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RESUMO

As neoplasias hematologicas estdo entre as principais causas de morte em todo
mundo, e, entre elas, esta a leucemia mieloide aguda (LMA). Caracterizada pela
proliferagao clonal descontrolada de progenitores mieloides, o tratamento da LMA
visa eliminar as células leucémicas e estabelecer a hematopoiese normal. Apesar do
investimento tecnolégico em novas estratégias para o tratamento das leucemias, a
quimioterapia ainda € forma mais utilizada, no entanto, estd associada a muitos
efeitos adversos, recidivas e altas taxas de morbidade e mortalidade. Por isso o
desenvolvimento de novos quimioterapicos se faz necessario. Na literatura, varios
trabalhos demonstram diversas atividades biolégicas das imidazopiridinas, entre
elas, antineoplasicas. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade
citotoxica de duas imidazopiridinas, DSH55 e DSH56, sobre células de linhagem de
LMA (K562). Os resultados mostram que ambos os compostos foram citotdxicos
para as células neoplasicas de maneira tempo-concentracdo dependentes e
mostraram menos atividade sobre células mononucleares de doadores saudaveis.
Além disso, as imidazopiridinas avaliadas nao causaram hemodlise, mesmo em
concentragbes cinco vezes maiores que a Clso em K562. A morte celular por
apoptose foi confirmada pela presenca das alteragcdes morfoldgicas caracteristicas e
pela presenca da exposicdo de residuos de fosfatidilserina na membrana. Na
investigacdo do mecanismo de citotoxicidade, foi observado que os compostos
causaram aumento de FasR e de espécies reativas de oxigénio (ERO), o que indica
que ambos causam apoptose intrinseca e extrinseca pela perda do potencial de
membrana mitocondrial (AWm), liberacdo do fator indutor da apoptose (AlF),
inversao do balango Bax/Bcl-2 e aumento em duas vezes da expressao de caspase
3 ativada. Além disso, foi observada uma diminui¢gdo da expressao de survivina apos
tratamento com DSH55 por 18 horas. Adicionalmente, ambos compostos causaram
bloqueio do ciclo celular apds incubacao de 18 horas e inibiram a fosforilacdo do
fator nuclear kB (NF-kB). Esses resultados sugerem que as imidazopiridinas, DSH55
e DSH56, sado citotoxicas para células de linhagem de LMA e o estudo do
mecanismo de apoptose sugere que sao moléculas bioativas promissoras para o
desenvolvimento de novos farmacos para LMA.

Palavras-chave: Imidazopiridinas. Apoptose. Leucemia mieloide aguda.



ABSTRACT

Hematologic malignancies are among the leading causes of death worldwide, and
acute myeloid leukemia (AML) is responsible for many of those deaths.
Characterized by myeloid progenitors’ clonal proliferation, AML'’s treatment aims on
eliminating neoplastic cells and reestablish normal hematopoiesis. Despite of recent
technological advances in new treatment options, chemotherapy is still the most
common form of treatment, even though it has been associated with a plethora of
side effects, relapses and high rates of morbidity and mortality. Therefore, the
development of new chemotherapeutic agents remains necessary. As
imidazopyridines have shown a wide range of biological activities, including
antineoplastic effects, the aim of this study is to evaluate the cytotoxic activity of two
imidazopyridines, DSH55 and DSH56, using an AML cell line. Both compounds were
cytotoxic to K562 cells in a time-dose dependent manner and showed less
cytotoxicity to healthy individuals’ peripheral blood mononuclear cells (PBMC).
Additionally, neither caused hemolysis, even at concentration five times the ICso for
K562 cells. Apoptotic cell death induced by DSH55 and DSH56 was confirmed
through morphological analysis, externalization of phosphatidylserine residues and
after apoptosis-related proteins evaluation. Increases in FasR expression and
reactive oxygen species (ROS) production indicated that both compounds caused
intrinsic and extrinsic apoptosis through AWm loss, apoptose induction factor (AlF)
release, inversion of the Bax/Bcl-2 ratio, and a doubling in activated caspase 3
expression. Furthermore, a decrease in survivin expression was observed after
treatment with DSH55, and cell cycle arrest was achieved after treatment with both
compounds for 18 hours. Moreover, both imidazopyridines significantly inhibited
nuclear factor kB (NF-kB) phosphorylation, which is a promising result. In summary,
these findings indicate that both imidazopyridines are suitable for the development of
new AML treatments. Keywords: Imidazopyridines; apoptosis; acute myeloid
leukemia.
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1 INTRODUCAO
A LMA é caracterizada como uma doenga de proliferagao clonal descontrolada

de progenitores mieloides que se acumulam na medula 6ssea (MO), que pode levar
a insuficiéncia medular e em casos graves a o6bito. Configura entre as neoplasias
mais frequentes globalmente, com 474.519 novos casos estimados no ano de 2020
em todo mundo (SUNG et al., 2021). Em relag&o ao Brasil, foram estimados 11.540
novos casos de LMA para o triénio 2023-2025, o que classifica essa classe de
neoplasias como a décima mais incidente no Brasil, sem considerar o cancer de pele
nao-melanoma (SANTOS et al., 2023). Além disso, a sobrevida global dos pacientes
menores de 15 anos diagnosticados no Brasil € de apenas 57% (DE LIMA et al.,
2016).

A baixa sobrevida global se deve, em parte, por falhas terapéuticas
ocasionadas pela aquisicdo de resisténcia aos quimioterapicos utilizados e pelo
numero limitado de opg¢des disponiveis para o tratamento dessas neoplasias. Apesar
disso, exceto pelo advento da imunoterapia, o tratamento das neoplasias
hematoldgicas sofreu poucas alteragdes nos ultimos quarenta anos (KANTARJIAN
et al., 2021).

Considerando do aumento global na incidéncia de neoplasias malignas
(SUNG et al., 2021), sobretudo em paises em desenvolvimento como o Brasil, aliado
a altas taxas de recidivas, ao alto custo dos tratamentos disponiveis e a
citotoxicidade n&o seletiva dos agentes antineoplasicos usados nos esquemas
terapéuticos, € evidente a necessidade da busca por novos tratamentos custo-
efetivos que apresentem poucos ou nenhum efeito adverso para os pacientes. No
entanto, esse ainda € um desafio para os pesquisadores na area da oncologia em
todo mundo.

Nesse contexto, as imidazopiridinas destacam-se como uma classe de
compostos cuja estrutura quimica fundamental apresenta grande potencial como
protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos (SHARMA et al., 2021). Na
literatura, varios trabalhos demonstram diferentes atividades biolégicas de derivados
estruturais de imidazopiridinas, tais quais antituberculosa (TETALI et al., 2020),
antimalarica (PENZO et al., 2019) e antineoplasica (BACCON-SOLLIER et al., 2020;
DAMGHANI et al., 2021; GUCLU et al., 2018; SHARMA et al., 2021.
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Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade citotéxica in vitro de
duas imidazopiridinas, a 3-benzil-2-(2-metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina e a 3-benzil-
2-(3-metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina, DSH55 e DSH56, respectivamente, sobre
células de linhagem de LMA (K562). Bem como investigar os possiveis mecanismos
de morte celular envolvidos na citotoxicidade de ambos os compostos. Com isso, o
presente estudo busca contribuir com o esforco mundial na investigagdo de novas
opgdes terapéuticas para o tratamento das neoplasias hematoldgicas, pela
introdugdo de dois novos compostos para o desenvolvimento de farmacos

antileucémicos seletivos para as células neoplasicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito e a seletividade dos compostos DSH55 e DSH56 sobre
células de linhagem de LMA, bem como investigar os possiveis mecanismos

de morte celular envolvido na citotoxicidade de ambos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o potencial efeito citotoxico do DSH55 e do DSH56 em relagdo a
concentragdo e ao tempo de incubagéo sobre uma linhagem celular humana
de LMA (K562).

Determinar a concentragc&o inibitéria 50% (Clso) de ambos os compostos
sobre células K562.

Investigar o potencial efeito citotoxico dos compostos sobre células nao
neoplasicas, em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) e
eritrocitos de individuos considerados clinicamente saudaveis.

Calcular o indice de seletividade (IS) dos compostos DSH55 e DSH56 para a
linhagem K562 em relacéo aos PBMC.

Verificar o efeito de ambos os compostos sobre o ciclo celular na linhagem
K562.

Investigar se o efeito dos compostos DSH55 e DSH56 sobre células de LMA
envolve a formacéao de ERO.

Analisar a morfologia das células neoplasicas apds exposicdo ao DSH55 e
DSH56.

Avaliar o efeito dos compostos sobre o AWm das células K562 e investigar a
expressao de fatores reguladores da apoptose (Bax, Bcl-2, fator indutor da
apoptose, survivina, caspase 3 ativada e FasR) no potencial efeito citotdxico

de ambos os compostos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 NEOPLASIAS

O termo neoplasia, sinbnimo de cancer, tem origem no grego antigo e é
definido como “novo crescimento”. Esse termo é utilizado para denominar um grupo
heterogéneo de doengas que tém como caracteristica comum a proliferagcao clonal e
descontrolada de células no organismo (SCHMIDT et al.,, 2021). Tumores, outra
denominagédo utilizada para referir-se as neoplasias, podem ser classificados entre
malignos e benignos, quanto ao seu prognostico, dadas as caracteristicas de
proliferagao e invasdo. Assim, tumores malignos sao caracterizados como aqueles
que apresentam risco de invasao a outros tecidos e proliferacdo exacerbada
(UPADHYAY, 2021).

Os motivos que levam ao desenvolvimento de uma neoplasia maligna em
determinado paciente podem ser, por vezes, escusos. Contudo, a etiologia dos
canceres € sabidamente derivada de desordens genéticas ou epigenéticas,
herdadas e/ou adquiridas (CANNATARO; MANDELL; TOWNSEND, 2022). Em
decorréncia de tais alteracbes genéticas, em genes ligados a proteinas-chave,
células que antes contribuiam para com a homeostasia do organismo passam a
proliferar de forma descontrolada e a evadir mecanismos de vigilancia e inducéo de
morte celular programada. O que culmina na origem de células filhas que carregam
um perfil semelhante de mutagdes (PALOZOLA; LERNER; ZARET, 2019).

A aquisicdo de um conjunto de mutagdes leva as células a apresentarem
caracteristicas essenciais para o inicio e para manutencdo de uma neoplasia. Essas
caracteristicas foram descritas e denominadas no ano de 2000 como “caracteristicas
do cancer’ (HANAHAN; WEINBERG, 2000) e atualizadas em 2022 com a inclusao
da capacidade plastica dos tumores de moldarem seu fendtipo frente as
adversidades e do valor epigenético para o desenvolvimento dessas doencgas
(HANAHAN, 2022).

3.1.1 Leucemia mieloide aguda

Dentre as mais de cem neoplasias conhecidas, destacam-se as neoplasias
hematoldgicas, as quais atingem individuos de todas as faixas etarias e configuram
entre as dez causas de morte mais frequentes no Brasil (INCA, 2021). Grande parte
dessas mortes sdo causadas em decorréncia das leucemias agudas, um grupo de

neoplasias hematoldgicas com caracteristicas invasivas e de desenvolvimento muito
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rapido. A LMA é mais frequente em pacientes adultos e a sua incidéncia aumenta
com a idade, sendo mais expressiva em individuos acima de 65 anos, os quais
apresentam uma sobrevida de cinco anos em apenas 25% dos casos, e um
prognéstico ainda pior em fungdo da alta incidéncia de anormalidades genéticas
desfavoraveis (DE LIMA et al., 2016).

O diagnéstico das leucemias agudas deve obedecer aos critérios estabelecidos
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 2022 (CONITEC, 2014; KHOURY et
al., 2022a; SWERDLOW et al., 2016). O diagnostico frequentemente se inicia com a
deteccdo das células leucémicas nas amostras de sangue periférico (SP) no
hemograma dos pacientes. De acordo com os critérios da OMS, para ser
considerado um caso de LMA, o paciente deve apresentar 20% ou mais de
mieloblastos no SP e/ou MO, ou presenca de alteragdes genéticas caracteristicas
em LMA (KHOURY et al., 2022b).

Classificadas de acordo com o ramo maturativo afetado, as leucemias agudas
sdo divididas entre linfoides e mieloides (KHOURY et al., 2022a; SWERDLOW et al.,
2016). Em ambos os casos, as células comprometidas sdo o0s progenitores
hematopoiéticos das devidas linhagens, localizados na MO e responsaveis pela
reposi¢ao dos leucocitos, hemacias e plaquetas senescentes. Por isso, uma das
principais consequéncias da LMA € a deplecédo de células saudaveis provenientes
do ramo mieloide em circulagdo, na clinica, conhecida como pancitopenia
(VARGAS-CARRETERO et al., 2019).

Para determinar com precisdo o ramo afetado, grau de maturacdo e
marcadores de interesse clinicos sdo empregadas metodologias complementares ao
hemograma. Para isso, sdo utilizadas a imunofenotipagem por citometria de fluxo e
a biologia molecular para investigar a expressao de possiveis alvos terapéuticos e
prognosticos (KHOURY et al., 2022). Contudo, mesmo apés um diagndstico preciso,
o tratamento da LMA representa um desafio. Em parte, isso se da por conta das
elevadas taxas de recidiva e toxicidade inespecifica (THOL; GANSER, 2020). De
forma geral, o tratamento das LMAs, proposto pelo British Committee for Standarts in
Haematology ha mais de 40 anos, € dividido em duas fases: indugao e consolidacao
(CONITEC, 2014). A inducao, primeira fase do tratamento, é realizada logo apés o
diagndstico com intuito de minimizar a populacdo neoplasica e prevenir

complicagcbes em decorréncia da doenca. Em seguida, € instaurada a terapia de
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consolidagdo, com objetivo de erradicar as células neoplasicas, inclusive da MO.
Somente no caso de Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) é realizado a terapia de
manutengao, a qual tem como objetivo a prevencao de uma recidiva durante meses
ou mesmo anos apods a etapa de consolidagdo (BOSE; GRANT, 2015; CONITEC,
2014; DE KOUCHKOVSKY; ABDUL-HAY, 2016; MUKHERJEE; SEKERES, 2019).
Nessas etapas, os medicamentos sdo utilizados de forma simultdnea, uma
citarabina e uma antraciclina (CONITEC, 2014), cujos efeitos citotdxicos e
citostaticos tém como objetivo obter melhores resultados por sinergismo. Com isso,
um aumento importante na taxa de sobrevida foi observado (ZEIDAN et al., 2020).
Contudo, ainda sdo comuns casos de recidiva e/ou intolerédncia ao tratamento
(KOSCHADE et al., 2022; LIN; PAGANO, 2021). Dessa forma, continua essencial o
estudo de novos compostos com efeitos citotoxicos e/ou citostaticos contra células
leucémicas, e que sejam mais seletivos e que impegam a selegao de fendétipos de

resisténcia dentro das populagcdes neoplasicas.

3.2 NOVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

De acordo com o exposto acima, é possivel identificar trés fatores
determinantes para o insucesso das terapias utilizadas atualmente, entre eles: as
caracteristicas farmacocinéticas relacionadas a distribuicdo aos alvos, a
citotoxicidade ndo seletiva dos quimioterapicos atuais, e o desenvolvimento da
resisténcia aos tratamentos disponiveis. Dessa forma, o presente trabalho busca
investigar o efeito de dois compostos sintéticos e inéditos sobre células de LMA,
com intuito de avaliar a viabilidade da utilizacdo desses como base para o

desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.

3.3 IMIDAZOPIRIDINAS

As imidazopiridinas sdo compostos sintéticos, obtidos a partir da fusdo dos
heterociclicos imidazol e piridina por diferentes rotas de sintese (DE SALLES et al.,
2019). Esses compostos compdéem uma classe de farmacos ja utilizados na clinica,
entre eles o zolpidem, um hipnético ndo-benzodiazepinico modulador GABAérgico.
Contudo, além dessa, outras atividades foram descritas para a classe. Na literatura,
foram avaliados diversos derivados estruturais que demonstraram atividades tais
como: antituberculosa (TETALI et al., 2020), antimalarica (PENZO et al., 2019),

antidiabética, antiviral, agonista do sistema nervoso central, anti-inflamatéria



19

(KHATUN et al.,, 2022) e antineoplasica (BACCON-SOLLIER et al., 2020;
DAMGHANI et al., 2021; GUCLU et al., 2018; SHARMA et al., 2021). No entanto, até
o0 momento poucos trabalhos avaliam a atividade citotoxica da classe sobre células
de leucemias agudas (BAO et al., 2009; GARNAR-WORTZEL et al., 2021; PATEL et
al., 2022), especialmente em células de LMA (MARTINEZ-URBINA et al., 2010).

Figura 1 Estrutura quimica basica de uma imidazopiridina
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Fonte: O AUTOR.

Os compostos DSH55 e DSH56 sao imidazopiridinas sintéticas, produzidas e
caracterizadas como parte de uma série de compostos descritos por Salles et al,
(2019). Com base em experimentos anteriores que avaliaram a citotoxicidade da
série de imidazopiridinas sintetizadas por Salles e colaboradores (2019), os
compostos DSH55 e DSH56 foram selecionados devido a sua citotoxicidade
satisfatéria.

DSH55 e DSH56 sao isbmeros de posicao (BONETTI, 2018), ou seja,
apresentam a mesma massa molecular, mesma formula molecular e as mesmas
funcbes, variam apenas quanto a posi¢cdo das metoxilas. Dessa forma, um dos
objetivos desse trabalho foi avaliar as diferengas de atividade causadas por cada um

dos isbmeros em células de LMA.
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Figura 2 Estrutura quimica dos compostos DSH55 e DSH56.
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Fonte: O AUTOR.

3.4 REGULACAO DA MORTE CELULAR E POSSIVEIS ALVOS TERAPEUTICOS

A manutencao da homeostase de um tecido € determinada pelo equilibrio entre
proliferagao, diferenciacdo e morte celular regulada das células que compdem o
mesmo (SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019). Um desbalango da proporc¢ao
entre essas trés fungdes, por falhas nos mecanismos de regulagéo estabelecidos é o
que leva ao desenvolvimento de neoplasias malignas. Dessa forma, o entendimento
do equilibrio entre as trés funcbes é de suma importancia, bem como é a
identificacdo de moléculas capazes de modular essas fungdes. Além disso, uma
caracteristica almejada é a indugao de tipos de morte celular altamente reguladas e
com baixo perfil inflamatério como por exemplo a morte celular por apoptose
intrinseca ou apoptose extrinseca (GALLUZZI et al., 2018; VITALE et al., 2023).

3.5 MORTE CELULAR

De acordo com o Comité de Nomenclatura em Morte Celular (CNMC), as vias
de morte celular sédo classificadas pelas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
funcionais. Com base nos conceitos mais atuais do CNMC as vias de morte celular
podem ser divididas em mortes reguladas e programadas (VITALE et al., 2023).

Morte celular regulada foi descrita como aquela resultante da modulagdo de
vias de transducido de sinais que levam a morte celular, portanto, podem ser
farmacologicamente induzidas. Ja a morte celular programada foi definida como uma

forma de morte celular regulada que ocorre em decorréncia de efeitos fisiolégicos,
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como a senescéncia, por exemplo. Além dessas, outros tipos de morte celular
programada foram descritos pelo CNMC como a apoptose intrinseca, apoptose
extrinseca, ferroptose, piroptose, parthanatos, necroptose, autofagia, morte celular
entética, morte mitética, morte celular nentética, morte celular dependente de
lisossomos, morte celular imunogénica e necrose induzida por transicdo de
permeabilidade mitocondrial (GALLUZZI et al., 2018; VITALE et al., 2023).
3.5.1 Apoptose

Apoptose pode ser descrita como uma via de morte celular altamente regulada
induzida por compostos citotoxicos ou por alteragdes na homeostase que levam a
morte de células com minimos prejuizos ao tecido. No entanto, a partir de 2018, com
base nos conceitos instituidos pela CNMC, apoptose induzida por compostos
citotdéxicos passou a ser denominada como morte celular regulada. A ativagao da
apoptose se da por um processo notoriamente complexo, que abrange inumeras
vias de sinalizagdo, que culminam na ativagdo da cascata das caspases (VAN
OPDENBOSCH; LAMKANFI, 2019), responsavel pelos efeitos como clivagem do
DNA, producdo de blebs de membrana e outras alteragdes caracteristicas da
apoptose.
3.5.1.1 APOPTOSE INTRINSECA

Apoptose intrinseca, também denominada apoptose mitocondrial, é ativada
classicamente por gatilhos intracelulares como danos ao DNA, elevadas
concentracbes de ERO, aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial
entre outros (GALLUZZI et al., 2018). Contudo, também pode ser desencadeada por
sinais externos como pela exposicdo a radiagao ultravioleta. Esses estimulos, por
sua vez, levam ao aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial pela
formagao de poros. Proteinas da familia Bcl-2 sao responsaveis pela regulacado da
formagao de poros e, consequentemente, pela ativagao ou inativagdo da apoptose
intrinseca (KALE; OSTERLUND; ANDREWS, 2018; WU; MEDEIROS; YOUNG,
2018). Dentre as proteinas da familia Bcl-2, algumas proteinas possuem fung¢ao pro-
apoptética e outras possuem fungdo antiapoptética, e o equilibrio entre as
concentracbes dessas proteinas € responsavel pela determinagdo do estimulo
predominante (WU; MEDEIROS; YOUNG, 2018).

De tal maneira, estimulos apoptéticos levam ao desequilibrio e prevalecimento

de proteinas pro-apoptéticas como a proteina X associada a Bcl-2 (Bax). As
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proteinas dessa familia sdo normalmente localizadas no espaco intermembranar das
mitocondrias e o desequilibrio leva a despolarizacdo e a perda do AWm (KALE;
OSTERLUND; ANDREWS, 2018). Com a perda do AWm, ocorre a liberagdo de
outras proteinas para o citosol, proteinas como citocromo c¢, o fator indutor de
apoptose (AlF), a endonuclease G e as proteinas Smac/DIABLO (Figura 3). O
citocromo ¢, quando liberado no citosol forma um complexo conhecido como
apoptossoma, através da interagdo com o fator ativador de protease apoptética 1
(APAF1) e com a pré-caspase 9. A formacado do apoptossoma leva a ativagdo da
caspase 9 que, por sua vez, cliva a caspase 3 e desencadeia a cascata das
caspases. Em paralelo, o AIF e a endonuclease G podem induzir a apoptose por
vias independentes de caspase, através da condensacgao da cromatina e danos ao
DNA. Por fim, o complexo Smac/DIABLO ativa a cascata de caspases via
antagonismo de proteinas antiapoptoticas como a survivina, o que contribui com o
estimulo apoptético (GALLUZZI et al., 2018; VITALE et al., 2023).
Figura 3 Mecanismo da apoptose intrinseca
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O desbalancgo entre as proteinas Bax e Bcl-2 leva a formagéo de poros nas
membranas mitocondriais, com a perda do AWm ha liberagao para o citosol de
proteinas que induzem a morte celular de forma dependente ou independente de

caspases. Criado com Biorender.com. Fonte: O autor.
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3.5.1.2 APOPTOSE EXTRINSECA

A apoptose extrinseca configura entre as vias de morte celular regulada
induzida por ligantes externos (GALLUZZI et al., 2018; VITALE et al., 2023). Esses
ligantes sao captados por receptores de membrana denominados de receptores de

morte celular, que incluem o receptor Fas e os receptores do fator de necrose
tumoral (Figura 4) (WONG et al., 2019).

Figura 4 Mecanismo da apoptose intrinseca

Apo6s ativacao do FasR, forma-se o complexo DISC, que por sua vez catalisa
a ativacéo da pro caspase 8, que induz a ativagao da caspase 3, responsavel por
alteragdes como fragmentacdo do DNA, formagao de blebs de membrana e
clivagem do citoesqueleto. Criado com Biorender.com. Fonte: O autor.

Depois de ativados, os receptores de morte celular sofrem um processo de
trimerizacdo, com isso, a porcéo citoplasmatica desses receptores, conhecida como
dominio de morte, interage com proteinas adaptadoras FADD ou TRADD que, por
sua vez, interagem com a pro-caspase 8 para formar o complexo sinalizador indutor
da apoptose (DISC), que leva a ativacéo da pré-caspase 8. A caspase 8 por sua

vez, ativa diretamente as caspases efetoras que induzem a apoptose por via
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extramitocondrial. Além disso, a caspase 8 é responsavel pela clivagem da proteina
Bid, que tem carater pro-apoptotico e apds clivada leva a um aumento da
permeabilidade de membrana mitocondrial e, consequentemente, a liberagcdo de

fatores apoptoticos que ativam a apoptose intrinseca (CAVALCANTE et al., 2019).

3.6 CICLO CELULAR

O ciclo celular desempenha um papel essencial na transformacao, duplicagéo e
expansao neoplasica, o que o torna um possivel alvo para abordagens terapéuticas.
A progressado das etapas do ciclo celular € um processo altamente regulado por
complexas vias de sinalizagdo bioquimica. Esse controle desempenha um papel
critico na manutencdo do ritmo de proliferacdo celular, o que garante a replicagao
precisa do DNA e a segregacédo adequada dos cromossomos homologos durante a
divisao celular. Além disso, coordena processos como diferenciagao, senescéncia e
morte celular (BARNUM; O’'CONNELL, 2014; SCHAFER, 1998).

O ciclo celular compreende dois eventos principais: a sintese de DNA (fase S)
e a divisdo da célula-mae em duas células-filhas durante a mitose (fase M) (Figura
5). As fases que ocorrem entre a divisao celular e a sintese de DNA sao conhecidas
como fase GO/G1, enquanto as fases entre a sintese de DNA e a mitose sdo
denominadas fase G2/M. Células metabolicamente ativas, mas que nao estdo
atualmente envolvidas no ciclo de replicacdo celular, sdo chamadas de células
quiescentes e permanecem na fase GO até que recebam um estimulo mitético
externo que as induza a sair da fase GO (BARNUM; O’'CONNELL, 2014; SCHAFER,
1998; MALUF et al., 2011).
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Durante a fase G1 é realizada a descondensacdo da cromatina e a célula
produz proteinas necessarias para fase S, onde sera duplicado o genoma celular. A
partir do primeiro ponto de checagem, localizado ao final da fase G1, a progressao
do ciclo celular é regulada por proteinas intracelulares especificas, como por
exemplo as proteinas p53 e p21 (ENGELAND, 2022). Ao serem identificadas falhas
na duplicagdo ou erros no material genético, proteinas como a p53 ativam genes
inibidores do crescimento, os quais induzem a parada do ciclo celular para que seja
realizado o reparo do dano. Caso nao haja danos reconhecidos apés a fase G1, ou
apos esses serem devidamente reparados, a célula progride para fase S, onde é
duplicado o material genético. Apds a duplicagcdo do DNA se da a fase G2 do ciclo
celular, na qual ocorre a diferenciagao celular e a sintese de proteinas necessarias
para mitose (fase M), préxima fase do ciclo celular. No entanto, entre as fases G2 e
M se encontra o segundo ponto de checagem. No segundo ponto de checagem,
diante de danos irreparaveis ao DNA, a proteina p53 inibe 0 complexo responsavel
pela regulacdo da mitose, o que impede o inicio da préfase, e, consequentemente,
da mitose. Por outro lado, caso o dano ao material genético seja passivel de reparos
o ciclo celular progride para fase M. Esta é a fase de divisdo celular, onde ocorre a
separagao da célula e a origem de uma célula filha, idéntica a célula mae. Esse
processo é divido em quatro etapas chamadas de profase, metafase, anafase e
teléfase (SCHAFER, 1998).

A manutencdo de uma sinalizagao proliferativa, bem como a evasdo de vias
que inibem o crescimento tumoral sdo conhecidos como “hallmarks” do cancer
(HANAHAN, 2022; HANAHAN; WEINBERG, 2000). Uma das proteinas responsaveis
pela proliferagdo sustentada das células tumorais € a proteinas KI-67(MENON et al.,
2019), um conhecido marcador de proliferagdo celular superexpresso em todas as
fases do ciclo celular de células tumorais e ausente em células nao malignas. Por
isso, sua expressao tem valor progndstico para varias neoplasias (MENON et al.,
2019).

Devido a notabilidade do ciclo celular no contexto das neoplasias, o papel dos
pontos de checagem na manutencdo da homeostasia genética, que impedem a
proliferagdo de células com danos ao DNA é considerado de suma importancia.
Esses pontos de checagem sao controlados por diversas proteinas, denominadas de
cinases dependentes de ciclinas (CDKs) (ZHANG et al., 2021). As CDKs por sua vez
interagem com as ciclinas, para formar o complexo catalitico-CDK ativo. Durante o

ciclo celular, as concentragbes de CDKs permanecem constantes (AROOZ et al.,
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2000), enquanto a disponibilidade de ciclinas é variavel ao longo do ciclo. Dessa
forma, a expressao de ciclinas regula a atividade das CDKs em cada fase do ciclo
celular. Quando erros no material genético sédo identificados ha a formagado de um
complexo estavel entre as CDKs e proteinas inibidoras de CDKs (CKIs). Assim, as
CKls impedem a formagao do complexo CDK-ciclinas (AMANI et al., 2021). Quando
o dano ao DNA nao pode ser reparado, sao ativadas as vias de morte celular
programada por meio da proteina p53, entre outras, que induzem a expresséo de
genes pro-apoptoticos com o objetivo de eliminar as células que apresentam danos

potencialmente oncogénicos (PIETSCH et al., 2008).

Figura 5 O ciclo celular e seus mecanismos regulatorios
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O ciclo celular compreende a interfase, composta pelas etapas G1, S e G2,
seguida pela mitose (fase M). A progressao em cada fase do ciclo celular é regulada
por ciclinas e CDKs, cujas atividades podem ser inibidas por diversas proteinas,
inclusive p16, p21 e p27, desempenhando papéis cruciais em varios processos
regulatorios. Criado com Biorender.com. Fonte: O autor.



27

3.7 AVIA DO NF-xB

Dentre as varias vias de sinalizagdo envolvidas na promog¢ao e manutencgéo de
um estimulo oncogénico destaca-se a via do NF-kB. Envolvido na modulagéo da
expressao de diversos fatores pré e antitumorais, o NF-kB é considerado como um
dos principais fatores de transcricdo no desenvolvimento de neoplasias (HOESEL;
SCHMID, 2013), inclusive na LMA. Na auséncia de neoplasias, o NF-kB atua em
resposta a estimulos inflamatérios, como infecgdes, na imunidade inata e adaptativa,
ou na linfopoiese, fundamental na maturagcdo de linfécitos B (BALDWIN, 1996;
HOESEL; SCHMID, 2013).

O NF-kB, na auséncia de estimulo, esta situado no citoplasma, associado a
uma proteina inibitéria, a Ik-B, e dessa forma, permanece inativo. A ativacao do NF-
KB esta associada, normalmente, com a fosforilagdo do Ik-B, o que diminui sua
afinidade pelo NF-kB. Depois de dissociado do seu inibidor, o NF-kB transloca-se
para o nucleo, onde se liga as sequéncias de DNA presentes nas regides
regulatérias de genes envolvidos nas respostas imunes, inflamatérias, no controle do
crescimento celular e apoptose, a fim de modular a transcricdo desses genes. Por
isso, o NF-kB é reconhecido na literatura como importante mediador oncogénico e ja
foi investigado em diversas neoplasias (TANIGUCHI; KARIN, 2018; XIA et al., 2018).
Enquanto isso, o Ik-B dissociado do NF-kB sofre ubiquitinagdo, que o marca para ser
degradado por um complexo multienzimatico proteolitico, o proteasoma (GHOSH,;
MAY; KOPP, 1998). Para isso, o NF-kB pode ser ativado por duas vias, conhecidas
como canbnica e nao-candnica, que diferem na forma de ativacdo e nas
subunidades envolvidas (ZINATIZADEH et al., 2021).

A via canoénica de ativacdo do NF-kB ocorre em resposta a estimulos por meio
de citocinas, antigenos n&o-proprios, fatores de crescimento, radiagdo, ERO, danos
ao DNA, entre outros. Esses estimulos levam a ativagcdo do complexo IKK (Ik-B
quinase), que fosforila a proteina Ik-B, o que permite que o NF-kB atravesse a
membrana nuclear e module a expressao génica (Figura 6) (BALDWIN, 1996;
HOESEL; SCHMID, 2013; ZINATIZADEH et al., 2021).
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Figura 6 Via candnica do NF-KB
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O fator de transcricao kB esta inativado no citoplasma das células pela ligagcao
com subunidade Ik-B. Estimulos extra ou intracelulares podem quebrar essa ligagao
e permitir que o fator de transcricao kB promova a transcricao génica. Criado com

Biorender.com. Fonte: O autor

Na LMA, a via de sinalizagdo do NF-kB encontra-se constitutivamente ativada
em aproximadamente 40% dos casos (ZHOU; CHING; CHNG, 2015), o que leva as
células neoplasicas a manterem um estimulo proliferativo e evadirem a apoptose.
Assim, diversos estudos in vitro e ex vivo mostram o potencial da inibicdo da via do
NF-kB como mecanismo proposto para o tratamento da LMA (ESTROV et al., 2003;
HARIKUMAR et al., 2009; JORDHEIM et al., 2011; OMSLAND et al., 2017;
PAZHANG et al., 2016; REIKVAM, 2020; ZHU et al., 2015).
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4 METODOLOGIA

4.1 ORIGEM DOS COMPOSTOS

As imidazopiridinas DSH55 e DSH56 (Figura 2), utilizadas neste trabalho,
foram sintetizadas no Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais da (LACFI)
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), conforme descrito por Salles et
al. (2019), sob a orientagcdo do professor Dr. Ricardo Ferreira Affeldt. Para a
caracterizagdo dos compostos, foram utilizadas as técnicas de ressonancia
magnética nuclear, cromatografia de camada fina e espectrometria de massas de

alta resolugao.

42 PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E
BIOLOGICAS

Para predicao in silico das caracteristicas fisico-quimicas e farmacoldgicas dos
compostos, foi utilizada a ferramenta online e gratuita SwissSADME, desenvolvida
pelo Grupo de modelagem Molecular do Instituto Suigo de Bioinformatica. A partir
dos dados gerados pela plataforma, com base em ambas as moléculas, foi possivel
avaliar as caracteristicas fisico-quimicas como, peso molecular, nimero de atomos
pesados, LogP entre outros. Além disso, ha mesma plataforma, foi possivel predizer
os parametros de farmacocinética ADME (absorgéo, distribuicdo, metabolismo e
excrecao) (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Ainda, foram avaliadas as
caracteristicas de druglikeness através dos parametros de Lipinski, Ghose, Verber,
Egan e Muegge (EGAN; MERZ; BALDWIN, 2000; GHOSE; VISWANADHAN;
WENDOLOSKI, 1999; LIPINSKI et al., 2001; MUEGGE; HEALD; BRITTELLI, 2001;
VEBER et al., 2002) e de quimica medicial com os ensaios in silico de PAINS (Pan
Assay Interference Structures) e Brenk (BAELL; HOLLOWAY, 2010; BRENK et al.,
2008). E por fim, a plataforma atribui aos compostos uma nota quanto a
acessibilidade sintética, de 0 a 10, onde 10 representa um composto de muito dificil

sintese.

4.3 CULTIVO CELULAR

Neste trabalho, foram utilizadas células K562, originalmente adquiridas do
American Type Cell Culture (ATCC). Essas foram cultivadas em meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute, Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 10.000 U/mL de penicilina, 10.000 uyg/mL de estreptomicina e 10 mM de
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tampao Hepes (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’[2-etanosulfénico], Gibco®) em pH 7,4.
As células foram mantidas em frascos estéreis proprios para cultivo celular em
estufa Umida, numa temperatura de 37°C, com 5% de CO..

A principio, as células foram semeadas em frascos estéreis na densidade de
2,0 x 10°® por frasco, e tiveram o meio substituido a cada 48 horas ou conforme
necessario. Para realizacdo dos experimentos, as células foram removidas dos
frascos e centrifugadas a 264 g por 10 minutos. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em uma quantidade
conhecida de meio para determinagédo da densidade e viabilidade celular. Para isso,
as células foram coradas e avaliadas pelo método de exclusdo do corante Azul de
Trypan 0,4% (Sigma-Aldrich®) (TENNANT, 1964) e foram utilizadas para os
experimentos apenas as suspensdes celulares que continham viabilidade celular
superior a 95%. O periodo de incubacgao, concentragdes dos compostos e densidade
celular foram definidas de acordo com o protocolo experimental de cada

procedimento.

4.4 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio). Que se baseia na redugdo do MTT, um sal
de coloragdo amarela, a formazan, um sal roxo. Essa reagao se da pela redugao do
MTT através das desidrogenases mitocondondriais e é diretamente proporcional a
atividade mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular (MOSMANN,
1983).

A fim de construir as curvas de concentragao e tempo resposta, as células de
LMA foram semeadas em densidades de 5 x 10* células/pogo para 24 horas de
incubacgédo, 2,5 x 10* células/pogo para 48 horas e 1,25 x 10* células/pogo para o
periodo de 72 horas, em 200 pyL de meio de cultura. Imediatamente apds, foram
tratadas com concentragdes de 1 a 100 yM dos compostos DSH55 e DSH56
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e entdo incubadas pelos tempos determinados
a 37°C com 5% de CO..

Apods a incubacdo, o meio foi parcialmente removido e foi adicionada uma
solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS, Sigma-Aldrich®) diluido em meio de cultura
celular em uma proporcao de 1:5. Entdo, as células foram incubadas por 3 horas e o

sobrenadante removido. Os precipitados de formazan foram dissolvidos com 100 uL
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de solugéo de alcool isopropilico/HCL 0,04 N e as placas centrifugadas a 264 g por
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para uma nova placa, onde foi realizada
a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro (Microwell Systems, Organon
Teknika®) no comprimento de onda de 540 nm.

A absorbéncia do grupo controle (células sem tratamento) foi considerada
como 100 % de viabilidade celular e a concentragao inibitéria 50 % (Clso0) foi obtida a
partir da regressao linear das curvas concentragdo e tempo-resposta no software
GraphPad Prism 9. Um segundo grupo controle foi realizado com a concentragao
maxima de DMSO utilizada para diluir os compostos e os experimentos foram

validados apenas quando nao houve diferenga significativa entre os controles.

4.5 AVALIACAO DA APOPTOSE POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA COM
BROMETO DE ETIDIO (BE) E LARANJA DE ACRIDINA (LA)

Para a avaliacdo do efeito das imidazopiridinas sobre células de LMA, foi
utilizada microscopia de fluorescéncia em conjunto com os corantes fluorescentes
LA e BE. O LA é um corante permeavel a membrana citoplasmatica intacta que
interage com o DNA e emite fluorescéncia verde quando observado em microscépio
de fluorescéncia. Ja o BE permeia apenas a membrana citoplasmatica de células
que tiveram o controle de permeabilidade comprometido. Dessa forma, é possivel
diferenciar células morfologicamente normais de células em apoptose (membrana
integra, nucleos picnéticos, cromatina nuclear condensada e a formacao de corpos
apoptéticos) e de células que apresentam permeabilidade de membrana aumentada
(células em apoptose tardia e células em necrose, as quais emitem fluorescéncia
laranja através do BE que se intercala ao DNA) (RENVOIZE et al., 1998).

Para a realizagdo do ensaio, as células K562 (1,0 x 10° células/ 4 mL) foram
tratadas com as imidazopiridinas na Clso de 24 horas. Apds 18 horas de incubacéo,
as células foram lavadas com PBS (Laborclin®) e o sedimento celular foi
ressuspendido em uma solugao constituida de BE (5 ug/mL) (Sigma-Aldrich®) e LA
(10 pg/mL) (Sigma-Aldrich®) na proporcao 1:1. Depois uma aliquota de 25 uL da
suspensao celular foi transferida para uma lamina de vidro e recoberta com uma
laminula. Posteriormente, a morfologia das células foi observada em um microscopio
de fluorescéncia (Olympus BX41®) e, pelo menos, dez campos representativos
foram fotografados. Um grupo de células sem tratamento foram consideradas como

controle negativo e comparadas com aquelas tratadas com os compostos.
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4.6 AVALIACAO DA EXPOSICAO DOS RESIDUOS DE FOSFATIDILSERINA POR
CITOMETRIA DE FLUXO

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

Para a realizagdo do protocolo experimental, as células K562 (1 x 106
células/pogo) foram incubadas com ambos os compostos em suas respectivas Clso
de 24 horas por 18 horas, a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2. Apds o
tratamento, as células foram centrifugadas por 10 minutos a 264 g, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento celular foi ressuspendido com 500 yL de tampao rico
em calcio. Uma aliquota dessa suspensao foi utilizada e as células marcadas com
anexina-V-FITC (BD Biosciences®). Apdés a marcagao, realizada no curso de 30
minutos ao abrigo da luz, foi adicionado PBS e foram adquiridos 50.000 eventos,
para cada amostra, em citdbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences®), o
qual dispdée do software BD FACSDiva versdo 8.0.1. Em seguida, a analise da
intensidade de fluorescéncia média das células K562 tratadas foi realizada por meio
do software Infinicyt 2.0 (Cytognos®) e comparadas ao grupo controle (células sem

tratamento).

4.7 AVALIACAO DO EFEITO DAS IMIDAZOPIRIDINAS SOBRE CELULAS DE SP
Para a avaliacdo do efeito citotoxico e do potencial hemolitico dos compostos
sobre células nado neoplasicas, foram coletadas amostras de SP de individuos
considerados clinicamente saudaveis, conforme aprovacdo do Comité de Etica de
Pesquisa em Seres humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (CAAE:
80430317.0.0000.0121; ANEXO A) e que concordaram assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido. Foram considerados clinicamente saudaveis os
individuos nao fumantes, que nado se encontravam com processo infeccioso,
alérgico, inflamatorio, sem historico de doengas cronicas e ou uso de medicagdes
nos ultimos dois dias.
4.7.1 Avaliagao do potencial hemolitico
Para a realizagdo do ensaio de hemdlise, as amostras de SP foram coletadas

em tubos com o anticoagulante EDTA (Greiner Bio-One®). Os eritrécitos foram
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separados dos demais constituintes sanguineos por centrifugacao, transferidos para
um tubo de fundo cbnico, lavadas com uma solugao estéril NaCl 0,9% (Lifar®), e
suspendidas em NaCl 0,9% a fim de obter uma dispersao estoque concentrada de
eritrocitos de densidade Optica entre 1,8 e 2,2 em leitura realizada por
espectrofotometro a 540 nm. Em seguida, os eritrocitos foram dividos em trés grupos
(teste; controle negativo e controle positivo) e incubados em termobloco
(Eppendorf®) por uma hora a 37° C sob leve agitacao.

O grupo teste foi constituido de eritrocitos ressuspendidos em NaCl 0,9% com
concentragbes crescentes das imidazopiridinas (uma a cinco vezes a Clso de 24
horas em células K562), Como controle positivo, a suspensdo de eritrocitos foi
diluida com agua destilada. Ja para o controle negativo foi utilizado NaCl 0,9% no
preparo da suspensao. Os controles ndo foram incubados com os compostos
investigados. Apos a incubagdo as suspensdes foram centrifugadas a 500 g por
cinco minutos e os sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 96 pogos a
fim de realizar a leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 540 nm.
4.7.2 Citotoxicidade sobre células nao neoplasicas

Para avaliar a atividade dos compostos sobre PBMC, inicialmente o sangue
dos doadores foi diluido 1:1 com salina e transferido para um tubo com Ficoll-
Hypaque (Sigma-Aldrich®, densidade 1.077 g/m3), também na propor¢édo 1:1. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 300 g por 30 minutos. Apos
centrifugagéo, o sobrenadante foi removido e a interfase que continha os PBMC foi
transferida para um novo tubo, onde foi adicionado PBS e centrifugadas novamente
a 200 g por 10 minutos. Depois o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 2 mL de RPMI, uma aliquota dessa suspensao de células foi
corada com azul de Trypan 0,4% e contada em cémara de Neubauer. Para
realizacdo de experimentos, foram utilizadas apenas amostras com viabilidade
superior a 95%.

A células foram semeadas em uma densidade de 7,5 x 10° células/pogo em
uma placa de 96 pocos com 200 uL de RPMI e incubadas com os compostos em
concentragbes crescentes (5 - 200 uyM) e com o solvente DMSO na maior
concentragdo utilizada nos experimentos a 37°C com 5% de CO2 por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e os resultados obtidos com os

compostos foram comparados com o grupo controle sem tratamento.
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4.8 AVALIACAO DO EFEITOS DAS IMIDAZOPIRIDINAS SOBRE O CICLO
CELULAR

Para avaliagao do efeito sobre a proliferacao celular dos compostos DSH55 e
DSH56, foi utilizado o kit comercial PI/RNAse Solution (Immunostep®). Esse se
baseia na quantidade de iodeto de propidio capaz de ligar-se ao material genético
presente nas células daquela amostra. Dada a diferenga em quantidade de DNA
presente nas células em diferentes etapas do ciclo celular, a intensidade de
fluorescéncia, proporcional a quantidade de iodeto de propidio ligado ao DNA, é
capaz de separar as células em trés populacdes, G0/G1; S e G2/M de acordo com a
quantidade de DNA presente.

Para isso, 1,0 x 10° células foram incubadas com cada uma das
imidazopiridinas na sua Clso de 24 horas por 18 horas. Entdo, foram lavadas com
PBS e fixadas/permeabilizadas com a adi¢do de alcool etilico 70% sob vigorosa
agitagdo. Em seguida, as células foram lavadas com PBS acrescido de 2% de
albumina bovina sérica (BSA), a fim de evitar ligagbes inespecificas. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e as células incubadas com a solugao de PI/RNAse por
15 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz. Os doublets foram excluidos
durante a aquisicdo com o advento de storage gates, nos quais foram adquiridos
10.000 eventos em um citdbmetro de fluxo BD FACSCanto Il equipado com o
software FACSDiva versao 6.1.2. Os dados foram analisados por meio do software

Infinicyt verséo 2.0 (Cytognos®).

49 AVALIACAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS MECANISMOS DE
PROLIFERACAO E MORTE CELULAR (BCL-2, BAX, AIF, FASR, CASPASE 3
ATIVADA E SURVIVINA)

A avaliacao do efeito dos compostos sobre diversas proteinas relacionadas a
apoptose e proliferacdo celular foi realizada por meio da citometria de fluxo. Para
todos os experimentos, as células foram incubadas (1,0 x 108 células/pogo) com as
respectivas Clso de 24 horas por 18 horas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2. O
controle negativo foi constituido das células submetidas a todos os procedimentos,
com excecgao do tratamento. Para proteinas intracelulares (Bcl-2, Bax, AlF, caspase
3 ativada e survivina) utilizou-se o kit de fixagcdo e permeabilizagcdo FIX&PERM®

(Nordic-MUbio®) e para o FasR, um receptor de membrana, utilizou-se a técnica de
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marcacéao direta. As caracteristicas, bem como volume de utilizado para marcagao
podem ser observadas no Quadro 1.

Quadro 1 Anticorpos utilizados na avaliagao por citometria de fluxo.

Alvo Clone Fabricante Vf)!ume Fluorocromo Codl’go de
utilizado catalogo
Santa Cruz SC-8009
FasR B-10 Biotechnology SuL PE PE
Santa Cruz SC-7480
Bax B-9 Biotechnology SuL PercP PercP
. IF-668-
Bcl-2 Bcl-2/100 Exbio 5uL FITC T100
Santa Cruz SC-13116
AlF E-1 Biotechnology SHL FITC FITC
. Santa Cruz SC-17779
Survivina D-8 Biotechnology 5uL PE PE
Caspase3 | o) 505 | BD Biosciences | 5 piL V450 560627
ativada

Portanto, para marcagdo das proteinas intracelulares, apds o periodo de
incubacado as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas com 100 pL de
reagente A (fixador). ApoOs incubagdo por 15 minutos na auséncia de luz em
temperatura ambiente, foi adicionado PBS novamente as células, que foram
centrifugadas por 5 min a 300 x g. O sobrenadante foi descartado, foi adicionado
100 pL de reagente B (permeabilizante) e o volume adequado do anticorpo
monoclonal a ser analisado (Quadro 1). As células foram novamente incubadas por
15 minutos, nas mesmas condi¢des citadas anteriormente e lavadas com PBS. Ao
sedimento celular foi acrescentado 500 L de PBS para aquisigao.

Para a marcacao direta, apds o periodo de incubacido com os compostos as
células foram centrifugadas a 264 g, ressuspendidas uma vez com 1 mL de PBS,
centrifugadas novamente e ressuspendidas em PBS uma ultima vez. A essa
suspensao foi acrescentado o volume adequado de anticorpo anti-FasR (Quadro 1).
Apos essa etapa a suspensao celular foi incubada por 15 minutos a temperatura
ambiente e na auséncia de luz. Em seguida, as células foram centrifugas e
ressuspendidas com PBS, o sobrenadante foi removido e centrifugadas e
ressuspendidas no mesmo para analise no citbmetro de fluxo. Para todas as
proteinas (intracelulares e de superficie) foram adquiridos 10.000 eventos no
citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems)

com o software BD FACSDiva versdo 6.1.2. Os resultados foram analisados no



36

software Infinicyt versao 2.0 (Cytognos®) e os doublets foram retirados a partir das

caracteristicas de forward scatter (FSC) (altura x area).

4.10 AVALIACAO DO CONTEUDO DE NF-Kb (p65) E P-NF-kB POR
WESTERN BLOTTING

A fim de avaliar a ativagdo do mediador inflamatério NF-kB foi utilizada a
técnica de western blotting, baseada na eletroforese de um lisado proteico seguida
da deteccdo de proteinas especificas com anticorpos monoclonais conjugados a
peroxidase e de uma revelagao por meio de quimioluminescéncia (SANTOS-PIRATH
et al., 2021).

Para isso, as células foram incubadas (1,0 x 108 células/pogo) com cada uma
das imidazopiridinas em sua Clso de 24 horas por 24 horas, lavadas com PBS,
ressuspendidas em 1 mL de PBS e transferidas para um tubo cénico de 1,5 mL. No
tubo de fundo cbnico, as células foram novamente centrifugadas e dessa vez,
ressuspendidas em 100 pyL de tampéo RIPA acrescido de inibidor de proteases. Em
seguida, as suspensdes foram mantidas em banho de gelo por 15 minutos e
centrifugadas novamente. Por fim, o sobrenadante que continha as proteinas
extraidas foi transferido para um novo tubo de fundo conico a fim de determinar a
concentracao proteica.

A quantificagdo das proteinas foi realizada pelo método do acido bicinconinico
(BCA) (WALKER, 1994) com o kit comercial Micro BCA Protein Assay (Pierce®). A
concentracdo das amostras, em ftriplicata, foi avaliada apds a adicdo de 10 pL de
cada amostra em placas de 96 pogos seguida da adigdo de 200 yL do reagente de
trabalho e 30 minutos de incubacdo a 37°C na auséncia de luz. A leitura das
absorbancias foi realizada em espectrofotometro (Heales, MB-580®) no
comprimento de onda de 540 nm. Uma curva com concentragbes conhecidas de
BSA foi preparada paralelamente a fim de servir como padrao para determinagéo da
concentracio proteica.

Para a técnica de western blotting, volumes de lisados proteicos
correspondentes a 25 ug de proteinas foram submetidos a separacao eletroforética
em gel SDS-PAGE 10% com uma tensao elétrica de aproximadamente 100 V. Em
seguida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Hybond™-C Extra; Amersham Biosciences®) embebidas em tampéo de

transferéncia a uma voltagem de 20 V por 60 minutos com o auxilio de aparato de
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semi-dry transfer (GE Healthcare Life Sciences®). A fim de validar a eficacia do
processo de transferéncia a membrana foi corada em solu¢do de corante Ponceau S
0,1% em acido acético 3% por trés minutos para visualizagdo das bandas proteicas
a olho nu. Depois, a membrana foi descorada com banhos de agua destilada e
bloqueada com solug&o de bloqueio (leite desnatado 5% em TBS-T) em temperatura
ambiente por uma hora, sob constante agitacdo. Apds o bloqueio, a membrana de
nitrocelulose foi incubada overnight com os anticorpos primarios diluidos em solugéo
de bloqueio de acordo com o Quadro 2.

Quadro 2 Anticorpos utilizados na avaliagao por WB

Alvo Diluicao Origem Fabricante N° catalogo
: Santa Cruz
p65 1:1000 Coelho Biotechnology sc-372
p-NF-kB (pS536) 1:1000 Coelho Abbomax 500-11924
f-tubulina 1:1000 Camundongo BD Biosciences 556321
: Santa Cruz
IgG coelho 1:5000 Camundongo Biotechnology sc-2357
l9G 1:5000 Cabra Invitrogen 62-6520
camundongo

A expressao de NF-kB, p-NF-kB e B-tubulina (proteina ancora) foi avaliada com os
anticorpos primarios e secundarios descritos no Quadro 2. Apos trés incubagdes
com TBS-T por dez minutos sob agitagcado constante, a membrana foi incubada com
0 anticorpo secundario conjugado a peroxidase diluido em solugédo de bloqueio por 1
hora a temperatura ambiente. A membrana foi novamente incubada trés vezes com
TBS-T sob agitagao constante, e, entdo incubada com 1 mL do reagente ECL (GE
Healthcare®) por 1 minuto, lida por quimioluminescéncia e fotografada no
transiluminador ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare®). Os resultados obtidos
foram normalizados com a utilizacdo da proteina ancora B-tubulina e a avaliagao
quantitativa da expressao das proteinas de interesse foi realizada pela densidade

optica das bandas analisadas no software Image Lab (Bio-Rad®).

4.11 AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO DO A¥Wm

Com intuito de avaliar o efeito dos compostos DSH55 e DSH56 sobre a
integridade mitocondrial, foi utilizado o kit comercial MitoView (Biotium®), que
contém um corante fluorescente capaz de permear as membranas citoplasmaticas e
mitocondriais e se acumula naquelas mitocéndrias cujas membranas mantém seu

potencial intacto.
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Para isso, 1,0 x 10% células foram incubadas com a Clso de 24 horas por 18
horas de cada uma das imidazopiridinas a 37°C, em atmosfera com 5% de CO..
Apods a incubagao, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas a 264 g por 5
minutos para formacao do pellet celular. Em seguida, foram ressuspendidas em 200
ML da solugdo de MitoView diluida de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds
30 minutos de incubagdo em temperatura ambiente e longe da luz, as células foram
novamente lavadas com PBS e foram adquiridos 20.000 eventos em um citdbmetro
BD FACSCanto Il equipado com o software FACSDiva versao 6.1.2. Apos, os dados

foram analisados por meio do software Infinicyt versdo 2.0.

4.12 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ERO

A avaliacédo da producao de ERO foi realizada utilizando-se um kit comercial
MitoSOX Red Molecular Probes (ThermoFischer®). O kit & constituido por um
corante fluorogénico que permeia membranas biologicas, como as membranas
citoplasmatica e mitocondriais. Uma vez internalizado pelas mitocéndrias, o corante
€ oxidado pelo anion superoxido e emite fluorescéncia vermelha. Com esse objetivo,
as células K562 foram incubadas (1,0 x 10° células/pogo) com as imidazopiridinas
DSH55 e DSH56 nas suas respectivas Clso de 24 horas por 18 horas em estufa
umida a 37°C, em atmosfera com 5% de CO2. O controle negativo foi preparado nas
mesmas condigdes, mas sem tratamento, para caracterizagdo dos parametros a
serem analisados por citometria de fluxo.

Apos o periodo de incubagdo, as células foram lavadas com PBS,
centrifugadas a 264 g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida,
foram adicionados sobre o sedimento celular 300 uL da solugado de MitoSOX diluido
em 1:10.000 de acordo com a instrugdo do fabricante. As células foram incubadas
por 30 minutos a temperatura ambiente na auséncia de luz. Apos a incubacao, as
células foram novamente lavadas, o sobrenadante descartado e o sedimento
ressuspendido em PBS. As amostras foram analisadas no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto Il (BD Biosciences®), onde foram adquiridos 20.000 eventos com o
software BD FACSDiva versao 6.1.2. Os resultados foram analisados no software e
Infinicyt versdo 2.0 (Cytognos®) e os doublets foram retirados através das

caracteristicas de forward scatter (FSC) (altura x area).

4.13 EXPRESSAO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA
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Os dados referentes a avaliacdo da citotoxicidade e a taxa de hemolise foram
obtidos pela média de trés experimentos independentes e expressos como meédia *
erro padrao da média (EPM). Ja os dados resultantes de experimentos realizados
por citometria de fluxo foram expressos com unidades arbitrarias, calculadas a partir
da média + EPM da intensidade de fluorescéncia relativa ao controle negativo de
dois experimentos independentes. Por fim, os resultados de western blotting foram
expressos por meio da média + EPM de densidade 6ptica relativa a proteina ancora
(B-tubulina) de dois experimentos independentes.

Para realizar a analise estatistica dos dados, foi utilizado o programa GraphPad
Prism 9.0, em que os resultados dos experimentos, realizados em triplicata ou
duplicata, foram expressos como média + EPM.

Para a avaliacdo da citotoxicidade, bem como para hemdlise, o método
estatistico de escolha foi a andlise de variancia em uma via (ANOVA one way)
seguida do post-hoc de Bonferroni para citotoxicidade e pelo Tukey para hemdlise.
Ja a anadlise estatistica dos demais experimentos foi realizada por teste t nao
pareado. Para ambos o limite de confiangca adotado foi de 95% (P < 0,05). * indica

um valor de P <0,05, enquanto ** indicam P <0,001.
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5 RESULTADOS

51 PREDICAO IN SILICO DAS CARACTERISTICAS FiSICOQUIMICAS E
BIOLOGICAS

Os resultados obtidos a partir da ferramenta de predi¢ao in silico SwissADME
estdo apresentados no Quadro 3, e as caracteristicas determinantes para
biodisponibilidade oral podem ser observadas na Figura 7. De maneira geral, ambos
0s compostos apresentam caracteristicas desejaveis no desenvolvimento de novos
farmacos, como a total obediéncia as regras de Lipinski, Veber, Ghose e Egan ou
um baixo escore de dificuldade sintética. Nos parametros de PAINS ou de Brenk
também nao foram encontrados alertas.

Figura 7 Representagao das caracteristicas de biodisponibilidade oral dos
compostos DSH55 e DSH56.

Lipofilicidade

Flexibilidade Tamanho

Insaturagdes Polaridade

Insolubilidade

A zona colorida é o espaco fisico-quimico adequado para uma boa
biodisponibilidade oral. Fonte: Adaptado de SwissADME.ch.



Quadro 3 Resultados obtidos por predigao in silico.

Propriedades fisico-quimicas

Composto DSH55 DSH56
Férmula C21H18N20 C21H18N20
Peso Molecular 314,38 g/mol 314,38 g/mol
Numero de atomos o4 24
pesados
Fragao Csp3 0,10 0,10
Numero de ligagdes 4 4
rotacionaveis
Aceptores de ligacdes de 2 2
hidrogénio
Doadores de liga¢des de 0 0
hidrogénio
Refratividade Molar 96,57 96,57
Area de superficie polar
topoldgica (TPSA) 26,53 A* 26,53 A*
Log P o/w 4,13 4,22

Solubilidade em agua

Pouco soluvel

Pouco soluvel

Caracteristicas farmacocinéticas

Absorcao gastrointestinal Alta Alta
Permeacao da barreira Sj .
. im Sim
hematoencefalica
Substrato da glicoproteina- Sim N30
P (P-gp)
Inibidor da CYP1A2 Sim Sim
Inibidor da CYP2C19 Sim Sim
Inibidor da CYP2C9 Nao Sim
Inibidor da CYP2D6 Sim Sim
Inibidor da CYP3A4 Sim Sim
Caracteristicas farmacolégicas
Lipinski Sem violagdes Sem violagdes
Ghose Sem violacdes Sem violacoes
Veber Sem violacdes Sem violacbes
Egan Sem violagdes Sem violagdes
Muegge Uma violagéo Uma violagéo
Escore de
biodisponibilidade 0,55 0,55
Quimica medicinal
PAINS Sem alertas Sem alertas
Brenk Sem alertas Sem alertas
Acessibilidade sintética 3,04 2,99
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Fonte: Adaptado de SwissADME.ch.

Em relacéo predic¢ao in silico, foram encontradas apenas duas divergéncias
para os compostos, e essas foram quanto a possibilidade de o DSH55 ser substrato
da glicoproteina P, e quanto a incapacidade de inibir a CYP2C9.

5.1 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SINTETICOS SOBRE CELULAS
NEOPLASICAS
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Como pode ser observado na Figura 8, os compostos DSH55 e DSH56
diminuiram a viabilidade das células K562 de forma concentragdo e tempo
dependente (24, 48 e 72 horas). No periodo de 72 horas, a redugéo da viabilidade
celular pelos compostos DSH55 e DSHS56 ja se demonstrou significativa na
concentragéo de 1 uM e 25 pM, respectivamente.

Com base nas curvas de concentracdo e tempo resposta, foi possivel
determinar os valores de Clso para cada um dos compostos, em cada um dos

tempos. Esses valores podem ser observados na Tabela 1.

Figura 8 Efeito citotoxico do DSH55 e DSH56 em células K562.
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Citotoxicidade dos compostos DSH55 (A) e DSH56 (B) em concentragdes
crescentes, sobre células K562 apos 24, 48 e 72 horas de incubacgao. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método de MTT. Cada ponto da curva representa a média +

erro padrao da média de trés experimentos independentes. C: células sem
tratamento. D: células expostas a maior concentragao de DMSO utilizada. Diferenca
significativa: * P < 0,05, quando comparado ao grupo controle, ANOVA one-way,

seguido post-hoc de Bonferroni. Fonte: O autor.
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Tabela 1 Valores de Clso calculados nas células K562 apos 24, 48 e 72 horas de
incubagdo com ambos os compostos.

DSH55
Tempo ——
P (média * EPM)
24 h 46,37 1,70 M
48 h 35,53 + 1,14 UM
72 h 27,71 % 1,05 uM
DSH56
T K562
empo (média + EPM)
24 h 76,68 + 3,64 UM
48 h 48,65 + 2,10 UM
72 h 29,79 + 1,39 UM

Clso: Concentragao inibitéria 50%. EPM: Erro padrao da média
Fonte: O AUTOR

5.2 EFEITO CITOTOXICO DAS IMIDAZOPIRIDINAS DSH55 E DSH56 SOBRE
PBMC

De acordo com a Figura 9, ambos os compostos possuem efeito citotoxico
sobre PBMC quando comparado ao controle negativo. Contudo, tal efeito é
observado em concentracbes a partir de 25 uM em 24 horas para o composto
DSH55 e apenas a partir de 100 uM para o DSH56, isso resulta em uma Clso de
81,29 + 3,28 uM e de 117,6 £ 4,10 uM para os compostos DSH55 e DSH56,
respectivamente. Portanto, apesar de citotoxicos sobre células mononucleares de
pacientes saudaveis, as imidazopiridinas DSH55 e DSH56 em suas formas livres
apresentam um efeito citotoxico 1,75 e 1,53 vezes maior em células neoplasicas,

respectivamente, em 24 horas.
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Figura 9 Efeito citotoxico dos compostos DSH55 e DSH56 em células
mononucleares isoladas de SP.
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Citotoxicidade dos compostos DSH55 e DSH56 em concentragdes crescentes
de 1 a 200 yM sobre células mononucleares de sangue periférico apos 24 horas de
incubacéo. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT. Cada ponto da

curva representa a meédia * erro padrao da média de trés experimentos

independentes. Diferenga significativa: * P < 0,05, quando comparado ao grupo

controle, ANOVA one-way, seguido do post-hoc de Bonferroni. Fonte: O autor.

5.3 AVALIACAO DO EFEITO HEMOLITICO INDUZIDO PELOS COMPOSTOS
DSH55 E DSH56 EM ERITROCITOS HUMANOS

O efeito hemolitico dos compostos sobre eritrécitos de individuos saudaveis foi
avaliado em concentragdes crescentes, de uma a cinco vezes a Clso de cada uma
das imidazopiridinas. A Figura 10 apresenta os valores brutos, de densidade optica
dos sobrenadantes. Os resultados mostram que nenhum dos compostos
apresentam efeitos hemoliticos in vitro, mesmo em concentragdes cinco vezes

maiores que a Clsode 24 horas.
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Figura 10 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 sobre eritrocitos de SP.
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Hemolise representada pela densidade éptica (DO) do sobrenadante apoés 1
hora de tratamento dos eritrocitos com DSH55 ou DSH56. Os ensaios foram
realizados em triplicata, com pelo menos trés amostras coletadas de individuos
diferentes. Diferencga significativa: * P < 0,05, quando comparado ao controle
negativo. ANOVA one-way seguido de post-hoc Tukey. CN: Controle negativo; CP:

Controle positivo. Fonte: O autor

5.4 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE O CICLO CELULAR

O efeito de ambos os compostos sobre o ciclo celular das células K562 foi
avaliado ap6s 18 horas de tratamento com a Clso de 24 horas. A proporgéo de
células em cada uma das fases do ciclo celular esta ilustrada na Figura 11. Em
relagdo ao grupo controle, células sem tratamento, ambas as imidazopiridinas

induziram bloqueio no ciclo celular, evidenciado pelo aumento significativo do
numero de células nas fases G0/G1.



46

Figura 11 Efeito do DSH55 e DSH56 na progresséao do ciclo celular das células

K562.
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Fases do ciclo celular das células da linhagem K562 apés incubagdo com os
compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas por 18 horas,
avaliadas por citometria de fluxo e comparadas aos respectivos grupos controles
(células sem tratamento com os compostos). Os resultados expressam a média *
erro padrao da média de, pelo menos, dois experimentos independentes. Diferenca
significativa: * P < 0,05, quando comparado ao grupo controle, ANOVA One-way,

seguido do post-hoc de Bonferroni. Fonte: O autor.

5.5 AVALIACAO DA INDUCAO DA APOPTOSE
5.5.1 Avaliagao das alterag6es morfolégicas por microscopia de fluorescéncia
com BE e LA

Como pode ser observado na Figura 12, as células incubadas com DSH55
apresentaram caracteristicas tipicas de apoptose inicial e tardia, tais como
diminuicao do volume celular, condensacao da cromatina, formagao de blebs na
membrana citoplasmatica, formacao de corpos apoptoéticos e raras células com
aumento na permeabilidade de membrana (células laranjas coradas pelo BE).

Por outro lado, apds incubagdo com o DSH56, a morfologia das células K562
apresentaram-se com caracteristicas compativeis com apoptose tardia, devido ao

aumento da permeabilidade de membrana evidenciado pela coloragéo laranja, e
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poucas caracteristicas compativeis com apoptose inicial, como diminuicdo do
volume celular, condensagéo da cromatina e raros blebs de membrana plasmatica.

Figura 12 Alteragbes morfoldgicas induzidas pelo DSH55 e pelo DSH56 em células
K562

Controle DSH55 DSH56

Imagem ilustrativa da morfologia das células K562 apds tratamento com Clso de 24
h, por 24 h com as imidazopiridinas DSH55 e DSH56, de um dos dois experimentos
independentes. Setas brancas indicam caracteristicas como condensagéao da
cromatina e formagao de blebs de membrana. Setas vermelhas indicam aumento da
permeabilidade celular e aumento do tamanho das células.

5.5.2 Deteccao da externalizagao de residuos de fosfatidilserina

Como pode ser visualizado na Figura 13, ambos os compostos foram capazes
de causar um aumento significativo (DSH55: 32 + 1,4 % e DSH56: 30 + 1,2 %) do
numero de células com expressdo de residuos de fosfatidilserina marcados com

anexina-V, quando comparado ao grupo controle (células sem tratamento).



Figura 13 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 na exposigéo de residuos de
fosfatidilserina em células K562
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Exposic¢ao dos residuos de fosfatidilserina determinado pela marcagéo com
anexina-V-FITC em células K562 (1x10°8 células), apos 18 horas de incubagdo com
os compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas, avaliadas por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média * erro padrao da média de,
pelo menos, dois experimentos independentes. Diferencga significativa: * P < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: O autor.

5.6 AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO DO AWM
Como pode ser observado na Figura 14, o composto DSHS55 foi capaz de
causar perda do AWm em 84 £ 3,1 % das células, ja o composto DSH56 em 80 * 3,8

%, em relacéo ao numero total de células. Quando comparado ao controle negativo
ambos os resultados mostraram diferenca significativa.

48
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Figura 14 Efeitos dos compostos DSH55 e DSH56 no AWM de células K562 apods
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Percentual de células K562 com potencial de membrana mitocondrial intacto,
apo6s 18 horas de incubacdo com os compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas
Clso de 24 horas, avaliados por citometria de fluxo. Os resultados expressam a
meédia * erro padrao da média de, pelo menos, dois experimentos independentes.
Diferencga significativa: * P < 0,05; ** P < 0,001, quando comparado ao grupo

controle, teste t de Student. Fonte: O autor.

5.7 AVALIACAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS MECANISMOS DE
PROLIFERACAO CELULAR E APOPTOSE

A fim de avaliar a ativacdo diferencial das vias de apoptose intrinseca e
extrinseca, foram analisados diversos fatores e proteinas envolvidos em ambas as
vias. Para todas as anadlises, as células K562 foram incubadas com cada uma das

imidazopiridinas nas suas respectivas Clso de 24 horas por 18 horas.

5.8 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE AS PROTEINAS DA
FAMILIA BCL-2 (BAX E BCL-2)

Como pode ser observado na Figura 15, ambas as imidazopiridinas foram
capazes de diminuir significativamente a expressao de Bcl-2. O composto DSH55 foi
capaz de diminuir a expressao em 6 *+ 0,01%, enquanto o composto DSH56 diminuiu
em 17 £ 0,01%, em relagdo ao controle (células sem tratamento). Quando avaliada a

expressao de Bax, houve um aumento da expressao, porém nao foi estatisticamente
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significativo. Contudo, a relagdo Bax/Bcl-2 de 1,33 e 1,73 para a DSH55 e DSH56,
respectivamente em células tratadas com ambas as imidazopiridinas mostrou um
predominio da proteina pré-apoptéticas (Bax) em relagao a antiapoptética Bcel-2.

Figura 15 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 sobre a expresséo das proteinas
Bcl-2 e Bax em células K562
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Expresséao das proteinas Bax e Bcl-2 apds 18 horas de incubagdo com os
compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas, avaliados por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média * erro padrdao da média de,
pelo menos, dois experimentos independentes. Diferencga significativa: * P < 0,05; **

P < 0,001, quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: O autor.

5.9 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE O AIF

Como demonstrado na Figura 16, a expressdo da proteina AIF aumentou
significativamente apods tratamento com ambas imidazopiridinas. Apds 18 horas de
incubacdo com o DSH55 e DSH56, as células a expressdao em 3 £+ 0,01% e 7

0,01%, respectivamente, em relagao ao controle (células nao tratadas).
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Figura 16 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 na expresséo da proteina AIF em
células K562
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Expressao do fator indutor da apoptose em células K562, apds 18 horas de
incubagdo com os compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas,
avaliados por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média £ erro padrao da
média de, pelo menos, dois experimentos independentes. Diferencga significativa: * P
<0,05; ** P =0,001, quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte:

O autor.

5.10 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS NO RECEPTOR FAS (FasR)

O envolvimento da via extrinseca no mecanismo pelo qual os compostos
DSH55 e DSH56 induzem apoptose foi avaliado pela investigagao da expressao da
proteina FasR. Pode-se observar na Figura 17, um aumento de 84 + 0,09% em
relagéo ao controle (células sem tratamento). Resultados semelhantes foram obtidos

apos o tratamento com o DSH56, que causou um aumento de 95 = 0,19%.
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Figura 17 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 na expresséo do receptor FAS
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Expressao do receptor Fas em células K562, apds 18 horas de incubacao
com os compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas, avaliados por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média * erro padrao da média de,
pelo menos, dois experimentos independentes. Diferencga significativa: * P < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: O autor.

5.11 INVESTIGACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE A CASPASE 3
ATIVADA

Na Figura 18, esta representado o efeito das imidazopiridinas analisadas sobre
a proteina caspase 3 ativada nas células K562. Apds o periodo de 18 horas, foi
possivel constatar um aumento de 117 + 0,17% apds tratamento com DSH55 e de
124 £ 0,06% apos incubacdo com DSH56.
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Figura 18 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 na expresséo de caspase 3
ativada em células K562
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Expressao de caspase 3 ativada nas células K562, apds 18 horas de
incubagcdo com os compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas,
avaliados por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média * erro padrao da
média de, pelo menos, dois experimentos independentes. Diferenga significativa: * P
<0,05; ** P =0,001, quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte:

O autor.

5.12 EFEITO DOS COMPOSTOS DSH55 E DSH56 SOBRE A PROTEINA
ANTIAPOPTOTICA SURVIVINA

A expressao da proteina antiapoptatica survivina, foi avaliada apés 18 horas de
tratamento com ambas as imidazopiridinas. Como pode ser observado na Figura 19,
enquanto DSH55 foi capaz de reduzir significativamente a expressao da proteina (21
t+ 0,04%), quando comparados ao controle (células sem tratamento), entretanto,

apos o tratamento com DSH56 (19 + 0,05%), essa redugao nao foi significativa.
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Figura 19 Efeito dos compostos DSH55 e DSH56 na expressao da proteina survivina
em células K562
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Expressao de survivina em células K562, apds 18 horas de incubagao com os
compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas, avaliados por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média * erro padrao da média de,
pelo menos, dois experimentos independentes. Diferencga significativa: * P < 0,05,

quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: O autor.

5.13 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS DSH55 E DSH56 NA
FORMACAO DE ERO

Como mostra a Figura 20, houve um acumulo significativo de ERO nas células
K562 apos o tratamento com ambas as imidazopiridinas, quando comparadas ao
controle negativo (células sem tratamento). Apos tratamento com as imidazopiridina

DSH55 e DSH56, foi observado um aumento de 75 + 0,05% e de 100 + 0,05%,
respectivamente.
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Figura 20 Efeito das imidazopiridinas na formagao de ERO
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Efeito na formacédo de ERO em células K562, apos 18 horas de incubagao
com os compostos DSH55 e DSH56 nas respectivas Clso de 24 horas, avaliados por
citometria de fluxo. Os resultados expressam a média * erro padrdo da média de,
pelo menos, dois experimentos independentes. Diferenca significativa: * P < 0,05; **

P < 0,001, quando comparado ao grupo controle, teste t de Student. Fonte: O autor.

5.14 EFEITO DAS IMIDAZOPIRIDINAS SOBRE A CONCENTRACAO DE NF-kB (p65) E
p-NF-kB

Como é possivel observar na Figura 21, houve um aumento significativo de 107
+ 0,27 e de 117 £ 0,32% na concentracio intracelular de p65 apds o tratamento com
os compostos DSH55 e DSH56, respectivamente, nas Clso de 24 horas em relagao
ao grupo controle. De forma contraria, foi observada uma diminuicao expressiva e
significativa da concentragao de subunidades p65 fosforiladas de 36 + 0,02% e de
76 = 0,13%, apdés o tratamento com as imidazopiridinas DSH55 e DSH56,

respectivamente, em relagcdo ao controle.
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Figura 20 Efeito das imidazopiridinas DSH55 e DSH56 nas concentragdes de p65 e
p-NF-kB nas células K562
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As células K562 foram incubadas com ambos os compostos por 24 horas na sua
Clso de 24 horas. A avaliagao das concentragdes de p65 e p-NF-kB foi realizada por
WB e a proteina B-tubulina foi utilizada como proteina ancora. Os resultados da
quantificacdo de proteinas representam a média £ erro padrao da média de dois
experimentos independentes. C: Controle negativo Diferencga significativa: * P <
0,05; ** P =0,001. Teste t de Student. Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

O desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de neoplasias
hematoldgicas representa um desafio para os pesquisadores de todo mundo e o
aumento da incidéncia esperado para o ano de 2040 indica que o impacto dessas
doengas continuara a crescer (SUNG et al., 2021). Atualmente a LMA esta listada
entre as quinze neoplasias mais frequentes e que mais levam a ébito (SUNG et al.,
2021). Em parte, isso se deve a falta de novas opgdes terapéuticas, visto que o
tratamento da LMA sofreu poucas alteragdes nas ultimas quatro décadas, em
especial no arsenal de medicamentos sintéticos (KANTARJIAN et al., 2021).

Para o desenvolvimento de novos farmacos € desejavel que os compostos
apresentem baixas Clso e maior citotoxicidade sobre células neoplasicas do que em
células nao neoplasicas (BERROUET et al., 2020). Além disso, é importante que os
compostos testados apresentem caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacologicas comparaveis com aqueles ja utilizados na clinica, o que garante que
em concentragdes adequadas, serao distribuidas pelo organismo. Esses aspectos
indicam um perfil de segurangca e tornam a procura por novos compostos mais
eficiente(JEAN-QUARTIER et al., 2018). Adicionalmente, &€ importante que os
compostos levem a morte celular por mecanismos altamente regulados, como a
apoptose (GALLUZZI et al., 2018a; VITALE et al., 2023a).

Pertencentes a classe das imidazopiridinas, os compostos DSH55 e DSH56
tém como estrutura basica os heterociclicos imidazol e piridina fusionados em sua
estrutural. Dentre os representantes dessa classe terapéutica, destaca-se o
zolpidem, um hipnaético ndo-benzodiazepinico que tem como principal vantagem o
baixo risco de causar depressdao respiratoria (DARCOURT et al., 1999;
GREENBLATT; ROTH, 2012). No entanto, o uso prolongado de zolpidem por jovens
adultos (18-64 anos) foi associado a aumento do risco de desenvolvimento de
cancer de origem no sistema nervoso central em estudos retrospectivos (HWANG et
al., 2022; KAO et al., 2012).

Todavia, além do medicamento zolpidem, diversos derivados de
imidazopiridinas foram testados quanto a sua atividade biologica. Com a
manutencdo dos anéis heterociclicos, essenciais para a atividade biologica, é
possivel obter modificagdes no perfil de atividade bem como na poténcia da agao

pelas variagbes nas cadeias laterais, como demonstrado pelos estudos de relagéo
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estrutura-atividade presentes na literatura (BIFTU et al., 2006; KHATUN et al., 2022;
SILVA et al., 2021).

Os compostos DSH55 e DSH56 apresentam isomeria de posi¢gdo, ou seja,
diferem apenas quanto a posicdo da metoxila aromatica presente em uma de suas
cadeias laterais (DE SALLES et al.,, 2019). Assim, é esperado que sua atividade
varie e que um dos compostos seja preferivel no desenvolvimento de novos
derivados para o tratamento da LMA.

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi predizer as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacoldgicas in silico e avaliar a atividade de dois compostos
sintéticos, derivados de imidazopiridinas, DSH55 e DSH56, em um modelo de LMA
in vitro, bem como o mecanismo pelos quais esses compostos induzem a morte
celular.

Assim, a investigagdo se iniciou pela predicdo dos parametros
farmacocinéticos, representados no Quadro 3, que indicam que ambos o0s
compostos testados apresentam alta capacidade de absorc¢do intestinal, o que indica
que ambos podem ser utilizados por via oral. Além disso, foi previsto que os
compostos DSH55 e DSH56 permeiem a barreira hematoencefalica, o que pode ser
prejudicial caso os compostos apresentem neurotoxicidade, mas pode representar
um efeito benéfico para pacientes com LMA com acometimento do sistema nervoso
central, cujo tratamento depende de infusédo intratecal de citarabina (WU et al.,
2022). Um fator que corrobora o uso dos compostos DSH55 e DSH56 de forma oral
com foco no sistema nervoso central € a ampla utilizagcdo do medicamento zolpidem,
de forma oral, como um modulador do sistema nervoso central sem indicios de
neurotoxicidade (YOUSEFSANI; AKBARIZADEH; POURAHMAD, 2020).

Um parametro importante para utilizagdo no sistema nervoso central avaliado
€ a possibilidade de os compostos serem substrato da glicoproteina-P. Essa é
considerada uma das principais bombas de efluxo presentes nas barreiras
biolégicas, como a barreira hematoencefalica (LIN; YAMAZAKI, 2003), e é
comumente superexpressa em células neoplasicas, nas quais contribui com a
resisténcia pela remocéo de quimioterapicos (PILOTTO HEMING et al., 2022).
Assim, apos observados os resultados previstos no Quadro 3, é possivel concluir
que o composto DSH56 apresenta caracteristicas desejaveis em relacédo ao DSH55,

devido ao fato de ndo ser substrato da glicoproteina-P.



59

Outras enzimas cruciais na farmacocinética de novos compostos sao as
isoenzimas da superfamilia do citocromo P450. Dentre as isoenzimas que compde a
superfamilia foram analisadas as enzimas CYP1A2, 2C19, 2C9, 2D6 e 3A4, as quais
sao responsaveis pelo metabolismo de mais de 50% das moléculas bioativas usadas
na clinica (HA; BHAGAVAN, 2023). A inibicdo de enzimas da superfamilia CYP450 &
uma caracteristica indesejavel, ja que pode levar a interagdes medicamentosas pela
capacidade reduzida de depuracdo como consequéncia dessa inibicdo (HA;
BHAGAVAN, 2023; LYNCH; PRICE, 2007). Dessa forma, nédo ¢é ideal o perfil de
inibicdo do metabolismo previsto para os compostos DSH55 e DSH56. No entanto,
farmacos que inibem as enzimas supracitadas s&o utilizados na clinica, como o
imatinibe, que inibe as enzimas CYP3A4 e 2C8 (FILPPULA et al., 2012), desde que
sejam aplicados em conjunto com medicamentos que ndo sejam metabolizados
pelas enzimas inibidas. Assim, sugere-se que as imidazopiridinas testadas podem
ser utilizadas em conjunto com a ciclofosfamida ou paclitaxel, metabolizados pelas
CYP2B6 e 2C8, respectivamente(SHIBATA et al., 2021; WANG et al., 2014), ou
ainda, que sejam empregadas em formulagdes direcionadas ao tecido tumoral, como
a nanoencapsulacao, a fim de evitar efeitos advsersos como a neurotoxicidade ou
inibigdo do metabolismo de xenobidticos (KOU et al., 2020).

Por fim, a ultima anadlise realizada com a ferramenta SwissADME buscou
avaliar os PAINS e os alertas estruturais de Brenks, além de avaliar sua
acessibilidade sintética das imidazopiridinas. Nessa analise nao foram detectados
alertas quanto a presenca de grupos potencialmente toxicos (BAELL; HOLLOWAY,
2010; BRENK et al., 2008), o que, em conjunto com sua similaridade com o
zolpidem, demonstra a biocompatibilidade de ambos os compostos.

Em seguida, a investigacdo da atividade biolégica dos compostos DSH55 e
DSH56 se iniciou pela avaliacdo da citotoxicidade sobre células K562. Como é
possivel observar na Figura 8, ambas as imidazopiridinas reduziram a viabilidade
das células K562 de forma tempo e concentragdo dependente. Esses resultados
corroboram outros resultados encontrados na literatura (CHENG et al., 2012;
DAMGHANI et al.,, 2021;; SHARMA et al., 2021; YU et al.,, 2022), onde outras
imidazopiridinas mostraram agéao citotéxica contra células de neoplasias de mama (
SAJITH et al., 2015; EL-AWADY et al., 2016) , pulmao (KAMAL et al., 2013), com
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Clso < 10 uM ou ainda contra células de melanoma (BACCON-SOLLIER et al., 2020)
ou gioblastoma (GUCLU et al., 2018), com Clso comparaveis.

De acordo com a literatura, o mecanismo citotoxico das imidazopiridinas
envolve a perda do potencial de membrana mitocondrial e bloqueio do ciclo celular
(GUCLU et al., 2018; KAMAL et al., 2013; YU et al., 2022). Esse é um mecanismo
desejavel para o desenvolvimento de quimioterapicos, que confere seletividade em
relagcdo as células saudaveis, pois tem como alvos processos descontrolados dos
quais células neoplasicas dependem, como o ciclo celular e o desbalango de
proteinas antiapoptéticas e apoptéticas capaz de formar poros na membrana
mitocondrial (GALLUZZ| et al., 2018a; VITALE et al., 2023a).

Como forma de prevenir efeitos adversos como depleg¢do de células saudaveis
ou hemdlise intravascular devem ser realizados durante o desenvolvimento de novos
medicamentos testes para avaliar a citotoxicidade contra células saudaveis ou o
potencial efeito hemolitico. Assim, apos constatado o efeito citotdéxico sobre células
neoplasicas foi avaliado o efeito sobre PBMC e eritrocitos de individuos
considerados saudaveis. Sobre PBMC, as imidazopiridinas analisadas causaram
efeito citotoxico tempo e concentracdo dependente apds 24 horas de tratamento. No
entanto, esse efeito foi menos expressivo do que aquele observado sobre células
neoplasicas, o que indica um perfil de seletividade baixo, (PENA-MORAN et al.,
2016) mas que pode ser melhorado com alteracbes moleculares e/ou com a
incorporagao dos compostos em formas farmacéuticas (BATOOL; AHMAD; CHOlI,
2019; KUMARI et al., 2014). Ja quando a atividade foi avaliada sobre eritrocitos as
imidazopiridinas ndo demonstraram efeito hemolitico, mesmo em concentragdes
cinco vezes maiores que a Clso de 24 horas em células K562. Esse resultado
representa um achado importante, que indica um perfil de seguranca, em especial
para a administragéo intravenosa desses compostos (PAGANO; FAGGIO, 2015). A
via intravenosa € a principal via utilizada para administracdo de quimioterapicos por
garantir que a concentragao utilizada atinja a circulagao sistémica em sua totalidade.
Isso é especialmente importante na LMA, ja que as células neoplasicas originadas
na MO ganham a circulacdo e seu acumulo nestes sitios € frequentemente
relacionada a complicagdes da LMA (KHOURY et al., 2022).

Em seguida, o objetivo foi caracterizar o mecanismo de inducdo da morte

celular provocado pelo tratamento com as imidazopiridinas DSH55 e DSH56. Para
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isso foram realizadas avaliagdes da morfologia das células por microscopia de
fluorescéncia, bem como a investigagdo das principais proteinas envolvidas com a
apoptose intrinseca e extrinseca apos o tratamento com os compostos.

Para isso, inicialmente foi avaliada a morfologia das células K562 apds
tratamento com as imidazopiridina. Com esse intuito, foram utilizados os corantes
fluorescentes laranja de acridina e brometo de etidio, que coram células com a
membrana integra ou nao, respectivamente. Como descrito acima, apdés o
tratamento com a imidazopiridina DSH55, as células K562 apresentaram
caracteristicas compativeis com a apoptose. Condensacio da cromatina e formagao
de blebs de membrana, os quais sdo eventos decorrentes da ativacao da via das
caspases (NUNEZ et al., 1998) e, em conjunto com a fluorescéncia negativa para
brometo de etidio, indica um processo de morte celular controlado, sem aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica (RENVOIZE et al., 1998). Ja apds o
tratamento com DSH56, foram observadas caracteristicas comuns entre apoptose e
necrose, como aumento do tamanho celular e aumento da permeabilidade de
membrana (RENVOIZE et al., 1998).

Posteriormente, foi avaliada a expressao de residuos de fosfatidilserina na
membrana das células K562, apos o tratamento com os compostos por citometria de
fluxo, por meio da proteina anexina-V, a qual se liga de forma especifica aos
residuos de fosfatidilserina. Esses residuos sao fosfolipidios constitutivos da
membrana celular, que em condicbes homeostaticas ndo sao apresentados para o
espacgo extracelular. No entanto, em decorréncia da desestabilizacdo da membrana
plasmatica, que ocorre nos estagios iniciais da apoptose, esses residuos sao
externalizados e reconhecidos por células fagociticas, que eliminam as células que
expressam esses residuos através da endocitose (FADOK et al., 1998; NAGATA,
2018). Apos o tratamento com ambas as imidazopiridinas, foi observado um
aumento significativo na propor¢cao de células com expressdao de residuos de
fosfatidilserina, o que, em conjunto com as alteragbes morfoldégicas encontradas,
sugere que os compostos DSH55 e DSH56 induzem a morte celular das células
K562 por apoptose (GALLUZZI et al., 2018b; VITALE et al., 2023b). No entanto,
outras formas de morte celular ndo podem ser descartadas. Por isso, foram

realizadas andlises da expressdo de proteinas envolvidas na apoptose, a fim de
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confirmar a indugdo dessa forma de morte celular, bem como para elucidar o
envolvimento da apoptose extrinseca e/ou intrinseca.

A apoptose extrinseca € um tipo de morte celular regulada desencadeada por
alteragbes do microambiente extracelular que levam a sinalizagdo por meio de
receptores de membrana conhecidos como receptores de morte celular (GALLUZZI
et al.,, 2018b; VITALE et al.,, 2023b). Dentre esses, o FasR é um dos mais bem
caracterizados (NAGATA, 1999a). Apos reconhecer seu ligante, FasL, a porgéo
intracelular do receptor se complexa com a proteina adaptadora FADD e com as
pré-caspases 8 e 10, o que da origem ao DISC, que por sua vez cliva e ativa as
caspases 8 e 10, que iniciam a cascata das caspases (NAGATA, 1999b). Apds o
tratamento com os compostos DSH55 e DSH56, foi observado um aumento
consideravel da expressao de FasR, o que indica que a apoptose extrinseca esta
envolvida no mecanismo de morte celular desencadeado pelo tratamento com as
imidazopiridinas analisadas.

Além da apoptose extrinseca, neste trabalho também foi avaliada a indugéo da
apoptose intrinseca, na qual um dos eventos cruciais € a formacado de poros na
membrana mitocondrial externa (GALLUZZI et al., 2018b; VITALE et al., 2023b). As
mitocondrias sdo organelas responsaveis pela respiragdo celular, bem como por
processos de catalise enzimatica do metabolismo redox. Essas organelas contém
duas membranas mitocondriais, e com formacgao de poros nessas membranas ha a
perda do AWm, estritamente necessario no processo de respiracao celular, formacao
de ATP e manutencédo da viabilidade celular (MOLDOVEANU, 2023). Assim, apos o
tratamento com ambas as imidazopiridinas o AWm foi avaliado nas amostras e foi
observada uma diminuigado expressiva na proporg¢ao de células com o AWm intacto.
A perda do AWm pode ocorrer por diversos mecanismos, como a formacgao de poros
na membrana externa ocasionada por um desbalango na concentragao de proteinas
pré e anti-apoptéticas da familia BCL-2, de tal forma que proteinas pré-apoptéticas
como Bax e Bak levam a formacado de poros na membrana mitocondrial externa
(MOLDOVEANU, 2023). Além de ocasionar a perda do AWYm, a formag¢ao de poros
da membrana mitocondrial externa resulta na liberagdo das proteinas citocromo-c,
AIF e SMAC/Diablo, indutoras da apoptose (VAN GURP et al., 2003).

Por esse motivo, apds a constatacdo da perda do AWm foi avaliada a

expressao das proteinas Bax e Bcl-2 apds o tratamento com as imidazopiridinas
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estudadas. Como pode ser observado na Figura 15, o tratamento com esses
compostos ndo alterou de forma significativa a expressao de Bax nas células K562,
no entanto, diminuiu de forma significativa a expressdo da proteina Bcl-2, o que
resulta num desequilibrio entre proteinas pré e antiapoptoticas e uma relagéao
Bax/Bcl-2 aumentada, o que indica a predominancia de um estimulo apoptético e
pode explicar a perda de AWm. A fim de avaliar a expresséo de proteinas liberadas
pelas mitocéndrias cujo AWm foi perdido, foi avaliada a expressao citoplasmatica do
AIF, e os resultados mostram que houve um aumento significativo da expressao
dessa proteina, quando comparado ao controle negativo. O AlF, apds liberado do
espaco intermembranar, € capaz de adentrar ao nucleo e induzir a condensacgao da
cromatina, bem como a fragmentagdo do DNA (KETTWIG et al., 2015). Dessa
forma, o conjunto de resultados apresentados sugere que o tratamento com ambas
as imidazopiridinas testadas induzem a apoptose intrinseca, por meio do desbalanco
Bax/Bcl-2, que leva a perda do AWYm, o que resulta na liberacdo de AIF no
citoplasma das células tratadas com as imidazopiridinas analisadas

Como mostram os resultados apresentados até o momento, ambas as
imidazopiridinas induzem as células K562 a morte celular por apoptose extrinseca e
intrinseca, no entanto, ambas as vias culminam na ativagdo da cascata das
caspases, responsavel pelos eventos observados na apoptose, como formacao dos
blebs de membrana, fragmentacdo do DNA e exposigdo dos residuos de
fosfatidilserina. Por isso, para comprovar a execug¢ao da apoptose, foi avaliada a
expressdo da caspase 3 ativada, ultima proteina da cascata das caspases e cuja
expressao determina a finalizacdo da apoptose. Assim, como pode ser observado na
Figura 18, a expressao de caspase 3 ativada foi elevada em aproximadamente duas
vezes apos o tratamento com ambas as imidazopiridinas, esse fato, em conjunto
com os outros resultados apresentados, confirma a execugcdao da apoptose
extrinseca e intrinseca nas células K562 apds o tratamento com DSH55 e DSH56.

E importante ressaltar que a apoptose intrinseca e a extrinseca sdo vias de
morte celular regulada conectadas, e que o acionamento de uma das vias pode levar
a ativagao da outra. Isso ocorre pela ativagéo da proteina BID (Agonista de morte de
dominio de interacdo BH3) pertencente a familia Bcl-2, que é transformada em sua
forma truncada (tBID) pela agdo da caspase 8 ativada (ESPOSTI, 2002). Dessa

forma, um produto da ativacdo da apoptose intrinseca ativa BID, que por sua vez
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modula o balango Bax/Bcl-2 e ainda, promove diretamente a formagao de poros na
membrana mitocondrial (FLORES-ROMERO et al.,, 2022). Essa pode ser uma
explicagdo para a dupla ativagdo das vias apdés o tratamento com as
imidazopiridinas DSH55 e DSH56, e o papel da proteina BID nesse processo pode
ser avaliada no futuro pela expressao de BID em diferentes tempos ou com técnicas
como knockout ou knockdown (NEITEMEIER et al., 2017).

Além da indugdo da apoptose, outra caracteristica desejavel para os
compostos antineoplasicos € a capacidade de bloquear o ciclo celular. Esse efeito é
desejavel em virtude da proliferacdo descontrolada das células neoplasicas, que se
multiplicam na MO e tomam o espacgo de progenitores hematopoiéticos saudaveis,
que, € principal causa da pancitopenia, muito comum entre os pacientes acometidos
pela LMA (WEINZIERL; ARBER, 2013). Dentre os quimioterapicos utilizados na
clinica, varios apresentam esse mecanismo de acado (BAR-ON; SHAPIRA;
HERSHKO, 2007; SUN et al., 2021) ou agem também de forma citostatica.

A fim de elucidar se os compostos DSH55 e DSH56 sédo capazes de bloquear o
ciclo celular, e dessa forma, impedir a proliferacao das células K562, foi avaliada a
proporgao de células em cada estagio do ciclo celular com base na concentragao de
DNA por meio da marcagcdo com o corante iodeto de propidio. Em comparagao com
o controle negativo, foi possivel observar um aumento significativo na quantidade de
células na fase G0/G1 do ciclo celular apés tratamento com ambos os compostos, e
para o DSH56, também foi observada uma diminuicdo de células na fase G2/M. As
fases GO e G1 sdo conhecidas como fases de repouso e de preparagao para
duplicacdo do DNA, respectivamente, e 0 aumento da proporcao de células nessas
fases indica um bloqueio do ciclo celular. De acordo com a literatura, outras
imidazopiridinas sdo capazes de bloquear o ciclo celular em diversas fases (LEE et
al., 2012; LI et al., 2013; SONG et al., 2014), inclusive na fase G1 (BHAVYA et al.,,
2022; HE et al., 2020; PAN et al., 2023), e os mecanismos propostos para o bloqueio
na fase G1 envolvem a inibicdo da transcricdo de RNA e da sintese de proteinas
necessarias para duplicagcdo do DNA (FOSTER et al., 2010).

Um dos principais indutores do ciclo celular € o NF-kB, sua acdo como
promotor da transcricdo génica é essencial na fase G1, visto que é nessa fase em
que sao transcritos os RNA necessarios para duplicagdo do material genético que

sera realizada na fase S. Reconhecida como a principal proteina indutora do ciclo
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celular, a ciclina D ativa o ciclo celular na fase G1 (Figura 11) (BALDIN et al., 1993) e
a expressao do gene CCND1 é regulada fortemente por trés sitios de ligacdo kB
préximos ao seu promotor (LEDOUX; PERKINS, 2014).

Por isso, com intuito de elucidar se o bloqueio do ciclo celular ocorreu por
inibicdo da ativagao do fator de transcricdo NF-kB, a concentragao intracelular desse
fator foi avaliada por western blotting. Conforme citado anteriormente, apos o
tratamento com ambas as imidazopiridinas foi observado um aumento da proteina
p65, uma das proteinas constituintes das subunidades do NF-kB e uma diminuigao
do conteudo de NF-kB fosforilado, fator de transcricdo que ativa genes ligados a
sobrevivéncia e proliferacdo celular. De acordo com a literatura, a diminuicido da
ativacdo do NF-kB é capaz de induzir bloqueio no ciclo celular (CARRA et al., 2020;
LEDOUX; PERKINS, 2014), bem como a apoptose, por meio da inibicdo da
expressao de proteinas como Bcl-2 e survivina, intimamente ligadas a sobrevivéncia
e proliferacao celular (CATZ; JOHNSON, 2001; TOUALBI-ABED et al., 2007).

Muitos tipos de neoplasias hematoldgicas apresentam atividade constitutiva do
NF-kB no nucleo. Essa persistente atividade do NF-kB é critica para proliferagao,
resisténcia a apoptose e formacdo tumoral (BARGOU et al., 1997; BOSMAN;
SCHURINGA; VELLENGA, 2016). A ativagdo do NF-kB estda associada,
normalmente, com a fosforilagdo do Ik-B, o que muda sua afinidade pelo NF-kB.
Uma vez dissociado do seu inibidor, o NF-kB transloca-se para o nucleo, onde se
liga as sequéncias especificas de DNA presentes nas regides regulatorias de genes
envolvidos nas respostas imunes, inflamatdrias, proliferacao celular e apoptose,
modulando a transcricdo desses genes (LIU et al., 2017). Sendo assim, 0 uso de
inibidores de NF-kB, associado ou ndo a quimioterapicos usados correntemente na
clinica oncolégica, podera abrir novos caminhos na terapia das leucemias. Por isso,
com intuito de elucidar se o bloqueio do ciclo celular ocorreu por inibicao da ativacao
do fator de transcricdo NF-kB, a expressao desse fator foi avaliada por western
blotting. Os resultados desta investigagdo mostram as imidazopiridinas DSH55 e
DSH56 causaram inibicao da ativacao do NF-kB, o que levou leva a diminuicdo da
expressao de proteinas chave da proliferagao celular, como a ciclina D, e
antiapoptoticas, como a Bcl-2 (CATZ; JOHNSON, 2001; TOUALBI-ABED et al.,
2007), o que levou as células K562 ao bloqueio celular e apoptose. Um resultado

promissor no contexto da resisténcia a quimioterapia (GODWIN et al., 2013;
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MORTEZAEE et al., 2019) e um potencial alvo terapéutico para diversas neoplasias
(RASMI; SAKTHIVEL; GURUVAYOORAPPAN, 2020; XIA; SHEN; VERMA, 2014;
YAMAMOTO; GAYNOR, 2001).

Um dos efeitos da modulagdo da ativagdo do NF-kB é o desbalanco do
estresse oxidativo (LINGAPPAN, 2018), o que pode levar ao acumulo de ERO. Outra
causa de desbalanco no metabolismo redox é a perda do AWm, um efeito causado
pelas imidazopiridinas, conforme descrito anteriormente. Por isso, foi avaliada a
producdo e acumulo de ERO nas células K562 apdés o tratamento com as
imidazopiridinas.

Como esperado apods levar em conta os resultados anteriores, foi constatado
um aumento de aproximadamente duas vezes na quantidade de espécies reativas
de oxigénio em relagdo ao controle negativo. O acumulo de ERO esta intimamente
relacionado a processos de morte celular (RYTER et al.,, 2007) e pode estar
relacionado ao processo de morte induzido apdés o tratamento com as
imidazopiridinas.

Diversas condi¢gdes e compostos podem resultar em um ambiente de estresse
oxidativo (JUAN et al., 2021) em células neoplasicas e saudaveis. O maior desafio é,
portanto, induzir o acumulo de ERO apenas em células neoplasicas. Assim, a
inducéo do estresse oxidativo por meio do desbalango Bax/Bcl-2 e supresséo da via
do NF-kB, possiveis alvos da terapia antineoplasica (HAFEZI; RAHMANI, 2021; YU
et al., 2020), demonstra a potencial seletividade do mecanismo proposto para
atividade das imidazopiridinas testadas. Além disso, De acordo com a literatura, as
imidazopiridinas modulam o balango redox por inibicdo de GSH e TrxR (DOS
SANTOS et al., 2022), um mecanismo promissor, visto que a resisténcia ao estresse
oxidativo € um importante fator para células neoplasicas em circulagdo, um ambiente
com altas concentracdes de O2 (HAYES; DINKOVA-KOSTOVA; TEW, 2020).

Por fim, foi avaliada a expressdo da proteina survivina, relacionada a
resisténcia ao tratamento e proliferacdo descontrolada das células neoplasicas.
Interessantemente, o tratamento com DSH55 foi capaz de diminuir a expressao
dessa proteina, entretanto, o mesmo nao foi observado com o composto DSH56. Em
células neoplasicas, a proteina survivina atua por meio da inibicdo da cascata das
caspases (CHEN et al., 2016), e é expressa principalmente durante as fases G2/M
do ciclo celular (MITTAL; JAISWAL; GOEL, 2015). Isso pode explicar o mecanismo
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responsavel pela repressdao da expressdao de survivina, visto que ambas as
imidazopiridinas causaram bloqueio do ciclo celular nas fases GO/G1.

Assim, diante dos resultados apresentados, é possivel afirmar que ambas as
imidazopiridinas testadas induzem a morte celular regulada pela apoptose
extrinseca e intrinseca. Além disso, ambos os compostos foram capazes de
bloquear o ciclo celular das células K562 além de modular a atividade do NF-kB. E
por fim, foi demonstrado a capacidade da imidazopiridina DSH55 diminuir a
expressdo da proteina survivina, um importante marcador de resisténcia aos
tratamentos quimioterapicos. Portanto, sugere-se que a imidazopiridina DSH55 é um
bom candidato para demais estudos para o desenvolvimento de novos farmacos

para o tratamento da LMA.
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7 CONCLUSAO
Os compostos DSH55 e DSH56, pertencentes da classe das imidazopiridinas,

a qual, de acordo com a literatura, apresenta atividades antineoplasica e hipnética.
Os resultados in silico apresentados neste trabalho demonstram que os compostos
apresentam caracteristicas fisico-quimicas adequadas e podem potencialmente ser
utilizados por via oral, que apresentam caracteristicas de druglikeness, e respeitam
os parametros de biocompatibilidade de PAINS e Brenks.

As investigagbes in vitro demonstraram que apesar de pouco seletivos, os
compostos DSH55 e DSH56 sao citotdxicos para células de uma linhagem de LMA
(K562) e n&do causam hemolise in vitro em concentragdes pelo menos cinco vezes
maiores que a Clso em células K562.

Em relagcdo aos mecanismos envolvidos no efeito causado pelos compostos
DSH55 e DSH56 sobre células K562, os resultados mostram que os compostos
levam as células a morte celular por apoptose extrinseca e intrinseca, por meio do
aumento da expressdo de FasR, desequilibrio da relagcdo Bax/Bcl-2 e perda do
AWM. Além disso, foi evidenciado um acumulo de ERO apds o tratamento com as
imidazopiridinas estudadas, o que pode estar envolvido com os efeitos observados.
Adicionalmente, ambas as imidazopiridinas testadas causaram bloqueio do ciclo
celular na fase G1, inibicdo da ativagao do NF-kB e, no caso do composto DSH55,
diminuicao da expressao de survivina (Figura 21).

Em resumo, os compostos DSH55 e DSH56 sao bons candidatos para serem
investigados para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da LMA,
e, entre eles, o composto DSH55 apresenta caracteristicas desejaveis como a
inibicdo de survivina e melhor indice de seletividade em relagdo ao composto
DSH56.
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Figura 21 Mecanismo proposto para agao das imidazopiridinas
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Resumo grafico dos efeitos observados apdés o tratamento de células K562
com as imidazopiridinas DSH55 e DSH56 sobre processos centrais de morte celular
regulada. Setas vermelhas representam o aumento e setas azuis a diminuigdo da
expressao proteinas. Criado com Biorender.com. Fonte: O autor
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ANEXO A — CERTIFICADO DE APRESENTAGAO DE APRECIAGAO ETICA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC l}foﬂ

Continuagdo do Parecer: 2.838.107

amostras de SP de individuos saudaveis, utilizados como modelos de células ndo neoplasicas (controle ndo
neoplasico). Os participantes da presente pesquisa seréo selecionados de acordo com os critérios de
inclusdo e exclusédo determinados no projeto. As amostras de pacientes utilizadas para a pesquisa serdo
sangue periférico (SP) ou medula 6ssea (MO), as quais serdo coletadas no momento do diagnostico (antes
do primeiro tratamento) no Hospital Universitario Professor Polydore Ernani de S&o Thiago (HU) da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). As amostras de voluntérios utilizadas como controle de
modelo ndo neopldsico serdo de sangue periférico, coletado por pungdo venosa no Laboratério de Andlises
Clinicas do HU/UFSC. As amostras acondicionadas serdo transportadas até o Laboratério de Oncologia
Experimental e Hemopatias (LOEH) do HU/UFSC, onde serdo processadas para isolamento das células
neoplasicas e células mononucleadas. As células serdo entdo incubadas com compostos de arigem natural
e sintética previamente selecionados em linhagens celulares e a viabilidade celular sera determinada pelo
método do MTT. O estudo tem relevancia cientifica, a documentacéo esta completa e o TCLE apresentado
atende a todas as

exigéncias da Resolugdo CNS n°466/12 e suas complementares. Assim, recomendamos a sua

aprovacao.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatdria:
Foram apresentados os seguintes documentos obrigatorios:

- Informacgdes basicas do projeto - formulario PB;

- Folha de rosto;

- Declaragéo do pesquisador;

- Declaracdo da Instituigdo - HU;

- TCLE;

- Projeto de pesquisa;

- Cronograma.

O TCLE apresentado atende na integra a Resolugdo CNS 466/12.

Recomendagdes:
N&o se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Nao foram detectadas pendéncias ou inadequacgdes neste projeto.
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Investigar o efeito citotdxico de compostos de origem natural e sintética com potencial antitumoral em
células obtidas de amostras de SP de voluntarios saudaveis, utilizadas como modelo de células nao
neoplasicas para fins comparativos

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O estudo ndo apresenta riscos para os pacientes participantes, uma vez que serdo utilizadas nos
experimentos apenas suas amostras de SP e MO e os mesmos néo terdo contato direto com os compostos
que serdo investigados. As amostras serdo coletadas no HU/UFSC no momento do diagndstico, ou seja, 0s
pacientes ndo serdo submetidos a novos procedimentos invasivos ou desconfortos adicionais. Nao havera
duas coletas, pois sera aproveitado o mesmo material coletado para os exames laboratoriais. Os voluntarios
saudaveis incluidos neste trabalho cederdo apenas uma amostra de SP

coletada por pun¢ao venosa por profissionais qualificados do Laboratério de Andlises Clinicas da UFSC,
portanto também néo estdo sujeitos a quaisquer riscos caso aceitem participar da pesquisa.

Beneficios:

E possivel perceber a necessidade de se investigar novas estratégias de tratamento para pacientes
portadores de cancer, ndo apenas para melhorar sua sobrevida, mas também sua qualidade de vida durante
o tratamento. As informacgées resultantes deste estudo provavelmente ndo trardo beneficios diretos aos
pacientes e voluntarios incluidos no mesmo, uma vez que existe um longo caminho entre a investigagdo de
novos composto in vitro e sua aprovagéo para ensaios clinicoes. No entanto, a proposta da presente
pesquisa de investigar o efeito de novo compostos promissores em amostras de pacientes portadores de
neoplasias malignas podera ser de grande importancia na compreensao e no desenvolvimento futuro de
novos farmacos contra neoplasias hematolégicas.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata o presente de um projeto de pesquisa coordenado pela Prof2. Dre. Maria Claudia Santos da Silva do
Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Analises Clinicas da UFSC, cuja finalidade é investigar o
efeito citotdxico de compostos de origem natural e sintética em amostras de SP e MO de pacientes

portadores de neoplasias hematolégicas atendidos no HU da UFSC e também em
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo de mecanismos de citotoxicidade e morte celular em amostras de pacientes
portadores de neoplasias hematologicas e ndo hematologicas e em amostras de
individuos saudaveis.

Pesquisador: Maria Claudia Santos da Silva

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 80430317.0.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.838.107

Apresentacao do Projeto:

"Avaliagdo de mecanismos de citotoxicidade e morte celular em amostras de pacientes portadores de
neoplasias hematoldgicas e ndo hematologicas e em amostras de individuos saudaveis. Projeto de pesquisa
que tem como objetivo investigar o efeito citotdxico de compostos de origem natural e sintética em amostras
de SP e MO de pacientes portadores de neoplasias hematolégicas atendidos no HU da UFSC e também em
amostras de SP de individuos saudaveis, utilizados como modelos de células ndo neoplasicas (controle ndo
neoplasico). As informagdes resultantes deste estudo serdo de grande importancia na compreensao da
atividade desses compostos, o que podera ser utilizado para o desenvolvimento de novos farmacos visando
o tratamento de pacientes portadores de neoplasias malignas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar o efeito citotdxico de compostos de origem natural e sintética com potencial antitumoral em
células obtidas de amostras de SP e MO de pacientes portadores de neoplasias hematolégicas atendidos
no HU da UFSC no momento do diagnéstico (antes do primeiro tratamento).

Objetivo Secundario:
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Considera¢des Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

DUy palig

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1004163.pdf 11:52:19
Outros carta_resposta_agosto.docx 13/08/2018 |Mariana Franzoni Aceito
11:43:45 [ Maioral

Cronograma cronograma_modificado_agosto.docx 13/08/2018 |Mariana Franzoni Aceito
11:42:56 | Maioral

TCLE / Termos de | TCLE_modificado_agosto.docx 13/08/2018 [Mariana Franzoni Aceito

Assentimento / 11:42:47 |Maioral

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha.pdf 27/11/2017 |Mariana Franzoni Aceito
15:16:51 [Maioral

Declaragdo de declaracao_maclau.pdf 06/11/2017 |Mariana Franzoni Aceito

Pesquisadores 14:46:37 Maioral

Declaragdo de declaracao_hu.pdf 06/11/2017 |Mariana Franzoni Aceito

Instituicdo e 14:45:24 | Maioral

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | pesquisa_PB.doc 07/10/2017 |Mariana Franzoni Aceito

Brochura 14:27:16  [Maioral

Investigador

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Né&o

FLORIANOPOLIS, 22 de Agosto de 2018

Assinado por:
Maria Luiza Bazzo
(Coordenador)
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