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RESUMO 

 
A leucemia mieloide crônica (LMC) é uma doença mieloproliferativa e corresponde a 15% das 

leucemias em adultos. Compostos contendo imidazo[1,2-a]piridina têm sido amplamente 

utilizados na química medicinal e no desenvolvimento de fármacos porque estão correlacionados 

com muitas propriedades terapêuticas, incluindo como uma importante estratégia na pesquisa de 

agentes quimioterápicos. Esses compostos promovem estresse oxidativo nas células, induzindo 

assim a senescência ou morte celular por apoptose. A presente pesquisa  utilizou compostos 

contendo imidazo[1,2-a]piridinas em linhagens de células leucêmicas e investigou os efeitos 

antitumorais. As imidazo[1,2-a]piridinas foram sintetizadas e a biodisponibilidade oral e 

toxicidade foram analisadas usando o software SwissADME e Osiris® Property Explorer, 

respectivamente. As linhas de células leucêmicas humanas Kasumi, KG-1, K562 e Jurkat foram 

cultivadas em condições apropriadas. A triagem foi realizada com base no efeito redox e o 

melhor perfil oxidativo foi selecionado para as etapas seguintes do estudo. O ensaio de 

citotoxicidade foi analisado por citometria de fluxo (fluorescência) e MTT. A proliferação 

celular foi avaliada por contagem de células foi realizada utilizando câmara de Neubauer. A 

indução da senescência foi avaliada através da expressão de SA-β-galactosidase por citoquímica. 

O estresse oxidativo foi avaliado por determinação da lipoperoxidação pelo ensaio de TBARS 

(substâncias que reagem com o ácido tiobarbitúrico) e pelo conteúdo de glutationa reduzida 

(GSH). A análise preditiva de toxicidade mostrou apenas um possível efeito sobre o sistema 

reprodutivo. No entanto, não sugere efeitos mutagênicos, carcinogênicos ou de irritabilidade. 

MRK-107 frente às células K562 foi o derivado imidazo[1,2-a]piridina que apresentou o melhor 

perfil redox para os experimentos. No entanto, o MRK-107 não foi capaz de induzir a morte 

celular em células K562 e monócitárias. Por outro lado, este composto foi capaz de inibir a 

proliferação celular e induzir a senescência celular nos períodos de 48 e 72 horas. Além disso, o 

composto MRK-107 induziu estresse oxidativo em células K562 após 72h de exposição, 

aumentando peroxidação lipídica e diminuindo o conteúdo de GSH. Assim, este estudo 

demonstrou que a senescência induzida pelo composto MRK-107 possui envolvimento de 

estresse oxidativo como possível mecanismo de ação, sendo um potencial mecanismo 

antitumoral na quimioterapia de células cancerígenas utilizando compostos derivados de  

imidazo[1,2-a]piridina contra a LMC. 

 

 

Palavras-chave: Leucemia,; Estresse Oxidativo; Imidazo[1,2-a]piridinas; Leucemia 

Mieloide Crônica; Senescência



ABSTRACT 

 
The chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disorder and accounts for 15% of 

adult leukemia. Compounds containing imidazo[1,2-a]pyridine have been used in medicinal 

chemistry and drug development because are correlated with many therapeutic properties 

including an important strategy in drug research of chemotherapeutic agents. These compounds 

promote oxidative stress in cells thereby inducing senescence or apoptosis. The present scientific 

research used compounds containig imidazo[1,2-a]pyridines in leukemic cell lines and 

investigated the antitumor effects. The imidazo[1,2-a]pyridines were synthesized and the oral 

biovailability and toxicity were analysed using SwissADME software and Osiris® Property 

Explorer respectively. Human leukemic cell lines Kasumi, KG-1, K562 and Jurkat were grown 

and cultivated in appropriate conditions. The screening was performed based on redox effect and 

the best oxidative profile was selected for the following stages of study. The citotoxicity assay 

was analyzed using fluorescence flow cytometry and MTT. Cell proliferation was assessed by 

cell counting was performed using a Neubauer chamber. After the induction of senscence was 

evaluated through the expression of SA- β-galactosidase by cytochemistry. Oxidative stress was 

evaluated by determination of lipid peroxidation using the TBARS assay (substances that react 

with thiobarbituric acid) and by the reduced glutathione (GSH) content. The predictive analysis 

showed a possible effect on the reproductive system. However, it does not suggest mutagenic, 

carcinogenic or irritability effects. MRK-107 against K562 cells was the imidazo[1,2-a]pyridines 

derivative that showed the best redox profile for the experiments. However, MRK-107 was not 

able to induce death in K562 and monocyte cells. On the other hand, this compound was able to 

inhibit cell proliferation and induced cell senescence after 72 hours. Furthermore, the MRK-107 

compound induced oxidative stress in K562 cells after 72h of exposure, increasing lipid 

peroxidation and decreasing the GSH content. Thus, this study demonstrated that the senescence 

induced by the compound MRK-107 has the involvement of oxidative stress as a possible 

mechanism of action, being a potential antitumor mechanism in the chemotherapy of cancer cells 

using compounds derived from imidazo[1,2-a]pyridine against the CML. 

 

Keywords: Leukemia, oxidative stress, imidazo[1,2-a]pyridines, chronic myeloid leukemia, 

senescence.
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CAPÍTULO I - FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 

LEUCEMIAS 

 

O câncer é considerado um importante problema de saúde pública e corresponde 

a um conjunto de doenças que possuem em comum o crescimento de células anormais, 

que dividem-se rapidamente e podem atingir locais distantes do órgão afetado (INCA, 

2022; WHO, 2022). As leucemias são neoplasias malignas que ocorrem em crianças e 

adultos, e caracterizam-se pela proliferação descontrolada de células tronco-

hematopoéticas. Tal proliferação exacerbada é originada de células que sofreram 

mutações na sequência de bases do DNA, rearranjos cromossômicos com expressão 

inadequada de oncogenes, e/ou inibição de mecanismos de controle proliferativo, 

culminando na substituição parcial ou total de células normais por anormais na medula 

óssea (BAIN, 2003; HOFFBRAND e MOSS 2018). Em decorrência disso, indivíduos 

portadores de leucemias podem apresentar diversos distúrbios hematológicos, como 

hemorragias, anemias e são mais suscetíveis à processos infecciosos, pois a produção 

cancerosa de leucócitos anormais e imaturos afeta o sistema imunológico e leva à redução 

da capacidade da medula óssea de produzir hemácias e plaquetas (HOFFBRAND; MOSS 

2018; The American Society of Hematology, 2020). 

Existem mais de 12 tipos de leucemias, sendo as quatro principais: leucemia 

mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crônica (LMC), leucemia linfocítica aguda 

(LLC) e leucemia linfocítica crônica (LLC) (ARBER et al., 2016; INCA, 2020). Em 

relação à classificação do tipo de leucemia, as leucemias são divididas segundo a origem 

celular (mieloides e linfoides) e quanto ao estágio de maturação das linhagens celulares 

(agudas e crônicas) (SWERDLOW et al., 2008; ARBER et al., 2016). Nas leucemias 

agudas, a proliferação ocorre a partir de células primitivas mieloides ou linfoides, que 

perdem a capacidade de maturação. A expansão dos clones é rápida e causa insuficiência 

hematopoética fatal se não for instituído o tratamento. Nas leucemias crônicas, embora 

possam originar-se igualmente de evento oncogênico em células primitivas, a capacidade 

de maturação é mantida, a insuficiência hematopoética é tardia e a sobrevida dos 

pacientes pode atingir meses ou anos (BAIN, 2003; HOFFBRAND; MOSS, 2018; 

HOWLADER et al., 2016). 

De fato, as leucemias estão relacionadas com elevadas taxas de mortalidade. Em 

âmbito nacional, 6.837 casos foram relacionados com óbito no ano de 2015. E para o 
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triênio de 2020 a 2022 a estimativa é de 10.810 novos casos, sendo 5.920 novos casos em 

homens e 4.890 em mulheres, classificando as leucemias entre os 10 tipos de câncer mais 

incidentes no Brasil, tanto para homens, quanto para mulheres (INCA, 2020).  

LEUCEMIA MIELOIDE CRÔNICA 

 

A leucemia mieloide crônica foi identificada como uma doença pela primeira vez 

em 1845 (MCCANN, 2012; BENNETT, 1845). Em 1973 foi identificado e publicado o 

chamado cromossomo Filadélfia (Ph), que é patognomônico para leucemia mieloide 

crônica (LMC). 

 O Ph positivo é caracterizado pela translocação entre os cromossomos 9 e 22, do 

gene ABL do cromossomo 9 com o gene BCR do cromossomo 22 (ROWLEY, 1973; 

NOWELL, 1960; GEARY, 2000). A partir dos anos 2000, com a introdução do 

tratamento com inibidores de tirosina quinase, como por exemplo o Imatinibe, chamados 

TKIs (Tirosina Kinase Inhibitors), a LMC passou de uma doença fatal para uma espécie 

de doença crônica para a maioria dos pacientes, e estudos recentes relatam que devido a 

isso a expectativa de vida da LMC se aproxima da população normal (GAMBACORTI-

PASSERINI et al., 2011; HOGLUND et al., 2013). 

O cromossomo Filadélfia (Ph) é imperativo para uma LMC positiva e fatores 

genéticos ou ambientais podem influenciar nessa fusão de pontos do cromossomo 9 no 

gene ABL com pontos do cromossomo 22 no gene BCR, gerando um híbrido BCR-ABL, 

que codifica uma proteína anormal com atividade tirosina quinase continuamente ativa 

na região ABL, responsável pelo desenvolvimento da leucemia (FOÁ; CHIARETTI, 

2022). Não há evidências de predisposição genética e relatos de LMC familiar são raros, 

mas fatores como estilo de vida, tabagismo e alto índice de massa corporal foram 

identificados como fatores de risco para LMC (LICHTMAN, 2008; SEGEL; 

LICHTMAN, 2009; HEMMINKI; JIANG, 2002; WIERNIK, 2015; BJÖRKHOLM et al., 

2013; LILLICRAP; STERNDALE, 1984; KASIM et al., 2005; STROM et al., 2009; 

KABAT et al., 2013; MUSSELMAN et al., 2013).  

 

. 
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Figura 1.  Histórico e características genético-moleculares do Cromossomo Filadélfia. 

 

Fonte: Foá e Chiaretti, 2022. 

 

Estudos epidemiológicos associaram aos efeitos leucemogênicos a exposição 

química e exposição aguda à radiação ionizante de altas doses, as quais foram 

identificados em vítimas de bombas atômicas no Japão após a Segunda Guerra Mundial, 

sendo que quase 20% das leucemias foram classificadas como LMC entre 1950 e 2001 

(HSU et al., 2013; HOGLUND; SANDIN; SIMONSSON, 2015). Além disso, também 

foi observado um aumento da incidência de LMC em trabalhadores responsáveis pela 

limpeza de Chernobyl após o acidente da Usina Nuclear no ano de 1986. (GLUZMAN et 

al., 2006). Estudos biológicos corroboraram com essas evidências epidemiológicas para 

LMC induzida por radiação. Esses estudos mostraram em cultura de células 

hematopoiéticas, que o oncogene BCR-ABL pode resultar de altas doses de raio-X ou 

radiação gama e essa elevada exposição à radiação pode gerar genes específicos da 

leucemia (ITO et al., 1993; DEININGER et al, 1998).  

Os dados de incidência de LMC variam de baixo como 0,4/100.000 pessoas em 

alguns países não ocidentais a 1,75/100.000 em alguns países como EUA (HARRISON; 

JOHNSON; HOLYOAKE, 2004; SMITH et al., 2014; BHAYAT et al, 2009; 

ROHRBACHER et al., 2009 ).  Como a LMC aumenta com a idade, essa variação nos 

registros pode ocorrer devido a variações nas distribuições das idades populacionais dos 

países, questões metodológicas dos centros de registros e diferenças entre subgrupos 

étnicos, como já demostrado em outros cânceres hematológicos como leucemia 
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linfocítica crônica e leucemia promielocítica aguda (GALE et al., 2000; MATASAR et 

al., 2006). 

A incidência de LMC aumenta com idade, pelo menos até 75 – 80 anos. Porém, 

na Europa a idade média de diagnóstico da LMC é de 57 – 60 anos, o que é válido ressaltar 

pois as estimativas são cerca de 10 anos acima da idade média observada nos ensaios 

clínicos (SMITH et al., 2014;  ROHRBACHER et al., 2009;  ROHRBACHER; 

HASFORD, 2009). Em crianças, a LMC é uma doença rara com incidência muito baixa 

(DE LA FUENTE et al., 2014). Além disso, a LMC é mais frequente em homens que em 

mulheres, com uma razão entre homens e mulheres variando entre 1,2 e 1,7 em alguns 

estudos (ROHRBACHER; HASFORD, 2009; HÖGLUND et al., 2013; BERGER et al., 

2005).  

Em relação à prevalência da LMC, observa-se que o tratamento direcionado pelos 

TKIs possibilitou uma sobrevida a longo prazo de pelo menos 8 anos em 89% dos 

pacientes, o que se aproxima da expectativa de vida da população normal (PFIRRMANN 

et al., 2016). Dessa forma, a melhora na sobrevida com o tratamento de TKIs aumenta 

diretamente as taxas de prevalência da LMC (ROHRBACHER; HASFORD, 2009). Os 

dados de prevalência ainda são escassos, mas alguns registros indicam que uma 

prevalência calculada aumentou de 5,8/100.000 em 1998 para 6,8 em 2002, para 7,3 em 

2003 e para 10,4 em 2007 (ROHRBACHER; HASFORD, 2009). Em um estudo Francês 

as taxas de sobrevida de pacientes com Ph+ foram de 44% quando diagnosticados em 

1980-1986, 64% em 1987-1999 e 89% em 2000-2009 (PENOT et al., 2015).  

Além disso, o aumento da prevalência associado ao aumento da sobrevida a longo 

prazo para pacientes em tratamento com TKIs tem sido estudado também com foco no 

risco de malignidades secundárias, pois foram observados uma ocorrência maior de 

tumores sólidos secundários como câncer gastrointestinal, nariz e garganta na “era 

imatinibe”  do que na era pré-imatinibe (SHAH; GHIMIRE, 2014). No entanto, os estudos 

indicam que a ocorrência desses tumores secundários em pacientes com LMC estão 

diretamente relacionados à LMC subjacente do que à terapia com TKIs (GUNNARSSON 

et al., 2015).  

A sobrevivência dos pacientes com LMC depende diretamente do sistema 

nacional de saúde disponível, pois os custos dos medicamentos desempenham um papel 

importante nas decisões da terapia e na adesão do paciente ao tratamento (VERDECCHIA 

et al., 2008; MENZIN et al., 2004; DARKOW et al., 2007; DALZIEL et al., 2004;  

MICHELI et al., 2003; CONTI; PADULA; LARSON, 2015; Experts in Chronic Myeloid 
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Leukemia, 2013; TARDIEU et al., 2005). Em países como os EUA, por exemplo, o custo 

do tratamento para os pacientes pode levar à falência econômica pessoal e essas 

circunstâncias podem ser motivos para a má adesão ou descontinuação do tratamento, 

pois é observado em estudos que cerca de 10% dos pacientes deixam de tomar os 

medicamentos prescritos devido aos altos custos (ROHRBACHER; HASFORD, 2009; 

Experts in Chronic Myeloid Leukemia, 2013). Isso sugere uma menor taxa de adesão ao 

tratamento nos EUA em comparação com taxas mais altas de adesão na Europa, por 

exemplo, na Suécia, que tem uma taxa de sobrevida em 10 anos de 80% dos pacientes 

com LMC devidos à política nacional de saúde (Experts in Chronic Myeloid Leukemia, 

2013). 

Dessa forma, especialistas em LMC desenvolveram recomendações de manejo 

médico para pacientes de todas as idades, de acordo com cada fase da LMC, o uso 

adequado dos TKIs e a avaliação das respostas citogenéticas e moleculares 

(BACCARANI et al., 2006; BACCARANI et al., 2009; BRECCIA et al., 2014; 

GUGLIOTTA et al., 2014; SEITER, 2012). A idade do paciente, as comorbidades 

associadas são fatores que influenciam nas decisões do tratamento. Idosos por exemplo, 

recebem uma dose reduzida de imatinibe em caso de outras comorbidades associadas ou 

outras terapias, com o objetivo de uma melhor sobrevida (BRECCIA et al., 2014; 

GUGLIOTTA et al., 2014; SEITER, 2012; RUSSO et al., 2013; WIGGINS et al., 2010). 

Apesar das recomendações de tratamento, a maioria dos pacientes idosos não recebia 

como primeira linha regimes de tratamento contendo imatinibe entre 2002 – 2004, mas a 

partir de 2006, foi observada uma mudança na terapia com imatinibe para idosos 

(ROHRBACHER; HASFORD, 2009). No entanto, essa população foi menos propensa 

ao tratamento com TKIs do que populações mais jovens (ROHRBACHER; HASFORD, 

2009). Além dessa diferença de idade no tratamento com TKIs, tem sido observado que 

a população idosa está sub-representada na maioria dos ensaios clínicos investigacionais.  
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IMIDAZO[1,2-a]PIRIDINAS 
 

Compostos contendo Imidazo[1,2-a]piridinas (IPs) têm sido amplamente 

utilizados na química medicinal e no desenvolvimento de fármacos (SABA et al., 2020). 

Esses compostos possuem um amplo espectro de atividade biológica e propriedades 

farmacológicas e por isso têm atraído atenção, pois apresentam propriedades interessantes 

na quimioterapia do câncer (DEEP et al., 2017; CHITTI et al., 2019; WANG et al., 2020). 

Entre as propriedades terapêuticas desses compostos destaca-se propriedade 

anticancerígena, anti-inflamatória, antidiabética e antimalárica (LEE et al, 2013; . CHEN 

et al, 2012; LEE et al, 2014). Esses compostos demonstraram ser inibidores potentes de 

PI3K/mTOR com excelente seletividade de quinase induzindo à parada no ciclo celular e 

apoptose (YU et al., 2020; ALIWAINI et al., 2019). Devido ao amplo espectro de 

atividade farmacológica, os IPs têm sido muito explorados, tornando-os candidatos 

promissores na terapia antitumoral, em doses menos toxicas e igualmente eficazes 

(GOEL; LUXAMI; PAUL, 2016).  

 

Figura 2. Composto Imidazo[1,2-a]piridina 

 

Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/aldrich/275778 

 

Avaliações biológicas desses compostos demonstrou que são capazes de suprimir 

o sinal extracelular oncogênico, causando a inibição do câncer de próstata humano e 

proliferação celular (LI et al., 2019). Estudos relatam que as imidazopiridinas inibem a 

progressão do ciclo celular através da atividade inibitória da quinase, resultando em um 
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potente efeito antiproliferativo contra linhagens de células de câncer de mama e cólon 

(GHANEM et al., 2018). Foi demonstrado também que os IPs são potentes inibidores de 

quinase e reguladores do sinal de apoptose e contribuem para a regulação da morte 

celular, diferenciação celular e regulação imune (TERAO et al., 2012). Outro estudo 

recente demonstrou que um derivado de imidazopiridina suprimiu a fosforilação de 

STAT3 e foi capaz de atenuar a sobrevivência de células de hepatocarcinoma 

(NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004).  

Além dos IPs, o selênio também é um elemento químico que possui uma 

importância biológica. Compostos organosselenilados sintéticos modulam diversos 

processos biológicos, inclusive estresse oxidativo, superprodução de espécies reativas de 

oxigênio (EROs), disfunção mitocondrial e danos ao DNA (NOGUEIRA; BARBOSA; 

ROCHA, 2021; FRIZON et al., 2020). As atividades farmacológicas desses 

organosselênios têm sido amplamente relatados, principalmente devido aos seus efeitos 

antitumorais e outras atividades tais como proteção cardiovascular, atividade antiviral e 

anti-Alzheimer, pois são muito bem documentados como moduladores redox e têm uma 

alta seletividade e sensibilidade em células malignas (FERNANDES; GANDIN, 2015; 

NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004; BENASSI et al., 2021; SCHEIDE et al., 2020).  Os 

efeitos toxicológicos e quimioterápicos dos organosselênios também incluem a inibição 

da tiorredoxina redutase, dano ao DNA, parada no ciclo celular e apoptose, relatada em 

alguns estudos como o principal mecanismo de ação dos selênio-compostos (LI; HE; 

ZENG, 2012; BARBOSA et al., 2018; BENASSI et al., 2021; SINHA; EL-BAYOUMY, 

2004). Além disso, o selênio é um composto que tem alta tolerância e baixa toxicidade 

biológica, o que favorece o uso em combinação com fármacos quimioterápicos 

(BHATTACHARYA, 2011; DE SOUZA et al., 2015).  

Estudos recentes relataram um potencial efeito antitumoral de IPs selenilados e a 

importância desses compostos no câncer através de uma triagem em linhagens de células 

cancerígenas, demonstrando atividade promissora em células de câncer de mama, células 

de hepatocarcinoma, com citotoxicidade, inibição da proliferação, apoptose e uma 

seletividade para essas células tumorais em uma dose micromolar relativamente baixa 

(ALMEIDA et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2021). Essa terapia com organosselênios 

pode ocorrer através da ativação de p53 induzida por espécies reativas de oxigênio 

(EROs) e apoptose (DOS SANTOS et al., 2021). Portanto, considerando-se a importância 

farmacológica de ambos os compostos, a hibridização molecular dos IPs e dos 

organosselênios resulta em certas propriedades terapêuticas de interesse (ALMEIDA et 
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al., 2018; DOS SANTOS et al., 2021; VELOSO et al., 2021).  
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ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) são importantes produtos do metabolismo 

celular, que participam de processos de sobrevivência, proliferação, apoptose e ciclo de 

vida das células, mantendo assim a homeostase (D’ARENA et al., 2019).  O estresse 

oxidativo é caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção de EROs, radicalares ou 

não-radicalares, e os mecanismos de defesa antioxidante (HALLIWELL; 

GUTTERIDGE, 2015). Esse desequilíbrio pode ocorrer por fatores fisiológicos, 

patológicos e pode causar apoptose celular e danos nos tecidos (BEN MAHMOUD et al., 

2017).  

As produção de EROs podem ser induzidas exógena e/ou endogenamente 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). As exógenas são causadas por substâncias 

externas, como radiação e drogas, enquanto que as endógenas são originadas de produtos 

do metabolismo aeróbico intracelular, sendo que o sistema de transporte de elétrons 

mitocondrial e o complexo de NADPH oxidase são as fontes primárias (AMMAR et al., 

2020). Por outro lado, os organismos aeróbicos também possuem um sistema de defesa 

antioxidante, e a produção excessiva de EROs, quando excede a capacidade funcional dos 

antioxidantes celulares, pode gerar um desequilíbrio oxidativo, que é a base para 

processos inflamatórios, doenças cardiovasculares e câncer, por exemplo (ZELEN et al., 

2010). Além disso, também podem ativar fatores como NFkB, PI3K e outras vias de 

sinalização que contribuem para o crescimento tumoral (DONG; ZHANG; ZHANG, 

2021). 

As EROs são  importantes reguladores da homeostase das células 

hematopoiéticas, porém elevada produção de EROs podem induzir estresse oxidativo e 

alterar o estado metabólico dessas células, provocando alterações no microambiente 

hematopoiético e causar senescência ou apoptose de células hematopoiéticas (DONG; 

ZHANG; ZHANG, 2021). Na leucemia, durante a quimioterapia, as células tronco 

leucêmicas podem residir na medula óssea em um estado quiescente, escapando da ação 

dos quimioterápicos, causando resistência quimioterápica e recaída na leucemia (WANG; 

ZHONG, 2018; KONOPLEVA et al., 2009). No entanto, atualmente, muitas evidências 

têm demonstrado que romper essa homeostase redox existente no nicho da medula óssea, 

pode ser um novo tratamento para leucemia, pois nesse nicho da medula óssea, o estado 

de quiescência e as funções biológicas das células estão intimamente ligadas com o nível 

de EROs e o estado de estresse oxidativo (WARR; PIETRAS; PASSEGUE, 2011; NAIR; 
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TOLENTINO; HAZLEHURST, 2012).  

A aplicação de agentes quimioterápicos pró-oxidantes pode causar morte das 

células leucêmicas pelo aumento de EROs, oxidação e mutação de proteínas, peroxidação 

lipídica, estresse mitocondrial e ativação do “checkpoint” do ciclo celular da fase G2/M 

(PRIETO-BERMEJO et al., 2018; GUACHALLA; RUDOLPH, 2010). Muitos agentes 

quimioterápicos utilizados no tratamento da leucemia, como vincristina e doxorrubicina, 

por exemplo, têm como mecanismo de ação a geração de EROs (GRONINGER et al., 

2002; MIZUTANI et al., 2005; ROMANO et al., 2000; KANNO et al., 2004). Dessa 

forma, o uso combinado de quimioterápicos pode melhorar os resultados de uma terapia 

pró-oxidativa na leucemia (JING et al., 2018).  

As mitocôndrias são o principal local de geração de EROs intracelular, por isso 

direcionar as mitocôndrias é uma estratégia para interromper o equilíbrio redox das 

células, gerar estresse oxidativo e consequentemente promover a apoptose de células 

leucêmicas (SILIC-BENUSSI et al., 2018). Os altos níveis de EROs não induzem apenas 

à apoptose, podem induzir também à necroptose, que é favorável à superação da 

resistência a medicamento mediado pelo defeito apoptótico (HUANG et al., 2018; CHEN 

et al., 2015). Além disso, o nicho leucêmico pode proteger as células leucêmicas do 

estresse oxidativo e as células leucêmicas também possuem mecanismos de resistência 

ao estresse oxidativo e manter o equilíbrio redox, dessa forma estudos demonstram que a 

supressão do sistema antioxidante intracelular pode melhorar a eficácia da terapia pró-

oxidativa (SCHOENEBERGER et al., 2015; HAß et al., 2016; TAN et al., 2014;  LIU et 

al., 2011; FISKUS et al., 2014). Outros estudos também demonstraram que as células 

leucêmicas também aliviam o estresse oxidativo via autofagia e limpam as organelas 

danificadas pelo estresse oxidativo, portanto inibir a autofagia também é favorável para 

promover a morte de células leucêmicas (Takahashi et al., 2017;  FOLKERTS et al., 2017; 

WU et al., 2016). 
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MORTE CELULAR 
 

Em organismos multicelulares para manter a homeostase também é necessário que 

haja um equilíbrio entre número de células geradas por mitose e o número de células que 

são removidas do corpo (D’ARCY, 2019). Essa rotatividade de células é importante para 

o desenvolvimento de estruturas  (ZAKERI; AHUJA, 1997). Os mecanismos regulatórios 

utilizados pelos organismos para controlar a mitose detectam anormalidades e podem dar 

início ao  processo de morte celular programada, conhecido como apoptose, ou outras 

formas de morte celular controlada como a piroptose ou autofagia (D’ARCY, 2019; 

SOENGAS, et al., 1999). 

A classificação mais utilizada de morte celular é dividida em dois tipos: apoptose 

e necrose (MAJNO; JORIS, 1995; KROEMER et al., 2009; GALLUZZI et al., 2007). A 

autofagia também é proposta como um mecanismo de morte celular, no entanto a 

autofagia é um processo que permite que as células privadas de nutrientes por longos 

períodos ou privada de fatores de crescimento sobreviva, ou seja, as células irão digerir 

todos os substratos disponíveis, gerando energia través da digestão de organelas e 

macromoléculas  e morrerão, esse tipo de morte celular é chamado de “morte celular 

associado à autofagia (MAJNO; JORIS, 1995; KROEMER et al., 2009; GALLUZZI et 

al., 2007).  

Outro conceito importante é o de morte celular programada, pois a morte só é 

programada quando é geneticamente controlada. Esse conceito possibilitou avanços no 

descobrimento de diversas doenças, pois a proliferação descontrolada pode resultar no 

desenvolvimento de doenças como câncer, ao passo que o excesso de morte celular pode 

resultar em doenças como Alzheimer, Parkinson e artrite reumatóide (D’ARCY, 2019). 

Existem várias enzimas e proteínas reguladoras nesse processo, que podem ser expressas 

de forma anormal quando mutadas e ter uma influência direta no ciclo celular, 

estimulando a apoptose ou inibindo-a, e a inibição da morte celular ou de mecanismos de 

morte celular pode influenciar diretamente na suscetibilidade de um câncer à 

quimioterapia, por exemplo, podendo resultar em resistência (D’ARCY, 2019). 

Em relação à leucemia, estudos demonstram que uma expressão aumentada de 

algumas enzimas envolvidas no ciclo celular implicam em um prognóstico ruim em 

pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA), e em alguns casos de recaída o nível 

dessas enzimas é maior que os níveis iniciais quando foram diagnosticados (LANCELOT 

et al., 2013). Outro estudo recente também demonstrou que o microambiente encontrado 
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ao redor de células em necroptose direciona o comprometimento da linhagem no câncer 

de fígado, ou seja, o tipo de morte celular presente em determinado tecido influencia na 

tumorigênese (SEEHAWER et al., 2018).  

A forma de morte celular controlada é conhecida como apoptose, enquanto a 

morte celular descontrolada é chamada de necrose (D’ARCY, 2019). A apoptose é um 

processo no qual uma célula deixa de se dividir e crescer resultando na morte programada 

da célula e é dependente de caspases (D’ARCY, 2019).  Ao detectar o dano celular as 

caspases iniciam uma cascata de eventos que resulta em fragmentação do DNA, 

destruição de proteínas nucleares e citoesqueleto, expressão de proteínas para células 

apoptóticas e formação de corpos apoptóticos (MARTINVALET; ZHU; LIEBERMAN, 

2005; POON et al., 2014). Os macrófagos normalmente removem os corpos apoptóticos 

antes que se fragmentem, resultando em uma contenção do tecido lesado e 

consequentemente diminuindo riscos de danos à outras células (D’ARCY, 2019). 

Já a necrose é uma forma de morte celular não controlada, induzida por fatores 

externos, hipóxia ou inflamação  (ELMORE, 2007). Esse processo normalmente envolve 

a participação de fatores pró-inflamatórios, proteínas e compostos e resulta na ruptura da 

membrana celular e consequentemente derramamento do conteúdo da célula nas áreas 

circundantes, desencadeando a ativação da cascata de inflamação e dano tecidual. Essa 

morte celular é independente de energia, pois a célula é danificada por um choque súbito, 

como radiação, calor, produtos químicos e hipóxia, por exemplo (D’ARCY, 2019).  Dessa 

forma, a compreensão dos mecanismos de morte celular contribui para o desenvolvimento 

de novas terapias clínicas e mais eficazes para o tratamento de doenças como o câncer. 
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SENESCÊNCIA CELULAR 

 

A senescência celular é caracterizada pela parada do crescimento celular e que é 

resistente à estimulação mitogênica (BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 

2020). Porém, diferente das células quiescentes essas células são capazes de entrar 

novamente no ciclo celular em condições favoráveis de crescimento (BATTRAM; 

BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 2020). A senescência também é distinta da 

apoptose,  sendo que umas das características das células senescentes é a resistência à 

apoptose (WANG, 1995). A senescência foi observada pela primeira vez em 1961 em 

fibroblastos diploides humanos, em que essas culturas tinham um potencial replicativo 

limitado, e essa proliferação prejudicada parecia estar associada a uma escassez de 

telômeros que induziu uma resposta persistente ao dano do DNA e sinais ativados, 

incluindo p53 e p16 (HAYFLICK; MOORHEAD, 1961; PEREZ-MANCERA; YOUNG; 

NARITA, 2014). Esse mecanismo foi hipotetizado como um mecanismo fisiológico para 

prevenir o ínicio do câncer, evitando a proliferação de células danificadas, pois a inibição 

da telomerase demonstrou inibir o crescimento do tumor em diversos camundongos 

(COLLADO; BLASCO; SERRANO, 2007; GONZALEZ-SUAREZ et al., 2000). 

Com o envelhecimento e o acúmulo progressivo de danos ao DNA, inicia-se um 

estado de senescência celular que tem como objetivo principal reparar esse dano ao DNA 

e é denominado senescência replicativa ou senescência associada a danos ao DNA 

(BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 2020). A senescência replicativa 

ocorre após uma proliferação excessiva, quando uma célula atingiu sua capacidade 

replicativa e não é mais capaz de sofrer divisão celular (BATTRAM; BACHILLER; 

MARTÍN-ANTONIO, 2020). Já a senescência associada ao dano, inicialmente causa uma 

parada no ciclo celular para suprimir as células disfuncionais, transformadas ou 

envelhecidas (GORGOULIS, et al., 2019; MUNOZ-ESPIN; SERRANO, 2014). Dessa 

forma, a senescência pode ser considerada um mecanismo de proteção tumoral, que 

impede a replicação descontrolada de células pré-cancerosas que contém alguma ativação 

de oncogenes ou a perda de genes supressores de tumor (SIEBEN et al., 2018).  
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Fonte:  Adaptado de Varesi et al., 2022. 

 

Além disso, a senescência também pode ocorrer prematuramente após a exposição 

a um sinal de estresse, denominada senescência prematura, senescência induzida por 

estresse ou senescência induzida por oncogenes (BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-

ANTONIO, 2020). Os gatilhos extracelulares ou intracelulares que causam senescência 

prematura incluem uma dieta rica em gorduras, citocinas, radioterapia e drogas 

quimioterápicas podem ser chamadas de senescência induzida por terapia (TIS), EROs 

(estresse oxidativo), disfunção mitocondrial e ativação de oncogenes (DI MICCO et al., 

2006). Esses sinais de estresse podem causar outros destinos celulares, principalmente 

apoptose (BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 2020). 

Também há a senescência fisiológica, associada ao desenvolvimento, que ocorre 

durante o desenvolvimento embrionário e tem como função a remodelação tecidual 

eficiente (BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 2020). Essa senescência é 

DNA 
DAMAGE 

Figura 3: Interação entre estresse oxidativo e senescência 
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dependente da ativação de p21 e macrófagos infiltrantes que promovem a eliminação 

dessas células senescentes, e ao contrário da senescência associada à idade é independente 

de danos ao DNA (BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 2020). Assim, 

tanto a senescência associada à idade quanto à senescência durante o desenvolvimento 

embrionário são partes de um ciclo de limpeza-regeneração que desencadeiam 

remodelação tecidual e remoção de células senescentes, mantendo a homeostase do tecido 

(BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 2020). Esse ciclo é feito com o 

suporte do sistema imunológico que realiza a remoção das células senescentes, porém 

com o avanço da idade ocorre um declínio da resposta imunológica, denominado 

imunosenescência, que faz com que essas etapas não se concluam, comprometendo a 

depuração das células senescentes, gerando inflamação e outros efeitos prejudiciais, 

sendo um fator de risco relevante para o câncer (MUNOZ-ESPIN; SERRANO, 2014; 

MCHUGH; GIL, 2018). 

Uma discussão importante no campo da oncologia é sobre o papel da senescência 

no câncer, pois alguns estudos apontam a senescência como um efeito disposto a parar o 

crescimento do tumor, como um mecanismo supressor, enquanto outros apoiam a ideia 

de que a senescência cria um ambiente favorável para que as células tumorais sejam 

protegidas da depuração imune (PEREZ-MANCERA; YOUNG; NARITA, 2014; 

LOWE, CEPERO; EVAN, 2004). Dessa forma, a senescência pode ser benéfica em 

alguns casos, quando seguida de depuração imunológica e remodelação tecidual e 

também pode prevenir a tumorigênese evitando a replicação de células cancerosas 

(MUNOZ-ESPIN; SERRANO, 2014; SERRANO et al., 1997). Porém, a relação entre 

idade, câncer e senescência continua sendo um grande exemplo de como a senescência 

pode ser prejudicial aos pacientes, pois a população idosa é propensa à patologias 

degenerativas e neoplásicas derivadas da perda de função celular e doenças como o câncer 

ocorrem em tecidos disfuncionais e o acumulo de células senescentes, com o avanço da 

idade, pode piorar o estado do tecido (CAMPISI, 2013). 

A senescência também pode ocorrer como um resultado da intervenção 

farmacológica (TIS) como citado anteriormente e pode ser um resultado vantajoso ou ter 

um efeito colateral indesejado, como a recaída do câncer (BATTRAM; BACHILLER; 

MARTÍN-ANTONIO, 2020). A recaída ocorre devido à presença de células cancerígenas 

adormecidas que sobrevivem à terapia porque são resistentes à apoptose, e alguns estudos 

demonstram que células cancerosas que escaparam de TIS mostram uma alta expressão 

de marcadores de senescência (BATTRAM; BACHILLER; MARTÍN-ANTONIO, 
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2020). Portanto, a senescência têm obtido a atenção de diversos estudos devido à 

complexidade do seu papel na progressão, desenvolvimento e prevenção do câncer, pois 

estudos recentes demonstram que a senescencia pode ser uma alternativa que pode 

impedir a progressão tumoral (BATTRAM;  BACHILLER;  MARTÍN-ANTONIO, 

2020). 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

 

 Avaliar a capacidade antileucêmica de derivados de derivados de imidazo[1,2-

a]piridinas em linhagens de leucemia humana a partir de uma triagem pró-oxidante. 

 

Objetivos específicos 

 

- Avaliar a biodisponibilidade oral e toxicidade através da análise in sílico;  

- Incubar as células com diferentes concentrações de derivados de imidazo[1,2-

a]piridinas e avaliar a geração de EROs; 

- Selecionar o(s) derivado(s) de imidazo[1,2-a]piridinas mais promissores, que 

apresentarem o melhor perfil oxidativo/citotóxico/senescente para os ensaios 

posteriores; 

- Avaliar a viabilidade celular (citotoxicidade) do(s) composto(s) selecionado(s); 

- Avaliar o potencial indutor de senescência do(s) composto(s) selecionado(s); 

- Verificar a participação do estresse oxidativo como mecanismo de morte/senescência 

celular. 
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Abstract 

 

The chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative disorder and accounts for 

15% of adult leukemia. Compounds containing imidazo[1,2-a]pyridine have been used in 

medicinal chemistry and drug development because are correlated with many therapeutic 

properties including an important strategy in drug research of chemotherapeutic agents. 

These compounds promote oxidative stress in tumor thereby inducing senescence or 

apoptosis. The present scientific research used compounds containig imidazo[1,2-

a]pyridines in leukemic cell lines and investigated the antitumor effects. The imidazo[1,2-

a]pyridines were synthesized and the oral biovailability and toxicity were analysed using 

SwissADME software and Osiris® Property Explorer respectively. Human leukemic cell 

lines Kasumi, KG-1, K562 and Jurkat were grown and cultivated in appropriate 

conditions. The screening was performed based on redox effect and the best oxidative 

profile was selected for the following stages of study. The citotoxicity assay was analyzed 

using fluorescence flow cytometry and MTT. Cell proliferation was assessed by cell 

counting was performed using a Neubauer chamber. After the induction of senscence was 

evaluated through the expression of SA- β-galactosidase by cytochemistry. Oxidative 

stress was evaluated by determination of lipid peroxidation using the TBARS assay 

(substances that react with thiobarbituric acid) and by the reduced glutathione (GSH) 

content. The predictive analysis showed a possible effect on the reproductive system. 

However, it does not suggest mutagenic, carcinogenic or irritability effects. MRK-107 

against K562 cells was the imidazo[1,2-a]pyridines derivative that showed the best redox 

profile for the experiments. However, MRK-107 was not able to induce death in K562 

and human monocyte cells. On the other hand, this compound was able to inhibit cell 

proliferation and induced cell senescence after 72 hours. Furthermore, the MRK-107 

compound induced oxidative stress in K562 cells after 72h of exposure, increasing lipid 

peroxidation and decreasing the GSH content. Thus, this study demonstrated that the 

senescence induced by the compound MRK-107 has the involvement of oxidative stress 

as a possible mechanism of action, being a potential antitumor mechanism in the 

chemotherapy of cancer cells using compounds derived from imidazo[1,2-a]pyridine 

against the CML 

 

Keywords: Leukemia, oxidative stress, imidazo[1,2-a]pyridines, chronic myeloid 

leukemia, senescence. 
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Introduction 

 

Leukemia is a set of malignant disorders that present an excess of white blood 

cells in the blood and/or bone marrow [1]. There is a range of hematopoietic malignancies 

currently subcategorized according to their morphology, immunophenotype, cytogenetic 

and molecular abnormalities, and clinical features [2]. 

The chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative neoplasm and 

accounts for 15% of adult leukemias [3]. Since the introduction of imatinib in 2000, the 

annual mortality has decreased from 10-20% down to 1-2% [3]. Despite the success of 

this therapy, the prevalence of CML has increased and has been suggested that in 2040 

the incidence rate and mortality rate will balance [4, 5]. However, the cure of CML is 

functionally not molecular because imatinib does not act directly on the bases of CML, 

but competing for the ATP binding site of tyrosine kinase, restoring cell death mechanism 

[6]. Therefore, it is important to continue research of therapies that increase the rate of 

complete answer and that improve the eradication of minimal residual disease, with fewer 

side effects and less toxicity. 

Compounds containing imidazo [1,2-a] pyridines have been largely used in 

medicinal chemistry and drug development because this compounds are correlated with 

many therapeutic properties, including anticancer [7], anti-inflammatory [8], antidiabetic 

[9] and antimalarial [10]. Owing on the pharmacological importance of imidazo[1,2-

a]pyridines and biological relevance of organochalcogenides, the molecular hybridization 

of these two moieties results in some interesting therapeutic properties [11-13]. The 

properties of imidazo [1, 2-a] pyridine derivatives have been related to an important 

strategy in drug research as novel chemotherapeutic agents, because they can increase the 

anticancer effect in less toxic and equally effective doses, taking the DNA and cell death 

[14]. 

Imidazo[1,2-a]pyridine proved to be potent P3IK/mTOR inhibitors with excellent 

kinase selectivity, inducing cell cycle arrest and apoptosis [15]. On the other hand, 

organoselenium compounds modulate many biological processes, including oxidative 

stress, overgeneration of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial disfunction and 

DNA damage [14,16]. Considering the pharmacological importance of imidazo[1,2-

a]pyridine and the biological importance of organoselenides, molecular hybridization of 

this two moieties results in certain therapeutic properties, and recently there were reported 

the potencial antitumor effect of selenylated imidazo[1,2-a]pyridines, in such way 
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showing promising activity on breast cancer cells [11], hepatocarcinoma cells [12], with 

cytotoxicity, inhibition of proliferation, apoptosis, and selectivity of tumor cells at the 

relatively low micromolar range. These effects were related to oxidative damage and 

inhibition of proteins involved in cell proliferation pathways.  

As imidazo[1,2-a]pyridines induce oxidative stress in tumor cells [11,12], we 

hypothesized their involvement in the antiproliferative mechanism by inducing 

senescence of leukemic cells. Cell senescence is a programmed arrest of growth 

preventing cell proliferation [17]. Thus, when apoptosis does not induce cancer cell death, 

the induction of cell senescence is an alternative for tumor suppression [18]. 

The main goal of the present research is the search of new drugs for treatment of 

myeloid chronic leukemia. Considering that oxidative stress, induction of apoptosis, and 

senescence are important process involved in response of cancer cells therapy, we used 

compounds of imidazo[1,2-a]pyridine in leukemic cell lines to investigate its antitumor 

effects with interest on a potential chemotherapeutic activity against the CML. 

 

Materials and Methods 

 

2.2. Synthesis of imidazo[1,2-a]pyridines and chalcogenated derivatives 

The starting material, imidazo[1,2-a]pyridine MRK-115, was synthesized by 

refluxing 2-amino-4-methylpyridine 4 and bromoacetophenone 5 in ethanol for 4 h [20].  

A series of chalcogenated imidazo[1,2-a]pyridine (MRK-107, MRK-113, MRK-116) 

were synthesized through C(sp2)-H bond selenylation/sulfenylation of imidazo[1,2-

a]pyridines MRK-115 using diorganyl diselenides/disulfides (Figure 1), as previously 

described by Rafique and collaborators [21-24] . 
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Figure 1. Chemical structure of the compounds studied. 

 

Oral bioavailability and toxicity of compounds: in silico analysis 

The oral bioavailability of the compounds was evaluated using the SwissADME 

software, an online tool developed by the Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) which 

is available at http://www.swissadme.ch/ that predictively evaluates the 

pharmacokinetics, based on the similarity to medicines and the medicinal chemical 

compatibility of compounds. Compounds were evaluated according to criteria established 

by Lipinski et al. (1997) [25] and Veber et al. (2002) [26], namely: mLogP, molecular 

weight (MW), number of hydrogen bond acceptors (N and O atoms), number of hydrogen 

bond donors (NH and OH radicals), number of rotatable bonds and area of polar surface 

(TPSA). 

Toxicity tests were performed using Osiris® Property Explorer, a free program 

that, by analyzing the chemical structure of compounds, shows relevant properties of 

drugs and possible drugs. The properties evaluated were: mutagenicity, tumorigenicity, 

irritability and negative effects on reproduction. 

 

Cell Culture  

Human leukemic cell lines used were Jurkrat (Acute lymphocytic leukemia-ALL), 

K562 (MCL), KG1 (Acute Myeloid Leukemia -AML) and Kasumi (AML) were obtained 

from American Type Culture Collection (ATCC). KG-1 cells were maintained in Iscove's 

modified Dulbecco's medium (IMDM) supplemented with 20% fetal bovine serum (FBS) 

(Cultilab, Brazil). The other lineages were maintained in Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI 1640) (Sigma Aldrich, Germany) medium supplemented with 10% FBS. All cells 
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were cultured in medium containing 100 U/mL penicillin (Sigma-Aldrich, Germany) and 

100 μg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich, Germany) and in a humidified incubator 

containing 5% CO2 at 37°C. The passage numbers for all leukemic cell lines were 

between 3 and 6.  

Peripheral blood mononuclear cells were obtained from three healthy donors 

(human monocytes). All human volunteers provided informed consent. Separation of 

mononuclear cells was performed by gradient centrifugation methods using Ficoll 

Histopaque‐1077 (1.077 g/cm3) (Sigma‐Aldrich) following the manufacturer’s 

instructions. The use of human samples was approved by the local Ethical Committee of 

the Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CAAE35853720.2.0000.0021). The 

cells were maintained in IMDM supplemented with 20% FBS, 100 U/mL penicillin and 

100 μg/mL streptomycin in a humidified atmosphere at 37 °C in 5% CO2. 

 

Redox effect screening: measurement of intracelular ROS 

 Initially, the screening of imidazo[1,2-a]pyridines and leukemia cells was 

performed based on the redox effect. Then, the leukemic strain most responsive to 

treatments with the compounds (best oxidative profile) was selected for the following 

stages of the study. Intracellular ROS content were evaluated as reported by [27]. Human 

leukemic cell lines were incubated for 12 h with imidazo[1,2-a]pyridines (10 μM), 

washed twice with HBSS, and then 100 μl of HBSS/well was added. After, the cells were 

loaded with DCFH-DA (10 μM) in HBSS at 37 °C and incubated for 30 min. Excess 

DCFH-DA was removed by washing with fresh HBSS. The intensity of fluorescence was 

measured at 485 nm for excitation and 530 nm for emission using a Multiscan microplate 

reader (Thermo Fisher Scientific Oy®). 

 

Cytotoxicity assay 

The MTT assay was performed according to Mosmann (1983) [28] and using 

human monocytes. Briefly, monocytes were dispensed in 96-well culture plates and 

placed in an incubator at 37 °C, 5% CO2. After 24 h, MRK-107 (10, 50, and 100 μM/mL, 

100 μL) was diluted in IMDM medium and added. As a negative control, cells were 

maintained without stimuli. After 48 h, the supernatant was removed, 10 μL of MTT 

solution (5 mg/mL) were added to the remaining cells, and the plate incubated for 2 h. 

The medium containing MTT was removed and lysis solution (200 μL of DMSO) was 

added to each well and homogenized. After 20 min, the absorbance was read at 540 nm 
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in an ELISA reader (HumanReader HS). The results were expressed as percentage values 

(%) of viable cells compared to the control group. 

 

Cell death assay 

K562 cells were plated (105 cells/mL) and stimulated with the MRK-107 (0-200 

μM) for 24, 48 and 72 h. After this period, the cells were washed and resuspended in the 

buffer solution (0.01 M HEPES, pH = 7.4, 0.14 M NaCl, and 2.5 mM CaCl2). The 

suspensions were labeled with propidium iodide (PI) (Becton Dickinson) according to the 

manufacturer’s instructions. The cells were incubated at room temperature for 20 min. A 

total of 10,000 events were collected per sample. Flow cytometry evaluation was 

performed in an flow cytometer (Cytoflex Beckman counter®). Data were analyzed using 

the FlowJo software (Tree Star Inc). 

 

Cell proliferation assay 

K562 cells were incubated with MRK-107 at concentrations of 10 and 100 μM for 24, 48 

and 72 h. Cell counting was performed using a Neubauer chamber [29]. The growth 

constant was calculated using the logistic growth equation. 

 

Senescence assay 

Induction of senescence was assessed by measuring SA- β-galactosidase (β-Gal) 

activity using the senescence cells cytochemical method was conducted as described by 

Dimri et al. 1995 [30]. K562 cells were plated (105 cells/mL) and stimulated with the 

MRK-107 (10 and 100 μM) for 24, 48 and 72 h.  After, the cells were washed in PBS and 

incubated at 37°C (no C02) with fresh senescence associated stain solution: 1 mg of 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl β-D-galactoside (X-Gal) per ml [stock = 2mM MgCl2, 5 mM 

K4Fe(CN)63H2O,  5mM, K3Fe(CN)6  PBS buffer, pH 7.4]. Cell staining and morphology 

were assessed by microscopy after 12 hours (microscope: Leica®). Results were 

expressed as percentage of senescent cells. 

 

Oxidative stress markers 

Oxidative stress markers were evaluated in K562 cells treated with MRK-107 

compound (10 and 100 µM) for 72 hours [31]. The cells were homogenized in a cold 

bufer containing 20 mM sodium phosphate, pH 7.4, 0.1% Triton and 150 mM NaCl 

(48×106 per 600 μL), except for the reduced glutathione assay that was homogenized in 
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a TCA 12% solution. The determinations were performed using the supernatant after 

centrifugation (5000g for 5 min). 

 

Lipid Peroxidation Assessment 

The endogenous lipid peroxidation was evaluated in the tests by detection of 

thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), particularly malondialdehyde (MDA), 

according to the method described by Bird and Draper (1984) [32]. Briefy, the 

homogenate was precipitated with 12% TCA, followed by incubation in bufer (60 mM 

Tris–HCl, pH 7.4, 0.1 mM diethylenetriaminepentaacetic acid) and 0.73% thiobarbituric 

acid, at 100 °C, for 60 min. After cooling, the samples were centrifuged (5 min at 10,000g) 

and the absorbance of the chromophore was measured at 535 nm. The results were 

expressed in nmol TBARS/mL. 

 

Reduced glutathione assay (non-protein thiols) 

The reduced glutathione (GSH) contents were determined from acid extracts in 

12% TCA, using the reagent DTNB (5.5′-dithiobis-2-nitrobenzoic acid), according to 

Beutler et al. (1963) [33]. After being centrifuged at 5000g for 5 min, the supernatants 

from the acid extracts [12% TCA, 1:10 w/v] were added to 2.5 mM DTNB in 0.2 M 

sodium phosphate bufer, pH 8.0, and the formation of the yellow thiolate anion was 

immediately measured at 412 nm. Determinations were expressed in μmol/mL. 

 

Statistical Analysis 

The results were expressed as the mean±standard deviation (SD).The data were 

analyzed using two-way ANOVA followed by the Bonferroni or Tukey-Kramer test. 

Values of were considered statistically significant. Statistical analysis was obtained from 

three independent experiments and was performed by GraphPad Prism software, version 

8.0 (San Diego, USA). 

 

Results and Discussion 

 

The parameters of oral biovailability and toxicity evaluated using the 

SwissADME software and Osiris® Property Explorer respectively, are shown in Table 

1. According to this analysis only one presented violation of the Lipinsk rules [25].  
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Table 1. Theoretical parameters of oral bioavailability and toxicity of compounds. 

Compound mLogP MW 

(g/mol

) 

n° of violations Mutagenicity Tumorigenicity Irritability Effects on 

reproduction 

Absorption in the GIT 

MRK-107 3,37 393,34 0 - - - Yes High 

MRK-113 3,76 363,31 0 - - - Yes High 

MRK-115 2,54 208,26 0 - - - Yes High 

MRK-116 4,61 316,42 1 (mLogP > 4,15) - - - Yes High 
Note: MW: molecular weight; GIT: gastrointestinal tract
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According to Lipinski and collegues (1997) these rules are related to the molecular 

properties that are necessary for the studied compound to present good physiocochemical 

characteristics such as solubility, intestinal permeability and oral biovailability [25]. Therefore, 

only the compound MRK-116 can present problems with solubility, oral biovailability and 

consequently absorption, because of a mLogP higher than the ideal value of  4,15. All the other 

compounds showed promising oral biovailability. 

In addition, about the toxicity all the compounds presented low risk for all the 

parameters evaluated, such as mutagenicity, tumorigenicity, irritability and effects on 

reproduction. Therefore, all the compounds were considered promising in the in silico studies. 

Consequently, in vitro studies were initiated to evaluate the antileukemic potencial of 

imidazo[1,2-a]pyridines. 

The generation of ROS is necessary for normal cell function, but it may also be 

suggested in cancer therapy. Therefore, cell lines from leukemic models were incubated with 

imidazopyridine compounds to assess the potential of these compounds to induce intracellular 

ROS generation. Cells were exposed to the same concentration of 10 µM and analyzed by 

fluorescence. The cells used in the screening were Jurkrat (Acute lymphocytic leukemia-ALL), 

K562 (MCL), KG1 (Acute Myeloid Leukemia -AML) and Kasumi (AML) (Figure 2). 

 

Figure 2. Redox screening evaluated by fluorescence intensity obtained in different leukemic cells after treatment 

with Imidazo[1,2-a]pyridines (10 µM). . (*) p < 0.05 among analyzed compounds. (***) p < 0.001 among analyzed 

compounds. 
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As can observed in Figure 2, the cell line K562 (3B) showed the highest fluorescence 

intensity, as well as the highest rate of intracellular ROS, notably the marker 107. The 

application of ROS in the therapeutic field of hematopoietic cancer cells has been linked to a 

therapeutic mechanism, as anticancer drugs induce an increase in ROS generation, leading 

cancer cells to apoptosis or senescence [34, 35]. Thus, the K562 and MRK-107 cell lines were 

selected for the following assays, as the MRK 107 was the imidazo[1,2-a]pyridine compound 

that showed the best oxidative profile. 

In the cell viability assay, MRK-107 was tested at different concentrations in 

monocytes. MRK-107 at concentrations of 10, 50, and 100 µM/mL presented cell viability of 

89.93, 86.66, and 87.53%, respectively (Figure 3A), indicating that MRK-107 did not induce 

cytotoxicity in any tested concentrations. 

The assay was performed to assess cell viability and to evaluate the cytotoxic and 

proliferative effects induced by MRK 107, which could eventually lead to cell death. The cells 

K562 were stimulated with the MRK-107 for 24, 48 and 72 hours and analyzed by flow 

cytometry (Figure 3B). The test demonstrated that the administration of MRK-107 was not 

time-dependent, as cell viability was not significantly affected, suggesting that cell death by 

apoptosis did not occur. However, the proliferation assay (Figure 3C) showed that after 72 

hours there was a significant reduction in cell count, demonstrating that MRK 107 induced an 

inhibition of cell proliferation. 
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Figure 3 Effect of treatment with MRK-107 at different concentrations on cell viability and proliferation. (A) Percentage of 

monocyte cell viability; (B) Percentage of viability of K562 cells after MRK-7 treatment at 24, 48, and 72 hours; (C) Cell 

counts after MRK-7 treatment at 24, 48, and 72 hours. (***) p < 0.001 compared to the control group. 

 

The results obtained corroborated those of Santos and collaborators who, through the 

analysis of a compound derived from selenylated imidazopyridine, obtained a significant 

reduction in cell counts when compared to cells not treated with the compound, that is, they 

reported that imidazopyridine derivatives have an antiproliferative potency in the cells of 

glioblastoma [36]. Another study by Almeida and collaborators using the same 

imidazopyridine-derived compound, demonstrated an inhibition of cell growth in 90% of breast 

cancer cell line when compared to untreated controls [11]. Another study carried out by Santos 

and collaborators also evaluated the oxidative damage and the antiproliferative effect of 

selenylated imidazo[1,2-a]pyridines in hepatocarcinoma cell lines and obtained a reduction in 

the proliferative capacity of 80% after 72 hours, that is, also corroborating that compounds 

derived from imidazopyridines induce a state of cell death [12]. Therefore, the study was 

continued to evaluate the mechanism of senescence. 

The percentage of senescent cells in 48 and 72 hours (Figure 4) at two non-toxic 

concentrations of MRK-107 was significantly higher than 50%, which indicates that the 

administration of this compound is able to induce cells to senescence, thereby being a desired 

and consistent effect for chemotherapy. 

It is well known that senescence is one of the tumor suppressor mechanisms and that it 
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causes an irreversible interruption of cell proliferation and that this condition can be induced in 

response to chemotherapy [37, 38, 39]. Senescence is a mechanism that causes the cell cycle to 

stop in order to potentially inhibit cell cycle progression and consequently allow the 

proliferation of dysfunctional or transformed cells to occur [40,41]. 

The mechanisms that cause senescence are broad and include ROS overgeneration, 

DNA-damage, mitochondrial disfunction [19], while the use of radiotherapy and chemotherapy 

drugs for example, is known as “therapy-induced senescence” [40]. Guo and collaborators 

(2010) published that a treatment with  hydrogen peroxide (H2O2), which induces oxidative 

stress, resulted in 80% of mouse embryonic fibroblasts to become senescent, which 

corroborates the present study, since MRK 107 showed a high rate of intracellular ROS in K562 

cells, as well as a significant higher rate of senescent cells after treatment with the respective 

marker [42]. Accordingly, Zhong and collaborators (2019) in a study with breast cancer cells, 

also demonstrated that oxidative stress mediated by H2O2 treatment also caused an induction of 

senescence in these cells [43]. 

In addition, a review study on hydroxyurea (HU), an antineoplastic drug widely used in 

neoplastic and non-neoplastic conditions, reported that the compound is able to reduce cell 

proliferation as it can induce a state of cell senescence [44]. According to some  related studies, 

HU promotes a deficiency of proteins that regulates oxidative stress, thus contributing to the 

elevation of ROS and, consequently, to the establishment of cellular senescence [45, 46, 47]. 

These findings are well in line with the data obtained in the present study, as they indicate that 

increased levels of ROS contribute to cellular senescence. In such a way, senescence may be a 

protective mechanism against tumor growth, which prevents an uncontrolled proliferation of 

cancer cells or cells that contain some oncogene activation or the loss of tumor suppressor 

genes, corroborating some other related studies that also support senescence as a proliferation 

suppressor mechanism that can stop tumor growth [48, 49]. 
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Figure 4. Percentage of senescent K562 cells after 24, 48 and 72 hours of MRK-107 incubation (10 and 100 µM). 

(***) p < 0.001 compared to the control group. 

 

Through the analysis of TBARS and reduced glutathione (GSH) in 72 hours, it was 

possible to observe the presence of oxidative stress after stimulation of the K562 cell with 

MRK-107 (Figure 5). TBARS (nmol/ml) is a product of lipid peroxidation of the cell 

membrane, which occurs in the presence of oxidative stress, while GSH is a naturally consumed 

antioxidant in the presence of oxidative stress, thus increasing TBARS (Figure 5A) and 

decreasing GSH (Figure 5B) indicate the presence of oxidative damage induced by MRK-107. 
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Figure 5. Oxidative stresse markers in K562 cells. (A) Amount of TBARS (nmol/ml) after stimulation with MRK-

107 (10um and 100um) in 72 hours. (B) Amount of reduced glutathione - GSH (umol/ml) after stimulation with 

MRK-107 (10 uM and 100 uM) at 72 hours. (*) p < 0.05 compared to the control group; (***) p < 0.001 compared 

to the control group. 

 

The studies of cell damage associated with senescence are still difficult to detect, 

however several studies showed the most toxic forms with more immediate effects, such as 

DNA damage. DNA breakage is considered one of the most toxic forms of cell damage, one of 

its immediate consequences include cell cycle arrest, that is, senescence as it is known that 

telomere shortening and chromosomal instabilities are well-established factors for senescence. 

In addition, studies report an increase in oxidized intracellular compounds, such as lipofuscin 

and carbonyl, glycated and modified proteins by lipid peroxidation in aged senescent cells[50]. 

These data corroborate other findings in the literature as well, in which a low level of 

GSH in the brain of mice was found associated with a detoxification of endogenous toxins 

originated through cellular lipoperoxidation processes arising from an insufficient removal of 

H2O2 that favors the production of a oxidative stress [51]. In addition, in that same study, a 

higher density of senescent cells was found associated with mice with the brain more exposed 

to oxidative stress, demonstrating that oxidative stress is an important factor that causes 

senescence [51]. 
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In conclusion, the study demonstrated that senescence is a potential mechanism of 

cytotoxicity induced by the potential chemotherapeutic activity of MRK-107 against chronic 

myeloid leukemia (CML). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos com o presente estudo, permitem concluir que: 

- Os derivados de IP possivelmente apresentam boa absorção oral, com exceção do MRK-116. 

Além disso, não mostaram importantes efeitos tóxicos de mutagenicidade, tumorigenicidade e 

irritabilidade. Porém, mostraram possível efeito sobre o sistema reprodutor. 

- O composto MRK-107 obteve o melhor perfil oxidativo e a célula K562 foi a célula mais 

responsiva; 

- O composto MRK-107 não foi capaz de induzir morte celular em células K562 nem em 

monócitos humanos; 

- O composto MRK-107 foi capaz de diminuir a proliferação das células K562 após 72h de 

exposição. 

- O composto MRK-107 foi capaz de induzir senescência celular em células K562 em 48 e 72h 

de exposição. 

- O composto MRK-107 induziu estresse oxidativo em células K562 após 72h de exposição 

 

 Assim, este estudo demonstrou que a senescência induzida pelo composto MRK-107 

possui envolvimento de estresse oxidativo como possível mecanismo de ação, sendo um 

potencial mecanismo antitumoral contra leucemia mielóide crônica (LMC). 

 

 

Figura 4. Representação esquemática dos resultados obtidos no estudo. 



 

65  

 

PERPECTIVAS 

 

- Avaliar a expressão de proteínas envolvidas no ciclo celular e dano ao DNA. 

- Avaliar a associação de MRK-107 e imatinibe (terapia adjuvante) no tratamento de 

células de LMC. 


