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(57) Resumo: COMPOSTO FARMACEUTICO
DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER. A presente
invencgéo refere-se a compostos sintéticos,
obtidos a partir do acido selenoglicélico, que
possuem acéo citotdxica e apoptética in vitro em
linhagens celulares de varios tipos de canceres,
a exemplo do adenocarcinoma mamario,
osteosarcoma, Leucemia aguda e crénica,
cancer de laringe e esbfago. Assim, estes
compostos podem ser utilizados para o
tratamento de doencgas oncoldgicas em
humanos e animais.
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COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER

[001] A presente invengdo estd inserida no campo da quimica
farmacéutica e da oncologia. Mais particularmente, esta
invencao refere-se a compostos sintéticos obtidos a partir
do &cido selenoglicélico, os quais possuem acdo citotédxica e
apoptética em Ilinhagens celulares de varios tipos de
canceres, a exemplo do adenocarcinoma mamario, osteosarcoma,
leucemia aguda e crdnica, céncer de laringe e de esdéfago. A
presente invencdo aplica-se a medicina humana e veterinaria.
[002] O selénio é um ndo metal, subproduto obtido a partir
de residuos da purificagdo eletrolitica de metais nobres em
ambito industrial e também encontrado no solo e em alguns
alimentos da nutrigdo animal como carnes, vegetais e &agua.
[003] Além de suas propriedades nutricionais o mineral
selénio faz parte de uma enzima antioxidante, a glutationa
peroxidase, que atua no interior da célula convertendo
compostos tdéxicos em atdxicos, resultando na reducdo dos
niveis de oxidantes.
[004] O selénio €& um importante micronutriente que
desempenha funcdes antioxidantes; ativa outros
antioxidantes com baixo peso molecular, a exemplo da Q10,
Vitaminas C e E; atua na conversdo de células T4 para T3;
previne doencas crdnicas e melhora a fungdo imunoldgica do
organismo. Seu efeito varia em funcdo da concentracdo em
que € utilizado, sendo um antioxidante indireto quando em
niveis baixos e um pré-oxidante com atividade citotdxica
quando em valores elevados.
[005] Em contrapartida, a deficiéncia deste mineral
relaciona-se com diminuig¢do na sintese de anticorpos e

proliferacdo de 1linfécitos, diminuigcdo da resisténcia a
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infeccdes e aumento consideravel do processo de
tumorigénese.

[006] O desenvolvimento de uma terapia segura e eficaz para
o tratamento do cancer tem sido o alvo de muitas pesquisas.
Com relagdao aos quimioterdpicos, estes precisam ter uma
acdo antitumoral potencial, porém com baixa toxicidade ou
até mesmo agdo protetora, face a toxicidade de outros
tratamentos empregados conjuntamente no cuidado do paciente
com Céancer; a exemplo da radioterapia ou quimioterapia
complexa.

[007] A associacdo entre o selénio e o cancer vem sendo
estudada ha mais de 25 anos. As evidéncias disponiveis
confirmam seu papel como agente protetor —contra o
desenvolvimento de diversos tipos de cancer, quando testado
isoladamente ou com outros agentes antioxidantes.

[008] Somado ao anteriormente exposto, o estresse oxidativo
tem sido reconhecido como um alvo especifico do tumor para
o desenho racional de novos agentes anticdncer. Entre os
compostos que modulam a oxirredugdo, os compostos de
selénio vem sendo mais amplamente estudados devido ao seu
potencial promissor como quimioterdpico, chamando a atencéao
de oncologistas e pesquisadores da quimica farmacéutica.
[009] Alguns documentos de patente j& utilizam o selénio, a
exemplo do PI 0605813-2 e 0621015-5 que descreve formas de
suplementagdo nutricional enriquecida com selénio. A PI
8000786-4 demonstra o processo para a separag¢do do selénio
e preparagcdo de compostos contendo selénio.

[010] A patente PI 9913339-3/ W0O0012101 descreve o processo
de preparagdo de composigdes farmacéuticas para pacientes

com sindrome de resposta inflamatéria sistémica. Nesses
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casos, o selénio nas concentragdes pré-definidas atua pela
diminuigdo na liberacdo de citocinas.

[011] A Patente BR 1020130340502 demonstra um processo para
a obtengdo de derivados de 4acidos selenoglicdlicos, com
agcao antibacteriana, e a preparagdo de remédios adjuvantes
de antibiéticos.

[012] A presente invengdo difere das patentes acima citadas
por tratar de moléculas sintéticas, cujo uso ndo se aplica
a Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica nem a
suplementagcdo nutricional. Neste <caso, a aplicacdo &
destinada para atuar nos eventos proliferativos malignos,
por meio da indugdo da apoptose nas neoplasias malignas.
[013] A presente invencdo difere ainda dos documentos
citados anteriormente por se tratar de moléculas com alta
seletividade para células tumorais, em detrimento de
células normais, e pela necessidade de baixas concentracdes
para produzir a acgdo citotédxica.

[014] A presente invencéo refere-se aos compostos
farmacéuticos representados pela férmula estrutural I
(Figura 1), e algumas das variagdes do radical R2, que
exibem fungdo citotdéxica frente a células tumorais. Os
compostos foram codificados de HSe-01l a Hse-07.

[015] Em um aspecto particular, os compostos da invencdo
apresentam baixa atividade citotdxica sobre células
normais, porém, possuem agdo citotdéxica e apoptédtica in
vitro sobre as linhagens celulares oncogénicas MCF-7
(carcinoma de mama humano), HEP-2 (carcinoma humano de
laringe), HL-60 (Leucemia promielocitica aguda humana) e

HOS (Osteosarcoma Humano) .
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[016] Em um outro aspecto da invengdo, os compostos da
invencdo sdo caracterizados por serem uteis no tratamento
do céncer.

[017] Em um outro aspecto da invencdo, é fornecido o uso
dos compostos da invengdo para a preparacdo de medicamentos
para tratar cancer.

[018] A presente invengdo refere-se aos compostos
farmacéuticos sintéticos, codificados como Hse, derivados
do acido selenoglicdélico e representados genericamente pela
férmula estrutural I, como mostrado na figura 1.

[019] Uma vantagem da invencdo se refere aos compostos Hse
que ndo apresentam grupos carbamatos, tiocarbamato ou B-D-
glucopiranosideo, resultando em uma baixa atividade
citotdéxica sobre células saudaveis. Em contrapartida,
apresenta um potente efeito citotdéxico em varias linhagens
tumorais humanas, tais como: MCF-7 (carcinoma de mama
humano) , HEP-2 (carcinoma humano de laringe), HL-60
(Leucemia promielocitica aguda humana) e HOS (Osteosarcoma
Humano) .

[020] Os compostos da invencdo também apresentam a vantagem
de ser pouco tdéxico para células mononucleares de sangue
periférico humano, demonstrando maior seletividade para
células malignas; em alguns casos até 22 vezes mais do que
o minimo aceitédvel. Na linhagem HL-60, os compostos da
invengdo promovem perda da integridade de membrana das
células tumorais, induzem apoptose significativa e efeito
concentragdo-dependente. Os compostos promovem um aumento
no numero de eventos apoptdéticos, j& a partir das menores
concentragdes empregadas, bem como, promovem despolarizacdo

mitocondrial superior a doxorrubicina, quimioterdpico
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atualmente utilizado na clinica para o tratamento de varios
tipos de tumor.

[021] A presente invengdo ainda apresenta a vantagem de que
Os compostos apresentam baixa atividade citotdéxica sobre
células saudaveis, porém, possui agdo citotdxica e
apoptética sobre as linhagens celulares oncogénicas MCF-7,
HOS, HL-60 e HEP-2.

[022] Em um outro aspecto, particularmente, os compostos da
patente de invengdo sdo caracterizados por induzir apoptose
em linhagens oncogénicas de diferentes tipos de cancer, em
baixas concentragdes, o que os torna Util como medicamento
no tratamento do cancer.

[023] Os exemplos citados a seguir sao meramente
ilustrativos, devendo ser empregados somente para uma melhor
compreensdo da presente invengdo. Assim, ndo devem ser
utilizados com o intuito de limitar os objetos descritos.
[024] As células empregadas nos testes de atividade
citotdéxica da presente invencdo foram obtidas do banco de
células do Rio de Janeiro (Brasil). As células cresceram em
garrafas para cultivo celular (25 cm®) contendo meio RPMI
1640 (para as células HL-60 e MCF-7) ou meio MEM (para
linhagens Hep-2 e HOS), suplementados com 10% FBS e 1% de
antibidéticos (100 UI/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina B). As células
PBMC foram isoladas do sangue de voluntdrios sadios em
gradiente de Percoll.

[025] As células foram mantidas em incubadoras com
atmosferas de 5% de CO, a 37 °C. O crescimento das células
foi acompanhado diariamente, por meio da visualizacdo das
células em microscépio de inversdo (MOTICTM AE30, Hong

kong, China). Quando o crescimento celular atingia
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confluéncia préximo a 100% da &rea da garrafa de cultivo, o
meio era trocado para renovacdo dos nutrientes e era feita
a passagem das <células. Para as <células aderentes,
utilizava-se tripsina 1x para auxiliar o desprendimento das

mesmas nas garrafas de cultura.

[026] Exemplo 1. Atividade Citotdéxica comparada dos
compostos da patente de invengdo frente as linhagens
oncogénicas humanas MCF-7, HL-60 e HOS versus células
normais PBMC. A toxicidade comparada foi avaliada nos
seguintes tipos celulares: nas linhagens oncogénicas

humanas MCF-7, HL-60 e HOS, e células sanguineas

periféricas mononucleares (PBMC) de doadores voluntarios
sadios.

[027] A avaliagdo do potencial citotdéxico da substadncia
teste foi realizada através do método MTT, apds 24 horas de
incubagdo. Este ensaio consiste na reducdo do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetil-tiiazol-2-il)-2,5-difenilterazé6lio), que
€ hidrossolivel e de cor amarelada em cristais de formazan,
na cor azul-purpura e mensurado por meio colorimétrico.
[028] Inicialmente, as células foram contadas e plaqueadas
em placas de 96 pogos na concentracdo de 2 x 10* para
células aderentes (MCF-7 e HOS) e 7 x 10° para células em
suspensdao (HL-60 e PBMC). Estas foram incubadas com oito
concentragdes crescentes (0,395 a 50,0 pg/mL) dos compostos
Hse-02, Hse-05, Hse-06 e Hse-07, além da doxorrubicina
(controle positivo), as quais foram diluidas em DMSO. O
controle negativo recebeu igual volume do veiculo utilizado
para a diluigdo das drogas.

[029] Apdés um periodo de 24 horas de incubacdo, foi
adicionado, a cada pogo, 20 pL de MTT (5 mg/mL), para uma

concentragdo final de 0,45 pg/mL por pog¢o. Apds trés horas,
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Os cristais de formazam foram dissolvidos em 100 pL de
DMSO. Em espectrofotémetro de placas (Multiskan™ GO, Thermo
Scientific, USA), cada pogo foi agitado individualmente por
5 minutos, para completa solubilizacdo dos cristais de
formazan e a absorbédncia foi avaliada no comprimento de
onda de 570 nm.

[030] Com os dados obtidos de trés experimentos
independentes, cada um em duplicata, curvas de
concentracdo-resposta foram desenhadas e o valor de CIsg
calculado, que €& a concentragdo que inibe 50% do
crescimento celular, a partir de uma regressdo ndo-linear
utilizando-se o software GraphPad Prism, versdo 5.0.
Obteve-se também, a partir desse ensaio, o percentual de
células viaveis apdés o periodo de 24 horas, nas diferentes
concentracdes testadas.

[031] Os graficos apresentados nas Figuras 1, 2, 3 e 4
mostram que os compostos HSe sdo citotdéxicos, apdés 24 h de
tratamento, para todas as células tumorais, em carater
concentragcdo-dependente. Os valores de CI50, expressos em
pg/mL, demonstram que os compostos promovem atividade
citotdéxica nas trés linhagens tumorais, com maior atividade
nas células HL-60.

[032] Exemplo 2. Avaliacdo da integridade de membrana. A
avaliagdao da integridade de membrana das células HL-60 foi
conduzida em citdémetro de fluxo, utilizando o iodeto de
propideo como corante hidrofilico, permedvel apenas em
células com membrana rompida, o o) Diacetato
carboxilfluorescente, marca apenas células com membrana
integra apdés sofrer a agdo das esterases intracelulares.
[033] As concentracgdes selecionadas foram baseadas nas

curvas concentragdo-resposta, obtidas no ensaio de MTT com
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estas células. Foram realizados dois experimentos
independentes, cada um em duplicata. Foram lidos 5000
eventos por amostra em citémetro de fluxo e os resultados
expressos em valores percentuais médios + EPM, conforme
apresentado na figura 5.

[034] A partir deste ensaio observa-se reducédo
estatisticamente significativa (p<0,001) da proliferacao
celular para todas as concentragées dos compostos Hse-02,
Hse-05, Hse-06 e Hse-07.

[035] Exemplo 3. Investigagdo do padrdo de morte celular
envolvido na agdo citotdéxica dos compostos em células HL-
60. Para avaliar o padrdo de morte celular realizou-se o
ensaio de coloragdo diferencial com laranja de acridina e
brometo de etidio, em microscopia de fluorescéncia, com
trés experimentos independentes, em duplicata cada. As
concentracdes selecionadas foram Dbaseadas nas curvas
concentracao-resposta obtidas no ensaio de MTT com estas
células.

[036] A partir da leitura de 300 células por amostra, foi
entdo calculado a frequéncia relativa, para cada evento
(células viaveis, necrose e apoptose) por experimento, e os
resultados apresentados na figura 6.

[037] Os compostos da patente de invencdo (Hse-02, Hse-05,
Hse-06 e Hse-07) apresentaram atividade apoptética
concentracdao-dependente para as células HL-60. Os compostos
Hse-02 e Hse-07, a partir da concentragdo de 6,25 pg/mL,
diminuiram o percentual de células vidveis, enquanto que
para os compostos Hse-05 e 06, observa-se uma reducgdo
significativa no numero de células vidveis, a partir da
maior concentracdo testada (12,5 pg/mL). Com relacdo aos

eventos apoptdéticos, o composto Hse-07 determina maior



9/11

incremento do mesmo, apresentando diferenca significativa
com relagdo ao grupo controle na menor dose testada (3,12
pg/mL) .

[038] Exemplo 4. Efeito do tratamento com os compostos da
invencdao no potencial de membrana mitocondrial. A
remodelacdo mitocondrial e liberagdo de fatores apoptéticos
sdo eventos caracteristicos que marcam a ativacdo da via
intrinseca da apoptose. Para avaliar se a via mitocondrial
estava envolvida no efeito inibitério dos compostos a base
de selénio, realizou-se o ensaio de JC-1, por microscopia
de fluorescéncia, que avalia o potencial da membrana
mitocondrial. As células HL-60 foram tratadas com
diferentes concentragdes dos compostos de selénio estudados
(3,12; 6,25 e 12,5 pg/mL), com o veiculo (Controle negativo
- CN) e com a Doxorrubicina (0,78 pg/mL), por 24 h e os
resultados estdo apresentados na figura 7.

[039] Todos os compostos de selénio em todas as
concentracgdes analisadas, promoveram uma maior
despolarizagcdo da membrana mitocondrial estatisticamente
significativas, quando comparadas ao controle negativo.
Além disso, o Hse-02, nessa linhagem tumoral e na
concentragcdo de 12,5 ng/mL, provocou uma despolarizacdo
superior a doxorrubicina, utilizada como controle positivo
nesse ensaio (p<0,001).

[040] Breve descrigdo das Figuras. As caracteristicas e
vantagens da presente invengdo se tornardo aparentes na
descricgao detalhada das incorporacgdes preferidas da
invengdo, com referéncia as figuras anexas.

[041] Figura 1. Fdérmulas estruturais dos compostos de invencao.
Alguns exemplos de estruturas quimicas possiveis. HSE-01 Se- (2-

oxo-2-(fenilamino) ) benzoselenocato de etila; HSe-02 = Se-(2-oxo-
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2-(4-nitrofenilamina) ) benzoselenocato de etila, HSe-03 Se- (2-oxo-
2-(4-etilfenilamina) ) benzoselenoato de etila, HSe-04 Se-(2-oxo-
2-(4-metilfenilamina) )benzoselenoato de etila, HSe-05 = Se-(2-
oxo-2- (4-bromofenilamina) ) benzoselenoato de etila, HSe-06 Se-(2-
oxo-2- (4-clorofenilamina) ) benzoselenocato de etila, HSe-07 = Se-
(2-0x0-2- (4-isopropilfenilamina))benzoselenoato de etila.

[042] Figura 2. Citotoxicidade dos compostos Hse-02, Hse-05,
Hse-06 e Hse-07 (graficos de A a D respectivamente) e da
doxorrubicina (grafico E) frente a linhagem tumoral MCF-7,
avaliada pelo método de MTT, apdés 24 h de tratamento. Os
dados correspondem a média +* EPM de trés experimentos
independentes. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com
o controle (C).

[043] Figura 3. Citotoxicidade dos compostos Hse-02, Hse-
05, Hse-06 e Hse-07 (graficos de A a D respectivamente) e
da doxorrubicina (graficos E) frente & linhagem tumoral HL-
60, avaliada pelo método de MTT, apdés 24 h de tratamento.
Os dados correspondem a média + EPM de trés experimentos
independentes. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com
o controle(C).

[044] Figura 4. Citotoxicidade do composto Hse-02 frente a
linhagem tumoral HOS, avaliada pelo método de MTT, apds 24
h de tratamento. Os dados correspondem & média + EPM de
trés experimentos independentes. 2p<0:, 057 **p<0,01 e
***p<0,001 comparado com o controle(C).

[045] Figura 5. Citotoxicidade dos compostos Hse-02, Hse-
05, Hse-06 e Hse-07 (graficos de A a D respectivamente)
frente a linhagem de células PBMC(linfécito e monécitos),
avaliada pelo método de MTT, apdés 24 h de tratamento. Os

dados correspondem a média +* EPM de trés experimentos
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independentes. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com
o controle (C).

[046] Figura 6. Avaliacdo da integridade de membrana por
citdmetro de fluxo. As células HL-60 foram incubadas com
diferentes concentrag¢des dos compostos a base de selénio
por 24 horas. Os dados correspondem & média * EPM de dois
experimentos independentes, realizados em duplicata cada.
Os dados foram comparados ao controle negativo pela ANOVA,
seqguido pelo teste Student Newman-Keuls. ***p<0.001.

[047] Figura 7: Determinagdo dos percentuais dos eventos
celulares (viabilidade celular, apoptose e necrose) em
células HL-60, tratadas com diferentes concentracdes dos
compostos a base de selénio, por 24 horas. Os dados
correspondem a média i EPM de trés experimentos
independentes, realizados em duplicata cada. Os dados foram
comparados ao controle negativo pela ANOVA, seguido pelo
teste Student Newman-Keuls. *p<0.05; **p<0.01***p<0.001.
[048] Figura 8: Avaliagdo da despolarizacdo mitocondrial
pelo ensaio JC-1, em microscopia de Fluorescéncia. As
células HL-60 foram incubadas com diferentes concentracdes
dos compostos a base de selénio por 24 horas. Os dados
correspondem a média s EPM de dois experimentos
independentes, realizados em duplicata cada. Os dados foram
comparados ao controle negativo pela ANOVA, seguido pelo

teste Student Newman-Keuls. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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REIVINDICAGOES

1.COMPOSTO FARMACﬁUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICéLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de formula estrutural

7 o |\
TR 0 y

R

Onde: R; e Ry sdo independentemente, H, OH, Cl, Br, F, OCH;, NO,,
grupos alquilas variando de 1 a 10 &tomos de carbonos, ligado a
qualquer um dos carbonos da posigdo orto, meta ou para dos anéis

aromaticos CARACTERIZADO POR ser para tratar o cancer.

2. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacédo 1,

CARACTERIZADO POR ser para tratar o cédncer horménio

dependente, originado a partir de um céncer andrégeno ou
estrogénio dependente.

3. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacédo 1,

CARACTERIZADO POR ser para tratar o cdncer relacionado com a

proliferagcao descontrolada de células tumorais de humanos e
animais, preferivelmente nas linhagens MCF-7, Hep-2, HOS e
HL-60.

4. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacao 1,

CARACTERIZADO POR ser para tratar o cdncer do sistema

nervoso como o tumor cerebral; do tecido hematopoiético,
como a leucemia; céncer do sistema osteomuscular e
tegumentar, preferivelmente para tratar o osteosarcoma,

cancer de pele.
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5. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO POR ser para tratar cadncer do sistema

glandular ou reprodutor, preferivelmente para tratar o
adenocarcinoma mamdrio, céncer de tireoide, céncer de
hipéfise, cancer de figado, céncer do pancreas, o cancer de
prbéstata, cancer de uUtero, cancer de ovario, cancer de
testiculo.

6. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacao 1,

CARACTERIZADO POR ser para tratar cancer do sistema aéreo e

digestdério, preferivelmente para tratar o céncer de boca,
cancer de laringe, cancer de faringe, céncer de eséfago,
cancer de traqueia, cancer de pulmdo, céncer de estomago,
cancer do intestino, céncer do reto.

7. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacdo 1,

CARACTERIZADO POR ser para preparar um medicamento administrado

durante a radioterapia, como um agente radiosensibilizador no
tratamento do cancer.

8. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com a reivindicacédo 1,

CARACTERIZADO POR ser para preparar um medicamento administrado

como um agente citotdxico ou citostdtico no tratamento do céncer.
9. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com as reivindicacdes

anteriores, CARACTERIZADO POR o medicamento para tratar o céancer

compreender de 0,001 % a 99,999% em massa de compostos da
reivindicagdo 1 associado a um veiculo biologicamente inerte e a
um ou mais principios farmacologicamente ativos, bem como a seus

sals farmaceuticamente aceitéveis.
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10. COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER de acordo com as reivindicacdes
anteriores, CARACTERIZADO POR ser para preparar um

medicamento administrdvel por via oral ou injetavel para

tratar o céancer.
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Resumo

“COMPOSTO FARMACEUTICO DERIVADO DO ACIDO SELENOGLICOLICO
PARA TRATAMENTO DO CANCER” A presente invengdo refere-se a
compostos sintéticos, obtidos a partir do acido
selenoglicdlico, que possuem agdo citotdxica e apoptédtica
in vitro em 1linhagens celulares de varios tipos de
canceres, a exemplo do adenocarcinoma mamario,
osteosarcoma, Leucemia aguda e crbnica, céncer de laringe e
es6fago. Assim, estes compostos podem ser utilizados para o

tratamento de doengas oncoldédgicas em humanos e animais.



