, 2018). As principais fontes de 

agentes físicos são a radiação ultravioleta (UV) e os raios-x, os quais estão relacionados 

a um grande número de alterações a nível do DNA, alterações estas que permanecem após 

a divisão celular, podendo deste modo afetar oncogenes e/ou genes supressores de tumor 

(GEORGE; CHANDRAN; ABRAHAMSE, 2021). 

São vários os agentes químicos capazes de condicionar células saudáveis a uma 

condição neoplásica. Dentre eles, pode-se destacar, por exemplo, os hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos, que são substâncias com maior caráter cancerígeno (DICK, 2008; 

DOWLATH et al., 2021). Há agentes químicos com ação iniciadora direta, capaz de 

causar lesão celular e outras que atuam de forma indireta promovendo a desregulação da 

proliferação celular. De modo semelhante, agentes carcinogênicos de caráter biológico, 

como parasitas e bactérias e muitos tipos de vírus, estão relacionados ao surgimento de 

neoplasias (SHALAPOUR; KARIN, 2015, DOWLATH et al., 2021; GRETEN; 

GRIVENNIKOV, 2019). 

A exemplo de agentes biológicos, o vírus papiloma vírus humano (HPV) e o 

Epstein Barr, possuem ciclo de replicação específico que pode culminar na proliferação 

das células hospedeiras de forma forçada e desregulada, o que pode deste modo contribuir 

para promoção oncogênica (SCHÜZ et al., 2015; SHALAPOUR; KARIN, 2015). De 

modo geral, apenas uma alteração no DNA, seja físico, químico ou biológico não é 

suficiente para que uma determinada célula torne-se maligna e agressiva ao organismo 

(GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).  

A etapa de promoção representa o estágio de crescimento tissular, levando a 

formação 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 período o 

contato continuo com o agente oncopromotor é necessário (CHEN; DESMARAIS; 

COSTA, 2019). A forma como cada agente atua é variada, pois depende do tipo de agente, 

estímulo a síntese de DNA, aumento da quantidade de cópias de genes em particular e 

alterações na comunicação intercelular (DE BONO et al., 2020b). 
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Moléculas como hormônios, peptídeos 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 substâncias como a nicotina 

e o álcool podem atuar como promotores oncogênicos (BAJAJ; DIAZ; REYA, 2020; DE 

BONO et al., 2020b). A interrupção do contato dos promotores tumorais e as células 

iniciadas, de modo geral, suspende o processo neste estágio, logo sendo considerado um 

processo dose-dependente e reversível (DICK, 2008, BAJAJ; DIAZ; REYA, 2020;). 

Hanahan e Weinberg (2000) propuseram o conjunto de seis características 

fenotípicas e genotípicas comuns e necessárias para a transformação de células normais 

e neoplásicas, características estas importantes na evolução e progressão do câncer, sendo 

elas: sinalização proliferativa, fuga dos supressores tumorais, evasão da apoptose, 

potencial replicativo ilimitado, estímulo a angiogênese e capacidade de invadir tecidos e 

promover metástases. Essas características são comuns a maioria dos tumores humanos, 

mas, posteriormente, foram ditas como dependentes da manutenção de quatro 

habilidades: evasão do sistema imune, instabilidade genômica, manutenção da 

inflamação e desregulação do metabolismo energético, habilidades estas que foram 

propostas por Hanahan e Weinberg (2011).  

Além das características e habilidades mencionadas, no ano de 2022 foram 

acrescidos na literatura novas características, como senescência celular, desbloqueio de 

plasticidade fenotípica, reprogramação genética não mutacional e microambiente 

favorável a polimorfismos. Tais características acrescidas são importantes por considerar 

o microambiente tumoral, o qual é formado por células tumorais e células não 

transformadas de acordo com a figura 5 (HANAHAN; WEINBERG, 2011; HANAHAN; 

WEINBER, 2000; HANAHAN, 2022). 
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Figura 5 – Marco das principais características do câncer apresentadas por células 

transformadas

 

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2022. 

Como já descrito, o processo de transformação inicia-se com a atividade de 

agentes carcinogênicos que possam interagir com os receptores celulares e iniciar um 

conjunto de reações que culminem em mutações e/ou deleções das informações gênicas, 

relacionados por gerir processos celulares vitais, incluindo as ligadas à proliferação e 

apoptose (HANAHAN; WEINBERG, 2011; MOSES et al., 2018). Deste modo, 

alterações em genes responsáveis pela indução de proliferação celular, denominados 

protooncogenes, como reguladores de ciclo celular e genes supressores tumorais, podem 

levar a desregulação do ciclo e permitir a multiplicação descontrolada. As mutações 

ocorrendo em protooncogenes, faz com que estes se tornem oncogenes e acabem por 

superexpressar proteínas 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 necessário para a formação 

de uma célula e até a multiplicação desta, ou seja, o processo no qual uma célula diploide 

(2n) dá origem a outras duas semelhantes (Aravena & P, 2019). Nas células eucariontes o 

ciclo celular é organizado em três grandes momentos: a interfase, que corresponde ao 

intervalo entre duas divisões sucessivas, a mitose e a citocinese, que correspondem as 
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divisões do núcleo e do citoplasma, respectivamente (Mills et al., 2018; Panagopoulos & 

Altmeyer, 2021).  

A interfase é um momento complexo, logo dividido em três fazes: a) G1, fase 

marcada pelo aumento intenso da síntese de RNA e de proteínas necessárias a fase 

seguinte, chamada fase S; b) a fase S, também conhecida como fase de síntese, é o período 

de replicação do DNA; c) a fase G2, por sua vez, é onde ocorre a síntese de novas 

proteínas que serão necessárias para a divisão celular (SIGMAN; MAZUMDER; 

PERRIN, 1993, DELGADO et al., 2018; PANAGOPOULOS; ALTMEYER, 2021).  

Alguns tipos celulares não seguem esta sequência na ordem descrita acima, logo 

a fase G1 pode não ocorrer antes da fase S, e então a célula é encaminhada a fase G0, 

podendo ainda estacionar nesta fase por longos períodos e deste modo dificilmente sofrerá 

divisão. No término da interfase as células irão possuir o dobro de DNA que apresentaram 

no início da fase G1 e a mitose (fase M) estará prestes a se iniciar. Esta fase será 

subdividida em prófase, prometáfase, metáfase, anáfase e telófase, estando cada uma 

destas subdivisões relacionada a eventos celulares específicos (SIGMAN; MAZUMDER; 

PERRIN, 1993; PANAGOPOULOS; ALTMEYER, 2021;). 

O desenvolvimento do ciclo celular é coordenado por estímulos externos, os quais 

ativam mecanismos regulatórios internos e induzem o início do ciclo. No entanto, antes 

da célula avançar de uma fase a outra do ciclo, a célula passará por uma série de inspeções 

em pontos específicos conhecidos como pontos de restrição ou “checkpoints” 

(NEPOMUCENO et al., 2017). Dentre esses checkpoints pode-se destacar a proteção do 

material genético da célula, bem como a prevenção do acúmulo de erros nos seus genes 

durante o processo de divisão celular (BURGER, 1998; DE ALMEIDA et al., 2017). 

São vários os fatores extrínsecos que irão influenciar na progressão do ciclo 

celular, tais como fatores de crescimento que podem se acoplar a receptores específicos 

e ativar cascatas de sinalização, as quais irão resultar na formação de complexos 

constituídos por proteínas 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 reações de 

fosforilação, ativar outros complexos proteicos denominados pRbE2F, o que acarretará 

na liberação do fator E2F, o qual irá atuar no progresso do ciclo celular (ciclina E/CDK2) 
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para permitir a passagem da célula da fase G1 para a fase S (PIAZZA MJ; URBANETZ; 

CARVALHO NS, 2010).  

Nesta última, a ação da ciclina A em conjunto com a CDK2 irá promover a 

formação do fator de promoção de fase S, conhecido no inglês como “phase promoting 

factor" (SPF). Em sequência, o SPF irá atuar através do complexo pré-replicação (pré-

RC), o qual irá iniciar a ativação de moléculas responsáveis pela replicação do DNA. Por 

seguinte, o fator promotor da fase M, já no término da fase G2 (ciclina/CDK1), irá 

promover a sequência do ciclo no sentido da fase M (DAVID LOMANTO DÍAZ et al., 

2003; NEPOMUCENO et al., 2017). 

Diferentemente da promoção do ciclo celular que está relacionada a complexos 

ciclinas-CDKs, a inibição da evolução do ciclo é realizada por um grupo de proteínas 

denominado de inibidores de quinases dependentes de ciclinas (CKIs) (Figura 6) (GOEL 

et al., 2018). Este segmento de proteínas pode intervir em possíveis falhas no processo de 

divisão 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 CKIs 

são classificadas em dois grupos, o grupo das proteínas específicas, como a p15, p16, p18 

e p19, que atuam em CDKs pré-estabelecidas. Por sua vez, as CKIs ditas como 

inespecíficas atuam em diversos complexos ciclina-quinases, sendo as mais conhecidas a 

p21, p27, p53 e p57 (GOEL et al., 2016; DING et al., 2020). 
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Figura 6 – Fases do ciclo celular e a interferência das quinases dependentes de ciclinas 

(CDKs). 

 

CDK – Ciclinas dependentes de quinases tipo 1 (CDK1) e tipo 2 (CDK2); p – Proteínas inibidoras de 

ciclinas dependentes de quinases, tipo 15 (p15), tipo 16 (p16), tipo 21 (p21) e tipo 27 (p27). 

Fonte: Adaptado de Forti, 2001. 

A CKI mais estudada é a p53, proteína que tem como função a busca de danos ao 

DNA durante o ciclo celular. Quando danos são identificados, essa proteína 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 proteínas do mesmo 

grupo, como a p21, p73, Bax e Bcl-2, em diferentes vias de sinalização, principalmente 

aquelas relacionadas a parada do ciclo celular (ARAVENA; P, 2019; GOEL et al., 2016).  

Alterações no gene que codifica a proteína p53 são bastante relatados na literatura 

como relacionados a neoplasias malignas, logo, a presença de mutações da p53 em 

células, plasma ou material de origem tecidual pode indicar sinais de mau prognóstico 

para pacientes, pois demonstra desequilíbrio no processo de controle regular do ciclo 

celular (GOEL et al., 2016; HANAHAN, 2022; PIAZZA MJ; URBANETZ; 

CARVALHO NS, 2010).  

Em condições comuns, se ocorrer alguma alteração no material genético ou no 

ciclo como um todo, a evolução do ciclo celular é interrompida até que seja realizado o 
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reparo devido e o ciclo possa ser retomado, caso contrário, são ativadas vias de 

sinalização para a indução da morte celular por apoptose (DE ALMEIDA et al., 2017; 

GOEL et al., 2016; NEPOMUCENO et al., 2017). Deste modo pesquisas científicas veem 

o ciclo celular como um importante alvo para o desenvolvimento de novas terapias 

anticâncer. Muitos dos agentes quimioterápicos utilizados em tratamentos clínicos 

apresentam como mecanismo de ação a interferência no ciclo celular, como por exemplo, 

gemcitabina, paclitaxel, doxorrubicina, citarabina, entre outros (BOUMAHDI; DE 

SAUVAGE, 2020; LÚCIA DE ALMEIDA et al., 2005). 

3.5 Mecanismos de morte celular 

A morte celular, em especial a apoptose é um processo complexo e que norteia as 

informações mais importantes sobre as vias de proliferação celular desordenada, logo 

compreender a apoptose, outros tipos de morte e seus mecanismos nas condições 

fisiológicas e patológicas, é de grande importância, pois além de ser possível 

compreender como se dá processos patológicos é possível também compreender quais 

alvos podem ser melhor investigados como alvos terapêuticos (SUVARNA; SINGH; 

MURAHARI, 2019; TETTAMANTI; CASARTELLI, 2019).  

Há diversos tipos de mortes, de acordo com o 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 fenômenos 

de ativação e desativação de moléculas biológicas, vias estas que podem ser moduladas e 

são passíveis de interferência genética ou farmacológica (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 são consideradas não 

programadas, tais como: a) Ferroptose: seu mecanismo é iniciado por agressões 

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 lipofílicos; b) Piroptose: processo que envolve 

obrigatoriamente a formação de poros na membrana plasmática por membros da família 

das proteínas de gasderminas, que ao serem ativadas por muitas vezes podem levar a 

ativação também de caspases inflamatória como a caspase 1; c) necroptose que consiste 

em um processo de morte celular inflamatório regulado, o qual será aprofundado mais a 

frente (GALLUZZI et al., 2018; LIU; JIAO, 2020).  
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Além das classificações descritas acima, podem se tomar como critério as 

alterações morfológicas 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 

 

Fonte: Adaptado de Carella et al., 2015. 

A apoptose é uma morte programada e silenciosa, a qual é mediada por caspases 

de características anti-inflamatórias. Esse mecanismo de morte pode ocorrer por duas vias 

principais, a via extrínseca, que está relacionada a ativação de receptores de membrana, 

e a intrínseca, que ocorre a nível de mediadores mitocondriais. Além destas principais, há 

uma outra via conhecida como via das perforinas ou granzima, a qual envolve a mediação 

de células T citotóxicas e a morte celular necessita de perforina-granzima (CARELLA et 

al., 2015). Cada via ativa sua caspase de iniciação específica, sendo na via extrínseca 

ativada a caspase 8, na via intrínseca a caspase 9 e na via da perforina/granzima é ativada 

a caspase 10, caspases essas que ativarão posteriormente a caspase executora 3 

(TUMMERS; GREEN, 2017; TANG et al., 2019). Independente da via que ocorra, há a 
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presença de características celulares incomuns, como manutenção da integridade de 

membrana, protusões de membrana, picnose, clivagem internucleossomal do DNA e 

redução do tamanho celular e nuclear. Tardiamente pode ocorrer a formação de corpos 

apoptóticos (GALLUZZI et al., 2015a; TUMMERS; GREEN, 2017).  

A autofagia, compreende um processo de degradação de seu próprio material 

citoplasmático, logo esse mecanismo de morte se caracteriza pela produção de vacúolos 

em grande quantidade e degradação do conteúdo citoplasmático, sendo esse processo 

corresponde a uma resposta de tentativa de sobrevivência da própria célula. Quando a 

autofagia ocorre de maneira desregulada, a mesma pode progredir a patologias (GENIN 

et al., 2015; TETTAMANTI; CASARTELLI, 2019). A regulação molecular da autofagia 

ocorre por ativação dos genes Atg e envolve moléculas como a PI3K III (fosfatidilinositol 

3-cinase de classe III; também chamada Vps34), beclina 1 (mAtg6), p150 (subunidade 

reguladora da Vps34) (COOPER, 2018) e mAtg14L, entre outras (JOVANOVIĆ 

GALOVIĆ et al., 2022).  

A necrose, em linhas gerais, é mencionada como um tipo de morte inespecífica, 

que pode atingir grupos de células e evoluir para extensão do tecido histológico ou até 

mesmo do órgão inteiro. Na necrose a morte é iniciada através de vias de déficit 

energético, os quais podem ocorrer por obstrução vascular, inibição de processos 

respiratórios, geração de radicais livres e agressão direta a membrana celular. Do ponto 

de vista morfológico as células em processo de necrose apresentam aumento do volume 

celular, vacuolização citoplasmática, lise da membrana celular, lise de organelas como 

mitocôndria e lisossomos e condensação da cromatina citoplasmática (GALLUZZI et al., 

2015b; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020).  

O processo de necrose foi por muitas vezes associado a respostas inflamatórias, 

pelo fato de haver liberação de material intracelular para o espaço da matriz extracelular, 

o que pode alterar as condições fisiológicas e levar a morte de células saudáveis, 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 características pró-inflamatórias que pode ser ativadas por diversos receptores e 

estímulos de maneira regulada (DEGTEREV et al., 2005; KHAN et al., 2021; 

JOVANOVIĆ GALOVIĆ et al., 2022).  
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3.6 Apoptose 

O processo de apoptose é realizado através de uma complexa e delicada cascata 

de proteínas reguladas por distintos sinais de vias de indução da morte(Bajaj et al., 2020; 

Elmore, 2007). Como já citado anteriormente, a apoptose pode ser ativada por duas vias 

distintas, a via intrínseca (ou via mitocondrial) e a via extrínseca (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 

proteínas de uma via de sinalização podem influenciar no funcionamento da outra 

(GALLUZZI et al., 2018).  

As caspases são as principais proteínas envolvidas na regulação da via de morte, 

atuando como enzimas proteolíticas que apresentam em seu sítio catalítico a cisteína, esta 

última que é capaz de fragmentar proteínas a resíduos menores. Geralmente as caspases 

são inicialmente sintetizadas na forma de pró-caspases, de caráter monomérico e inativas, 

sendo consideradas ativas após sofrerem dimerização 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 pró-caspases inativas de efetoras e quando ativas irão atuar de 

acordo com sua especialidade; e as efetoras, que são as caspases 3, 6 e 7, são responsáveis 

por clivar outros substratos protéicos da célula resultando no processo apoptótico 

(Carneiro & El-Deiry, 2020; Negi & Murphy, 2021; Tummers & Green, 2017). 

A via do receptor de morte (via extrínseca) é iniciada por ligantes específicos de 

grupos de receptores de membrana, pertencente a grande família de receptores de fatores 

de necrose tumoral (rTNF), entre eles, destacam-se o receptor de antígeno de apoptose – 

1 (Fas), o TNFR1 e os receptores de morte 3,4 e 5 (DR-3, -4 e -5). Os receptores possuem 

um subdomínio extracelular, característica que lhes possibilita reconhecerem seus 

ligantes, tais como TNF, Fas-L, Apo3L e Apo2L (CHAUDHRY et al., 2019; RAJABI et 

al., 2021). 

A região de “domínio de morte”, assim denominada por corresponder a região 

onde o receptor reconhece e se liga ao seu ligante específico, pode interagir com 

moléculas adaptadoras, como a FADD (Fas-Associated Death Domain Protein), que são 

capazes de recrutar a pró-caspase 8 e em seguida se autodimerizar, assim tornando-se 

ativa e capaz de clivar as pró-caspases 3, 6 e 7. Essa sequência de eventos fará 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; 

VELÁSQUEZ, 2016) (Figura 8). 

Figura 8 – Representação das cascatas das vias intrínseca e extrínseca da apoptose. 

 

Fonte: Adaptado de Quijano; Velásquez, 2016. 

A via mitocondrial ou intrínseca de indução de morte por apoptose normalmente 

é iniciada pela desregulação homeostática provocada por estresses celulares, por 

exemplo, redução ou indisponibilidade de fatores de crescimento, formação de espécies 

oxidativas de oxigênio (ROS), hipóxia, variação bruscas de temperatura ou pH do 

microambiente, danos ao DNA, e outros. Logo, sinais gerados como feedback a essas 

alterações são direcionados as mitocôndrias e consequentemente irá provocar alterações 

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 liberação de moléculas 

pró apoptóticas para o citosol (LIU et al., 2018; MORRISH; BRUMATTI; SILKE, 2020).  

No momento em que as proteínas pró-apoptóticas formadas pelo citocromo-c, 

Smac/DIABLO e a Omi/HtrA2 alcançam o citosol, estas moléculas irão seguir caminhos 

distintos. O citocromo-c irá formar um complexo de proteínas adaptadoras, conhecido 

como Apaf-1. O complexo formado poderá dimerizar a pró-caspase 9, gerando o 

apoptossomo, que é um importante agente para a liberação da caspase 9 iniciadora, que, 

por sua vez, promove a ativação da caspase 3 efetora, levando ao desencadeamento das 
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demais etapas, semelhantes às da via extrínseca. As proteínas Smac/DIABLO e 

Omi/HtrA2 seguirão inibindo as IAPs (do inglês Inhibitor Apoptosis Proteins) e assim 

continuarão induzindo o processo de apoptose. Em paralelo, nas mitocôndrias, o Fator de 

Indução de Apoptose (AIF) é liberado para o citosol e direcionado ao núcleo celular no 

intuito de induzir a fragmentação e condensação do DNA, independente da influência de 

caspases (GALLUZZI et al., 2015b; PATRA et al., 2019; CARNEIRO; EL-DEIRY, 

2020). 

A relação entre as proteínas pró ou antiapoptóticas na célula são muito importantes 

para a regulação da morte celular, além disso tem-se verificado que a hiper ou sub – 

expressão de genes favorece a carcinogênese através da redução da apoptose (Singh, 

2007; Wong, 2011). O grupo de proteínas da família da Bcl-2 é formado por proteínas 

pró e antiapoptóticas que são importantes para a regulação dessa via de morte, 

principalmente através da via intrínseca. A família das Bcl-2 desempenham papel 

importante na regulação da permeabilidade mitocondrial, logo tomando como referência 

a homologia de seus domínios e suas funções, podemos classificar a família da Bcl-2 em: 

antiapoptóticas, que protegem a célula de estímulos apoptóticos, como a Bcl-2, Bcl-xl, 

Mcl-1, Bcl-w, A1/Bfl-1 e Bcl-B/Bcl2L10; e as pró-apoptóticas, que conduzem a célula 

ao processo de apoptose como as proteínas Bid, Bad, Noxa, Bax e Bak (JOVANOVIĆ 

GALOVIĆ et al., 2022; YAN; ELBADAWI; EFFERTH, 2020; NEGI; MURPHY, 2021). 

3.7 Necroptose 

A necroptose é uma via de morte com ativação de moléculas pró-inflamatórias de 

forma regulada por diversos receptores e estímulos. Um dos receptores mais estudados é 

o TNFR1, o qual é ativado pelo ligante TNF-α (DEGTEREV et al., 2005). Outros 

receptores ditos como envolvidos na necroptose são o FS7 associado ao antígeno de 

superfície celular (faz), receptores 1 e 2 de ligantes indutores de apoptose, estes também 

relacionados ao TNF (TRAILR1 e TRAILR2), e os receptores do tipo Toll 3 e 4 (TLR3 

e TLR4) (SCHWARZER; LAURIEN; PASPARAKIS, 2020).  

Alguns estudos conduzidos por He et al. (2009), afirmaram que estresses químicos 

também são iniciadores para necroptose. O estudo foi realizado através de ensaios in vitro 

com as seguintes linhagens celulares tumorais imortalizadas: células de adenocarcinoma 

de cólon (HT29); células T leucêmicas (Jukart); células de leucemia linfoblástica aguda 

(CCRFCEM); células humanas monocíticas leucêmicas (U937); células de camundongos 
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com fibrosarcoma (L929); e fibroblastos embrionários de camundongos (MEFs) (HE et 

al., 2009; KHAN et al., 2021).  

A morte por necroptose ocorre pela formação do complexo de proteínas 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). Fenômenos como a 

ligação do TNF-α à região extracelular do TNFR1 provoca modificações em sítios 

alostéricos na região intracelular do receptor, que por consequência provoca o 

silenciamento do domínio de morte e culmina na formação do complexo I. Por sua vez, 

tal complexo possui um domínio de morte associado ao receptor do TNF-α (TRADD), 

um domínio de morte associado ao Fas (FADD), uma proteína de interação com o 

receptor 1 (RIPK1) e várias ubiquitina ligases E3. Após a formação do complexo I, 

formado pelas proteínas citadas acima, a via a ser ativada, se apoptose ou necroptose, 

dependerá dos eventos intracelulares (Figura 9) (BARBOSA et al., 2018; ZHANG et al., 

2018).  

Figura 9 – Cascata de sinalização e formação de complexos da via de morte da 

necroptose. 

 

Fonte: Adaptado de Bertheloot; Latz; Franklin, 2021. 
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Nesse contexto um momento importante é o recrutamento da RIPK1 para o 

complexo I, quando isso ocorre a RIPK1 pode ser ubiquitinada pelas IAPs, fato este que 

está relacionado como a tentativa de sobrevivência celular e por sua vez irá ativar o NF-

kB. No entanto, na ausência de c-IAP, a RIPK1 não será ubiquitinada, o que permite a 

translocação desta quinase para um complexo citoplasmático secundário, chamado de 

complexo II, formado pelo FADD de domínio de morte, caspase 8 e cFLIP. O complexo 

II é capaz de ativar tanto a via de apoptose como necroptose, sendo a caspase 8 um fator 

determinante, visto que quando ativada ela direciona à via de apoptose por divisão de 

RIPK1 e RIPK3, mas caso a caspase 8 esteja ausente, a via é direcionada para a necroptose 

(YOON et al., 2016; BARBOSA et al., 2018).  

A RIPK1 interage com a RIPK3 e formam um complexo essencial para 

sinalização do recrutamento da MLKL, a qual também será fosforilada pelo complexo. 

Deste modo, MLKL se torna ativada e irá desestabilizar direta ou indiretamente a 

integridade da membrana celular, o que irá induzir uma tumefação celular, ruptura da 

membrana e liberação de Padrões Moleculares Associados a Danos (do inglês “Damage-

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

O mecanismo exato pelo qual a MLKL induz a lise da membrana celular ainda 

não está totalmente elucidado, mas pesquisas indicam que a lise pode estar associada a 

alteração na concentração de íons de sódio (Na+) entre os meios intra e extracelular. 

Logo, com a formação de poros na membrana há a uma tendência na entrada de íons Na+ 

na célula e consequente aumento da osmolaridade, devido a esse excesso de sódio e outros 

íons no meio intracelular (CHEN et al., 2016; XIA et al., 2016; HUANG et al., 2017) 

(Figura 10). Além da caspase 8 ativada, outras proteínas podem inibir a via necroptótica, 

tais como: a Necrostatina 1 (Nec-1, que inibe a RIPK1), 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 pró-inflamatórias endógenas como de DAMPs para o espaço 

intercelular, visto que estes são liberados por células mortas devido a danos, traumas, 

isquemia e necrose infecciosa, o que colabora para o início de resposta imune 

(RODRIGUEZ et al., 2016; XIA et al., 2016; MENG et al., 2021). A Lactado 

desidrogenase (LDH) e as EROs são exemplos de DAMPs que possui associação com a 

via de morte. A LDH é uma enzima presente no citosol das células, sendo liberada para 

o meio extracelular quando ocorrer lesões graves a membrana citoplasmática, logo sendo 
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considerado um bom marcador de dano celular e morte pró-inflamatória (BARBOSA et 

al., 2018; KARKI; KANNEGANTI, 2021).  

No processo de morte por necroptose ocorre também a produção de EROs, o qual 

contribui para a via da necroptose, realizando a peroxidação de lipídeos, proteínas e 

material genético ou funcionando como segundo mensageiro na via de sinalização de 

receptores de morte (CHALLA; CHAN, 2010; LEE et al., 2017). A necroptose tem sido 

estudada em várias doenças e seus desenvolvimentos, tais como pancreatite aguda (HE et 

al., 2009; LEE et al., 2017), aterosclerose (BATISTA NAPOTNIK; POLAJŽER; 

MIKLAVČIČ, 2021), doenças inflamatórias imunomediadas (como doenças 

inflamatórias intestinais e artrite reumatoide) e entre outras (CHALLA; CHAN, 2010; 

VANDEN BERGHE; HASSANNIA; VANDENABEELE, 2016). 

3.8 Microambiente tumoral e metástase 

O câncer por muito tempo foi compreendido como um processo patológico onde 

células alteradas geravam novas células com características diferentes do tecido saudável 

e se organizavam de forma aglomerada, as quais perdem gradativamente a capacidade de 

serem reguladas por seu tecido de origem, porém esta compreensão se tornou obsoleta 

com o passar do tempo. Na atualidade o câncer é compreendido como um processo 

patológico complexo que possui autorregulação, mesmo em coexistência com outras 

células não tumorais, esse conjunto de células alteradas e não alteradas no tecido formam 

o microambiente tumoral (Mbeunkui & Johann, 2009; Arneth, 2020).  

O microambiente tumoral possui grande contribuição para o avanço dos cânceres 

e desenvolvimento de resistência a terapias, por isso se torna material de incessante busca 

por novas terapias mais efetivas (OCAÑA et al., 2018; GREENLEE et al., 2021b). Logo, 

os tumores, independentemente se sólidos ou leucêmicos, devem ser compreendidos 

como tecidos que possuem células tumorais e estromais estáveis, 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 estão inseridas (YANOFSKY et al., 2013; EBLE; NILAND, 2019a;). 

A MEC está em constante manutenção fisiológica, regulando para mais ou menos 

a quantidade de fibras de colágeno, para aumentar a resistência do tecido e a proliferação 

de células de reparo. Estes fenômenos 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 importância nos processos 
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de oncogênese (Figura 10) (THOMAS; RADHAKRISHNAN, 2019b; WEBER et al., 

2021). 

Figura 10 – Microambiente tumoral, carcinogênese e metástase. 

 

Fonte: Adaptado de Mbeunkui; Johann, 2009. 

As células tumorais interagem direta e indiretamente com as células saudáveis do 

microambiente tumoral, principalmente através da expressão de proteínas de superfície 

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

por células dendríticas (CDs), além disso irá ocorrer a liberação de citocinas, o que irá 

promover ainda mais a disfunção das CDs e a inibição da ativação de células T tumorais 

específicas, favorecendo o crescimento tumoral (GANGULY; LI; MIRANTI, 2014; 

QUIJANO; VELÁSQUEZ, 2016). 

A condição imunológica do próprio microambiente tumoral pode ainda ser 

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

2 (Th2), desta forma se torna fácil compreender que, por exemplo, indivíduos 
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imunocomprometidos tendem a apresentar maior produção de Th1 e Th2 e o contrário 

ocorre com os imunossuprimidos, pois estes irão apresentar predomínio de imunidade 

apenas para Th2 relacionado à infiltração celular e evolução do tumor (MBEUNKUI; 

JOHANN, 2009; QUIJANO; VELÁSQUEZ, 2016; TAM et al., 2020). 

A partir destas alterações estromais a iniciação e a progressão tumoral irá incluir 

células endoteliais (vasculares ou linfáticas), células mesenquimais indiferenciadas 

associadas ao tumor, principalmente nos processos de angiogênese, fibroblastos 

associados a câncer (CAFs) e células do sistema imune (linfócitos infiltrantes de tumor-

TILs, células T, células B, células NK), macrófagos associados (TAMs) e mastócitos. 

Todas estas células junto à MEC estão unidas no objetivo de favorecer o crescimento 

tumoral, logo de modo geral não apresentam índices de proliferação celular desregulados 

ou instáveis (OCAÑA et al., 2018; ARNETH, 2020b).  

A MEC tem papel importante na progressão tumoral, pelo fato de reunir elementos 

teciduais como fibras, proteínas e polissacarídeos disponíveis para as células do tecido 

(KLEMM; JOYCE, 2014; EBLE; NILAND, 2019b). A destruição da MEC culmina na 

transição epitélio-mesenquimal, a qual irá promover a clivagem do colágeno e 

rompimento da lâmina basal que delimita o tecido. Somado a isso, os fragmentos de 

colágeno são biologicamente ativos e irão regular a migração, proliferação e 

sobrevivência das células tumorais em outros tecidos, o que irá caracterizar a metástase. 

O processo de degradação da MEC pode ainda liberar Fator de Crescimento tumoral beta 

(TGF-β) e Fator de Crescimento de Fibroblasto (FGF), os quais irão regular a angiogênese 

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

 

3.9 Terapêutica do câncer e suas estratégias 

 

Atualmente há diversos tipos de tratamentos para o câncer disponíveis na clínica, 

dentre os quais, os principais são: remoção cirúrgica de tecidos afetados e áreas 

anatômicas adjacentes, radioterapia para tratamento local da neoplasia acuminada, 

quimioterapia que consiste em tratamento sistêmico, com protocolos individualizados ou 

com a combinação de diferentes agentes químicos, 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 utilização de feixes controlados de radiação ionizante. Neste modelo uma 
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dose de radiação é calculada previamente considerando o volume da massa tumoral, 

tempo de exposição do doente no intuito de erradicar as células tumorais e também 

considerando a dose capaz de causar o menor dano possível em células normais 

adjacentes, estas últimas que irão auxiliar no processo de reparo tecidual após irradiação 

(SARKARIA; BRISTOW, 2008; THAKKAR et al., 2020). 

Outro tipo de tratamento do câncer, a hormonioterapia, consiste no uso de 

substâncias 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 utilização de hormônios que induzem/auxiliam 

o crescimento de células tumorais diferenciadas que possuem receptores para o mesmo, 

o que poderia contribuir para o desenvolvimento de novas células tumorais (MILLS; 

KOLB; SAMPSON, 2018; SHAH et al., 2018). 

Os tratamentos quimioterápicos são os mais escolhidos e importantes nas condutas 

clínicas para o combate ao câncer. A quimioterapia se caracteriza como tratamento 

antineoplásico com o uso de agentes químicos que interferem no processo de divisão e 

ciclo celular de células cancerígenas. Porém, mesmo com a constante descoberta e 

utilização de novos agentes quimioterápicos, ainda há a necessidade de maior eficácia 

dessas drogas, menor toxicidade e capazes de evitar metástases e recidivas de tumores 

(KALIKS et al., 2017; OLVER et al., 2018; KEPP et al., 2020). 

Uma das principais vantagens no uso de quimioterápicos é a possibilidade do 

desenvolvimento de novas moléculas com alta seletividade, capaz de causar maior danos 

apenas a células específicas, se ligando a receptores presentes apenas na maquinaria de 

células alteradas e que podem ainda controlar casos com alto risco de evolução de 

metástases e estágios avançados dos canceres, o que possibilidade a maior sobrevida dos 

pacientes (CRUCERIU et al., 2020; KEPP et al., 2020). 

A maioria dos agentes anticâncer utilizados na rotina clínica envolvem 

mecanismos de ação de modulação 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 angiogênese, e os próprios agentes anticâncer clássicos: agentes túbulos-

afins, antimetabólicos, alquilantes, intercalantes de DNA, inibidores de topoisomerase I 
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e II, modelos com utilização de vírus, entre outros (ALDEA et al., 2021; FUKUNAGA 

et al., 2021). 

Nos últimos tempos, tratamentos quimioterápicos com alvos específicos tem se 

tornado um dos principais focos de pesquisas anticâncer (Fardi et al., 2018). 

Principalmente a busca por moléculas capazes de interferir em alvos envolvidos na 

angiogênese, interferência no DNA, ciclo celular e indução de morte celular apenas, ou 

majoritariamente, de células tumorais (Rühle et al., 2018). É sabido que a angiogênese é 

um processo importante para várias doenças, incluindo o crescimento de tumores e o 

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

A inibição seletiva de receptores envolvidos na angiogênese em tumores é 

considerada um dos alvos mais eficazes nas terapias anticâncer (Riggio et al., 2021; 

Almog et al., 2009). Várias são as proteínas de sinalização que regulam o processo de 

angiogênese 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 é o principal regulador da angiogênese 

fisiológica e patológica. A ligação do VEGF ao seu receptor, o VEGFR-2, aciona o 

receptor tirosina quinase e promove a proliferação e migração de novos vasos (Zhao et 

al., 2019; Ahmed et al., 2020).  

A literatura relata que há a super expressão de tirosinas quinases em casos de 

câncer, em especial da VEGFR-2, a qual está fortemente presente no processo de 

angiogênese atrelado a muitos tipos de cânceres humanos, incluindo carcinoma de mama 

e carcinoma pancreático (Yuan et al., 2019). Logo, o bloqueio da via de sinalização do 

VEGF por meio da inibição da atividade de receptores de tirosina quinases por pequenas 

moléculas é considerado uma estratégia interessante para a inibição da angiogênese e, 

portanto, para o desenvolvimento de novas drogas anticâncer (Ahmed et al., 2020; Zaki 

et al., 2020). 

3.10 Imidazolidinas 

As imidazolidinas são também conhecidas como hidantoínas e foram descobertas 

pelo pesquisador Bayer em 1861, quando realizava estudos com ácido úrico e identificou 

a molécula imidazolidina-2,4-dionas a partir do isolamento do produto da redução 

(hidrogenação) da alantonína, motivo pelo qual foi denominada hidantoína. Esse núcleo 

constitui um importante grupo de compostos heterocíclicos orgânicos de conformação 
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pentamérica, sendo considerada um scaffold bastante versátil devido às suas inúmeras 

aplicações clínicas, o que lhe permite ser utilizado em diversos produtos farmacêuticos e, 

até mesmo, ser identificado em produtos naturais (LIU; YANG; PAN, 2014; ŠMIT; 

PAVLOVIĆ, 2015). 

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) os 

análogos da hidantoína apresentam como núcleo principal um anel imidazolidínico 

compostopore duas carbonilas nas posições 2 e 4 somado a dois átomos de nitrogênio nas 

posições 1 e 3 (Figura 11) (CASTRO; MARÇAL, 2018). Por esta ser considerada uma 

estrutura bioativa por si só, também chamada de núcleo farmacofórico, qualquer alteração 

em seu arcabouço pode gerar mudanças em suas propriedades físico-químicas, 

farmacocinéticas e farmacodinâmicas. 

  

Figura 11 - Representação molecular do arcabouço estrutural de imidazolidinas e 

algumas possibilidades de variações de ligantes. 

 

Fonte: Adaptado de Castro, Marçal, 2018. 

Análogos de imidazolidinas são potenciais agentes químicos de interesse 

farmacológico devido a características de bioatividade, natureza hidrofílica e capacidade 

de aumentar biodisponibilidade de precursores biológicos ativos, o que permite ainda que 

possam ser empregadas como veículos de síntese de outras moléculas (CATERINA et al., 

2008). 

 A capacidade de sofrer modificações e arranjos químicos no núcleo 

imidazolidínicos e a infinita versatilidade de substituintes, possibilita a funcionalização 

do esqueleto chave nos ligantes de nitrogênio 1 e 3, o que permite fornecer derivados 

N,N-dissubstitutivos, bem como a presença de radicais acoplados ao carbono 5 

(CATERINA et al., 2008; ŠMIT; PAVLOVIĆ, 2015; CASTRO; MARÇAL, 2018). Tais 

características permitem atribuir as imidazolidinas ação farmacológica com várias 

aplicações, como: anticonvulsivante (ROGAWSKI; LÖSCHER, 2004), antitumoral 
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(MOGUILEWSKY; BERTAGNA; HUCHER, 1987), antiparasitário (MATOS-ROCHA 

et al., 2017), antiarrítmico (LÓPEZ-LÓPEZ et al., 2018), anticâncer, dentre 

outras(CASTRO; MARÇAL, 2018). 

 Um dos principais mecanismos relatados em estudos como efeito anticâncer de 

derivados imidazolidínicos é a capacidades destes afetarem a replicação do DNA através 

da inibição do ciclo celular, ativação e clivagem da caspase 9, ativação da pró-caspase 3 

e a clivagem do receptor poli (Adenosina Difosfato-ribosil) polimerase, responsável pela 

inibição/bloqueio de receptores de quinases, o que fortalece a hipótese de ativação da 

caspase (Kavitha et al., 2009; Yuan et al., 2019; Zaki et al., 2020).  

3.11 Derivados de imidazolidinas com atividade anticâncer 

Nos estudos de Ghosh et al., (1997), os autores avaliaram a atividade anticâncer 

da molécula de l-[2-{bis(2’-cloroetil)amino)etil]espiro[imidazolidina-4,2’-(I’H),3’,4’-

dihidronaftalenel-2,5-diona, (4, β – tetimurtina) (Figura 12), através de experimentos 

realizados com fêmeas 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 possível 

determinar a dose letal a ser utilizada para tratamento.  

Figura 12 – Representação da estrutura química do 4, β- tetimurtina. 

 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

 Nos testes foi possível identificar a faixa de dose ideal que correspondeu de 4 a 8 

mg/kg, sendo realizado aplicações de concentrações crescentes com intervalos 7 a 7 dias. 

Dessa forma, a molécula estudada apresentou resultados em ambos os tumores de redução 

superior aos dos respectivos grupos controle positivo, utilizando ciclofosfamida e S-

fluorouracil. Os autores descreveram apenas a realização de ensaios com animais em sua 

publicação, não descrevendo realização de testes in vitro, o que inviabilizou, portanto, a 
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elucidação do mecanismo de ação da 4, β- tetimurtina. Porém, pode-se concluir que o 

derivado da imidazolidina avaliado apresentou potencial para a terapêutica anticâncer 

(GHOSH et al., 1997). 

Em 2009, Kavitha e colaboradores., avaliaram a capacidade de inibição de 

crescimento celular e apoptose de células de leucemia utilizando derivados de espiro-

hidantoínas, 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 química do DFH (A) e DCH (B). 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

Nos seus estudos, Kavitha e colaboradores (2009), demonstraram que os 

derivados de imidazolidinas avaliados em seus estudos, possuem efeitos citotóxicos em 

muitas linhagens celulares leucêmicas, incluindo células de leucemia mieloide crônica. 

Os pesquisadores explicam em seus experimentos que os compostos testados afetam a 

replicação do DNA, levando a inibição do ciclo celular. Tal fenômeno foi percebido pela 

presença do efeito da translocação da fosfatidil serina, observação de DNA nuclear 

fragmentado, aumento dos níveis de proteínas pró-apoptóticas e o surgimento de 

proteínas de reparo.  

Segundo o autor, sugere-se que ocorre a indução de apoptose por ação da molécula 

DFH, a qual está comprovadamente associada a ativação e clivagem da caspase 9, 

ativação da pró-caspase 3 e a clivagem do receptor poli (Adenosina Difosfato-ribosil) 
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polimerase, o que fortalece a hipótese de ativação da caspase 3 e permite afirmar que as 

moléculas de imidazolidinas estudadas tem potencial anticâncer 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 regiões que possuíam presença de grupos piridinas.  

Figura 14 - Estrutura química do Fluoren-NU. 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

Foram realizados testes in vitro em seis linhagens de células tumorais, como: 

neuroblastoma humano (SK-N-SH e IMR-32), câncer de pulmão (A549), câncer de 

próstata (DU-145), leucemia aguda (HL-60) e linfoma (U-937). Pôde ser observado pelos 

pesquisadores que houve efeito citotóxico significativo na linhagem de neuroblastoma 

(SK-N -SH) e ainda que concentrações de 8 µM foram capazes de inibir a síntese de DNA 

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

Os pesquisadores ainda realizaram testes in vivo com utilização de fêmeas de ratos 

da espécie Swiss, os quais receberam enxerto com células de câncer hepático e sarcoma-

180. Após ensaios com a molécula estudada foi observado aumento do tempo de vida dos 

animais e regressão de ambos os tumores, sendo a dose ideal para o tratamento igual a 

40mg/kg durante 7 dias, a via de administração não foi explicitada. Os pesquisadores 

relataram que não houve danos a hematopoiese e a molécula não foi hepatotóxica ou 

nefrotóxica (MUKHERJEE et al., 2009). 

Shah et al., realizaram em 2013 estudos de caracterização de quatro moléculas de 

imidazolidinas e sua interação 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 

caracterizaçãorealizada através de ensaios de variação de pH e observação por técnicas 

de UV-Vis, além da realização de ensaios eletroquímicos para avaliar a variação 

eletrônica e excitatória das moléculas. 

Figura 15 – Estrutura química de Imidazolidinas: NBI, HBI, MBI e DBI. 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

Nas análises de interação das imidazolidinas e DNA através de ensaios 

eletroquímicos em ph 4,5, observou-se o surgimento de novos picos voltamétricos em 

altas concentrações de DNA, que ocorreram devido a formação de 8-oxoguanina a partir 

de danos a base da guanina, o que configura a presença de interação entre as 

imidazolidinas e as fitas de DNA. Nos ensaios eletroquímicos em ph 7,4, mimetizando o 

pH sanguíneo, houve redução dos picos eletroquímicos proporcional a adição de 

moléculas de DNA e com ligeira variação anódica e catódica, o que indica interação entre 

a molécula e a dupla hélice de DNA, possivelmente devido a formação de adutos de 

ligação com o DNA (SHAH et al., 2013). 

Segundo estudos de Kavitha et al., 2013, que avaliaram a atividade anticâncer e o 

mecanismo de ação 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 biológicos da 

molécula ASHD foi avaliada utilizando ensaios de citotoxicidade (MTT), análise de ciclo 

celular, imunohistoquímica e Western Blot. 
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Figura 16 - Representação química da azaspiro hidantoína, ASHD. 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

A molécula de ASHD, com seu grupamento éster alquilico, apresentou potente 

citotoxicidade contra as células leucêmicas de linhagem K562 testadas, sendo capaz de 

promover a inibição da replicação do DNA e do ciclo celular. Logo, confirmou-se a 

presença de células apoptóticas diante da presença de grupo de células em fase G1, bem 

como foi possível perceber alterações de apoptose (fragmentação do DNA, condensação 

da cromatina e presença de corpos apoptóticos) nas células tratadas (KAVITHA et al., 

2013).  

Percebeu-se ainda aumento da expressão da proteína pró-apoptótica BAD e a 

redução da proteína antiapoptótica BCL2, bem como a ativação da caspase 9, que por sua 

vez ativa a caspase 3, responsável pela clivagem do PARP(Polimera Adenosil Difosfato 

Ribose), proteína que dificulta reparos ao DNA danificado, induzindo a apoptose. Tais 

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

3.12 Ensaios in silico 

No processo de prospecção e pesquisa de novas moléculas com propriedades 

bioativas, diversas aplicações são possíveis. Desde ensaios biológicos in vitro e in vivo a 

ensaios in silico (KATSILA et al., 2016; SINGH et al., 2009). O termo “in silico” faz 

menção ao silício, componente químico dos chips que são responsáveis pelo 

processamento de equipamentos de informática, 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 os ensaios in silico permitem realização de triagem 
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de moléculas em grande número, sem haver a necessidade de síntese ou avaliações in 

vitro das mesmas, algo que contribui na redução 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 aplicações possíveis de serem realizadas pelos ensaios in silico é a 

reutilização (ou reposicionamento) de drogas. Nesse tipo de abordagem são investigadas 

aplicações biológicas diferentes para drogas já 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 reutilização 

são medicamentos já comercializadosou que foram descontinuados por algum critério 

científico, como por exemplo a cibutramina e o sildenafil (CHORTANI et al., 2022; 

MASSAROTTI et al., 2012; NEWMAN et al., 2019; WÜRTH et al., 2016). 

A possibilidade de reposicionamento de medicamentos é importante no 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas de doenças como o câncer, doenças 

negligenciadas e outras, pois oportuniza a entrega de medicamento nas redes de saúde de 

maneira rápida e barata (GHOLIVAND et al., 2022ª; LAFAYETTE et al., 2017; 

LEELANANDA; LINDERT, 2016; NOWAK-SLIWINSKA; SCAPOZZA; ALTABA, 

2019). Algumas doenças como o câncer possuem características bastante complexas, o 

que dificulta o tratamento, sendo este muitas vezes realizado por agentes quimioterápicos 

disponíveis, mas de eficácia limitada, o que gera a necessidade do desenvolvimento de 

novos fármacos de maneira rápida, segura e de baixo custo (GHOLIVAND et al., 2022a, 

2022b).  

O número de estudos de reposicionamento de drogas no tratamento de diversos 

tipos de câncer tem sido crescente e com quantidade significativa de casos de sucesso. As 

abordagens in silico são muito úteis, pois permitem uma alta velocidade de 

reposicionamento, quando comparado ao ritmo de produção de drogas já existentes 

(CHORTANI et al., 2022; DAR; SHAMSUZZAMAN; KHAN, 2016; LEELANANDA; 

LINDERT, 2016). 

Outras aplicações, cada vez mais fidedignas a realidade e confiáveis dos estudos 

in sílico, é a predição de características físico-químicas, farmacodinâmicas, 

farmacocinéticas, atividades biológicas e identificação de alvos biológicos (NEWMAN 
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et al., 2019; WÜRTH 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 

características terapêuticas. No ensaio denominado ancoragem molecular ou do inglês 

“molecular docking”, que significa encaixe molecular, são utilizadas duas moléculas em 

que uma será denominada de ligante e a outra de receptor, podendo estas serem 

“encaixadas” e levar ao cálculo de diferentes probabilidades de interação a serem preditas 

in silico, (KATSILA et al., 2016; LIN; LI; LIN, 2020). 

O método de docking molecular pode ser aplicado na avaliação de acoplamento 

(encaixe) de diversos tipos de moléculas: proteínas, carboidratos, enzimas e ácidos 

nucléicos, logo, o docking realiza uma predição que aumenta as possibilidades de 

orientação das interações moleculares (LEELANANDA; LINDERT, 2016). Deste modo 

é possível identificar na literatura a aplicação 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 execução do método de ancoragem do docking é necessário possuir a 

estrutura do receptor no formato tridimensional, esses modelos são comumente obtidos 

experimentalmente por métodos cristalográficos de raios-x e então depositados em 

bancos de dados científicos, como por exemplo o Protein Data Bank (PDB), que é um 

banco de dados de estruturas moleculares de proteínas e diversas outras moléculas, já 

identificadas e depositadas. Essa plataforma é de acesso aberto e juntamente às estruturas 

o banco oferece várias informações (RICHARDSON; RICHARDSON; GOODSELL, 

2021).  
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4. METODOLOGIA 

4.1 Derivado Imidazolidínicos 

4.1.1Síntese dos derivados de imidazolidina 

 

O intermediário LPSF/MG-1 (3-(4-metoxibenzil)-imidazolidina-2,4-diona) foi produzido 

solubilizando a hidantoína e o cloreto de 4-metoxibenzil em dimetilsulfóxido (DMSO) e 

então misturados à base  hidróxido de potássio (KOH) solubilizada em MeOH. A mistura foi 

aquecida a 65ºC e mantida sob agitação por duas horas. Depois a reação foi resfriada em 

geladeira, formando um precipitado que foi filtrado e seco, para utilização nas próximas 

etapas. Para produção dos compostos finais da série LPSF/MG, o LPSF/MG-1, e os aldeídos 

correspondentes foram solubilizados em ácido acético (AcOH) juntamente com o promotor 

acetato de amônio (AcNH4) (Figura 17), seguido de aquecimento a 110ºC, por tempos 

diferentes. Ao final de cada reação as soluções 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 então analisados por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência, Ressonância Magnética de hidrogênio e carbono, Infravermelho por 

Transformada de Fourier e Espectrometria de Massas. Todas as reações foram acompanhadas 

por Cromatografia em Camada Delgada e, quando necessário, Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência.  

Figura 17 - Esquema de rota de síntese de imidazolidina-2,4-diona e seus derivados 

 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

 4.2 Compostos estudados 

Os derivados imidazolidínicos testados, pertencentes a série LPSF/MG, foram 

sintetizados no Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos (LPSF-UFPE), o qual 

faz parte do Laboratório de Inovação Terapêutica do Centro de Biociências 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 químicas dos derivados 

imidazolidínicos avaliados. 

Tabela 1 - Derivados imidazolidínicos potencialmente anticâncer. 

Sigla Nome químico 
Fórmula 

molecular 
Estrutura química 

MG-

1 
3-(4-metoxibenzil)-imidazolidina-2,4-diona C11H12N2O3 

 

MG-

2 

3-(4-metoxibenzil)-5-(4-

metilbenzilideno)imidazolidina-2,4-diona 
C19H18N2O3 

 

MG-

3 

5-(4-clorobenzilideno)-3-(4-

metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona 

C18H15ClN2O

3 

 

MG-

4 

3-(4-metoxibenzil)-5-(4-

metoxibenzilideno)imidazolidina-2,4-diona 
C19H18N2O4 

 

MG-

5 

5-(4-hidroxibenzilideno)-3-(4-

metoxybenzil)imidazolidina-2,4-diona 
C18H16N2O4 

 

MG-

7 

5-(4-bromobenzilideno)-3-(4-

metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona 

C18H15BrN2

O3 

 

MG-

9 

3-(4-metoxibenzil)-5-(4-

(trifluorometoxi)benzilideno)imidazolidina

-2,4-diona 

C19H15F3N2O

4 

 

MG-

10 

5-(2-bromobenzilideno)-3-(4-

metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona 

C18H15BrN2

O3 

 

MG-

13 

5-(5-bromo-2-metoxibenzilideno)-3-(4-

metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona 

C19H17BrN2

O4 
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MG-

16 

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

metoxibenzil)imidazolidina-2,4-diona 

C19H17BrN2

O4 

 

 

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) à 50 

mmol/mL. As diluições mais baixas foram feitas diretamente no meio de cultura. A 

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

 

4.3 Análise in silico 

4.3.1 In silico ADMET prediction 

A maioria dos compostos químicos falha em ensaios clínicos devido a aspectos 

farmacodinâmicos, baixa biodisponibilidade e alta toxicidade, portanto, avaliar a previsão 

in silico de ADMET (absorção, distribuição, metabolismo, excreção e toxicidade) tornou-

se uma parte importante do processo de descoberta de medicamentos porque reduz a 

possibilidade dos medicamento selecionados falharem em ensaios clínicos. No presente 

estudo foi realizado a predição de propriedade de semelhança 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 os compostos sob 

investigação eram eficazes para biodisponibilidade oral ou não. A toxicidade dos 

derivados sintetizados foi prevista usando o servidor ProTox-II (BANERJEE et al., 2018) 

e pkCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015), servidores web gratuitos para 

previsão de toxicidade in silico. 

4.3.2 Molecular docking study 

4.3.2.1 Preparação dos ligantes 

Os isômeros Z e E dos derivados imidazolidínicos foram inicialmente desenhados 

em duas dimensões no ChemDraw Ultra versão 12.0, as quais foram convertidas em 

estruturas tridimensionais através do software Avogadro (versão 1.2.0) e então 

submetidas a otimização estrutural, utilizando o AutoOptimizate Tool com o campo de 

força MMFF94s e algoritmo Steepest Descent. Esse processo de otimização energética 

se faz importante para que os ligantes a serem analisados apresentem estruturas químicas 
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na sua conformação mais estável, ou seja, mais próxima daquela que seria observada em 

experimentos empíricos. 

4.3.2.2 Obtenção e preparação dos alvos 

A proteína VEGFR-2 foi escolhida como alvo diante da sua importância como 

agente responsável no crescimento de células endoteliais e crescimento de tumores, logo, 

sua inibição ou interações negativas são de interesse terapêutico. A estrutura 

cristalográfica da proteína VEGFR-2 foi retirada da plataforma Protein Data Bank (PDB) 

com o código PDB ID  4ASD, a qual foi obtida por difratometria de raios X com resolução 

de 2,03 Å. A estrutura proteica foi plotada no software Discovery Studio Visualizer 2020, 

onde moléculas de água e ligantes cocristalizados foram retirados. Possíveis 

irregularidades no estado de protonação da estrutura foram corrigidas utilizando a 

ferramenta online PDB2PQR (https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) (Jurrus et 

al., 2018), onde foram adicionados hidrogênios no pH 7 através do campo de força 

PARSE. 

4.3.2.3 Docking molecular 

O docking molecular dos derivados imidazolidínicos foi realizado através do 

software DockThor-VS (https://dockthor.lncc.br/v2/) (MAGALHÃES et al., 2014; 

SANTOS et al., 2020; GUEDES et al., 2021), utilizando as configurações 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 discretização de 

0.25 e Total Grid Points 226981. O campo de força MMFF94 foi utilizado como função 

de pontuação. 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 o VEGFR-2 foram X = -24,226, Y = 

-1,29, Z = -12,93. O grid size utilizado para o alvo foi de 15Å para cada aresta. A presente 

metodologia foi previamente submetida a validação por redocking do BAX no seu 

respectivo sitio ativo, o qual apresenta RMSD de 0,407Å. A representação gráfica da 

ancoragem de cada estrutura avaliada e a análise das suas interações 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 Características 

DU145 Adenocarcinoma de Próstata 

PANC1 Adenocarcinoma de pâncreas 

MIA PACA 2 Adenocarcinoma de pâncreas 

Fonte: Autor, 2023. 

 

4.5 Manutenção das células neoplásicas  

As linhagens celulares foram mantidas em garrafas de poliestireno em estufa 

úmida à temperatura de 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2, sendo acompanhadas 

diariamente com o auxílio de um microscópio invertido. A troca do meio foi realizada 

diariamente. As linhagens aderidas Du145 e Panc1 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 manutenção das células aderidas 

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

 

4.6 Obtenção e manutenção das células mononucleadas do sangue periférico 

(PBMCs)  

 

Para este estudo foi necessário coletar amostras do sangue periférico do total de 

10 voluntários sadios,  os quais foram selecionados baseados nos seguintes critérios de 

inclusão: idade maior ou igual a 18 anos de idade, de ambos os gêneros e que não 

possuíam doenças crônicas declaradas até o momento da pesquisa; Além destes, os 

seguintes critérios de exclusão foram aplicados: indivíduos que possuíam doenças 

crônicas, mulheres grávidas, ou indivíduos que declarem no ato da coleta ter manifestado 

sinais e sintomas como: febre, espirro, rinorreia, dor de garganta, diarreia, náuseas, 

mialgia ou fadiga e ou qualquer sintoma sugestivo de infecções de origens bacterianas, 

fúngicas, virais e/ou autoimunes. As amostras foram coletadas na sala de coleta do 

Laboratório de Imunomodulação e novas abordagens terapêuticas (LINAT) da 

Universidade Federal de Pernambuco, localizado no 1º andar do Prédio da Diretoria de 

Inovação e Empreendedorismo (DINE). Dos voluntários foram coletadas amostras no 
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volume de 10-15 ml de sangue em tubos à vácuo contendo o anticoagulante heparina. As 

coletas foram feitas por profissionais competentes e devidamente treinados para reduzir 

os riscos para o paciente. Nenhuma coleta foi realizada sem a autorização prévia dos 

voluntários. Para isso, primeiramente, eles foram apresentamos ao objetivo do estudo e 

então questionados sobre o interesse em participar da pesquisa. O Projeto foi submetido 

ao COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS - Centro de Ciências 

da Saúde - Universidade Federal de Pernambuco e aprovado sob o parecer nº 4.322.331 

em 08.10.2020 (Anexo I).  

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir 

do método de separação por gradiente de densidade através de centrifugação com Ficoll 

PaqueTM Plus (GE Healthcare BioSciences). Após obtenção das PBMCs as mesmas 

foram diluídas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10 % de soro fetal 

bovino, 10 mM de HEPES e 1% de penicilina/estreptomicina em estufa úmida à 

temperatura de 37 ºC e atmosfera de 5% de CO2 (Okumura et al., 2010; Roland et al., 

2013) e em seguida as células foram distribuídas em poços de placas de 96 poços para 

avaliação de ensaio de citotoxicidade. 

4.7 Ensaio de citotoxicidade em células neoplásicas, não tumorais e normais: 

método MTT 

O teste de citotoxicidade in vitro foi realizado nas células neoplásicas e normais 

(PBMCs) com diferentes concentrações dos derivados imidazolidínicos. 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 sensível que possui a 

capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabólico da célula. É uma análise 

baseada na conversão 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 células metabolicamente ativas (Sylvester, 2011).  

As células foram distribuídas em placas de 96 poços onde cada poço recebeu a 

quantidade de 1 x 104 de células e em seguida as mesmas foram submetidas à diferentes 

concentrações dos 10 derivados imidazolidínicos testados (LPSF/MG-1, -2, -3, 4, -5, -7, 

-9, 10, -13, -16, sendo as concentrações finais de tratamento por poço de 3,125µM; 6,25 

µM; 12,5 µM; 25 µM; 50 µM e 100 μM e então incubadas em estufa úmida à 37 ºC e 5% 

de CO2 por 48h e 72h para as células normais e neoplásicas, respectivamente. Passado o 

período de incubação foram adicionados 20 μL da solução de MTT na concentração de 5 
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mg/mL diluída em PBS em cada poço das placas, as quais foram então protegidas da luz 

e incubadas mais uma vez em estufa úmida a 37 ºC e 5% de CO2 por um período de 3h. 

Ao fim desse período, a reação foi interrompida pela adição de 130 μL de SDS 20% e a 

densidade óptica foi medida após 24 horas no comprimento de onda de 570 nm. A leitura 

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

A determinação do potencial citotóxico dos compostos testados foi calculada em 

relação ao controle tratado com o veículo DMSO a 0,01%. Para determinação da 

concentração de composto necessária para 50% de inibição in vitro (CI50) foram 

realizados três ensaios independentes de redução do MTT. O CI50 de cada ensaio foi 

calculado através da fórmula: % 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 índice de seletividade, utilizando a seguinte 

fórmula: Indice de seletividade (IS)  = CI50 das células normais / CI50 das células 

tumorais, sendo considerado seletivo quando o score ≥ 3. Para a elaboração dos gráficos 

e cálculo da CI50, foram utilizados os programas GraphPad Prism versão 5 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, EUA) e o programa OriginPro 8 (Originlab Corporation®, 

Northampton, MA, EUA). 

4.8 Análise do ciclo celular 

As linhagens teste foram distribuídas em placas de 6 poços numa densidade de 2,5 

x 105 células por poço e incubadas à 37 °C sob atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. 

Em seguida as células foram tratadas com concentrações CI50 e 2xCI50 dos derivados 

LPSF/MG-2 na linhagem de MiaPaca2, LPSF/MG-3 na linhagem de Panc1 e LPSF/MG-

7 nas linhagens MiaPaca2 e Panc1. Como controle positivo foi utilizado a gemcitabina e 

células tratadas com a concentração de 0,1% de DMSO foram utilizadas como controle 

negativo. As células tratadas e não tratadas foram incubadas por 48 e 72 horas. Após esse 

período, o meio de cultura foi retirado dos poços e as células foram lavadas 2 vezes com 

PBS 1x. Em seguida,  as células foram tripsinizadas, lavadas novamente com PBS e 

fixadas em álcool 70 % à 4-6 °C. Na sequência, as células foram incubadas por 24 horas 

à - 20 °C. Em uma segunda etapa, as células foram marcadas com solução de iodeto de 

propídeo (PI) (0,05 mg/mL) / RNAse A (0,025 mg/mL) em PBS por 30 minutos sobre o 

gelo (Solhaug et al., 2013). O conteúdo de DNA celular foi quantificado através de 

citometria de fluxo utilizando o citômetro 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 (SubG0, G0-G1, S e G2/M) foi obtida pelo software FlowJo v.10.  

4.9 Análise da indução de morte celular: apoptose e necrose 

As linhagens teste foram distribuídas em placas de 6 poços numa densidade de 2,5 

x 105 células por poço e incubadas à 37 °C, sob atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. 

Em seguida as células foram tratadas com concentrações de CI50 e 2xCI50 dos derivados 

LPSF/MG-2 na linhagem de MiaPaca2, LPSF/MG-3 na linhagem de Panc1 e LPSF/MG-

7 nas linhagens MiaPaca2 e Panc1 e como controle positivo foi utilizado a gemcitabina, 

células tratadas com a concentração de 0,01% de DMSO foram utilizadas como controle 

negativo, as células tratadas e não tratadas foram incubadas por 48 e 72 horas. Após esse 

período, o meio de cultura foi retirado dos poços e as células foram lavadas 2 vezes com 

PBS 1x, sendo, então, tripsinizadas e lavadas 2 vezes com tampão (10 mM 

HEPES/NaOH, 140 mMNaCl, 2.5 mM CaCl2-pH 7.4,). Em seguida as células foram 

marcadas com 2,5 μM de PI (0,05mg/mL) e 5μM de Anexina V-FIT (0,5mg/mL) por 30 

min protegido da luz. A marcação das células foi adquirida através de citometria de fluxo 

utilizando o citômetro 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 migração 

As células Panc1 e Mia-paca-2 foram distribuídas numa densidade de 1x106 por 

poço em placas de 24 poços e incubadas à 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 por 24 

horas. Após atingir a confluência de 90%, o meio foi aspirado e duas lavagens com PBS 

1X foram realizadas. Em seguida, foi feita em cada poço uma linha de marcação (estria) 

perpendicular utilizando uma ponteira de 200µl. Após o procedimento de marcação das 

estrias, as células foram tratadas com meio completo, DMSO 0,1% (controle) e com os 

derivados LPSF/MG-2, LPSF/MG3 e LPSF/MG-7 na concentração do CI50. Os poços 

foram fotografados com 0, 12 e 24 horas utilizando microscópio invertido (Nikon, Ts2). 

Os dados do ensaio de migração foram calculados utilizando as fotos para obter o 

tamanho da área final e da inicial do tamanho da estria feita com a ponteira. Para o cálculo 

da área utilizamos o programa ImageJ (Versão 1.49) (NIH, USA). 
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4.11 Ensaio da inibição de formação de clones 

As células Panc1 e Mia-paca-2 foram distribuídas numa densidade 3 x104 por 

poço em placa de 24 poços. Após o período de 24 horas, as células foram tratadas com 

DMSO 0,1% (controle negativo), gemcitabina 1µM (controle positivo) e com os 

derivados LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 para a linhagem de Mia-paca-2 e os compostos 

LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 na linhagem de Panc1. Os LPSF/MGs citados foram 

avaliados na concentração do CI50, nos tempos de 24 e 48 horas. Após o tratamento, as 

células foram lavadas com PBS 1x e tripsinizadas, contadas e aproximadamente 300 

células foram plaqueadas por poço em placas de 6 poços, as quais foram mantidas em 

condições ideias de cultivo por14 dias. Após este período, as células foram lavadas com 

PBS 1x, fixadas com metanol 100%, coradas com cristal violeta 0,1%, lavadas com PBS 

1x e então mantidas a temperatura ambiente por 24 horas para secagem. Em seguida, foi 

realizada a contagem das colônias formadas e a análise estatística dos resultados. 

4.12 Extração de RNA e Síntese de cDNA 

Inicialmente na etapa de extração, as amostras foram expostas a temperatura 

ambiente durante 5 minutos para promover a completa dissociação do complexo de 

proteínas do núcleo. Após o degelo, foi adicionado as amostras 150ul de clorofórmio e 

em seguida foram homogeneizadas e submetidas a uma centrifugação de 12000 rpm por 

15 minutos a 4°C. Após a primeira centrifugação, a solução aquosa localizada no 

sobrenadante (onde encontra-se o RNA) foi transferida para um novo eppendorf no qual 

foi adicionado 375uL de isopropanol a 100%. A amostras foram incubadas em freezer a 

-80ºC 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 precipitação 

do pellet. Depois o sobrenadante foi descartado, o pellet foi lavado com 750uL de etanol 

a 75% e então 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 água 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 síntese do cDNA, foi utilizado a 

concentração de 500ng de RNA utilizando o kit de transcrição reversa cDNA Hight 

Capacity (AppliedBiosystems) seguindo as recomendações do fabricante.  

4.13 Avaliação da expressão gênica por RT-qPCR 

A expressão genética foi realizada pela reação em cadeia de polimerase 

quantitativa em tempo real (RT-qPCR), utilizando o método TaqMan 
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(AppliedBiosystems) em um termociclador QuantStudio™ 5 (AppliedBiosystems). As 

condições de ciclagem foram de 95ºC por 5 min, seguidos de 40 ciclos de 95ºC a 3 seg e 

60ºC por 20 seg. O gene 18S (Hs03003631_g1) foi usado como controle endógeno. A 

expressão relativa do RNA foi calculada pelo método 2-ΔΔCt. Os genes BAX 

(Hs00180269_m1), BID (Hs00609632_m1), CASP3 (Hs00234387_m1) e CASP7 

(Hs00169152_m1) foram avaliados. 

4.14 Análise Estatística 

Os cálculos de média, desvio padrão e viabilidade foram realizados utilizando o 

programa Excel. O CI50 foi calculado a partir da média dos resultados da viabilidade 

celular dos compostos com o auxílio do programa OriginPro8 (Originlab Corporation®, 

EUA). Os resultados foram analisados por teste t (Student), Anova com pós 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    

 

Análise in silico 

O princípio de Lipinski, conhecido também como regra dos cinco, consiste em 

comparar 4 princípios, estes que são características em comum com drogas já conhecidas 

de banco de moléculas. Os parâmetros considerados pela regra de Lipinski são: massa 

molecular menor ou igual a 500 Da, LogP menor ou igual a 5, número de doadores de 

ligação de hidrogênio deve ser menor ou igual a 5 e número de grupos aceptores de 

ligação de hidrogênio menor ou igual a 10. Já a regra de Veber considera a área de 

superfície polar (TPSA) menor ou igual a 140 Å² e número de ligações rotacionáveis 

menor ou igual a 10 (LIPINSKI, 2000; MARTIN, 2018).  

As propriedade físico-químicas e possíveis semelhanças dos derivados 

imidazolidínicos testados com drogas já conhecidas por meio da aplicação da regra de 

Lipinski e Veber foram analisadas utilizando o SwissADME 

(http://swissadme.ch/index.php#undefined). Além disto, a pontuação do modelo de 

semelhança com drogas já conhecidas foi mensurada com aplicação da plataforma web 

Molsoft (https://www.molsoft.com/mprop/). Os resultados obtidos estão detalhados na 

Tabela 3. 

Tabela 3 - Propriedades físico químicas e predição de semelhança de imidazolidinas-2,4-

diona com drogas conhecidas.  

Composto 

Princípio de LIPINSKI Princípio de Veber 

Log P 
Peso 

Molecular 

Número 

de ligações 

de H 

Nº de 

doador

es de H 

Lipinski TPSA 

Nº de 

ligações 

rotaciona

is 

Veber 

LPSF/MG-

1 
0.75 

220.22 

g/mol 
3 1 

0 

violation 

58.64 

Å² 
3 Yes 

LPSF/MG-

2 
2.77 

322.36 

g/mol 
3 1 

0 

violation 

58.64 

Å² 
4 Yes 

LPSF/MG-

3 
2.97 

342.78 

g/mol 
3 1 

0 

violation 

58.64 

Å² 
4 Yes 

LPSF/MG-

4 
1.99 

338.36 

g/mol 
4 2 

0 

violation 

78.87 

Å² 
5 Yes 

LPSF/MG-

5 
2.03 

324.33 

g/mol 
4 2 

0 

violation 

78.87 

Å² 
4 Yes 
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LPSF/MG-

7 
3.04 

387.23 

g/mol 
3 1 

0 

violation 

58.64 

Å² 
4 Yes 

LPSF/MG-

9 
2.74 

326.32 

g/mol 
4 1 

0 

violation 

58.64 

Å² 
4 Yes 

LPSF/MG-

10 
3.05 

387.23 

g/mol 
3 1 

0 

violation 

58.64 

Å² 
4 Yes 

LPSF/MG-

13 
3.06 

417.25 

g/mol 
4 1 

0 

violation 

67.87 

Å² 
5 Yes 

LPSF/MG-

16 
2.57 

417.25 

g/mol 
4 2 

0 

violation 

78.87 

Å² 
5 Yes 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

 Com base nos resultados encontrados na Tabela 2, pode-se observar que todas os 

análogos da imidazolidina-2,4-diona testados não violam o princípio de Lipinski ou o de 

Veber.  

As características preditas de bioatividade das imidazolidina-2,4-dionas 

demonstraram relevante pontuação em relação a sua possível atuação como ligantes de 

receptores acoplados a proteína G (GPCR), moduladores de canal iônico, inibidores de 

quinases, ligantes de receptor nuclear, inibidores de proteases e inibidor de enzimas, 

predições estas realizadas usando o Molinspiration bioactivity score v2018.03 web 

( https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties ), uma plataforma específica para 

avaliação de possíveis atividades biológicas (AYAR et al., 2021). Os resultados obtidos 

estão detalhados na tabela 4.  

Segundo os estudos de Ayar e colaboradores (2021), a regra de bioatividade prevê 

que os valores utilizados como referência 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 será considerada possivelmente ativa. No entanto, se o score de 

bioatividade estiver no intervalo de referência entre -0.50 e 0.00, este pode ser 

considerado moderadamente bioativo, e quando o valor de referência estiver inferior a -

0.50 a molécula em estudo é considerada inativa (AL WASIDI; HASSAN; NAGLAH, 

2020a; CHEN et al., 2018).  

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

COMPOSTO 
Ligante 

de GPCR  

Modulação de 

Canal Iônico  

Inibidor de 

Quinases 

Ligante de 

receptor 

nuclear 

Inibidor de 

Proteases 

Inibidor 

de 

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: Próprio autor, 2023. 

 Pode-se descrever as seguintes características em torno das informações presentes 

na tabela 4, sobre as imidazolidina-2,4-diona: referente a ligação do receptor acoplado à 

proteína G (GPCR), todas as moléculas avaliadas demonstraram bioatividade moderada, 

com intervalos entre -0.18 e -0.44. Em relação à resposta de modulação do canal iônico 

apenas a molécula LPSF/MG-1 demonstrou bioatividade moderada com score de - 0.41, 

enquanto que as demais moléculas foram inativas. 

 Na avaliação de bioatividade de interferência na inibição de quinases apenas a 

LPSF/MG-1 demonstrou ser inativa para este parâmetro, 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/MG-13 E LPSF/LPSF/MG-16) demonstraram 

bioatividade de inibição 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 inibição 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 inibição de receptor nuclear. 

 Na observação referente a inibição 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 inibição de 

proteases. No critério de inibição enzimática 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 análise de bioatividade nos ensaios preditivos, as 

moléculas LPSF/MG-1 e LPSF/MG-4 demonstraram maior pontuação para maior 

número classes de alvos biológicos em relação as demais moléculas. 

 As propriedades de absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME) e de 

propriedades citotóxicas foram previstas utilizando a plataforma Web SwissADME 

(http://swissadme.ch/index.php#undefined) (AYAR et al., 2021; DAINA; MICHIELIN; 

ZOETE, 2017a). Os resultados obtidos estão descritos na Tabela 5. 

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

Parâmetro 

Composto         

LPSF/

MG-1  

LPSF/

MG-2 

LPSF/

MG-3 

LPSF/

MG-4  

LPSF/

MG-5 

LPSF/

MG-7 

LPSF/

MG-9 

LPSF/

MG-

10 

LPSF/

MG-

13 

LPSF/

MG-

16 

Absorção 

GI  
High High High High High High High High High High 

Permeabili

dade BBB No Yes Yes No No Yes  Yes Yes Yes No 

Substrato 

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

Inibição 

CYP1A2  No Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes 

Inibição 

CYP2C19 No Yes Yes No No Yes Yes Yes Yes Yes 

Inibição 

CYP2C9 No Yes Yes No Yes Yes Yes Yes Yes Yes 

Inibição 

CYP2D6 No No No No No No No No No No 

Inibição 

CYP3A4  No Yes Yes No No Yes No Yes Yes Yes 

Log Kp 
-7.13 

cm/s 

-6.07 

cm/s 

-6.01 

cm/s 

-7.06 

cm/s 

-6.60 

cm/s 

-6.23 

cm/s 

-6.28 

cm/s 

-6.23 

cm/s 

-6.44 

cm/s 

-7.05 

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 
0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 0.55 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

 Há dois fatores importantes a serem considerados quanto a biodisponibilidade de 

um fármaco, a absorção gastrointestinal (GI absorbation) e permeabilidade da barreira 
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hematoencefálica (BBB). A plataforma SwissADME realiza este tipo de análise e gera 

dados numéricos e em representações semelhantes a um “ovo cozido” (DAINA; ZOETE, 

2016; GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999; HASSAN et al., 2022a). Estes 

dados levam em considerações os valores de lipofilicidade indicados pelo Log P e a área 

de superfície topológica de uma molécula o TPSA, já descrito anteriormente. Logo, diante 

dos resultados expressos na Tabela 4, foi possível observar que todas as moléculas 

demonstraram alta absorção gastrointestinal. E quanto a permeabilidade 

hematoencefálica, seis moléculas se demonstraram capazes de fazer permeação 

(LPSF/MG-2, LPSF/MG-3, LPSF/MG-7, LPSF/MG-9, LPSF/MG-10, LPSF/MG-13) e 

quatro demonstraram não foram capazes de permear a barreira hematoencefálica 

(LPSF/MG-1, LPSF/MG-4, LPSF/MG-5 e LPSF/MG-16). 

 Dentre todos os compostos avaliados em relação a inibição da P-gp (P-

glicoproteína), foi observado que nenhum dos compostos inibe esta proteína, o que é 

bastante interessante, uma vez que isso significa que os compostos avaliados não teriam 

diminuição de sua biodisponibilidade através da administração oral. 

 Quanto ao perfil metabólico das moléculas, todas as moléculas foram avaliadas 

quanto a possibilidade de inibir isômeros do citocromo P450. O estudo das isoformas 

deste determinam as propriedades farmacocinéticas, bioativação e a persistência de 

segurança de medicamentos (Ayar et al., 2021; Hassan et al., 2022b; Zhang et al., 2017). 

Foi possível observar que quase todas as moléculas apresentaram grande possibilidade de 

inibir as enzimas CYP1A2 e a CYP2C9, com exceção da LPSF/MG-1 e LPSF/MG-4. 

Quanto a CYP2C19 a maioria das moléculas foram capazes de fazer inibição, com 

exceção da LPSF/MG-1, LPSF/MG-4 e LPSF/MG-5. Para o isômero CYP3A4 algumas 

moléculas demonstraram inibição que foram as LPSF/MG-2, LPSF/MG-3, MG7, 

LPSF/LPSF/MG-10, LPSF/LPSF/MG-13, LPSF/LPSF/MG-16, as demais não foram 

capazes de inibição. Nenhuma das moléculas foi capaz de fazer inibição do isômero 

CYP2D6. Esses  achados corroboram com outros trabalhos que também evidenciaram 

que derivados imidazolidínicos inibem isômeros do citocromo P450, contudo o isômero 

CYP2D6 não é comum de ser inibido por derivados imidazolidínicos (Cimatti et al., 

2022). 

 Foi avaliado a predição do coeficiente de permeabilidade da pele (Kp), parâmetro 

importante que avalia a permeabilidade epidérmica e absorção sistêmica de drogas após 

a administração transdérmica (Sobanska et al., 2021), considerando-se que uma molécula 
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tem boa capacidade de permeação da pele quando seu Kp é 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 intoxicação em contato direto com a pele 

em casos acidentais.  

 Outro parâmetro 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 ótimo. Além 

disso, a predição demonstrou o fato de as moléculas se enquadrarem nos filtros dos 

princípios de Ghose (GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999), Egan 

(EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000) e Muegge (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 

2001), critérios que são considerados contraprovas semelhantes à de Lipinski e Veber. A 

predição dos fatores metabólicos demonstra que a maioria das moléculas são inibidoras 

de isoformas do citocromo P450 (CYP1A2 e CYP2C9). 

 A predição dos parâmetros de toxicidade in silico foi analisada para diferentes 

situações como hepatotoxicidade, carcinogenecidade, imunotoxicidade, mutagenicidade, 

citotoxicidade (aguda) e teste AMES das moléculas deste estudo (HASSAN et al., 2022b; 

PINHEIRO et al., 2022). Os parâmetros foram considerados in silico por ensaios em 

roedores utilizando o pKCSM (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015) 

(http://biosig.unimelb.edu.au/ pkcsm/prediction) e ProTox-II webserver. Os resultados 

estão sintetizados na Tabela 6. 

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

Composto 

Predição de Probabilidade (%) 

Hepatotoxic

idade 

Carcinogeni

cidades 

Imunogenici

dade 

Mutagenic

idade 

Citotoxici

dade 

AME

S  

LPSF/MG-1 

Inativo 

(0.83) 
Inativo (0.63) Ativo (0.70) 

Inativo 

(0.68) 

Inativo 

(0.78) 
YES 

LPSF/MG-2 

Inativo 

(0.65) 
Inativo (0.63) Inativo (0.94) 

Inativo 

(0.67) 

Inativo 

(0.74) 
YES 

LPSF/MG-3 

Inativo 

(0.56) 
Inativo (0.63) Inativo (0.72) 

Inativo 

(0.70) 

Inativo 

(0.73) 
YES 

LPSF/MG-4 

Inativo 

(0.70) 
Inativo (0.63) Inativo (0.80) 

Inativo 

(0.69) 

Inativo 

(0.77) 
YES 
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LPSF/MG-5 

Inativo 

(0.61) 
Inativo (0.62) Inativo (0.80) 

Inativo 

(0.70) 

Inativo 

(0.76) 
YES 

LPSF/MG-7 

Inativo 

(0.56) 
Inativo (0.61) Inativo (0.56) 

Inativo 

(0.68) 

Inativo 

(0.68) 
YES 

LPSF/MG-9 

Inativo 

(0.53) 
Inativo (0.62) Inativo (0.52) 

Inativo 

(0.68) 

Inativo 

(0.73) 
YES 

LPSF/MG-10 

Inativo 

(0.57) 
Inativo (0.62) Inativo (0.70) 

Inativo 

(0.69) 

Inativo 

(0.69) 
NO 

LPSF/MG-13 

Inativo 

(0.57) 
Inativo (0.64) Ativo (0.90) 

Inativo 

(0.71) 

Inativo 

(0.66) 
YES 

LPSF/MG-16 

Inativo 

(0.65) 
Inativo (0.65) Ativo (0.90) 

Inativo 

(0.70) 

Inativo 

(0.70) 
YES 

*Todos os valores entre parênteses estão em valor decimal referente a % logo devem ser 

multiplicados por 100% 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

 Os resultados de predição obtidos demonstram que nenhuma das moléculas é 

hepatotóxica, carcinogênica, mutagênica e citotóxica. Quanto à característica de 

imunotoxicidade, a maioria das moléculas foi inativa com taxas de probabilidade de 

inatividade de 52% a 94%, com exceção das moléculas LPSF/MG-1, LPSF/MG-13 e 

LPSF/MG-16 que demonstraram atividade imunotóxica e com probabilidades preditas de 

70% a 90%. No entanto, pelo resultado do AMES a maioria das moléculas foi considerada 

com potencial tóxico, com exceção da LPSF/MG-10. Moléculas positivas para o AMES 

indica possibilidade de toxicidade hepática e/ou ação mutagênica (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 interação entre ligante e receptor 

de novas moléculas e como estas podem se ligar e interagir com os alvos de interesse, 

sejam proteínas 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 informações de 

proteína-ligante, informação importante para o desenvolvimento e aplicação de drogas e 

otimização de terapêuticas (WANG; ZHU, 2016).  
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A estrutura a ser selecionada para estudo de docking deve estar relacionada a 

afinidade de ligação entre o ligante e a proteína 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 domínio de 

inserção de quinases, em especial a tirosina quinase tipo III. O VEGFR2 funciona como 

mediador de proliferação endotelial induzida. Pesquisas indicam que a ativação dessas 

quinases pode estar relacionada com a sobrevida e proliferação de células neoplásicas. A 

super expressão do VEGFR2 foi identificada em variados tumores como de câncer de 

cólon, próstata, mama, ovários e pâncreas, tornando a inibição do VEGFR2 uma opção 

de tratamento promissora para diversos tipos de câncer (AL WASIDI; HASSAN; 

NAGLAH, 2020b; ALKAHTANI et al., 2019a; DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017b; 

ELSHERIF et al., 2020; MOSTAFA et al., 2016a).  

 Deste modo, simulações de ancoragem molecular foram realizadas afim de 

investigar as interações moleculares entre o promissor composto LPSF/MG-7 e os locais 

de interação da proteína VEGFR2 (PDB ID: 4ASD). A molécula de LPSF/MG-7 exibiu 

um score de – 8.931 kcal/mol e a molécula de referência BAX apresentou um score de -

11,377, molécula esta que já possui interação comprovada na literatura de interação com 

o VEGFR2, o que contribui de que a molécula LPSF/MG-7 é capaz de interagir com o 

sítio alvo do ligante. Ainda foi evidenciado que a LPSF/MG-7 faz ligações de hidrogênio 

com aceptores de Glu79 e His163, e foi observado ainda interações hidrofóbicas do tipo 

Pi-Sigma e Pi-Alkyl com os aminoácidos Lys62, Leu83, Val110 e His163. A interação 

de ligação do composto LPSF/MG-7 com o ligante alvo cocristalizado da proteína 

VEGFR2 está representado na tabela 7 e na Figura 18. 

Tabela 7 - Estudo de modelagem molecular do derivado mais promissor (LPSF/MG-4) 

dentro dos sítios ativos da VEGFR2 (PDB ID: A4SD) 

Doador Receptor Distância Categoria Tipo 

LIG2:H A:GLU79:OE2 176.903 Hydrogen Bond 

Conventional 

Hydrogen Bond 

LIG2:H A:HIS163:O 260.235 Hydrogen Bond 

Carbon Hydrogen 

Bond 

A:LYS62: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:ALA60 LIG2:Br 448.719 Hydrophobic Alkyl 

LIG2:C A:ARG164 433.571 Hydrophobic Alkyl 

LIG2:Br A:VAL42 376.767 Hydrophobic Alkyl 

LIG2:Br A:LYS62 392.973 Hydrophobic Alkyl 

LIG2:Br A:VAL110 4.2397 Hydrophobic Alkyl 

LIG2 A:LYS62 517.639 Hydrophobic Pi-Alkyl 

LIG2 A:VAL93 459.659 Hydrophobic Pi-Alkyl 

LIG2 A:VAL110 409.866 Hydrophobic Pi-Alkyl 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

  

Figura 18 - Representação da interação 3D da molécula LPSF/MG-7 acoplada ao sítio 

da VEGFR2. 

 

Interações em roxo: Arginina-164 (ARG-164), Glutamamto-79 (GLU79), LEUCINA-83(LEU83), 

LISINA-62(LYS62) e ALANINA-60(ALA60); Interações em lilás: Valina-42(VAL42) e VALINA-

110(VAL110); interação em amarelo: CISTEÍNA-182(CYS182). 

Fonte: Próprio autor, 2023. 

Avaliação in vitro 

Os derivados de imidazolidinas-2,4-diona foram investigados quanto a sua atividade 

citotóxica em diferentes linhagens de células tumorais e PBMCs, afim de avaliar a 

capacidade citotóxica antiproliferativa dos compostos nas linhagens de Du145 (câncer de 
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próstata), Mia-paca2 (Câncer de pâncreas), Panc1 (câncer de pâncreas) e PBMCs (células 

mononucleares do sangue periférico, do inglês: Peripheral blood mononuclear cells). 

Inicialmente todas as moléculas sintetizadas foram rastreadas na concentração de 100 

µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,125 µM, 3,062 µM e 1,531, empregando-se como 

controle negativo a condição tratada com o veículo Dimetil sulfóxido (DMSO) à 0,1% 

(tabela 8). 

Tabela 8 – Concentração inibitória mínima (CI50) capaz de induzir efeito 

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

Composto 
Linhagem Celular (CI50) 

Du145 Mia-paca2 Panc1 PBMC 

LPSF/MG-1 > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM 

LPSF/MG-2 45,92 ± 0,31 µM 17,19 ± 1,11µM > 100 µM > 100 µM 

LPSF/MG-3 > 100 µM > 100 µM 65,64 ± 2,97 µM > 100 µM 

LPSF/MG-4 29,9 ± 2,3 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM 

LPSF/MG-5 > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM 

LPSF/MG-7 55,9 ± 3,1 µM 13,92 ± 3,76 µM 50,22 ± 2,91 µM > 100 µM 

LPSF/MG-9 > 100 µM > 100 µM 73,06 ± 1,95 µM > 100 µM 

LPSF/MG-10 > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM 

LPSF/MG-13 > 100 µM > 100 µM 74,22 ±2,52 µM > 100 µM 

LPSF/MG-16 > 100 µM > 100 µM > 100 µM > 100 µM 

Gemcitabina 1 µM 1 µM 1 µM - 

Os valores correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 

No processo de triagem dos compostos e das linhagens celulares, observou-se que 

vários dos compostos apresentaram atividade citotóxica 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, 

os quais demonstraram CI50 de 45,92 ±0,311 µM, 29,9 ± 2,3 µM e 55,9 ± 3,1 µM, 

respectivamente. Frente a linhagem a essa linhagem de próstata   a molécula LPSF/MG-

4 apresentou a melhor dose-resposta devido ao seu valor de CI50 ser o menor dentre as 

demais. A molécula LPSF/MG-4 apresenta um grupo metoxil na posição 4 do anel 

aromático, o que lhe confere uma característica lipofilicidade, o que possivelmente lhe 
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permite também a maior capacidade de sofrer absorção intracelular e interação com outras 

moléculas orgânicas (ROMAGNOLI et al., 2013a; THI XUAN; VAN HAI, 2017). 

Na linhagem de Mia-paca2, os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 demonstraram 

atividade citotóxicas significativa, com CI50 de 17,19±1,11µM e 13,92±3,76 µM para os 

derivados LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7, respectivamente. Na linhagem de Panc1 foi 

observado efeito citotóxico para os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7, sendo os 

respectivos valores calculados do CI50 equivalente (ou sinônimo) 65,64±2,97 µM para e 

50,22±2,91 µM. Vale ressaltar que outros compostos também apresentaram efeitos 

citotóxico, porém com concentrações mais altas.  

Nas células de PBMCs nenhum dos compostos apresentou efeito citotóxico com 

redução de até 50% da proliferação celular com concentrações menores que 100 µM, o 

que sugere um possível efeito de seletividade dos compostos por linhagens tumorais. Na 

análise de seletividade (Tabela - 9) foi possível observar de acordo com o cálculo do 

índice ou score de seletividade que a molécula LPFS/MG-4 é seletiva pela linhagem 

celular de câncer de próstata (Du145) com score de 3,34 e a LPSF/MG-2 foi seletiva para 

a linhagem de carcinoma pancreático (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 índice de seletividade é maior igual a 3, sendo este 

valor calculado como a razão entre o valor do CI50 de células normais dividido pelo CI50 

de compostos em questão em células tumorais. 

Tabela 9 – Índice de seletividade de novos derivados imidazolidina-2,4-diona 

Composto 
Linhagem celular 

Du145 Mia-paca-2 Panc1 

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: Próprio autor, 2023. 
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Em uma análise comparativa das concentrações de CI50 dos compostos, as menores 

concentrações foram observadas em células de pâncreas da linhagemMia-paca2 tratadas 

com os compostos LPSF/MG-2 e LPSF-MG-7. e por comparação de tipo de tumor a 

linhagem de Panc1 pode-se citar também a LPSF/MG-3. Embora todos os compostos 

deste estudo possuam uma cadeia principal do tipo imidazolidina-2,4-diona, eles possuem 

características estruturais que as diferenciam e que podem estar correlacionadas à suas 

diferentes respostas de efeitos citotóxicos. O composto LPSF/MG-2 possui um grupo 

metil na posição 4 do anel aromático que o proporciona maior interação hidrofóbica e 

hidrofílicas com outras moléculas, contribuindo para interações biológicas e sua 

internalização em estruturas celulares, fato esse que é corroborado por outros estudos, 

que avaliaram a atividade de análogos de Pirazol com grupamentos terminais metil e 

observaram a mesma atividade em moléculas com grupamentos metil frente a linhagens 

de câncer de ovário (HeLa), câncer de cólon (HT-29) e câncer de mama (MCF-7) 

(ROMAGNOLI et al., 2013b)  

O composto LPSF/MG-3 possui em sua estrutura um grupamento cloro na posição 4 

do anel aromático, o que confere ao composto propriedades de eletronegatividade, o que 

facilita a interação com canais iônicos, interação com proteínas e influencia em seus 

efeitos biológicos (HEIDRICH; SPERL; BOECKLER, 2019; ZAGÓRSKA et al., 2021; 

ZIMMERMANN et al., 2014). No tocante a molécula que apresentou efeitos citotóxicos em 

diferentes linhagens aqui estudadas e com concentrações de CI50 menores que as demais 

moléculas testadas em uma mesma linhagem foi a LPSF/MG-7, a qual possui na sua 

posição 4 (para) de substituição o elemento bromo, o qual pode conferir ao composto um 

perfil de maior carga eletronegativa e potencial oxidativo  e contribuir para  efeitos 

anticâncer pela interação biológica com proteínas e canais iônicos, conforme estudos 

realizados com hidantoínas com o átomo  de bromo em sua estrutura, que demonstraram 

bons resultados em ensaios de efeito citotóxico para tumores de câncer de mama (MCF-

7), câncer de pulmão (A549 e NCI-H460) (DA SILVA FILHO et al., 2019; GOUVEIA 

et al., 2018). 

Diante dos resultados dos ensaios de citotoxicidade se decidiu aprofundar com 

outras metodologias a investigação dos efeitos biológicos das moléculas LPSF/MG-2 e 

LPSF/MG-7 na linhagem de câncer de Mia-paca2. Devido ao fato desta linhagem ser de 

câncer de pâncreas, foi preferido comparar os resultados em uma linhagem de mesmo 
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sítio anatômico, sendo escolhido a linhagem de adenocarcinoma ductal pancreático 

(Panc1), na qual os compostos com melhor resultado foram as LPSF/MG-3 e LPSF/MG7. 

Na avaliação da influência do tratamento com o derivado LPSF/MG-3 e 

LPSF/MG-7 sobre a formação de clones de células da linhagem Panc1 após 24 e 48 horas 

de tratamento com a concentração do CI50, observou-se que o LPSF/MG-7 demonstrou 

redução 22,32 % (p=0,0267) do número 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, o LPSF/MG-3 promoveu redução 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), reduções essas 

não significativas estatisticamente quando comparada ao controle negativo. O controle 

positivo (CP) de gemcitabina demonstrou inibição 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 - Avaliação da inibição da formação de clones celulares de Panc1 tratados com 

os derivados LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7. 

 

a) Imagem representativa das colônias formadas após tratamento das células nas concentrações CI50 

LPSF/MG-3 (65,64 µM) e LPSF/MG-7 (50,22 µM) no tempo de 24 horas; b) Gráfico de comparação da 

quantificação de colônias formadas após tratamento no tempo de 24 horas; c) Imagem representativa das 

colônias formadas após tratamento das células nas concentrações CI50 LPSF/MG-3 (65,64 µM) e 

LPSF/MG-7 (50,22 µM) no tempo de 48 horas; d) Gráfico de comparação da quantificação de colônias 

formadas após tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 μM) foi usada como controle positivo 

(CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem à média ± DP 

de três experimentos independentes realizados em triplicata, ***p< 0,05. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 
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Para a linhagem Mia-Paca-2 foi avaliado a influência do tratamento com o 

derivado LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7, sobre a formação de clones após o tratamento das 

células durante 24 (figura 20-a,b) e 48 horas (figura 20-c,d) com a concentração do CI50. 

A molécula LPSF/MG-2 promoveu inibição de 87,15% (p < 0,0001) do número 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 inibição 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 - Avaliação da inibição da formação de clones celulares de Mia-paca2 tratados 

após 24 horas (a) e 48 horas (b) com o derivado LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7. 

 

a) Imagem representativa das colônias formadas após tratamento das células nas concentrações CI50 

LPSF/MG-2 (17,19 µM) e LPSF/MG-7 (13,92 µM) no tempo de 24 horas; b) Gráfico de comparação da 

quantificação de colônias formadas após tratamento no tempo de 24 horas; c) Imagem representativa das 

colônias formadas após tratamento das células nas concentrações CI50 LPSF/MG-2 (17,19 µM) e 

LPSF/MG-7 (13,92 µM) no tempo de 48 horas; d) Gráfico de comparação da quantificação de colônias 

formadas após tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 μM) foi usada como controle positivo 

(CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem à média ± DP 

de três experimentos independentes realizados em triplicata, ***p< 0,05. 
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Fonte: Próprios autores, 2023. 

 Todos os achados dos ensaios de inibição de formação de clones pelo composto 

LPSF/MG-7 foram bastante promissores, assim como o LPSF/MG-2, embora este último 

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 redução da formação de clones de 

linhagens de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) e câncer de pulmão (A549) 

(ZHANG et al., 2017a), bem como, estudo realizado com linhagens celulares de câncer 

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

Posteriormente foi avaliado a capacidade de inibição da migração celular após o 

tratamento com os derivados LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 na linhagem de Mia-paca2 e na 

linhagem de Panc1 com os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 (figura 21). Na 

linhagem de Panc1 no tempo de 12 horas a inibição da migração celular não foi 

significativa estatisticamente, sendo observado no controle negativo 70,49% de área livre, 

enquanto que para o LPSF/MG-3 a área livre correspondeu a 79,84%, para o LPSF/MG-

7 a área livre foi de 62,77% e para o controle positivo (gemcitabina) a área livre foi de 

64,67%. No tempo de 24 horas, a linhagem de Panc1 persistiu a tendência de diminuição 

da inibição da migração, onde o controle negativo demonstrou 15,20% de área livre, para 

o LPSF/MG-7 a área livre foi de 25,79%, controle positivo (gemcitabina) a área livre foi 

de 19,06% e para o LPSF/MG-3 a área livre correspondeu a 30,37% (p=0,0441), sendo a 

LPSF/MG-3 no tempo de 24 horas a única inibição significativa estatisticamente. 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Avaliação da inibição da migração celular na linhagem de câncer de pâncreas 

Panc1 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 1µM). 
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a) Imagem representativa das colônias formadas após tratamento das células nas concentrações CI50 

LPSF/MG-3 (65,64 µM) e LPSF/MG-7 (50,22 µM) no tempo final de 24 horas; b) Gráfico de comparação 

da quantificação de colônias formadas após tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 μM) foi 

usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores 

correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 

0,001. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 

Na figura 22 é possível observar a inibição da migração 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 área livre, enquanto que a condição tratada com o LPSF/MG-2 a área livre 

correspondeu a 82,77%, para o LPSF/MG-7 a área livre foi de 88,58% e o controle 

positivo (gemcitabina) exibiu área livre foi de 85,68%, não sendo significativa 

estatisticamente a inibição da migração celular no tempo de 12 horas para nenhuma das 

condições. No tempo de 24 horas a linhagem de Mia-Paca-2 manteve a tendência de 

diminuição da migração, visto que o controle negativo demonstrou 65,40% de área livre, 

o LPSF/MG-2 exibiu área livre correspondente a 71,67%, a condição tratada com o 

LPSF/MG-7 levou a uma área livre de 81,46% (p=0,0002) e o controle positivo 

(gemcitabina) exibiu área livre de 69,48%. A molécula LPSF/MG-7 demonstrou ter tido 

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

Figura 22 - Avaliação da inibição da migração celular na linhagem de câncer de pâncreas 

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 1µM). 
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a) Imagem representativa das colônias formadas após tratamento das células nas concentrações CI50 

LPSF/MG-2 (17,19 µM) e LPSF/MG-7 (13,92 µM) no tempo final de 24 horas; b) Gráfico de comparação 

da quantificação de colônias formadas após tratamento no tempo de 24 horas. A gemcitabina (1 μM) foi 

usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores 

correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 

0,001. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 

 No ensaio de inibição de migração celular com a linhagem Panc1, os compostos 

LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 demonstraram efeito de inibição, contanto pode-se destacar o 

composto LPSF/MG-7 como o mais promissor, uma vez que, o mesmo demonstrou 

resultados significativos na outra linhagem de câncer de pâncreas, Mia-paca-2. A inibição 

de migração é um fenômeno importante na cancerologia, pois muitos tumores são capazes 

de desenvolver invasão 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 migração de células de câncer 

de próstata (PC-3) em concentração de 50 a 200 µM, compostos estes que também 

possuíam em suas cadeias ramificação do tipo metil e cloro, como as avaliadas neste 

estudo (KHANFAR; EL SAYED, 2010). 

A possível interferência no ciclo celular das linhagens de Mia-paca2 e Panc1 foi 

analisado na variação de 48 e 72 horas e ainda com a uma variação de dose de CI50 e o 

dobro do CI50. Na linhagem de Mia-paca-2 nas concentrações de CI50 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 concentração de células na fase sub-G0, por consequência parada do ciclo na 
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fase Sub-G0, sendo que o percentual de células na fase SubG0 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 concentração do CI50. Na condição do dobro  do CI50, o 

LPSF/MG-2 demonstrou se manter o aumento de células na fase SubG0 em 29,0% 

(p<0,0001) (figura 23-b, c) e o 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) 

(CI50=1 µM) 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 - Avaliação da influência 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 câncer de pâncreas 

Mia-paca-2 no tempo de 48 horas. 

 

a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI50) e CP; b) Histograma comparativo 

entre o NT, LPSF/MG-2 (na dose do dobro de CI50) e CP; c) Gráfico de quantificação média das células 

por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI50 e o do 

dobro de CI50) 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) 

Gráfico de quantificação média das células por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de 

NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de CI50) no tempo de 48 horas. A gemcitabina (1 μM) foi 

usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores 

correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 

0,001; ***p<0,0005. 

Fonte: Próprios autores, 2023.      

Ainda na análise de interferência do ciclo no tempo de 48 horas na linhagem 

Panc1, a molécula LPSF-MG3 não demostrou fazer interferência no ciclo celular em 



89 

 

 
 

todas as condições de variação de dose de CI50 (figura 24-a, b, c). 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 SubG0 e no dobro do CI50 havia 

62,15% (p<0,0001) de células (figura 24-e, f). 

Figura 24 - Avaliação da influência 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 câncer de pâncreas 

Panc1 no tempo de 48 horas. 

 

a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI50) e CP; b) Histograma comparativo 

entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose do dobro de CI50) e CP; c) Gráfico de quantificação média das células 

por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI50 e o do 

dobro de CI50) 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) 

Gráfico de quantificação média das células por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de 

NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de CI50) no tempo de 48 horas. A gemcitabina (1 μM) foi 

usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores 

correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 

0,001; ***p<0,0005. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 

 No ensaio de ciclo celular na condição de tratamento de 72 horas observou-se que 

na linhagem de Mia-paca2, houve a parada das células na fase SubG0, 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 células paradas na fase Sub-G0 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 SubG0 e no dobro do CI50 esteve 68,02% (p<0,0001) das células (figura 
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25-e, f). No tempo de 72 horas o controle positivo também demonstrou parada do ciclo 

celular com média de 48,42% de células na fase SubG0 (figura 25-c, f). 

Figura 25 - Avaliação da influência 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 câncer de pâncreas 

Mia-paca-2 no tempo de 72 horas. 

 

a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI50) e CP; b) Histograma comparativo 

entre o NT, LPSF/MG-2 (na dose do dobro de CI50) e CP; c) Gráfico de quantificação média das células 

por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de NT, LPSF/MG-2 (na dose de CI50 e o do 

dobro de CI50) no tempo de 72 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) 

Gráfico de quantificação média das células por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de 

NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de CI50) no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 μM) foi 

usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores 

correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 

0,001; ***p<0,0005. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 

No tempo de 72 horas a análise de possível interferência de ciclo na linhagem 

Panc1, a molécula LPSF-MG3 não demostrou fazer interferência no ciclo celular em 

mesmo nas condições de variação de dose de CI50 (figura 26-a, b, c). Contudo, na 

linhagem de Panc1 a molécula LPSF/MG-7 demonstrou parada do ciclo celular na fase 

Sub-G0, apresentando percentual de células na fase SubG0 de 52,55% (p<0,0001) no 

tratamento da dose de CI50 (figura 26-c, f) e 52,9% (p<0,0001) no dobro da dose de CI50 

(figura 26-e, f). O controle positivo de gemcitabina (CI50=1 µM) apresentou parada do 

ciclo celular na fase SubG0 com 45,55% (p<0,0001) de células (figura 26).  
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Figura 26 - Avaliação da influência 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 câncer de pâncreas 

Panc1 no tempo de 72 horas. 

 

a) Histograma comparativo entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI50) e CP; b) Histograma comparativo 

entre o NT, LPSF/MG-3 (na dose do dobro de CI50) e CP; c) Gráfico de quantificação média das células 

por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de NT, LPSF/MG-3 (na dose de CI50 e o do 

dobro de CI50) no tempo de 72 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) 

Gráfico de quantificação média das células por fase do ciclo celular e comparação entre as condições de 

NT, LPSF/MG-7 (na dose de CI50 e o do dobro de CI50) no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 μM) foi 

usada como controle positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores 

correspondem à média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 

0,001; ***p<0,0005. 

Fonte: Próprios autores, 2023. 

Novas abordagens terapêuticas anticâncer para planejamento e síntese de 

compostos tem sido desenvolvidas afim de interferir simultaneamente entre eventos 

biológicos, com grande importância a interferência no ciclo celular de regulação ou 

parada do mesmo, o que pode por ventura contribuir para a morte celular (CAVAZZONI 

et al., 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-G0 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-G0. Estes achados 
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de parada do ciclo celular na fase Sub-G0 são corroborados por outros estudos, os quais 

também realizaram avaliação de interferência do ciclo celular com moléculas de 

imidazolidina-2,4-diona que possuíam em sua estrutura grupos funcionais metil e bromo 

e ambas as moléculas levaram também o aumento de células no estado de Sub-G0 em 

câncer de pâncreas (Mia-paca-2) e câncer 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 linfócítica aguda 

(Reh) e leucemia mieloide crônica (K562), apresentaram também efeitos de parada no 

ciclo celular na fase Sub-G0, foi identificado ainda aumento do percentual de células na 

mesma fase com o aumento da concentração do composto, sendo o CI50 deste estudo de 

37 µM (KHANFAR; EL SAYED, 2010). 

Na avaliação do perfil de indução de morte através do método de citometria de 

fluxo e aplicação dos fluoróforos anexina V-FITC e iodeto de propídeo nas linhagens de 

Mia-paca2 e Panc1, utilizou-se com condição a variação de tempo de 48 e 72 horas e 

também variação de concentração 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 indução 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 indução de morte por necrose de 30,02% (p = 0,0002) 

para a dose de CI50 (figura 27-e, h) e 26,32% (p = 0,0005) de indução de necrose para a 

dose de o dobro do CI50 (figura 27-f, h). O controle positivo para indução de morte, 

gemcitabina (CI50=1 µM), no tempo de 48 horas apresentou indução 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 CI50 demonstrou indução de morte por apoptose tardia de 23,05% ( p =0,0009) 

(figura 27-j, l), sendo observado na dose do dobro do CI50 o valor de 15,07% (p = 0,0466) 

(figura 27-k, l); ainda frente a linhagem de Mia-paca2 a molécula LPSF/MG-7 

demonstrou indução 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 indução de apoptose tardia para a dose de o dobro 
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do CI50 (figura 27-n, p). O controle positivo para indução de morte, gemcitabina (CI50=1 

µM), no tempo de 72 horas apresentou indução de morte de 28,35% (p <0,0001) por 

necrose (figura 27-o, l, p). 

Figura 27 - Avaliação do perfil de indução de morte no tratamento com LPSF/MG-2 e 

LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de câncer de pâncreas Mia-

paca-2 no tempo de 48 e 72 horas. 
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a) Gráfico dot plot na condição de NT; b) Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-2 (dose de CI50); c) 

Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-2 (dobro da dose de CI50); d) Gráfico de quantificação média 

das células por perfil de indução de morte celular e comparação entre os perfis de morte no tempo de 48 

horas; e) Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-7 (dose de CI50); f) Gráfico dot plot na condição de 

LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI50); g) Gráfico dot plot na condição do CP; h) Gráfico de quantificação 

média das células por perfil de indução de morte celular e comparação entre os perfis de morte no tempo 

de 48 horas. i) Gráfico dot plot na condição de NT no tempo de 72 horas; j) Gráfico dot plot na condição 

de LPSF/MG-2 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; k) Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-2 

(dobro da dose de CI50) no tempo de 72 horas; l) Gráfico de quantificação média das células por perfil de 

indução de morte celular e comparação entre os perfis de morte no tempo de 72 horas; m) Gráfico dot plot 

na condição de LPSF/MG-7 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; n) Gráfico dot plot na condição de 

LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI50) no tempo de 72 horas; o) Gráfico dot plot na condição do CP no 

tempo de 72 horas; p) Gráfico de quantificação média das células por perfil de indução de morte celular e 

comparação entre os perfis de morte no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 μM) foi usada como controle 

positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem à 

média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 0,001; 

***p<0,0005. 

Fonte: Próprio autor, 2023.      

Na linhagem de Panc1 não foi observado indução de morte significativa pela 

molécula LPSF/MG-3 (figura 28-b, c, d), porém a molécula LPSF/MG-7 demonstrou 

indução de morte por necrose de16,06% (p = 0,0008) no tempo de 48 horas (figura 28-e, 

h).  

No tempo de tratamento de 72 horas na linhagem de Panc1 não foi observado 

indução de morte significativa pela molécula LPSF/MG-3 (figura 28-j, k, l) também no 

tempo de 72 horas, porém a molécula LPSF/MG-7 demonstrou indução de morte por 

apoptose tardia de 20,52% (p = 0,0026) na dose de CI50 (figura 28-m, p) e de 13,23 % (p 

= 0,0052) de indução por necrose na dose do dobro do CI50 (figura 28-n, p). Ainda na 

linhagem de Panc1, o controle positivo para indução de morte, gemcitabina (CI50=1 µM), 

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

p).  

Figura 28 - Avaliação do perfil de indução de morte no tratamento com LPSF/MG-3 e 

LPSF/MG-7 na dose de CI50 e o dobro do CI50 na linhagem de câncer de pâncreas Panc1 

no tempo de 48 e 72 horas. 



95 

 

 
 

 

a) Gráfico dot plot na condição de NT; b) Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-3 (dose de CI50); c) 

Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-3 (dobro da dose de CI50); d) Gráfico de quantificação média 

das células por perfil de indução de morte celular e comparação entre os perfis de morte no tempo de 48 

horas; e) Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-7 (dose de CI50); f) Gráfico dot plot na condição de 

LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI50); g) Gráfico dot plot na condição do CP; h) Gráfico de quantificação 

média das células por perfil de indução de morte celular e comparação entre os perfis de morte no tempo 

de 48 horas. i) Gráfico dot plot na condição de NT no tempo de 72 horas; j) Gráfico dot plot na condição 

de LPSF/MG-3 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; k) Gráfico dot plot na condição de LPSF/MG-3 

(dobro da dose de CI50) no tempo de 72 horas; l) Gráfico de quantificação média das células por perfil de 

indução de morte celular e comparação entre os perfis de morte no tempo de 72 horas; m) Gráfico dot plot 

na condição de LPSF/MG-7 (dose de CI50) no tempo de 72 horas; n) Gráfico dot plot na condição de 

LPSF/MG-7 (dobro da dose de CI50) no tempo de 72 horas; o) Gráfico dot plot na condição do CP no 

tempo de 72 horas; p) Gráfico de quantificação média das células por perfil de indução de morte celular e 

comparação entre os perfis de morte no tempo de 72 horas. A gemcitabina (1 μM) foi usada como controle 
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positivo (CP). Controle negativo foi tratado com o veículo (DMSO; 0,1%.). Os valores correspondem à 

média ± DP de três experimentos independentes realizados em triplicata, * p< 0,05; ** p< 0,001; 

***p<0,0005. 

Fonte: Próprio 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 

concentrações de CI50 como o dobro desta, o mesmo comportamento foi observado para 

o controle positivo de gemcitabina. As células tumorais inibem os mecanismos de morte 

celular, para deste modo permitir a evolução dos tumores, logo compostos que induzem 

a morte destas células é uma estratégia terapêutica válida para o desenvolvimento de 

novos agentes anticâncer (DOS SANTOS et al., 2016).  

Estudos de perfil de morte realizados com moléculas de imidazolidinas em 

linhagens tumorais de leucemia linfócítica aguda (Reh) e leucemia mieloide crônica 

(K562), apresentaram também efeitos que corroboram com o presente estudo, onde foi 

identificado indução de morte com taxas de 16 a 40% de células em indução de morte por 

necrose, em concentrações de 50 a 250 µM (KHANFAR; EL SAYED, 2010). Estudo 

também realizados com compostos do tipo imidazolidina foram realizados em linhagens 

de câncer de fígado (Hep-G2) e foi observado indução 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: intrínseca e a extrínseca, sem causar tanto dano ao tecido como um 

todo, logo tais características 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 geração de proteínas pró-inflamatória como as 

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

Porém já é sabido que há vias intermediárias a apoptose e a necrose, como a 

necroptose, na qual o processo de morte celular ocorre com ativação de agentes 

inflamatórios, porém de maneira sutil e moderada, principalmente mediadas por proteínas 

como RIPk3 e caspase 8 (Bertheloot et al., 2021), logo o motivo de escolha destas para 

elucidação do mecanismo de morte celular pelo agentes imidazolidínicos aqui estudados. 

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

modulam a via de sinalização de apoptose no câncer de pâncreas (Mia-paca2), foi 
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realizado o ensaio de RTqPCR e análise dos resultados de expressão. Na figura 29 (a, b, 

c e d) é possível observar que as moléculas LPSF/MG-2, LPSF/MG-7 e o CP, na 

concentração do CI50 no tempo de 72h, modulam a expressão dos genes BAX, BID e as 

caspases 3 e 7, em relação as células não 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 

comparação a expressão no NT e no tratamento com o CP a expressão foi de 3,21 vezes 

mais quando comparado ao NT. Por sua vez, na figura 29-b podemos observar que houve 

também maior expressão de BID no tratamento com a LPSF/MG-7 e CP, sendo a 

expressão 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 expressão do gene da caspase 3 quando comparado a 

expressão do NT, observa-se ainda que em comparação com o NT, o tratamento com a 

LPSF/MG-7 teve aumento de 2,95 vezes mais expressão do gene da caspase 3 e 3,86 

vezes mais expressão do mesmo para o tratamento com o CP, também quando comparado 

ao NT. Quanto a expressão do gene da caspase 7 (figura 29-d), pode-se notar o aumento 

da expressão deste após tratamento com a LPSF/MG-7 em 2,36 vezes e de 5,1 vezes para 

o CP, quando comparadas estas condições ao NT. 

Figura 29 – Efeito dos derivados de imidazolidinas-2,4-dionas na expressão de genes 

relacionados a apoptose (BAX, BID, Casp3 e Casp7) em comparação ao gene endógeno 

18S na linhagem de Mia-paca2. 
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Os dados dos gráficos são da média ± o desvio padrão da duplicata de dois experimentos 

independentes. NT: Não Tratado. 

A família das proteínas pró-apoptóticas em especial BID e BAX, aqui estudadas, 

desempenham papel importante na regulação da permeabilidade mitocondrial sendo 

responsáveis pelo processo de apoptose celular (JOVANOVIĆ GALOVIĆ 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 irá ativar seu homólogo BAD, o qual irá permitir a passagem do 

citocromo C para o citosol e em paralelo a caspase 8 irá ativar as caspases efetoras, sendo 

aqui estudadas as caspases 3 e 7, as quais irão clivar outros substratos protéicos da célula 
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resultando no processo apoptótico (Carneiro & El-Deiry, 2020; Negi & Murphy, 2021; 

Tummers & Green, 2017). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Os efeitos biológicos identificados nos ensaios in vitro, tendo seus resultados 

confirmados de maneira sólida através dos estudos in silico, a partir dos quais foi possível 

observar que todas as moléculas do tipo das imidazolidina-2,4-diona do presente estudo 

não violam o princípio de Lipinski ou o de Veber. Ambos os princípios são utilizados 

como referência de comparação com características em comum com drogas já conhecidas 

de banco de moléculas, características como:massa molecular menor ou igual a 500 Da, 

Log de P menor ou igual a 5, número de doadores de hidrogênio deve ser menor ou igual 

a 5 e número de grupos aceptores de hidrogênio menor ou igual a 10 e o princípio de 

Veber considera a área de superfície polar (TPSA) menor ou igual a 140 Â² e número de 

ligação rotacionáveis menor ou igual a 10, achados estes que contribuem para o 

desenvolvimento de moléculas menos tóxicas em relação células normais periféricas e 

com maior potencial terapêutico a ser explorado (LIPINSKI, 2000; MARTIN, 2018). 

As moléculas LPSF/MGs apresentaram capacidade de interação de ligação do 

receptor acoplado à proteína G (GPCR), todas as moléculas avaliadas demonstraram 

possível bioatividade moderada, com intervalos entre -0.18 e -0.44, contudo apenas a 

LPSF/MG-1 apresentou capacidade de modulação de canal iônico, sendo um 

comportamento diferente das demais moléculas, tendo em vista que mesmo com 

características eletronegativas como a LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7, que possuem 

respectivamente grupos como cloro e bromo, as mesmas não apresentaram característica 

de interação com canais iônicos (DA SILVA FILHO et al., 2019; GOUVEIA et al., 2018).  

 Na avaliação de bioatividade quase todas as LPSF/MGs demonstraram a 

capacidade de inibir quinases e inibir enzimas de modo geral, com exceção da LPSF/MG-

1 que não demonstrou atividade de inibição de quinases. Este fato é bastante interessante, 

pois contribui para confirmar possíveis mecanismos que induziram a parada do ciclo 

celular na fase sub-G0 e indução de morte celular pela LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7. 

Características semelhantes também foram identificadas em outros estudos com avaliação 

in silico de moléculas de imidazolidina sobre bioatividade (KANG et al., 2021; MAHDI 

et al., 2021). 

 A maioria das LPSF/MGs apresentaram capacidade de inibição de isômeros 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 não inibiram a isoformas CYP2D6. A capacidade de 

inibir as isoformas do citocromo P450 pode influenciar a necessidade de ajustes de 

utilização de drogas com intuito de garantir a eficácia terapêutica, contudo conhecer a 

interação entre moléculas e isoformas da P450 auxilia em garantir a estabilidade de 

propriedades farmacocinéticas, bioativação e a persistência de segurança 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 predição do 

coeficiente de permeabilidade (Kp), todas os compostos apresentaram Kp inferior a -2,5 

cm/s o que pode ser considerado como característica importante por indicar não 

toxicidade quando em contato direto com a pele e também permitindo que agentes 

terapêuticos anticâncer do tipo das LPSF/MGs tenham ação de toxicidade seletiva 

(Sobanska et al., 2021; Awadelkareem et al., 2022).  

 Outro parâmetro 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 ótimo. Além 

deste, a predição demonstrou se enquadrarem nos filtros dos princípios de Ghose 

(GHOSE; VISWANADHAN; WENDOLOSKI, 1999), Egan (EGAN; MERZ; 

BALDWIN, 2000) e Muegge (MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001) para todos as 

moléculas, estes filtros são considerados contra-provas semelhantes à de Lipinski e 

Veber. 

No quesito de características do perfil toxicológico foi identificado que nenhuma 

das moléculas é hepatotóxica, carcinogênica, mutagênica e citotóxica. Quanto à 

característica de imunotoxicidade, a maioria das moléculas foi inativa com taxas de 

probabilidade de inatividade de 52% a 94%, com exceção das moléculas LPSF/MG-1, 

LPSF/LPSF/MG-13 e LPSF/LPSF/MG-16 que demonstraram atividade imunotóxica e 

com probabilidades preditas de 70% a 90%, contudo as mesmas não apresentaram efeitos 

biológicos para as concentrações padrões deste estudo. No entanto, pelo resultado do 

AMES a maioria das moléculas foi considerada com potencial tóxico com exceção da 

LPSF/MG-10. Moléculas positivas para o AMES indica possibilidade de toxicidade 

hepatotóxica e/ou mutagênica (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 informações de proteína-ligante importantes para o desenvolvimento e 

aplicação de drogas e otimização de terapêuticas (WANG; ZHU, 2016). No estudo de 

docking molecular realizado no presente trabalho foi selecionado como proteína alvo de 

ligação 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 domínio de inserção de quinases, a qual foi comprovada a capacidade das LPSF/MGs 

serem inibidoras de quinases pelos ensaios in silico aqui já mencionados. 

O VEGFR2 funciona como mediador de proliferação endotelial induzida e a 

ativação dessas quinases pode estar relacionada com a sobrevida e proliferação de células 

neoplásicas. A super expressão do VEGFR2 foi identificada em variados tumores como 

de câncer de cólon, próstata, mama, ovários e pâncreas, tornando a inibição do VEGFR2 

uma opção de tratamento promissora para diversos tipos de câncer (AL WASIDI; 

HASSAN; NAGLAH, 2020b; ALKAHTANI et al., 2019a; DAINA; MICHIELIN; 

ZOETE, 2017b; ELSHERIF et al., 2020; MOSTAFA et al., 2016a).  

Nas simulações de ancoragem molecular foi realizada investigação das interações 

moleculares entre o promissor composto LPSF/MG-7, que teve os melhores resultados 

nos ensaios in vitro e os locais de interação da proteína VEGFR2 (PDB ID: 4ASD). A 

molécula de LPSF/MG-7 possui apresentou um score de – 8.931 kcal/mol e o mesmo faz 

ligações de hidrogênio com aceptores de Glu79 e His163, e foi observado ainda interações 

hidrofóbicas do tipo Pi-Sigma, Pi-Alkyl com ligações de interação de doação de C pelo 

ligante testado LPSF/MG-7 e os aceptores também do ligante testado LPSF/MG-7 

identificados foram os aminoácidos Lys62, Leu83, Val110 e His163.  

A interação de ligação do composto LPSF/MG-7 com o ligante alvo cocristalizado 

da proteína VEGFR2, corrobora de maneira positiva com os achados dos efeitos 

biológicos in vitro, tendo invista que o score de interação menor que zero indica interação 

da molécula com o sitio alvo, sugerindo a possibilidade de que o LPSF/MG-7 seja um 

forte candidato a agente anticâncer com diversos efeitos biológicos, aqui já mencionados, 

interessantes. 

A necessidade de desenvolvimento de novos agentes anticâncer continua sendo 

uma importante batalha entre pesquisadores de todo o mundo. Os compostos 

imidazolidínicos apresentaram baixo efeito citotóxico em células normais do sangue 

periférico de doadores saudáveis, a avaliação de ensaios de citotoxicidade em células 

sadias é importante, pois sugere a características de seletividade da série de compostos. 
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A seletividade celular, na questão de diferenciação entre células saudáveis e tumorais é 

importante para a prospecção de novos compostos terapêuticos (CARDOSO et al., 2015). 

No processo de triagem dos compostos e das linhagens celulares observou-se que 

vários dos compostos apresentaram atividade citotóxica 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 posição 4 do anel aromático, o qual possibilita maior interação 

hidrofóbicas com outras moléculas, o que contribui para interações biológicas, e facilita 

sua internalização em estruturas celulares. Tal fato corrobora com estudos como o que 

avaliou a atividade de análogos de Pirazol com grupamentos terminais metil e evidenciou 

os efeitos biológicos de moléculas com esses grupamentos frente a linhagens de câncer 

de ovário (HeLa), câncer de cólon (HT-29) e câncer de mama (MCF-7) (ROMAGNOLI 

et al., 2013b)  

O composto LPSF/MG-3 possui em sua estrutura um grupamento cloro na posição 4 

do anel aromático, o que possibilita este composto possuir carga mais eletronegativa, 

facilitando, por exemplo, interação com canais iônicos, proteínas e influenciar em seus 

efeitos biológicos (HEIDRICH; SPERL; BOECKLER, 2019; ZAGÓRSKA 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 posição 4 do anel aromático o 

elemento bromo, o mesmo pode conferir ao composto perfil de maior carga eletronegativa 

e potencial oxidativo, possibilitando efeitos anticâncer pela interação biológica com 

proteínas, e canais iônicos. Essas características são corroboradas por pesquisas 

realizadas com hidantoínas que possuem o bromo em sua estrutura, estes estudos 

demonstraram bons resultados em ensaios de efeito citotóxico para tumores de câncer de 

mama (MCF-7), câncer de pulmão (A549 e NCI-H460) (DA SILVA FILHO et al., 2019; 

GOUVEIA et al., 2018).  

Os compostos se apresentaram bastante promissores em relação a inibição 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 redução da formação de clones de linhagens 

de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) e câncer de pulmão (A549). E corrobora 
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ainda com os estudos de GILL et al., (2017), que realizou ensaios clonogênicos com 

linhagens celulares de câncer de pâncreas (Mia-paca-2) e câncer de pele (A375) e 

observou que compostos de imidazolidina foram capazes de reduzir a formação de clones 

destas linhagens. 

Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 apresentara também a capacidade de 

retardar o processo de migração celular na linhagem de Panc1 e Mia-paca-2. A inibição 

da migração celular é uma característica importante a ser considerada como efeito de 

agentes anticâncer, pois muitos tumores são capazes de desenvolver invasão 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 ação de inibição de 

migração por compostos de imidazolidinas, compostos estes que foram capazes de inibir 

a migração de células de câncer de próstata (PC-3) em concentrações de 50 a 200 µM, e 

compostos estes que também possuíam em suas cadeias ramificação do tipo, metil, metoxi 

e cloro, grupos semelhantes aos estudados estudo, outro fato é que as concentrações de 

CI50 do pesquisador foram superiores aos CI50 do LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 

(KHANFAR; EL SAYED, 2010). 

Outra característica importante em agentes terapêuticos anticâncer 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-G0 nas diferentes linhagens de modo significativo em ambos os tempos de 

tratamento de 48 e 72 horas, efeito este também observado como ação 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 interferência no ciclo celular 

por moléculas de imidazolidina-2,4-diona as quais possuíam 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-G0 em linhagens de câncer de pâncreas (Mia-

paca-2) e câncer de pele (A375). 

Em 2010, KHANFAR & EL SAYED, avaliaram o efeito no ciclo celular de 

linhagens de leucemia linfócítica aguda (Reh) e leucemia mieloide crônica (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-G0, e por consequência foi identificado ainda 
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aumento de 16 a 40% do percentual de células na mesma fase com o aumento da 

concentração do composto, sendo o CI50 deste estudo de 37 µM. 

Outras pesquisas realizadas com compostos de imidazolidinas-2,4-diona por 

Nafiel et al. (2022), evidenciou também a influência de agentes imidazolidínicos na 

linhagem de câncer de fígado (Hep-G2), identificando por apoptose tardia e necrose 

(NAFIE et al., 2022). 

De acordo com o estudos de Kavitha e colaboradores(2009), ao avaliarem os 

efeitos biológicos de agentes de espiro-hidantoínas na inibição do crescimento celular em 

tumores de leucemia, os mesmos identificaram o aumento da expressão do gene BID e 

BAX, ambos proteínas pró-apoptóricas e também o aumento da expressão 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 quimioterápico gemcitabina, comumente utilizado no 

tratamento do câncer de pâncreas, também realiza indução de morte celular por apoptose 

com aumento da expressão dos genes da caspase 3, 7 e consequentemente BID e BAX 

(Lin et al., 2020; Schniewind et al., 2004). 
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7. CONCLUSÃO 

 

✔ Na avaliação in silico todos os compostos apresentaram alta a moderada absorção 

gastrointestinal e não violaram nenhum princípio de Linpinski ou Verber. 

✔ Os compostos mostraram boa bioatividade, sendo a maioria inibidor de quinases 

e de isômeros do citocromo P450. 

✔ Os compostos não mostraram possível ação hepatotóxica, carcinogênica, 

mutagênica e citotóxica. 

✔ O composto LPSF/MG-7 na análise da ancoragem molecular foi capaz de fazer 

interação com sítio ativo do fator de crescimento endotelial VEGFR2. 

✔ Os compostos de imidazolidina-2,4-diona apresentaram baixa citotoxicidade nas 

concentrações avaliadas em células mononucleares de sangue periférico.  

✔ Os compostos LPSF/MG-7 apresentou citotoxicidade frente a linhagem Mia-

paca-2, Panc1 e Du145. Já o composto LPSF/MG-2 apresentou citotoxicidade 

frente a linhagem Mia-paca-2, o LPSF/MG-3 se mostrou citotóxico frente a 

linhagem de Panc1 e LPSF/MG-4 exibiu citotoxicidade frente apenas a linhagem 

de Du145. 

✔ Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 diminuíram a formação de clones em 

Mia-paca-2, na linhagem de Panc1 os compostos LPSF/MG-3 e LPSF/MG-7 

demonstraram redução do número de clones. 

✔ Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 diminuíram a capacidade de migração 

celular em Mia-paca-2, na linhagem de Panc1 os compostos LPSF/MG-3 e 

LPSF/MG-7 demonstraram redução da capacidade de migração. 

✔ Os compostos LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 interagiram com o ciclo celular levando 

à parada do mesmo na fase Sub-G0 nas linhagens de Mia-paca-2 e Panc1. 

✔ 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 Panc1 apenas 

LPSF/MG-7 induziu morte por necrose. 

✔ A molécula de LPSF/MG-2 e LPSF/MG-7 foram capazes de aumentar a expressão 

dos genes de BAX, BID, Caspase 3 e Caspase 7.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

● Investigar o mecanismo de ação dos novos compostos imidazolidínicos por 

western blotting. 
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