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RESUMO

O selénio apresenta importante funcao antioxidante que se relaciona em prevengao
celular, protecao cardiaca, reproducao, controle metabdlico de horménios, suporte
cognitivo, além de efeito farmacoldgico anticancer e anti-inflamatério. A agdo destes
compostos de selénio nas vias metabdlicas gera a intensificagdo de espécies reativas
ao oxigénio e nitrogénio que refletem no aumento da peroxidagao e a reatividade
destes subprodutos metabdlicos favorece eventos de morte celular. Neste estudo a
atividade antiproliferativa in vitro nas linhagens de células de céncer de colon (Caco-
2 e HT-29) cultivadas em monocamada e em modelo tridimensional foi analisada ap6s
tratamento com concentragcdes dos compostos de selénio com nucleo de atividade
biolégica inddlicos e outro composto imidazo-pirimidinico, denominados
respectivamente MRK-104 e MRK-107. Através de metodologias colorimétrica,
enzimatica, fluorescéncia e turbidimetria foi possivel a identificacao, avaliacéo e
diferenciacao de diversas caracteristicas celulares que permeiam a via de sinalizagao
intrinseca de apoptose e estresse oxidativo. As respostas antiproliferativas dos
selénio-compostos nas linhagens de cancer de colon Caco-2 e HT-29 no tempo de 48
horas pelo teste colorimétrico de sulforrodamina B apresentam Glso de 1,1-13 uM,
para MRK-104 e MRK-107, de forma seletiva pois ndo apresentaram efeito
antiproliferativo em fibroblastos humanos imortalizados (Glso em HFF1 > 635 uM). As
células de célon no modelo 3D, marcadas com agente fluorescente de DNA, nas
concentragdes de tratamento de Glso e 0 dobro da concentragédo de Glso dos selénio-
compostos em 48 horas induziram parada de ciclo celular na fase GO/G1 em ambas
linhagens de 72,15% (Caco-2) a 89,12% (HT-29). Além disso, os Se-compostos
ativam caspase-3 em 24 horas e provocam perturba¢des da homeostase redox que
indicam danos de membrana celular e fragmentagdo de DNA pela reacdo de
peroxidacao lipidica no ensaio de TBARS. Os compostos demonstraram atividade
antiproliferativa e seletiva, demonstrando potencial para continuidade dos estudos

visando atividade anticancer.

Palavras Chaves: morte celular, selénio-compostos, esferoide, cancer



ABSTRACT

Selenium has an important antioxidant function that is related to cellular prevention,
cardiac protection, reproduction, metabolic control of hormones, cognitive support, in
addition to anti-cancer and anti-inflammatory pharmacological effects. The action of
these selenium compounds on metabolic pathways generates the intensification of
reactive species to oxygen and nitrogen, which results in increased peroxidation and
the reactivity of these metabolic by-products favors cell death events. In this study, the
in vitro antiproliferative activity in colon cancer cell lines (Caco-2 and HT-29) cultivated
in @ monolayer and in a three-dimensional model was analyzed after treatment with
concentrations of selenium compounds with an indole core of biological activity and
another compound imidazo-pyrimidine, respectively called MRK-104 and MRK-107.
Through colorimetric, enzymatic, fluorescence and turbidimetry methodologies, it was
possible to identify, evaluate and differentiate several cellular characteristics that
permeate the apoptosis and oxidative stress signaling pathway. The antiproliferative
responses of selenium compounds in colon cancer lines Caco-2 and HT-29 within 48
hours by the sulforhodamine B colorimetric test show Glso of 1.1-13 uM, for MRK-104
and MRK-107, of selectively as they did not present an antiproliferative effect on
immortalized human fibroblasts (Glso in HFF1 > 635 yM). Colon cells in the 3D model,
labeled with fluorescent DNA agent, at treatment concentrations of Glso and double the
Glso concentration of selenium compounds at 48 hours induced cell cycle arrest in the
GO0/G1 phase in both cell lines 72.15% (Caco-2) to 89.12% (HT-29). Furthermore, Se-
compounds activate caspase-3 within 24 hours and cause disturbances in redox
homeostasis that indicate cell membrane damage and DNA fragmentation by the lipid
peroxidation reaction in the TBARS assay. The compounds demonstrated
antiproliferative and selective activity, demonstrating potential for continuing studies

aimed at anticancer activity.

Keywords: cell death, selenium-compounds, spheroid, cancer
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1.  INTRODUGAO

O céancer de colon (CCR) corresponde a 10% dentre todos os canceres em
relacédo a incidéncia mundial, essa porcentagem é equivalente a mais de 1 milhdo de
novos casos ao ano e sua mortalidade acomete mais de 500 mil pessoas ao ano 2.
A triagem dos pacientes é recomendada para evitar o aumento do diagndstico de
polipos adenomatosos responsavel por mais de 80% de novos casos que progridem
para o cancer colorretal, pensando neste fato, a prevencao e diagnostico precoce
carece de melhores estratégias para adesdo aos cuidados ¥ 4 5 Uma vez
diagnosticado, os estagios desse cancer permitem abordagens cirurgicas,
imunologicas e medicamentosas com uso de quimioterapicos 6. Em relagdo a
abordagem medicamentosa, ha peculiaridades que contribuem para a maior
efetividade, como o uso das terapias alvo dirigidas combinadas (politerapias) e o uso
de quimioterapicos com estruturas quimicas preferencialmente de pequenas
moléculas devido a possibilidade de interagdes moleculares mais direcionadas 7 8. Ha
uma associagao protetora entre selénio e o cancer colorretal, assim como acgdes
indiretas com atividades bioldgicas importantes mediadas por selenoenzimas como a
selenometionina, glutationa peroxidase, tiorredoxina redutase e iodotironina
desiodases que mantém pesquisas na busca por novas moléculas atividades
bioldgicas mais efetivas para a industria farmacéutica % '°.

O selénio organico possui um limite de consumacéo e gera efeitos adversos
caso , contudo é conhecido pelos efeitos antioxidante ', anti-inflamatoério 12,
antimutagénico '3, anticarcinogénico 4, antivirais '°, antibacterianos ¢ e antifiingicos
7. 18 Os efeitos quimiopreventivo sdo relacionados as selenoproteinas e os
compostos de selénio por possuirem funcgdes vitais, capacidade quimiopreventiva
associada a suas propriedades antioxidantes diretas ou indiretas que sustentam o
status redox intracelular para protecdo de células saudaveis diante de danos
oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigénio (EROS) °.

Estas EROS formam metabdlitos que podem induzir a formacéo de canceres
ao alcangar um determinado nivel no organismo, no entanto, ha niveis benéficos e
responsaveis por papéis importantes na regulagdo de muitas fungdes bioldgicas 2.
Os niveis elevados podem aumentar a vulnerabilidade das células cancerigenas a
varios indutores e entdo maximizar o efeito anticancer por multiplas vias devido a um

estimulo no metabolismo da glicose, disfungdo mitocondrial e atividade oncogénica 2"
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22 E importante encontrar uma resposta clinica que induza a morte celular para matar
seletivamente as células cancerigenas, promovendo a oxidagao, causando danos ao
DNA e gerando a eficacia da quimioterapia/radioterapia e de agentes moleculares
direcionados, além de reverter a resisténcia as drogas das células cancerigenas 2% 24,

Desde 1970, estudos epidemioldgicos de suplementagao de selénio e ensaios
clinicos apoiaram a hipétese de haveria uma relagéo inversa entre a ingestao de
selénio e a incidéncia de cancer 2°. O selénio pode ser encontrado em verduras,
carnes, alho, na castanha do Para, demonstrando dinamismo em sua bioatividade e
atuando em diversas proteinas funcionais, por essa razao, inspira protétipos de novas
sinteses de bioativos funcionalizados com organocalcogénios 2. Outros ativos muito
utilizados em formulagdes medicamentosas sao os compostos indol e imidazol, sao
conhecidos por atividades bioldgicas versateis incluindo a atividade anticancer 27 28,
O imidazol integra o horménio histamina e importantes compostos que se fundem com
nucleos aromaticos 2. A industria farmacéutica possui diversos medicamentos
notaveis com as estruturas indol e imidazol, seus registros sdo aliados em novas
sinteses e estudos clinicos para diversos tratamentos 2°.

A cultura de células imortalizadas tem sido uma analise efetiva no ambito
farmacoterapéutico e na dosagem de marcadores de tumores cancerigenos nos
modelos em monocamada e tridimensional 3°. As células cultivadas na conformacéo
tridimensional (3D) possuem beneficios em alternativa aos ensaios in vivo, pois suas
informagbes metabdlicas sdo mais realistas e compromete a difusdo de
nutrientes/farmacos experimentais diante de barreiras formadas por interagdes
multidirecionais de matriz extracelular 3'. Apesar de ser uma estrutura de grande
interesse na pesquisa do cancer e na qualificacdo de compostos para varias outras
finalidades a formacdo de sua estrutura exige estratégias para a formacdo de
camadas celulares visando um tratamento que de fato tenha coeréncia com um
microambiente in vitro 32.

Este trabalho apresenta a aplicacdo da cultura de células de cancer de colon
cultivadas em monocamada e na conformag¢ao 3D combinada a técnicas de analise
multivariada de fluorescéncia e espectroscopia com proposito de investigar o
comportamento celular diante do tratamento com selénio-compostos de nucleo de
atividade biologica indol e imidazol-pirimidinico, respectivamente MRK-104 e MRK-
107.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Cancer de célon

O cancer colorretal (CCR) é um dos tumores solidos mais comuns no mundo
desenvolvido 33. Representa a segunda causa de morte mundial e por séculos ha
relatos da sua incidéncia e mortalidade, suas perspectivas sdao de aumento de
incidéncia em 60%, mas devido a pandemia do coronavirus seus diagnosticos,
tratamentos e estatisticas sofreram defasagem e podem estar subnotificados 34 35. A
maioria dos pacientes com CCR apresenta sintomas silenciosos durante anos por falta
de manifestagdes especificas ou patognomonicas 36. Sao diferentes tipos e subtipos
de canceres que somam mais de 200 a serem diagnosticados e o historico desses
tratamentos sdo marcados com alta citotoxicidade inerente as células normais 3’. Essa
alta citotoxicidade desencadeia efeitos colaterais que demandam atencao e ajustes
terapéuticos constantes 8.

A etiogenia do cancer revela o acumulo da ativagdo de oncogenes juntamente
com inativagdes de genes imunossupressores, a anomalia acarreta proliferagéo
celular e fenétipo anormais formando massas de células que emergem da mucosa
intestinal e se projetam no limen do colon .

Particularmente no CCR os genes codificados por p53, DCC e a proteina
polipose adenomatosa coli (APC) s&o inativados e os oncogenes como KRAS sao
ativados, a visualizagdo e classificagdo dos pdlipos (Figura 1) sédo a base para a
deteccao precoce e prevencado do cancer de coélon por meio de colonoscopia ou
sigmoidoscopia “°. Os fatores desencadeantes estdo ligados a dieta, genética e
diferentes exposi¢cdes exdgenas como padrbes de vida, relagbes sociais e
psicoldgicas no trabalho, em casa ou na sociedade, renda e nivel educacional 4. A
proteina APC mutante é detectada em 80% dos casos de CCR e ja foram identificadas
mais de 300 mutagdes “2. A proteina APC desempenha um papel importante na
adeséo célula-célula e processos de morte celular, participa dos sinais de transducgao
da via de sinalizagdo Wnt, atinge a modulagdo de COX-2 e a perda da fungéo

desregula genes que influenciam no aumento da atividade proliferativa 43.
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Figura 1. Progressao tumoral do cancer de célon pela mutacdo da proteina APC.

APC

Tecido normal do cdlon

Ciancer de coélon Pélipo pequeno
invasivo (maligno) (kenigno)
- v Mutagao
Mutagio ou perda oncogénica no
de fungdio de p53 o = gene RAS

~

Gr;né polipo

Fonte: Tape (2017).

2.2. Linhagens celulares Caco-2 e HT-29

A principal vantagem da cultura de células é a possibilidade de protocolos
controlados que geram reprodutibilidade e sdo desenvolvidos para investigar todas as
fungdes do corpo preservando as caracteristicas de cada célula *4. A metodologia de
cultivo celular é considerada o padrao-ouro para estudar in vitro as alteragdes no
epitélio pela exposigcdo a nutrientes, ingredientes funcionais, toxicos ou drogas 4°. Em
linhagens de coélon as células absortivas expressam um fenotipo de enterocito ou
colondcito que representam mais de 80% do células epiteliais intestinais 6.

O epitélio intestinal é constituido por células especializadas, como os
enterdcitos, que absorvem nutrientes, e as células caliciformes que produzem muco
com limitagao da infiltracdo de substancias nocivas, ou seja, atua como uma barreira
entre os ambientes interno e externo 3°. O epitélio possibilita modulagdo em culturas
in vitro para estudos de absorcdo e efeito metabdlico de novos candidatos ao
tratamento do cancer 4% 47,

Jorgen Fogh estabeleceu as culturas das linhagens de carcinoma de cdlon
humano Caco-2 e HT-29 (Figura 2) em 1964 e 1974, respectivamente “. Estas células
epiteliais intestinais humanas isoladas retém caracteristicas anatbmicas e
bioquimicas in vivo, mas exigem planejamento para experimentagdo e manutengao

da viabilidade “°. Contudo, sdo ferramentas valiosas na pesquisa do cancer,
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farmacologia e toxicologia ja que a funcao celular e diferenciagdo podem ser

exploradas para drogas de diversas finalidades °°.

Figura 2. Microscopia 6ptica de culturas Unicas de Caco-2 e HT-29 apds 24 horas (Barra de escala: 20
Hm).

Caco-2 — HT-29 a et

Fonte: Autoria propria

A alta similaridade com enterdcitos absortivos levou as monocamadas de Caco-
2 a serem consideradas um modelo eficiente de imitagdo da membrana intestinal para
estudar a penetragao transcelular passiva de compostos lipofilicos, sdo células que
se diferenciam e se polarizam com diferentes proteinas expressas em suas
superficies apical e basolateral 5'.

As células HT-29 expressam caracteristicas de enterocitos absortivos e células
secretoras intestinais que produzem uma substancia gelatinosa semelhante ao muco
49 Por esta razao, este modelo celular é amplamente empregado para realizar estudos
de biodisponibilidade ou para investigar a resposta imune intestinal a infecgdes
bacterianas que possam afetar as propriedades do muco secretado, mas possuem
menor atividade enzimatica em comparacao as células Cacos-2 3.

Essas diferengas na expressdao da enzima, juntamente com a taxa de
diferenciagcao muito lenta de 30 dias para HT29 e de 15 a 21 dias para Caco-2, afetam
a adequacao do modelo em refletir a permeabilidade in vivo, no entanto, Caco-2
apresenta valores de resisténcia elétrica trans epitelial quatro vezes maiores que HT-
29, em outras palavras esses valores relatam a capacidade de confluéncia e
integridade celular de uma cultura em monocamada em relagdo a outra 52,

A melhora da condigao fisioldgica levou ao desenvolvimento de modelos como
organoides intestinais 3D com fisiologia de cripta vilosidades e capacidade de cultura

de até 8 meses %3. Essas linhagens sdo capazes de diferenciagdo dependente de
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modulagdes, por exemplo, HT-29 tem um metabolismo de glicose prejudicado, onde
ha producéao de acido latico e acumulo de glicogénio, logo a auséncia de glicose leva
a diferenciagéo enterocitica 3% %1, A linhagem celular Caco-2 contrasta nesse quesito,
pois possui baixo consumo de glicose e produg¢ao de acido, mas acumula glicogénio
e sua diferenciagao enterocitica absortiva € espontanea na presencga de soro e glicose
47_

A funcionalidade dos bioensaios é a determinacdo do potencial da eficacia do
tratamento realizado nas células cultivadas, ou seja, determinagao da curva dose-
resposta®. Através da escolha de tempo e concentragdo € possivel calcular
parametros de avaliacdo como o indice de concentracdo inibitéria de 50% da
populagado celular (IC50), a concentragcao que leva a morte de 50% dos individuos

(CL50) e também a concentragéo que inibe 100% do crescimento celular (TGI)35: %6: 57,

2.3. Marcadores moleculares

No CCR a mutagdo mais recorrente € na cascata de sinalizacdo Wnt,
mediadora de homeostase, diferenciacéo, proliferagao e reparo tecidual, um periodo
assintomatico em torno de 10 anos que evolui na aquisicdo de mutagdes®®. Sendo
assim, a desregulagcdo das vias de sinalizagdo contribui no desenvolvimento e
progressao do cancer através de resisténcia a medicamentos, perda de apoptose e
de metastase %9,

A identificacdo do comportamento biolégico tumoral pode ser alcangada com a
as caracteristicas patolégicas e marcadores moleculares que reportam o valor
prognéstico do cancer colorretal através, por exemplo, de indice de proliferagao
celular, quantificando ki-67, prognostico de angiogénese, oncogenes e genes
supressores de tumor, como a p53, K-ras, BCL-2, DCC, c-erbB2 e marcadores de

invasdo ou metastase por metaloproteinases de matriz ©°.

2.31. Direcionamento de analise

Os marcadores auxiliam em diversas etapas: diagnostico, estadiamento,
determinacdo de progndstico, avaliagdo de resposta ao tratamento e detecgédo de
recidiva tumoral no periodo pods-operatério, mas com uma sinalizagdo oncogénica
heterocelular ativa (Figura 3) € dificil definir um perfil gendbmico tumoral no cancer

colorretal 81,
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Figura 3. Sinalizagdo oncogénica com alteragdes de CCR heterocelulares com ampla gama de opgdes
de sinalizagao.
(A) Perspectiva heterocelular

Colon saudavel

V@ = Ty
Mutagoes + oncogénicas

Y

Cancer colorretal

Opgoes de sinalizagio extendidas
Sinalizagao célula auténoma célula ndo

S autdénoma
oncogenica

reciproca
Fonte: Adaptado de Tape (2017).
A maioria dos marcadores sédo de baixo custo e ndo invasivos, podem elucidar

o rastreio de estadiamento do cancer, entretanto, existe uma necessidade em
melhorar a precisao de biomarcadores no diagnostico/prognéstico do CCR e também
o custeio dos tratamentos alvo dirigidos 6" 62,

Devido a divergéncia histolégica gera conflitos para a aceitagcdo de novos
meétodos bioquimicos de rastreio, dos estudos até agora concretizados, a utilizagao
do ki-67 como marcador de proliferacédo celular tem mostrado o seu reconhecimento
como fator de progndstico independente para o cancro da préstata, mama, entre

outros 93,
2.3.2. indice de proliferacao
Ha proteinas especificas para avaliar proliferacédo celular que s&o usadas como

marcadores tanto para fins de pesquisa cientifica quando para fins aplicados ao

diagnostico e prognodstico na clinica 4. S3o usados anticorpos para proteinas
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associadas a proliferacdo celular, como o marcador Ki-67 para obter os indices de
proliferacdo . O Ki-67 possui duas isoformas da proteina Ki-67 de 320 kDa e 359
kDa necessarias para a manutencédo da proliferagdo celular. Ki-67 € uma proteina
nuclear expressa em todas as células de vertebrados em proliferagdo e pode estimar
a proporcao de células em divisdo para classificar tumores 66: 67,

Quando sec¢bes tumorais sao submetidas a técnica imuno-histoquimica casos
com mais de 14% de nucleos corados foram considerados de alto indice proliferativo,
enquanto aqueles com nucleos positivos iguais ou menores que 14% foram
classificados como baixo indice proliferativo ©8.

O ki-67 é expresso em todas as fases do ciclo celular exceto no momento GO
e inicio de G1 (Figura 4), a alta expressao de Ki-67 em canceres de grau lll sugere
hiperproliferagdo, com baixa diferenciagdo tumoral e, portanto, pior progndstico 4.

Figura 4. Esquema das fases do ciclo celular e marcadores do ciclo celular.

Go gl
SN N

~af—Cyclin D1—9»

~— Ki67 o

A ciclina D1 é um marcador da fase G1 intermediaria-tardia. Ki67 € um marcador tardio de fase G1 a
G2/M. p21 associa-se a transigédo de fase G1-S e G2/M. p27 fase G0-G1, G1-S e G2/M.
Fonte: Adaptado de lwakura et al., 2017.

A regulacéo do ciclo celular com Ki-67 depende de dois mecanismos opostos
dependentes de reguladores conservados do ciclo celular: CDK4/CDKE6 fosforila pRB,
permitindo a expressdo de Ki-67 mRNA em G1 . Assim, a fase G1 é o ponto de
decisao no destino de uma célula: proliferagcédo, quiescéncia, diferenciacao, apoptose
ou senescéncia ¢

O papel no prognéstico em CCR ndo é claro, mas ha grupos de pesquisa que

salientam a associagao com recorréncia, sobrevida e ligagao a respostas inflamatérias
69
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2.4. Ciclo celular

O ciclo celular eucariético padrao realiza a sintese de DNA e mitose nas fases
S e M 70 A fase G1 permite crescimento celular e preparacgéo para a sintese de DNA,
as ciclinas garantem integridade do material genético juntamente com as 44 proteinas
quinases regulatérias .

As CDKs (quinases dependentes de ciclinas) se complexam com ciclinas pela
atividade de fosforilagdo e atuam na proteina Rb (proteina do retinoblastoma), uma
reguladora do ciclo celular que costuma ser alvo de mutagdes, quando paralisa o ciclo
celular as células ficam retidas na fase G1 e expressam os CDKIs (inibidores da
atividade quinasica), ou seja impedem a fosforilagio e ativam a morte celular 72.

Na fase S a quantidade de DNA é dobrada e na fase G2 ha sintese de proteinas
e crescimento celular rapido. As células que estdo na fase GO nao estao participando
do ciclo celular ativamente, sdo células quiescentes %6 73,

Os fatores de controle da proliferagdo s&o estagnados por anormalidades no
desenvolvimento que levam a resisténcia aos mecanismos apoptoéticos, as principais
causas malignas estdo na regulacdo de G1 para a fase S. No cancer de célon ha
acumulos de ciclina D1 desde o inicio da fase G1, em uma célula normal a expressao
da Ciclina D1 pode ser regulada pela APC 74.

Para a cultura celular a cinética do ciclo celular tumoral ndo s6 impacta na
avaliacdo prognostica, mas também é de importancia potencial para prever a resposta
a agentes especificos da fase do ciclo celular % 73,

Sabemos que a mutagdo do gene APC da polipose familiar ocorre no cancer
de colon sendo o evento inicial que desregula as fases proliferativas, essas lesdes
genéticas disparam a desativagdo de p53 que ira contribuir para a tumorigénese,

ativam KRAS e alteram a metilacdo do DNA7S.

2.5. Microambiente tumoral

O microambiente tumoral engloba propriedades distintas complexas entre
células imunes, ndo imunes do hospedeiro e as células cancerigenas 7. Uma
variedade de marcadores moleculares aumenta o reconhecimento de fatores de
progressdo, assim como fatores de sobrevivéncia e essas respostas ocorrem por

associagdes com as alteragdes locais e sistémicas (Figura 5) %% 78,
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Ha evidéncias de que o microambiente tumoral governa a origem e progressao
do céancer, a heterogeneidade celular, a capacidade das interacdes célula-célula e
célula-matriz extracelular (MEC), tudo contribui para o aumento da expressao génica

e retencao de fenotipos 7°.

Figura 5. Comunicagdo celular multipla no epitélio colénico e no adenocarcinoma do cdélon com
interagdes ativadas entre células heterotipicas.
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Esquerda: Interagbes célula-célula heterotipicas “normais”.
Direita: A emergéncia de fendtipos malignos por mutagdes.
Fonte: Adaptado AlMusawi et al., 2021.

Muitos componentes caracterizam a estimulagao de proliferacado em tumores
que sao circundados pela MEC, diversos fatores de crescimento, citocinas, células
imunes, endoteliais, mesenquimais e duas principais vias de sinalizacdo de
proliferagdo, crescimento e sobrevivéncia celular sdo elas Ras/Raf/MAPK e
PI3K/Akt/mTOR 80: 81,

As células normais promovem o crescimento tumoral por influéncia de reagoes

inflamatarias, ja os fibroblastos s&o produtores de fatores de crescimento e MEC, mas
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quando sao ativados no interior do tumor ele motiva a sobrevivéncia e formacgao de
sitios metastaticos 8. Os macrofagos associados ao tumor viabilizam a angiogénese
e mais citocinas pro-inflamatorias. A hipoxia estimula fatores angiogénicos que
possibilitam fornecimento de oxigénio e nutrientes essenciais ao crescimento tumoral,
nova invasao e prognostico 83,

Considerando que o numero de células endoteliais em tecidos de cdlon
saudaveis pode ser de 1 a 2% da populacéao total de células, em amostras de tumor
sd0 acumulados 10% 84. A combinacéo de fatores paracrinos, células estromais como
endoteliais, macréfagos e fibroblastos associados a tumores, proteinas da MEC e
mecanica tecidual se fundem no ambiente perfeito para o crescimento de um cancer
e resisténcia aos tratamentos 5.

Na metastase para que o desprendimento ocorra, as células muitas vezes
necessitam passar pela transigdo mesenquimal epitelial (TME), essa transicdo induz
a mudanga de um fendtipo epitelial para o mesenquimal 8. O processo reduz a
polarizagdo celular, assim como a expressdo de E-caderinas, produz fibras de
estresse e alteragdo das jungdes celulares, se tornam indiferenciadas com maior
poder migratério e invasivo. Essas modificagdes séo facilitadas por agregacgdes
plaquetarias que protegem as células de fatores externos como as células natural killer
87 Certos fatores de transcrigédo, a saber, SNAIL, Twist e Zinc finger-E-box-binding
(ZEB), servem como os principais reguladores da promogao do feno6tipo mesenquimal
e as EROS exibem papéis multifacetados nessa transcrigao 88,

2.6. Cultura celular 3D

Os métodos de cultura 2D sao aplicados ao estudo de formagéo, progressao e
tratamentos do cancer, no entanto possuem fungdes fisiolégicas limitadas que ao
comparar com 0s ensaios in vivo demonstram 80% de discordancia no tratamento 89,
Em superficie 2D muitas linhagens celulares crescem progressivamente mais
achatadas e perdem seu fendtipo diferenciado . O processo do cultivo 3D é
transcrever a complexidade de modelos biolégicos mais relevantes que potencializem
a representacao in vivo (Figura 6), muitos experimentos seguem superando limitagdes

como polaridade, forma da célula, interagdo celular e rigidez tecidual °'.
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Figura 6. Caracteristicas de culturas 3D representadas por esferoides tumorais.
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Quando certas células sdo cultivadas em um ambiente 3D, com matriz
extracelular, as células sdo capazes de recuperar sua fungao fisioldgica de forma mais
representativa daqueles in vivo com pistas fisiolégicas, adesbes celulares, forgas
mecanicas e fatores difusiveis 3!. Os modelos tumorais compdem a arquitetura da
MEC, além de representar interagdes tumor estroma ao contrario dos modelos de
cancer animais considerados padrao ouro 8.

Curcio e colaboradores (2007) relatam que o esferoide precisa de mais do que
200 ym para que o evento necrético seja encontrado e a difusdo passiva de nutricao
permeie as camadas celulares, assim teremos arranjos concéntricos de células
periféricas em proliferacdo, células intermediarias viaveis, mais quiescentes e um
nucleo central necrotico e hipoxico 2.

Dentre varias técnicas de cultura 3D, a cultura organoide permite células-tronco
intestinais normais gerarem organoides com estruturas cripta-vilosas e até pode-se
cultivar as células do cancer de colon do paciente, visando reproduzir as diferencas
fenotipicas observadas in vivo, como alta atividade de MAPK ou formacdo de
estruturas ductais que sao presumivelmente governadas por seu ambiente 8% 93,

A avaliacao de doses na terapéutica do cancer pela cultura bidimensional fica

limitada, assim a analise da viabilidade celular em modelos 3D indica quais genes co-
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direcionados tém o maior efeito na viabilidade de diferentes células, identificando
assim alvos para futuras terapias para CRC %4

No CRC as regides de hipoxia contribuem para a resisténcia aos
medicamentos, pois a avascularidade dos tratamentos muitas vezes nao permite
penetrar nas regides hipoxicas do tumor, resultando em resisténcia as drogas %.
Embora tenha havido muitos avangos no desenvolvimento de modelos para estudar o
CCR, as taxas de sobrevida dos pacientes ainda permanecem baixas, com taxas de
sobrevida em 5 anos para pacientes com CCR em estagio avangado de apenas 14%
2; 96_

Modelos 3D e co-culturas permitem uma redugao na experimentagcdo animal,
por razdes éticas, mas também por razbes cientificas °’. Ha discrepancias nas
respostas entre as espécies e a dificuldade de extrapolar os resultados para os seres
humanos, por isso deve-se investir nas melhorias para o cultivo com células humanas

na conformacéo tridimensional 46 98,

2.7. Quimioterapia ao CCR

A quimioterapia pode ser administrada em qualquer estagio do cancer de colon
e geralmente é administrada apds a cirurgia, salvo alguns casos antes da cirurgia para
reduzir o tamanho do tumor °"%°. Apesar disso, ¢ significativo o nimero de pacientes
com cancer de coélon que desenvolvem resisténcia aos medicamentos, € descrito em
literatura a diminuicdo da eficacia dos medicamentos e necessidade de investimento
em analises genémicas 8% 100,

Evidéncias sugerem que a resisténcia das células cancerigenas a
quimioterapia se deve a uma transi¢cdo de um fenétipo epitelial para mesenquimal &7
101_

O tratamento padrdo e adjuvante para cancer colorretal metastatico é a
quimioterapia baseada em fluoropirimidinas: 5-fluorouracil (5-FU), outras drogas
citotoxicas também sdo usadas: irinotecano, oxaliplatina 192 Agentes biologicos
visando outras vias de sinalizagao (Figura 7) como a vasculatura do tumor
(bevacizimabe), o receptor de fatores de crescimento epidérmico (cetuximab) também
tém atividade no céncer colorretal e o ramucirumabe junto com o ziv-aflibercept é o

tratamento de segunda linha "3,
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Figura 7. Vias que oferecem locais potenciais para terapia direcionada ao cancer colorretal.
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Fonte: Xie et al., 2020.

Varias vias mediando a iniciagdo, progressao e migragao do CCR, como Wnt/B-
catenina, Notch, Hedgehog e TGF-3 (fator de crescimento transformador-3)/SMAD,
bem como aquelas capazes de ativar cascatas de sinalizagdo, como como
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT ou RAS/fibrossarcoma rapidamente acelerado
(RAF), contém locais ideais para terapia direcionada e sua eficacia difere
drasticamente entre as pessoas, levando a um aumento da carga associada a selegéo

e vigilancia de pacientes 95 104,
2.8. Seletividade
Os novos candidatos a farmacos devem seguir critérios de validagdo de

métodos quanto a sua linearidade, precisdo, exatidao, robustez e seletividade para

prosseguir nas fases de desenvolvimento de um estudo pré-clinico 1%.
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Além de uma atividade efetiva que contorne a relagcdo mutagao/resisténcia é
preciso que a atividade seja seletiva ao cancer de cdlon 1%, A diferenciagdo das
células malignas de células sadias (ndo tumorais) é um desafio para a efetividade
(efeito e seletividade) dos quimioterapicos no CCR 5.

A quimioterapia em pacientes com CCR é prejudicial devido a produgao de
efeitos colaterais graves aliados a pouca ou nenhuma eficacia % '%. O que caracteriza
a nao seletividade do tratamento sao os indesejaveis efeitos colaterais, tais como a
perda de cabelo, nduseas, dor, febre, diarreia e fadiga '°2. A diarreia induzida por
quimioterapia afeta 50% dos pacientes com CCR que recebem 5-fluorouracil (5-FU)
como agente unico, ja a terapia combinada com irinotecan reduz 14% da toxicidade
108 Um nivel aumentado de ROS intracelular foi evidente em células de cancer de
célon que sao resistentes a 5-FU sugerindo a promogé&o da resisténcia através da via
de apoptose extrinseca e a necessidade da ativagao da via da proteina quinase
ativada por AMP para reverter a resisténcia 88 109,

Os agentes quimioterapicos exercem dano toxico no epitélio gastrointestinal
(Gl), que é pelo menos parcialmente mediado pela ativagdo da cascata inflamatoria,
todavia, o tratamento sintomatico desses danos pode ser muito tdéxico para pacientes
em estagios avangados do cancer 108 110,

Os avancos na quimioterapia sistémica para CCR e o desenvolvimento de
novos agentes biolégicos contribuiram para aumentar a longevidade do paciente
através de terapias que visam reduzir efeitos colaterais, prevenir a recorréncia da
doenga em casos nao metastaticos e evitar a progressao da doengca em casos

metastaticos de CCR 111,

2.9. Estresse oxidativo

Espécies reativas ao oxigénio (EROS), que sdo formadas pela captura de
elétrons por um atomo de oxigénio, sdo moléculas quimicamente reativas geradas
durante processos fisiologicos e possuem fungdes essenciais nos organismos Vvivos
12,113 Como exemplo dessas moléculas temos o peroxido de hidrogénio, radical
hidroxila, anion superoxido e peroxinitrito 114,

As EROS sao componentes integrais das vias de sinalizagdo celular e

demonstraram regular a transformacgéo celular, sobrevivéncia, proliferagao, invasao,
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angiogénese e metastase 1. No TGI, a geragdo de éxido nitrico mantém as fungdes
normais da mucosa e desempenha um papel citoprotetor 16,

Trés vias de sinalizagdo foram relatadas como intimamente ligadas ao
desenvolvimento de CCR devido as interrupgdes por estresse oxidativo elevado vias
Janus quinases (JAK)/transdutor de sinal e ativador de proteinas de transcricéo
(STAT), vias Wnt/B-catenina e vias PI3K/AKT 8. Por outro lado, os tumores colorretais
humanos (adenomas e carcinomas) apresentam niveis aumentados de diferentes
marcadores de estresse oxidativo, como aumento dos niveis de EROS, &xido nitrico
(NO), 8-o0xodG no DNA, peroxidos lipidicos, glutationa peroxidase (GPx), catalase e
diminuicdo da metilagédo da citosina no DNA 117,

Com o estresse oxidativo, produtos como o H20:2 interagem com metais de
transicdo e geram as reacgdes de Haber-Weiss e Fenton, s&o eles cobre, ferro, cromo
que também estao relacionados com a toxicidade de EROs '3, Além disso, niveis
alterados de enzimas de eliminacdo de EROS, como superéxido dismutase (SOD),
GPx e peroxirredoxina, sdo indicativos de homeostase redox aberrante em células
tumorais 88 118,

As reagbes de Haber-Weiss e Fenton geram peroxidagdo lipidica '°. As
caracteristicas das reagdes sdo a alteragcao da fluidez das membranas celulares,
redugdo da capacidade de manter um gradiente de concentragdo equilibrado,
aumenta a permeabilidade da membrana, aumenta o processo inflamatério, dificulta
a renovagao de proteinas, assim gradualmente leva a alteragbes estruturais e
funcionais das organelas celulares 117 120,

As modificagbes epigenéticas estdo envolvidas na carcinogénese e sua
indugdo geralmente é acompanhada de sinalizagdo de EROS, vias que ativam o
processo inflamatério e displasias '?'. Um dos eventos de injaria celular que
reconhecemos no CCR é a hipometilagcdo do DNA %2, No momento em que ha a
formacao de EROS a metilagado pode regularizar sua superexpressao pela via NF- kB,
a via da fosfatidil inositol-3 quinase (PI3K) /Akt, proteinas de choque térmico e a via
da proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) "7: 123,

A capacidade de células cancerigenas distinguir EROS como um sinal de
sobrevivéncia ou apoptético € controlada pela dosagem, duracgéao, tipo e local de
produgdo de EROS (Figura 8) 2% 112,
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Figura 8. Efeito do nivel elevado de EROS em células normais e cancerigenas.
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Fonte: adaptado de Quian et al., 2019.

Neste contexto, € identificado que 0 excesso de EROS pode danificar proteinas
celulares, lipidios e DNA e induzir parada do ciclo, senescéncia, autofagia, apoptose
e necrose %4,

As EROS podem ativar os receptores de morte transmembrana, como Fas,
TRAIL-R1/2 e TNF-R1 e, em seguida, recrutar as proteinas adaptadoras FADD e
procaspase-8/-10 para formar complexos de sinalizag&o indutores de morte (DISCs),
desencadeando subsequentemente a caspase ativada e apoptose, alternativamente,
ROS pode ativar ASK1 pela oxidagao de Trx, resultando na indug¢ao subsequente de
apoptose através de MAPKs como JNK/p38 125,

Esse acumulo de EROS se torna irreversivel e influencia mutagdes
espontaneas com papéis fundamentais na tumorigénese, metastase e resisténcia a
medicamentos em diversos tipos de células cancerigenas 1% 126, Assim, desenvolver
abordagens para o uso racional de EROS em aplicagdes antitumorais é muito
desafiador, porém geram a possibilidade de terapias multialvo que atuam em vias

metabdlicas que culminam em morte celular 125 127,

2.10. Morte celular
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No epitélio intestinal o processo de regeneragao € constante, diariamente 15 a
25% do epitélio coldnico-retal é rejuvenescido e o tempo médio para que essas células
proliferem é de um dia 28, O epitélio da cripta de todo o cdlon e reto é substituido em
4 dias, as células-tronco se dividem de forma assimétrica e sem interrupcdo com
objetivo de diferenciagdo em células caliciformes ou migragdo para o limen 5.
Quando o tecido é cancerigeno essa divisdo é simétrica e as células filhas preservam
a capacidade clonogénica das células-tronco e assim escapam da vigilancia
imunologica por uma variedade de mecanismos '28: 129,

Sao0 mais de 40 subtipos de morte celular, entretanto a mais conhecida e
elucidada é a apoptose descrita por Kerr, Wyllie e Currie (1972), identificada por
alteragcdes morfologicas em que a célula sofre encolhimento, condensacédo de
cromatina, formagao de corpos bolhosos e fragmentagéo nuclear 130 131132,

A regulagao do processo apoptoético é realizada principalmente pelas proteinas
membros da familia BCL-2, que promovem ou inibem a permeabilizagao e a ruptura
das membranas mitocondriais externas, seja por vias extrinsecas ou intrinsecas, mas
ambas dependem de EROS "% 133 Na morte celular induzida por EROS é comum a
diminuicao dos niveis de GSH e a perda da homeostase redox que desencadeia rotas
determinantes para apoptose, autofagia, necroptose e ferroptose 31 134,

As mitocdndrias liberam proteinas intermembranares em um processo
conhecido como permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial (MOMP) '35
Essas proteinas ativam caspases citosoélicas e desencadeiam a morte celular, mesmo
qguando as caspases efetoras estejam inativas a MOMP leva a uma perda completa
da sobrevivéncia clonogénica '. Esse processo pode ser acompanhado e
monitorado laboratorialmente, com base nos niveis de exposigao da fosfatidilserina
através do uso da proteina anexina V conjugada ao fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina %7, Aliado a deteccao, é possivel analisar a diferenciacao entre células
em apoptose recente e tardia (Figura 9), pelo uso concomitante do iodeto de propideo
(PI), outro marcador celular capaz de interagir com sequéncias de DNA, mas que
somente tem acesso ao espacgo intracelular através da perda da integridade da
membrana plasmatica, processo esse que ocorre mais tardiamente durante a
apoptose’®, Essa diferenca na marcacdo das células possibilita a distingdo entre
células em apoptose recente (anexina V+PI-), tardia (anexina V+PIl+) e necrose

(anexina V-PI+) 13,
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Figura 9. A sequéncia do processo apoptotico avaliado via quimioluminescéncia.
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Fonte: Vermes et al., 1995.

O processo de apoptose é facilitado por proteases denominadas caspases que
sdo enzimas pertencentes ao grupo de proteases cisteinas e sdo classificadas de
acordo com a fungao nesta rede de eventos, denominadas iniciadoras e executoras
140:141 Caspases 2, 8, 9 e 10 iniciam a atividade proteolitica amplificadora de sinal,
ao passo que as caspases executoras incluem as caspases 3, 6 e 7 que clivam e
agem no local-alvo.

Diversos eventos de sinalizacdo como o envolvimento do receptor de morte
(extrinseco) ou estresse celular (intrinseco) levam a conjuntos distintos de
mecanismos de apoptose indutores de morte, portanto, as vias apoptoticas
geralmente podem ser classificadas como extrinsecas ou intrinsecas com base no
modo de iniciacao e nos adaptadores especificos e caspases iniciadoras envolvidas
no evento 41,

Dano ao DNA, estresse do reticulo endoplasmatico e EROS induzem a ativacao
do antagonista ou assassino pro-apoptotico de BCL-2 (BAK) e/ou Proteina X (BAX)
associada a BCL-2, que resulta na permeabilizacdo da membrana externa mitocéndria
42 A perda da integridade mitocondrial leva a liberagdo de suas proteinas da
membrana interna, como citocromo C e SMAC que promovem diretamente a ativacao
da caspase e via intrinseca 43,

A apoptose mediada pelo estresse da via RE é parcialmente controlada pela
cascata ASK-1/JNK, que é diretamente regulada por EROS em um nivel excessivo
ocasiona o dobramento incorreto da proteina, levando a resposta de proteina
desdobrada (UPR) e a indugéo de CHOP, iniciando assim a apoptose pela regulagéo
da expressao de genes da familia BCL-2 125 144,

A ativagao de caspases inflamatdrias resulta em uma forma litica de morte

celular, liberando varios DAMPs e potentes mediadores inflamatérios com potencial
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para conduzir a imunopatologia e o inicio da doenga inflamatéria ou até a piroptose,
um tipo de morte celular programada que faz com que as células se expandam
incessantemente até a ruptura da membrana celular, levando ao vazamento do
conteudo celular e ativando uma forte resposta inflamatéria. Essa resposta parte de
gasdermina D e GSDME que sao incisadas por caspase-1/, 4/5/11 ativa e caspase-3
142,145 Os mecanismos de morte celular (Figura 10) possuem suas particularidades,
ao contrario da piroptose, o parthanatos e oxeiptose ndo dependem da caspase, a
resposta de EROS ¢é o iniciador, ja a PANoptose é ativada por componentes de

piroptose, apoptose e/ou necroptose. 145 146,

Figura 10. Mecanismos de mortes celulares ndo candnicas mais evidenciados em células de cancer de
célon.
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Fonte: adaptado de PAN et al., 2022.

O conhecimento da morte celular mediada por caspases, mecanismos
imunologicos e novos substratos promove grande esperanga para novas
oportunidades terapéuticas, entre elas, as possibilidades de novos mecanismos
moleculares de regulagdo metabdlica e direcionamentos mais efetivos na morte de
células com alteragbes genéticas indesejaveis 47 148, Por ser bem elucidada, sabe-se
que a apoptose promove a fragmentagdo de DNA, as EROS também podem ativar o
dano e quando ha quebras de cadeia simples ou duplas geralmente levam a catastrofe

mitdtica, um tipo de morte celular programada 45 149,
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Outro mecanismo de morte conhecido por ferroptose é causado principalmente
por um desequilibrio na producao e degradagéo de EROS lipidicos intracelulares com
morte celular oxidativa dependente de ferro quando a capacidade antioxidante
reduzida e EROs lipidicos sdo acumulados 125 150,

A morte celular que ocorre na circulagcdao € chamada anoikis, € desencadeada
pela perda de adesdo da MEC ™' Muitas células cancerigenas ativam
aberrantemente proteinas tirosina quinases (PTKs), como IGF1R e EGFR, bem como
cinases citoplasmaticas e fatores de TEM para escapar de anoikis 52 tornando-os
alvos atraentes para terapia. Anoikis atua como uma barreira critica a metastase,
induzindo a morte celular apés o desprendimento das células cancerigenas da MEC

evitando assim a disseminagéo das células tumorais por outras regides '%3.

2.11. Doxorrubicina

O uso clinico da doxorrubicina (DOX) é limitado por uma cardiotoxicidade de
aumento cumulativo da droga e pode levar a uma cardiomiopatia dilatada em 40% dos
tratados e com sintomas apés 10 anos da quimioterapia '**. No entanto, a DOX
também pode ser uma estratégia terapéutica para o cancer de célon, pois é rentavel
em comparacao aos outros farmacos anticancer'%3. Essa antraciclina de classe | ndo
seletiva isolada de Streptomyces peucetius var. caesius tem atividade atrelada ao anel
de tetracenequinona, a uma porgéo aglicona e um grupo funcional amino-agucar '%°.

A acdo da DOX ativa varios mecanismos destinados a morte celular, como
inibicdo por topoisomerase |l, intercalante de DNA, inducédo de estresse oxidativo e
superprodugéo de ceramida 155 156,

Em se tratando de estresse oxidativo, a DOX passa por uma série de
biotransformacdes (Figura 11) e as 7-desoxi-agliconas reagem com O?- e formam o
radical OH+- em uma cascata de reagdes /. O grupamento quinona quando reduz a
uma semiquinona, metabdlito recém-formado e instavel que pode lesionar o DNA ou
retornar a forma de quinona e entdo converter superéxido em peroxido de hidrogénio
que, por sua vez, via reacdes de Fenton e Haber-Weiss, pode formar os radicais

hidroxila altamente reativos 154 158,
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Figura 11. Biotransformagao da doxorrubicina, majoritariamente metabolizada a doxorrubicinol pelas

enzimas carbonil redutase 1 e 3 (CBR1, CBR3).
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Fonte: CHOI et al, 2020.

A DOX em alguns bioensaios de resisténcia em cancer de célon provou que
induz o fendtipo semelhante ao EMT, isto é, a condicdo em que a célula tem alta
probabilidade de metastatizar com capacidade de desadesdo e migratéria %8,
Quando n&o ha resisténcia os niveis de BCL-2 s&o reduzidos enquanto os niveis de
proteinas Bax aumentam e essa sinalizacdo € um fator determinante da via de

apoptose 1%°.
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2.12. Selénio e metabdlitos

O selénio foi descoberto em 1818 por Jons Jacob Berzelius, € um elemento
essencial classificado em um nao metal da tabela peridédica, a recomendacgao é de
que adultos consumam 55 ug (0,7 umol/dia), com um nivel maximo de ingestéao
toleravel definido em 400 g (5,1 umol/dia) 1€°.

O selénio é encontrado no sal marinho, ovos, miudos, levedura, pao,
cogumelos, alho, aspargos, couve, peixes e castanha do Para '®'. E mais facilmente
absorvido na forma de compostos orgénicos e na presenca de vitaminas A D e E 62,
A biodisponibilidade do selénio contido nos alimentos também €& determinada por
fatores dietéticos, como teor de gordura, proteina e metais pesados 163,

Quando ha muito excesso presente em um organismo, o selénio pode se
comportar como um analogo do enxofre (S) e substituir o S em algumas proteinas e
enzimas, o que pode causar problemas funcionais e/ou toxicidade '®*. O selénio
inorganico possui 4 estados de oxidagdo, selenetos, selenito e selenato 5.
Organicamente é representado em selenoproteinas, aminoacidos contendo selénio e
compostos metilados 6.

O selénio é necessario para a formacdo de selenoproteinas, incluindo
glutationa peroxidases e tioredoxina redutases, que fornecem proteg¢do contra danos
celulares causados pelo estresse oxidativo e iodotironina desiodinases que regulam a
homeostase do horménio tireoidiano ¢7.

As selenoproteinas sdo um grupo de aproximadamente 25 proteinas com
selenocisteina incorporada e a eficacia terapéutica do selénio depende de sua forma
quimica atuando na manutengao de processos fisioldgicos regulares e manutengéo
da viabilidade celular 168, Seleproteinas agregam em varios mecanismos de protegédo
contra o estresse oxidativo como as GPx enzimas antioxidantes, as tiorredoxinas
redutases (TR) funcionam no controle redox, a selenoproteina P transporta selénio
para os tecidos e a selenoproteina S esta envolvida na remog¢ao da resposta proteica
desdobrada 17169,

A selenometionina é a principal forma quimica do selénio dietético e seu
consumo permite beneficios com agao antioxidante, anti-inflamatdéria, antimutagénico,
anticarcinogénico, antiviral, antibacteriano e antifingico ' 17°,

Desde o século XIX céncer e selénio sao relacionados, o selénio como

suplemento gera EROS em niveis baixos, mas suficientes para que as fungdes
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biolégicas mantenham a regularidade, neste caso os patégenos sao alvos e seriam
induzidos a senescéncia e morte 20 171,

Compostos de selénio de ocorréncia natural que possuem essas propriedades
sao: selenito, selenocisteina, outros selenolatos e o metabdlito metilselenol de Se-
metilselenocisteina e selenometionina '72. Os selenatos e o seleneto de hidrogénio
reagem eficientemente com oxigénio e tidis, levando a um consumo nao
estequiométrico de tidis e NADPH, estresse oxidativo macico e, eventualmente, morte
celular por apoptose, necrose ou necroptose 173 174,

Varios compostos de selénio, Semetabdlitos redox ativos (Figura 12) provaram
ser superiores como agentes anticancerigenos, sao seletivos para o tumor tanto em
termos de sua absor¢ao quanto de suas interagcdes com o ambiente pré-sobrevivéncia

ou no microambiente das células tumorais 7% 173,

Figura 12. Efeitos pré-oxidativos e alvos a jusante dos compostos de selénio.
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Fonte: Fernandes e Gandin (2015).

De maneira geral, os compostos de selénio e formulagdes visando melhor
ajuste de biodisponibilidade e seletividade como as nanocapsulas, tém sido benéficos
no tratamento e diagndstico do cancer e atrai consideravel atengéo contra varios tipos

de cancer 172175,
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O selénio é considerado como anticancer promissor, as novas sinteses
apresentam menor toxicidade, mais biodisponibilidade que o selenito e exibe um
amplo espectro de atividade bioldgica, incluindo atividade antioxidante, que permite a
modulagao das vias de proliferagdo aberrante e ativa inflamacéo, apoptose e outras

mortes celulares 168176,

2.13. Histérico dos compostos pirimidinicos

Moléculas heterociclicas tém sido frequentemente usadas como andaimes por
quimicos medicinais em programas de descoberta de drogas 3. Numerosas revisdes
compilando os resultados das investigagdes sobre o potencial anticancerigeno da
estrutura a base de pirimidinas em artigos de pesquisa ja estao presentes e enfatizam
a capacidade de inibir fatores de crescimento, inibir funcdo proliferativa, induzir
apoptose e outros mecanismos de morte celular 177,

O anel de pirimidina também € uma porg¢ao chave na estrutura de vitaminas
como tiamina, riboflavina e acido folico 8. O imidazol € um composto aromatico
heterociclico de féormula molecular C3H4N2, muitos farmacos contém o anel
imidazdlico, especialmente antifungicos como o miconazol e o clotrimazol, e
antibioticos como o nitroimidazol 7. Os compostos inddlicos sdo uma classe de
compostos organicos heterociclicos aromaticos que possuem uma estrutura biciclica,
consistindo de um anel benzénico (com 6 carbonos) acoplado a um anel de pirrol (anel
de 5 membros com um nitrogénio) 8. O indol € o composto mais simples dessa classe
e tem a formula molecular C8BH7N é amplamente distribuido no ambiente natural, é
precursor da serotonina e deriva o aminoacido triptofano '8'. Os inddis tém um
potencial anticancerigeno promissor e tem havido énfase na sintese de derivados de
indol para superar os problemas enfrentados pelos agentes terapéuticos existentes,
visto que, ha relatos de atividade perante a resisténcia quimioterapica 182 183,

Os compostos indol e imidazol (Figura 13) sdo importantes em varias areas,
como na sintese de produtos naturais e na quimica medicinal, visto que, tém
resultados dinamicos de atividades biolégicas versateis, como anticancer,

antibacteriano, anti-inflamatério e antifingico 27: 184,
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Figura 13. Estrutura de indol e imidazol. Ao protonar o indol € convertido de um composto aromatico
para um antiaromatico, o que n&o ocorre no caso do imidazol.
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Fonte: Gannet, 2020.

Estudos anteriores demonstraram que o imidazol inibe a proliferacdo de células
de cancer de colon por ativagéo de apoptose celular e producdo de EROS 7 185 186,
Ha sete drogas comerciais contendo indol no Top-200 Melhores drogas de publicidade
por vendas no varejo dos EUA e novas propostas em analise 27-2% 187 Ha também um
numero notavel de medicamentos contendo indol no mercado, bem como compostos
passando por diferentes estagios clinicos ou status de registro 2% 177,

A funcionalizacdo dos nucleos fenilselenil-1H-indol e imidazo[1,2-a]piridina
(IP’s) € uma tarefa sintética importante, uma vez que sdo bem estabelecidos como
andaimes privilegiados e a fusdo com o selénio pode agregar na atividade
farmacoldgica, assim, muitos pesquisadores seguem avaliando possibilidades dessa

fusdo promissora 188: 189 190: 191,



47

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os potenciais antiproliferativos e as vias de morte celular de 2 Selénio-

compostos em células de cancer de célon em monocamada e na conformacgao 3D.

VL.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a atividade antiproliferativa em modelos in vitro 2D e 3D com linhagens
celulares tumorais humanas de coélon (HT-29 e Caco-2), fibroblastos nao
tumorais humano (HFF-1) e murino (NIH/3T3);

Avaliar a reversibilidade do efeito sobre a proliferagao celular;

Avaliar o efeito sobre migragao e ciclo celular;

Avaliar parametros relacionados a indugdo de morte celular (integridade de
membrana, externalizacdo de fosfatidilserina, ativacdo de caspases) das
moléculas em estudo;

Avaliar o efeito oxidante das moléculas em estudo através da geragcdo de
EROS e inducdo de dano oxidativo;

Avaliar a citotoxicidade de 48 horas dos 2 Selénio-compostos nas células em
monocamadas (2D) nas linhagens Caco-2 e HT-29 para selecionar a
concentragéo de tratamento de células no modelo tridimensional (3D).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Sintese de MRK-104 e MRK-107

A sintese dos compostos foi realizada no Laboratério de Sintese e
Transformagdes de Moléculas Organicas no Instituto de Quimica da UFMS, o
responsavel pela sintese foi o prof. Dr. Jamal Rafique. A sintese foi realizada através
da fusdo de imidazo[1,2a]piridinas com o selénio por meio de selenilagdo/sulfenilagéo
da ligagao C(sp2)-H de imidazo[1,2-a]piridinas de acordo com publicagdes anteriores
e baseada em calcogenacédo da ligacdo C (sp2) —H catalisada por KIO3, uma
abordagem alternativa e mais sustentavel, permitindo a utilizagdo de glicerol em

quantidade estequiométrica na ligagao de indol (Figura 14) 188 189; 190; 191

Figura 14. Calcogenagéo indol e a imidazo[1,2-a]piridina catalisado por KIOsza 110°C por 6-14 horas.
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4.2. Reagentes quimicos, anticorpos, células e equipamentos

Anexina V ligada ao FITC, Laranja de acridina (AO), Brometo de etideo (BE),
acido til-barbitarico (TBA), ki-67, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), 2,7-diacetato de
diclorofluorescina (DCFH-DA), 7AAD, dimetil sulfoxido (DMSQO), meio de cultivo
Dulbecco's meio de Eagle modificado (DMEM), agarose de baixo ponto de fusao
(LMP), iodeto de propideo (Pl), solugdo salina tamponada com fosfato (PBS),
estreptomicina e penicilina, Triton X-100, Tripsina, Tris, Filtros com poros de 0,22 um,
Placas de 6, 12, 24 e 96 pogos Corning, Inc., bicarbonato, albumina fetal bovina (BSA)
e azul de tripan foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Soro bovino fetal
(FBS), Sulforrodamina B (SRB), HEPES, GlutaMAX™, da Invitrogen, Thermo Fisher
Cientifica (Waltham, EUA).

As linhagens celulares de adenocarcinoma de c6lon humano Caco-2 (HTB-37,
ATCC®) e HT-29 (HTB-38, ATCC®) cultivadas a partir do numero de passagem 10,
visando evitar as variagdes genéticas. A linhagens celulares de fibroblasto humano
HFF-1(SCRC-1041®) cultivada a partir do numero de passagem 5 e fibroblasto
murinho NIH/3T3 (CRL-1658®) a partir do numero de passagem 13. Linhagem de
carcinoma hepatocelular HepG2 (HB-8065®) utilizadas no numero de passagem 10,
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linhagem de adenocarcinoma prostatico PC-03 (CRL-1435®) a partir do numero de
passagem 8, linhagem de adenocarcinoma renal 786-0 em culturas com o numero de
passagem 14 (CRL-1932®).

Varios instrumentos foram utilizados nos experimentos, incluindo microscépio
bioldgico invertido (Axiovert 40 C-Zeiss, Alemanha), microscépio de fluorescéncia
(BX41- Olympus, Japao), leitor de microplaca (Expectramax 190), Citébmetro
(CytoFLEX S). Softwares Oringin 6.0, Graph Pad Prism 5.0, Flowdjo, analisador de

imagem (ImageJ).
4.3. Preparo das amostras

Os compostos-teste foram ressuspendidos em dimetilsulfoxido (DMSO) na
concentragdo de 0,1 g/mL. No momento dos ensaios foram diluidos em meio de
cultura completo e sua concentracgéo final inferior a 0,10%(v/v).

As estruturas de Selénio-compostos escolhidas foram a MRK-104 e MRK-107
fenilselenil-1H-indol e imidazo[1,2-a]piridina (Figura 15), relativo a suas respostas ao

ensaio de SRB.

Figura 15. Selénio-compostos, formula, peso molecular e suas estruturas.
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Fonte: Rafique (2022)
4.4. Linhagens celulares
Foram utilizadas para rastrear a atividade dos Se-compostos as linhagens
celulares de fibroblasto humano HFF-1(SCRC-1041®) cultivadas a partir do numero

de passagem 5 e fibroblasto murinho NIH/3T3 (CRL-1658®) a partir do numero de

passagem 13. Células de carcinoma hepatocelular HepG2 (HB-8065®) cultivadas a
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partir do numero de passagem 10, linhagem de adenocarcinoma prostatico PC-03
(CRL-1435®) a partir do numero de passagem 8, linhagem de adenocarcinoma renal
786-0 em culturas com o numero de passagem 14 (CRL-1932®). As linhagens
celulares de adenocarcinoma de célon humano Caco-2 (HTB-37, ATCC®) e HT-29
(HTB-38, ATCC®) cultivadas a partir do numero de passagem 10, visando evitar as

variagdes genéticas.

4.5. Citotoxicidade em monocamada (2D)

No laboratério de Biologia Molecular e Culturas Celulares Avangadas foi
realizado um rastreio prévio utilizando as linhagens de cancer colorretal Caco-2, HT-
29, linhagens referentes ao cancer hepatico HEPG2 e protatico PC-03, além de
linhagens de fibroblastos ndo tumorais humano HFF-1 e murino NIH/3T3. Essas
linhagens celulares foram cultivadas até o momento proliferativo para que fossem
tratadas com Selénios-compostos MRK-104 e MRK-107. Através do ensaio de
sulforodamina B (SRB) a atividade antiproliferativa/citotoxica pode ser calculada no
tempo de 48 horas 9% 193 As células em sua fase log de crescimento sdo avaliadas
com azul de Tripan para contagem e viabilidade celular. As células viaveis
(impermeéveis ao corante), sdo semeadas em densidade de 5X10%mL em placas de
96 pogos. Uma das placas foi utilizada como placa TO (densidade celular no momento
do tratamento) que representa o crescimento celular no periodo de 24 horas e usado
para no calculo final de obtencdo do parametro de GI50. No momento de leitura da
placa TO as outras placas, denominadas placas teste. Outros parametros utilizados
no experimento foram o branco da amostra, ou seja, células ndo tratadas, o branco
do tratamento (reagente) e o controle positivo de atividade antiproliferativa, que s&o
células tratadas com doxorrubicina nas concentragdes de 0,0046; 0,046; 0,46 e 4,6
MM. Em linhagens celulares ndo tumorais o efeito dos selénio-compostos foram
avaliados em concentragdo maior do que de 1000 yM para melhor estimativa da
citotoxicidade. A leitura da viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico
SRB e as absorbancias geradas pelo leitor de microplacas. Os dados sé&o
apresentados como viabilidade proporcional (%) comparando o grupo tratado com
células nao tratadas e excluindo o crescimento celular antes do tratamento (T0). Dado
as 48 horas em tratamento, as células foram fixadas em TCA 20%. Apos 30 minutos

essas placas foram lavadas com agua cinco vezes e deixadas secar ao ar, em
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seguida, coradas pela adigdo de 50 ul da solugao de SRB [0,4% de SRB (p/v) em
acido acético a 1% (v / v)] aos pogos durante 30 minutos. A retirada de excesso de
corante foi realizada com lavagens com acido acético a 1% por cinco vezes e deixado
secar ao ar. O corante ligado foi solubilizado com 10 mmol de base Tris (pH 10,5,

Sigma Chemical Co.) antes da leitura das placas em 540nm.
4.6. Calculo do indice de seletividade (IS)

No ensaio anterior foram obtidas as GI50 para as quatro linhagens Caco-2, HT-
29, HFF-1 e NIH/3T3. O indice de seletividade (Sl) pode entdo ser calculado pela
razao entre a taxa de GI50 do composto-teste determinado para linhagem celular
nao-tumoral e a GI50 de células cancerigenas. O SI> 2 indica que a substancia
testada é mais seletiva para células cancerigenas, sugerindo uma auséncia de
tocixidade as células normais e menor incidéncia de efeitos adversos relacionados ao
mecanismo de acéo %: 1% Os mesmo pesquisadores citados anteriormente orientam
que o Sl quando acima de 10 € uma molécula de interesse potencial para estudos

pré-clinicos de atividade anticancer.

Equacéo 1. Calculo do indice de Seletividade.

GI50 células normais

~ GI50 células neoplasicas

4.7. Recuperagao/Reversibilidade pelo ensaio de SRB

Esta metodologia avalia a capacidade de recuperagao na proliferagao apos as
células ficarem expostas aos selénio-compostos em concentragdes ja avaliadas, as
células Caco-2 e HT-29 foram tratadas em concentracdes maiores MRK-104= 0,91-
918,54 yM e MRK-107= 0,635-635,57 uM, entdo o meio foi removido e substituido por
meio fresco sem droga por 48 horas adicionais '%°. A taxa de recuperagéo celular foi
avaliada pelo teste SRB e comparadas entre placas apds 48 horas de tratamento com
a placa que foi lavada e mantida 48 horas em cultivo adicional. Para interpretacdo da

metodologia encontraremos efeito citocida ou citostatico, o efeito depende da
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concentracdo do selénio-composto e ira avaliar a formagao de novas colbnias

celulares.

4.8. Observacao da morfologia das células

ApoOs estabelecido as concentragbes geradas pelos parametros de
porcentagem de atividade antiproliferativa nas células Caco-2 e HT-29, o tratamento
foi realizado com concentracido referente a GI50 e ao dobro da GI50 em uM de
compostos MRK-104 e MRK-107, 3,68 uM de doxorrubicina como controle positivo e
pocos de controle negativo onde foi preenchido com meio de cultura para incubar no
periodo de 48 horas. Dado o tempo desejado foi realizado registros fotograficos da

microscopia invertida na ampliacao de 1000x para analise a fresco.

4.9. Ensaio clonogénico

Para avaliar a capacidade em inibir a formagao de colbnias células tumorais da
linhagem Caco-2 e HT-29 foram semeadas 500 células em 3 mL em placas de 6 pogos
e incubadas a 37°C e 5% CO? por 24 horas em estufa de cultura de células '%. Apds
o periodo, foram adicionados os tratamentos de concentracéo referente a GI50 e o
dobro da G150 em pyM de compostos MRK-104 e MRK-107de cada Se-composto, para
o controle positivo 3,68 pM de doxorrubicina e as células foram mantidas nas
condicdes descritas anteriormente por um periodo de 48 horas. Posteriormente o meio
foi removido, a célula lavada delicadamente com tampé&o fosfato salina (PBS) e na
sequéncia foi adicionado o meio de cultura com 10% de FBS. As células foram
novamente incubadas na mesma condicdo por 9 dias. Apds a incubacdo, o
sobrenadante foi descartado e apds lavagem com PBS, as células foram fixadas e
coradas com cristal violeta a 5% por 5 minutos. As colénias foram contadas, o calculo
foi realizado de acordo com as células restantes em comparagdo com 0s pogos sem
tratamento e com o controle positivo. As células foram fotografadas sob microscopio

invertido apo6s 9 dias.

4.10. Ensaio de cicatrizagao



53

As células Caco-2 e HT-29 foram semeadas em placas de 24 pocos a uma
densidade de 2 x 10° células/pogo e cultivadas até 80% de confluéncia a 37° C. O
meio de cultura foi descartado e a monocamada de células foi raspada com uma
ponteira para criar uma fenda lacunar em linha reta para que o comportamento das
células fosse observado ao longo do tratamento '®7. Para que as células se
estabilizassem os pocgos foram preenchidos cuidadosamente com meio de cultura
suplementado e as placas foram armazenadas na incubadora por 2 horas. Assim foi
planejado as placas com pogos de controle negativo, po¢gos com o tratamento
referente a G150 e ao dobro da GI50 em pyM de compostos MRK-104 e MRK-107 e
pocos tratados com 3,68 uM de doxorrubicina como controle positivo por 48h. A
migragéo subsequente das células na area arranhada foi fotografada nos tempos 0 e
72 horas e para tratamento com a linhagem celular 3T3/NIH 0, 16 e 48 horas em

microscopio e mensurada com auxilio do software ImageJ.

4.11. Marcagao com ki-67

Foi semeado uma densidade de 5x10° células em 3 mL de Caco-2 e HT-29 em
placas de 12 pocos. O tratamento foi realizado com concentracao referente a G150 e
ao dobro da GI50 em pM de compostos MRK-104 e MRK-107, 3,68 uM de
doxorrubicina como controle e pogos de controle negativo onde foi preenchido com
meio de cultura por 48 horas '®8. O sobrenadante foi retirado e as células expostas a
solucdo de tripsina para desprendimento e alocadas em tubos microtubos para
centrifugacao. O pellet foi ressuspendido em 200 pyL de PBS pré-diluido de anticorpo
ki-67 a concentracdo de 0,25 pg/mL e DAPI por 30 minutos no gelo e ao abrigo da luz.
O sobrenadante foi removido e 300 L de PBS foi acrescentado para leitura em

citbmetro de fluxo Beckman Coulter no filtro de 600 nm em 20.000 eventos.

4.12. Marcagao com 2',7' diacetato de diclorofluoresceina

As células das linhagens Caco-2 e HT-29 na densidade de 5x10° células
presentes em 3 mL foram plaqueadas em placas de 6 pog¢os. No tempo de 24 horas
de cultivo foram tratadas com GI50, dobro da GI50 em yM de MRK-104 e MRK-107,
controle positivo com 3,68 uM de doxorrubicina e controle negativo por 48 horas. As

células foram lavadas em PBS e marcadas com 5 uL de 2'.7' diacetato de
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diclorofluoresceina (Life Technologies) diluidos em DMSO a 0,15% e analisados no
comprimento de onda relativo a 517-527 nm. A densidade celular apés o tratamento
nao foi contada, as células coradas foram fotografadas em microscopio de

fluorescéncia 199,

4.13. Marcacao com Caspase 3/7

A atividade da caspase-3/7 foi detectada pelo reagente de detecgéo
CellEvent™ Caspase-3/7 Green (Life Technologies). As células Caco-2 e Ht-29 (1x10°
células em 2 mL) foram semeadas em placas de 6 pogos e tratadas com GI50, dobro
da GI50 em yM de MRK-104 e MRK-107, controle negativo e 3,68 uM de doxorrubicina
por 48h. Apds a incubagao o meio de cultura foi retirado e as células que estavam
aderidas em monocamada foram marcadas com 100 uL/pogo do reagente diluido na
concentracdo de 0,2nM e observadas sob um microscépio de fluorescéncia no filtro

de comprimento entre 502 a 530 nm 20,

4.14. Marcagao com Laranja de acridina e iodeto de propideo

Para essa analise de fluorescéncia. 5%10° células a cada 3 mL foram semeadas
em placas de 6 pocos utilizando o meio DMEM. O tratamento foi na concentracéo de
GI50, dobro da GI50 em yM de MRK-104 e MRK-107, respectivamente, controle
negativo e 3,68 uM de doxorrubicina por 48 horas. Apos o tratamento as células foram
observadas em microscopia 6ptica com 1 uL de laranja de acridina (1mg/mL) e 1 uL
de iodeto de propideo (1mg/mL) no comprimento de onda 460/650 nm e fotos foram

armazenadas para analise posterior 207,

4.15. AnexinaV FITC

A morte celular apoptética em culturas de linhagem celular Caco-2 e HT-29 foi
determinada usando o kit Anexina-V FITC (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA), 5x10°
células/mL foram semeadas em placas de 6 pocgos utilizando o meio DMEM. O
tratamento foi com a GI50, dobro da GI50 em yM de MRK-104 e MRK-107,
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respectivamente, controle negativo e 3,68 uM de doxorrubicina por 48 horas. Apos o
tratamento as células foram centrifugadas e ressuspendidas em tampao para adigao
de 5uL de Anexina-V conjugada com FITC por 30 minutos. As células foram lavadas
e centrifugadas com PBS e entdo ao adicionar 10uL de solugéo de iodeto de propideo
(1mg/mL) a temperatura ambiente por 10min no escuro foram analisadas usando um
citbmetro de fluxo com 20 eventos no filtro de leitura entre os comprimentos de
494/518 nm (Citoflex, Beckham Coulter) 3% 202,

4.16. Geragao e tratamento de esferoides

As células Caco-2 e HT-29 foram semeadas na quantidade de 2 x 10 células
a cada 120 pyL em molde de agarose por micromoldes (MicroTissues® 3D Petri
Dish®/Sigma-Aldrich) preenchidas com DMEM suplementado com 20% de soro
bovino fetal a 37°C em atmosfera umidificada com 5% de CO22%, Apos 10 minutos
de semeadura foi adicionado mais 3mL de meio DMEM 20% em cada pogo contendo
o micromolde. Nas 72 horas seguintes o meio foi trocado a cada 12 horas até que as
interacbes celulares fossem estabilizadas para o tratamento. Apdos 5 dias, os
esferoides produzidos foram colhidos e semeados em placas de 6 pocos para analise
das interacbes celulares, assim os tratamentos foram adiante. Os tratamentos
escolhidos para MRK-104 (11,4 e 22,8 uM; 13 e 26 yM) e para MRK-107 (2,4 e 4,8
uM; 1,13 e 2,26 uM), representam respectivamente a G150 obtida através do ensaio
de SRB e o dobro da GI50 nas linhagens Caco-2 e HT-29. Como controle positivo
doxorrubicina (3,68 uM) e esferoides nao tratado. A proporcao de agregacgao celular

em diferentes pontos de tempo foi monitorada por microscopia 2%.

4.17. indice de esfericidade na linhagem Caco-2

Um teste piloto foi realizado para acompanhar a deformacgao das células Caco-
2 apos o tratamento para MRK-104 (11,4 e 22,8 uM; 13 e 26 uM), MRK-107 (2,4 e 4,8
uM; 1,13 e 2,26 pM, doxorrubicina (3,68 pM) e esferoide ndo tratado. Apds
tratamentos as imagens da cultura 3D foi possivel aplicar os calculos de esfericidade

utilizando os paradmetros gerados pela andlise do software Imaged 2°°. Com aplicagéo
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das férmulas de circunferéncia e indice de esfericidade ja fornecidas pelo software de

analises.

Equagéo 2. Calculos do indice de Esfericidade.

Cir= " |E = Cir

VPerimetro?

Os esferoides sem intervencdo devem estar com o indice de esfericidade proximo a

1, enquanto que a deformacéao reduz esse valor.

4.18. Atividade antiproliferativa em modelo de cultura de células

tridimensional (3D)

Apo6s os tratamentos dos esferoides para MRK-104 (11,4 e 22,8 uM; 13 e 26
MM) e para MRK-107 (2,4 e 4,8 uM; 1,13 e 2,26 pM), representando respectivamente
a G150 e o dobro da GI50 nas linhagens Caco-2 e HT-29, eles foram corados com
uma solucao de laranja de acridina (AO) (Sigma® Aldrich, EUA; 100 ug/mL) e de
brometo de etideo (EB) (Invitrogen, EUA; 100 ug/mL) em concentragao final de 1
pg/mL. Imediatamente foram observados no escuro sob um microscopio de
fluorescéncia (Olympus BX41) usando excitagdo UV seguindo protocolo 2%. A
doxorrubicina (Eurofarma, Brasil) foi usada como controle positivo. Foi analisado pelo
software Imaged imagens de ftriplicatas de cada molde contendo 81 esferoides. A
intensidade de fluorescéncia dos corantes foi expressa como porcentagem de células
viaveis (verde) e ndo viaveis (vermelhas) determinadas por microscopia de

fluorescéncia.

4.19. Ciclo celular

Para andlise do ciclo celular, 2 x 10° células em monocamada e moldes em
camada tridimensional foram incubadas em placas de 6 e 12 pogos com 2 mL e 3mL,
respectivamente e apds 24 horas foram tratadas com as GI50 e suas concentragdes
em dobro de MRK-104 (11,4 e 22,8 uM; 13 e 26 uM) e MRK-107 (2,4 € 4,8 uM; 1,13
e 2,26 uM) para Caco-2 e HT-29 por 48 h em meio DMEM e 5% de soro fetal bovino,

em uma incubadora com 5% de CO2 a 37° C, também o tratamento com doxorrubicina
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(3,68 uM) e o controle nao tratado. Em seguida, as células foram coletadas, quando
foi necessario houve uso de tripsina e lavagem com 1 mL de PBS frio, entédo as células
de cada tratamento foram centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min. O pellet foi
ressuspendido com 1 mL de solugao fixadora (previamente preparado 70% de etanol)
e incubado a 4°C durante a noite. Apds lavagem os tratamentos foram ressuspendidos
em 300 uL de PBS, 5 uL de 7AAD 10 pg/mL, protegidas da luz, em a 4 ° C durante
20 minutos '%°. A analise foi por citometria de fluxo (Cytoflex) em 10.000 eventos
emitidos em 546 nm representando o percentual de células de acordo com o conteudo

de DNA indicado pela intensidade de fluorescéncia.

4.20. Caspase-3 (filtro PE)

Para os esferoides a ativacdo de caspase-3 foi analisada pelo kit PE Rabbit
Anti-Active Caspase-3 (BD Pharmingen™). As células Caco-2 e HT-29 (5x10°
células/mL) semeadas em micromoldes 3D e apds 24 horas foram tratadas com as
GI50 e suas concentragbes em dobro de MRK-104 (11,4 e 22,8 uyM; 13 e 26 pM) e
MRK-107 (2,4 e 4,8 uM; 1,13 e 2,26 yM) para Caco-2 e HT-29 por 48 h em meio
DMEM e 5% de soro fetal bovino, em uma incubadora com 5% de COz2 a 37° C,
também o tratamento com doxorrubicina (3,68 uM) e o controle ndo tratado. Apos
tratamento as células foram expostas a uma solucdo de tripsina a 0,25% para
dissociar o esferoide, apds centrifugagcao o pellet foi permeabilizado e incubado com
20 pL de anticorpo pré-diluido em 0.2 ug/mL. A caspase ativada foi analisada por

citometria de fluxo em 30.000 eventos no comprimento de 576 nm 207,

4.21. Marcadores de estresse oxidativo

A densidade celular semeada foi de 2x10° de células Caco-2 e HT-29 a cada
120 uL nos moldes imersos em 3 mL de meio de cultivo DMEM, apds 24 horas foram
tratadas com as GI50 e suas concentragdes em dobro de MRK-104 (11,4 e 22,8 uM;
13 e 26 yM) e MRK-107 (2,4 € 4,8 uM; 1,13 e 2,26 uyM) para Caco-2 e HT-29 por 48 h
em meio DMEM e 5% de soro fetal bovino em uma incubadora com 5% de CO2 a 37°

C, também o tratamento com doxorrubicina (3,68 uM) e o controle nao tratado.
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Para medidas de estresse oxidativo as defesas antioxidantes bem como
marcadores de dano oxidativo foram determinados em homogeneizado de esferoides
preparados em tampao fosfato de potassio 20 mM, pH 7,4, 0,1% triton X-100, 150 mM
de NaCl, em leitor de placas. A concentragéo de proteinas totais (PT) de interesse foi

estabelecida a 2 mg/mL e mensurada por uma curva padrao de albumina 28,

4.21.1. Marcador de dano oxidativo por lipoperoxidagao

Os niveis de peroxidacao lipidica foram determinados foi espectrofotometria no
comprimento de onda 535 nm. no homogeneizado de esferoides pelo método do acido
tiobarbitdrico 2°°. A quantidade de TBARS foi determinada usando um coeficiente de
extingdo molar de 153 mM- 1.cm-12'°. O método consiste em a precipitagdo tecidual
com TCA 12% a reacgéao foi realizada em um volume final de 300 pyL seguido de
incubagdo com &cido tiobarbiturico (TBA) a 0,73%, a 100°C, por 60 minutos em
tampao fosfato a pH 7,4 (60 mM Tris-HClI e 0,1 mM DPTA (Dietileno- acido
triaminopentacético) e banho gelado de 10 minutos. Todos os tratamentos foram
centrifugados (5 min, 10.000 x g) e o sobrenadante foi submetido a leitura em
espectrofotbmetro no comprimento de 535 nm. O branco com o tampao fosfato foi
descontado dos calculos de concentragao para que o croméforo rosa em triplicata nao
sofresse interferéncia. Os valores obtidos foram expressos em nmol TBARS/mg de

proteina.

4.22. Analise estatistica

A analise estatistica foi aprimorada com o auxilio do software Origin verséo 6.0
e Graph Pad Prism 5.0 na construgéo de tabelas e graficos.

Para calcular os valores de GI50, foram feitas regressdes néao lineares das
médias dos valores de crescimento celular encontrados para cada concentragao em,
pelo menos, trés experimentos independentes.

Para comparar os valores in vitro foi usado o teste One-way ANOVA seguido
do teste de Tukey. Em todos os métodos, as diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando o valor de p obtido for menor que 0,05 (p <
0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Atividade antiproliferativa dos Se-compostos para as linhagens

celulares

A coloracdo com SRB permitiu o rastreio da atividade antiproliferativa nos
tratamentos com Selénio-compostos nas concentragdes 0,1 a 1000 uM. Em 48 horas
foi possivel acompanhar as modificagdes de crescimento ou inibigdo celular de cada
um dos compostos testados em comparacdo ao controle negativo e positivo
(doxorrubicina). Esses dados geram o parametro Glso (concentragdo que inibe 50%
da proliferagdo celular e desconta o crescimento celular anterior ao tratamento). As
Glso obtidas do tratamento com os Se-compostos perante algumas linhagens estéo

descritas na tabela a seguir (Tabela 1)

Tabela 1. A atividade antiproliferativa dos Se-compostos contra um painel de linhagens celulares pelo
ensaio de Sulforrodamina B ap6s tratamento de 48 horas.

GI50 (uM) GI50 (uM) Doxorrubicina
Linhagens celulares
MRK-104 MRK-107 (MM)
Caco-2 11,40 +1,68 2,40 0,57 1,25 £0,42
HT-29 13,01 £1,71 1,13 +,16 1,76 0,40
HepG2 833,92 +1,12 577,09 +1,26 4,17 0,35
HFF1 >918,41 >635,57 4,03 £0,21
PC-03 41,85 +6,98 122,79 10,20 0,72 +0,63
NIH/3T3 18,89 15,82 22,19 +4,18 2,19 £0,18
786-0 119,61+1,42 57,91 +3,33 0,06 +1,81

Linhagens celulares tumorais: Caco-2 e Ht-29 (célon), HepG2 (figado), 786-0 (rim), PC-03(prostata);
Linhagens nao tumorais: HFF1 (fibroblasto humano), NHI/3T3 (fibroblasto murino). Os resultados sédo
apresentados como média + SD e a doxorrubicina como controle positivo.

De acordo com a Tabela 1 os resultados demonstram uma atividade
antiproliferativa mais efetiva pelas células das linhagens Caco-2 e HT-29 em
monocamada. Em células NIH/3T3 a atividade citotéxica para MRK-104 e MRK-107
foram moderadas. As células PC-03, 786-0 variam de moderada a baixa atividade
antiproliferativa. Em HepG2 e HFF-1 os selénio-compostos possuem baixa
interferéncia antiproliferativa.

No grafico observamos que a maior concentragdo de 100 yM de MRK-104 inibe

o crescimento além do limiar de DL50 e MRK-107 inibe 100% da populagao de células
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cancerigenas ao ultrapassar a limiar de TGl. A imagem abaixo representa esta

resposta celular (Figura 16).

Figura 16. Analise regressiva ndo-linear do ensaio de SRB em células de céancer de cdélon, Caco-2 e
HT-29 tratadas com Se-compostos (MRK-104 e MRK-107) no tempo de 48h nas concentragdes de
0,1;1;10 e 100 uM (*** p < 0,0001).
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5.2. indice de seletividade

Ao realizar os calculos da analise antiproliferativa pode-se obter resultados de
Glso de cada linhagem tumoral e com a finalidade de gerar o parametro nomeado
como indice de seletividade dos compostos em 48h foi aplicado a equacgao da razao
das Glso de células neoplasicas entre células ndo neoplasicas (HFF-1 - SCRC-1041
ATCC® e NIH/3T3 CRL-1658 ™ - fibroblastos) que foi descrita na Tabela 2.

Tabela 2. indice de seletividade obtido na cultura de monocamada entre a atividade antiproliferativa
encontrada nas linhagens HFF-1, NHI/3T3, Caco-2, HT-29 e HepG2 no tratamento de Selénio-
compostos em 48h. Os resultados sdo apresentados como média +DP.

indice de Seletividade MRK-104 MRK-107 Doxorrubicina
HFF1/Caco-2 80,56 14,41 264,82 +5,22 3,22 0,21
HFF1/HT-29 70,59 14,82 562,45 +5,65 2,29 +0,15
NHI-3T3/Caco-2 1,65 +0,32 9,24+ 1,26 2,29 +0,41
NIH-3T3/HT-29 1,45+0,35 19,63 +0,47 3,22 +0,11
HepG2/Caco-2 73,15 3,22 240,45 +5,54 2,29+0,13

HepG2/HT-29 64,10 +2,84 510,70 +4,93 3,33 0,16
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O composto MRK-104 foi o menos seletivo com apenas 1,65 e 1,45 de IS em
fibroblasto murino, NIH-3T3 (Figura 15). Os compostos demonstraram excelente
indice de seletividade na razdo em HFF-1 e em relagéo a linhagem correspondente a
funcao hepatica (HepG2) houve baixa toxicidade, apesar de ser uma célula neoplasica
podemos sugestionar que a toxicidade neste 6rgao ndo ocorre. Na figura 17 os
graficos mostram dados da tabela anterior, onde é evidenciado que nas células HT-
29 a razdo da seletividade foi maior, lembrando que essa linhagem gera 29% de
secrec¢ao de mucinas. Ha diferenca estatistica entre os tratamentos, com excecao de
MRK-104 na linhagem NIH/3T3.

Figura 17. indice de seletividade obtido na cultura de monocamada entre a citotoxicidade encontrada
nas linhagens HFF-1 e NHI/3T3 no tratamento de MRK-104 e MRK-107 em 48h. Os resultados sao
apresentados como média *DP (* p <0,05, ** p<0,001, *** p < 0,0001), ns= ndo ha significancia).
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De acordo com os ensaios de atividade antiproliferativa e seletividade
prosseguimos com nossas células de interesse, as linhagens de cancer de cdélon
Caco-2 e HT-29.

5.3. Viabilidade/Recuperagao

As taxas de crescimento celular apds 48 horas de tratamento com os Se-
compostos nas concentragdes de 0,1-1000 yM foram comparadas quanto a
capacidade de recuperagao apos lavagem e retirada do tratamento, onde as células

permaneceram em mais 48 horas de cultivo. Apesar de haver comparacdes
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significativas entre o tratamento antiproliferativo e recuperacao, a recuperagao abaixo
de 50% neste teste demonstra que a recuperacéo foi lenta e de fato gerou uma
interferéncia efetiva no tratamento que as linhagens celulares foram submetidas. A
quantidade relativa de células demonstra que o efeito foi considerado irreversivel apos
o periodo de recuperacgao (Figura 18).

Figura 18. Ensaio de viabilidade e recuperacgao celular de MRK-104 e MRK-107 nas linhagens Caco-2
e HT-29 (0,1-919 uM) em 48h foi lavado e apds 48h comparado com a viabilidade celular de 48 h;

porcentagem de viabilidade das células Caco-2 e HT-29 apés tratamento ¢ com MRK-104 e MRK-107
em 48 h; (* p <0,05, ** p<0,001, *** p < 0,001).
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A viabilidade é significativa entre as concentragdes de MRK-104 e MRK-107 no tratamento para ambas
as linhagens celulares de cancer de cdélon Caco-2 e HT-29. A recuperagdo menor do que 50%
demonstra que o tratamento interferiu na proliferagéo celular e alterou o ciclo celular das células.

5.4. Observacgao da morfologia das células

As células cultivadas em condi¢cdes padrdao sem adigao de tratamento foram
usadas como células controle. A viabilidade celular foi avaliada por sua morfologia e
atividade funcional via microscopia 6ptica. A monocamada estava confluente no
momento de tratamento e apds 48 horas a visualizacao indica efeitos citotdxicos em
ambas as linhagens celulares utilizadas Caco-2 e HT-29. As células em meio DMEM
mantiveram caracteristicas semelhantes quanto ao tamanho de citoplasma e nucleo,

sem desprendimento celular e confluéncia, O efeito de MRK-104 na morfologia das
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células com monocamada menos densa, processos de morte celular pelo
desprendimento com caracteristicas de atividade inflamatéria e sinais de apoptose. E
possivel visualizar células de tamanhos alterados, nucleos e citoplasmas reduzidos e

fragmentos celulares (Figura 19).

Figura 19. Morfologia da linha celular Caco-2 apés 48 horas de cultivo em meio de crescimento
contendo os tratamentos com MRK-104, MRK-107, DOX e NT. Ampliagdo de 1000x.

et e
— - T .

—— e i e P T
k>

P o = -
W \\\ // l\ b /'/ \\\ \
r. b / r, b
. ) 2\ )
£ \ fx"’r ."/
1
.f' \"n f !
|I | || | :
[ \
\. - - fll 'l,\ JJ \
\.___\ 4 "\ / \ [—
‘\\ ,/' \\ l / \\\
'\\\ // "\ s \\\
h- ’/,/ \‘H‘H. = J’/' H“‘”“*—-__ 3
\““"“—-_._____._.—-"") s e R e
NT MRK-104 (11,4 pM) MRK-107 (2.4 pM)
il oy = e =
< B P .
// - i . .
/ N = y. N
x’/ A £ A
\
III I'|| 1 "II
|
n |
\ / l I
\_.‘ ! i J
\\ / \ /f
\\ / \\\ 4 /
. \\.\‘ ’J/ /./
“&,H___E v \_x__ \ add \\\‘\ /‘/
DOX MRK-104 (22,8 uM) MRK-107 (4,8 pM)

] -Células turgidas = - Células com citoplasma escasso e nucleo hipercromético
- Células multinucleadas

No tratamento com o dobro da Glso a perda de ancoragem é maior e as células
estdo em menor quantidade, com reducido citoplasmatica e nuclear, ha mais
fragmentados celulares. MRK-107 possui células turgidas nas duas concentragoes,
assim como fragmentos e maior perda de ancoragem. Doxorrubicina possui maior
desprendimento, com células turgidas e fragmentadas.

Na linhagem celular HT-29 (Figura 20) as células ficaram mais escurecidas,
mais arredondadas e com vacuolos apos os tratamentos. MRK-104, MRK-107 e DOX
possuem menor aderéncia, fragmentos celular e area do citoplasma mais evidente em
relacdo ao tamanho e turgidez. Muitos fragmentos celulares sdo encontrados no meio
de crescimento, o citoplasma granular vacuolizado indica que a célula se encontra em

estado suprimido. Estas observagdes sugerem processos de morte celular. Sendo
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assim, os resultados do teste SRB sido consistentes com os resultados da analise

fornecendo informagdes morfolégicas sobre os efeitos potenciais de Se-compostos e

possibilidades de efeito metabdlico.

Figura 20. Morfologia da linha celular HT-29 apds 48 horas de cultivo em meio de crescimento contendo
os tratamentos com MRK-104, MRK-107, DOX e NT. Ampliacao de 1000x.
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5.5. Ensaio clonogénico

O ensaio anterior nos mostrou que os tratamentos possuem uma atividade
citotoxica pronunciada, para avaliar a resposta celular ao tratamento prolongado com
os Se-compostos foi realizado o ensaio de formacgao de colbnia (clonogénico) que
evidencia as células resistentes e sua capacidade de proliferagdo clonogénica. O

tratamento das células Caco-2 e HT-29 por 48 horas resultou em uma perda de

proliferagao (Figura 21).
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Figura 21. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica (A) apos tratamento de células Caco-2 com Glso e 2x
Glso de MRK-104 e MRK-107. (B) Grafico de colbnias coradas com cristal violeta e quantificadas pelo
Imaged. Os valores s&o representados como a média £ DP (*** p <0,0001, relativo ao grupo controle).
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Fonte: elaborado pela autora.

5.6. Ensaio de migragao (cicatrizagao de feridas)

O ensaio de cicatrizagdo/migracdo analisa interagdo entre as células e a
capacidade de migragao celular apos a formagao da area lacular. Na linhagem Caco-
2 o controle negativo ao fim do experimento teve sua migragdo em prol da cicatrizagao.
Doxorrubicina demonstra movimentagcdo de migragdo, porém as células se
destacaram posteriormente. MRK-104 ndo migrou e sua dose de 22,8 uM fez com que
a area da ferida aumentasse e células se destacassem do po¢o. MRK-107 demonstra
um escurecimento na borda direita, destacamento de células e discreto aumento de
area. Com o tratamento de MRK-107 em maior concentragdo ha aumento evidente da
area da ferida. Este ensaio em HT-29 foi visualizado a migragdo quase completa do
controle negativo 3 dias apos tratamento. Doxorrubicina teve comportamento
semelhante ao anterior. MRK-104 demonstra aumento da area da ferida nas duas
concentracdes utilizadas e MRK-107 também. Por ser uma técnica manual e depender
do efeito de aglomeracéo celular, efeitos de adesao célula / célula e efeitos de matriz
os limites de borda foram irregulares (Figura 22).
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Figura 22. Monitoramento baseado em imagem da cicatrizagao de feridas em tempo 0 e 3 dias apds o
tratamento de 48h com MRK-104 (11,4 e 22,8 uM/13 e 26 uM), MRK-107 (2,4 e 4,8 uyM/ 1,13 e 2,26
uM), Doxorrubicina (3,68 uM) e n3o tratado nas linhagens Caco-2 e HT-29 com 1,5x 108 células em
cada um dos 12 pogos.
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1 R GI50 MRK-107

~207 % Dobro GI50 MRK-107

-804

72h apos tratamento de 48h

70+

3

Area lacunar em linhagem Caco-2 (%)
3
Area lacunar em linhagem HT-29 (%)

A imagem foi realizada ao longo de 120 horas usando contraste de fase e ampliagdo de 5x. (*** p
<0,001, relativo ao grupo controle). Barra de escala = 100 pm.

A analise foi feita a partir da area de lacuna inicial, onde todas as areas tiveram
significancia. Como esperado é possivel notar a migragdo apenas no controle
negativo, a area de DOX reduziu células e por mais que haja células entre a lacuna,
as células se destacam posteriormente. As demais analises de concentragéo
formacao uma area maior do que a lacuna inicial e houve pequenas proliferacées que

nao influenciaram o fechamento lacunar de acordo com a analise quantificada abaixo.
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5.7. indice de proliferagao (KI-67)

ApOs o tratamento das células Caco-2 e HT-29 com Glso e DGlso, a marcagao
do ki-67 foi quantificada em seu indice de proliferacdo. Nas células n&o tratadas o PI
foi maior, refletindo clinicamente em hiperproliferacdo, baixa diferenciacdo tumoral e
pior progndstico. Quando a expressao do ki-67 diminui em pelo menos 14%, pode-se
considerar que houve perda da capacidade proliferativa e impacto direto na atividade
do ciclo celular. MRK-104 foi tdo eficaz quanto o quimioterapico Doxorrubicina
reduzindo 48% da expressdo do marcador KI67 na linhagem Caco-2. A analise em
HT-29 mostra que na concentragdo de Glso 0 marcador perdeu 24% de expressao,
mas ao dobrar a concentragdo novamente manteve-se a eficacia equivalente ao
quimioterapico DOX com 41% de reducgao do indice de proliferacédo (Tabela 3).
Tabela 3. indice de proliferagdo celular em Caco-2 e HT-29 em 48h de tratamento com Glso e DGlso de

MRK-104 e MRK-107, DOX e néo tratados; (a) = p < 0,001 em comparagédo ao grupo de controle
negativo.

48h Tratamentos indice de proliferagio
Nao tratado 2,67+.0,25
Doxorrubicina 1,65+0,27a

Caco-2 Glso de MRK-104 1,66+0,33a
DGlso de MRK-104 1,64+0,28a
Glso de MRK-107 1,32+0,15a
DGlso de MRK-107 1.25+0,14a
Nao tratado 2,41+0,22
Doxorrubicina 1,44+0,19a

HT-29 Glso de MRK-104 1,83+0,18a
DGlso de MRK-104 1,42+0,22a
Glso de MRK-107 1,73+0,27a
DGlso de MRK-107 1,33+0,13a

Os tratamentos com MRK-107 geram um indice proliferativo com redugao de
51% e 53% na linhagem Caco-2 e 28% e 45% para HT-29, respectivamente para Glso
e DGlso, em ambas as linhagens ha reducdo equivalente ao quimioterapico e em
Caco-2 MRK-107 é mais eficaz.

5.8. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo causado pelo tratamento das células Caco-2 e HT-29 com
MRK-104 e MRK-107 foi determinado utilizando diacetato de 2,7-diclorofluoresceina,
o controle negativo apresentou baixa fluorescéncia e o controle positivo fluoresceu

com maior intensidade na linhagem HT-29 (Figura 23). Os controles sem intervengéo
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dos compostos sdo de baixa fluorescéncia. Em linhagem Caco-2 MKR-104 foi
fluorescente em Glso com maior intensidade, em DGIso o composto foi efetivo na
formacdo de EROS em células que sofreram destacamento e alteracdo metabdlica.
Em HT-29 também apresenta maior fluorescéncia as células com mudangas
metabdlicas. Nos tratamentos MRK-107, houve grande perda de ancoragem celular e
a fluorescéncia ocorre com mais intensidade nestas células destacadas em ambas as

linhagens celulares.

Figura 23. Ensaios de estresse oxidativo com DCFH-DA nas linhagens Caco-2 € HT-29 apds
tratamento com MRK-104, MRK-107, DOX e NT em 48 h.
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MRK-104 (11,4 e 22,8 yM/13 e 26 pM), MRK-107 (2,4 € 4,8 uM/ 1,13 e 2,26 uM), Doxorrubicina (3,68
MM) e néo tratado nas linhagens Caco-2 e HT-29 com 5 x 10° células em cada poco. Ampliagao de 50x.
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5.9. Caspase 3e7

As células Caco-2 e HT-29 receberam os tratamentos por 24 horas e com o kit
CellEvent Caspase 3 e 7 (estoque de 8mM da Invitrogen) sem protocolo de fixagao,
foi aplicado para analise em fluorescéncia. Tratamentos com MRK-104, MRK-107 e
DOX apresentaram alta intensidade de fluorescéncia (Figura 24). MRK-104 adquiriu
maior intensidade no tratamento em que a concentragdo tem o dobro da Glso em
ambas as linhagens. O MRK-107 aumentou as atividades da caspase-3 e 7 em ambas
as células desde a menor concentracdo de tratamento e DOX demonstra uma

interferéncia de fluorescéncia na linhagem Caco-2, mas em HT-29 é mais ativa.

Figura 24. Ensaios de caspase 3 e 7, Caco-2 e HT-29 apos tratamento com MRK-104, MRK-107, DOX
e NT em 24 h. Ampliagao de 50x.

Caco-2

MRK104 (11,4 uM) © MRK107 (2,

MRK-107 (4,80 uM)

~

HT-29

MRK-104 (13,01 pM)  MRK-107 (1,13 gM)

S~

MRK:-104#26,02 uyM)  MRK-107 (2,26 uM)

MRK-104 (11,4 e 22,8 pM/13 e 26 uM), MRK-107 (2,4 e 4,8 uM/ 1,13 e 2,26 uM), Doxorrubicina (3,68

MM) e ndo tratado nas linhagens Caco-2 e HT-29 com 5 x 105 células em cada pocgo.
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5.10. Analise de apoptose em monocamada

A morte celular de células Caco-2 e HT-29 foi detectada pelo kit de Anexina V
nos tratamentos com MRK-104, MRK-107 e DOX. Com base nos resultados obtidos
pelo ensaio SRB, as concentragdes de 11,40 uM e 13,01 uM; 2,40 uM e 1,13 uM e
suas duplicagdes de MRK-104 e MRK-107 foram aplicadas em células Caco-2 e HT-
29 em cultura 2D, respectivamente. Foram 30.000 eventos analisados pelo software
FlowDjo.

O grafico se dispde em quatro quadrantes. O quadrante superior esquerdo
corresponde a intensidade da fluorescéncia do iodeto de propideo que evidencia
células necréticas. O quadrante inferior esquerdo n&o possui intensidade de
fluorescéncia, logo quantifica as células que nao estdo em processo de morte celular.
O quadrante superior direito gera a fluorescéncia de ambos os reagentes utilizados e
corresponde a um processo de apoptose tardia, enquanto que o quadrante inferior
direito reflete a fluorescéncia ocasionada pela anexina V diretamente relacionada com
o inicio do processo apoptatico.

Os controles sem intervencao apresentam 80% e 71,6% de viabilidade para
Caco-2 e HT-29, respectivamente. DOX entre 12,5% e 22%. Em Caco-2 MRK-104
houve 60,4% e 43,6% de viabilidade nos tratamentos de Glso € DGIso, enquanto na
linhagem HT-29 foram 48,4% e 32,8% nas mesmas concentragdes, respectivamente
(Figura 25).

O desempenho de viabilidade encontrado para os tratamentos de MRK-107 foi
de 59% em ambas as linhagens na concentragao de Glso e para DGlso em Caco-2 foi
de 48,8% e em HT-29 a porcentagem também foi préxima com 46.6% de viabilidade.
Figura 25. Ensaios de quantificacdo de morte celular pelo kit Anexina V e IP nas linhagens Caco-2 e
HT-29 apds tratamento com MRK-104, MRK-107, DOX e NT em 24 h. MRK-104 (11,4 e 22,8 yM/13 e

26 pyM), MRK-107 (2,4 e 4,8 uM/ 1,13 e 2,26 uM), Doxorrubicina (3,68 uM) e ndo tratado nas linhagens
Caco-2 e HT-29 com 5 x 105 células em cada pogo.
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Morte celular por coloragao diferencial LA/BE em monocamada

O mesmo tratamento preconizado foi aplicado novamente as linhagens de

interesse na cultura em monocamada por 48h. Na figura 26 nota-se que houve perda

de ancoragem proporcional a dose e células apoptoticas em estagio inicial, marcadas
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por LA com coloragdo nuclear verde-amarelada, células apoptoticas, granulos e

corpos foram detectados apds tratamento com MRK-107.

Figura 26. Ensaio de morte celular com coloragdo de laranja de acridina e brometo de etideo em
resposta aos compostos MRK-104 e MRK-107 em monocamada de células Caco-2 e HT-29 o grupo
controle negativo (células viaveis): o nucleo circular uniformemente distribuido no centro da célula.
MRK-104, MRK-107 e DOX (células apoptéticas precoces): o nucleo mostrou fluorescéncia verde-
amarelada. (A) Corante LA/BE na linhagem Caco-2 apds tratamento de 48 h. (B) Corante LA/BE na

linhagem HT-29 apés tratamento com MRK-104, MRK-107, DOX e NT em 48 h.
MRK-104 . MRK-107
(11,4 uv) g ( 2,40 uM)

(A) Caco-2
MRK-104 MRK-107
(22,8 um) (4,80 um)
MRK-104 MRK-107
(13,01 (1,13 pM
(B) HT-29
MRK-104 MRK-107
(26,02 pM) (2,26 pM)

A coloragdo foi localizada assimetricamente dentro das células. Com
concentragdes e duragdes de tratamento crescentes, o numero de células apoptoticas
em estagio inicial aumentou. Células apoptoticas em estagio avangado, com
coloracdo EB nuclear laranja concentrada e localizada assimetricamente, também
foram detectadas. As células necroticas aumentaram de volume e apresentaram

fluorescéncia vermelho alaranjada.
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5.12. Padronizagao da cultura de células tridimensional com células de cancer
de célon Caco-2 e HT-29

Para a padronizagdo desta metodologia o protocolo foi aplicado com 1 a 2
milhdes de células em cada molde (Figura 27) por 9 dias de cultivo e suplementagao

diaria até que as interagdes célula-célula fossem estabelecidas.

Figura 27. Moldes 3D de agarose micromoldada em placa de 12 pogos e sua densidade celular ao ser
semeada.

YIVIVEVY

Inicialmente as células foram descongeladas e mantidas nos frascos de
crescimento em monocamada até atingirem a densidade celular adequada para
cultivo em molde 3D 2x108/molde. Em seguida estas células foram distribuidas nos
moldes de agarose e mantidos por 4 a 9 dias para fusao e sobreposigdo com troca de
meio a cada 24 horas ou quando havia alteracdo de pH do meio indicando consumo
de nutrientes. A cultura de células 3D deve ser monitorada (Figura 28), & esperado
que nos 3 primeiros dias as bordas tenham pouca definicdo e a camada externa
sensivel, apos o 5° dia as camadas se agregam e as células se compactam e tornam-

se mais esféricas.

Figura 28. Padronizag&o da cultura em moldes de esferoides até atingir interagcao célula-célula/ célula-
matriz.




5.13. Verificagao de esfericidade na linhagem Caco-2 em 3D

Como analise piloto apos o cultivo celular foi documentado a fresco (Figura
29) os tratamentos com os esferoides na linhagem Caco-2.
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Figura 29. Cultura em monocamada e em moldes de esferoides na linhagem Caco-2 tratadas com
MRK-104, MRK-107 Glso e 2xGlso, Dox e células nao tratadas.

2D

Nos tratamentos em monocamada é possivel notar a agdo de MRK-104, MRK-

107 e doxorrubicina com o escurecimento das células, redugdo de ancoragem,

entumecimento ou redugao nuclear e citoplasmatica. Apds 48 horas o modelo 3D de

tratamento com MRK-104, MRK-107 e doxorrubicina demonstra o afrouxamento entre

as camadas celulares e desarranjo marginal que reduzem o indice de esfericidade
(Figura 29 e 30).

Figura 30. Indice de esfericidade de cultura em moldes de esferoides na linhagem Caco-2 tratadas com
MRK-104, MRK-107 Glso € os dobros da Glso, Dox e células n&o tratadas. (* p <0,05, ** p<0,001, *** p

< 0,0001).
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Em analise, todos os tratamentos causaram deformacao celular, Dox e o
composto MRK-107 na concentracdo em dobro de Glso causaram maior

despolarizacido das células.

Essas medidas de esfericidade ndo foram realizadas em linhagem HT-29,
devido a contaminacgé&o das linhagens e pela programagao com os testes direcionados

a morte celular.

5.14. Marcador de estresse oxidativo: TBARS em 3D

As substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS) sao
equivalentes ao malondialdeido pois, constitui o principal produto da peroxidagao
lipidica. A reagdo de TBARS é considerada um biomarcador geral de dano oxidativo.

As analises dos compostos MRK mostram a acao citotoxica com aumento da
producao de EROS, essa alteracido pode ocasionar danos em decorréncia do estresse
oxidativo. O estresse oxidativo em células 3D tratadas com MRK-104 e MRK-107 (Glso
e DGlso em pM), controle ndo tratado e controle positivo tratado com DOX, por 48

horas foi avaliado através do marcador de TBARS (Figura 31).

Figura 31. Marcador de estresse oxidativo quantificado por TBARS (nmol/mg) em esferoides tratados
com MRK-104, MRK-107 Glso e os dobros da Glso, Dox e células ndo tratadas nas linhagens celulares

Caco-2 e HT-29.
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Ao mensurar TBARS um alto nivel de lipoperoxidacdao ocorre no tratamento
com DOX na linhagem Caco-2. O mesmo tratamento possui aumento menos
expressivo, mas significante na linhagem HT-29. MRK-104 nas duas concentra¢des
de Glso e seu dobro tém crescimento semelhante entre as duas linhagens, sendo mais
expressivo na maior concentragdo. Para MRK-107 a dosagem de TBARS na linhagem

Caco-2 permanece constante mesmo com o aumento da concentragao, enquanto em
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HT-29 ha redugao do dano na maior concentragdo, mas o limiar permanece em alta

atividade.

5.15. Ciclo celularem 3D

Com a intervengdo de MRK-104, MRK-107 e DOX em 48h de tratamento os
resultados da analise quantitativa sao apresentados na Figura 32. Os compostos MRK
inibem o crescimento de células de cancer de colon através do aumento de fase GO e

G1 no ciclo celular e a linhagem HT-29 possui um desvio de fases mais acentuado.

Figura 32.Analise do ciclo celular por citometria de fluxo em esferoides tratados com MRK-104, MRK-
107 Glso e os dobros da Glso, Dox e células nado tratadas nas linhagens celulares Caco-2 e HT-29.
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A diferenca estatisticamente significativa em relagdo a fase G1 do controle negativo é * p< 0,0001.

5.16. Caspase-3 em 3D

A ativacéo de caspase-3 foi avaliada apos o tratamento de 24h dos esferoides
formados das células Caco-2 e HT-29 (Figura 33).
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Figura 33. Quantificagéo da atividade de caspase-3 analisado por citometria de fluxo nas linhagens
Caco-2 e HT-29 apés tratamento com MRK-107, DOX e NT em 24 h.
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Devido ao tempo de formagdo de esferoides as camadas celulares sao

formadas e sua viabilidade é mais comprometida, por tanto, o controle negativo tem

ativacao de caspase-3 com porcentagem de 36% em Caco-2 e 31% em HT-29. MRK-

104 é mais ativa na linhagem Caco-2 com 71% e 83% para Glso e DGlso, em HT-29

as porcentagens respectivas foram semelhantes com 61%. MRK-107 foi ativa em

Caco-2 com porcentagens de 72% e 88% para Glso e DGlso, respectivamente. Em HT-

29 a ativagao foi menos intensa, com 44% e 57%.
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5.17. Morte celular por coloragao diferencial LA/BE em 3D

O processo de formacdo dos esferoides foi acompanhado a fresco em
microscopio 6tico invertido. Apés compactagao celular, ou seja, maior resisténcia
entre as ligagdes celulares os esferoides eram submetidos as intervencbées de MRK-
104, MRK-107, DOX e meio DMEM no tempo de 48 horas observadas na figura 34.

Figura 34. Ensaio de morte celular com coloragdo de laranja de acridina e brometo de etideo em
resposta aos compostos MRK-104, MRK-107, DOX e controle negativo em esferoides de células Caco-
2 e HT-29.
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O grupo controle negativo (células viaveis): o nucleo circular uniformemente distribuido no centro da
célula. MRK-104, MRK-107 e DOX (células apoptoéticas precoces): o nucleo mostrou fluorescéncia
verde-amarelada/ (células apoptéticas tardias): o nucleo possui fluorescéncia vermelha. (A) Corante
LA/BE na linhagem Caco-2 apos tratamento de 48 h. (B) Corante LA/BE na linhagem HT-29 apds
tratamento com MRK-104, MRK-107, DOX e NT em 48 h.

A conformacao dos esferoides apds 48 horas apenas com o0 meio manteve
resisténcia e formacdo. No entanto, assim como na cultura de monocamada o
tratamento com os selénios compostos realizado em 3D sensibilizou as células e
houve a perda de interacéo celular devido a maior facilidade de perder a conformacéo.
Isso € demonstrado pela dupla coloragdo com laranja de acridina e brometo de etideo
examinada sob um microscépio fluorescente. Todos os tratamentos geraram um
processo de desintegracao do esferoide, com excegéo do controle sem a intervengao
do tratamento com os Se-compostos. Nos tratamentos com os Se-compostos e
doxorrubicina houve desarranjo marginal dos esferoides, formacado de vesiculas e
afrouxamento da matriz extracelular (MEC) com uma regiao de morte celular e células

mortas isoladas, pela baixa Glso em 2D, esperava-se uma agao mais acentuada. O
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MKR-104 demonstra o afrouxamento da MEC, morte celular nas regides laterais, uma
coloragcado mais alaranjada, discreta e regionalizada. Em MRK-107 notamos mudancas
morfolégicas discretas, um numero acentuado de células em desprendimento,
fragmentos da MEC e pequenas areas atingidas em todas as camadas. Os esferoides
que receberam as intervengbes se tornaram frageis até as camadas internas. Isso
evidencia que ocorreu a difusdo da amostra e rompeu a barreira de permeabilidade
para a captacao e transporte do tratamento.

Visando a quantificagdo desse dano a membrana utilizou-se o software ImageJ
para analisar o tamanho dos esferoides, a intensidade de fluorescéncia pela coloracao
(Figura 35) de acordo com a intensidade de fluorescéncia de cada coloragdo. O

tamanho médio dos esferoides atingiu 600-800 um de diametro.

Figura 35. Viabilidade celular de esferoides de acordo com a intensidade de fluorescéncia em RGB
da coloracgéao pelo ensaio com LA/BE.
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A diferenga estatisticamente significativa *** p< 0,0001 em relagéo a viabilidade celular das células

nao tratadas.

Os controles negativos mostram maior viabilidade celular e doxorrubicina tem

atividade de morte celular nas margens da conformacao esferoide.

5.18. AnexinaV + FITC

A Anexina V + FITC e iodeto de propideo foi utilizada em células Caco-2 e HT-
29 apos tratamento com MRK-104, MRK-107, DOX e NT em 48 h para cultivos de
monocamada e esferoides. A figura 36 mostra a populagdo de apoptose precoce
maior em cultura celular 2D. Caco-2 2D para 3D nao houve diferenca estatistica
significativa. A apoptose tardia foi maior em esferoides, provavelmente devido a

conformacdo e camadas celulares. Os tratamentos padronizados nas células
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dispostas em monocamada possuem diferenca estatistica significativa em relagéo aos

esferoides que receberam o mesmo tratamento.

Figura 36. Ensaios de anexina V e Pl em células Caco-2 e HT-29 apés tratamento com MRK-104, MRK-
107, DOX e NT em 48 h em modelos 2D e 3D.
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Apoptose precoce e tardia quantitativas de células 2D e 3D analisadas em citometria de fluxo.
Comparacao entre model modelos 2D e 3D *** p < 0,001 e ns= sem significancia estatistica.

As células viaveis (Figura 37) tiveram reducao entre os modelos de células 2D e 3D,
como esperado. A populacéo de células necréticas se manteve no tratamento com
MRK-104 e foi menor em tratamentos com MRK-107.

Figura 37. Ensaios de anexina V e Pl em células Caco-2 e HT-29 apés tratamento com MRK-104, MRK-
107, DOX e NT em 48 h em modelos 2D e 3D.
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Viaveis e necréticas quantitativas de células 2D e 3D analisadas em citometria de fluxo. Comparagéao
entre model modelos 2D e 3D *** p < 0,001, ** p < 0,01 3 ns= sem significancia estatistica.

5.19. Esquema de atividade dos compostos MRK-104 e MRK-107
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Com os efeitos estabelecidos, foi possivel tragar as atividades de agao geradas

pelos selénio-compostos MRK-104 e MRK-107 na figura 38.

Figura 38. Diagrama esquematico do tratamento de Caco-2 e HT-29, onde os Se-compostos aumentam
os niveis de estresse oxidativo, permeabilidade celular e desencadeiam processos antiproliferativos.
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Fonte: adaptado de Ruiz-Torres et al., 2021.
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6. DISCUSSAO

O CCR é um céncer altamente frequente em todo o mundo e amplamente
evitavel por meio de alteragdes nos fatores de risco modificaveis, juntamente com a
detecgdo e remocao de lesbes pré-cancerosas. E continuo o aumento das taxas de
diagndstico nos paises em transicdo e adultos mais jovens. Desta forma ha uma
necessidade urgente de entender melhor e agir sobre os resultados para evitar futuros
casos e mortes pela doenca 2''. As pesquisas nessa area sdo necessarias para um
tratamento mais efetivo e aprimoramento da resposta de sobrevida. Neste contexto
ha estudos com moléculas de Selénio, que € um mineral amplamente avaliado por
seu potencial quimiopreventivo e terapéutico contra o cancer, mas seus efeitos toxicos
sempre foram temerosos e seu uso na alimentacédo e suplementagdo é limitado 2'2,
Para melhorar esses efeitos colaterais, novas moléculas estdo sendo idealizadas,
como os anéis aril selenoester, que agregam seletividade aos tratamentos reduzindo
efeitos colaterais, mas ao modular sua seletividade in vitro e in vivo ainda encontram
barreiras no doseamento 2'3. Compostos fendlicos ligados a selénio também
apresentaram atividade antiproliferativa contra células de cancer de colon (Glso= 3,9
MM) com importante agdo em proteinas reguladoras de resisténcia medicamentosa,
mas n&o apresentaram seletividade (Glso = 3,5 uM para fibroblastos) 2'4. No caso de
MRK-104 e MRK-107, os Se-compostos testadas no nosso trabalho, foi identificado
seletividade em relagdo as linhagens HFF-1 e menor seletividade em relagdo aos
fibroblastos murinos (NIH/3T3), que n&o perdem capacidade proliferativa.

Além dos efeitos colaterais que ocorrem pela toxicidade nas células ndo
tumorais durante o uso da quimioterapia, aqui referenciado pela seletividade, &
importante avaliar o efeito das amostras em 6rgéos adjacentes, como o figado e o rim,
principais 6rgaos, metabolizador e excretor, respectivamente. O efeito sobre as
células hepaticas, usadas in vitro (HepG2) representa um valor preditivo em relagéo a
sua toxicidade hepatica quando sua viabilidade ndo é comprometida 2'5. As amostras
MRK-104 e MRK-107 foram inativas quando usadas para tratar as células da linhagem
HepG2 corroborando para um maior nivel de segurangca destas amostras e
possibilidade de ajuste de concentracdes terapéuticas que podem minimizar efeitos
adversos relacionados ao tratamento. Quanto ao efeito sobre as células 786-0 (renais)
observamos moderada acao antiproliferativa. Pensando na prospecc¢ao de estudos in

vivo, ha necessidade de avaliacbes e maior atengao nos efeitos renais.
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O cancer de célon possui etapas individuais de progressdo tumoral e as
linhagens celulares derivadas correspondentes sao caracterizadas por sua morfologia
e marcadores moleculares, mas podem diferir tanto em suas respostas aos Se-
compostos testados quanto aos ensaios a que s&do submetidos 2'6. Sio duas
linhagens celulares de adenocarcinoma de c6lon humano com vantagens moleculares
distintas. As células HT-29 isoladas de adenocarcinoma primario de colon grau 1 217
e as células Caco-2 em forma bem diferenciada de adenocarcinoma de célon grau 2
48_

Caracteristicas inerentes as células podem influenciar na sensibilidade ao
efeito medicamentoso. Como exemplo ha o TEER, um indicador sensivel da
integridade da barreira fisiolégica exibida por culturas intestinais. E conhecido na
literatura que a resisténcia elétrica trans epitelial de Caco-2 € 4 vezes maior do que
HT-29, o que pode interferir na sensibilidade ao tratamento. De fato, ao comparar o
parametro Glso encontrado para cada linhagem celular, observamos que coincide com
a diferenca de sensibilidade ao tratamento 5% 218,

Analisando a estrutura atividade, pode-se observar que a MRK-107 possui um
grupamento 2-metoxifenil em sua estrutura quimica suficiente para conferir polaridade
e eletrofilicidade em ligacdo ao selénio que por sua vez possui ligagdo ao imidazol,
conhecido por atividades biolégicas versateis que impactam na eficiéncia de
automontagem, estabilidade e farmacocinética.

Estas caracteristicas corroboram com a maior resposta antiproliferativa
estimulada pela MRK-107 com Glso = 2,40 uM e 1,13 yM, assim como MRK-104 com
Glso=11,40 uM e 13,01 uM para Caco-2 e HT-29, respectivamente. Como esperado,
doxorrubicina resultou em um potente declinio dependente da concentragédo do
crescimento celular a 46 yM inibe a topoisomerase I, transcricdo e a replicacdo sao
efetivamente bloqueadas, enquanto o risco de estresse torcional e a probabilidade de
quebras na cadeia de DNA aumentam 219,

Por outro lado, a amostra MRK-104 contém uma estrutura mais limitada nos
angulos de ligacdes o que interfere em termos de interagcdes moleculares, seu anel
aromatico ligado ao Selénio que também se liga ao indol conferem agao antioxidante,
neuroprotetora e anti-inflamatdria segundo a literatura de compostos semelhantes 220.

A microscopia possibilitou a observacdo de alteracbes importantes na
morfologia quando as células Caco-2 e HT-29 foram tratadas com os Se-compostos

(Figura 18 e 19). Em resposta ao tratamento com as amostras, foi observado
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alteragdes celulares como, células com nucleos condensados, sugerindo picnhose,
citoplasma expandido, formagao de bolhas na membrana e saliéncias da membrana,
citoplasma turgido, formacédo de vacuolos e multinucleagdo. Essas caracteristicas
morfolégicas nas células tratadas diferem nitidamente das células controle ou néo
tratadas, as quais mantém-se organizadas em ilhas, com os contatos celulares bem
estabelecidos, volume citoplasmatico preservado e numero de nucleos dentro de seu
padrao ja estabelecido. Esse padréo de resposta também foi observado em estudos
onde células de varias linhagens de cdlon, inclusive Caco-2 e HT-29, foram expostas
a irradiacgao.

As alteragdes morfoldgicas ndao ocorreram na totalidade das células, podendo
algumas delas iniciarem proliferacdo e renovacéo da densidade celular, assim como
acontece nas reincidéncias ou metastase do cancer na pratica clinica. Essa
possibilidade foi avaliada em dois experimentos, o da recuperacao celular e o teste de
citotoxicidade em colbénias. De fato, um grande problema encontrado no CCR ¢é a
recidiva e a metastase, muitas vezes a exposicdo a uma agente citotdéxico causa
alteragdes que as tornam mais invasivas iniciando processos de migragéo celular ou
metastases '. Os compostos MRK-104 e MRK-107 além de diminuir a viabilidade
celular, atribuem diminuicdo acentuada no numero de col6nias e formacgao de novos
clones em comparagao com células sem tratamento, seu efeito citotoxico € suficiente
para reduzirem formag&o e a migragao das células.

Ainda com foco na capacidade de renovagao da massa celular, foi realizado o
ensaio de migragao celular, que verifica a capacidade do conjunto celular polarizar e
ir em diregao a borda oposta na tentativa de fechar o espaco vazio e restabelecer o
contato célula-célula que propicia a organizagdo tumoral. O composto MRK-107 foi
mais efetivo em inibir a migracéo e os resultados em HT-29 possuem menor migragao
individual, isso pode ter influéncia com o fenétipo da célula por ser secretora de muco,
com microvilosidades e microfilamentos que conferem mecanismos protetores. O
teste também foi realizado em células de fibroblasto murino e como desejavel
preencheu a area lacunar em 16 horas o que reforgca a seletividade e a segurancga de
menor possibilidade a metastase e neoangiogénese, pois o ciclo celular de NHI/3T3
ocorre em menos de 20h. Apesar de resultados significativos, seria importante
elucidar a agdo com analises da expressao de integrinas e metaloproteinases.
Também é sugestivo que o Selénio do composto participe do processo de cicatrizagéo

de feridas, visto que certas selenoproteinas como GPX-1, GPX-4, selenoproteina S e
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selenoproteina P se combinam para realizar varias reagdes, como atividades
antioxidantes, inibicdo de citocinas inflamatérias e eliminacdo de peroxinitrato (um
super ion radical) na fase inflamatéria '°. O estudo do selénio sempre foi inerente ao
cancer de colon, ora como quimiopreventivo, ora como marcador ou ainda integrante
de selenoproteinas essenciais as funcgdes vitais ?2'. Os compostos de selénio acabam
doando Se para a biossintese de selenoproteinas, com mecanismos alternativos
podem proporcionar agdes de regulagao de ciclo celular, inibir invasdo tumoral e
induzir apoptose 222,

O sistema redox desencadeia varias funcdes a moléculas que sao seleniladas,
como exemplo temos a glutationa que € uma selenoproteina. As espécies reativas ao
oxigénio podem surgir a partir de modificacbes do grupo tiol e reagdes de
selenoproteinas 222, Os compostos de selénio quando reduzido desencadeia
simultaneamente a producao do radical superdoxido e em excesso seus efeitos pro-
oxidantes culminam em danos ao DNA, proteinas, organelas e membranas, ativando
o processo de morte celular por diferentes vias de morte celular, incluindo apoptose,
necroptose, necrose e autofagia ?*. A progressdo do ciclo celular governa a
proliferacao celular, entdo, sua parada em resposta ao estimulo é indispensavel para
reparar o dano celular, e os mecanismos de controle para dificultar a transigao do ciclo
celular apds o dano celular sdo chamados de checkpoints do ciclo celular 22°, De
acordo com essa reducdo, sabemos que a morte celular foi causada pela interrupgao
da distribuigdo do ciclo celular no estagio sub-G0/G1 comprovada pela reducdo da
expressao de ki-67.

Os compostos heterociclicos de selénio podem causam perda de potencial de
membrana mitocondrial e indugdo de apoptose independente de caspase 225, essa
ocorréncia pode ser correlacionada ao facil desprendimento de células apds os
tratamentos, assim como a inibicdo do crescimento celular também por ativacao
parcial das caspases 3 e 7. Como forma de manutencdo da mucosa colbnica as
células epiteliais normais expressam a proteina BAX pré-apoptdotica e as células-
tronco sao ricas em proteina anti-apoptotica BCL-2, portanto a taxa de proliferagao €
maior na base das criptas, enquanto a apoptose ocorre principalmente na superficie
luminal do epitélio colénico 227,

As caspases 3 e 7 tém funcgao efetora e jusante de ambas as vias apoptoticas
intrinseca e extrinseca e sua ativagao foi observada em ambas as linhagens celulares

tanto em modelo de cultivo 2D quanto em 3D, porém com mais expressao nas células
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Caco-2 e no tratamento controle, DOX demonstra ativacao intensa também. Houve
inducdo da externalizacdo da fosfatidilserina e da ativacdo de caspases efetoras,
esses dados mostraram que ambas as vias extrinseca e intrinseca foram
responsaveis por apoptose celular induzida por MRK-104 e MRK-107. A inducéo de
apoptose esta intimamente ligada a cadeia redox celular, se EROS estdo em grande
quantidade a peroxidacao de lipidios e oxidagao da glutationa, acompanhadas pelo
colapso das MMP e reducéo da atividade mitocondrial sera reflexo de dano aos muitos
constituintes celulares, fato que colabora com parada do ciclo celular e apoptose 22%
229 Microambiente tumoral serve como uma marca registrada do cancer e uma melhor
compreensao da geragdo de EROS pelas células componentes do TME ¢é
fundamental para aprimorar as opgdes terapéuticas e os resultados clinicos 220.

A via fosfoinositol-3-quinase (PI3K) possui estudos no cancer humano porque
€ importante para o ciclo celular, proliferagao, crescimento, sobrevivéncia, sintese de
proteinas e metabolismo da glicose, as células em condigdes hipdxicas desregulam a
mTOR, ou seja, o caminho do sinal AKT-mTOR que é ativado em 70% dos casos 3'.
Em contrapartida, a hipoxia deixa as células intestinais susceptiveis as EROS e
inflamacdes. O cancer de colon esta associado a inflamacgao, crucial em todas as
etapas da tumorigénese do codlon, incluindo iniciagdo, invasdo, progressdo e
metastase 232, Durante a inflamag&o metaloproteinases de matrix (MMP), peroxidades
de hidrogénio, catadores de metal e peroxidades lipidicas sdo liberadas, neste
momento as glutationas peroxidases agem para evitar a reagdo de Fenton ou reagao
de Haber-Weiss, mas se houver disponibilidade de selénio essas glutationas séo
restringidas e aumentam as chances de dano celular %',

N&o é por acaso que as investigagdes em ensaios clinicos de diferentes
terapias direcionadas contra Akt, PI3K e mTOR sdo mantidas sob discusséo 8. A
mTOR também tem interagdo com a via de sinalizagao WNT (sitio de integragdo sem
asas) responsavel pelo desenvolvimento das criptas que se torna inadequado pela
perda do gene APC 5% 231, EROS sao conhecidos por mediar o estresse via ativagao
JNK/P38 e induz apoptose em varias células cancerigenas humanas, essas quinases
regulam as vias de sinalizagdo de tensao relacionadas ao gene expressao, morte
celular e regulagéo da senescéncia celular através de TNFa 233,

Os niveis de expressdo de Ki-67 foram reduzidos significativamente nos
tratamentos com MRK-104 e MRK-107, o indice de ki-67 em células proliferativas

costuma ser de 2,4 a 3, comprovando quiescéncia celular dependente da
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concentragéo 234, Pesquisadores reiteram que niveis extremamente baixos de Ki-67
persistem em células que recentemente pararam de proliferar e entraram em
quiescéncia, ao contrario de senescéncia onde ndo se encontra o marcador %. A
diminui¢ao da proliferacédo celular e indugdo de morte por apoptose é proporcional a
inibicdo da progressao da divisao celular. A agdo de Se-compostos sob o ciclo celular
constata que aumenta células na fase sub-G1 e o bloqueia a fase S, em células Caco-
2 e HT-29. Na literatura os compostos contendo selénio em suas estruturas foram
conduzidas a morte tanto por apoptose quanto por necrose e com alta relagdo ao
aumento de EROS 235,

As duas linhagens exibiram a formagao de esferoides tumorais multicelulares
bem definidos em micromoldes, com agao de integrinas e interagbes células-células
na formacao de matriz extracelular, as culturas tridimensionais (3D) tém o potencial
de aumentar o valor preditivo da pesquisa pré-clinica de medicamentos e preencher
a lacuna para antecipar o resultado clinico dos tratamentos propostos &4
Essencialmente, sua morfologia esférica diminui a viabilidade celular, varios estagios
de células compreendem esses esferoides ou agregados 3D, incluindo células
proliferativas, quiescentes, lesionadas por vias de morte induzidas a apoptose, hipdxia
€ necrose.

Compostos com atividade inddlica no cancer costumam induzir apoptose, inibir
a sinalizagdo de NF-kB / Akt / survivina, tém seletividade e ainda reduzem a
capacidade de invasdo metastatica associada a regulacédo de PTEN e E-caderina,
MRK-104 sensibiliza as células para a atividade indutora de apoptose e parece ter um
efeito tardio, mas efetivo em relacao a repreender a transcricao associada a transigao
mesenquimal epitelial '®2. Os derivados inddlicos sdo indicados como aliados na
maximizacado do efeito de quimioterapicos, a combinagao pode ser interessante na
redugdo de toxicidade e doses 8% 236,

MRK-107 remete a uma abordagem de combinagédo baseada no acumulo do
estresse oxidativo e na quebra de moléculas de sinalizagdo necessaria para a
atividade proliferativa das células cancerigenas, mudando o potencial de membrana
inicia o efluxo de citocromo C que, consequentemente, ativa a caspase-3 e a caspase-
9 sdo0 dados que descrevem a atividade de protoétipos imidazoélicos em CCR 237238, 239,

Anoikis € um obstaculo a ser superado em casos de metastase, a via de
oxidagao de acidos graxos € ativada em células CCR destacadas o que contribui para
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o estresse oxidativo ?4°, os compostos MRK s3o efetivos na redugdo da ancoragem
celular e podem induzir nestas células CCR destacadas o efeito anoikis.

Os selénio-compostos atingiram o objetivo de gerar atividade antiproliferativa
em ambas as linhagens celulares relacionadas ao cancer de célon. Caco-2 e HT-29
tiveram vias de mortes ativadas em MRK-104 e a concentracdo de maior interesse foi
a sua GI50, pois em alguns experimentos o dobro dessa concentragdo néao
demonstrou dose dependéncia. MRK-107 gerou respostas relacionadas a dose
dependéncia e maior sensibilizagao celular.

E sabido que dentre as diferencas de acao citotdxica no modelo 3D em relacéo
ao 2D o tratamento nao possui distribuicdo uniforme devido ao comportamento
organizacional das células tumorais que € propicio a condi¢des hipdxicas com
vascularizagéo pobre dentro dos nucleos necroticos esse gradiente terapéutico pode
ser observado na coloragao diferencial com laranja de acridina e brometo de etideo e

na perda dos arranjos celulares em trés zonas diferentes e sensibilidade variavel 24",

7. PERSPECTIVAS

++ A solubilidade dos compostos pode ser melhorada aplicando uma tecnologia
farmacéutica.

s Aprimorar o microambiente tumoral e a sinalizagdo por co-culturas com
fibroblastos e células endoteliais em esferoides 3D.

+» Possibilidade de ensaios que proporcionem um maior entendimento do
mecanismo de agao de MRK-104 e MRK-107 em células Caco-2 e HT-29, como
a geracao de EROs, inflamacéo e vias alternativas de morte.

% Pesquisas de efeito sinérgico.

« Aprimoramento de ferramentas analiticas disponiveis para analises de alto

rendimento e alto conteudo.

8. CONCLUSAO

Os compostos MRK-104 e MRK-107 apresentam efeito antiproliferativo em
células em monocamadas e tridimensional, com seletividade. MRK-107 alcanga o
efeito antiproliferativo com maior eficacia e gera maior desprendimento celular aliado

ao estresse oxidativo que ativa outras vias de morte celular, dentre elas a apoptose,
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anoikis e quiescéncia. De acordo com a atividade evidenciada, os compostos MRK-
104 e MRK-107 se apresentam como promissores a serem testados em modelos in

vivo e demais avaliagbes como agentes antitumorais.

9. LIMITAGOES DO ESTUDO

Foi investigado o impacto dos Se-compostos na proliferagcdo das células
colénicas. Os resultados sugerem que o tratamento tem resposta pré-oxidativa, gera
dano membranar e proteico, reduz atividade de proliferagcdo pelo marcador ki-67 e
efeito metastatico em cultura de monocamada. A cultura tridimensional demanda
cuidados e apresenta maior resisténcia ao tratamento, devido as barreiras de
permeabilidade a dose estipulada deve ser planejada de acordo com calculos da
cultura convencional para o tempo de tratamento desejado. Nos proximos tratamentos
deve ser considerado a diferenca da quantidade de células tratadas em monocamada
em relacdo as ceélulas 3D pala ajuste de volume e interagdes moleculares. O modelo
3D exibiu caracteristicas morfologicas aprimoradas, visto que MRK-104 e MRK-107
tiveram consideravel agao antiproliferativa, apesar das barreiras fisiolégicas. Os se-
compostos além de seletivos, ndo inibem a migracdo em células normais e atingem
degradagao das interagcées de matriz extracelular na conformacgao 3D. O ciclo celular
corrobora com a atividade antiproliferativa evidenciando redugao de ki-67 e aumento
de células no momento de quiescéncia. Houve danos morfoldgicos inflamatérios e
estresse oxidativo com o aumento de TBARS. Os compostos de selénio, possuem
potencial para eventos de morte celular por outras vias que sugerem processos
oxidativos, inflamatodrios e apoptotico nas linhagens Caco-2 e HT-29, contudo ha
melhorias que devem ser pensadas para a construcdo da conformacao celular 3D. E
importante salientar a necessidade de uma analise mais robusta com ferramentas de

alto rendimento e linearidade para a pesquisa pré-clinica do cancer.
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Abstract: Colon cancer incidence rates are increasing annually, a scenario aggravated by genetic
and epigenetic alterations that promote drug resistance. Recent studies showed that novel synthetic
selenium compounds are more efficient and less toxic than conventional drugs, demonstrating
biocompatibility and pro-oxidant effects on tumor cells. This study aimed to investigate the cytotoxic
effect of MRK-107, an imidazo [1,2-a]pyridine derivative, in 2D and 3D cell culture models of colon
cancer (Caco-2 and HT-29). Sulforhodamine B results revealed a GI50 of 2.4 uM for Caco-2, 1.1 uM
for HT-29, and 22.19 uM for NIH/3T3 in 2D cultures after 48 h of treatment. Cell recovery, migration,
clonogenic, and Ki-67 results corroborated that MRK-107 inhibits cell proliferation and prevents cell
regeneration and metastatic transition by selectively reducing migratory and clonogenic capacity;
non-tumor cells (NIH/3T3) re-established proliferation in less than 18 h. The oxidative stress markers
DCFH-DA and TBARS revealed increased ROS generation and oxidative damage. Caspases-3/7 are
activated and induce apoptosis as the main mode of cell death in both cell models, as assessed by
annexin V-FITC and acridine orange/ethidium bromide staining. MRK-107 is a selective, redox-active
compound with pro-oxidant and pro-apoptotic properties and the capacity to activate antiproliferative
pathways, showing promise in anticancer drug research.

Keywords: ROS generation; oxidative damage; cytotoxicity; cancer; cell death; selenium

1. Introduction

More than 1.9 million cases of colon cancer are detected each year worldwide, and,
for half of these cases, the outcome is death [1,2]. Colon cancer patients may develop
drug resistance, resulting in reduced treatment efficacy and the need for chemotherapy [3].
Tumor biological behavior is evaluated through pathological characteristics and molecular
markers that indicate the prognostic value of colorectal cancer, assisting in the search for
new drugs with more effective responses and lower toxicity [4]

Organoselenium compounds have interesting anti-cancer properties, attributed to their
biocompatibility and pro-oxidant effects on tumor cells [5-9]. These compounds have been
shown to inhibit colon tumor growth in HT-29 and Caco-2 cells, but their efficacy still needs
improvement [10,11]. Selenylated imidazo [1,2-a]pyridine, a synthetic organoselenium
compound, causes reactive oxygen species (ROS)-induced oxidative damage, which may
promote cancer cell death [12-15]; however, the synthetic compound needs to be modulated
by including functional groups in the selenium-bound portion for enhanced selectivity
toward cancer cells [16-19].
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Three-dimensional (3D) cell spheroid models are known to mimic the tumor microenvi-
ronment, having been successfully used for drug screening and the study of tumor growth,
proliferation, invasion, micrometastasis, and immune cell interactions [20,21]. Another
advantage is the reduction in animal experimentation, which is beneficial for ethical and
scientific reasons, given the discrepancies in responses between species and the difficulty
in extrapolating results to humans [22].

Thus, in view of our continuing interest in biologically relevant organoselenium
compounds and functionalization of imidazo [1,2-a]pyridines [23-30], this study aimed to
investigate the effect of MRK-107 in two-dimensional (2D) and 3D (spheroid) models of
colon carcinoma, with a focus on induction of cell death by proliferative, inflammatory,
apoptotic, or multiple oxidative stress-related pathways.

2. Results
2.1. MRK-107 Selectively Decreased Caco-2 and HI-29 Viability in Monolayers, Affording Colony
Reduction and Impaired Healing/Recovery

The effect of MRK-107 (0.635-635.570 uM) on the viability and recovery of Caco-2
and HT-29 cells was assessed by the sulforhodamine B (SRB) assay (Figure 1). MRK-107
(Figure 1A) significantly reduced the viability of Caco-2 and HT-29 cells after 48 h at
concentrations of 6.355, 63.55, and 635.57 uM (Figure 1B), with a half-maximal growth
inhibitory concentration (Glsg) of 2.40 uM for Caco-2 and 1.13 uM for HT-29.

== O
A
" Caco—2 Glso=2.40 + 0.57 uM
D, . HT-29 Glso = 1.13 + 0.46 UM
- N \ a3
SICaco—2= 9.24
\ —
N 3T3
Slar o= 19.63
MRK-107

M Caco-2 MKR-107 viability
Caco-2 MKR-107 recovery

@ HT-29 MKR-107 viability
HT-29 MKR-107 recovery

0.635 6.355 63.557 635.570
Concentration (uM)

Figure 1. Structure of MRK-107, a selenylated imidazo [1,2-a]pyridine derivative, and its effect on cell
viability at different concentrations (0.6-635.57 uM). (A) Structure of MRK-107, G5 against Caco-2
and HT-29, and selectivity indices (SI). (B) Viability and recovery of Caco-2 and HT-29 cells after 48 h
of treatment with MRK-107; *** p < 0.001. Effects on viability were significant at 6.355, 63.55, and
635.57 uM MRK-107. A recovery of less than 50% was deemed irrelevant.

Furthermore, exposure of Caco-2 and HT-29 cells to Glsp and double the Glsy (DGlsp)
induced a significant decrease in clone formation (Figure 2A), as well as in migration/healing
(Figure 2B). These results suggest that, after 48 h of exposure, the cytotoxic effect of
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MRK-107 is independent of incubation time and HT-29 cells are more sensitive to long-
term MRK-107 exposure than Caco-2 cells. MRK-107 at DGI5y was effective in inhibiting
migration. HT-29 cells exhibited reduced individual migration, attributed to the phenotype
of the cell line.
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Figure 2. Cytotoxicity and proliferation assays of colon cancer cells treated with MRK-107 and their
quantitative analysis. (A) Colony formation in the negative control (NC) and Caco-2 and HT-29 cells
at 48 h after treatment with MRK-107 or doxorubicin (DOX, positive control) and their quantita-
tive analysis. (B) Cell migration of Caco-2 and HT-29 and their quantitative analysis; *** p < 0.001
compared with NC. 100x magnification.

2.2. MRK-107 Reduces Proliferation

The Ki-67 index was determined after treatment of Caco-2 and HT-29 cells with
MRK-107 at GIsp and DGI5g. The proliferation index was higher in untreated cells, which
translates clinically into hyperproliferation, low tumor differentiation, and worse prognosis.
A reduction of Ki-67 expression by at least 14% represents a loss of proliferative capacity,
having a direct impact on cell cycle activity. MRK-107 afforded reductions of 50% and 45%
in Caco-2 and HT-29 proliferation, respectively (Table 1).

Table 1. Cell proliferation index of Caco-2 and HT-29 at 48 h after treatment with MRK-107.

Cell Line Treatment Proliferation Index

Negative control 2.67 £0.25

C » Doxorubicin 1.65+0.27 a

aco- Glso 132+0.15a

DGI50 1.25+0.14a

Negative control 241+£022a

Doxorubicin 144 £0.19a

HT-2% Glsp 1734027 a

DGI5O 1334+ 0.13a

G159, MRK-107 concentration causing 50% cell growth inhibition; DG15y, double the Glsy. Means followed by
lowercase letters indicate significant differences at p < 0.001 in relation to the negative control.
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2.3. MRK-107 Causes Oxidative Stress, Generates Protein Damage, and Ruptures DNA in Caco-2
and HT-29 Cells in Monolayer and Spheroid Cultures

Oxidative stress caused by MRK-107 treatment was quantified using 2,7-dichlorofluorescein
diacetate (DCFH-DA). The negative control showed low fluorescence intensities compared
with the positive control and MRK-107-treated samples (Figure 3A). In MRK-107 treatments,
fluorescence was observed in both cell lines. The TBARS content of Caco-2 remained
constant even under increasing MRK-107 concentrations; in HT-29, however, there was a
reduction of oxidative damage at the highest MRK-107 concentration, although TBARS
content was high (Figure 3B).
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MRK-107 at Glsg MRK-107 at Glsg
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Figure 3. Oxidative stress in colon cancer cells in response to MRK-107 treatment. (A) DCFH-DA
staining in the negative control (NC) and Caco-2 and HT-29 cells at 48 h after treatment with MRK-107
or doxorubicin (DOX, positive control). (B) TBARS content of Caco-2 and HT-29 cells at 48 h after
treatment, as assessed by spectrophotometry. *** p < 0.001 compared with NC. Scale bar = 20 pm.

2.4. MRK-107 Activates Caspases-3/7 in Caco-2 and HT-29 Cells in Monolayer and
Spheroid Cultures

The effect of MRK-107 on caspase-3/7 activities was determined to confirm the flow cy-
tometric results of spheroid cultures. The apoptotic cell death marker CellEvent (Figure 4A)
and PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 (Figure 4B) were used for flow cytometry assays.
MRK-107 increased caspase-3/7 activities after 24 h of treatment in both cell lines at
both concentrations.
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Figure 4. Caspase-3/7 activities in colon cancer cells treated with MRK-107. (A) Fluorescent signals
of the negative control (NC) and Caco-2 and HT-29 cells at 24 h after treatment with MRK-107 or
doxorubicin (DOX, positive control), as assessed using the CellEvent kit. (B) Caspase-3 activity in 3D
cultures of Caco-2 and HT-29 at 24 h after treatment, as assessed by flow cytometry. Scale bar = 20 pm.

2.5. MRK-107 Induces Apoptosis of Caco-2 and HT-29 Cells

MRK-107-induced cell death of Caco-2 and HT-29 was evaluated using differential
fluorescent staining with acridine orange and ethidium bromide. MRK-107 was used at
the Glgq for Caco-2 (2.40 uM) and HT-29 (1.13 uM), as well as at the DGI5, in 2D and 3D
cultures. In monolayer cultures treated with MRK-107, there was a dose-dependent loss of
anchorage and presence of early-stage apoptotic cells, as evidenced by the yellow-green
fluorescence of the cell nucleus. Stains were located asymmetrically within cells. With
increasing MRK-107 concentration and treatment duration, the number of early-stage
apoptotic cells increased. Late-stage apoptotic cells, characterized by concentrated and
asymmetrically located orange nuclear staining, were also detected (Figures 5 and 6).
Necrotic cells increased in volume and showed orange-red fluorescence.
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Figure 5. Cell death in response to MRK-107 in 2D and 3D cultures of Caco-2 and HT-29 at 48 h
after treatment, as assessed using acridine orange and ethidium bromide staining. In the negative
control (NC, normal cells), note the circular nucleus uniformly distributed in the center of cells.
MRK-107 and doxorubicin (DOX, positive control) treatments resulted in early and late apoptotic cells,
with the nucleus showing yellowish-green fluorescence by acridine orange staining. (A) Acridine
orange/ethidium bromide staining of 2D and 3D Caco-2 cell cultures and the cells after 48 h of
treatment in spheroid molds. (B) Acridine orange/ethidium bromide staining of 2D and 3D HT-29
cell cultures and the cells after 48 h of treatment in spheroid molds. Scale bar = 100 um.

The 3D culture showed higher staining definition, with signs of advanced apoptosis,
vacuole formation, and textural changes in cell interactions after treatment with MRK-107.
The percentages of viable, early apoptotic, late apoptotic, and necrotic Caco-2 and HT-29
cells are shown in Figure 6. The annexin V-FITC/propidium iodide assay was used to
determine the cell death profile of 2D and 3D cultures. Caco-2 and HT-29 cells showed
reduced viability, with significant differences between cell lines and culture types. MRK-107
toxicity was found to be dose-dependent. The 2D culture had high peaks of early cell death,
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whereas the 3D culture had mainly late apoptosis peaks. Overall, there was a low presence
of necrotic cells, being lowest in the HT-29 3D model. Regardless of the cell model used,
MRK-107 demonstrated pro-apoptotic action at both concentrations, as assessed using the
annexin V-FITC detection kit.
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Figure 6. Annexin V and propidium iodide results of negative control (NC) and Caco-2 and HT-29
cells in 2D and 3D models at 48 h after treatment with MRK-107 or doxorubicin (DOX, positive
control). Fluorescent population of necrotic, viable, early apoptotic, and late apoptotic cells in 2D and
3D cultures, as evaluated using flow cytometry. Asterisks indicate significant differences between 2D
and 3D models; *** p < 0.001, ** p < 0.01 and * p < 0.05; ns—not significant.

3. Discussion

The numerous mutations of colon cancer cells contribute to the poor prognosis of the
disease. The incidence and mortality rates of colon cancer are predicted to increase [31], un-
derscoring the importance of improving the survival response, whether through diagnostic
markers or chemotherapy [32]. Selenium has been widely evaluated for its chemopre-
ventive potential, but its toxic effects are a cause for concern and its use in food and
supplementation is limited [33,34]. New molecules, such as aryl selenoester, may en-
hance treatment selectivity, thereby minimizing side effects [35]. The selectivity indices
of MRK-107 for Caco-2 (9.24) and HT-29 (19.63) were excellent, demonstrating that the
compound can be used without altering the proliferative capacity of normal cells. The cell
inhibition concentrations of MRK-107 were 2.40 uM for Caco-2 and 1.13 uM for HT-29,
representing high anticancer activity [36]. Both cell lines originate from the same region
of the colon but have specific characteristics in terms of transepithelial /endothelial resis-
tance [37]. For instance, the physiological barrier of Caco-2 cells is four times more resistant
than that of HT-29 cells. This fact might be related to the two-times higher Gls, for Caco-2
as compared with HT-29.

A previous study showed that compounds with a similar chemical structure to
MRK-107 exhibited moderate activity in vitro and in vivo [38]. Other selenium compounds
were shown to have potent anticancer activity against colon cancer cells (Gl5p = 3.9 uM)
but no selectivity (Glsp = 3.5 uM for fibroblasts); structural modification with the aim
of increasing selectivity resulted in moderate anticancer activity [39]. Chemical modifi-
cation of MRK-107 with 2-methoxyphenyl seems to be sufficient to confer polarity and
electrophilicity when binding to selenium; organoselenium compounds can act as redox
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modulators, showing preference for malignant cells and protecting normal cells [40]. The
methoxy group reflects a greater possibility of oxidative reactions; thus, MRK-107 has more
intense lipoperoxidation because it generates damage to the thiol groups [41]. Another ally
in the structure-activity relationship of selenium organocompounds is methyl attached to
the aromatic ring, which affects the mitochondrial membrane potential and facilitates the
apoptotic process [42]. Cytotoxic effects during treatment may be followed by recovery of
proliferation or permanent damage, which leads to cell death [43]. Previous research with
selenium compounds showed decreased migration and invasion of cancer cells. MRK-107
caused permanent damage, leading to inefficient proliferation recovery, as evaluated using
standards that disregard <50% cell growth; these findings demonstrate that MRK-107
also prevents new clone formation in the long term [44,45]. The proliferation index of
cancer cells was 2.4-3, demonstrating concentration-dependent cellular quiescence [46].
MRK-107 reduced the proliferative index by 29% at Glsy and by at least 45% at DGI5y. The
decrease in cell proliferation and induction of cell death by apoptosis was proportional to
the inhibition of cell division progression. Selenium compounds were found to increase
the proportion of Caco-2 and HT-29 cells in the sub-G1 phase by blocking the progression
to the S phase [47]. Some cytotoxic treatments involving selenium, such as MRK-107, are
dependent on caspases to generate cytotoxicity [48].

MRK-107 is a selenoether prone to oxidize and release redox-active compounds [49].
A possible mechanism of action of MRK-107 through redox shift toward oxidation would
involve the cross-linking of protein thiol groups and the promotion of ROS generation,
propitiating lipid peroxidation events, DNA damage, mitochondrial respiratory chain
destruction, and protein modifications [50]. The increased fluorescence of DCFH-DA is
interpreted primarily as resulting from the increased production of free radicals mediated
by hydrogen peroxide, a product of nitric oxide and superoxide reactions [51]. In the 2D
model, we detected the most expressive oxidative stress in HT-29 cells. In the 3D model,
peroxidation was also highest in HT-29, but values decreased at the highest concentration.
In Caco-2 cells, DCFH-DA fluorescence was stronger in the 2D model. In the 3D model, ox-
idative damage reached a plateau at the highest doses, thereby indicating a great possibility
of damage to cell membranes, proteins, amino acids, and DNA [52].

Oxidative stress in the tumor microenvironment has a pro-inflammatory action di-
rected at enhancing antitumor immunity and inducing cell death signaling pathways [53].
There are several intermediate forms of cell death with apoptotic and necrotic morpho-
logical features. It is possible to gain insight into such processes by analyzing membrane
permeability [54]. Caspases—3 and —7 have an effector function and act downstream of
both intrinsic and extrinsic apoptotic pathways [55]. MRK-107 produced expressive results
in both 2D and 3D culture models, but activation was more intense in Caco-2 cells upon dox-
orubicin (DOX) treatment. It is known that the cytotoxic action of compounds commonly
differs between 2D and 3D models. This discrepancy is due to the organizational behavior
of tumor cells, which are prone to produce necrotic regions with poor vascularization and
hypoxic conditions, creating a therapeutic gradient. Such a gradient can be observed by
differential staining with acridine orange and ethidium bromide, which reveals the loss of
cellular arrangements in three different zones and of variable sensitivity [56].

The main type of cell death was early apoptosis in the 2D model and late apoptosis in
the 3D model. Apoptosis susceptibility is determined by interactions between cells, the
cell matrix, and ROS production/signaling. In the MRK-107 treatment, it was possible
to observe cell deformation and vesicle formation at Glsg. At DGI5g, the apoptotic effect
was evident. A better understanding of ROS generation by cells that constitute the tumor
microenvironment is critical to improve therapeutic options and clinical outcomes [57].
The 2D culture overestimates MRK-107 toxicity, but the 3D model achieved more than 50%
toxicity at low MRK-107 concentrations. Treatment reduced cell anchorage, characterizing
anoikis. As this process depends on activation of oxidation by the detached cell [58],
MRK-107 is believed to act via DCFH-DA, TBARS, and annexin V.
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Recreating appropriate epithelial-extracellular matrix interactions is a challenge and
we are moving toward more robust analyses [59]. Our 3D models supported the formation
of an epithelium with a tissue layer similar to the stroma, and MRK-107 was able to disrupt
this construction. The Notch proliferation pathway is overexpressed in colon cancer and
acts on cell interactions; however, MRK-107 appears to precisely reduce dysregulated
expression due to the loss of cell-cell interactions [60]. Other signaling pathways related
to reduced cell growth, reduced migration, and increased apoptosis, such as PI3K/Akt,
MAPK/ERK, and Wnt/ 3-catenin, might have been inhibited by MRK-107 treatment [61].
Selenium compounds can inhibit -catenin, a molecule that generates drug resistance and
whose inhibition increases cytotoxicity [62]. In colon cancer, the methylation of histones
H3 in K9 generates resistance to the 5-flu chemotherapy, but selenium compounds are
associated with the inhibition of these histones and thus the expression of Fas increases
and stimulates apoptosis [63,64]. Thus, MRK-107 acts through a combined mechanism
based on the accumulation of oxidative stress and the breakdown of signaling molecules
necessary for the proliferative activity of cancer cells. Alteration of the membrane potential
initiates cytochrome c efflux, which consequently activates caspases-3 and -9. These
effects are similar to those of imidazole-derived compounds used to treat colon cancer [65].
Moreover, selenium is considered a promising anticancer agent with lower toxicity, higher
bioavailability, and a broad spectrum of biological activities, including antioxidant activity,
which allows modulation of aberrant proliferation pathways and activates inflammation,
apoptosis, and other cell death-related pathways [66,67].

4. Materials and Methods
4.1. MRK-107 Synthesis

The selenylated imidazo [1,2-a]pyridine MRK-107 was synthesized by reaction of
imidazo [1,2-a]pyridine with diselenide via C(sp?)-H bond selenylation, as previously
reported by us [68-71].

4.2. Cell Lines and Treatments

Caco-2 (HTB-37) and HT-29 (HTB-38) cell lines were purchased from American Type
Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA). Both cell lines were grown in monolayer
under the following conditions: 100% humidity, 37 °C, and 95% air, and 5% CO; atmo-
sphere. Cells were grown in RPMI 1640 (Gibco (Waltham, MA, USA), Life Technologies,
Austin, TX, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco, Life Technologies,
USA). Three-dimensional model cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM) (Gibco, Life Technologies, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Gibco, Life Technologies, USA). Both complete growth media were also supplemented
with 50 IU/mL penicillin/streptomycin (Gibco, Life Technologies, USA). Cells were col-
lected after the third passage at the logarithmic growth phase. Trypan blue (Sigma—Aldrich,
Burlington, MA, USA) was used to count live cells. MRK-107 was synthesized, and a stock
solution of MRK-107 was prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma—-Aldrich, USA).
Cells were exposed to MRK-107 and DOX (positive control) (Eurofarma, Brazil) for 48 h.

4.3. Cytotoxicity Assay

The cytotoxicity of MRK-107 and DOX was determined using SRB (Sigma—Aldrich, USA).
Caco-2, HT-29, and NIH/3T3 were seeded in 96-well plates at a density of 3 x 10° cells/mL
per well. After overnight culture to reach logarithmic growth, MRK-107 (0.635-635.57 uM)
and DOX (0.046-48 uM) were added, and cells were incubated for 48 h. The cells were
fixed with 20% trichloroacetic acid and, after rinsing and drying, stained with 0.1% SRB.
The controls were DOX (positive control), negative control, sample blank, and reading at
time zero (before treatment). The optical density was obtained at 540 nm by using a 96-well
microplate reader (SpectraMax 190, Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA) [72]. The
results are the mean of three independent experiments (1 = 3). GraphPad Prism software
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was used to calculate the concentration that reduces the growth of treated cells by 50% with
respect to untreated controls (Glsp) [73].

4.4. Selectivity Assay

The selectivity index was calculated as the ratio of the Gls( of the test compound for
non-tumor cell lines (3T3/NIH) to the Gls( for cancer cells (Caco-2 and HT-29) [74].

4.5. Assay

To study the recovery in cell proliferation after drug removal, we first treated Caco-2
and HT-29 cells as described above (Section 4.3). Then, the medium was removed and
replaced with fresh medium without the drug. The rate of cell recovery was assessed over
the subsequent 48 h by the SRB assay. Cell viability results were compared between the
treatment plate and the plate that was washed and kept in culture after treatment [75].

4.6. Clonogenic Assay

Caco-2 and HT-29 cells were plated in 6-well plates at a density of 500 cells/mL and
treated for 48 h with or without MRK-107 at GI5q or DGIg5y. DOX was used at 3.68 uM. After
incubation, the medium was removed and replaced with fresh drug-free medium. After
9 days, the supernatant was removed and colonies were fixed with 10% formaldehyde for
15 min, stained with 0.5% crystal violet for another 15 min, and counted under an inverted
microscope [76]. The number of colonies was counted using Image] software (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) [77].

4.7. Wound-Healing Assay

Caco-2 and HT-29 cells were seeded at a density of 2 x 10° cells/mL in 24-well plates.
When cells reached 80% confluence, the supernatant was discarded and the cell monolayer
was scraped to create a straight-line gap. Treatments were as follows: MRK-107 at Gls
and DGIsp, negative control, and DOX at 3.68 uM. The results were analyzed after 48 h of
incubation by Image] program (National Institutes of Health, USA) [78].

4.8. Ki-67 Staining

Caco-2 and HT-29 were plated at a density of 5 x 10° cells/mL and incubated with
MRK-107 at G5y or DGI5p, a negative control solution, or DOX at 3.68 uM for 48 h. Cells
were trypsinized and centrifuged. The supernatant was discarded, and cells received the
addition of 100 pL of PBS with pre-diluted Ki-67 antibody [79]. Plates were incubated at
4 °C in the dark for 30 min and then centrifuged and washed with PBS. Readings were
taken using a CytoFLEX cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Data were analyzed
using Flow]o software version 10.8 (BD Life Sciences, Franklin Lakes, NJ, USA).

4.9. DCFH-DA

Caco-2 and HT-29 cells were seeded at a density of 5 x 10° cells/mL and treated
with MRK-107 at GIsy or DGI5, a negative control solution, or DOX at 3.68 pM for 48 h.
Staining was performed using 5 uL of 2/,7-dichlorofluorescein diacetate (Sigma-Aldrich,
USA) diluted in DMSO [80]. Stained cells were observed under a fluorescence microscope.

4.10. Spheroid Formation

For spheroid formation, a suspension containing 2 x 10° cells in 120 uL of agarose-
supplemented DMEM was pipetted into micromolds (MicroTissues® 3D Petri Dish®,
Sigma-Aldrich) and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% CO;. Caco-2
and HT-29 cells were used. Treatments were as follows: MRK-107 at GIsg and DGIgq (1.13
and 2.26 uM for Caco-2 and 2.4 and 4.8 uM for HT-29, respectively), DOX at 3.68 uM, and
untreated spheroids [81]. The proportion of cell aggregation was monitored at different
time points by light microscopy The collection of spheroids for testing was carried out
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with pipettes and cell dissociation was performed with enzymatic action (0.25% trypsin
solution) [82].

4.11. TBARS Assay

Lipid peroxidation levels were determined spectrophotometrically at 535 nm in the
spheroid homogenate by the thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) method [83].
TBARS values were calculated using a molar extinction coefficient of 153 mM/cm. The
absorbance of a pink chromophore was measured in triplicate, and values are expressed as
nmol TBARS/mg protein.

4.12. Caspases-3/7

Caspase-3/7 activities were detected using the CellEvent™ Caspase-3/7 Green Detec-
tion Reagent (Life Technologies). Caco-2 and HT-29 cells were seeded (1 x 10° cells/mL)
in 6-well plates and treated for 48 h. After incubation, cells were labeled with 100 uL
of the reagent and observed under a fluorescence microscope [84]. For spheroids, label-
ing was performed using the PE Rabbit Anti-Active Caspase-3 kit (BD Pharmingen™,
San Diego, CA, USA). Caco-2 and HT-29 (5 x 10° cells/well) cells seeded on 3D micro-
molds were treated, dissociated, and the pellet fixed, permeabilized, incubated with 20 uL
of the antibody, and analyzed using FlowJo software version 10.8 (BD Life Sciences, USA).

4.13. Differential Staining

Spheroids were stained with a solution of acridine orange (100 ng/mL, Sigma-Aldrich,
USA) and ethidium bromide (100 pg/mL, Invitrogen, USA) at a final concentration of
1 ug/mL. Immediately after incubation, cells were observed in the dark under a fluores-
cence microscope (Olympus BX41) using UV excitation [85]. Images were analyzed using
Image]J software (National Institutes of Health, USA) to determine the fluorescence intensity
of the two dyes, expressed as percentage of viable (green) and non-viable (red) cells.

4.14. Annexin V

Apoptotic cell death in Caco-2 and HT-29 cell cultures was determined using the
Annexin-V FITC kit (Sigma Aldrich, St. Louis, USA). Briefly, a suspension containing
5 x 10° cells/mL was seeded in 6-well plates or 3D molds, the supernatant was discarded
and washed with PBS, and the cells were resuspended in a binding buffer and incubated
with 5 pL of FITC-conjugated annexin-V and, after 15 min, 10 puL of propidium iodide
solution (1 mg/mL) at room temperature for 10 min in the dark [86]. Immediately after
incubation, cells were analyzed using a flow cytometer (CytoFLEX, Beckham Coulter).
Data were analyzed using Flow]o software version 10.8 (BD Life Sciences, USA).

4.15. Statistical Analysis

Data from cytotoxicity assays were analyzed using one-way analysis of variance. The
normality of continuous variables was confirmed by Tukey’s test using GraphPad Prism
software version 5.0 (GraphPad, Inc., La Jolla, CA, USA). Significant differences were
accepted at p < 0.05. Results are presented as mean =+ standard deviation.

5. Conclusions

In view of the importance of epigenetic mechanisms in colorectal cancer progression
and the possibility of reversal through the application of appropriate drugs, it is concluded
that MRK-107, a selenylated imidazo [1,2-a]pyridine, is a good candidate in the search
for improved tumor therapies, with potential as combination therapy or an enhanced
pharmaceutical formulation. The 3D model exhibited improved morphological features,
and MRK-107 had considerable cytotoxic action in this model despite physiological barriers.
MRK-107 is redox-active, pro-oxidant, pro-inflammatory, pro-apoptotic, and capable of
activating additional antiproliferative pathways.
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