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RESUMO 
 
 O câncer é um conjunto de mais de 100 doenças de extrema complexidade, 

sendo responsável por milhões de mortes em todo o mundo anualmente. Apesar da 

disponibilidade de opções terapêuticas, a pesquisa por novos tratamentos substitutos 

ou complementares ainda é necessária. Neste sentido, diferentes compostos 

sintéticos, como compostos de organosselênio, de organoenxofre e compostos 

indólicos são estudados quanto ao seu potencial antitumoral e muitos têm 

demonstrado resultados promissores. Embora os selenilindóis e tiofenilindóis tenham 

sido descritos como protetores em doenças como a depressão e aterosclerose, eles 

não foram estudados no contexto tumoral até o presente momento. Assim, o presente 

projeto destinou-se a avaliar a potencial atividade citotóxica de quinze compostos das 

classes dos 2- e 3- selenilindóis e tiofenilindóis em um modelo celular tumoral. 

Através de um screening de avaliação de viabilidade celular, selecionou-se como 

modelo celular as células de hepatocarcinoma celular HepG2 e como compostos com 

maior potencial citotóxico os dois derivados trifluormetilados. A citotoxicidade destes 

compostos foi confirmada em ensaios adicionais, incluindo para a exposição de 48 

horas um aumento de até 95% na liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH), 

a evidenciação de morte celular através de citometria de fluxo (~57% de células 

marcadas com anexina V e/ou iodeto de propídeo), um aumento superior a duas 

vezes dos níveis de espécies reatives de oxigênio intracelulares e a depleção de mais 

de dois terços dos níveis intracelulares de ATP. Adicionalmente, para o tempo de 24 

horas também foi observado que os compostos-teste estimularam a liberação de LDH 

em 60%, além de induzirem alterações morfológicas características de morte celular, 

a fragmentação do DNA em 21%, a distribuição de até 56% das células nas fases 

G2/M, e promoverem um aumento na respiração basal concomitantemente a um 

aumento dos níveis de lactato no meio de cultura em até 50% e 26%, 

respectivamente. Os resultados destacam diferentes efeitos promovidos pelos 

derivados trifluormetilados de selenilindóis e tiofenilindóis em um modelo in vitro de 

hepatocarcinoma e encorajam estudos posteriores visando aprofundar o 

conhecimento sobre o mecanismo de ação anticâncer destes compostos.

 

Palavras-chave: Câncer. Organosselênio. Organoenxofre. Compostos indólicos. 
Selenilindóis. Tiofenilindóis. Citotoxicidade. 



ABSTRACT 
 
 Cancer is a group of more than 100 extraordinarily complex diseases, which is 

responsible for millions of deaths worldwide every year. Despite the therapeutic 

options available, the research for novel substitute or complementary treatments is 

still required. In this sense, different synthetic compounds, such as organoselenium, 

organosulfur and indolic compounds, are studied regarding their antitumoral effects 

and many have displayed promising results. Although selenylindoles and 

thiophenylindoles have been previously described as having antidepressant and 

antiatherogenic effects, they were not studied in the tumor context thus far. Therefore, 

this project intended to evaluate the potential cytotoxic activity of fifteen 2- and 3- 

selenylindoles and thiophenylindoles compounds in a tumor cell model. The 

hepatocarcinoma HepG2 cells and the two trifluormethylated derivatives were chosen 

as the cell model and the compounds with the highest cytotoxic potential, respectively, 

using a cell viability assay screening. The cytotoxicity of these compounds was 

confirmed in additional assays, including an increase of up to 95% in the lactate 

dehydrogenase (LDH) enzyme release, the induction of cell death evaluated by flow 

cytometry (~57% of cells stained with annexin V and/or propidium iodide), an over 2-

fold increase in intracellular reactive oxygen species levels and up to a 3-fold 

decrease in intracellular ATP levels after 48h. Moreover, it was also observed that the 

test compounds stimulated LDH release in 60% after 24h, while also promoted typical 

death-related changes in cell morphology, induced 21% of DNA fragmentation and up 

to 56% of cells at the G2/M phases of the cell cycle, and stimulated the basal 

respiration and increased the lactate levels on the culture medium in up to 50% and 

26%, respectively. The results highlight different effects promoted by the 

trifluormethylated selenylindoles and thiophenylindoles in an in vitro hepatocarcinoma 

model and encourage further studies aiming to expand the knowledge of their 

anticancer mechanisms. 

 

Keywords: Cancer. Organoselenium. Organosulfur. Indole compounds. 
Selenylindoles. Thiophenylindoles. Cytotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 O Instituto Nacional do Câncer (INCA) define câncer como “um conjunto de 

mais de 100 doenças que têm em comum o crescimento desordenado de células, 

que invadem tecidos e órgãos” (INCA, 2020). Para o ano de 2040, a Agência 

Internacional de Pesquisa no Câncer (IARC) prevê que ocorra um aumento 

considerável na incidência e na mortalidade dos casos destas doenças, com cerca 

de 29,5 milhões de novos diagnósticos (um aumento de aproximadamente 63% dos 

casos), ocasionando 16,4 milhões de mortes no mundo (IARC, 2020). 

Estatisticamente, constata-se que a mortalidade ajustada por idade de muitos 

tipos de câncer permaneceu constante ou decresceu muito pouco ao longo dos anos. 

Desta maneira, apesar das terapias atualmente disponíveis para o tratamento do 

câncer (com destaque para a cirurgia, radioterapia e quimioterapia), sugere-se que o 

potencial máximo de cura utilizando terapias tradicionais em relação às malignidades 

de alto grau foi atingido, e um considerável progresso só poderá ser alcançado a 

partir do desenvolvimento de novos tratamentos (WEINBERG, 2014). 

 Neste contexto, diferentes compostos de origem natural ou sintética têm sido 

desenvolvidos e estudados quanto ao seu potencial no tratamento do câncer 

(SHARIFI-RAD et al., 2019). Dentre os compostos alvos de investigação como 

possíveis agentes terapêuticos, incluem-se os compostos de organosselênio e de 

organoenxofre. 

Em um estudo de Banerjee e colaboradores (2018), por exemplo, os efeitos 

citotóxicos de selenocianatos e tiocianatos foram avaliados em linhagens de câncer 

de mama, e os autores observaram que os selenocianatos foram capazes de 

promover efeitos antiproliferativos, de indução de apoptose, inibição de migração e 

alteração na progressão do ciclo celular no modelo celular utilizado. Estas mesmas 

classes de compostos também se destacaram como promissoras em um estudo que 

avaliou a citotoxicidade de 27 compostos com diferentes anéis heterocíclicos 

contendo selênio e enxofre em células de câncer de mama MCF-7 e próstata PC-3 

(ALCOLEA et al., 2016a), enquanto selenoureias e tioureias demonstraram atividade 

citotóxica e de indução de morte celular por apoptose em diferentes linhagens 

celulares, como de melanoma, câncer de pulmão, próstata, colorretal e pancreático 

(ALCOLEA et al., 2016b). 
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Além destas linhagens, as células de hepatocarcinoma HepG2 também foram 

objeto de estudo da toxicidade de compostos de organosselênio e de organoenxofre. 

Shi e colaboradores (2012) demonstraram uma redução significativa na viabilidade 

destas células quando incubadas com derivados benzotiazóis-2-tióis em 

concentrações na ordem de nanomolar. Shaaban e colaboradores (2019), por sua 

vez, observaram efeitos sobre a viabilidade utilizando baixas concentrações de 

múltiplos compostos de organosselênio, que apresentaram altos valores de índice de 

seletividade, isto é, de baixa toxicidade para células não tumorais e alta toxicidade 

para células tumorais. Assim, compostos de organosselênio e organoenxofre têm 

despertado a atenção da comunidade científica quanto ao seu potencial anticâncer. 

  

1.1 JUSTIFICATIVA 

 

 A disponibilidade limitada de tratamentos para muitos tipos de câncer, a 

quantidade de efeitos adversos associados com a radioterapia e os agentes 

quimioterápicos convencionais, assim como as características das células tumorais 

que dispõem de inúmeros mecanismos de resistência a estas opções terapêuticas 

(GEGECHKORI; HAINES; LIN, 2017; WANG; ZHANG; CHEN, 2019), tornam urgente 

o desenvolvimento de novos fármacos, que sejam efetivos e apresentem menos 

efeitos colaterais. Os compostos de organosselênio e de organoenxofre englobam 

uma variedade de substâncias, muitas das quais tiveram suas atividades citotóxicas 

e antitumorais descritas em modelos experimentais in vitro e in vivo (MORIARTY; 

NAITHANI; SURVE, 2007; GANDIN et al., 2018; CHEN et al., 2020) e apresentam, 

portanto, um significativo potencial terapêutico. 

 Métodos de síntese mais rápidos, econômicos e sustentáveis vêm sendo 

desenvolvidos na área de síntese orgânica (LUZ et al., 2019). Neste contexto, muitos 

compostos de organosselênio e de organoenxofre, como os pertencentes às classes 

dos 2- e 3- selenilindóis e tiofenilindóis, foram sintetizados e algumas de suas 

atividades biológicas estudadas (CASARIL et al., 2017a; CASARIL et al., 2017b; 

VIEIRA et al., 2017; LUZ et al., 2019). Entretanto, não foram encontrados trabalhos 

na literatura explorando os potenciais efeitos citotóxicos e/ou antitumorais destes 

compostos. 
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 Diferentes abordagens são consideradas na busca por novos tratamentos 

contra o câncer, com destaque para aquelas que exploram as particularidades das 

células tumorais, incluindo terapias direcionadas para o metabolismo diferencial 

apresentado por elas (YOSHIDA, 2015; LI et al., 2016; LUENGO; GUI; VANDER 

HEIDEN, 2017), ou que visem a indução de estresse oxidativo, explorando o fato de 

que as células tumorais geralmente apresentam níveis mais elevados de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) (CAIRNS; HARRIS; MAK, 2011). Além disto, compostos 

que interferem na progressão do ciclo celular também surgem como importantes 

opções terapêuticas, tanto na monoterapia quanto na combinação de diferentes 

agentes (BAI; LI; ZHANG, 2017). 

Desta maneira, considerando que efeitos citotóxicos variados englobam a 

ação das drogas com atividade anticâncer, torna-se necessária a investigação prévia 

dos efeitos gerais associados com a citotoxicidade promovida por estas substâncias, 

visando resultados que direcionem para estudos futuros dos mecanismos 

moleculares de uma possível atividade antitumoral. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo geral 

 

 O presente trabalho teve como objetivo investigar os efeitos citotóxicos de 

compostos da classe dos 2- e 3- selenilindóis e tiofenilindóis em células de câncer de 

mama MCF-7 e de hepatocarcinoma HepG2. 

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar, dentre um conjunto de 15 compostos, os mais citotóxicos, através 

de ensaios de viabilidade celular, bem como definir qual linhagem é mais 

sensível, que será utilizada para alcançar os objetivos subsequentes; 

 Avaliar se os compostos selecionados são capazes de interferir na progressão 

do ciclo celular e confirmar se podem induzir a morte celular; 

 Avaliar os níveis de espécies reativas de oxigênio intracelulares após a 

exposição aos compostos-teste; 
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 Investigar os efeitos dos compostos selecionados sobre o metabolismo 

energético celular. 

 

O cumprimento dos objetivos descritos foi realizado de acordo com o 

fluxograma demonstrado a seguir na Figura 1. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

2.1 CÂNCER 

 

2.1.1 Definições gerais e epidemiologia 

 

 Câncer, segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO), é a denominação 

dada a um grande grupo de doenças que podem afetar basicamente qualquer órgão 

ou tecido do organismo, em que células crescem de maneira descontrolada, podendo 

invadir outras partes do corpo (em um processo conhecido como “metástase”) (WHO, 

2020a). Diferentes denominações são atribuídas para os tipos de câncer dependendo 

do tecido do qual ele se origina. Como exemplo, se são originados de tecidos 

epiteliais, como pele ou mucosas, são denominados carcinomas. Caso a origem seja 

a partir de tecidos conjuntivos, como ossos, músculos e cartilagens, é dada a 

denominação de sarcomas (INCA, 2020). 

 A mais recente estimativa mundial aponta que somente no ano de 2018 

ocorreram no mundo aproximadamente 18,1 milhões de novos casos de câncer, 

levando cerca de 9,6 milhões de pessoas a óbito. Como consequência, o câncer 

constitui uma das principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos) em mais 

da metade dos países (BRAY et al., 2018) e a segunda principal causa de morte 

mundial (FITZMAURICE et al., 2017), o que representou um custo estimado em 

aproximadamente US$ 1,16 trilhões de dólares somente no ano de 2010 (STEWART; 

WILD, 2014).  

 No caso específico do Brasil, o Instituto Nacional de Câncer (INCA) projetou 

para o triênio de 2020-2022 aproximadamente 625 mil novos casos de câncer (ou 

450 mil, desconsiderando os casos de câncer de pele não melanoma) no país por 

ano. Dentre estes, o mais incidente será o câncer de pele não melanoma (177 mil), 

seguido pelos cânceres de mama e próstata (66 mil cada), cólon e reto (41 mil), 

pulmão (30 mil) e estômago (21 mil), conforme representado na Figura 2, que 

evidencia a estimativa dos tipos de câncer mais incidentes para os dois sexos no ano 

de 2020 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019). 
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FIGURA 2 – DISTRIBUIÇÃO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CÂNCER MAIS INCIDENTES 

ESTIMADOS PARA 2020 POR SEXO, EXCETO PELE NÃO MELANOMA  

 
FONTE: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2019). 

 

 A prevenção primária do câncer, que envolve os fatores de risco modificáveis, 

é a maneira mais eficaz de combate contra a doença (VINEIS; WILD, 2014). Estima-

se, como exemplo, que na Europa até cerca de metade dos casos de câncer sejam 

preveníveis (SCHÜZ et al., 2015), e que na Austrália aproximadamente 38% do total 

de casos de câncer estejam diretamente relacionados com estes fatores modificáveis 

(WILSON et al., 2018). 

 Os fatores de risco envolvem tanto a exposição a agentes físicos, químicos e 

biológicos, como os estilos de vida e comportamentos modificáveis de uma 

população (SCHÜZ; ESPINA; WILD, 2019). A WHO lista como os principais fatores 

de risco para o desenvolvimento do câncer o uso e exposição ao tabaco, o 

sedentarismo, a dieta inadequada, o sobrepeso e/ou obesidade, o uso de álcool, 

infecções (de agentes como Helicobacter pylori, papilomavírus humano ou HPV, 

vírus Epstein-Barr, e os vírus da hepatite B e C), além da exposição à poluição 

ambiental, a carcinógenos ocupacionais e à radiação (WHO, 2020b). 

A incidência e mortalidade do câncer entre diferentes países, bem como 

dentro de um mesmo país, varia consideravelmente considerando os perfis 

socioeconômicos (VINEIS; WILD, 2014). Isto reflete diretamente na proporção 

desigual dos tipos de tumores mais comuns entre populações distintas. Como 

exemplo, países que se encontram atualmente em transição econômica exibem tipos 

de tumores que são mais frequentes em países altamente desenvolvidos, como o 

câncer de mama, próstata, pulmão e colorretal. Em contraste, países de baixo ou 

médio desenvolvimento apresentam em maior proporção outros tipos de câncer que 
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não são tão frequentes em países de alta renda, como o câncer cervical e câncer de 

fígado (STEWART et al., 2016). 

  

2.1.2 Características do câncer 

 

 Em termos bioquímicos, o câncer pode ser considerado o resultado do 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas que afetam vias celulares 

responsáveis pelo controle da proliferação, diferenciação e morte celular. As 

alterações genéticas podem ocorrer tanto em regiões codificantes do DNA como em 

elementos regulatórios, sendo geralmente mutações localizadas, e adicionalmente 

podem também envolver amplificações, deleções e translocações. As modificações 

epigenéticas, por sua vez, incluem a metilação aberrante do DNA, as modificações 

pós-traducionais em histonas e mudanças na composição e/ou organização da 

cromatina. Como resultado, as células tumorais apresentam desregulações na 

expressão gênica, que podem ser tanto do tipo “ganho de função” quando envolvem 

oncogenes, como do tipo “perda de função” quando envolvem genes supressores 

tumorais (BAYLIN; JONES, 2016; TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019; TEH; FEARON, 

2020). 

 As alterações genéticas podem ser induzidas por diversos fatores, como o 

envelhecimento, agentes mutagênicos (ex: acetaldeído, aflatoxinas, benzo[a]pireno), 

radiação, luz ultravioleta (UV) e espécies reativas de oxigênio, sendo que o 

envelhecimento é o principal fator, uma vez que todos os indivíduos acumulam 

mutações somáticas ao longo da vida. De maneira similar, o envelhecimento também 

contribui para o acúmulo de alterações epigenéticas, assim como outros fatores 

ambientais e fisiológicos, como a inflamação crônica (BAYLIN; JONES, 2016; 

TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019). Considerando que a tumorigênese e a 

transformação maligna são processos que envolvem múltiplas etapas sequenciais, 

evoluindo de um estado hiperproliferativo inicial para tumores benignos e malignos à 

medida em que ocorre um aumento progressivo da instabilidade genética e 

epigenética celular, algumas alterações já estão presentes em células normais ou 

pré-cancerígenas muito antes do desenvolvimento do câncer em si (ALBERTS et al., 

2015; PUISIEUX et al., 2018; TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019). 
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 Os dados mais recentes apontam para mutações nas regiões codificantes de 

719 diferentes genes (SONDKA et al., 2018) e para pelo menos 193 mutações em 

regiões não codificantes do DNA responsáveis pelo controle da expressão gênica 

(ZHANG et al., 2018a) como potencialmente implicadas no desenvolvimento do 

câncer. Dentre os múltiplos genes envolvidos, podem ser citados como alguns dos 

mais recorrentes em diversos tipos de câncer: os oncogenes que codificam as 

proteínas RAS, PIK3CA, EGFR, RAF, -catenina, IDH1 e MYC, e os genes 

supressores tumorais que codificam as proteínas p53, p16Ink4a, ARF, RB1, PTEN, 

APC, NF1 e ARID1A (TEH; FEARON, 2020). 

 Coletivamente, o acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas resulta em 

mudanças fenotípicas que caracterizam o estado altamente proliferativo da célula 

tumoral. Hanahan e Weinberg (2011) listam dez características, conhecidas como 

“marcas registradas” do câncer, que definem os principais fenótipos que são 

comumente apresentados ou podem vir a ser apresentados pelas células tumorais, 

e que estão representados na Figura 3. São estas: a sinalização proliferativa 

exacerbada, a evasão de supressores tumorais, a resistência à morte celular, a 

capacidade replicativa imortal, a indução de angiogênese, a ativação de invasão e 

metástase (as seis marcas registradas clássicas, descritas desde o ano 2000), a 

instabilidade genômica e alta taxa de mutações, a inflamação associada ao tumor, a 

reprogramação do metabolismo energético e a evasão da destruição imune 

(HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).   

 Atualmente, grande importância tem sido dada ao microambiente tumoral, isto 

é, aos elementos celulares (incluindo fibroblastos, miofibroblastos, células-tronco 

mesenquimais, adipócitos, células endoteliais, linfócitos infiltrantes e macrófagos 

residentes) e não celulares (componentes da matriz extracelular e fatores solúveis, 

como citocinas e fatores de crescimento) que compõem o ambiente imediato em que 

as células tumorais estão localizadas (OUDIN; WEAVER, 2016). A composição do 

microambiente tumoral tem papel fundamental em diversos aspectos da biologia da 

célula tumoral, incluindo: o crescimento tumoral, a indução de angiogênese, 

interações com o sistema imune, a invasão e formação de metástases e a resposta 

e/ou resistência ao tratamento, em que cada um dos elementos do microambiente 

tumoral desempenha uma função específica (ANARI; RAMAMURTHY; ZIBELMAN, 

2018). 
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FIGURA 3 – AS MARCAS REGISTRADAS DO CÂNCER 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FONTE: Modificado de HANAHAN; WEIBERG (2011) e KUMAR; ABBAS; ASTER (2017), com 

autorização de uso pelo Elsevier and Copyright Clearence Center (número de licença 

4797190803421) e Elsevier Rights and Permissions (ESL) (ID de submissão 996747). 

 

A metástase, ou seja, o processo de múltiplas etapas envolvendo a 

disseminação de células cancerígenas de tumores primários e o estabelecimento 

subsequente de novas colônias tumorais em tecidos distantes, é uma das 

características mais relevantes que pode ser adquirida por células tumorais e que 

merece destaque em particular. Isto porque, apesar dos avanços na compreensão, 

no diagnóstico e no tratamento do câncer, a maior parte (cerca de 90%) das mortes 

associadas com o câncer está relacionada com o processo de metástase e não ao 

tumor primário (LAMBERT; PATTABIRAMAN; WEINBERG, 2017). 

 

2.1.3 Alterações metabólicas no câncer  

 

 Conforme descrito no item anterior, a desregulação do metabolismo é uma 

das características do câncer, e para que possam manter o estado altamente 

proliferativo, as células tumorais devem ativar e controlar diversas vias metabólicas. 

Estas vias metabólicas utilizam os nutrientes disponíveis para gerar precursores 
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metabólicos para vias anabólicas, satisfazer a demanda de energia celular e manter 

o equilíbrio redox da célula. Os aminoácidos, o acetil-CoA, e as purinas e pirimidinas 

devem ser sintetizados de novo a partir de diferentes nutrientes, de modo a atender 

as necessidades específicas da célula tumoral (VAZQUEZ et al., 2016). 

Do ponto de vista terapêutico, o metabolismo diferencial das células tumorais 

oferece estratégias diversificadas de tratamento (LUENGO; GUI; VANDER HEIDEN, 

2017). Entretanto, a via metabólica alterada e, consequentemente, a possível 

estratégia terapêutica, depende de cada tipo de tumor. Em alguns casos, as 

alterações metabólicas são fundamentais nos passos iniciais da tumorigênese, 

período no qual o tumor nascente está mais sujeito a limitações nutricionais. Em 

contrapartida, em outras situações o metabolismo alterado pode ser dispensável para 

o desenvolvimento dos tumores primários, mas essencial para o processo de 

metástase (DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016). 

 

2.1.3.1 O efeito Warburg 

 

 Dentre as principais alterações no metabolismo das células tumorais, destaca-

se o conhecido “efeito Warburg”, inicialmente observado pelo cientista Otto Warburg 

e seus colaboradores em 1924. Os pesquisadores verificaram que células tumorais, 

assim como outras células altamente proliferativas, consomem muito mais glucose 

do que as demais células, mesmo na presença de oxigênio e mitocôndrias funcionais. 

A produção de altos níveis de piruvato e lactato mesmo na presença de oxigênio é 

conhecida como glicólise aeróbica (LIBERTI; LOCASELE, 2016; LEBELO; 

JOUBERT; VISAGIE, 2019). 

 Embora o efeito Warburg possa inicialmente parecer contraprodutivo por 

favorecer um mecanismo menos eficiente de produção de energia no que se refere 

à quantidade de ATP produzida em comparação ao processo de fosforilação 

oxidativa, ele decorre de uma complexa reprogramação metabólica que favorece a 

manutenção do estado proliferativo em células tumorais (LI et al., 2016).  

 Alguns dos possíveis efeitos benéficos do efeito Warburg para a célula tumoral 

incluem: (1) a possibilidade de uma rápida produção de ATP, mesmo que em 

quantidade muito menor por molécula de glucose; (2) o desvio do excesso de 

carbono para vias anabólicas de síntese de nucleotídeos, lipídeos e proteínas, 
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essenciais para sustentar o crescimento descontrolado; (3) a acidificação do meio 

extracelular através do transporte de lactato (via transportadores de 

monocarboxilatos ou MCTs) e íons H+, promovendo um microambiente tumoral 

favorável à tumorigênese, invasividade e resistência a drogas; (4) a modulação dos 

níveis redox celulares (LIBERTI; LOCASELE, 2016; LEBELO; JOUBERT; VISAGIE, 

2019). 

 As altas taxas glicolíticas apresentadas pelas células tumorais são garantidas 

pela ativação de inúmeros fatores de transcrição, como o oncogene c-Myc, o NF- B 

e o fator induzível de hipóxia 1  (HIF-1 ), e pela repressão do supressor tumoral 

p53, que regulam a expressão de múltiplas enzimas metabólicas (DE LA CRUZ-

LÓPEZ et al., 2019), além de contribuirem para o aumento da expressão de 

transportadores de glucose (GLUTs) (ZAAL; BERKERS, 2018). Como resultado, a 

concentração de lactato gerada por células tumorais pode ser até 40 vezes maior do 

que a produzida por células normais (SAN-MILLÁN; BROOKS, 2017). 

 Os vários papéis do lactato são extensivamente revisados na literatura. Este 

metabólito é capaz de promover o aumento da expressão de uma série de 

receptores, ativar a transcrição de centenas de genes e estimular a liberação de 

citocinas inflamatórias, contribuindo para os processos de angiogênese, motilidade e 

crescimento tumoral, bem como para a evasão do sistema imune, que é favorecida 

pelo ambiente de acidose extracelular (HIRSCHHAUESER; SATTLER; MUELLER-

KLIESER, 2011; DHUP et al., 2012; COLEGIO et al., 2014; SAN-MILLÁN; BROOKS, 

2017). Além disto, a redução no pH do microambiente tumoral em decorrência do 

aumento da concentração deste metabólito contribui com a fisiologia dos processos 

de liberação e captação de exosossomos (microvesículas contendo assinaturas 

funcionais das células de origem, envolvidas nos processos de carcinogênese e 

metástase) e de fusão de bolhas apoptóticas liberadas de células tumorais, formando 

estruturas conhecidas como blebbishields, que podem gerar esferas de células-

tronco tumorigênicas implicadas na recorrência do câncer e resistência 

quimioterápica (PAROLINI et al., 2009; JINESH et al., 2013). 

Finalmente, o lactato pode também ser utilizado como fonte energética pelas 

células tumorais, sendo oxidado a piruvato na mitocôndria, provendo autossuficiência 

à célula tumoral. Como consequência, altos níveis de lactato e da expressão de 

isoformas específicas da enzima lactato desidrogenase (LDH) estão associados com 
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um prognóstico menos favorável em diversos tipos de câncer (DE LA CRUZ-LÓPEZ 

et al., 2019; GOODWIN et al., 2019). Estas observações experimentais ressaltam a 

importância do lactato como um metabólito crítico para diversas funções 

desempenhadas pelas células tumorais. 

 

2.1.3.2 Outras alterações no metabolismo 

 

 Ainda que muito reste a ser elucidado acerca das vias metabólicas alteradas  

na célula cancerígena, há atualmente um amplo conhecimento de diversos 

elementos que caracterizam a reprogramação metabólica no câncer. Esta 

reprogramação requer regulação a nível transcricional mediada por oncogenes e 

genes supressores tumorais mutados, e não controla apenas as necessidades 

nutricionais celulares, mas tem papel em processos tumorais essenciais, como a 

migração, invasão e metástase (FREZZA et al., 2020). Há na literatura extensas 

revisões referentes ao assunto e às potenciais abordagens terapêuticas que 

exploram o metabolismo tumoral (VAZQUEZ et al., 2016; LUENGO; GUI; VANDER 

HEIDEN, 2017; SUN et al., 2018). No presente tópico, serão abordados aspectos da 

via glicolítica, do ciclo do ácido cítrico e da glutaminólise. 

 Como consequência da glicólise aeróbica, há uma maior disponibilidade de 

diferentes intermediários glicolíticos, como o piruvato, que pode originar acetil-CoA 

e, indiretamente, os aminoácidos aspartato e asparagina. Além disto, a glucose-6-

fosfato em excesso pode ser desviada para a via das pentoses fosfato, fundamental 

para a síntese de nucleotídeos e geração de NADPH. O acúmulo de 3-fosfoglicerato 

(3PG), por sua vez, garante a síntese de serina através da ação inicial da enzima 

fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH), aminoácido que pode ser utilizado na 

biossíntese de timidina monofosfato (dTMP) e purinas (VAZQUEZ et al., 2016).  

 Células tumorais possuem diferentes isoformas de algumas importantes 

enzimas glicolíticas. Em destaque, a isoforma M2 da enzima piruvato quinase (PKM2) 

é altamente expressa em diversos tipos tumorais, porém diferencialmente regulada. 

Como consequência, também apresenta menor atividade, o que permite que 

intermediários glicolíticos sejam desviados para outras vias metabólicas críticas para 

a sobrevivência da célula neoplásica (DAYTON; JACKS; VANDER HEIDEN, 2016). 

Outras isoformas preferencialmente expressas no câncer incluem a hexoquinase 2, 
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que também apresenta maior atividade em alguns tumores (MATHUPALA; KO; 

PEDERSEN, 2009), e a isoforma A da lactato desidrogenase (LDH-A) (FENG et al., 

2018), que é superexpressa em diversos tipos de câncer, e foi o primeiro alvo descrito 

do oncogene Myc (DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016). 

 No que se refere ao ciclo do ácido cítrico, mutações nas isoformas 1 e 2 da 

enzima isocitrato desidrogenase (IDH1 e IDH2) também são frequentemente 

encontradas em cânceres como o glioma e a leucemia mieloide aguda, e ocasionam 

um acúmulo de 2-hidroxiglutarato (2HG), produzido a partir da conversão de -

cetoglutarato em 2HG com o consumo de NADPH. O 2HG é um importante 

oncometabólito que, dentre outras funções, é capaz de atuar como um modulator 

epigenético pró-tumoral, através da inibição de enzimas histona lisina demetilases 

(KDM) e 5-metil citosina hidroxilase (TET2), dependentes de -cetoglutarato. Como 

resultado, vias de sinalização oncogênicas como da proteína alvo de mamíferos da 

rapamicina (mTOR) são ativadas, favorecendo o metabolismo tumoral 

(CARBONNEAU et al., 2016; CLARK; YEN; MELLINGHOFF, 2016). 

Em alguns tumores, as enzimas mitocondriais succinato desidrogenase e 

fumarase (consideradas supressoras tumorais) também têm sua função 

comprometida, resultando no acúmulo de succinato e fumarato. Estes dois 

metabólitos são capazes de inibir a atividade enzimática de dioxigenases 

dependentes de -cetoglutarato, responsáveis pela hidroxilação de HIF-1 . 

Consequentemente, o fator de transcrição HIF-1  pode ser ativado mesmo em 

condições de normóxia, resultando em um estado identificado como pseudohipóxia, 

favorável à angiogênese (VAZQUEZ et al., 2016). A ativação de HIF-1  também 

contribui para o aumento de expressão de genes que estimulam a glicólise, ao passo 

em que inibe indiretamente a piruvato desidrogenase (GOLIAS et al., 2016). 

 A glutaminólise também se destaca como uma das principais vias 

anapleróticas responsáveis por manter a atividade do ciclo do ácido cítrico, através 

da produção de -cetoglutarato a partir de glutamina. O glutamato gerado a partir da 

glutamina também pode ser convertido à glutationa (GSH) e contribuir para o balanço 

redox, ou ser destinado para a síntese dos aminoácidos aspartato e prolina (ZAAL; 

BERKERS, 2018). Tendo em vista que a glutamina é o segundo principal nutriente 

consumido por células tumorais, a expressão de glutamina sintase, enzima 

responsável por sua síntese, parece ser crucial para a manutenção de alguns tipos 
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de tumores, como o carcinoma hepatocelular. Para alguns tipos de câncer, a 

dependência da glutamina é tão grande que esta característica passou a ser 

conhecida como “vício em glutamina” (VAZQUEZ et al., 2016; STILL; YUNEVA, 2017; 

ZAAL; BERKERS, 2018). 

 

2.1.4 Tratamento 

 

 A escolha e o sucesso do tratamento para um determinado tipo de câncer 

dependem, primeiramente, do diagnóstico correto e idealmente precoce da doença. 

Tumores de grau intermediário, que têm o potencial de se tornarem metastáticos com 

o decorrer do tempo, devem ter seu subtipo corretamente discriminado por meio de 

análise histopatológica e, em alguns casos, a análise de marcadores moleculares, 

para o sucesso da intervenção terapêutica. Entretanto, a identificação precisa de 

quais tumores de fato constituem risco à vida do paciente é um grande desafio na 

clínica. Neste contexto, novas tecnologias, como análises de expressão gênica e 

bioinformática, podem ser empregadas para tal finalidade, visando a realização de 

terapias individualizadas para cada paciente, porém seu uso ainda ocorre de maneira 

muito limitada (WEINBERG, 2014). 

 Dentre as principais opções de tratamento, atualmente as três mais utilizadas 

(cirurgia, radioterapia e quimioterapia) ainda são as mesmas desenvolvidas no século 

passado, e consolidadas na década de 70. Este uso continuado se justifica pelo fato 

de que estas estratégias terapêuticas são eficazes em erradicar certos tipos de 

tumores, embora tenham sido desenvolvidas em uma época em que não havia 

conhecimento detalhado acerca dos mecanismos genéticos e bioquímicos da 

carcinogênese e da biologia da célula tumoral. Entretanto, o potencial máximo destas 

terapias tradicionais na cura de malignidades parece ter sido atingido, e um 

progresso futuro depende apenas do desenvolvimento de novas terapias 

(WEINBERG, 2014).  

 

2.1.4.1 Cirurgia e radioterapia 

 

 A cirurgia é o tratamento primário mais utilizado na terapia anticâncer no caso 

de tumores sólidos. Estima-se que mais de 80% dos casos de câncer requerem 
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cirurgia e, com frequência, mais de uma. Muitas vezes, a ressecção cirúrgica por si 

só é capaz de garantir o controle local do tumor primário para os tipos de tumores 

sólidos mais comuns, como o de mama e cólon, porém o potencial curativo é 

consideravelmente aumentado quando há combinação com outra estratégia 

terapêutica. Além disto, sua eficácia é maior quando realizada apenas em cânceres 

em estágios iniciais ou localizados (BENJAMIN, 2014; DARE et al., 2015; SULLIVAN 

et al., 2015), e caso as células cancerígenas não sejam completamente removidas, 

a presença de uma única célula pode formar um novo tumor e se espalhar para outras 

partes do organismo (WANG; LEI; HAN, 2018). 

 Apesar de ser o tipo de terapia mais acessível e de menor custo, a 

acessibilidade em países de baixa renda ainda é falha, e estima-se que 2 bilhões de 

pessoas não tenham acesso a nenhum tipo de cirurgia básica, incluindo cirurgia para 

o câncer (FUNK et al., 2010). Além da finalidade curativa, a cirurgia também pode ter 

finalidades preventiva, diagnóstica, paliativa e reconstrutiva no contexto do câncer 

(SULLIVAN et al., 2015). 

 A radioterapia, por sua vez, estabeleceu-se no final do século 19 com a 

descoberta dos raios X por Becquerel e Rontgen, e desde então se consolidou como 

a base do tratamento de tumores sólidos em conjunto com a cirurgia. Atualmente, é 

utilizada como tratamento adjuvante de tumores localizados, bem como no controle 

local e alívio dos sintomas de cânceres mais avançados, incluindo o câncer de mama, 

próstata, cérvix, cabeça e pescoço, pulmão, cérebro e sarcomas. Apesar da 

necessidade de investimento em instalações e equipamentos, a radioterapia ainda 

assim constitui uma das terapias de maior custo-benefício (ARRUEBO et al., 2011; 

JAFFRAY; GOSPODAROWICZ, 2015).  

 Considerando que a radiação afeta tanto tecidos normais como tumorais, é 

fundamental que a dose administrada seja meticulosamente calculada. Novas 

tecnologias, como a radioterapia conformacional tridimensional (3D CRT) e 

radioterapia de intensidade modulada (IMRT) foram desenvolvidas com este 

propósito, permitindo o uso de altas doses de radiação de maneira mais precisa e 

uma maior probabilidade de erradicação tumoral, especialmente naquelas áreas em 

que o tecido adjacente é particularmente suscetível e tem baixa tolerância à radiação 

(JAFFRAY; GOSPODAROWICZ, 2015). 
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2.1.4.2 Quimioterapia antineoplásica  

 

 Com relação à quimioterapia antineoplásica, o primeiro agente quimioterápico 

data de 1943, quando o gás mostarda (cujos efeitos na Primeira e Segunda Guerras 

Mundiais haviam sido observados) foi empregado no tratamento de linfomas. Desde 

então, muitas outras drogas passaram a ser desenvolvidas, como os agentes 

alquilantes ciclofosfamida e clorambucila, e os antagonistas de folato aminopterina e 

metotrexato (ARRUEBO et al., 2011). Atualmente, há uma variedade de agentes 

quimioterápicos disponíveis pertencentes a diferentes classes, incluindo: agentes 

alquilantes, antimetabólicos e análogos do ácido fólico, purinas e pirimidinas, 

produtos naturais, hormônios e antagonistas de hormônios, além de uma série de 

agentes direcionados a alvos moleculares específicos, como resultados de estudos 

bioquímicos envolvendo o design de moléculas altamente específicas para alvos 

proteicos (CHABNER et al., 2011; WEINBERG, 2014). 

 Alguns exemplos de quimioterápicos antineoplásicos utilizados na clínica 

estão listados a seguir no Quadro 1, que demonstra a variedade de classes químicas 

destes compostos, de seus mecanismos de ação e seus usos clínicos. 

São utilizados com frequência protocolos com associações de diferentes 

agentes quimioterápicos, que geralmente combinam fármacos que possuem 

diferentes mecanismos de ação, com a finalidade de maximizar a resposta 

terapêutica através de ações complementares e sinérgicas. Um exemplo de regime 

terapêutico envolvendo a associação de quimioterápicos antineoplásicos é o regime 

de acrônimo ABVD (doxorrubicina, bleomicina, vinblastina e dacarbazina), utilizado 

no tratamento do linfoma de Hodgkin, que combina um intercalante do DNA, um 

agente indutor de quebra do DNA, um antagonista de microtúbulos e um agente 

alquilante (WEINBERG, 2014). 

Para o tratamento do carcinoma hepatocelular, por exemplo, são utilizados 

como quimioterápicos por via oral o sorafenibe, lenvatinibe, regorafenibe e outros 

medicamentos que são, em sua maioria, inibidores de múltiplas enzimas quinases 

associadas com vias de sinalização celular implicadas na proliferação tumoral e 

angiogênese, como o B-Raf, C-Raf, os receptores de fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGFR), o receptor do fator neurotrófico derivado de linhagem celular da 

glia (RET) e o receptor de fator de crescimento derivado de plaquetas beta (PDGFR-

) (YAMAMOTO; KONDO, 2018). 
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QUADRO 1 – EXEMPLOS DE QUIMIOTERÁPICOS ANTINEOPLÁSICOS UTILIZADOS NA 

CLÍNICA 
Nome Classe Mecanismo de ação Exemplos de usos clínicos 

Cisplatina Complexo de 
coordenação de Pt 

Agente alquilante do 
DNA 

Câncer testicular, de ovário, bexiga, cabeça e 
pescoço e outros 

Doxorrubicina Antibiótico Agente intercalante, 
inibe a topoisomerase 

Sarcomas, leucemia aguda, doença de Hodgkin, 
linfoma não Hodgkin, câncer de mama, tireóide, 
pulmão e estômago, neuroblastoma e outros 

Vinblastina Alcaloide da vinca Inibição da formação de 
microtúbulos 

Doença de Hodgkin, linfoma não Hodgkin, 
câncer testicular 

6-mercaptopurina Análogo de purinas Inibição da biossíntese 
de purinas 

Leucemia linfocítica aguda, leucemia 
mielogênica, linfoma não Hodgkin de pequenas 
células 

Metotrexato Análogo do ácido fólico Inibição da formação de 
tetrahidrofolato 

Leucemia linfocítica aguda, câncer de mama, 
câncer de bexiga, linfomas 

Ciclofosfamida Derivado do gás 
mostarda 

Agente alquilante do 
DNA 

Leucemia linfocítica aguda e cronica, doença de 
Hodgkin, linfoma não Hodgkin, mieloma múltiplo, 
neuroblastoma, câncer de mama, ovário, 
pulmão, cérvix e testicular, tumor de Wilms 

Temozolomida Triazeno Agente alquilante do 
DNA 

Gliomas malignos 

Hidroxiureia Ureia substituída Inibição da formação de 
desoxirribonucleotídeos 

Leucemia mielogênica crônica, policitemia vera 
e trombocitemia essencial 

Irinotecano Camptotecina Inibição da 
topoisomerase 

Carcinoma colorretal 

Tamoxifeno Antagonista hormonal Ação antiestrogênica Câncer de mama 

Bortezomibe Análogo de peptídeo Inibição do proteossoma Mieloma múltiplo 

L-asparaginase Enzima Inibição da síntese 
proteica 

Leucemia linfocítica aguda 

Everolimus Derivado da rapamicina Inibição de mTOR Câncer renal 

Imatinibe Inibidor enzimático Inibição de BCR-ABL Leucemia mieloide crônica 

Sorafenibe Inibidor enzimático Inibição de múltiplas 
tirosina quinases 

Câncer hepatocelular, câncer renal 

Olaparibe Inibidor enzimático Inibição da poli(ADP-
ribose) polimerase 

Cancer de mama e ovário 

Trióxido de arsênio Composto inorgânico Indutor de diferenciação Leucemia pró-mielocítica aguda 

FONTES: Modificado de CHABNER et al. (2011); WEINBERG (2014); APPERLEY (2015); 

ASHWORTH; LORD (2018). 

 

Apesar da incontestável importância das terapias mencionadas, a radioterapia 

e a quimioterapia estão associadas com efeitos colaterais indesejados, incluindo: 

mucosite oral, toxicidade gastrointestinal, náusea e vômitos, alopécia, 

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, dano ao sistema hematopoiético, 

cardiotoxicidade, neurotoxicidade, entre outros (ZHANG et al., 2018b; WATANABE 

et al., 2019). Além disto, a possível presença de células-tronco tumorais associadas 

à massa neoplásica (que são mais resistentes a terapias como a radiação e estão 

relacionadas à reincidência tumoral), e o fato das células tumorais serem 
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frequentemente capazes de desenvolver resistência aos tratamentos por diversos 

mecanismos, como o efluxo, a captação reduzida e a inativação de fármacos ou a 

indução de reparo e senescência (GILLET; GOTTESMAN, 2010; WILLERS et al., 

2013; AL-DIMASSI; ABOU-ANTOUN; EL-SIBAI, 2014; NIKOLAOU et al., 2018; 

WANG, ZHANG; CHEN, 2019), reforçam a necessidade do desenvolvimento de 

novas opções terapêuticas, que também apresentem menor toxicidade.  

 Além das terapias descritas, a imunoterapia também se destaca como um dos 

campos recentes mais promissores no tratamento anticâncer. A principal classe de 

medicamentos deste campo é conhecida como inibidores do checkpoint imune (um 

exemplo é o ipilimumabe), que são anticorpos que visam o reestabelecimento da 

resposta imune antitumoral através da interrupção de vias de sinalização 

coinibitórias. Dentre os principais alvos destes fármacos, incluem-se: a inibição da 

proteína associada ao linfócito T citotóxico 4 (CTLA-4), da proteína morte 

programada 1 (PD-1) e do ligante da proteína de morte programada 1 (PD-L1), 

necessárias para a interação das células T citotóxicas com células apresentadoras 

de antígenos ou células tumorais e sua subsequente ativação (ABRIL-RODRIGUEZ; 

RIBAS, 2017; DARVIN et al., 2018; WILKY, 2019). Entretanto, a imunoterapia 

também está associada com efeitos adversos graves envolvendo manifestações 

inflamatórias e autoimunes, incluindo dermatite, enterocolite, endocrinopatias, 

hepatite autoimune, pneumonite e artrite. A manifestação de efeitos adversos pode 

acometer até 80% dos pacientes (ABDEL-WAHAB; ALSHAWA; SUAREZ-

ALMAZOR, 2017). Como desvantagem adicional, estes medicamentos são de alto 

custo e de baixa acessibilidade (VERMA et al., 2018). 

 

2.2 COMPOSTOS DE SELÊNIO E SUAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS 
 

 Considerando o exposto, o cenário atual exige investigações constantes no 

sentido de desenvolver novos fármacos que possam ser utilizadas para o tratamento 

do câncer. Neste contexto, recentemente os compostos de organosselênio se 

destacam como amplamente explorados quanto ao seu potencial no tratamento 

anticâncer (FERNANDES; GANDIN, 2015; GANDIN et al., 2018; CHEN et al., 2020).  
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2.2.1 Selênio e classes de compostos de selênio 

 

 O selênio (Se) é um micronutriente essencial para o organismo, obtido através 

da alimentação nas formas de selenocisteína, selenometionina, selenito e/ou 

selenato, e presente tanto em alimentos de origem animal, incluindo carnes, frutos 

do mar e laticínios, como de origem vegetal, incluindo cereais, grãos, frutas e 

vegetais. A ingestão média recomendada de Se para um indivíduo adulto é de 55 

microgramas/dia, embora varie de acordo com a faixa etária e condição do indivíduo 

(INSTITUTE OF MEDICINE, 2000; SUNDE, 2014). 

Dentre as múltiplas funções fisiológicas envolvendo o selênio, destacam-se: 

papéis na manutenção redox, na citoproteção, no metabolismo do cálcio e 

metabolismo hormonal (particularmente de hormônios tireoidianos) (BARTOLINI et 

al., 2017). Estas importantes funções estão associadas à presença do selênio em 

proteínas na forma de aminoácidos, especialmente na forma de selenocisteína (Sec), 

também conhecida como o “21º aminoácido”. A presença de Sec no sítio ativo 

proteico, em comparação com o análogo cisteína, confere importantes vantagens 

funcionais, como a taxa mais elevada de reações com eletrófilos, devido à grande 

nucleofilicidade da Sec. Desta maneira, quando presente em proteínas, o aminoácido 

selenocisteína quase sempre desempenha funções catalíticas (LU; HOLMGREN, 

2009; ARNÉR, 2010; SUNDE, 2014). 

Coletivamente, as proteínas que possuem selenocisteína em seu sítio ativo 

são conhecidas como selenoproteínas, e pelo menos 25 destas já foram descritas no 

genoma humano, incluindo as isoformas das enzimas glutationa peroxidases (GPx), 

das iodotironina deiodinases, das tioredoxina redutases, e a selenoproteína P 

(proteína envolvida no transporte de Se) (STEINBRENNER; SPECKMANN; KLOTZ, 

2016). 

Apesar das importantes funções do selênio na fisiologia celular, seu papel em 

algumas doenças, como o câncer, ainda está pouco esclarecido, e não se sabe se 

este elemento possui efeito preventivo (SUNDE, 2014). Alguns estudos demonstram 

que o baixo consumo de Se está associado com o aumento do risco de 

desenvolvimento de vários tipos de câncer, como o carcinoma hepatocelular, câncer 

de bexiga e do trato biliar, porém estudos envolvendo sua suplementação são 

discrepantes (MÉPLAN; HESKETH, 2013; HUGHES et al., 2016). Assim, não há 

evidências concretas de efeitos benéficos da suplementação de Se ou que suportem 
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sua maior inclusão na dieta para prevenção do câncer em humanos (VINCETI et al., 

2020). 

 Independentemente dos efeitos benéficos da suplementação ou do potencial 

preventivo do selênio na dieta, compostos contendo Se também têm sido 

investigados quanto a seus efeitos biológicos. Os compostos de selênio podem ser 

divididos em duas grandes classes principais: compostos inorgânicos de Se 

(incluindo principalmente o dióxido de selênio, selenito de sódio e selenato de sódio), 

e os compostos orgânicos contendo Se (também conhecidos como compostos de 

organosselênio), que englobam a maior variedade de compostos contendo este 

mineral (BARTOLINI et al., 2017).  

 

2.2.2 Atividades biológicas de compostos de organosselênio 

 

Os compostos de organosselênio possuem uma variedade de atividades 

biológicas já descritas na literatura, incluindo as atividades anti-inflamatória, 

antinociceptiva, antidepressiva, ansiolítica, hepatoprotetora, gastroprotetora, 

renoprotetora, cardioprotetora, de mimetização da insulina, neuroprotetora e 

quimiopreventiva (NOGUEIRA; ROCHA, 2012). 

Os compostos 3-selenilindóis tiveram suas atividades biológicas exploradas 

em diferentes contextos, incluindo: sua alta taxa de reatividade com diferentes 

agentes oxidantes, resultando na proteção contra danos oxidativos e nitrosativos em 

proteínas da matriz extracelular associados com o processo de aterogênese 

(CASARIL et al., 2017a), bem como a promoção de efeitos antidepressivos, redução 

da neuroinflamação e do estresse oxidativo em um modelo animal de depressão 

induzida por lipopolissacarídeo (LPS) em camundongos (CASARIL et al., 2017b). 

Contudo, a atividade mais conhecida dos compostos de organosselênio 

relaciona-se com sua propriedade antioxidante e capacidade de mimetizar a enzima 

glutationa peroxidase (GPx), primeiramente descrita em 1984 para o composto 

Ebselen (Figura 4) (MÜLLER et al., 1984). Além da atividade similar à GPx, alguns 

compostos de selênio também apresentam atividades similares à tioredoxina 

redutase, dehidroascorbato redutase e tioltransferase (NOGUEIRA; ROCHA, 2012). 
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FIGURA 4 – ESTRUTURA QUÍMICA DO COMPOSTO EBSELEN 
 

 

 

 
 

FONTE: MÜLLER et al. (1984). 

 

Uma das maiores controvérsias no que diz respeito aos compostos de 

organosselênio, entretanto, reside no fato de que estas moléculas podem 

desempenhar tanto efeitos antioxidantes como pró-oxidantes. Este duplo papel 

parece depender das condições experimentais, e principalmente da concentração 

empregada do composto (FERNANDES; GANDIN, 2015; COLLERY, 2018; TAN et 

al., 2019). A produção de superóxido por compostos de selênio pode ser induzida, 

por exemplo, através da oxidação da GSH ou outras moléculas contendo 

grupamentos tióis. A oxidação destes grupamentos críticos também pode resultar na 

disfunção de proteínas sem a produção de ERO (PLANO et al., 2010; WALLENBERG 

et al., 2014). O próprio Ebselen, classicamente descrito como um antioxidante e 

mimético da atividade da GPx, em concentrações mais elevadas (40 a 100 M) induz 

a produção de espécies reativas de oxigênio e ativa a via intrínseca da apoptose em 

linhagens de mieloma múltiplo (ZHANG et al., 2014). Desta maneira, são necessárias 

investigações mais aprofundadas que auxiliem a esclarecer esta dualidade. 

Tendo em vista que células tumorais geralmente possuem níveis mais 

elevados de ERO em comparação com células pouco proliferativas, estratégias 

terapêuticas que visem o aumento de ERO nas células cancerígenas até níveis 

tóxicos suficientes para ativar vias de morte celular exploram esta característica como 

benefício terapêutico (GALADARI et al., 2017). Assim, compostos de Se capazes de 

induzir a produção de ERO são particularmente promissores como potenciais 

agentes antitumorais.  

 

2.2.3 Atividades citotóxicas e antitumorais de compostos de organosselênio 

 

 Classes muito diversas de compostos de selênio, incluindo tanto compostos 

inorgânicos como compostos de organosselênio, tiveram suas atividades citotóxicas 
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e antitumorais descritas em modelos in vitro e in vivo. Entretanto, além do Ebselen, 

pouquíssimos compostos de Se ultrapassaram os ensaios pré-clínicos e avançaram 

para testes clínicos, sendo um exemplo o Ethaselen, recentemente avaliado em 

combinação com a cisplatina (BARTOLINI et al., 2017). 

No Quadro 2 abaixo, algumas destas classes de compostos de selênio já 

investigadas são demonstradas, com o exemplo de uma estrutura química da classe 

correspondente e os modelos nos quais seus efeitos citotóxicos e/ou antitumorais 

foram observados. 
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O mecanismo molecular da toxicidade dos compostos de organosselênio é 

variado, sendo dependente da espécie de selênio em questão, da concentração 

empregada, do tempo de exposição e da origem do tecido tumoral. De maneira geral, 

compostos de selênio são metabolizados primariamente a seleneto (HSe-) ou a 

metilselenol (CH3Se-), sendo que este primeiro grupo de compostos usualmente gera 

toxicidade devido à formação do radical superóxido e outras espécies reativas de 

oxigênio, ocasionando alterações na sinalização redox, o que afeta múltiplos 

processos celulares. Além disto, as ERO podem promover o fenômeno de transição 

de permeabilidade mitocondrial e a consequente liberação de citocromo C e indução 

da via intrínseca da apoptose (WALLENBERG; MISRA; BJÖRNSTEDT, 2014). Neste 

contexto, estudos em diversas linhagens tumorais apontam a mitocôndria como um 

dos alvos celulares de compostos de selênio (CHEN et al., 2008; FREITAS et al., 

2011; GUO et al., 2013), sendo seus efeitos associados com a depleção do potencial 

de membrana mitocondrial.  

Para os compostos de Se primariamente metabolizados a metilselenol 

(CH3Se-), a indução de morte celular também é descrita, mas neste caso está 

geralmente associada com apoptose mediada por caspases sem o envolvimento da 

formação de ERO. Danos ao DNA podem ou não ocorrer na presença destes 

compostos (WALLENBERG; MISRA; BJÖRNSTEDT, 2014). Consistentemente com 

a indução de apoptose promovida por compostos de organosselênio, alterações 

morfológicas características de células sofrendo este processo já foram descritas 

após a incubação com compostos contendo selênio (RIKIISHI, 2007). 

Considerando as atividades descritas para muitas das classes de compostos 

de organosselênio, estas substâncias podem ser exploradas como potenciais 

adjuvantes na quimioterapia antineoplásica, em combinação com agentes 

quimioterápicos clássicos. Liu e colaboradores (2015), por exemplo, evidenciaram 

que um composto pertencente à classe dos selenodiazóis é capaz de aumentar a 

captação celular e a eficácia terapêutica da doxorrubicina em células de 

hepatocarcinoma (HepG2) através de efeitos moleculares sinérgicos, resultando na 

indução de apoptose. Spengler e colaboradores (2019), por sua vez, investigaram o 

potencial de combinação de doze compostos de Se pertencentes a cinco diferentes 

classes com medicamentos utilizados na clínica sobre a linhagem celular L5178Y 

(células de linfoma de células T murinas), e verificaram efeitos citotóxicos sinérgicos 

desempenhados por múltiplos compostos, especialmente em combinação com os 
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quimioterápicos vincristina e doxorrobucina, em concentrações a partir de 1,25 e 2,5 

M (SPENGLER et al., 2019). 

 Além das atividades citotóxicas e antitumorais diretas, outros efeitos 

protetores no contexto do câncer também têm sido alvo de estudos. De particular 

importância, investigou-se a ação de compostos de Se pertencentes às classes de 

selenoésteres e selenoanidrido sobre linhagens de linfoma de células T murinas 

resistentes a múltiplas drogas, e quatro compostos foram capazes de inibir com 

grande afinidade a atividade de bomba de efluxo da glicoproteína P (P-gp ou ABCB1), 

em maior intensidade que o medicamento de referência (verapamil). Além disto, 

estes compostos também desencadearam eventos apoptóticos nas linhagens 

estudadas. Os autores do estudo destacam a possibilidade de que os efeitos 

relacionados à reversão do fenótipo de resistência a múltiplas drogas promovido 

pelos compostos de Se possam contribuir para o seu sinergismo com outros agentes 

quimioterápicos (DOMÍNGUEZ-ÁLVAREZ et al., 2016). 

  

2.3 ATIVIDADES CITOTÓXICAS E ANTITUMORAIS DE COMPOSTOS DE 

ORGANOENXOFRE 

 

Os compostos de organoenxofre também têm sido explorados quanto ao seu 

potencial efeito protetor no contexto do câncer. A maior parte dos trabalhos na 

literatura que suporta esta atividade destaca as atividades citotóxicas e antitumorais 

de compostos naturais contendo enxofre presentes no alho, com destaque para os 

sulfetos de alilo (YI; SU, 2013). Os estudos com sulfetos de alilo demonstraram 

efeitos antiproliferativos, apoptóticos, antiestrogênicos, de inibição do fenótipo de 

células-tronco, inibição de metástase e modulares de vias de sinalização diversas, 

em diferentes modelos celulares, incluindo: de leucemia humana (WONG et al., 

2010), carcinoma hepatocelular (ICIEK et al., 2012), neuroblastoma, glioblastoma 

(JURKOWSKA et al., 2017), e cânceres de próstata (ARUNKUMAR et al., 2006), 

gástrico (SU et al., 2016), mama (ALTONSY; HABIB; ANDREWS, 2012; HAHM; 

SINGH, 2014; WEI et al., 2017; LI et al., 2018) e cólon (XIA et al., 2019). Além disto, 

também possuem atividade imunomodulatória recrutadora de neutrófilos 

(SCHEPETKIN et al., 2019). 
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O potencial antitumoral para estes compostos também foi verificado em 

modelos animais de câncer de mama (XIE et al., 2018; XIONG et al., 2018), 

osteossarcoma (LI et al., 2019), leucemia (SUN et al., 2019), câncer de pulmão 

(JIANG et al., 2017), e em modelos de câncer gástrico e câncer de cólon (SU et al., 

2016; XIA et al., 2019). 

A atividade quimioterápica antineoplásica também foi demonstrada para 

outros compostos naturais contendo enxofre, como das classes dos isotiocianatos e 

glucosinolatos, além de derivados sintéticos do sulforamato e análogos da brassinina 

(MORIARTY; NAITHANI; SURVE, 2007). Adicionalmente, para ésteres de sulfonato 

sintéticos foram demonstrados efeitos antiproliferativos in vitro em células MCF-7 

(CYR et al., 2007), enquanto derivados de enxofre sintéticos contendo a fração 1,2,4-

triazina também foram citotóxicos nesta mesma linhagem e em células MDA-MB-231 

(KARCZMARZYK et al., 2015), e derivados tiofeno exerceram efeitos tóxicos em 

células HepG2 e SMMC-7721 (CAI et al., 2019). Assim, estes trabalhos ressaltam a 

potencial aplicação no tratamento do câncer de compostos naturais e sintéticos 

contendo enxofre. 

Especificamente para a classe de compostos dos 2-tioindóis, foi descrito há 

mais de duas décadas o efeito de inibição de receptores do tipo tirosina quinase, 

como o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), apresentando valores 

de IC50 para inibição deste receptor de até 4,2 M (THOMPSON et al., 1993; 

KELLOFF et al., 1996). Entretanto, apesar desta importante informação, não foram 

encontrados estudos mais aprofundados a respeito do papel do mecanismo destes 

compostos como possível estratégia terapêutica no contexto do câncer, ou se a 

presença desta fração em diferentes classes de compostos também confere a 

atividade de inibição de EGFR. 

 

2.4 ATIVIDADES CITOTÓXICAS E ANTITUMORAIS DE COMPOSTOS 

CONTENDO A FRAÇÃO INDOL  

 

 Além dos compostos de organosselênio e organoenxofre, aqueles contendo a 

fração indol também têm merecido destaque devido à potencial atividade antitumoral. 

O indol, ou 1H-benzo[b]pirrol, corresponde a uma molécula heterocíclica (bicíclica), 

planar, com propriedades aromáticas, e com uma estrutura química única que 
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permite que o mesmo sofra reações de substituição eletrofílica com grande facilidade 

(devido à deslocalização dos elétrons ), bem como reações de substituição 

nucleofílica no átomo de nitrogênio, sob condições básicas (devido à acidez conferida 

pela presença da ligação N-H). Assim, considerando sua grande reatividade química, 

permite-se a obtenção de uma grande variedade de derivados indólicos, com 

potenciais atividades biológicas a serem exploradas (WAN et al., 2019). 

Esta importante fração é utilizada como modelo para o design de muitos 

compostos sintéticos com ação farmacológica, além de estar também presente em 

alguns compostos naturais (como a vincristina e vinblastina e seus derivados), e inclui 

compostos anticâncer com mecanismos de ação diversos com destaque para: 

indução de apoptose através da inibição da proteína Mcl-1 (pertencente à família de 

proteínas antiapoptóticas Bcl-2), modulação epigenética através da inibição de 

enzimas histona deacetilases, inibição de enzimas DNA topoisomerases, inibição de 

enzimas tirosina quinases, e inibição da polimerização da tubulina (LEONI et al., 

2015; DADASHPOUR; EMAMI, 2018; WAN et al., 2019). 

Os efeitos citotóxicos e/ou antitumorais de compostos indólicos foram 

recentemente investigados em diferentes linhagens celulares e modelos animais de 

câncer de mama (SIDHU et al., 2016), câncer cervical (PRAKASH et al., 2017), 

câncer de pulmão (RATH et al., 2018), melanoma (QUIRIT et al., 2017), glioblastoma 

(SHERER et al., 2017), câncer de cólon (KANEHARA et al., 2019), leucemia 

(BOMMAGANI et al., 2017) e carcinoma hepatocelular (LEE et al., 2018). 

 Com destaque, o efeito de inibição da polimerização da tubulina foi descrito, 

além de muitos outros compostos indólicos, para os 2-fenilindóis, compostos que 

possuem tanto a fração indólica como a fração 2-fenil (PATIL et al., 2016). Esta 

mesma classe de compostos também apresentou atividade antiproliferativa, pró-

apoptótica e efeitos antiestrogênicos em células de câncer de mama MCF-7 (KELLY 

et al., 2016), sendo que os efeitos antiestrogênicos e de inibição de crescimento 

também foram previamente descritos para 2-fenilindóis contendo cadeias laterais de 

enxofre (BIBERGER; VON ANGERER, 1996). Em células de melanoma murino 

B16F10, de câncer de pulmão humano A549 e câncer de mama MDA-MB-231, para 

os 2-fenilindóis também foram demonstrados efeitos citotóxicos promissores 

(GAIKWAD et al., 2019). Salienta-se, desta maneira, que representam uma classe 

de compostos com grande potencial anticâncer a ser explorado. 
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3 RESULTADOS NÃO INCLUÍDOS NO ARTIGO 
 
 Conforme descrito nos objetivos, na primeira etapa deste estudo foi realizado 

um screening de 15 compostos, pertencentes às classes dos 2- e 3- selenilindóis e 

tiofenilindóis, contendo diferentes substituintes químicos, com a finalidade de 

determinar quais os compostos mais promissores em promover a redução da 

viabilidade de células tumorais, avaliada através do ensaio do MTT. Os compostos 

foram sintetizados no Departamento de Química da Universidade Federal do Paraná, 

sob a orientação do Prof. Dr. Daniel da Silveira Rampon, e gentilmente 

disponibilizados para o estudo. As estruturas químicas destes compostos estão 

representadas na Figura 1 do Artigo, na próxima seção desta dissertação. 

 Optou-se pela utilização das linhagens tumorais de câncer de mama MCF-7 e 

de carcinoma hepatocelular HepG2 como modelos celulares para esta avaliação 

inicial, devido à predominância de trabalhos na literatura descrevendo múltiplos 

efeitos citotóxicos de compostos de organosselênio e organoenxofre nestas 

linhagens (ALTONSY; HABIB; ANDREWS, 2012; ICIEK et al., 2012; SHI et al., 2012; 

LIU et al., 2015; ROSEBLADE; UNG; BEBAWY, 2017; BARBOSA et al., 2018; LI et 

al., 2018; SHAABAN et al., 2019).  

 Os compostos analisados foram nomeados de EQ-30 a EQ-44, em que o 

grupo de substâncias de EQ-30 a EQ-37 compreende os selenilindóis, enquanto o 

grupo de compostos de EQ-38 a EQ-44 inclui os tiofenilindóis. O efeito na viabilidade 

foi avaliado através do ensaio do MTT nas duas linhagens, em cinco concentrações 

dos compostos (1,0, 10, 20, 50 e 100 M), nos tempos de incubação de 24, 48 e 72h. 

 Nas figuras de 5 a 7 estão representados os resultados dos ensaios com as 

células MCF-7 incubadas com EQ-30 a EQ-44. Todos os compostos, na maior 

concentração (100 M), promoveram uma redução significativa na viabilidade celular 

após a incubação de 72h. Entretanto, diferentes concentrações e tempos de 

incubação resultaram em efeitos distintos. Curiosamente, alguns compostos (como 

por exemplo, o EQ-33) promoveram um aparente aumento da viabilidade celular em 

maiores concentrações (em destaque a de 50 M) nos tempos de incubação de 24 e 

48h, o que pode refletir tanto um estímulo na capacidade de proliferação das células 

MCF-7 nestas condições, quanto um aumento na atividade metabólica celular. 
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Outros compostos, por sua vez, como EQ-37 a EQ-39, reduziram a viabilidade 

celular desde a menor concentração (1,0 M) e menor tempo de incubação (24h). 

Entretanto, estes compostos não tiveram perfis dose-resposta apropriados que 

permitissem o cálculo de valores de CC50 (concentração citotóxica que promove uma 

redução da viabilidade celular em 50%) confiáveis. Além disto, a redução promovida 

na viabilidade celular nas concentrações mais elevadas foi menos acentuada do que 

aquela obtida por outros compostos, que tiveram efeitos mais exacerbados nas 

concentrações de 20 a 100 M, e apresentam, portanto, maior potencial citotóxico. 

Assim, foram identificados os compostos EQ-34 e EQ-41, os respectivos 

selenilindol e tiofenilindol trifluormetilados (3-(3-trifluormetil)fenilselenil-1H-indol e 3-

(3-trifluormetil)feniltio-1H-indol), como os de maior potencial citotóxico na linhagem 

de câncer de mama MCF-7. Na maior concentração (100 M), os compostos EQ-34 

e EQ-41 reduziram, quase completamente, a viabilidade celular. Para o tempo de 

incubação de 72h, EQ-34 e EQ-41 em concentrações intermediárias (de 20 e 50 M) 

reduziram a viabilidade celular em ~31% e 85% e ~12% e 63%, respectivamente. Os 

valores preliminares obtidos de CC50 para estes compostos nos tempos de 48 e 72 

horas são apresentados na Tabela 1. 
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FIGURA 5 – EFEITOS DOS COMPOSTOS EQ-30 A EQ-34 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CÉLULAS MCF-7 

 

FONTE: O AUTOR (2020). 
 
LEGENDA: Efeitos dos compostos EQ-30 (A) a EQ-34 (E) na viabilidade de células de câncer de 
mama MCF-7, avaliada através do método do MTT. As células (1,0 × 104/poço) foram plaqueadas e 
incubadas com os compostos por 24, 48 ou 72h. Decorridos os tempos de incubação, foram 
adicionados 20 L de MTT (5 mg/mL em PBS) sobre o meio por 3 horas a 37 oC. Os cristais de 
formazana formados foram solubilizados em DMSO e a absorbância registrada em leitor de placas a 
550 nm. Os valores representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes, em 
triplicata. *, **, *** e **** representam valores estatisticamente diferentes do controle (células incubadas 
com DMSO apenas), considerando p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. 
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FIGURA 6 – EFEITOS DOS COMPOSTOS EQ-35 A EQ-39 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CÉLULAS MCF-7 

 

FONTE: O AUTOR (2020).

 
LEGENDA: Efeitos dos compostos EQ-35 (A) a EQ-39 (E) sobre a viabilidade de células de câncer de 
mama MCF-7, avaliada através do método do MTT. 1,0 × 104 células/poço foram plaqueadas e 
incubadas com os compostos-teste por 24, 48 ou 72h. Após o tempo, foram adicionados 20 L de 
MTT (5 mg/mL em PBS) sobre o meio por 3 horas a 37 oC. Os cristais de formazana formados foram 
solubilizados em DMSO e a absorbância registrada em leitor de placas a 550 nm. Os valores 
representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes, em triplicata. *, **, *** e 
**** representam valores estatisticamente diferentes do controle (células incubadas com DMSO 
apenas), considerando p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. 
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FIGURA 7 – EFEITOS DOS COMPOSTOS EQ-40 A EQ-44 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CÉLULAS MCF-7 

 

FONTE: O AUTOR (2020). 
 
LEGENDA: Efeitos dos compostos EQ-40 (A) a EQ-44 (E) sobre a viabilidade de células de câncer de 
mama MCF-7, avaliada através do método do MTT. 1,0 × 104 células/poço foram plaqueadas e 
incubadas com os compostos-teste por 24, 48 ou 72h. Após o tempo, foram adicionados 20 L de 
MTT (5 mg/mL em PBS) sobre o meio por 3 horas a 37oC. Os cristais de formazana formados foram 
solubilizados em DMSO e a absorbância registrada em leitor de placas a 550 nm. Os valores 
representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes, em triplicata. *, **, *** e 
**** representam valores estatisticamente diferentes do controle (células incubadas com DMSO 
apenas), considerando p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. 
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 Em contrapartida, os efeitos dos compostos nas células HepG2 estão 

representados nas Figuras de 8 a 10. De maneira similar, a maior concentração (100 

M) de todos os compostos reduziu significantemente a viabilidade celular após 72h. 

A incubação com alguns dos compostos também resultou em um aumento do número 

de células viáveis e/ou da atividade metabólica celular nas concentrações de 50 e 

100 M, nos tempos de 24 e 48 horas. Os efeitos dos compostos de EQ-37 a EQ-39 

em menores concentrações (1,0 e 10 M), por sua vez, foram menos pronunciados 

do que os observados para as células MCF-7 (Figuras 6 e 9). 

Os efeitos dos compostos EQ-36 e EQ-43 foram mais pronunciados nas 

células HepG2, em comparação às células MCF-7. No tempo de incubação de 72h, 

EQ-36 reduziu a viabilidade celular de 17% a 84% para as concentrações de 10 a 

100 M, enquanto o composto EQ-43 reduziu a viabilidade em 22% a 78% nestas 

mesmas concentrações, porém apresentou efeito significativo desde a menor 

concentração (1,0 M) para os tempos de incubação de 48 e 72h. 

Como observado para as células MCF-7, os derivados trifluormetilados EQ-34 

e EQ-41 foram os mais citotóxicos para as células HepG2, reduzindo quase por 

completo a viabilidade desde o tempo de incubação de 24h, na maior concentração. 

Para o tempo de incubação de 72h, os derivados reduziram a viabilidade a partir das 

concentrações de 20 M e 10 M, respectivamente, para EQ-34 e EQ-41, variando 

de 32% a 98% para o composto de organosselênio, e de 21% a 98% para o composto 

de organoenxofre. Os valores de CC50 para estes dois compostos, nos tempos de 48 

e 72h, são demonstrados na Tabela 1.  

É importante ressaltar que, embora os compostos investigados permaneçam 

às mesmas classes (selenilindóis ou tiofenilindóis), eles possuem diferentes efeitos 

sobre a viabilidade das células MCF-7 e HepG2. Isto possivelmente se deve a duas 

variáveis, os substituintes específicos de cada composto e as características de cada 

linhagem, que apresentam responsividade variada. 
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TABELA 1 – VALORES PRELIMINARES DE CC50 ( M) DOS COMPOSTOS EQ-34 E EQ-41 NAS 
LINHAGENS MCF-7 E HepG2 NOS TEMPOS DE INCUBAÇÃO DE 48 E 72 H 

Composto EQ-34 

Linhagem celular 48h 72h 

MCF-7 46,88 25,02 

HepG2 48,55 27,82 

Composto EQ-41 
Linhagem celular 48h 72h 

MCF-7 61,84 41,48 

HepG2 62,10 30,69 
 
NOTA: O cálculo da CC50 foi realizado através de análise de regressão linear, em que os valores de 
concentração foram convertidos para a forma logarítmica e comparados com a resposta normalizada 
dos compostos sobre a viabilidade celular, de 0 a 100%. Os valores correspondem às concentrações 
aproximadas em M capazes de reduzir a viabilidade celular em 50%. 

 
FONTE: O AUTOR (2020). 

 

Utilizando como critérios principais os perfis dose-resposta e a maior 

capacidade de redução na viabilidade celular das duas linhagens, os compostos EQ-

34 e EQ-41 foram selecionados para prosseguir com este estudo. Além disto, de 

acordo com a Tabela 1, a linhagem HepG2 apresentou menor valor de CC50 para o 

composto de organoenxofre no tempo de incubação de 72h, sendo, portanto, mais 

responsiva do que a linhagem de câncer de mama MCF-7. O uso de uma linhagem 

de hepatocarcinoma, que dispõe de enzimas do metabolismo hepático, também  

possibilita a realização de futuras investigações acerca dos efeitos dos metabólitos 

dos compostos-teste (BALE et al., 2016). Com base nisto, as células de 

hepatocarcinoma HepG2 foram as selecionadas para os experimentos posteriores. 
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FIGURA 8 – EFEITOS DOS COMPOSTOS EQ-30 A EQ-34 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CÉLULAS HepG2 

 

FONTE: O AUTOR (2020). 
 
LEGENDA: Efeitos dos compostos EQ-30 (A) a EQ-34 (E) sobre a viabilidade de células de câncer de 
hepatocarcinoma HepG2, avaliada através do método do MTT. 1,0 × 104 células/poço foram 
plaqueadas e incubadas com os compostos-teste por 24, 48 ou 72 horas. Após o tempo, foram 
adicionados 20 L de MTT (5 mg/mL em PBS) sobre o meio por 3 horas a 37 oC. Os cristais de 
formazana formados foram solubilizados em DMSO e a absorbância registrada em leitor de placas a 
550 nm. Os valores representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes, em 
triplicata. *, *** e **** representam valores estatisticamente diferentes do controle (células incubadas 
com DMSO apenas), considerando p < 0,05, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. 
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FIGURA 9 – EFEITOS DOS COMPOSTOS EQ-35 A EQ-39 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CÉLULAS HepG2 

 

FONTE: O AUTOR (2020). 
 
LEGENDA: Efeitos dos compostos EQ-35 (A) a EQ-39 (E) sobre a viabilidade de células de 
hepatocarcinoma HepG2, avaliada através do método do MTT. 1,0 × 104 células/poço foram 
plaqueadas e incubadas com os compostos-teste por 24, 48 ou 72 horas. Após o tempo, foram 
adicionados 20 L de MTT (5 mg/mL em PBS) sobre o meio por 3 horas a 37 oC. Os cristais de 
formazana formados foram solubilizados em DMSO e a absorbância registrada em leitor de placas a 
550 nm. Os valores representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes, em 
triplicata. *, **, *** e **** representam valores estatisticamente diferentes do controle (células incubadas 
com DMSO apenas), considerando p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. 
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FIGURA 10 – EFEITOS DOS COMPOSTOS EQ-40 A EQ-44 SOBRE A VIABILIDADE CELULAR DE 

CÉLULAS HepG2 

 

FONTE: O AUTOR (2020). 
 
LEGENDA: Efeitos dos compostos EQ-40 (A) a EQ-44 (E) sobre a viabilidade de células de 
hepatocarcinoma HepG2, avaliada através do método do MTT. 1,0 × 104 células/poço foram 
plaqueadas e incubadas com os compostos-teste por 24, 48 ou 72 horas. Após o tempo, foram 
adicionados 20 L de MTT (5 mg/mL em PBS) sobre o meio por 3 horas a 37 oC. Os cristais de 
formazana formados foram solubilizados em DMSO e a absorbância registrada em leitor de placas a 
550 nm. Os valores representam a média ± desvio padrão de três experimentos independentes, em 
triplicata. *, **, *** e **** representam valores estatisticamente diferentes do controle (células incubadas 
com DMSO apenas), considerando p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 e p < 0,0001, respectivamente. 
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Entretanto, quando experimentos subsequentes foram realizados para 

confirmar a citotoxicidade dos derivados trifluormetilados nas células de 

hepatocarcinoma, os efeitos citotóxicos foram mais acentuados do que os 

observados no screening pelo método do MTT. Em ensaios preliminares de morte 

celular por citometria, o número de células viáveis obtidas foi muito inferior ao 

esperado após a incubação com os compostos na concentração de escolha (35 M), 

que deveria reduzir a viabilidade em somente 30% após 48h de exposição. 

Entretanto, menos da metade da quantidade de células viáveis foi obtida em 

comparação com o controle. A morfologia celular após 48h, avaliada por microscopia 

óptica, também foi drasticamente alterada na presença do composto, indicando alta 

toxicidade. 

A discordância entre os resultados pode ser devido à metodologia empregada 

no screening. Sabe-se que o método do MTT pode sofrer interferência de substâncias 

contendo grupamentos funcionais capazes de reduzir o sal de tetrazólio a formazana 

mesmo na ausência de atividade metabólica (NEUFELD et al., 2018). Como os 

ensaios iniciais foram realizados pela adição direta do MTT ao meio de cultura 

contendo os compostos, seguindo-se uma incubação por 3h, é possível que tenham 

ocorrido reações inespecíficas entre os compostos em estudo e o tetrazólio.  

Desta maneira, os ensaios de viabilidade celular para os compostos EQ-34 e 

EQ-41, seus protótipos não substituídos (EQ-30 e EQ-38) e contendo apenas um 

halogênio (EQ-31 e EQ-39), foram novamente realizados na linhagem HepG2, 

removendo o meio de cultura contendo os compostos antes da adição do MTT. Os 

resultados obtidos foram diferentes daqueles inicialmente descritos e condizentes 

com os dos demais experimentos. Os novos ensaios de viabilidade realizados estão 

demonstrados a seguir no Artigo. 
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Abstract 
 

Despite the available therapeutic options, hepatocellular carcinoma is still responsible 

for many cancer-related deaths. Novel synthetic compounds have been developed as 

promising drugs in cancer therapy, amongst them organoselenium, organosulfur and 
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indolic compounds. The present work evaluated the cytotoxic effects of new 15 

selenylindoles and thiophenylindoles on HepG2 cells. The screening of the 

chalcogenylindoles by the MTT method evidenced that the trifluormethyl-substituted 

derivatives were the most cytotoxic and promoted a significant reduction in HepG2 

cells viability starting at 20 M after 24h and at 10 M and 15 M after 48h for the 

selenylindol and thiophenylindol, respectively. The increased release of LDH, the 

alterations in cell morphology, such as the presence of membrane blebbing, and the 

annexin V and propidium iodide staining also confirmed their cytotoxicity. 

Furthermore, both compounds significantly enhanced reactive oxygen species (ROS) 

levels in HepG2 cells after 48h and impaired cell cycle progression at the G2/M phases 

after 24h, while simultaneously increased DNA fragmentation levels. The 

chalcogenylindoles also affected hepatocarcinoma cells’ metabolism, as evidenced 

by the stimulus of the basal state of respiration, the increased levels of lactate in the 

culture medium, as well by the depletion in ATP levels. Overall, the results support 

the cytotoxicity of the trifluormethylated selenylindol and thiophenylindol, by cell death 

associated with augmented ROS levels, impaired cell cycle progression and altered 

metabolism. 

 

Key words: Cytotoxicity. Organoselenium. Organosulfur. Indole. Chalcogenylindoles. 

Hepatocarcinoma.  

 

1 Introduction 
 
 Hepatocellular carcinoma (HCC) accounts for the majority (over 80%) of 

primary liver cancer cases, and is estimated to be the fourth most common cause of 

cancer-related death worldwide. Its development is related to risk factors such as viral 

hepatitis B and C, cirrhosis, non-alcoholic fatty liver disease, diabetes, obesity, alcohol 

consumption, and exposure to mutagenic agents such as aflatoxin and aristolochic 

acid (Rawla et al., 2018; Yang et al., 2019). Most HCC cases are diagnosed at 

advanced stages and patients typically have poor survival outcomes (Rimassa; 

Pressiani; Merle, 2019). Overall, the five-year survival rates for HCC patients is 

inferior of 15% (El-Serag, 2011). 



58

 Treatment of HCC depends on correct stratification of the disease and 

classification according to staging systems, and might include: resection, ablation or 

transplantation, chemoembolisation and systemic therapy with sorafenib and 

lenvatinib as first-line drugs (Galle et al., 2018; Vogel et al., 2018). The side effects 

from systemic therapy affect the majority of patients, and vary from less adverse to 

more severe manifestations, that might culminate in overall physical health 

deterioration and death (Ganten et al., 2017; Ikeda et al., 2018; Kudo et al., 2018; 

Raoul et al., 2019). Because of these problems, there is an urge for new therapeutic 

options for HCC. 

 The advances in rational drug design, structure-activity relationship studies, 

combinatorial methods of synthesis, and synthesis/modification of complex natural 

products in an economic fashion, have contributed to the development of a variety of 

anticancer drugs (Denny, 2002). Among the different synthetic compounds that have 

been developed as emerging anticancer and antihepatocarcinoma agents, are 

included organoselenium, organosulfur and indole-containing compounds. 

 Selenium-containing compounds include a variety of different chemicals, which 

consist of both inorganic selenium species and organoselenium compounds. 

Organoselenium compounds comprise a wide range of chemically distinct structures 

(Bartolini et al., 2017). Generally, they are known for their antioxidant properties, 

which was first described for Ebselen, an isoselenazole with glutathione peroxidase-

like activity (Müller et al., 1984). Nevertheless, numerous organoselenium species, 

including Ebselen, have been shown to exert pro-oxidant and cytotoxic activities in 

tumor cells, including hepatocarcinoma cells (Fan et al., 2014; Zhang et al., 2014a; 

Liu et al., 2015; Xu et al., 2016; Yang et al., 2016; Zeng et al., 2018). Their mechanism 

of action are varied, and might include activation of the intrinsic pathway of apoptosis, 

release of cytochrome C and depletion of the mitochondrial membrane potential 

(Chen et al., 2008; Zhang et al., 2014b; Liu et al., 2015; Chakraborty et al., 2016; Wu 

et al., 2018). As a result of these properties, organoselenium compounds have been 

investigated as potential adjuvants of chemotherapeutic drugs (Spengler et al., 2019). 

 Organosulfur compounds with anticancer activities are mainly represented by 

diallyl sulfides present in Allium sativum, which have been shown to induce cell cycle 

arrest, mitochondrial-dependent apoptosis, cell differentiation, ROS production, 

histone acetylation and inhibit cell invasion in tumor cells (Pratheeshkumar; Thejass; 

Kuttan, 2010; Iciek et al., 2012; Dasgupta; Sengupta, 2013; Yi; Su, 2013; Wang et al., 
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2016), although other natural compounds in garlic, such as S-allylcysteine, have also 

shown antiproliferative and antimetastatic activites in hepatocellular carcinoma (Ng et 

al., 2012). They also comprise different sulfur synthetic compounds (e.g. 

allylthiopyridazines, benzothiazole-2-thiol derivatives and 1,3,4-oxadiazole-2-thiol)  

which exhibit antihepatocarcinoma activities both in vitro and in vivo through a variety 

of mechanisms (Lee et al., 2003; Shi et al., 2012; Gabry et al., 2017; Mo’men; 

Hussein; Kandeil, 2020). Additionally, the indole moiety also stands out as a common 

and versatile scaffold of many natural and synthetic anticancer agents, which exert 

their actions via various targets, such as histone deacetylases, sirtuins and DNA 

topoisomerases, and therefore this group has been widely explored in cancer drug 

design (Dadashpour; Emami, 2018). A series of indole-containing compounds 

displayed cytotoxic activities in hepatocarcinoma cells, promoting apoptosis, 

impairment of cell cycle progression, decreased angiogenesis, increase in oxidative 

stress markers and other effects (Li et al., 2015; Abdelmageed et al., 2016; Gao et 

al., 2018; Lee; Park; Nam, 2019). 

 In view of the favourable results previously demonstrated for the referred 

chemicals, this study proposed to investigate the potential cytotoxic effects of 2- and 

3- selenylindoles and thiophenylindoles, which have not had their anticancer activites 

studied thus far, in hepatocarcinoma (HepG2) cells. Two derivatives, the 

trifluormethyl-substituted compounds, discerned as the most cytotoxic and induced 

cell death, had pro-oxidant effects, and altered cell cycle progression and 

mitochondrial bioenergetics on these cells. 

 
2 Material and methods 
 
2.1 Reagents and material 

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), trypsin, 

ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), sodium bicarbonate, streptomycin, penicillin 

G, propidium iodide, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 

hematoxylin, eosin, ribonuclease A (RNase A), 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate 

(DCFDA), tert-butyl hydroperoxide (TBHP), oligomycin, rotenone, antimycin A, 

carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), glycine, -

nicotinamide adenine dinucleotide hydrate (NAD+), -nicotinamide adenine 
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dinucleotide in reduced form (NADH) and L-lactic dehydrogenase from bovine heart 

were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Dimethyl 

sulfoxide (DMSO) was purchased from Neon (Brazil), whereas formaldehyde, 

hydrazinium hydroxide, calcium chloride and sodium chloride were purchased from 

Merck (Darmstadt, Germany). Triton X-100 was purchased from Vetec (Brazil), 

acetone and xylol came from Fmaia (Brazil), glacial acetic acid came from Biotec 

(Brazil), picric acid was purchased from Nuclear (Brazil), and 

tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloride (tris-HCl) was obtained from 

Hexapur (Amsterdam, Netherlands). Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

and fetal bovine serum (FBS) were purchased from Gibco and supplied by Induslab 

(Brazil). Tissue culture materials (Greiner and JET Biofil) were also provided by 

Induslab. All other chemicals used were of analytical grade.  

 
2.2 Chemical synthesis and preparation of stock solutions 

 The 2- and 3- selenylindoles and thiophenylindoles used in this study were 

synthesized according to Luz et al., 2019, based on a direct chalcogenylation of 

indoles from diorganoyl dichalcogenides catalyzed by iron (III) chloride and potassium 

iodide (FeCl3/KI system). The chemical structures of the 15 chalcogenylindoles 

employed in the study are depicted in Figure 1, which were named from EQ-30 to EQ-

44. All test compounds were prepared in 0.1 M stock solutions in DMSO, sterilized by 

0.22 μm filtration and kept at -20 oC until use. 

 

2.3 Cell culture 

The hepatocellular carcinoma cells (HepG2) were obtained from the Rio de 

Janeiro Cell Bank (Brazil) and donated by the School of Pharmaceutical Sciences of 

Ribeirão Preto (FCFRP-USP). The cells were maintained in DMEM high glucose 

medium, supplemented with 10% fetal bovine serum, sodium bicarbonate (8 mM), 

penicillin G (100 UI/mL) and streptomycin (100 g/mL), pH 7.4, and were grown in 

tissue-culture treated polystyrene flasks, at 37 oC, 5% CO2, under controlled humidity. 

 

2.4 MTT assay 

 The drug screening of the initial 15 selenylindoles and thiophenylindoles was 

performed using the MTT method (Mossman, 1983). Briefly, HepG2 cells (1 x 104) 
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were seeded in 96-well plates. The seeding density for all other experiments 

respected the same density proportion according to the surface area of the plate. After 

24h of adhesion at 37oC, 5% CO2, the culture medium was removed and the cells 

were incubated with the test compounds (at concentrations ranging from 10 to 100 

M) for 24h and 48h. Following the incubation in the cited conditions, the supernatant 

was removed and MTT (0.5 mg/mL in PBS) was added and incubated for 3h. Next, 

the formazan crystals were dissolved in DMSO. The optical density was measured at 

550 nm on a microplate reader and the cell viability was determined in comparison 

with vehicle-only treated cells.  

 

2.5 LDH release assay 

 HepG2 cells (1 x 104) were seeded in 96-well plates and incubated with the 

selected compounds for 24h and 48h. Then, the medium was collected and used for 

determination of the lactate dehydrogenase (LDH) activity, following the 

manufacturer’s instructions of the kit (Interteck Katal, Brazil). Triton X-100 1% (v/v) 

was used as a positive control of increased membrane permeability. 

 

2.6 Annexin V and propidium iodide (PI) staining 

 HepG2 cells (5.85 x 104) were seeded in 24-well plates and incubated at 37oC, 

5% CO2 for 48h. Next, the medium was collected and combined with the cells, which 

were harvested with trypsin. The suspension was centrifuged at 2500 rpm for 3 min, 

and the formed pellet was resuspended in 100 L of binding buffer for annexin V (10 

mM HEPES, 150 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2 in PBS, pH 7.4) and transferred to FACS 

polystyrene tubes. Then, 2.5 L of annexin V-FITC conjugate (BD Pharmingen) and 

5 L of PI (50 g/mL) were added and the mixture was maintained for 15 min at the 

dark and room temperature. Following incubation, an additional 400 L of binding 

buffer was added and the events (10.000) were recorded on a BD Accuri™ C6 Plus 

flow cytometer (FL-1 and FL-2 filters) (Vermes et al., 1995). Compensation settings 

of the two signals were performed using positive controls separately stained with 

annexin V alone (FL-1 filter), PI alone (FL-2 filter), and both markers. 
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2.7 Morphological analysis 

 Staining of HepG2 cells with hematoxylin and eosin for morphological analysis 

(Lillie; Fullmer, 1976) was carried out by seeding cells (5.85 x 104) in 24-well plates 

containing circular coverslips and incubating at 37oC, 5% CO2 for 24h. Next, the 

medium was removed, cells were washed twice with PBS and fixed with Bouin’s 

solution (formaldehyde, saturated picric acid and glacial acetic acid 4:15:1) for 5 min. 

The cells were then dehydrated in ethanol 70% and stained with hematoxylin for 1 

min. The excess of dye was removed with water, and the cells were further stained 

with eosin for 30 sec. Finally, the excess of dye was removed with water, and the cells 

were successively dehydrated in solutions of pure acetone, acetone:xylene (2:1, 1:1 

and 1:2) and pure xylene. The coverslips were mounted in slides with Entellan  for 

subsequent analysis on an optical microscope. 

                                                                                                                                              

2.8 Measurement of reactive oxygen species (ROS) production  

ROS levels were evaluated by measuring the oxidation of 2’,7’-

dichlorofluorescin diacetate (DCFDA) to 2’,7’-dichlorofluorescin (DCF), a fluorescent 

compound that can be quantified in live cells (Rosenkranz et al., 1992). HepG2 cells 

(1 x 104) were seeded in black, clear-bottom, 96-well plates and incubated at 37oC, 

5% CO2 for 48h, in medium without phenol red. Tert-butyl hydroperoxide (TBHP) (400 

M) was used as a positive control for ROS production, 4h before the end of 

incubation. Following incubation, the medium was removed and DCFDA (20 M in 

medium) was added for 45 min, at 37oC in the dark. Next, the fluorogenic dye was 

removed, the cells were washed with PBS, and PBS was subsequently added to the 

wells prior to the fluorescence reading. The fluorescence was measured in a 

microplate reader (Infinite  M200, TECAN, Switzerland) at 485 nm excitation and 520 

nm emission, and normalized according to the cell viability results of a parallel MTT 

assay, in the same experimental conditions.      

  

2.9 Cell cycle analysis 

 Cell cycle analysis was performed by a flow cytometry method using propidium 

iodide staining for quantifying intracellular DNA (Fried; Perez; Clarkson, 1976). 

HepG2 cells (5.85 x 104) were seeded in 24-well plates and incubated at 37oC, 5% 

CO2 for 24h. After incubation, the cells were harvested with trypsin, centrifuged at 
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2500 rpm for 3 min, and resuspended in PBS containing 0.1% (v/v) Triton X-100 and 

100 g/mL RNase A. Then, the cells were transferred to FACS polystyrene tubes and 

stained with PI (final concentration of 50 g/mL) for 30 min at the dark and room 

temperature, followed by analysis on a BD FACSCalibur™ flow cytometer. The events 

(10.000) were recorded in FL-2 filter using a linear scale, excluding the doublets. 

 

2.10 Respiration analysis 

 For analysis of cell respiration, HepG2 cells (1.85 x 106) were seeded in 100 

mm plates, and incubated at 37oC, 5% CO2 for 24h. Then, the medium was collected 

and the cells were harvested with trypsin and counted in an automated cell counter 

(Countess  II FL – Invitrogen). The cell suspension (2 x 106 viable cells) was 

subsequently added to the chamber of a high-resolution respirometer (Oxygraph-2k, 

Oroboros  Instruments, Austria) for measurement of cell respiration, at 37 oC under 

gentle agitation. Cell respiration was determined in intact cells by monitoring oxygen 

consumption in the presence of endogenous cellular substrates (basal respiration), 

and after addition of 2.5 M FCCP (uncoupled respiration). The oxygen flow in these 

states was corrected by subtracting non-mitochondrial respiration, which was 

obtained after the addition of rotenone (1 M) and antimycin A (3 g/mL) 

(Djafarzadeh; Jakob, 2017). The results are expressed as the oxygen flow per cells 

(pmol/min/106 cells). 

 

2.11 Measurement of ATP levels 

ATP levels were determined with an assay based on the light emission 

resulting from the reaction of ATP with D-luciferin, catalyzed by firefly luciferase 

(Turman; Mathews, 1996). HepG2 cells (1.2 x 105) were seeded in 12-well plates and 

incubated at 37oC, 5% CO2 for 48h, in medium without phenol red. Following 

incubation, the cells were harvested with trypsin, and the cell content was divided in 

two aliquots and centrifuged at 2500 rpm for 3 min. One of the two aliquots was 

resuspended in cell medium without serum, transferred to a white 96-well plate, and 

the ATP concentration was determined following the manufacturer’s instructions of 

the kit (Abcam), comparing with an ATP standard curve and recording the emitted 

luminescence in a microplate reader (Infinite  M200, TECAN, Switzerland). The 

second aliquot was resuspended in cold PBS with 10% RIPA buffer and subsequently 
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processed for protein quantification in the supernatant using the Bradford method 

(Bradford, 1976). The results are expressed as nmol ATP per mg of protein. 

 

2.12 Measurement of lactate and pyruvate levels 

 The supernatants from HepG2 cells incubated with the test compounds for 

respiration experiments were collected (150 L) for determination of lactate and 

pyruvate according to Gutmann and Wahlefeld (1974) and Czoc and Lamprecht 

(1974), respectively. Lactate levels were determined in a reaction system consisted 

of 1.5 mM NAD+ and 1.5 U lactate dehydrogenase on a 0.1 M glycine and 0.4 M 

hydrazine buffer, pH 9.5 (final volume of 300 L). Pyruvate levels were determined in 

a reaction system composed of 0.15 mM NADH and 0.1 U lactate dehydrogenase on 

a 0.1 M tris-HCl buffer, pH 7.4 (final volume of 300 L). The systems were maintained 

at 37oC, and NADH formation and NADH oxidation were spectrophotometrically 

determined at 340 nm for 90 min and 20 min, respectively. Lactate and pyruvate 

concentrations were calculated from the molar extinction coefficient of NADH (ε = 

6220 mol-1.L.cm-1) and normalized according to the viable cells counting. 

 

2.13 Statistical analysis 

 The results are expressed as values of mean ± standard deviation (SD) of 

mean, and the statistical analysis was conducted by analysis of variance (ANOVA), 

followed by Tukey test. Differences were considered statistically significant at p < 

0.05. The 50% cytotoxic concentration (CC50) values of the drug screening were 

calculated by nonlinear regression. 
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3 Results  
 
3.1 Cellular viability assays  

 The chemical structures of the 15 compounds tested are depicted in Figure 1. 

We identified EQ-34 (3-(3-trifluormethyl)phenylselanyl-1H-indole) and EQ-41 (3-(3-

trifluormethyl)phenylthio-1H-indole), the two representants containing a 3-

trifluormethyl substitution on the phenol ring, as the most potential cytotoxic 

compounds for the HepG2 cell line according to the MTT assay. Therefore, further 

experiments were restricted to EQ-34 and EQ-41.  

 
Figure 1. Chemical structures of the 2- and 3- selenylindoles and thiophenylindoles evaluated in the 

study. The compounds were named accordingly from EQ-30 to EQ-44. 

 

 At 24h, both compounds (20 M) significantly reduced HepG2 cells viability, 

while at 48h, the decrease in viability already began at concentrations of 10 and 15 

M for EQ-34 and EQ-41, respectively (Figure 2). The CC50 values of EQ-34 in HepG2 

cells were determined as 42.9 and 32.0 M at 24h and 48h, respectively, and of EQ-

41 as 44.8 and 30.3 M. 
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Figure 2. Effects of EQ-34 and EQ-41 on the cell viability of hepatocarcinoma cells. HepG2 cells were 

incubated with EQ-34 for 24h (A) and 48h (B), or with EQ-41 for 24h (C) and 48h (D), and after the 

period of incubation, the cell viability was assessed by the MTT method. Values represent the mean ± 

SD of three independent experiments in triplicate. ** and **** denote values significantly different from 

the control (incubated with DMSO only) at p < 0.01 and p < 0.0001, respectively. 

 

 The effect of EQ-34 and EQ-41 on the viability of HepG2 cells was confirmed 

by the determination of LDH activity in the supernatant of the cells incubated with the 

compounds, which is proportional to alterations in the cell membrane permeability 

(Korzeniewski; Callewaert, 1983). As demonstrated in Figure 3, EQ-34 and EQ-41 

were able to increase the release of LDH from HepG2 cells. This effect was observed 

for both compounds from 25 M after 24h, and at 15 M and 20 M for EQ-34 and 

EQ-41, respectively, after 48h. The maximum activity of the enzyme in the culture 

medium reached up to 175% and 195%, respectively, with the highest concentration 

of the compounds (40 M). 
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Figure 3. Influence of EQ-34 and EQ-41 on the release of LDH by hepatocarcinoma cells. HepG2 cells 

were incubated with EQ-34 for 24h (A) and 48h (B), or with EQ-41 for 24h (C) and 48h (D), and after 

the period of incubation, the supernatant was collected and LDH activity was determined following 

manufacterer’s instruction of the kit. 100% correspond to 48.4  6.5 U/L (24h) and 44.2  2.7 U/L (48h). 

Triton X-100 1% was used as a positive control of increased membrane permeability. Values represent 

the mean ± SD of three independent experiments in triplicate. *, ** and **** denote values significantly 

different from the control (incubated with DMSO only) at p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.0001, respectively. 

 
3.2 Morphological analysis and cell death assay 
 The morphological features observed in HepG2 cells stained with hematoxylin 

and eosin reinforce the cytotoxicity of EQ-34 and EQ-41 (Figure 4). The images 

evidence the loss of epithelial-like morphology towards a more rounded shape, an 

altered cell volume (shrinkage and swelling), the presence of plasma membrane 

blebs, numerous immature cells with basophilic cytoplasm, and increased 

vacuolization after incubation of EQ-34, which were already evident at the lowest 

concentration (10 M). A similar profile was observed for EQ-41 (data not shown). 
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These alterations are consistent with cytotoxicity and possible induction of cell death 

triggered by both compounds. 

 
Figure 4. Morphological analysis of HepG2 cells incubated with EQ-34 for 24h and stained with 

hematoxylin and eosin. (A) Control cells. (B) Cells incubated with 10 M EQ-34. (C) Cells incubated 

with 15 M EQ-34. (D) Cells incubated with 20 M EQ-34. The arrows represent some of the main 

morphological alterations found, including: altered cell volume, with both increased volume (1) and 

shrinkage (2), presence of membrane blebbing (3), increased presence of highly basophilic cells (4), 

and vacuolization (5), visualized at 40x objective (total magnification of 400x). The micrographs are 

representative of three independent experiments in duplicate. 
 

 Moreover, staining with annexin V and PI and analysis by flow cytometry 

revealed that both compounds (20 M) promoted HepG2 cells death after 48h 

incubation, as demonstrated by annexin V binding to phosphatidylserine (PS) 

exposed at the external surface of the cell and PI binding to intracellular DNA, 

reflecting the increased membrane permeability. Approximately 9% of cells were 
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positive for annexin V staining, while over 22% and 13% of cells were stained with PI, 

or both annexin V and PI, respectively. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. Cell death evaluation by annexin V and propidium iodide staining assay. Representative 

density plot histograms of flow cytometry analysis of HepG2 cells incubated with DMSO (A), EQ-34 (20 

M) (B) and EQ-41 (20 M) (C) for 48h. The results are representative of three independent 

experiments and are expressed as log annexin V fluorescence intensity (x-axis, or FL1-H) and log 

propidium iodide intensity (y-axis, or FL2-H). The left lower quadrant represents the percentage of 

viable cells, the right lower quadrant indicates annexin V+/PI- cells, the left upper quadrant represents 

annexin V-/PI+ cells, and the right upper quadrant shows the proportion of annexin V+/PI+ cells. 

 

3.3 Reactive oxygen species levels 

 Given that both EQ-34 and EQ-41 were capable of inducing cell death in 

HepG2 cells, it was evaluated whether this could be associated with an increase in 

intracellular ROS, as previously described for organoselenium and organosulfur 

compounds with anticancer activities (Yang; Shen; Ong, 2000; Iciek et al., 2012; 

Zhang et al., 2014a). As shown in Figure 6, incubation with EQ-34 and EQ-41 

significantly augmented ROS levels in HepG2 cells after the 48h incubation, starting 
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at the 15 M concentration for EQ-34 and at the 25 M concentration for EQ-41. ROS 

levels were over 2-fold increased in comparison to the control, at the highest 

concentration of both compounds. 

Figure 6. ROS levels in hepatocarcinoma cells following incubation with EQ-34 and EQ-41. HepG2 

cells were incubated with EQ-34 (A) and EQ-41 (B) for 48h, and after the period of incubation, 

intracellular ROS was fluorescently quantified by measuring the oxidation of DCFDA to DCF and 

normalized with the MTT assay. TBHP (400 M) was used as a positive control of increased ROS 

production, and incubated 4h prior to the end of the experiment. Values represent the mean ± SD of 

three independent experiments in triplicate. *, **, *** and **** denote values significantly different from 

the control (incubated with DMSO only) at p < 0.05, p < 0.01, p < 0.001 and p < 0.0001, respectively. 
 

3.4 Cell cycle and DNA fragmentation 

 Considering that cell death is one of the possible fates that may occur following 

impairment of cell cycle progression (Wiman; Zhivotovsky, 2017), the effects of the 

trifluormethyl-substituted compound on the cell cycle progression were evaluated 

using propidium iodide staining and flow cytometry analysis. This assay is based on 

the quantification of intracellular DNA, which is proportional to the different stages of 

the cell cycle (Figure 7A).  

 Figure 7 represents the DNA fragmentation levels (7B and 7D) and the 

proportion of cell cycle distribution (7C and 7E) of HepG2 cells following 24h of 

incubation. For both compounds, there was an increase (approximately 21%) in DNA 

fragmentation levels (cells in sub-G1 phase) with the 20 M concentration. There was 

also a marked increase in the proportion of cells at the G2/M phases of the cell cycle, 

reaching 56% and 44% for EQ-34 and EQ-41, respectively, with a concomitant 

reduction of cells at the G0/G1 phases. Experiments carried out with 48h of incubation, 

conversely, revealed approximately 46,5% and 55% of DNA fragmentation and a 
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reduction in the proportion of cells at the G2/M phases to 15% and 12% for EQ-34 and 

EQ-41, respectively, at 20 M (data not shown). 

 
Figure 7. Effects of EQ-34 and EQ-41 on the cell cycle distribution of hepatocarcinoma cells and DNA 

fragmentation levels. HepG2 cells were incubated with the compounds for 24h, and cells were then 

collected, resuspended in PBS containing 0.1% Triton X-100 and 100 g/mL RNAse A and stained 

with 50 g/mL propidium iodide (15 min) for flow cytometry analysis. (A) Representative cell cycle 

histograms of control cells (left) and cells incubated with 20 M EQ-34 (right). (B) DNA fragmentation 

levels and (C) cell cycle distribution of cells incubated with EQ-34. (D) DNA fragmentation levels and 

(E) cell cycle distribution of cells incubated with EQ-41. Values represent the mean ± SD of three 

independent experiments in duplicate. *, ** and **** denote values significantly different from the control 

(incubated with DMSO only) at p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.0001, respectively. 
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3.5 Cell respiration 

 Figure 8 shows the effects of the compounds on the respiration of intact HepG2 

cells. A representative trace is shown in Figure 8A, where the blue line represents the 

oxygen concentration (nmol/mL) in the oxygraph chamber and the red line represents 

the oxygen flow per cell (pmol/s/106 cells). 

Figure 8. Effects of EQ-34 and EQ-41 on the respiration of hepatocarcinoma cells. HepG2 cells were 

incubated with EQ-34 and EQ-41 for 24h, harvested and added (2 x 106 viable cells) to the oxygraph 

chamber. (A) Representative curve of HepG2 cells respiration (the blue line represents oxygen 

concentration in nmol/mL and the red line represents the oxygen flow per cell in pmol/s/106 cells). Basal 

respiration (B) was determined by monitoring oxygen consumption in the presence of endogenous 

substrates. 100% correspond to 19.4  5.1 pmol/s/106 cells. Uncoupled respiration (C) was determined 

in the presence of 2.5 M FCCP. 100% correspond to 38.3  7.3 pmol/s/106 cells.  The spare reserve 

capacity (D) was calculated from subtracting basal respiration from maximum respiration. 100% 

correspond to 20.3  3.9 pmol/s/106 cells. All values were subtracted from non-mitochondrial respiration 

(respiration in the presence of 1 M rotenone and 3 g/mL antimycin A). Values represent the mean ± 
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SD of four independent experiments in duplicate. *, *** and **** denote values significantly different 

from the control (incubated with DMSO only) at p < 0.05, p < 0.001 and p < 0.0001, respectively. 

 

Both compounds (20 M) significantly increased (43% and 50%, respectively, 

for EQ-34 and EQ-41) basal respiration after 24h, suggesting that they can stimulate 

the electron transport of HepG2 respiratory chain (Figure 8B). However, in the 

presence of FCCP, no differences in cell respiration were found (Figure 8C). As a 

result, treated cells presented the spare reserve capacity (calculated by subtracting 

the basal respiration from maximum respiration) reduced by 31% and 51%, which 

reflect the cells’ inability to increase their respiration in response to the uncoupler 

(Figure 8D).

 

3.6 Lactate, pyruvate and ATP levels 

 Regarding the other effects of the trifluormethylated compounds on 

metabolism, there was a significant increase (19% and 26%, respectively, for EQ-34 

and EQ-41) in lactate levels on the supernatant of incubated cells after 24h (Figure 

9). No statistical difference was found in pyruvate levels. The results suggest that not 

only oxidative phosphorylation, but also cellular glycolytic rates, might be stimulated 

in HepG2 cells in response to the chalcogenylindoles. 

 
Figure 9. Lactate and pyruvate levels on the supernatant of HepG2 cells incubated with EQ-34 and 

EQ-41. The supernatant from HepG2 cells incubated for respiration experiments (24h) were collected 

and quantified for determination of lactate (A) and pyruvate (B) levels, using enzymatic reaction 

systems based on the oxidation of NADH or reduction of NAD+ catalyzed by lactate dehydrogenase. 

Lactate and pyruvate levels in the supernatant were normalized according to viable cell numbers. 100% 

correspond to 0.28  0.05 mM lactate/106 cells and 0.042  0.012 mM pyruvate/106 cells. Values 

represent the mean ± SD of three independent experiments in triplicate. ** and *** denote values 
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significantly different from the control (incubated with DMSO only) at p < 0.01 and p < 0.001, 

respectively. 

 
Nevertheless, as shown in Figure 10, there was a pronounced reduction 

(~70%) on intracellular ATP levels after 48h exposure to the test compounds. This 

result evidences a marked depletion of the cellular energetic content, despite the 

increase in lactate levels and increase in basal respiration, indicating the inability of 

the oxidative phosphorylation and glycolysis in restoring normal ATP levels. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 10. Intracellular ATP levels of hepatocarcinoma cells incubated with EQ-34 and EQ-41. HepG2 

cells were incubated with EQ-34 for 48h, harvested and intracellular ATP levels were determined using 

a commercial kit, using an ATP standard curve. ATP levels were normalized by protein levels, 

quantified with the Bradford assay. 100% correspond to 2.5  1.0 nmol ATP/mg protein. Values 

represent the mean ± SD of three independent experiments in triplicate. **** denote values significantly 

different from the control (incubated with DMSO only) at p < 0.0001. 

  
4 Discussion 
  

 Fifteen selenylindoles and thiophenylindoles were obtained using a protocol of 

synthesis from diorganoyl dichalcogenides and indoles derivates using a Fe(III)/KI 

system (Luz et al., 2019) for the purpose of evaluating their biological activities. They 

were screened on HepG2 cells, which are an important in vitro model for the 

evaluation of anti-hepatocarcinoma properties and have been employed in the study 

of other analogous compounds (Iciek et al., 2012; Yang et al., 2012; Fan et al., 2014; 

Zhang et al., 2014c; Abdelmageed et al., 2016; Gao et al., 2018). In previous studies 

designed to address the cytotoxicity of organoselenides in both HepG2 and MCF-7 
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(breast adenocarcinoma) lineages, Shaaban et al. (2016, 2019) demonstrated that 

the anticancer activity of the evaluated compounds was more pronounced in 

hepatocarcinoma rather than breast cancer cells, suggesting a possible increased 

responsiveness of these cells to organoselenium compounds. 

In the present study, a cell viability (MTT) assay was used for screening of the 

selenylindoles and thiophenylindoles, which revealed two compounds with superior 

cytotoxic potential on hepatocarcinoma cells, EQ-34 (3-(3-

trifluormethyl)phenylselanyl-1H-indole) and EQ-41 (3-(3-trifluormethyl)phenylthio-1H-

indole), the trifluormethyl-substituted derivatives. Their CC50 obtained values were of 

42.9 and 32.0 M at 24h and 48h for EQ-34, and of 44.8 and 30.3 M for EQ-41, 

respectively. These values were significantly lower in comparison with the prototype 

unsubstituted molecules (EQ-30 and EQ-38), that presented CC50 values of 82.3 and 

47.2 M, and 81.1 and 48.0 M, respectively. The organoselenium and organosulfur 

compounds which only had a single chlorine or fluorine atom (EQ-31 and EQ-39) also 

did not show good cytotoxic responses, displaying higher CC50 values, of 62.8 and 

47.2 M for EQ-31, and > 100.0 and 90.4 M for EQ-39.  

 The incorporation of fluorine atoms in drug design is a common approach in 

medicinal chemistry. Fluorine substitution might disturb the molecule’s pKa value, 

modulate its lipophilicity, induce conformational changes (specially following drastic 

steric changes imposed by trifluormethyl groups), as well as favour hydrogen bonding 

and electrostatic interactions. As a result, the binding affinity with the target protein, 

membrane permeability, and overall pharmacokinetic properties of the molecule are 

significantly altered. Additionally, it might also confer drugs enhanced metabolic 

stability by preventing its oxidative metabolism (Purser et al., 2008). However, as 

demonstrated by the low cytotoxicity of EQ-31 and EQ-39, those enhanced biological 

activities in chalcogenylindoles could only be achieved by incorporation of 

trifluormethyl moieties and not by addition of a single halogen. 

The quantification of the activity of released LDH was also performed as an 

additional cellular viability assay. LDH is a stable, cytoplasmic enzyme, that is rapidly 

released into the cell culture supernatant when the plasma membrane is damaged or 

permeabilized (Kumar; Nagarajan; Uchil, 2018). EQ-34 and EQ-41 promoted up to 

75% and 95% increase in the enzyme activity, respectively, supporting the induced 

alterations in membrane permeability by the compounds. Significant increase in LDH 
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leakage with Se-containing and sulfur-containing compounds was also described in 

experiments with different lineages, such as with Ebselen (20 M) in C6 glioma cells, 

which induced 60% release after 3h incubation (Shi et al., 2006), selenite (50 M) in 

HL-60 promyelocytic leukemia cells, which promoted ~80% release after 24h (Kim et 

al., 2001), and diallyl disulfide (100 M) in PC-3 prostate cancer cells, that released 

up to ~50% of LDH after 24h and 48h (Arunkumar et al., 2005).  

In agreement with cytotoxic effects, EQ-34 and EQ-41 induced the formation 

of membrane blebs and cell shrinkage in hepatocarcinoma cells after 24h, which are 

morphological features characteristic of cell death by apoptosis (Ziegler; Groscurth, 

2004). Morphology changes were also observed in HepG2 cells following exposure 

of 75 M Ebselen for 12h, exhibiting cell shrinkage, membrane blebbing, chromatin 

condensation and formation of apoptotic bodies (Yang; Shen; Ong, 2000), and after 

incubation with 100 M diallyl disulfide for 24h, which promoted nuclear fragmentation 

and chromatin condensation (Wen et al., 2004), illustrating the cytotoxic effects 

mediated by other selenium and sulfur compounds. 

 Cell death was confirmed by the staining of cells with annexin V and PI and 

further detection with flow cytometry. Staining with the dyes confirmed that the EQ-34 

and EQ-41 induced cell death by mechanisms involving both PS translocation to the 

outer leaflet of the membrane and the loss of membrane integrity, that are classical 

of apoptotic and necrotic deaths (Vermes et al., 1995; Vermes; Haanen; 

Reutelingsperger, 2000). Similar profiles were also observed in hepatocarcinoma 

cells for other organoselenium, organosulfur and indolic compounds, which also 

promoted increased DNA fragmentation, caspase 3 activity, p53 phosphorylation and 

cleaved poly-ADP ribose polymerase (PARP) (Ng et al., 2012; Lee et al., 2018; Zheng 

et al., 2018). Overall, these findings support the cell death promoted by the 

investigated drugs. 

Because elevated ROS levels can induce tumor cell death, pro-oxidants 

compounds that either increase ROS generation and/or inhibit antioxidant defenses 

are effective in both eliminating cancer cells and overcoming resistance to 

chemotherapy (Galadari et al., 2017; Snezhkina et al., 2019). ROS quantification with 

the DCFDA assay showed that EQ-34 and EQ-41 had pro-oxidant effects, as 

evidenced by an increase of over 2-fold in ROS levels after 48h. It remains to be 
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determined whether the elevated levels are a direct result of ROS production, of a 

depletion of cellular antioxidants, or both mechanisms.  

ROS levels must be kept in a tight balance between its production and 

scavenging antioxidants systems in order to support tumorigenesis (Cairns; Harris; 

Mak, 2011). At low levels, ROS is required for cell proliferation and survival (Lee et 

al., 2002), while at moderate levels it induces expression of stress-responsive genes, 

such as HIF1A, which increases expression of pro-survival signals, such as the 

glucose transporter GLUT1 and vascular endothelial growth factor (VEGF) (Xia et al., 

2007; Paik et al., 2016). On the other hand, high levels of ROS are detrimental and 

might cause damage to DNA and other macromolecules, induce senescence, or 

permeabilize the mitochondria, leading to the release of cytochrome C and apoptosis 

(Petrosillo; Ruggiero; Paradies, 2003; Takahashi et al., 2006). 

Pro-oxidant effects associated with the cytotoxicity of organoselenium and 

organosulfur compounds were described by other studies. Iciek et al. (2012) 

demonstrated that the antiproliferative effects and induction of apoptosis promoted by 

diallyl trisulfide in HepG2 cells were associated with an increase in hydrogen peroxide 

levels and a depletion in thiol species, such as gluthatione. Moreover, selenocysteine, 

methylseleninic acid and a selenadiazole derivative, have been shown to elevate ROS 

levels and potentiate the cytotoxic effects of the chemotherapeutic agents doxorubicin 

and cisplatin in HepG2 cells. The rise in ROS levels were associated with 

downregulation of phosphorylated AKT and ERK and increased DNA damage (Fan 

et al., 2014; Liu et al., 2015; Zhang et al., 2014b), mechanisms that appear to play a 

crucial role in the synergistic effects of Se-compounds with classical anticancer 

agents. PI3K/AKT and MAPK/ERK signaling pathways are also target of indole-

containing compounds (Abdelmageed et al., 2016; Gao et al., 2018), raising their 

attention as potential targets of selenylindoles and thiophenylindoles. 

 Drugs that target cell cycle progression and/or cell cycle proteins have also 

been investigated as promising molecules in cancer therapy (Otto; Sicinski, 2017). 

Cell cycle progression is controlled by three main checkpoints that determine if cell 

division can occur. In the DNA damage response, a start checkpoint at the G1/S 

phases might be activated to prevent DNA replication and further cell cycle events. 

However, if the cells have a deffective checkpoint in these stages, often because of 

p53 pathway mutations, the G2/M checkpoint, which is predominantly regulated by the 

Cyclin B-Cdc2 (CDK1) complex, can also prevent cells from entering mitosis when 
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DNA is damaged, thus providing a new opportunity for DNA repair by stopping the 

proliferation of damaged cells. If the damage cannot be repaired, cells might undergo 

senescence or cell death (Allday et al., 1995; Stark; Taylor, 2004; Visconti; Monica; 

Grieco, 2016). 

The results of the present study showed that both selected compounds 

impaired cell cycle progression at G2/M phases after 24h. The cells also had increased 

DNA fragmentation levels, an important marker of apoptosis (Hua; Xu, 2000). 

Impairment of cell cycle progression in HepG2 cells at G2/M phases was also 

observed with Butaselen (Zheng et al., 2018), a chalcone derivative containing indole 

moiety (Wang; Peng; Li, 2019), and an organosulfur derivative of 6-mercaptopurine 

(Yang et al., 2012). Since the levels of DNA fragmentation were significantly higher 

after 48h of incubation with EQ-34 and EQ-41, it is likely that cells halted at G2/M were 

excessively damaged and could not be repaired, ultimately leading to cell death. 

 Different organoselenium and organosulfur compounds have been shown to 

exert their apoptotic effects via mitochondria. Reduced mitochondrial membrane 

potential, decreased Bcl-2 and Bcl-xL expression or increased Bax/Bcl-2 ratio, and 

increased caspase 9 activity are included among the main effects observed in 

hepatocarcinoma cells (Shiah et al., 2007; Ng et al., 2012; Yang et al., 2012; Guo et 

al., 2013; Tong et al., 2014; Zhang et al., 2014b; Wu et al., 2018). Moreover, ROS 

generated by organoselenium compounds have been found to induce the 

mitochondrial membrane permeability transition, causing the release of cytochrome 

C and the activation of the intrinsic apoptotic pathway (Wallenberg; Misra; Björnstedt, 

2014; Chen et al., 2020), which might be associated with their thiol-oxidation 

capacities (Kim; Yun; Kim, 2003). Therefore, considering the mitochondria as 

potential targets of these compounds, we investigated the role of the selenylindol and 

thiophenylindol on mitochondrial and cellular bioenergetics.  

 The mitochondrial effects of the trifluormethylated derivatives was first 

evaluated by the analysis of cell respiration. Respiration experiments showed that 

both compounds stimulated basal respiration after 24h, as evidenced by an increased 

oxygen consumption of HepG2 cells. To our knowledge, this is the first work that 

shows the effects of an organoselenium, organosulfur or indolic compound on the 

respiration of hepatocarcinoma cells. Additionally, lactate and pyruvate levels were 

also quantified to collect information of the glycolytic status of the cell. A significant 

rise in lactate levels in the culture medium was observed, suggesting that the test 
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compounds might stimulate both cellular glycolysis and mitochondrial oxidative 

phosphorylation. However, it is not clear whether the increase in lactate levels is 

necessarily related to an overall higher glycolytic flow, or if it might be associated with 

an augmented lactate secretion by monocarboxylate transporters (MCTs), many of 

which have been found to be upregulated in cancer (Payen et al., 2020), including 

MCT-4 in hepatocarcinoma (Alves et al., 2014).  

Finally, to provide a general picture of the energetic content of the cell, the ATP 

intracellular content was also evaluated. The results showed that ATP levels were 

almost 3-fold reduced following 48h incubation with EQ-34 and EQ-41. Similarly, Li et 

al. (2015) also observed a decrease in approximately 66% of intracellular ATP levels 

after 48h incubation of HepG2 cells with a novel indole compound (60 M). 

Considering that even though the chalcogenylindoles appear to stimulate the 

oxidative phosphorylation and glycolysis pathways, there was still a marked reduction 

in ATP levels, a likely hypothesis is that these cells are not effectively synthesizing 

ATP through mitochondrial respiration. This might be attributed to a possible 

uncoupler effect on oxidative phosphorylation elicited by the compounds. Accordingly, 

a recent study demonstrated that an indolic derivative has uncoupling effects on the 

mitochondria, which confers it an anticancer activity in gastric carcinoma cells. This 

uncoupling effect was also associated with a significant reduction (~50%) on ATP 

intracellular content, a depletion in mitochondrial membrane potential and increased 

cytochrome C release (Wang et al., 2018). In light of these observations, further 

experiments are required to clarify the metabolic alterations induced by the 

chalcogenylindoles, and whether they include uncoupling of the electron transport 

chain. 

 
5 Conclusion 
 

 In conclusion, the cytotoxicity and cell death promoted by EQ-34 and EQ-41 

on hepatocarcinoma HepG2 cells are associated with increased ROS levels, DNA 

fragmentation, impaired cell cycle progression, and alterations on the mitochondrial 

bioenergetics. Further studies involving the in-depth mechanism of action and 

possible antitumoral effects of the 3-chalcogenylindoles are still necessary to support 

their therapeutic application in hepatocellular carcinoma. However, the present 
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findings reinforce the potential of the trifluormethyl-substituted 3-selenylindol and 3-

thiophenylindol as novel molecules with in vitro anticancer properties. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Considerando os resultados obtidos, conclui-se que dentre as 15 substâncias 

avaliadas, os 3-selenilindol e 3-tiofenilindol trifluormetilados (EQ-34 e EQ-41) tiveram 

maior potencial citotóxico em ambas as linhagens avaliadas, sendo que este efeito 

foi mais pronunciado em células de hepatocarcinoma (HepG2) do que em células de 

câncer de mama (MCF-7). 

Ensaios adicionais confirmaram que a incubação com os dois compostos 

selecionados resulta em citotoxicidade nas células HepG2. Esta citotoxicidade está 

associada com difentes efeitos, incluindo: aumento dos níveis intracelulares de 

espécies reativas de oxigênio, alteração na progressão do ciclo celular com aumento 

na proporção de células nas fases G2/M, aumento na fragmentação de DNA, e 

alterações metabólicas diversas como: estímulo da respiração basal celular, aumento 

dos níveis de lactato no sobrenadante, e depleção dos níveis intracelulares de ATP. 

A Figura 11 representa um resumo dos efeitos destes derivados 

trifluormetilados observados no presente estudo. Entretanto, é importante ressaltar 

que até o presente momento os efeitos observados são apenas isolados e ainda não 

foram evidenciadas interdependências entre eles, o que incentiva a realização de 

estudos futuros visando a maior compreensão do mecanismo de ação destes 

compostos e de seu potencial no tratamento do hepatocarcinoma. 

 
FIGURA 11 – VISÃO GERAL DOS EFEITOS DOS DERIVADOS TRIFLUORMETILADOS SOBRE 

CÉLULAS DE HEPATOCARCINOMA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
FONTE: O AUTOR (2020). 
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