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Resumo

Os Gliomas sdo tumores primarios do Sistema Nervoso Central que representam
aproximadamente 80% dos tumores malignos cerebrais. O Glioblastoma é o subtipo mais
comum de glioma, sendo 0 mais agressivo e com alta malignidade. E um tumor heterogéneo,
invasivo, com alta taxa proliferativa e alta resisténcia a quimioterapia, o que faz necessario o
desenvolvimento de novas terapias. Os liquidos i6nicos imidazélicos, ou sais imidazélicos, sdo
compostos que possuem um anel imidazolico, cujo ponto de fuséo se encontra abaixo de 100°C,
e que possuem alta estabilidade quimica e termal. Estes sais sdo de grande interesse da inddstria
farmacéutica por possuirem um design flexivel, o que possibilita modular suas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas a fim de realizar melhoramentos e obter um farmaco com acao
mais eficiente. Na literatura, ja foi descrito que os sais imidazolicos apresentam atividade
antibacteriana e antifungica. Entretanto, pouco se sabe sobre o efeito desses sais em células
tumorais. Estudos anteriores mostraram que alguns sais imidazolicos possuem atividade
antitumoral em vérias linhagens tumorais, entre elas, linhagens de glioblastoma. Porém, ndo se
sabe de que maneira esses compostos agem sobre as células tumorais. Desta forma, o0 objetivo
do nosso trabalho foi avaliar a atividade antitumoral de sete sais imidazolicos (CsMImCI,
CioMImCI, CisMImCL, CisMImMeS, CisMIMNTf2, CisMImCI, (Ci0)2MImCI) na
proliferacdo e crescimento de linhagens de glioblastoma humano (U87-MG, U138 e M059)J) e
glioma de rato (C6) e avaliar seu possivel mecanismo de a¢do. Como resultado, observamos
que, exceto para os compostos CsMImCI e C10MIMCI, as concentragdes entre 0,125 e 6,0
ug/mL de sais imidazdlicos diminuiram o nimero total de células e a quantidade de células
viaveis quando comparadas ao grupo veiculo. Além disso, o tratamento com os sais tambem
alterou a morfologia das células tumorais. Nas linhagens C6 e U87-MG os sais induziram
parada no ciclo celular, visto que na linhagem M059J ndo houve alteracdo neste parametro. Na
linhagem U138 foi presenciado um deslocamento das células para a fase G2. Com isso, é
possivel concluir que os sais imidazdlicos apresentam atividade antitumoral em linhagens de
glioblastoma humano e glioma de rato, porém seu mecanismo de a¢do varia de acordo com a

linhagem utilizada como modelo de estudo.



. INTRODUCAO

1.1. Gliomas
1.1.1 Caracteristicas e epidemiologia

Gliomas séo tumores heterogéneos e altamente invasivos, cujas caracteristicas histologicas se
assemelham as células gliais, como astrocitos e oligodendrécitos (WEN; KESARI, 2008). Sua
origem ainda € incerta, mas ha indicios que esses tumores se originam de células precursoras

neuronais e da desdiferenciacéo de células gliais maduras (LOUIS, 2006).

A taxa de incidéncia mundial dos tumores primarios malignos do Sistema Nervoso Central
(SNC), em 2012, era de 3.4 por 100.000 habitantes. Esse valor varia de acordo com o pais, 0
género e a idade dos pacientes estudados (“GLOBOCAN 2012 v1.0 Cancer Incidence and
Mortality Worldwide: IARC CancerBase”, 2012). Os gliomas sdo tumores primarios malignos
que correspondem a aproximadamente 80% dos tumores malignos do SNC, representando 31%
de todos os tumores na populacdo dos Estados Unidos. O desenvolvimento desse tipo de tumor
pode ocorrer em qualquer idade, mas a faixa etaria onde ha maior incidéncia é entre 65-84 anos.
Os gliomas correspondem a 53% de todos os tumores que acometem criancas de 0 a 14 anos, e
37% dos tumores que acometem adolescentes de 15 a 19 anos. Além disso, a taxa de incidéncia
de gliomas € maior em homens (7,16 por 100.000 habitantes) em relagcdo as mulheres (5,06 por
100.000 habitantes). (DOLECEK et al., 2012).

1.1.2 Classificacao

Os tumores gliais podem ser classificados em trés grupos, considerando as suas caracteristicas
histoldgicas: Astrocitomas, Oligodendrogliomas e Ependimomas. Os Astrocitomas se
assemelham a astrocitos e sdo categorizados como infiltrativos e ndo infiltrativos, sendo os
tumores infiltrativos os menos diferenciados e, geralmente, com o pior progndstico. Os
Oligodendrogliomas se assemelham com oligodendrécitos e sdo tumores gue crescem num
ritmo lento, sendo mais frequentes em adultos jovens. Os Ependimomas sao mais facilmente

curaveis quando comparados aos demais tumores (CDC CANCER, 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO), os tumores do
SNC também podem ser classificados em quatro graus. Essa classificacdo considera os critérios
como morfologia celular e nuclear, indice mitético, taxa proliferativa, perfil histologico e,

principalmente, o grau de agressividade do tumor. Os tumores de grau | tem uma baixa taxa de



proliferacdo, ndo sdo malignos e apresentam um alto potencial de cura apOs a ressec¢do
cirtrgica. Os tumores de grau Il podem ser malignos ou ndo-malignos e apesentam baixa taxa
proliferativa. Eles podem apresentar recorréncia, apos o tratamento, como tumores de alto grau
de agressividade, como, por exemplo, os astrocitomas difusos, que recorrem como astrocitoma
anaplasico ou glioblastoma (grau 1V). Os tumores de grau Ill, por sua vez, sdo malignos e
geralmente recorrem como tumores de maior grau. Neste tipo de tumor € clara a presenca de
atipia nuclear e rapida atividade mitotica. Os tumores cerebrais de grau IV sdo os mais
agressivos, possuem uma alta taxa proliferativa, séo mitoticamente ativos e apresentam zonas
necréticas. Esses tumores sdo associados a um péssimo progndéstico, mesmo apés intervencdo
cirtrgica e quimioterapica (CDC CANCER, 2003; LOUIS et al., 2007).

1.1.3 Glioblastoma

Glioblastomas sdo gliomas de grau IV do grupo dos astrocitomas (LOUIS et al., 2007) que
correspondem a 69% dos tumores gliais, sendo o tipo de tumor mais frequente e maligno de
todas as neoplasias primarias malignas do SNC (OHGAKI; KLEIHUES, 2005a). O tempo
médio de sobrevivéncia dos pacientes apos o0 diagnostico desse tipo de tumor é em torno de 7
meses e a parcela de pacientes que sobrevive apds o tempo médio passa de 28-18%, no primeiro
ano, a menos de 3% apds 5 anos do diagndstico. Além disso, o tempo de sobrevida €
influenciado pela idade dos pacientes, sendo que pacientes jovens (<50 anos) tém média de
sobrevida de 8 meses, a qual vai diminuindo conforme aumenta a idade (aproximadamente 4
meses em pacientes com >50 anos) (OHGAKI; KLEIHUES, 2005b; OHGAKI et al., 2004).

Os glioblastomas podem ser divididos nos subtipos primario e secundario. Os primarios
representam 90% dos glioblastomas e sdo tumores que se desenvolvem diretamente a
glioblastoma, sem passar por estagios precursores de menor grau. Esse subtipo é caracterizado,
principalmente, por possuir alta frequéncia de amplificacGes nos genes do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), mutacdes nos genes da fosfatase e tensina homéloga (PTEN)
e perda do cromossomo 10. Os glioblastomas secundarios, por sua vez, sdo tumores malignos
que se desenvolvem a partir de precursores de menor malignidade, como astrocitomas de grau
Il e Ill. As alteracdes genéticas encontradas com mais frequéncias sdao mutacdes nos genes da
isocitrato desidrogenase (IDH) e no gene da proteina tumoral 53 (TP53), além de perda do brago
g do cromossomo 19 e entre outras anomalias genéticas. A idade média dos pacientes com
diagndstico clinico de glioblastoma primario € de 65 anos, enquanto a de pacientes com

glioblastoma secundario é de 45 anos, sendo que o tempo médio de sobrevida é em torno de 4,7



e 7,8 meses, respectivamente. Logo, os glioblastomas secundéarios apresentam melhor
progndstico em relacdo aos glioblastomas primarios (OHGAKI; KLEIHUES, 2013; OHGAKI
et al., 2004; WEN; KESARI, 2008; WILSON; KARAJANNIS; HARTER, 2014).

Por serem tumores muito heterogéneos, os glioblastomas séo classificados, além de primarios
e secundarios, nos subtipos proneural, neural, mesenquimal e classico devido ao distinto padrdo
de expressdo genética entre eles (VERHAAK et al., 2010). Além disso, também é possivel
presenciar essa heterogeneidade entre as células do préprio tumor (PATEL et al., 2014), o que
dificulta a acdo de terapias especificas para combater a neoplasia.

A opcdo padrdo de tratamento para os glioblastomas constituem a ressec¢ao cirurgica maxima
do tumor, seguida por radioterapia e quimioterapia. A ressec¢do cirurgica sozinha mantem a
sobrevida média dos pacientes em 6 meses. Porem, quando combinada com radioterapia e
quimioterapia, ela é capaz de aumentar a sobrevivéncia média em aproximadamente 14 meses
(WEN; KESARI, 2008; WILSON; KARAJANNIS; HARTER, 2014).

A Temozolomida (TMZ) é o quimioterapico padrdo para o tratamento desse tipo de tumor. E
um agente alquilante que adiciona grupos metil nas bases purinas, 0 que causa dano no DNA,
induzindo apoptose nas células tumorais. Entretanto, um aumento da expressdo da O°-
alquilguanina-DNA-alquiltransferase (MGMT), enzima que remove o grupo metil da O6-
metilguanina, impedindo o dano no DNA pela metilacdo da O6-metilguanina, o principal alvo
do TMZ. Dessa forma, os glioblastomas que possuem um aumento na expressao de MGMT séo
resistentes ao agente quimioterapico, o que dificulta ainda mais o tratamento (OMURO;
DEANGELLIS, 2013; WILSON; KARAJANNIS; HARTER, 2014). A alta heterogeneidade das
células tumorais e 0s mecanismos de resisténcias a quimioterapicos desenvolvidos pelos
glioblastomas levam a necessidade de desenvolver terapias alternativas e até mesmo novos

farmacos para combater esse tipo de neoplasia maligna.

1.2. Liquidos idnicos imidazdlicos

Desde o inicio do século 21, os liquidos i6nicos apresentam uma vasta aplicacdo nos mais
variados processos industriais devido a sua classificagdo como “Green Chemistry”, que sdo
produtos quimicos e processos que substituem o uso de substancias perigosas (PLECHKOVA,;
SEDDON, 2008; ROGERS; SEDDON, 2003). Liguidos i6nicos sdo sais cujo ponto de fusao

encontra-se abaixo de 100°C. Seu vasto uso na industria é devido a caracteristicas como, por



exemplo, excelente estabilidade quimica e termal, baixa viscosidade, baixa pressdo de vapor,
entre outros (BRAUNSTEIN, 1971).

Os liquidos i6nicos imidazolicos ou sais imidazolicos sdo um tipo de liquido ibnico que possui
um anel imidazolico, o que lhes confere a capacidade de interagir eletrostaticamente com
sistemas biologicos (ANDERSON; LONG, 2010). Esses sais sdo sintetizados a partir da
alquilacdo do imidazol, formando um par de anion e cétion discretos. Isso confere um design
flexivel a esses compostos, possibilitando a modelagem das suas propriedades quimicas, fisicas
e bioldgicas, sendo uma caracteristica de grande interesse para industrias farmacéuticas para a
producéo de ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) (HOUGH et al., 2007). Sua flexibilidade
permite realizar melhoramentos, a fim de ter uma melhor estabilidade, absorcéo,
biodisponibilidade, solubilidade (ex. compostos hidrofobico ou hidrofilicos), distribuicdo e
permeabilidade, e também desenhar compostos especificos que eliminem o efeito do
polimorfismo genético (STOIMENOVSKI et al., 2010).

Vaérios estudos ja mostraram o efeito dos liquidos idnicos em diversos sistemas bioldgicos,
principalmente atividades antibacterianas e antifungica (DEMBERELNYAMBA et al., 2004;
FRADE; AFONSO, 2010; SCHREKKER et al., 2013). Entretanto, poucos trabalhos
descrevem a toxicidade dos liquidos i6nicos imidazdlicos em outras células eucaridticas.
Estudos com diferentes linhagens de células tumorais, dentre eles tumores do SNC, reportaram
a atividade antitumoral de varios liquidos i6nicos imidazolicos, apresentando um amplo
espectro de citotoxicidade dependente de concentracdo e estrutura do composto, sendo que
alguns compostos apresentaram alta atividade em baixas concentracdes (KAUSHIK et al.,
2012; MALHOTRA; KUMAR, 2010). Kaushik et. al. (2012) mostrou que liquidos iénicos
imidazolicos reduzem a viabilidade de células tumorais (células da linhagem T98 de
glioblastoma multiforme) e em células ndo tumorais (linhagem HEK 293). Entretanto, 0s
liquidos idnicos imidazdlicos tiveram menos efeito citotdxico nas células HEK 293 em relacéo
as células tumorais nas mesmas concentracdes. Um resultado interessante do ponto de vista
terapéutico foi obtido por Schrekker et. al. (2013). Ao descrever a atividade antifingica dos
sais imidazdlicos, os autores demostraram que 0s sais ibnicos ndo causam danos ao DNA de
leucdcitos humanos nas concentracdes de 10 a 65 pg/mL, indicando a auséncia de efeito
genotdxico dos sais imidazolicos em concentracBes acima das que tiveram atividade

antifangica.
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Il. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

Tendo como base o efeito citotoxico dos liquidos ibnicos imidazdlicos em diferentes linhagens
tumorais, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antitumoral de liquidos idnicos
imidazolicos em linhagens de glioblastoma humano e glioma de rato.

2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito citotoxico ou antiproliferativo nas linhagens de glioblastoma humano
(U87-MG, U138 e M059J) e glioma de rato (C6) dos seguintes sais imidazolicos:
CsMImCI, CioMImCI, CisMImCL, CisMImMeS, CisMIMNTf2, CisMImCI,
(C10)2MIMCI, calculando a concentracdo inibitoria média de cada sal sobre cada
linhagem.

e Avaliar possiveis alteragdes no ciclo celular causada pelos sais imidazdlicos nas

linhagens de glioblastoma humano e glioma de rato.
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I11. Artigo Cientifico

Carta de submissio no formato requerido para o periodico “Cancer Letters”

(http://www.journals.elsevier.com/cancer-letters/).

Chairini C. Thomé?, Mery S. L. Pereira?, Diogo L. de Oliveira3

1 chairini.thome@gmail.com

2 meryzinhaufrgs@gmail.com

3 losch@ufrgs.com.br
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Liquidos idnicos imidazdlicos apresentam atividade antitumoral em

linhagens de glioblastoma humano e glioma de rato

Chairini Cassia Thomé'*, Mery Stefani Leivas Pereiral, Diogo Losch de Oliveiral*

1L aboratorio de Neurociéncia Celular e Molecular, Departamento de Bioquimica, Instituto de
Ciéncias Béasicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

* Enderego para correspondéncia:
Charini Cassia Thomé

Departamento de Bioquimica, UFRGS
Rua Ramiro Barcelos 2600 anexo
Porto Alegre, RS, Brasil

CEP: 90035-003

E-mail: chairini.thome@gmail.com

Destaques:

Liquidos ibnicos imidazélicos diminuem a viabilidade e quantidade de células em linhagens de
glioblastoma e glioma.

Liquidos ibnicos imidazdlicos tém efeito antiproliferativo nas linhagens C6 e U87-MG.

Liquidos idnicos imidazdlicos ndo causam alteracdes no ciclo celular das células linhagem
MO059J.

Liquidos idnicos imidazdlicos aumentam a porcentagem de células na fase G2, ap6s tratamento,
na linhagem U138.
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3.1 Resumo

Glioblastomas s&o tumores primarios malignos do SNC. Estes tumores sdo altamente invasivos
e resistentes a quimioterapia, o que faz necessario o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que visem o aumento da sobrevida do paciente. Os liquidos idnicos imidazolicos
sdo sais com um anel imidazolico que possuem alta estabilidade quimica e design flexivel.
Alguns sais imidazoélicos ja foram descritos pela sua atividade antitumoral, porém seu
mecanismo de acéo ndo é totalmente conhecido. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antitumoral dos sais imidazélicos (CsMImCI, CioMImCI, CisMIMCL, CisMImMeS,
C1i6sMIMNTT2, C1sMImCI, (C10)2MImCI) nas linhagens de glioma C6 e glioblastoma M059J,
U138 e U87-MG e elucidar seu mecanismo de ac¢do. Nos ensaios SRB e MTT observamos uma
diminuicdo na quantidade e viabilidade das células, respectivamente, e alteracdes morfoldgicas
apos 24h de tratamento. Os sais, com exce¢do do CsMImCI e C1oMIMCI, apresentaram CEso
entre 0,85 a 7,4 nM. Analises do ciclo celular demostraram que 0s sais induzem parada no ciclo
celular nas linhagens C6 e U87-MG e deslocamento das células da fase G1 para G2 na linhagem

U138. Na linhagem M059J os compostos ndo causam altera¢des no ciclo celular.

Palavras chave: glioblastoma, glioma, liquidos idnicos imidazélicos, atividade antitumoral,

ciclo celular, atividade antiproliferativa.
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3.2 Introducéo

Glioblastomas séo os tumores primarios malignos mais frequentes e letais do Sistema Nervoso
Central (SNC), representando 69% dos tumores gliais (OHGAKI; KLEIHUES, 2005a).
Classificados como glioma de grau 1V pela Organizacdo Mundial da Saude, os glioblastomas
sdo caracterizados pela sua heterogeneidade, alta invasibilidade e taxa de proliferacdo, além de
sua semelhanca histologica com células gliais (LOUIS et al., 2007). O tempo médio de
sobrevivéncia dos pacientes diagnosticados com esse tipo de tumor é de aproximadamente 7
meses, diminuindo progressivamente a medida que aumenta a idade do paciente (OHGAKI;
KLEIHUES, 2005b). A resseccao cirargica do tumor, seguida da radioterapia e quimioterapia
com Temozolomida (TMZ) constituem o tratamento padrdo para esse tipo de neoplasia
maligna, entretanto a sobrevida média dos pacientes sO € estendida até 14 meses apds O
tratamento (WILSON; KARAJANNIS; HARTER, 2014). Devido a sua alta heterogeneidade
e desenvolvimento de mecanismos de resisténcia a quimioterapicos (MARUMOTO; SAYA,
2012), existe uma crescente necessidade de desenvolver novos farmacos e terapias alternativas

para combater esse tipo de neoplasia maligna.

Devido as suas propriedades fisico-quimicas e seu design flexivel, os liquidos i6nicos
imidazolicos vém sendo utilizados pela comunidade cientifica para o desenvolvimento de novos
farmacos. Os liquidos ibnicos imidazolicos, ou sais imidazélicos, sdo um tipo de liquido iénico
que apresenta caracteristicas como baixo ponto de fusdo, alta estabilidade quimica, estabilidade
em altas temperaturas, baixa viscosidade, entre outras (BRAUNSTEIN, 1971). Os sais
imidazolicos sdo compostos sintéticos que possuem um anel imidazolico e sdo sintetizados a
partir da alquilacdo desse anel, formando anions e cations discretos. Seu design flexivel permite
modelar propriedades quimicas, fisicas e biolégicas a fim de melhorar a estabilidade,
permeabilidade, solubilidade e absorcéo, entre outras caracteristicas dos sais, para a producao
de ingredientes farmacéuticos ativos (HOUGH et al., 2007; STOIMENOVSKI et al., 2010).

Diversos trabalhos tém avaliado a atividade antibacteriana e antifingica dos sais imidazolicos
(DEMBERELNYAMBA et al., 2004; FRADE; AFONSO, 2010; SCHREKKER et al., 2013).
Além disso, Malhotra e Kumar (2010) avaliaram in vitro a atividade antitumoral dos sais
imidazélicos em 60 linhagens tumorais de diferentes tipos de cancer. Neste estudo, foi analisado
o efeito antitumoral dos liquidos ibnicos imidazolicos, o qual é dependente do tipo de linhagem
e composto estudado, sendo que em linhagens de glioblastoma, o efeito antitumoral observado
foi em concentragdes micromolares (MALHOTRA; KUMAR, 2010). Em especial, Kaushik et.
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al. (2012) mostraram que sais imidazélicos também apresentam atividade antitumoral em
linhagem de glioblastoma humano, sendo que o efeito tdxico foi visto tanto na linhagem
tumoral quanto na linhagem de células ndo-tumorais. Entretanto, a citotoxicidade foi menor nas

células ndo-tumorais nas mesmas concentraces (KAUSHIK et al., 2012).

Com base no descrito acima, o objetivo deste trabalho foi analisar a possivel atividade
antitumoral dos sais imidazélicos (CsMImCI, Ci;oMImCI, CisMIMCL, CisMImMeS,
C16sMIMNTT2, C1sMIMCI e (C10)2MImCI) em linhagens de glioblastoma humano e de glioma
de rato.

3.3 Materiais e Métodos

3.3.1 Materiais

Os reagentes Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), Soro Fetal Bovino (SFB),
solucéo de tripsina 0,05%, Penicilina/estreptomicina e Fungizona foram obtidos da Gibco®. Os
reagentes  {brometo de  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2-5-difeniltetrazolio]}  (MTT),
Sulforodamina B (SRB) e Dimetilsulfoxido (DMSO) foram obtidos da Sigma®. As placas de
cultivo da TPP®. O lodeto de Propidio (IP) foi obtido da BD Bioscience®. A Ribonuclease
(RNAse) foi obtida da Invitrogen®.

3.3.2 Cultivo celular

As linhagens de glioblastoma humano M059J, U87-MG e U138 e a linhagem de glioma de rato
C6, foram obtidas da ATCC® (Amerycan Type Culture Collection, Rockville, Maryland,
EUA). Estas células, entre 8 e 40 passagens, foram cultivadas em meios DMEM contendo 0,5
U/mL de penicilina, 0,25 mg/mL de fungizona e suplementados com 10% e 5% de SFB,
respectivamente. Durante o cultivo, as células foram incubadas em estufa de 95:5 O2/CO- a
37°C.

3.3.3 Preparacdo dos compostos e tratamentos

Os liquidos i6nicos imidazdlicos CsMIMCI (1-n-butyl-3-methylimidazolium chloride),
C1oMImCI  (1-n-Decyl-3-methylimidazolium chloride), CisMIMCL (1-n-hexadecyl-3-
methylimidazolium chloride), CisMImMeS (1-n-Hexadecyl-3-methylimidazolium
methanesulfonate), C1isMIMNTTf2 (1-n-hexadecyl-3-methylimidazolium bis

(trifluoromethyl)sulfonylimide), C1sMIMCI (1-n-Octadecyl-3-methylimidazolium chloride) e
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(C10)2MIMCI (1,3-di-n-decyl-2-methylimidazolium chloride), sintetizados como citado por
Schrekker et. al. (2013) (Fig. 1) foram diluidos em DMSO 100% em concentracdes de 1.200
mg/mL ou 300 mg/mL, obtendo-se uma concentragdo final maxima de DMSO 1% por pog¢o
durante os tratamentos. As concentragdes testadas por um periodo de tempo de 24 horas nos
ensaios de viabilidade e quantificacdo celular foram de 0,125 ug/mL a 6,0 pg/mL. Foram
utilizados dois controles, um contendo somente o meio de cultivo e o outro contendo o veiculo
(DMSO 1% em meio de cultivo). Os tratamentos foram realizados 24 horas ap6s as celulas

serem semeadas.

3.3.4 Ensaio Viabilidade Celular

A viabilidade das celulas foi avaliada pela técnica do MTT. Neste ensaio, o sal tetrazolico MTT
é reduzido pelas desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas formando um pigmento

violeta, o formazan, que se acumula nas células em forma de cristais (BERRIDGE et al., 1996).

As células foram semeadas em placas de 96 pogos nas quantidades de 8 x 10° células/pogo para
as linhagens C6 e U87-MG e 6 x 10° células/poco para as linhagens U138 e M059J. Vinte e
quatro horas apos o periodo de tratamento, elas foram lavadas com Solucéo Salina Balanceada
de Hank (HBSS) e incubadas com 100 puL de MTT 0,5 mg/mL por 1h sobre placa de
aquecimento a 37°C e protegidas da luz. Apos o periodo de incubacédo, os cristais violetas
formados foram solubilizados com DMSO, sob agitacdo por 30 min, e, apos, foi feita a leitura
das absorbancias nos comprimentos de onda de 560 e 650 nm. Foram realizados 5 experimentos

independentes (n=5) em triplicata.

3.3.5 Ensaio de Quantificacdo Celular

A marcacdo com SRB foi utilizada como técnica complementar ao ensaio de viabilidade celular,
para mensurar a quantidade de células apos os tratamentos. O SRB é um corante rosa que, em
meio moderadamente acido, se liga na porc¢éo basica dos aminoacidos e se dissocia dos mesmos
em meio béasico (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). A quantidade de corante extraido €
proporcional a quantidade total de proteina presente no poco, possibilitando o calculo do

nimero de células aderidas.

As células foram fixadas por 1h com Acido tricloroacético (TCA) 10% a 4°C. Ap6s as placas
foram lavadas com &gua destilada e deixadas secando a temperatura ambiente. Depois, as

células foram encubadas por 15 min em solucio de SRB 0,2% diluida em Acido Acético 1%,
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lavadas com Acido Acético 1% e incubadas com TRIS 10 mM pH 10,5 por 30 min sob agitacio

para posterior leitura da absorbéancia a 490 nm.

Para poder calcular o nimero de células, foi feita uma curva de densidade de células (Fig.2), na
qual foi possivel correlacionar os valores obtidos na absorbancia do SRB a 490 nm com a
quantidade de células semeadas em cada poco. Para isso, foram plaqueadas diferentes
densidades de células (de 1.000 a 100.000 células por poco) e 2h apds foi realizada a técnica

do SRB, como descrito acima.

Tanto para a curva de densidade de células, como para o ensaio de crescimento celular, foram

realizados 5 experimentos independentes (n=5).

3.3.6 Ciclo Celular

As andlises das fases do ciclo celular foram realizadas com o citdmetro BD Accuri™ C6. As
células foram semeadas em placas de 6 pogos nas quantidades 2 x 10° células/poco (linhagens
U87-MG e C6) e 1,5 x 10° células (linhagens M059J e U138) e tratadas com as concentragdes
efetivas medias (CEso), obtidas no ensaio do MTT, de cada composto nas respectivas linhagens.
Apos o tratamento (24h), elas foram tripsinizadas, centrifugadas, fixadas com alcool 70%,
incubadas por 30 min com a solucdo PSSI (RNAse 0,12 mg/mL, IP 0,012 mg/mL, Triton X-
100 0,0014% e PBS 0,3 M) e, ap0s, feita a leitura da fluorescéncia no citémetro de fluxo. Os
dados obtidos foram analisados com o programa FCS 5 Express Plus Citometry (DeNovo

Software™). Foram realizados 3 experimentos independentes (n=3).

3.3.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padréo. Os resultados do ciclo celular foram
analisados estatisticamente por Analise da Variancia (ANOVA) de 2 vias, seguidos do teste de
Bonferoni. O CEso foi calculado usando o programa GraphPad Prism 6. P< 0,05 foram

considerados como indicativo de significancia.
3.4 Resultados

3.4.1 Ensaio da Viabilidade Celular e da Quantificacdo Celular

Os testes de viabilidade celular e quantificagdo celular foram realizados para analisar o efeito
dos sais imidazolicos sobre as linhagens C6, M059J, U138 e U87-MG (Fig. 3). Em todas as
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linhagens analisadas observou-se uma diminuicdo dependente da concentragdo na porcentagem
de células viaveis e na porcentagem de células aderidas, em rela¢do ao grupo veiculo (DMSO
1%), somente apds os tratamentos com os compostos C1oMIMCI, C1sMIMCL, CisMImMeS,
C1i6sMIMNTT2, CisMImCI e (C10)MIMCI em todas as linhagens analisadas. O composto
C4MImCI ndo alterou o nimero de células e a quantidade de células viaveis quando comparado
ao tratamento com o veiculo (DMEM + DMSO 1%). N&o houve diferenca na viabilidade e na
porcentagem de células aderidas entre o grupo tratado somente com meio de cultivo (DMEM)
e 0 grupo veiculo (DMEM + DMSO 1%) (dados ndo mostrados).

As concentracGes dos sais imidazdlicos que apresentaram um efeito de diminuir a quantidade
de células viaveis e a quantidade total de células em 50% (CEso) 24h apds o tratamento estdo
indicadas na Tabela 1. N&o foi possivel calcular o CEso do composto CsMImCI com as
concentracgdes testadas, visto que os tratamentos ndo alteraram a quantidade de células aderidas
no poco e a viabilidade celular. Para o composto C1oMIMCI, so foi possivel calcular o CEsgha
linhagem C6, visto que nas demais linhagens ndo houve diferencas na viabilidade e quantidade
de celulas em relagdo ao grupo veiculo apos o tratamento por 24 horas nas concentracdes
utilizadas. Aparentemente, 0 composto mais eficiente em diminuir a viabilidade celular em 50%
nas linhagens C6 e U138 foi (C10)2MImCI (0,86 nM e 2,3 nM; respectivamente), visto que nas
linhagens M059J e U87-MG foi aparentemente o composto CisMImMeS (1,2 nM e 2,8 nM;
respectivamente). Em relacdo a diminuicdo da quantidade de células em 50%, aparentemente,
0 composto mais eficiente nas linhagens C6, U138 e U87-MG foi 0 (C10)2MIMCI (1 nM; 4,4
nM e 2,95 nM; respectivamente) e na linhagem M059J foi 0 composto CisMImMeS (2,45 nM).

3.4.2 Alteracdes morfologicas

Apesar de ndo ter sido feita uma analise morfologica profunda, foi possivel observar que o
tratamento com os liquidos idnicos imidazolicos nas concentracbes proximas aos CEsp

provocou alteracGes na forma e no tamanho das células (Fig. 4).

Na linhagem C6, os tratamentos com os sais imidazolicos (Fig. 4E, I, M, Q, U, Y e AC)
aparentemente diminuiram a quantidade e comprimento dos prolongamentos das células, bem
como alteram o tamanho celular. As células parecem ter ficado maiores e com aspecto targido,
em relacdo ao controle (Fig. 4A). Também foi possivel observar a presenca de vactolos no

citoplasma e granulos ao redor do nucleo.
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Na linhagem M059J, foi possivel ver uma provavel diminuigdo da area das células e a presenca
de vacuolos ap6s os tratamentos (Fig. 4F, J, N, R, V, Z e AD). Além disso, 24h ap06s 0s
tratamentos, foi possivel notar melhor as delimitag6es das células e uma grande quantidade de
células soltas, o que nédo foi visto no grupo veiculo, onde as células estdo bem aderidas na placa
e proximas umas as outras, sendo dificil delimitar as suas bordas (Fig. 4B).

As células da linhagem U87-MG também apresentaram possiveis alteracbes morfologicas apos
0s tratamentos como, por exemplo, diminuicdo ou quase auséncia de prolongamentos e
presenca de vacuolos (Fig. 4G, K, O, S, W, AA e AE), quando comparadas as células do grupo
DMSO 1% (Fig. 4C).

Nas células da linhagem U138, pds-tratamento, também foi possivel notar uma possivel
presenca de vacuolos no citoplasma, além de uma provavel alteragdo no formato celular, pois
as células aparentemente se apresentavam com formato retangular e oval (Fig. 4H, L, P, T, X,
AB e AF), ao contrario da morfologia mais fibroblastica aparente nas celulas do grupo DMSO
1% (Fig. 4D).

3.4.3 Ciclo Celular

Considerando que os sais imidazolicos diminuiram a porcentagem de células viaveis e a
quantidade total de células, decidimos investigar se essa diminuicdo seria resultado de um efeito
antiproliferativo desses compostos. Para isso, realizamos a analise do ciclo celular de cada
linhagem por citometria de fluxo. As células foram tradas com concentracGes equivalentes ao
CEso obtidas no ensaio MTT dos compostos CisMIMCL, CisMImMeS, CisMIMNT{2,

C18MImCI e (C10)2MImCI, em sua respectiva linhagem.

Os sais imidazdlicos induziram um aumento na porcentagem de células na fase G1, com
consequente diminuicdo na porcentagem de células na fase S e sem alteracdes na fase G2, nas
linhagens C6 (Fig. 5) e U87 (Fig. 6), em relacdo ao grupo veiculo. Na linhagem M059J néo foi
observada nenhuma alteracdo na distribuicdo das células entre as fases do ciclo celular, quando
comparada ao grupo veiculo (Fig. 7). A linhagem U138 apresentou um perfil distinto das
demais linhagens, pois 90,04% das células dessa cultura eram aneuploides e 0s 9,96% restantes,
eram células diploides. Além da maior proporcdo de células, as células aneuploides pds-
tratamentos mostraram um aumento significativo na porcentagem de células na fase G2 e
diminuicdo na porcentagem de células fase G1, sem alteracdes na fase S, quando comparadas

as do grupo controle veiculo (Fig. 8).
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3.5 Discussao

Em um estudo anterior ja havia sido confirmada a atividade antitumoral dos liquidos i6nicos
C16MImCI e C18MImCI em linhagens de glioblastoma humano, diferentes das usadas neste
trabalho, onde os autores constataram uma inibi¢&o de crescimento de 50% (ensaio SRB) com
concentragdes entre 0,3 a 1,2 uM (MALHOTRA; KUMAR, 2010). No nosso trabalho,
observamos que esses e outros sais imidazdlicos também apresentam atividade antitumoral em
linhagens de glioblastoma humano e de rato, porém em concentra¢cdes muito menores do que
as ja descritas (Tabela. 1). Nos dados do MTT e SRB, a linhagem C6 se mostrou ser a mais
sensivel aos tratamentos, enquanto as linhagens U138 e U87-MG, foram as mais resistentes,
visto que foram necessarias concentracfes maiores para reduzir em 50% o nimero de células

viaveis e a quantidade de celulas no poco (Fig.3).

Nas linhagens M059J e U138 nota-se que as concentragdes do CEsp do SRB sdo maiores do
que as CEso do MTT. Isso pode ser explicado devido a uma peculiaridade na técnica do SRB,
na qual o corante também se liga nas proteinas de células que continuam aderidas na placa e
que ndo estdo mais viadveis (ndo sendo detectadas pela técnica do MTT). Portanto, é possivel
obter valores de SRB de 2 a 3 vezes maiores, dependendo do tipo de célula testada (KEEPERS

et al., 1991), explicando os resultados aqui obtidos.

O sal imidazolico que aparentemente se mostrou ser mais eficiente em trés das quatro linhagens
foi o (C10).MImCI, pois apresentou os menores valores de CEso. O efeito citotdxico deste
composto pode estar relacionado ao comprimento da cadeia de carbonos, ou seja, quanto maior
a cadeia de carbono, mais toxico € o composto (RANKE et al., 2007). O inverso também ¢é
valido, quanto menor a cadeia de carbono do liquido ibnico imidazdlico, menor é o seu efeito
citotoxico (MALHOTRA; KUMAR, 2010), explicando por que os compostos C4MImCI e
C10MImCI foram ineficazes nas concentracdes testadas (Fig. 3). Entretanto, um estudo apontou
o efeito antitumoral do C4MImCI em linhagem de glioblastoma humano, obtendo um ICso de

90pg/mL, uma concentragdo muito acima da utilizada em nosso trabalho.

A linhagem MO059J aparentemente apresentou uma certa resisténcia ao tratamento com o
(C10).MImClI, tendo o0 C16MImMeS se mostrado o composto mais eficiente nessa linhagem e
0 segundo mais eficiente nas demais linhagens (Tabela 1). Essa caracteristica condiz com o fato
de um parametro de toxicidade ndo estar somente relacionado ao comprimento da cadeia

carbbnica, mas também a citotoxicidade relacionada ao anion, onde compostos com MeS~ sdo
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mais toxicos que os com CI" (BICZAK et al., 2014; MATZKE et al., 2007), explicando por que
um composto com uma cadeia de carbono mediana pode ser um dos compostos mais efetivo

nas linhagens.

A complementacdo dos nossos experimentos com a analise do ciclo celular mostrou que os sais
imidazolicos possivelmente desempenham mecanismos de acdo diferentes dependendo do tipo
celular. Nas linhagens C6 e U87-MG, os sais imidazélicos CisMImCL, CisMImMeS,
C16MIMNTT2, C1sMImCI e (C10)2MIMCI induziram uma parada no ciclo celular, diminuindo a
porcentagem de células na fase S e aumentando na fase G1 (Fig. 5 e 6). Essa similaridade de
efeitos nas linhagens C6 e U87-MG se repetiu, aparentemente, no padrdo de alteracdo
morfologica apresentado pelas células apos os tratamentos (diminuicdo dos prolongamentos)
(Fig. 4) e também nos dados obtidos no SRB e MTT, onde os valores de CEsp de cada composto
em cada técnica foram similares em suas respectivas linhagens (Tabela 1), diferente do perfil
obtido com as linhagens M059J e U138.

Né&o foi observada nenhuma alteracéo na distribuicéo das células da linhagem M059J nas fases
do ciclo celular quando comparada ao grupo veiculo (Fig. 7). Isso € um indicativo de que ha a
possibilidade dos tratamentos com os sais imidazolicos estarem causando algum tipo de morte
celular nesta linhagem, visto que a diminui¢cdo no nimero e viabilidade das células ndo foram

causadas por um efeito antiproliferativo.

Os tratamentos com os CEsp dos sais imidazolicos acarretaram um deslocamento das células da
fase G1 para a fase G2, indicando que os tratamentos ndo induziram um efeito anti-proliferativo.
Diferente das demais linhagens, a maioria das células da linhagem U138 apresentou um
conteddo cromossémico aneuploide (Fig. 8). Tumores com células aneuploides geralmente
estdo associados com um maior grau de malignidade (DEY, 2004). Essa aneuploidia pode ser
um indicativo de uma maior malignidade da linhagem U138, o que pode explicar a aparente
resisténcia dessa linhagem ao tratamento com os sais imidazdlicos em relacdo as outras

linhagens estudadas (Fig. 3 e Tabela 1).

Ha poucos trabalhos mostrando o efeito tdxico dos compostos imidazélicos que foram testados
neste trabalho em células ndo tumorais. Entretanto, um trabalho mostrou a auséncia de efeito
genotoxico apos o tratamento de linfécitos humanos por 1 hora com o composto C16MImCI na
concentragdo 16 pg/mL (SCHREKKER et al., 2013), uma concentragdo muito acima da obtida

no CEso de todas as linhagens testadas.
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Com base nos nossos resultados, podemos concluir que os liquidos ibnicos imidazélicos
possuem atividade antitumoral em linhagens de glioblastoma humano e gliomas de rato, através

de um efeito antiproliferativo
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3.7 Legendas Figuras

Figura 1. Estrutura quimica dos liquidos idnicos imidazolicos ou sais imidazolicos testados para
avaliar a atividade antitumoral. Esses compostos possuem um anion e um cation.

Figura 2. Curva de concentracéo celular para ensaio de quantificagéo celular.
Grafico expressa a absorbancia () e o nimero de células multiplicado por mil (x 10°).

Figura 3. Resultados dos ensaios de viabilidade celular (MTT) e quantificacdo celular (SRB) nas
linhagens C6, MJ059, U138 e U87-MG ap0s tratamento com sais imidazolicos.

Ensaios MTT e SRB ap6s 24horas de tratamento com os compostos C4AMImCI (A), CL0MImCI (B),
C16MImCI (C), C16MImMeS (D), C16MImNTf2 (E), C18MImCI (F) e (C10).MImCI (G) nas
linhagens C6 (azul), U87-MG (vermelho), U138 (verde) e M059J (roxo). O grupo veiculo (DMSO 1%)

esta representado no grafico como a concentragdo 0.0 mg/mL. n= 5.

Figura 4. Morfologia das células tratadas com os sais imidazolicos nas concentracdes préximas do CEsp
(MTT 24h). Escala 100pm.

Figura 5. Avaliacdo dos efeitos no ciclo celular na linhagem C6 ap6s tratamento com sais
imidazolicos por 24h. *P>0,05 e ***P>0,001, quando comparados ao grupo veiculo (DMSO 1%)

(Anova 2 vias, seguida por teste de Bonferroni). n=3.

Figura 6. Avaliacdo dos efeitos no ciclo celular na linhagem U87-MG ap06s tratamento com sais
imidazolicos por 24h. **P>0,01 e ***P>0,001, quando comparados ao grupo veiculo (DMSO 1%)

(Anova 2 vias, seguida por teste de Bonferroni). n=3.

Figura 7. Avaliacdo dos efeitos no ciclo celular na linhagem M059J apds tratamento com sais
imidazolicos por 24h. Nao houve resultados significativo, quando comparados ao grupo veiculo
(DMSO 1%). n=3.

Figura 8. Avaliagao dos efeitos no ciclo celular na linhagem U138 ap6s tratamento com sais
imidazolicos por 24h. **P>0,01 e ***P>0,001, quando comparados ao grupo veiculo (DMSO 1%)

(Anova 2 vias, seguida por teste de Bonferroni). n=3.



3.8 Figuras

Figura 1.
~p o ° /¢\N+\
N N/\/\ \/\/\/\/\/ N \//
[—1 Cl-
C4AMImCI C10MImCI

C16MImCI

C16MImMeS 9,0_
/S\\O

F3C/(’5 6\CF3

/%N"'/\/\/\/\/\/\/\/\

\a C16MIMNTf2

\% C18MImCI

(C10)2MImCI

cr
N*" "N
/\/\/\/\/\ \—/ /\/\/\/\/\

25



26

Figura 2.

2.5+

- C6 = U87 -~ U138 -+ MJ

N
o
1

Absorbancia (A)

0.0 T . 1
0 20 40 60 80 100

Namero de células (x10°)




Tabela 1. Valor do CEsp (ug/mL) dos sais imidazolicos calculado a partir do resultado dos ensaios MTT e SRB 24h.

Linhagem
gem/ cé6 MO059] U13sg Ug87-MG
Composto
CE., SRB** CEg MTT** CE.,SRB** CEg MTT** CE., SRB** CEgy MTT** CE., SRB** CEg MTT**
C4MImCI >6(24,4nM)  >6(34,4 nM) >6(24,4nM)  >6(34,4nM) >6(24,4nM)  >6(24,4nM) >6(24,4nM)  >6(34,4nM)
C10MImCI >6(23,2nM) 5,16 (19,9 nM) >6(23,2nM) >6(23,2nM) >6(23,2nM) >6(23,2 nM) >6(23,2nM) >6(23,2nM)
C16MImCI 0,54(1,6nM) 0,54 (1,6nM) 1,0(2,9nM) 0,46(1,35nM)  2,11(6,15nM) 1,17 (3,4 nM) 1,48 (4,3nM) 1,09(3,2nM)
C16MImMeS 0,46(1,15nM) 0,49(1,2nM) 0,99 (2,45nM)*0,49(1,2nM)*  2,40(5,95nM) 1,26(3,1nM) 1,48(3,7nM) 1,12 (2,8 nM)*
C16MImNTf2 1,17(1,98nM) 1,18(2,0nM) 3,4(52nM) 1,25(2,1nM) 3,58(6,1nM) 2,19(3,7 nM) 2,86(4,9nM) 2,86(4,9 nM)
C18MImCl 0,70(1,9nM) 0,75(2,0nM) 1,33(3,6nM) 0,83(2,2nM) 2,73(7,4nM) 1,44(3,9 nM) 1,68 (4,55nM) 1,66 (4,5nM)
(c10),MImCl  0,40(1nM)* 0,34(0,86 nM)* 1,35(3,4nM) 0,97 (2,4nM) 1,72 (4,4nM)* 0,92 (2,3 nM)* 1,17 (2,95 nM)* 1,18 (3,0 nM)

*concentracdo mais efetiva na linhagem.

**0 valor do CE50 foi calculado com o programa GraphPad Prism 6.
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Figura 6.
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Figura 7.
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Figura 8.
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IV. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Trabalhos anteriores ja haviam descrito as diversas atividades dos liquidos idnicos
imidazélicos em diversos sistemas biologico. Neste trabalho, mostramos que 0s sais
imidazolicos apresentam atividade antitumoral em linhagens de glioblastoma e glioma.
Testando concentracdes na escala nanomolar, observamos uma diminui¢do na quantidade de
células vidveis e no numero de células ap6s o tratamento das linhagens com o0s sais
imidazolicos, além de alteracbes na morfologia das células tratadas. O efeito dos sais
imidazolicos nas células variou dependendo do tipo de célula. Nas linhagens C6 e U87-MG,
esses compostos tiveram um efeito antiproliferativo devido & indugdo de parada no ciclo celular.
Na linhagem MJ, ndo houve alteracdo nas fases do ciclo celular em relagédo ao controle, o que
indica que a diminui¢do no nimero de células e viabilidade poderia estar ocorrendo devido a
de morte celular. A linhagem U138, por sua vez, apresentou um deslocamento da fase G1 para

G2, porém mais estudos devem ser realizados para elucidar este parametro.
Sendo assim, as perspectivas deste trabalho séo:

e Realizar ensaio de morte celular com anexina V e iodeto de propideo para determinar
se esta ocorrendo morte por necrose ou apoptose apds o tratamento com 0s sais
imidazolicos, principalmente na linhagem M059J.

e Esclarecer o efeito dos sais imidazélicos no ciclo celular na linhagem U138 e realizar
ensaio de morte celular com anexina V e iodeto de Propideo para tentar explicar as
alteracdes causadas ap0s 0s tratamentos.

e Investigar o mecanismo de acdo molecular dos sais imidazdlicos no efeito
antiproliferativo nas linhagens C6 e U87-MG, bem como 0s mecanismos de a¢do nas
linhagens M059J e U138.

e Avaliar o efeito citotdxico dos sais imidazdlicos em culturas primarias de astrdcitos.
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