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RESUMO

O céncer representa um grave problema de satde publica, exercendo um impacto consideravel
na taxa de morbi-mortalidade no mundo. A terapia anticancer enfrenta diversos desafios,
incluindo a resisténcia a medicamentos e graves efeitos colaterais que comprometem a
qualidade de vida dos pacientes, sendo necessaria a busca por novas estratégias terapéuticas. A
quimica medicinal emerge como uma area de destaque na sintese de novos compostos,
buscando, principalmente, otimizar propriedades de eficacia e seguranca, visando qualidade de
vida para o enfrentamento do cancer. Nesse contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar o
perfil citotoxico in vitro e predi¢bes farmacocinéticas in silico de um derivado de chalcona tipo
terpendide (BR4CI), contendo cloro como substituinte halogénico. Inicialmente foi avaliada a
citotoxicidade da BR4CI em nove linhagens celulares (sete cancerosas e duas nao-cancerosas).
Atraveés do teste do MTT demonstrou-se que a linhagem HCT-116 mostrou-se mais sensivel
aos efeitos da molécula, com Clsp de 8,58uM apds 72h de tratamento. A BR4CL foi mais
seletiva para células cancerosas apds 72h de tratamento. No ensaio hemolitico, utilizando
eritrocitos humanos O+, ndo houve lise nas concentracdes testadas, demonstrando boa
biocompatibilidade. Ao verificar o tempo de exposi¢do minima que a molécula comeca a agir
nas células, foi observado que, uma exposic¢édo de 3h ja foi suficiente para apresentar alteracdes
na proliferagdo celular. Com base na Clsode 24h para HCT-116, foram realizados os ensaios de
exclusdo por azul de Tripan e analise morfoldgica por coloracdo com Kit pandptico rapido nas
concentragdes de 7,5, 15 e 30 uM. Observou-se diminuigdo da viabilidade celular de forma
significativa nas concentragoes de 15 e 30 uM, quando comparado ao controle negativo. Na
analise morfoldgica, foram observadas caracteristicas celulares sugestivas de morte celular,
destacando-se intensa vacuolizacdo, principalmente na maior concentracdo testada. Em
detrimento disso, realizou-se um ensaio de MTT, em 72h, com um co-tratamento de BR4CI e
Cloroquina, um inibidor autofagico tardio, para averiguar os efeitos deste inibidor na atividade
citotoxica da molécula. Os resultados sugerem a participacdo da via autofagica no processo de
morte celular induzida pela BR4CI. Aliados aos ensaios in vitro, foram realizados testes in
silico para verificar seus parametros de absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade no organismo, a qual demonstrou potencial promissor para administracdo oral, com
boa absorcdo pelo trato gastrointestinal. Entretanto, os parametros de distribuicdo, metabolismo
e excrecdo sugerem possiveis interacdes medicamentosas, efeitos adversos e desafios na
depuracdo do composto, bem como na sua excrecdo. Além disso, a BR4CI apresentou risco
moderado de cardiotoxicidade, devido a inibi¢do do gene hERG, e mostrou-se mutagénica, com
potencial carcinogénico em camundongos, embora ndo em ratos. Modificacdes estruturais
podem melhorar as propriedades farmacocinéticas da amostra e reduzir efeitos adversos,
mantendo seu potencial anticancer. Dessa forma, estudos adicionais serdo realizados visando
elucidar os mecanismos de acdo da BR4CI envolvidos no seu efeito citotoxico, mitigar riscos
de toxicidade e interacbes medicamentosas e, dessa forma, explorar o potencial terapéutico
dessa molécula.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Citotoxicidade; Chalcona; ADMET.



ABSTRACT

Cancer is a serious public health problem and has a considerable impact on the morbidity and
mortality rate worldwide. Anticancer therapy faces several challenges, including drug
resistance and serious side effects that compromise patients' quality of life, making it necessary
to search for new therapeutic strategies. Medicinal chemistry is emerging as a leading area in
the synthesis of new compounds, mainly seeking to optimize efficacy and safety properties,
aiming to improve quality of life in the fight against cancer. In this context, the aim of this study
was to evaluate the in vitro cytotoxic profile and in silico pharmacokinetic predictions of a
terpenoid-type chalcone derivative (BR4CI) containing chlorine as a halogen substituent.
Initially, the cytotoxicity of BR4CI was evaluated in nine cell lines (seven cancerous and two
non-cancerous). The MTT test showed that the HCT-116 strain was more sensitive to the effects
of the molecule, with a Clso of 8.58uM after 72h of treatment. BR4CL was more selective for
cancer cells after 72 hours of treatment. In the hemolytic test, using O+ human erythrocytes,
there was no lysis at the concentrations tested, demonstrating good biocompatibility. When
checking the minimum exposure time for the molecule to start acting on the cells, it was
observed that a 3-hour exposure was enough to show changes in cell proliferation. Based on
the 24-hour Clsg for HCT-116, trypan blue exclusion assays and morphological analysis by
staining with the rapid panoptic kit were carried out at concentrations of 7.5, 15 and 30 uM. A
significant decrease in cell viability was observed at concentrations of 15 and 30 uM, when
compared to the negative control. Morphological analysis revealed cellular characteristics
suggestive of cell death, especially intense vacuolization, especially at the highest concentration
tested. As a result, a 72-hour MTT test was carried out with a co-treatment of BR4CI and
Chloroquine, a late autophagic inhibitor, to ascertain the effects of this inhibitor on the cytotoxic
activity of the molecule. The results suggest the participation of the autophagic pathway in the
cell death process induced by BR4CI. In addition to the in vitro tests, in silico tests were carried
out to verify its absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity parameters in the
body, which showed promising potential for oral administration, with good absorption from the
gastrointestinal tract. However, distribution, metabolism and excretion parameters suggest
possible drug interactions, adverse effects and challenges in the clearance of the compound as
well as its excretion. In addition, BR4CI presented a moderate risk of cardiotoxicity, due to
inhibition of the hERG gene, and was shown to be mutagenic, with carcinogenic potential in
mice, although not in rats. Structural modifications can improve the pharmacokinetic properties
of the sample and reduce adverse effects, while maintaining its anticancer potential. Additional
studies will therefore be carried out to elucidate the mechanisms of action of BR4CI involved
in its cytotoxic effect, mitigate the risks of toxicity and drug interactions, and thus exploit the
therapeutic potential of this molecule.

Keywords: Colorectal cancer; Cytotoxicity; Chalcone; ADMET.
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1. INTRODUCAO

O céancer é considerado um grave problema de saude publica em nivel global e uma das
principais causas de obito, com indices de incidéncia e mortalidade ascendentes. Estima-se, no
Brasil, a ocorréncia de 704 mil novos casos para o triénio 2023-2025 (INCA, 2022). O
desenvolvimento desta patologia é complexo e esta sujeito a uma série de influéncias.

A carcinogénese € um processo de multiplas etapas em que alteracbes na arquitetura
tecidual precedem o aparecimento do cancer propriamente dito. As células cancerigenas
incorporam caracteristicas que as permitem sobreviver além do seu tempo de vida normal,
suprimindo e/ou anulando vias apoptdticas fisiologicas. Além disso, elas apresentam um
crescimento desordenado, proliferacdo anormal e capacidade de invasdo de 6rgdos e tecidos,
processo este conhecido como metastase (Feitelson et al., 2015; Hanahan; Weinberg, 2011).

A maioria das mortes relacionadas ao cancer € resultado de metéstases (Gerstberger,
Jiang e Ganesha, 2023; Celia-terrassa; Kang, 2016). Dada a complexidade do céncer, seu
tratamento representa um desafio para a medicina. Atualmente, os tratamentos clinicos incluem
resseccao cirurgica, radioterapia, quimioterapia, terapia molecular direcionada, imunoterapia e
medicina tradicional chinesa. O uso da terapia combinada visa alcancar resultados mais
eficazes, permitindo a abordagem de diferentes estratégias de manejo do cancer em cada estagio
de desenvolvimento do tumor. Em casos de metastases, 0 manejo clinico recomendado prioriza
o controle da doenga para aumentar a sobrevida do paciente (Zhang 2022).

No entanto, essas terapias envolvem quimioterapicos que atingem tecidos com alto nivel
basal de proliferacdo e regeneracdo e, embora tenham como alvo as células tumorais, esses
agentes acabam por impactar outros tecidos ndo tumorais de renovacao constante, como pele,
cabelo e epitélio do trato gastrointestinal, o que causa o alto nivel de toxicidade associado a tais
tratamentos (Rayan et al., 2017; Feitelson et al., 2015). Devido a problematica de tratamento
dificil, invasivo e altamente dispendioso, que compromete a qualidade de vida e causa graves
efeitos adversos aos pacientes, existe um grande interesse na busca por alternativas que possam
contornar essas dificuldades (Niculescu; Grumezescu, 2021).

Nesse cenario, a quimica medicinal emerge como uma area de destaque na busca por
novos farmacos que combinem eficécia, seguranca e qualidade de vida para o enfrentamento

do céncer. Dentre as estratégias de modificacdo molecular empregadas nesse campo, 0



bioisosterismo, a latenciacdo de medicamentos e a hibridizagdo molecular séo os exemplos de
ultima geracdo mais utilizados, sendo a hibridizacdo molecular, em particular, uma estratégia
poderosa para o design de medicamentos (Barreiro; Fraga, 2008; Gomes et al., 2017).

Nesse contexto, as moléculas conhecidas como chalconas sdo uma das classes mais
importantes de flavonoides. A quimica delas chama atencdo da comunidade cientifica devido
ao grande namero de hidrogénios substituiveis, o que permite a geragdo de muitos derivados e
uma variedade de atividades biologicas promissoras, as quais ja sdo bastante conhecidas e
incluem atividades anticancerosas, antimutagénicas, anti-inflamatdrias, imunomoduladoras,
dentre outras (Jandial et al., 2014). Apesar dessas aplica¢cdes medicinais das chalconas, seu
amplo espectro de bioatividade indica um perfil alvo potencialmente promiscuo, pois podem
estabelecer ligacOes irreversiveis com macromoléculas bioldgicas, resultando em uma série de
efeitos toxicos, como reacOes alergénicas, carcinogenicidade e mutagenicidade, ou ainda,
podem ter sua reatividade afetada, representando um desafio clinico (Gomes et al., 2017).

Os derivados de chalconas tipo terpendides sdo compostos hibridos que possuem, em
sua estrutura quimica, nucleos de chalconas conjugados a nucleos de B-ionona, que é um
composto terpendide ciclico. Terpenos sdo compostos simples de hidrocarbonetos, e os
terpendides sdo terpenos modificados, contendo diferentes grupos funcionais e grupos metil
oxidados, que proporcionam diversas propriedades e funcionalidades biolégicas, que tornam
esses compostos aplicaveis para o tratamento de muitas doencas, incluindo o cancer. Dessa
forma, a hibridizacdo entre nucleos de chalconas e de B-iononas pode oferecer mais aplicagdes
fisicas e bioldgicas do que a chalcona, possibilitando o sinergismo das caracteristicas (Manoel
etal., 2022).

Assim, os cientistas estdo usando o conhecimento tradicional de plantas medicinais e a
exploracdo sustentavel de produtos naturais para sintetizar novos farmacos antitumorais, mais
potentes e eficazes, aproveitando diferentes mecanismos de modificacdo molecular, oferecidos
pela quimica farmacéutica. Nesse interim, o desenho e a sintese de novos analogos séo
particularmente importantes para o desenvolvimento futuro de derivados de chalconas
clinicamente Uteis (Zhou; Xing, 2015; Oyuang et al., 2021).

Nesse contexto, como parte de uma busca continua por novos compostos anticancer, o
presente estudo visa avaliar o potencial citotdxico in vitro e predi¢es in silico, de um derivado
de chalcona tipo terpendide (BR4Cl) que contém um atomo de cloro como substituinte

halogénico ligado ao ndcleo do hibrido na posi¢do para da estrutura da chalcona.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais do cancer e problematica terapéutica

O cancer € um problema de satde publica mundial, caracterizado como um conjunto de
varios tipos de doencas complexas, causadas pelo acimulo de mutagfes genéticas, em razdo de
fatores ambientais e/ou hereditérios, ou ainda por alteracGes epigenéticas (Jamasbi et al., 2022;
Hanahan; Weinberg, 2000). O desenvolvimento normal depende de um ciclo celular fortemente
regulado, para garantir uma proliferacdo controlada e diferenciacéo celular adequada, visando
manter a homeostase dos tecidos. Para tal, as células eucariotas possuem genes denominados
oncogenes, que estdo envolvidos na regulagdo da proliferagdo e diferenciacdo, e genes
supressores de tumor, responsaveis por prevenir a progressao do cancer. Quando mutados, estes
genes que regulam o ciclo celular produzem oncogenes com ganho de funcdo dominante e genes
supressores de tumor com perda de funcéo recessiva, com potencial de induzir a transformacéo
neoplasica, conferindo a célula proliferacdo descontrolada e agressiva (Torry; Cooper, 1991,
Hanahan; Weinberg, 2000).

No céncer, o equilibrio entre a proliferagdo celular e a morte celular, que normalmente
mantém a homeostase do tecido saudavel, é perturbado e as células neopléasicas sdo capazes de
superar a resposta apoptdtica (morte celular programada) por diferentes mecanismos
moleculares (Fouad; Aanei, 2017). Caso os mecanismos do sistema imunoldgico de reparagdo
ou destruicdo celular falhem, a modulacdo do metabolismo e do comportamento das células
favorece a progressdo do cancer. A disparidade entre proliferacdo e morte celular gera uma
massa celular anormal (tumor), salvo em canceres hematoldgicos. Este tumor primario cresce,
induz nova vascularizacdo e as células tumorais podem permanecer no local de origem ou
adquirir, progressivamente, a capacidade de migrar e invadir tecidos circundantes e distantes,
podendo retomar a proliferacéo e colonizar esses 6rgaos, para formar tumores secundarios. Este
processo, conhecido como metéastase, é responsavel por mais de 90% das mortes relacionadas
ao cancer (Herrero; Medarde, 2015; Fouad; Aanei, 2017).

O céancer exibe diversas caracteristicas e capacidades, as quais orquestram a patogénese
e o desenvolvimento desta doenca, conferindo grande complexidade (Figura 1). Nesse sentido,
as células cancerosas sdo capazes de evitar supressores de crescimento, resistir a morte celular

programada, sustentar os sinais proliferativos, induzir angiogénese, permitir imortalidade
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replicativa devido a ativacdo da telomerase, ativar invasdo e metastase, desregular a energética
celular, evitar destruicdo imunologica e promover inflamacao que gera instabilidade e mutacao
do genoma (Hanahan, 2022). Em geral, as células tumorais adquirem a maioria dessas
caracteristicas, enquanto poucas ganham todas elas. Assim, 0s céanceres humanos se
desenvolvem como produtos de processos de Vérias etapas e o microambiente tumoral,
notadamente, desempenha um papel integral na tumorigénese e progressao maligna (Darwiche,
2020; Singhal et al., 2023).

Figura 1. Caracteristicas do cancer - novas adigoes.

Sinalizagao proliferativa Evasdo de supressores de
sustentada crescimento

Desbloqueio da
plasticidade fenotipica

Reprogramacao epigenética ndo
mutacional

Desregulagao do
metabolismo celular @
S

Resisténcia a
morte celular

Evasdo da destruigao
imunoldgica

Imortalidade replicativa

Instabilidade
gendmica e mutagao

Células senescentés\‘ Q ﬂ Microbiomas polimoérficos

Angiogénese Ativagdo de invasdo e metastase

Inflamagdo promotora de tumores

Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).

Um tumor nao é simplesmente um grupo de células cancerosas, mas sim uma cole¢édo
heterogénea de células hospedeiras infiltrantes e residentes, fatores secretados e matriz
extracelular (Anderson; Simao, 2020). A composi¢do do microambiente tumoral varia entre 0s
diferentes tumores, mas, no geral, este componente fundamental dos tecidos malignos
compreende, além das células cancerosas, células imunes, células adiposas, células
inflamatdrias, miofibroblastos e fibroblastos, bem como constituintes acelulares que

remodelam a matriz extracelular (MEC) e que estimulam mudancas moleculares, celulares e
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fisicas significativas nos tecidos para controlar a progressdo do cancer (Dominiak et al., 2020;
Anderson; Siméo, 2020).

Dessa forma, a aquisicdo e manutencdo das caracteristicas do cancer dependem, em
varios graus, das contribuicbes do microambiente tumoral, dada as interacBes constantes,
dindmicas e reciprocas (Xiao; Yu, 2020). Ressalta-se que, no microambiente tumoral, a fungéo
antitumoral é reduzida e o mecanismo de ativacdo sustentada da via NF-kB também parece
favorecer a sobrevivéncia do tumor e conduzir a morte das células imunitarias. Nesse sentido,
atumorigénese e a progressao do cancer ndo estdo apenas relacionadas as células cancerigenas,
mas estdo também intimamente ligadas aos processos dindmicos que ocorrem dentro do
microambiente tumoral (Niculescu; Grumezescu, 2022; Zhang et al., 2022; Dominiak et al.,
2020).

Tendo em vista a grande complexidade do cancer, o tratamento imediato e adequado é
necessario para evitar o crescimento descontrolado de tumores e a carga que eles representam
para os pacientes. Apesar dos tratamentos atuais e da combinacéo entre eles terem certa eficacia,
h& um grande desafio na terapéutica desta doenca, que muitas vezes resulta em recidiva tumoral,
baixa qualidade de vida e consequente declinio nas taxas de sobrevida de pacientes com cancer.
Tais barreiras incluem invasividade, baixa solubilidade da droga, circulacdo curta dos
quimioterapicos na corrente sanguinea, resisténcia a maltiplas drogas devido a instabilidade
genbmica das células cancerosas, direcionamento inespecifico e os graves efeitos adversos
sistémicos (Rodrigues et al., 2019; Niculescu; Grumezescu, 2022). Nesse sentido, o principal
foco da terapia anticancer segue sendo o desenvolvimento de novos medicamentos alternativos
que possuam multiplos alvos, aos quais apresentem baixa citotoxicidade, alta eficiéncia e

capacidade de evitar a proliferagéo celular e/ou promover a apoptose (Zhang et al., 2022).

2.2 Quimica medicinal no tratamento do cancer

Atualmente, a busca por produtos naturais com potencial na terapia do cancer tornou-se
proeminente, uma vez que possuem efeitos secundarios, menos toxicos e caracteristicas
multidirecionadas que séo frequentemente utilizadas para prevencdo e melhoria dos sintomas
na fase inicial do cancer, bem como no tratamento do cancer avancgado. Portanto, os produtos
naturais seriam uma composicéo critica da terapia combinada, compensando a deficiéncia da

cirurgia, quimioterapia e imunoterapia (Zhang et al., 2022).
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Existem oito categorias principais de produtos naturais anticancer em uso, dentre elas,
os flavonoides e isoflavonas, como genisteina, apigenina e baicaleina (Guo et al., 2022). Porém,
na maioria dos casos, 0s medicamentos naturais requerem otimizacédo estrutural para melhorar
a eficécia, seguranca e acessibilidade quimica, bem como a farmacocinética. Nesse sentido, a
quimica medicinal destina-se a criacdo, inovacdo, descoberta e sintese de compostos com
atividade farmacolégica. Essa modalidade de estudo tem alcangado sucesso nos ultimos
tempos, dando inicio a uma nova era na pesquisa e desenvolvimento de farmacos, priorizando
compostos seguros, de facil obtencdo, preferencialmente por meios sintéticos ou
semissintéticos a baixo custo (Zhang et al., 2022; Lima et al., 2007; Sangi, 2016).

A quimica medicinal aplica estratégias de modificacdo molecular, onde o
bioisosterismo, a homologacéo, a simplificacéo e a hibridizacdo molecular sdo as técnicas mais
empregadas. As estratégias de modificacdo molecular por métodos biotecnoldgicos estdo sendo
amplamente aplicadas em estudos de farmacos antineoplasicos e podem otimizar a estrutura do
possivel farmaco, a fim de melhorar as taxas de absorcao, otimizar a seletividade, 0 aumento
da poténcia e biodisponibilidade, e reduzir a toxicidade causada pelo fa&rmaco, conferindo maior
atividade farmacéutica e menor ocorréncia de efeitos adversos (Barreiro; Fraga, 2008; Valente
etal., 2022).

No ambito da quimica medicinal, a técnica de hibridizacdo molecular merece destaque.
Essa é uma estratégia que se baseia no acoplamento de dois ou mais fragmentos moleculares
de diferentes substancias bioativas (farmacéforos), de perfil biolégico reconhecido, em uma
nova e Unica entidade quimica, originando compostos hibridos, que mantém caracteristicas pré-
selecionadas dos modelos originais (Zhang et al., 2022). As moléculas hibridas podem ter
modos de acdo diferentes do que é manifestado nas moléculas parentais, ou ainda,
potencializados, dado o sinergismo que pode ocorrer entre 0s grupos farmacoforicos. Além
disso, compostos hibridos podem ter perfil de seletividade modificado, perfil de seguranca
melhorado, efeitos adversos reduzidos e capacidade de superar a resisténcia a multiplas drogas.
Recentemente, a hibridizacdo molecular foi reconhecida como uma abordagem eficaz para
projetar ligantes capazes de modular mdltiplos alvos de interesse, sendo, portanto, uma
estratégia valiosa para criagdo de agentes anticancer multialvo (Marchesi; Perroni; Nacacchia,
2023).

Do ponto de vista quimico, diversos produtos naturais bioativos de plantas possuem

centros reativos que permitem ligagdes com outras moléculas para formar compostos hibridos,
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0 que tem sido uma estratégia interessante para potencializar as suas propriedades bioldgicas.
Embora muito promissor, o desenvolvimento de hibridos moleculares enfrenta problemas
criticos, tanto da combinacéo de alvos correta, como da obtencdo de uma atividade equilibrada
em relacdo a eles. Porém, um aumento no nimero de publicacdes relevantes acerca do desenho
l6gico e racional de ligantes que funcionam seletivamente em mdltiplos alvos, reflete o
potencial de moléculas hibridas no desenvolvimento de agentes anticancerigenos (Singh et al.,
2022; Marchesi; Perroni; Nacacchia, 2023; Szumilak et al., 2021).

2.3 Chalconas

As chalconas sdo moléculas de ocorréncia natural em diversas espécies de plantas e
produtos vegetais, incluindo especiarias, vegetais, frutas e chas. Possuem uma estrutura quimica
simples (Figura 2), pequena, ndo quiral, de baixo peso molecular, lipofilicidade relativamente
alta e de sintese facil. Quimicamente, podem ser definidas como um grupo de compostos
organicos do tipo cetonas a,  insaturadas, onde tanto o grupamento carbonila quanto a por¢ao
olefinica (alceno) estdo ligadas a grupamentos aromaticos. Estruturalmente, pertencem ao
grupo dos flavonoides de cadeia aberta e atuam também como o principal precursor da
biossintese de outros flavondides e isoflavondides (Zhuang et al., 2017; Dhaliwal et al., 2022).

As chalconas formam o nucleo central de muitos compostos biolégicos importantes e
apresentam uma ampla gama de atividades bioldgicas que, apesar de extensivamente
pesquisadas, ainda carecem de uma compreensdo precisa dos mecanismos de acdo subjacentes.
O vasto espectro de aplicacdes terapéuticas apresentado pelas chalconas atrai interesse na
pesquisa e ja as qualificaria como promissoras para a obtencdo de principios ativos. Porém, a
possibilidade de sua producdo sintética e biossintética também chama atencdo. Em relacdo a
sintese destes compostos, a metodologia mais comum ocorre pela reacdo de condensacédo de
Claisen-Schmidt (Souza, 2012; Zhuang et al., 2017). Além disso, a versatilidade ao incorporar
diferentes farmacoforos e explorar os derivados de chalconas, aumenta consideravelmente o

interesse quimico e farmacologico nessas moléculas (Souza, 2012; Pereira et al., 2023).

Figura 2. Estrutura quimica geral das chalconas.
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(1) Trans (E) (2) Cis (2)

Fonte: Gomes et al., 2017.

Os compostos de chalcona tém uma estrutura quimica comum de 1,3-diaril-2-propen-1-
ona, também conhecida como chalconoide, que existe como isdbmeros trans e cis (Figura 2),
sendo o isdmero trans termodinamicamente mais estavel (em altas temperaturas), na maioria
dos casos. Acredita-se que a presenca de ligagdes duplas nas chalconas, combinadas com o
grupo carbonila, é a principal responsavel pela sua atividade bioldgica e que a sua auséncia, ou
qualquer alteracdo na porcao farmacofora de propenona de 3 carbonos, leva a perda da atividade
biolégica da molécula. Esta regido é quimicamente reativa e atua como potencial aceitador de
Michael, com muitos hidrogénios substituiveis. A adicdo de diferentes grupos funcionais
(arilas, halogénios, hidroxilas, carboxilas, fenilas etc.), confere uma vasta diversidade estrutural
as chalconas, dependendo da quantidade, da posicéo e da natureza dos substituintes nos residuos
aromaticos (Zhuang et al., 2017; Burmaoglu et al., 2021; Ouyang et al., 2021).

Sabe-se que as chalconas possuem propriedades antioxidantes (Aoki et al., 2008; VVogel;
Heilmann, 2008), anticancerigenas (Motani et al., 2008; Orlikova et al., 2011), antimetastatica
(Kimura; Baba, 2003), antiparasitaria (Chen et al., 1993; Cheng et al., 2020; De Mello et al.,
2018), antimicrobianas (Semwal et al., 2009), anti-inflamatoria (Herencia et al., 1999; Yadav
et al., 2011), antimutagénicas (Inami et al., 2017), anti-histaminicas (Yamamoto et al., 2004).
No entanto, as diversas atividades das chalconas representam um desafio para o seu
desenvolvimento clinico, no que diz respeito a encontrar alvos farmacol6gicos para sua atuacéo,
devido a baixa seletividade em suas interagdes biologicas, o que explica, em parte, 0 motivo do
sucesso clinico limitado com chalconas, apesar de intensas pesquisas (Jandial et al., 2014;
Oyuang et al., 2021).

Nesse interim, modificagdes moleculares na estrutura das chalconas tém o potencial de
melhorar suas propriedades fisico-quimicas e perfis bioldgicos, abrindo caminho para interacéo

com diferentes alvos moleculares, outras moléculas e receptores bioldgicos especificos,


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/carbonyl-group

15

promovendo propriedades farmacoldgicas aprimoradas (Zhou, Xing, 2015; George et al.,
2022). Com isso, as chalconas exibiriam um espectro de atividades bioldgicas muito maior.

No que se refere ao cancer, nos ultimos anos, numerosos estudos avaliaram e revelaram
o0 potencial anticancerigeno das chalconas e de seus derivados através de estudos in vitro, in
vivo e de acoplamento molecular. Além disso, dados indicam que as chalconas s&o compostos
com atividade anticancerigena multialvo, demonstrando sucesso e relevancia significativos. A
integracdo da porcéo chalcona com outros farmacéforos anticancerigenos para criar compostos
hibridos tem o potencial de superar a resisténcia aos medicamentos, uma vez que diferentes
farmacdforos podem atuar através de multiplos mecanismos de acdo (Michalckova et al., 2023;
Bulakowska et al., 2023; Dhaliwal et al., 2022). Isso torna estas moléculas um grupo promissor
para o desenvolvimento de novos agentes com propriedades anticancerigenas, especificidade
terapéutica e eficacia aumentada.

Existem numerosas moléculas hibridas em ensaios clinicos. Recentemente, varios
hibridos de chalcona foram desenvolvidos e testados quanto a sua eficacia anticancerigena,
sendo alguns deles eficazes tanto em estudos in vitro quanto in vivo (Constantinescu; Lungu,
2021; Gao et al., 2020; Burmaoglu et al., 2021). Dessa forma, a sintese de derivados de
chalconas tem atraido aten¢do no campo da pesquisa anticancer devido ao seu potencial como

agentes terapéuticos eficazes, buscando obter moléculas mais biologicamente ativas.

2.4 Chalconas tipo terpendides

Sdo denominados chalconas tipo terpendides aqueles compostos obtidos pela reacdo de
condensacdo de Claisen-Schmidt entre o ou B-ionona e um benzaldeido substituido,
apresentando, portanto, em sua estrutura quimica, nacleos de ionona e nucleos de chalcona
(Lima et al., 2019). A ionona é uma substancia quimica derivada da degradacdo dos
carotendides e faz parte de um grupo de compostos aromaticos encontrados em uma variedade
de Oleos essenciais. Ademais, podem ser extraidas, assim como seus derivados, de 6leos
vegetais de diversas espécies de plantas, além de serem encontradas também em frutas, vegetais
e grdos contendo betacarotenos. Alternativamente, podem ser preparadas por métodos
sintéticos (Silva, 2008; Ansari; Emami, 2016).

A B-ionona (figura 3) é um composto terpendide ciclico, com uma estrutura de

trimetilciclohexeno, que forma a estrutura basica do nucleo do &acido retinoico, retinol, -
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caroteno e vitamina A. Terpenoides sdo terpenos modificados, ou seja, sdo hidrocarbonetos
constituidos por unidades de isoprenos, contendo diferentes grupos funcionais e grupos metil
oxidados. Tais alteracfes proporcionam propriedades e funcionalidades, conferindo atividade
bioldgica, uteis no tratamento do cancer (Ansari; Emami, 2016; Manoel et al., 2022). Nesse
sentido, a B-ionona pode ser usada como bloco de construcdo no projeto e sintese de agentes
anticancerigenos derivados de ionona, uma vez que sd80 compostos promissores de agentes

quimioterapicos e quimiopreventivos (Ansari; Emami, 2016; Aloum et al., 2020).

Figura 3. Estrutura quimica da beta-ionona.

N

Fonte: Aloum et al., 2020.

Verificou-se, em estudos anteriores, que a -ionona e seus derivados podem exibir uma
variedade de atividades farmacoldgicas significativas, incluindo atividade antitumoral em
melanoma, cancer de estbmago, figado, 0sso, colon, mama e préstata, bem como atividade anti-
inflamatdria, antimicrobiana e quimiopreventiva. Estudos recentes também demonstraram
propriedades antiproliferativas e antimetastaticas. Além disso, a -ionona tem chamado atencéo
por induzir apoptose, tanto in vitro quanto in vivo, e devido a sua seletividade para células
tumorais (Custodio et al., 2021; Aloum et al., 2020; Ansari; Emami, 2016; Zhou et al., 2009).

O anel ciclohexenila, presente na f-ionona, pode ser modificado para sintetizar diversos
derivados com potenciais propriedades anticancerigenas. Devido aos seus grupos metil, a unido
da B-ionona com moléculas de chalconas resulta em chalconas tipo terpendides ao sofrer a
reacdo de Claisen-Schmidt (Lima et al., 2019; Silva et al., 2021). A estrutura tipo terpendide
aumenta a conjugacdo de estruturas de chalconas e pode ser responsavel pelo aumento da
estabilidade estrutural destes compostos (Manoel et al., 2022). Embora a aplicabilidade da f-

ionona contra diversas linhagens celulares de cancer tenha sido exaustivamente investigada, a
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atividade citotoxica de chalconas tipo terpendides, bem como seus mecanismos de agdo, ainda
né&o sdo bem compreendidos e necessitam ser estudados (Custodio et al., 2021).

Estudos recentes descrevem uma variedade de atividades bioldgicas de derivados de
chalcona tipo terpendides, incluindo propriedades antiandrogénicas (Zhou et al., 2009),
antimicrobianas, antiproliferativas (Zhou et al., 2009; Sharma et al., 2012; Sharma et al., 2013;
Lima et al., 2019; Custodio et al., 2021), antimalérica (Valla et al., 2005), e potencial para
aplicacdes em fotbnica devido as suas propriedades Opticas ndo lineares (Manoel et al., 2022).
Estudos realizado por Lemes e colaboradores (2018) investigaram a citotoxicidade de um
derivado de chalcona tipo terpendide, substituido por cloro, e descobriram que este composto
inibe 0 avanco das células do sarcoma 180, além de ser um potencial ligante de DNA, que induz
necrose e apoptose.

A andlise comparativa de polimorfos conformacionais de chalconas tipo terpendide
revelou diferencas significativas em suas propriedades fisico-quimicas e biologicas,
enfatizando a importancia dessas variagdes estruturais para aplicagdes farmacoldgicas futuras
(Silvaetal., 2021). Finalmente, estudos recentes sobre as propriedades dpticas ndo lineares das
chalconas tipo terpenoides destacam a influéncia dos grupos substituintes na estrutura
molecular sobre essas propriedades, o que também pode afetar sua atividade biol6gica (Pereira
et al., 2023; Manoel et al., 2022; Lima et al., 2019).

Na busca de novas moléculas para melhorar e ampliar o tratamento de doengas malignas
e para superar a resisténcia a drogas e toxicidade, faz-se necessario pesquisar mais sobre essa
classe que se mostra altamente promissora, de forma a desvendar o seu mecanismo de acgéo,
que carece de descri¢do abrangente. Descobertas anteriores evidenciaram que a presenca de
bromo (Br) ou cloro (Cl) halogenados no composto, diminui a atividade citotoxica das
chalconas semelhantes a terpenoides. No entanto, verificou-se que a -ionona e um conjunto
adicional de carbonos a, B-insaturados podem aumentar a atividade anticancerigena de Br ou
Cl, aumentando a lipofilicidade do composto (Dias et al., 2013).

Nesse sentido, com base nas propriedades bioldgicas conhecidas dos compostos com
esqueleto de chalcona e de ionona, incluindo atividades anticancerigenas, o presente estudo
busca avaliar o efeito citotdxico in vitro de uma chalcona do tipo terpendide de origem sintética,

a fim de avaliar se esta molécula pode exibir perfil farmacologico aprimorado no cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito citotoxico de um derivado de chalcona do tipo terpendide, denominado

BR4CI, por meio de ensaios in vitro e predi¢des farmacocinéticas in silico.

3.2 Objetivos especificos

v" Avaliar a atividade citotdxica in vitro da BR4CI frente um painel de células cancerosas

v

e ndo cancerosas através do teste do MTT;

Analisar a biocompatibilidade da BR4CI em eritrocitos humanos O+ por meio do
ensaio de hemolise;

Investigar o perfil tempo-dependéncia e a exposi¢cdo minima necessaria para a acao da
BR4CI em células de cancer colorretal humano (HCT-116) através do ensaio de pulso-
concentragéo;

Avaliar a viabilidade celular de células HCT-116 expostas ao tratamento com BR4CI
pelo ensaio de exclusdo por azul de Tripan;

Identificar as alteragcBes morfoldgicas induzidas pela BRACI na linhagem celular HCT-
116 através da coloracao por panético rapido;

Avaliar a citotoxicidade da BR4CI associada a um inibidor de autofagia (cloroquina)
por meio do teste do MTT;

Avaliar pardmetros de absorcéo, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade por

meio de anélises in silico.
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento experimental
A Figura 4 ilustra o delineamento experimental, apresentando, de maneira esquematica,

as principais etapas do desenvolvimento da pesquisa e as técnicas empregadas.

Figura 4. Delineamento experimental do presente estudo.
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Fonte: Criado em Biorender.

4.2 Obtencéo da amostra

A chalcona tipo terpendide avaliada neste estudo foi sintetizada na Universidade Federal de
Goiés e gentilmente cedida pela Profa. Dra. Caridad Noda Pérez para a realizacdo de testes de
citotoxicidade em células cancerosas e ndo cancerosas. O composto apresenta o cloro como
substituinte halogénico e possui férmula molecular C2oH230CI e peso molecular de 314,6
g/mol. Sua estrutura quimica esta representada abaixo (Figura 5). Até 0 momento, os relatos a

respeito desta molécula in vitro e in vivo sdo escassos.

Figura 5. Estrutura quimica da chalcona do tipo terpendide (BR4CI), alvo da pesquisa.
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Fonte: Lima et al., 2019.
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4.3 Avaliacdo citotdxica in vitro pelo teste do MTT

A molécula foi testada para avaliagdo da sua atividade citotdxica in vitro através do teste
do MTT em diversas linhagens celulares, cancerosas e ndo cancerosas, com diferentes origens
histologicas (Tabela 1). O teste do MTT consiste em uma analise colorimétrica baseada na
conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor
amarela, em cristais de formazan, um composto de cor azul/purpura . Tal conversdo ocorre
apenas em células metabolicamente ativas, por enzimas oxidorredutases, como a succinil-
desidrogrenase, presente nas mitocondrias. Sendo assim, é possivel quantificar indiretamente a
porcentagem de células vivas, bem como a perda de células viaveis (Mosmann, 1983; Berridge
et al., 1996; Kuete, Karaosmanoglu, Sivas, 2017).

Tabela 1. Linhagens de células utilizadas no estudo, suas origens histolégicas e concentracdo de
plagueamento.

Linhagens Origem histoldgica Concentracdo de

plagueamento (células/mL)

HCT-116 Carcinoma colorretal humano 6x10*
PC3 Adenocarcinoma de préstata humano 1x10°
MCF-7 Adenocarcinoma mamario humano 1x10°
MDA-MB-231 Adenocarcinoma mamario humano 8x10%
MEL-501 Melanoma humano 5x10%
HT-29 Adenocarcinoma de célon humano 1x10°
HCT-116 P53 Carcinoma colorretal humano 5x10%
L929 Fibroblasto murino 1x10°
MCF-10A Epitélio mamario ndo tumorigénico 1x10°

Procedimento experimental
As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura, com meio de cultura
adequado para cada linhagem, suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico
(penicilina e estreptomicina). Apos chegarem em um nivel de confluéncia visivelmente superior
a 70%, as células foram dispostas em placas de 96 pogos, seguindo a concentracdo de

plagueamento de cada celula, a qual é diferente para cada linhagem celular, a depender de suas
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caracteristicas intrinsecas in vitro, como tempo de divisao celular. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa com ambiente interno controlado, a 37°C e umidificada com 5% de CO,
por 24 horas para favorecer a adeséo.

Ap0s o periodo de incubacéo, realizou-se o tratamento das células plaqueadas, as quais
foram tratadas com um controle negativo (meio DMEM ou RPMI completo), o qual serve como
controle normal de crescimento celular; um controle positivo, um farmaco padrdo utilizado no
tratamento de diversos tipos de canceres, no caso, doxorrubicina (5 - 0,078 pug/mL); e aamostra
em dilui¢des seriadas de razédo dois (25 — 0,39 pg/mL).

Ap0s tratadas, as placas foram reincubadas. Para cada linhagem celular, o teste do MTT
foi realizado em triplicata, de modo que a leitura da placa foi realizada ap6s 72h de incubacéo.
Trés horas antes do final do periodo da reincubacéo, o sobrenadante de cada poco foi retirado
cuidadosamente, e foi adicionado a cada poco da placa 150uL da solucdo de MTT (0,5mg/mL)
diluido em meio DMEM ou meio RPMI (a depender da linhagem testada). Entdo, a placa foi
incubada novamente por mais 3h, para completar o tempo de incubagéo e, consequentemente,
dar inicio da leitura. Este tempo é necessario para que o MTT reaja com as células
metabolicamente ativas e seja convertido em formazan.

Passado este tempo, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante novamente e adicionou-
se 150uL de dimetilsulféxido (DMSO) em cada poco da placa, a qual ficou em agitacdo por
cerca de 20 minutos para que o formazan fosse ressuspendido e solubilizado no solvente
organico, permitindo sua quantificacdo em leitor ELISA SPECTRAMAX 190. A leitura da
placa foi realizada sob comprimento de onda de 595 nm, indicado como comprimento de
maiores picos de absorbancia do formazan.

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versao 8.0. Os valores
das absorbancias foram transformados em porcentagem de inibicdo, baseado na média da
absorbancia do controle negativo. A concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito
méaximo (Clso) com os respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foi obtida por regressdo ndo
linear.

O indice de seletividade (IS) foi calculado a partir da razdo entre o valor de Clso para
linhagens ndo cancerosas e para linhagens cancerosas (IS = Clso de células ndo cancerosas /

Clso de células cancerosas) (Razak et al., 2019).
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4.4 Teste hemolitico
O ensaio de hemdlise foi realizado para analisar a biocompatibilidade sanguinea e a
seguranca da BRACI (Quelemes et al., 2017). O projeto encontra-se aprovado sob o numero de
parecer: 5.689.795 e CAAE: 63749722.8.0000.0192 (Anexo 1).

Procedimento experimental

Os globulos vermelhos humanos O+, obtidos por puncdo venosa, foram dispostos em
placas de 96 pogos e submetidos a tratamento por Triton X a 0,1% como controle positivo,
solucéo salina a 0,85% como controle negativo e diferentes concentragdes da amostra variando
de 500 a 1,95 pg/mL. Entdo foram incubados em temperatura ambiente sob agitacdo constante
por um periodo de 1 hora.

Ap0s esse periodo, os sobrenadantes foram transferidos para outra placa de 96 pocos e
a absorbancia dos pogos foi medida em 492 nm em leitor de placas ELISA SPECTRAMAX
290. A porcentagem de hemdlise (%h) foi calculada pela expressdo: %h = (ABSamostra -

ABSsalina) / (ABStriton - ABSsalina). O resultado esta expresso em percentual de hemolise.

4.5 Ensaio de pulso-concentracéo
O ensaio de pulso-concentracdo foi realizado para investigar o tempo minimo de
exposicdo necessario para que a molécula inicie seu efeito biolégico (Almeida et al., 2019). Tal
ensaio segue a metodologia do MTT, no entanto, antes de fazer a leitura da placa, realiza-se a
interrupcdo do tratamento pela remogédo do meio contendo a amostra e a substitui¢cdo por meio

de cultura completo, sem tratamento, em intervalos de tempo pré-determinados.

Procedimento experimental
A linhagem HCT-116 foi disposta em placas de 96 pocos, em uma concentracdo de
plagueamento de 6x10* células/mL. Apds 24 h, as células foram tratadas com BR4CI diluida
em meio suplementado, resultando em concentracdes variando de 25 — 0,39 pg/mL. Apoés
tempos pre-determinados de exposicao ao farmaco (a saber: 3h, 6h, 12h, 24h e 48h), retirou-se
0 tratamento, os pogos foram lavados com PBS e em seguida foi adicionado 200 pL de meio

suplementado, a fim de restituir as condi¢des habituais de sobrevivéncia celular.
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Ap0s o Gltimo tratamento ser retirado (48h), a placa permaneceu incubada por mais 21
horas, quando o sobrenadante foi retirado cuidadosamente e, entdo, foi adicionado a cada pogo
da placa uma solucdo contendo MTT (0,5 mg/mL) diluida em meio DMEM né&o suplementado.
Apos isso, a placa foi reincubada por mais 3 horas. Passado este tempo, descartou-se o
sobrenadante e entdo adicionou-se 150 pL de DMSO para ressuspensédo do formazan (em
agitacdo por cerca de 20 minutos). Procedeu-se a leitura da placa em leitor de placas ELISA
SPECTRAMAX 190, a 595 nm.

Os valores das absorbancias foram plotados no software GraphPad Prism verséao 8.0,
que transforma os valores em porcentagem de inibicdo baseada na média da absorbancia do
controle negativo e, posteriormente, fornece a Clso com 0s respectivos intervalos de confianga,

por regressao linear.

4.6 Ensaio de exclusdo do azul de Tripan

O ensaio de exclusdo do azul de Tripan é um método quantitativo direto, que permite
avaliar a viabilidade celular. O teste baseia-se na carga negativa do corante, na permeabilidade
seletiva e na integridade da membrana celular (esta ultima foi estabelecida como critério basico
para classificar uma célula como viavel ou inviavel). Nesse sentido, as células integras e viaveis
ndo permitem a entrada do corante na célula e, caso este entre, tais células possuem meios para
expulsa-lo. Em contrapartida, o corante penetra nas células que ndo possuem a membrana
plasmatica integra e fica retido, exibindo uma coloragdo azul nessas celulas, indicando que s&o
inviaveis (Avelar-Freitas et al., 2015; Strober, 2015).

Procedimento experimental

As células HCT-116 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, huma concentracao de
1x10° células/mL. Ap6s 24 horas de incubagéo, as células foram tratadas com controle positivo
(Doxorrubicina a 5 uM) e com a amostra teste nas concentrag¢des de 7,5, 15 ¢ 30 uM por 24
horas, determinadas a partir dos resultados obtidos pelo teste do MTT. O DMSO foi utilizado
como controle negativo. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram transferidas dos pocos
para microtubos, os quais foram centrifugados a 2500 RPM por 5 minutos. Entdo, o
sobrenadante dos microtubos foi desprezado e o pellet de células foi ressuspendido em 1mL de

PBS. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 90 puL da suspensdo de células e adicionou-se 10
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uL de azul de tripan a 0,4%, seguindo para a contagem das células viaveis e ndo vidveis em
camara de Neubauer.

Os dados foram analisados com base na média + erro padrdo da média da triplicata de
pelo menos dois experimentos. A analise estatistica foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA) seguida por pos-teste de Tukey para comparagdo com o controle negativo, com nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

4.7 Avaliacédo da morfologia celular por coloracdo com panotico rapido

Com o objetivo de avaliar as alteracdes morfoldgicas causadas pelo tratamento das
células com a BR4CI, as células foram coradas com o kit panotico rapido (Laborclin®). Essa
coloracdo é fundamentada no método de coloragdo hematoldgica estabelecida por
Romanowsky, que facilita o estudo microscépico de tecidos por colorir o contetdo acido e
basico com cores diferentes. Dessa forma, permite a visualizacdo de caracteristicas
morfoldgicas por meio da marcacdo diferenciada do citoplasma e do nudcleo, baseado nas suas
respectivas cargas elétricas. O primeiro reagente do kit tem a funcéo de fixar as células; o
segundo confere cor avermelhada ao citoplasma das células, devido ao seu carater acido; e o
terceiro corante do kit produz coloracdo azulada ao ndcleo, devido ao seu caréater alcalino (Liu
etal., 2021).

Procedimento experimental

As células HCT-116 foram plaqueadas em placas de 24 po¢os, em uma concentracdo de
1x10° células/mL e incubadas em estufa a 37°C umidificada com 5% de CO2. Apds 24h de
incubacdo, as células foram tratadas com um controle negativo (DMSQ), um controle positivo
(Doxorrubicina a 5 pM) e com a BR4Cl nas concentragoes de 7,5 uM, 15 uM e 30 uM, sendo
reincubadas por 24 horas.

Apos o periodo de incubacdo, as células foram tripsinizadas na placa, para que se
soltassem do fundo do poco e pudessem ser dispostas em microtubos, os quais foram
centrifugados a 2500 RPM por 5 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o
pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Desta solu¢do de células, retirou-se 100 pL e
colocou-se em uma citocentrifuga, com laminas acopladas, a 1500 RPM por 5 minutos, para

que as células aderissem a superficie das laminas. Passado este tempo, as laminas foram coradas
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com o kit de colora¢do pandtico rapido (Laborclin®), passando cerca de 15 segundos no
primeiro corante (fixador), 15 segundos no segundo corante (eosinofilico) e 10 segundos no
terceiro corante (basofilico). Apos retirar o excesso dos corantes com agua destilada e secar as
laminas, estas foram observadas em microscopio optico e fotografadas.

As laminulas contendo as células coradas foram levadas ao microscopio para avaliacéo
das suas caracteristicas morfolégicas e comparadas ao controle (ndo-tratadas). O registro das

analises foi feito por fotografia em microscopia dptica.

4.8 Ensaio do MTT (Co-tratamento com Cloroquina)
A fim de avaliar o envolvimento da autofagia no processo de morte celular induzido
pela BR4CI, realizou-se um co-tratamento entre a amostra avaliada e a cloroquina (CQ), um
agente lisossomotrépico comumente utilizado como inibidor autofagico (Xu et al., 2022), para

determinar o valor de Clso pelo teste do MTT apds incubacdo de 72 horas.

Procedimento experimental

Seguiu-se a metodologia do teste do MTT. As células da linhagem HCT-116 foram
distribuidas em multiplacas de 96 cavidades, em densidade de 6x10* células/mL. Apos 24 h de
incubacdo, as células foram tratadas inicialmente com concentracGes seriadas da amostra teste
(25 - 0,39 pg/mL). Logo em seguida, adicionou-se 2 pL de CQ a 10 uM em cada pogo tratado
com a chalcona. Ap0s tratadas, as placas foram reincubadas por 72h. Trés horas antes do final
do periodo da reincubacdo, o sobrenadante de cada poco foi retirado, cuidadosamente, e foi
adicionado a cada poc¢o da placa 150uL da solucdo de MTT (0,5mg/mL) diluido em meio
DMEM. Entéo, a placa foi incubada novamente por mais 3 horas, para completar o tempo de
incubagdo e consequentemente de inicio da leitura.

Passado este tempo, retirou-se cuidadosamente o sobrenadante novamente e adicionou-
se 150uL de dimetilsulfoxido (DMSO) em cada poco da placa, a qual ficou em agitagdo por
cerca de 20 minutos para que o formazan fosse ressuspendido e solubilizado, permitindo sua
quantificacdo em leitor ELISA SPECTRAMAX 190, utilizando comprimento de onda de 595
nm e obtendo as absorbéancias de cada poco.

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 8.0. Os
valores das absorbancias foram transformados em porcentagem de inibicao, baseado na média

da absorbancia do controle negativo. A concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50%
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do efeito maximo (C150) com os respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foi obtida por

regressdo nao linear.

4.9 Analise da previsdéo ADMET

A previsao ADMET (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade ) busca
analisar parametros farmacocinéticos para verificar a seguranca do uso da nova droga em
desenvolvimento, através de softwares online gratuitos, que realizam a comparagdo entre a
estrutura quimica da molécula estudada com a estrutura de outras moléculas conhecidas e que
estdo disponibilizadas em bancos de dados (Er-Rajy et al., 2022). Os dois softwares utilizados
nesse estudo para processar a estrutura da BR4CI, foram o Pre-ADMET, utilizado para avaliar
propriedades ADMET, e o Pred-hERG, que fornece informagbes sobre a capacidade do
composto testado provocar bloqueio dos canais hERG, presentes principalmente no tecido
cardiaco. Isto é um dos requisitos para a seguranca no uso de drogas, visto que farmacos com
potencial bloqueador podem levar a cardiotoxicidade (Braga et al., 2015).

Os parametros fornecidos e avaliados pelo software pre-ADMET, referentes a absorcéo,
foram: absorcdo intestinal humana (AIH), modelos celulares Caco-2 (cancer epitelial de clon)
e MDCK (células renais caninas Madin-Darby), para avaliar a permeabilidade celular in vitro.
Para avaliar a distribuicdo da droga, o software analisou a permeabilidade através da barreira
hematoencefélica (BHE) e a ligacdo as proteinas plasmaticas (PPB). Os parametros que
verificam o metabolismo referem-se a interacdo da molécula com as enzimas do citocromo
P450 (CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4) e os parametros fornecidos para analisar a
excrecdo da droga referem-se a ligacdo a glicoproteina P (Lee et al., 2003).

Quanto a toxicidade, o software abrange o teste de Ames e de carcinogénese em ratos e
camundongos. No teste de Ames, cepas da bactéria Salmonella typhimurium (TA100 e
TA1535) sdo dotadas de uma mutacdo que inibe o crescimento da bactéria em meio isento de
histidina. O teste avalia a capacidade do composto testado reverter a mutacdo das cepas
bacterianas. Sao consideradas mutagénicas as moléculas que causam a reversao em pelo menos

uma das cepas testadas (Ames; McCann; Yamasaki, 1975).
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5 RESULTADOS

5.1 Citotoxicidade in vitro
Os resultados demonstraram que a BR4CI apresentou citotoxicidade para todas as
linhagens tumorais testadas, com valores de Clso que variaram de 8,58 a 32,8 uM para HCT-
116 e MCF-7, respectivamente. Nas linhagens celulares ndo cancerosas, a Clsg foi de 22,5 (L929)
e 12,2 uM (MCF-10A). Diante dos resultados, foi demonstrado que a linhagem de cancer
colorretal humano (HCT-116) foi a mais sensivel aos efeitos da molécula, sendo escolhida para

dar prosseguimentos aos estudos (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil citotoxico da BR4CI frente a linhagens celulares cancerosas e ndo cancerosas pelo teste
do MTT em 72h de incubacao.

Linhagens BRACI “lo U0 DOX

HCT-116 (7,381550,2) (o,1g : 3,29)

PC-3 (14, iGig 1) (1,742:64,19)

MCF-7 (27’22.’29,2) (0,0g,}?),ZS)

Cancerosas MDA-MB-231 (19;1_’%3’7) (o,lg'_lg,gg)

MEL-501 (15,27-’6139,7) (0,080110,10)

HT-29 (8,3?’11,3) (0,60181,0)

HCT-116 PS3/- (8,5??0,8) (o,zg ? 3,40)

N&o cancerosas - (202-2’2%11) (0'52,_7%’07)
MCF-10A 12.2 -

(9,2 - 157) (0,14 — 0,21)

Os valores de Clsp foram calculados a partir de regressdo ndo linear, utilizando o programa GraphPadPrism
Software versdo 8.0. Fonte: elaborado pela autora.

O indice de seletividade foi calculado comparando a citotoxicidade para as linhagens
ndo cancerosas (L929 e MCF-10A) e para a linhagem de células cancerosas HCT-116, em 72
horas (Tabela 3). Conforme os valores apresentados, observa-se que a BR4CI foi 1,5 vezes mais
seletiva para HCT-116 quando comparada a MCF-10A e 2,6 vezes quando comparada a L929.
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Tabela 3. indice de seletividade (IS) da BR4CI frente as linhagens HCT-116, MCF-10A e L929, no
intervalo de 72 horas.

Indice de seletividade (IS)

MCF-10A/HCT-116 L929/HCT-116
BR4CI 1,5 26
DOX 0,8 3,4

IS = Clso de células ndo cancerosas / Cls de células cancerosas. Fonte: elaborado pela autora.

Com base no melhor efeito para a linhagem HCT-116, prosseguiu-se com avaliacdo em
diferentes tempos, 24 e 48 horas. Os resultados demonstraram um valor de Clso de 17,4 uM
para o tempo de 48h ¢ 27,3 uM para o tempo de 24h (Tabela 4). Com base na Clso de 24h,
foram escolhidas trés concentracdes para a realizagdo de novos ensaios.

Tabela 4. Atividade citotoxica da BR4CI, frente a linhagem HCT-116, pelo ensaio de MTT nos tempos
de 24, 48 e 72h.

Clso (uM)
HCT-116 (Intervalo de confianca 95%)
24h 48h 72h
27,3 17,4 8,58
BR4CI
(22,9-32,4) (13,7-21,2) (7,3-10,2)
0,8 0,5 0,21
DOX
(0,6-0,8) (0,4-0,6) (0,16-0,29)

Os valores de Clso foram calculados a partir de regressdo ndo linear, utilizando o programa GraphPadPrism
Software versdo 8.0. Fonte: elaborado pela autora.

5.2 Teste hemolitico
Por meio dos resultados analisados, foi possivel observar que a BR4CI ndo demostrou
potencial hemolitico na maior concentracdo avaliada, ou seja, ndo houve a lise das hemécias.
Diante do exposto, sugere-se que a amostra apresenta biocompatibilidade e auséncia de

citotoxicidade aos eritrocitos em concentracao elevada de 1,6 mM.
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5.3 Ensaio de pulso-concentracao
Um protocolo de exposicdo intermitente utilizando o ensaio de pulso-concentragdo com
BRA4CI foi conduzido por 3, 6, 12, 24 e 48h, seguido de incubacdo em meio livre de amostra até
completar o periodo de 72h, utilizando células HCT-116. O tratamento com o composto resultou
em citotoxicidade dependente do tempo. Notavelmente, um pulso de 3 horas com o composto foi
suficiente para significativamente reduzir a viabilidade celular apds um periodo total de incubagéo
de 72h. Isso sugere que mesmo um breve tempo de incubacdo com a molécula apresenta efeitos

citotoxicos (Figura 6).

Figura 6. Ensaio de pulso-concentragdo da BR4CI na linhagem HCT-116 em diferentes tempos de

tratamento.
Tempo (h)
Clso 95% Clso
M M
0 12 24 36 48 60 72 (uM) (HM)
1 — 27,30 22,9-32.4
2 17,40 13,7-21,2
] 3 8,58 73-10.2
g
E + m 30,16 23,5-38,5
T 5 28,86 22,1 38,1
==
6 I 13,44 9,1-20,4
7 11,82 89— 154
. 7.79 6,0—-9,9

® Tratamento com BR4CI Sem tratamento com BR4Cl1

Os valores de Clso estdo apresentados em uM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa GraphPad Prism Software versao 8.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata. Doxorrubicina foi utilizada como controle
positivo. Fonte: elaborado pela autora.

5.4 Ensaio de exclusdo por azul de Tripan
A partir dos resultados de Clso obtidos pelo ensaio do MTT na linhagem HCT-116 em
24h, foram escolhidas trés concentragdes para dar continuidade aos experimentos (7,5, 15 e 30
uM). Os resultados de viabilidade foram obtidos apos quantificacdo de células vidveis e ndo
viaveis. Foi possivel perceber que, em relacdo ao controle negativo, a BR4CI foi capaz de

reduzir significativamente a quantidade de celulas vidveis nas concentragGes de 15 e 30uM,
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sem aumento no ndmero de células ndo viaveis, apos 24h de tratamento. A doxorrubicina,

utilizada como controle positivo, seguiu 0 mesmo padréo (Figura 7).

Figura 7. Efeito da BR4CI na viabilidade de células HCT-116 em 24h de tratamento pelo método de
exclusao por azul de Tripan.
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Os dados correspondem a média £ E.P.M. de no minimo dois experimentos independentes. (*p<0,05) comparado
ao controle negativo por ANOVA, seguido de pos teste de Tukey. O controle negativo (CN) recebeu o veiculo
utilizado para dilui¢do do composto (DMSQO). Doxorrubicina (DOX) foi utilizada como controle positivo.
Fonte: elaborado pela autora.

5.5 Analise morfologica por coloracdo com pandtico rapido

O protocolo de coloragdo com o kit panético rapido (Laborclin®) foi realizado com o
objetivo de ter uma analise morfoldgica das células apds a exposicdo ao composto e, através
disso, poder avaliar um possivel perfil de morte celular pelas alteracdes morfoldgicas.

O grupo de células pertencentes ao controle negativo (CN), ndo tratadas com a BR4CI,
apresentaram membranas plasmaticas e nucleares integras, alta relacdo ndcleo-citoplasma e
algumas figuras mitéticas, indicando morfologia tipica da linhagem. Ja o grupo de células do
controle positivo, tratadas com doxorrubicina, apresentou caracteristicas tipicas de morte
celular como rarefacdo celular, nicleos eosinofilicos, vacuolizacdo e presenca de corpos
apoptoticos (“blebs”) (Figura 8).

Ap0s as 24h de incubagdo, observou-se Vérias alteracdes celulares, principalmente nas
maiores concentracgdes testadas da amostra sugestivas de morte celular provocada pela BRACI.
No grupo tratado com 7,5 uM de BRACI, foi possivel perceber a presenca de vacuolos
citoplasmaticos, aumento do volume celular e ainda algumas figuras mitoticas, indicando

atividade celular. Ja o grupo tratado com 15 uM de BR4Cl, exibiu maior vacuolizagdo € menor
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relacdo ndcleo/citoplasma. Quanto ao grupo tratado com 30 uM de BR4CI, foi possivel notar

rarefacéo celular, intensa vacuolizagéo e desintegragéo nuclear.

Figura 8. Anélise das alteracfes morfologicas em células HCT-116 apos 24 horas de tratamento com
BRA4CI, nas concentragdes de 7,5, 15 e 30 uM. Coloragao por kit panotico rapido.
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As células foram analisadas por microscopia dptica (400x). Escala de 50um. CN: controle negativo. DOX:
doxorrubicina. Setas pretas — aumento do volume celular, setas vermelhas — vacuolizacéo, setas verdes — figuras
mitéticas, setas marrons — desintegracdo celular. Setas cinzas — fragmentacéo nuclear. Setas roxas — “blebs”.
Fonte: Elaborado pela autora.

5.6 Ensaio do MTT com associacao entre BR4CI e inibidor de autofagia (Cloroquina)

A associacdo da amostra teste com o inibidor de autofagia representa uma possivel
participacdo do processo autofagico na via de morte induzida pela BR4CI, visto que a Clsg
praticamente dobrou (Tabela 5), contudo, mais ensaios tornam-se necessarios para desvendar o

mecanismo de acdo citotoxico da molécula.

Tabela 5. Atividade citotoxica da BR4CI e do co-tratamento com cloroquina frente a linhagem
HCT-116 pelo ensaio de MTT no tempo de 72h.

Clso (uM)
Amostras (Intervalo de confianga 95%)
8,58
BRA4CI (7,3-10,2)
BR4CI + CQ Y

(13,7-18,7)
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Os valores de Clso estdo apresentados em pM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa GraphPad Prism Software versdo 8.0. Os intervalos de confianca (1C 95%), apresentado entre parénteses,
foram obtidos por meio de pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata. CQ: cloroquina
(10uM). Fonte: elaborado pela autora.

5.7 Perfil ADMET

De acordo com os resultados, os parametros de absorcéo indicaram que a BRACI possui
maxima absorcao intestinal, permeabilidade de 55,96 nm/s em células Caco-2, indicativo de
boa absorcéo e potencial de permeabilidade de membrana intermediario em células MDCK,
apresentando valores de 35,09 nm/s. Em relacdo ao pardmetro de distribuicdo, o resultado da
previsdo para a BR4CI foi de 15,98, que indica que a molécula é capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica e apresentou indice de PPB de 100%. Quanto a interagdo com as enzimas do
citocromo P-450, a BR4Cl inibiu as enzimas CYP2C19 e CYP2C9, mas néo foi capaz de inibir
CYP2D6 e CYP3A4. Além disso, a BR4CI foi capaz de inibir a glicoproteina P, importante na
excrecdo de metabdlitos (tabela 6).

Tabela 6. Predicdo ADME para a BR4CI.

Pre-ADME

Absorcéo Distribuicéo Metabolismo Excrecéo

AIH Caco-2 MDCK BHE PPB

CYP2C9 CYP2D6  CYP3A4  CYP2C19 Gp-P
%)  (mfs) (M) (Comin/Coiood) (%) P

100 55,96 35,09 15,98 100 Inibitéria  N&o inibiu  N&o inibiu Inibitéria Inibitéria

AlH: absorcéo intestinal humana; BHE: barreira hemato encefalica; CYPs: enzimas do citocromo P450; PPB: ligagao as
proteinas plasmaticas. Fonte: Dados obtidos no software Pre-ADMET.

Quanto aos dados de toxicidade, demonstrados abaixo, é possivel observar que a
amostra testada é considerada mutagénica, por induzir a mutacdo de uma das cepas da bactéria.
Ja em relacdo a carcinogénese em camundongos e em ratos, a substancia apresentou potencial
carcinogénico para a primeira especie, mas ndo apresentou o mesmo resultado na segunda.
Quanto ao potencial de bloqueio dos canais hERG e consequente risco de cardiotoxicidade, a

molécula apresentou risco moderado de inibicdo (tabela 7).
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Tabela 7. Predicéo de toxicidade para a BR4CI.

Toxicidade
. hERG
Teste de Ames Carcinogénese
TA100_10LRI TA100_NA TA1535_TLRI TA1535 NA Camundongos Ratos
Medio
Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo Negativo  risco

10LRI —modelo de cepa de indice de regresséo linear / NA — cepa sem ativacdo metabdlica. Fonte: Dados
obtidos no software pre-ADMET.

O software pred-hERG baseia-se na similaridade entre a estrutura da molécula
pesquisada com estruturas ja conhecidas e dispostas em bancos de dados. Segundo o software,
a substancia apresenta potencial moderado de cardiotoxicidade, corroborando com o resultado
encontrado no software pre-ADMET, com confiabilidade de 37%. O mapa de probabilidades,
fornecido pelo website, indica a influéncia de uma regido da molécula com a cardiotoxicidade.
Nesse sentido, as areas marcadas em tons de vermelho ndo contribuem para o blogueio dos
canais hERG, enquanto as regides em verde indicam a presenca de um atomo ou fragmento
molecular com maior contribuicdo para o bloqueio dos canais hERG. Vale ressaltar que, quanto
mais intensa a cor, maior a probabilidade daquela regido apresentar potencial cardiotdxico
(BRAGA, 2015).

Figura 9. Andlise de bloqueio dos canais hERG para a BR4CI

Predicao Confiabilidade Dominio de P;?{:it‘::; Dominio de Mapas de contribui¢ao de
Multiclasse % aplicabilidade (pgi(‘<0) aplicabilidade fragmentos de prev. de reg.
Bloqueador E:l l::]

Nodaraia 37,0 O 100 5,187 odl 100
Inside AD Inside AD ;
s Corttnion 50 - 6497 k30

Fonte: Pred-HERG, 2024.
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6 DISCUSSAO

A ciéncia progride constantemente ao colaborar com a compreensdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento e progressao do cancer, visando criar métodos diagnosticos
cada vez mais sensiveis, precisos e especificos, bem como tratamentos alternativos que
combinem eficacia no combate & progressdo tumoral e melhoria na qualidade de vida aos
pacientes oncologicos (Debela et al., 2021). Nesse sentido, pesquisadores de diversas linhas
buscam o descobrimento de moléculas bioativas para melhorar a saide humana e que sirvam
como novas estratégias terapéuticas para esta patologia.

Assim como as chalconas, derivados de p-ionona possuem diversas atividades
bioldgicas, incluindo atividade anticancer (Ansari; Emami, 2016). O uso de hibridos de
chalcona e B-ionona em estudos de potencial anticancerigeno tem sido alvo de estudos nos
ultimos anos, dado as capacidades promissoras que estas moléculas apresentam. A conjugacdo
das duas estruturas em uma s6 molécula visa potencializar atividades primarias pré-
selecionadas, como o potencial anticancer, e formar um composto com atividade direcionada a
maultiplos alvos atrelada a menor toxicidade. (Custodio et al., 2021).

Nesse contexto, a chalcona tipo terpendide utilizada no presente estudo (BR4CI) possui
nacleos de B-ionona e chalcona, substituida por um atomo de cloro na posicao para do anel
arila da chalcona. Inicialmente, a molécula foi testada frente a varias linhagens celulares
cancerosas e ndo cancerosas, com diferentes origens histolégicas, visando avaliar a sua
citotoxicidade e seletividade. A BR4CI foi capaz de inibir o crescimento das linhagens celulares
e apresentou atividade citotoxica significativa em algumas linhagens, principalmente contra
HT-29, HCT-116™% e HCT-116 (Clsp < 10uM), ap6s 72 h de exposicdo. Esses dados
corroboram com os resultados de Lima e colaboradores (2019), onde a BR4ClI apresentou valor
de Clso de 9,27 uM em HCT-116 ap0s 72h de tratamento.

Um dos grandes problemas descritos na quimioterapia do cancer € a ocorréncia dos seus
efeitos colaterais. Esta modalidade de tratamento atua nas células cancerigenas, principalmente,
devido a proliferacdo celular descontrolada. Com isso, a maioria dos agentes quimioterapicos
age interrompendo direta ou indiretamente as vias de divisdo celular, evitando que as células
cancerosas crescam e se multipliguem ainda mais. Entretanto, a alta dosagem e o tempo
prolongado de tratamento ocasiona baixa seletividade dos farmacos por células tumorais,

afetando também células saudaveis. Nesse sentido, os 6rgdos saudaveis mais afetados sdo
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aqueles formados por células em divisdo continua, como pele, cabelo, trato gastrointestinal e
células do sangue. Com isso, efeitos como erupg¢des cutaneas, alopecia e mucosite sdo comuns
em pacientes submetidos a quimioterapia (Anand et al., 2023).

Apesar da baixa seletividade, os medicamentos quimioterapicos ainda sdo a opcao
terapéutica de escolha mais viavel na grande maioria dos casos de cancer. Entretanto, torna-se
necessario investigar se 0 composto teste € seletivo para células cancerosas e ndo citotdxico
para células saudaveis (Duarte et al., 2022). Assim, as linhagens MCF-10-A e L929 foram
escolhidas para avaliar a citotoxicidade da BR4CI frente a células ndo cancerosas. Ao comparar
os valores de Clso obtidos ap6s o tratamento das células cancerosas e ndo cancerosas com a
chalcona testada, foi observado que o perfil citotdxico da molécula é diferente dependendo da
linhagem avaliada. Em células de cancer colorretal, o valor de Clso foi de 8,58 uM apds 72 h
de tratamento, enquanto em células ndo cancerosas (MCF-10-A e L929) foi de 12,2 e 22,5 uM,
respectivamente, apresentando indice de seletividade de 1,5 e 2,6, na mesma ordem. Esses
resultados indicam que a seletividade de uma molécula depende da linhagem celular testada. E
digno de nota que, valores de indice de seletividade iguais ou superiores a 2 sdo considerados
significativos (Suffness; Pezzuto 1991).

A doxorrubicina € um dos agentes quimioterapicos comumente utilizados (Kullenberg
et al., 2021) e serviu como controle positivo no presente trabalho. O farmaco padrao exibiu IS
de 3,4 e 0,8, comparando as linhagens ndo cancerosas L929 e MCF-10-A, respectivamente,
com a linhagem cancerosa HCT-116. Embora a BR4CI tenha sido menos seletiva do que a
doxorrubicina para células HCT-116 em comparacdo com as células L929, notavelmente a
molécula exibiu uma reducdo substancial da citotoxicidade nas células ndo cancerosas. Os
resultados apresentados corroboram com o estudo de Aradjo et al., (2024), no qual um hibrido
de chalcona-sulfonamida exibiu indice de seletividade, em 24h de tratamento, de 5,05, ao
comparar células de melanoma metastatico (B16-F10) com células L929. Em contrapartida, a
doxorrubicina apresentou, para as mesmas condi¢des, indice de seletividade superior a 10.
Ainda assim, os autores relatam o potencial anticancerigeno da molécula. Noutra instancia, a
BRACI foi duas vezes mais seletiva que a doxorrubicina, para células HCT-116 em comparacdo
as células MCF-10-A. Nossos dados corroboram com a literatura, em que mostra que a
seletividade da doxorrubicina pode variar de acordo com a linhagem celular testada (Marinho-
Filho et al., 2010; Cardoso et al., 2013).
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Diante dos resultados acima, a linhagem HCT-116 foi escolhida para dar continuidade
aos estudos de mecanismo de agdo citotoxico. Inicialmente, o perfil citotoxico da BR4CI, em
células HCT-116, foi avaliado em diferentes tempos de tratamento, utilizando o teste do MTT.
Foi observado que a eficacia da amostra variou de acordo com o tempo de exposicdo, com
valores de Clso de 27,3; 17,4 e 8,58 uM, quando tratadas por 24, 48 ou 72 horas,
respectivamente. Esses dados sugerem que o aumento no tempo de incubagdo, aumenta a
eficacia do composto.

A estrutura quimica da molécula pode influenciar na sua citotoxicidade e seletividade.
Nesse sentido, a inspecdo dos valores de Clso também permite relacionar a estrutura com a
atividade do composto. Em muitos outros estudos relatados na literatura, moléculas de
chalconas tipo terpenodides, chalconas a base de iononas ou mesmo derivados/hibridos de
chalconas contendo cloro como substituinte halogénico apresentam efeito inibitorio e citotoxico
em diversas linhagens celulares cancerosas. Nota-se que, tanto a natureza dos grupos
substituintes quanto a posicdo deles na molécula desempenham importante papel nesta relacéo.
(Sharma et al., 2013; Singh et al., 2014). Um &omo ou um grupamento substituinte é um
modulador de atividade. O seu tamanho, quantidade, posicao e eletronegatividade resultam em
alteracdes distintas nas caracteristicas fisico-quimicas dos compostos bioativos, podendo ser
determinantes na atividade bioldgica (Huo et al., 2024).

Mais precisamente, descobriu-se que a presenca e a forca de grupos removedores de
elétrons no anel fenil de chalconas derivadas de B-ionona é decisiva para sua citotoxicidade
(Sharmaet al., 2013). Neste estudo, 22 chalconas derivadas de 3-ionona foram sintetizadas com
diferentes substituintes, desde grupos doadores de elétrons a grupos aceptores, fracos e fortes,
em diferentes posicBes na estrutura quimica. Os compostos foram testados contra varias
linhagens celulares de cancer humano e verificou-se que 0s mais potentes apresentavam grupos
fortemente aceptores de elétrons e, portanto, muito eletronegativos. Observou-se que, dos trés
compostos que continham cloro como radical substituinte, destacou-se a molécula substituida
na posi¢do para, com elevada citotoxicidade contra cancer de prostata (PC3) e mama (MCF-
7), com Clsp de 9,5 uM e 10,2uM, respectivamente.

Da mesma forma, dentre os hibridos de chalconas sintetizados no estudo de Lamie e
Philoppes (2020), os compostos que apresentaram atividade citotoxica e inibitdria mais
potentes tinham em comum um anel fenil para-substituido com um grupo aceptor de elétrons

(NO2 ou CI) no nucleo da pirimidina. Outrossim, Mphahlele et al., (2024) sintetizaram uma


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878535216000381#b0165
https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/chalcone
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série de nitrochalconas, com estrutura geral comum e diferentes grupos adicionados na
estrutura, inclusive o cloro, em um dos compostos. Foi observada atividade reduzida para o
analogo substituido com cloro na posi¢do para, contra a linhagem celular A549 (Clso = 34,69
+ 0,19 pM). Contudo, este mesmo composto exibiu atividade mais pronunciada contra a
linhagem celular MCF-7 (Clso = 13,60 + 0,12 uM), em comparag¢do com o anadlogo contendo
um atomo de fldor na mesma posicgao (Clso = 26,16 + 1,25 uM). Isso mostra que a posicéo para
foi mais atraente para o &tomo de cloro que para o atomo de flior. Em ambos os trabalhos,
houve relacédo entre a presenca de grupos doadores de elétrons ou aceptores de elétrons, e a
atividade citotdxica nas diferentes linhagens celulares testadas. Com isso, verificou-se que o
efeito bioldgico do atomo de cloro varia, ndo s6 de acordo com a posi¢do na amostra, como
também segundo a linhagem testada (Mphahlele et al., 2024).

Descobriu-se anteriormente que a presenca de um atomo de cloro em um anel fenil leva
ao ligeiro aumento da lipofilicidade molecular e permeabilidade da membrana, impactando na
absorcéo e distribui¢do dos compostos bioativos. Além disso, tal incorporacéo tambem polariza
o anel fenil para resultar em interagcdes ndo-ligantes aumentadas com grupos de proteinas no
local de ligacdo do receptor, servindo também como um método eficaz para bloquear sitios
metabolicos. Nesse sentido, halogénios pesados, como o cloro, podem formar ligacdes néao
covalentes com grupos nucleofilicos, enxofre ou anéis aromaticos, ligaces estas que podem
melhorar significativamente a afinidade de ligagédo (Mphahlele et al., 2024; Huo et al., 2024).

Ha muito tempo se fala da introducdo do atomo de cloro em posi¢des especificas de
moléculas bioativas como forma de melhorar substancialmente a atividade biolégica. Embora
este atomo possa diminuir a atividade biol6gica do composto, ele também pode ser crucial para
uma atividade significativa, principalmente em compostos naturais ou advindos de sintese
quimica. De tal forma, o cloro é um dos substituintes mais utilizados na quimica organica
sintética e continua sendo importante para sondar relacdes de estrutura-atividade, a fim de
fornecer solucdes mais seguras, produtos mais seletivos e mais compativeis com o meio
ambiente (Naumann, 2000).

Aparentemente, a presenca de bromo ou cloro diminui a atividade citotoxica das
chalconas tipo terpendides, quando estdo situados na posi¢do para. Em contrapartida, a porgdo
nitro, em qualquer posic¢ao do anel aromatico, é decisiva para a atividade antiproliferativa destas
moléculas, uma vez que é mais fortemente eletronegativa. (Lima et al., 2019). Entretanto, a

busca por compostos que sejam, além de citotoxicos, seletivos, é importante na aplicacéo de
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moléculas com potencial anticancerigeno, visto que a seletividade é um fator que pode implicar
nos potenciais efeitos adversos ao organismo, como ja observado para os quimioterapicos
clinicamente disponiveis. No estudo de Ammaji et al. (2022), analogos de chalcona substituidos
por cloro na composicao estrutural, mostraram-se seletivos para células cancerosas e poderiam
ser considerados como compostos seguros para passar para a proxima fase do ciclo de
descoberta de medicamentos.

No estudo realizado por Mai e colaboradores (2014), foi sintetizada uma série de 46
chalconas substituidas, por halogénios ou grupos doadores de elétrons, no anel A ou no anel B
da chalcona. Os compostos foram avaliados quanto a citotoxicidade, seletividade e relagdo
estrutura-atividade. Os autores verificaram que a presenca de um grupo aceptor de elétrons no
anel B da chalcona é importante na determinacdo da poténcia e seletividade do composto
testado. Vale ressaltar que as chalconas 23 e 32, substituidas com um atomo de cloro no anel
B, foram classificadas como potentes e seletivas, o que permite inferir que este halogénio
contribui para a atividade antiproliferativa das chalconas sintetizadas. Em contrapartida, a
presenca de dois ou mais grupos aceptores na molécula, embora seja compativel com a maior
citotoxicidade do composto, ndo confere seletividade.

No estudo de Azambuja (2015), os compostos contendo grupos aceptores de elétrons,
em especial fldor (3cj), cloro (3ck) e nitro (3ci), possuiram melhores taxas de inibi¢do de
crescimento das células tumorais. Embora o composto 3ci tenha maior atividade, ele foi menos
seletivo. Alguns derivados de chalconas foram analisados quanto ao seu potencial bioativo no
trabalho de Ramalho (2011). De forma geral, as substancias 35 e 37 que apresentam,
respectivamente, grupo nitro e Cl na posicdo para do anel B, possuiram elevado potencial de
inibicdo e atividade citotoxica. O composto 37 apresentou maior atividade citotdxica, porém
sem seletividade.

Isso pode ocorrer devido ao fato de o grupo nitro possuir eletronegatividade tanto do
nitrogénio quanto dos 4&tomos de oxigénio, ambos altamente eletronegativos, atuando tanto por
efeito indutivo quanto por efeito ressonante em compostos organicos, influenciando na alta
reatividade destes compostos (Szatylowicz et al., 2019). Levando isso em consideracao,
provavelmente, grupos com carater fortemente retirador de elétrons com capacidade de
ressonancia, podem ndo ser tdo interessantes como substituinte, visto que influenciam
negativamente na atividade da molécula contra células normais. 1sso da mais espacgo a &tomos

como o fluor e cloro, que, apesar de ter efeito um pouco menor, ainda sim sdo altamente
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eletronegativos, reativos, fortes aceptores de elétrons, por efeito indutivo, sem apresentar
ressonancia, e potentes.

Embora os dados obtidos ndo sejam suficientes para conclusfes mais sélidas acerca da
relacdo estrutura-atividade, os resultados do presente trabalho, em consonancia com os dados
da literatura, revelam que, além das chalconas sintéticas terem potencial antitumoral, muitos
compostos desta classe e derivados dela, como chalconas do tipo terpendide, apresentam
seletividade para células tumorais. Os resultados dos ensaios de citotoxicidade e seletividade
para a BR4CI foram promissores e, por isso, resolveu-se investigar demais parametros para
averiguar se sdo promissores para o desenvolvimento de um novo medicamento para combater
0 cancer.

O ensaio de hemolise avalia a ocorréncia de ruptura das membranas dos eritrocitos apos
exposicdo a um composto teste, sendo, portanto, um medidor de toxicidade celular e de
hemocompatibilidade da molécula (Ansari et al., 2018; Mukherjee et al., 2018). Estudos tém
demonstrado que derivados de chalconas, de maneira geral, apresentam baixo potencial
hemolitico. No entanto, as buscas nas bases de dados disponiveis para acesso na integra ndo
relatam dados relativos a ensaios hemoliticos com chalconas tipo terpenoide, sendo este o
primeiro estudo in vitro, até 0 momento, sobre a avaliacdo da natureza biocompativel da BR4CI
em eritrocitos humanos O+.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a BR4Cl ndo demostrou potencial
hemolitico na maior concentracdo avaliada (1.589 uM), corroborando com dados da literatura
gue expressam pouca ou nenhuma atividade hemolitica de derivados de chalconas em
eritrocitos humanos ou de mamiferos. Por exemplo, Cuadrado e colaboradores (2024)
verificaram que o derivado de chalcona (5) ndo possui efeito hemolitico em eritrécitos humanos
em nenhuma das concentragdes testadas, as quais variaram de 0,2 a 100 uM. No estudo de
Nayak et al. (2023), o derivado DKO7, uma chalcona modificada pela adi¢ao de furano, reduziu
a hemolise induzida pela hipotonicidade em diferentes doses (25, 50, 100 e 150 uM) e exibiu
eficacia dependente da dose, reduzindo o potencial hemolitico apds exposicao das células a
maior concentracgdo (150 pmol/L), em mais de 80%.

Corroborando com os resultados gerais descritos na literatura, o derivado sintético
LQFMO064, relatado no estudo de Alonso e colaboradores (2020), apresentou atividade
hemolitica muito baixa contra eritrocitos humanos, com um percentual de apenas 1,8% na maior

concentragéo testada (10 mmol/L). Arif et al. (2020) verificaram que o derivado de chalcona
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1b exibiu alta taxa de hemolise (92%) na maior concentracdo testada (1 mg/mL), entretanto, na
concentragdo de 100 pg/mL, o composto exibiu um percentual de hemolise de apenas 4%. Por
sua vez, na concentragdo de 25 pg/mL, o composto 1b mostrou-se completamente seguro,
causando apenas 0,05% de lise celular. Ademais, o composto mostrou menos toxicidade do que
o medicamento padrio ciprofloxacina até a concentra¢do de 50 ug/mlL.

No geral, pode-se perceber que os estudos verificaram certa dependéncia da
porcentagem de lise em relacéo a concentracdo do composto teste, onde a ruptura dos eritrocitos
€ mais pronunciada em maiores concentra¢fes. Dados os resultados do presente estudo, €
importante notar que, apesar da auséncia de efeito hemolitico em eritrocitos humanos, sugerir
que a acao citotoxica ndo ocorre pelo rompimento direto da membrana celular, ndo indica,
necessariamente, a seguranca global das chalconas e seus derivados, sendo desejavel avaliar
outros efeitos potenciais destas moléculas em diferentes tipos de células ou tecidos.

O ensaio de pulso-concentracdo é um importante método que permite observar o inicio
do efeito citotdxico da molécula sobre as células, a partir da diferenca de metabolizacdo do
MTT. Além disso, pode-se predizer a eficacia do tratamento pela anélise da reversdo, ou néo,
do efeito da molécula na viabilidade celular, apds cessacdo da administracdo e restituicdo das
condicdes habituais (Galzip et al., 2010). Ndo h4, na literatura, estudos que averiguem esta
metodologia em chalconas tipo terpendides.

Verificou-se que, em um tratamento de pulso da molécula por curtos periodos (3 e 6
horas), a molécula apresentou citotoxicidade analoga ao teste do MTT em 24h, reduzindo a
viabilidade celular na mesma intensidade. Observou-se que a Clso reduziu significativamente
com o aumento do tempo de exposicao, indicando que o tratamento com a BR4CI apresenta um
perfil tempo dependente. Isto leva a crer que a molécula foi internalizada pelas células, ao longo
do tempo, e continua agindo, mesmo com a restituicdo das condicGes habituais. Do ponto de
vista translacional, 6h de vida plasmatica ou tempo de infusdo de um farmaco é suficiente para
alcancar um efeito terapéutico a longo prazo (Almeida et al., 2019).

Diante dos resultados do ensaio de pulso-concentracéo, avaliou-se o perfil citotoxico da
BRACI de forma mais direta pelo método de exclusdo por azul de Tripan, apos 24h de exposicéo
a molécula teste. As células foram tratadas com concentra¢des baseadas no resultado do ensaio
do MTT de 24h, sendo entéo utilizadas trés concentragdes diferentes, a saber: 30 uM, 15 uM e
7,5 uM, a fim de verificar o efeito de diferentes concentracGes da molécula na viabilidade

celular. Neste ensaio, a viabilidade celular foi avaliada pela integridade da membrana
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plasmaética. Nele, somente as células que possuem sua membrana ndo integra séo invadidas pelo
azul de Tripan e ficam coradas de azul, diferente das células integras (Strober, 2015).

Os resultados deste ensaio mostraram que houve diminuicdo da quantidade de células
viaveis, em todas as concentracdes testadas, proporcionalmente ao aumento da concentracao.
Na menor concentragdo, a reducdo das células viaveis foi apenas numérica e visual, sem
significancia estatistica em relacdo ao controle negativo. Os resultados da maior concentragcdo
corroboram com os resultados do MTT, visto que essa concentragao reduziu a quantidade de
células viaveis em mais da metade. Além disso, a diminuicdo das células vidveis nédo
acompanhou aumento de células ndo viaveis, em nenhuma das concentracdes testadas.

Corroborando com os resultados aqui apresentados, Rao e colaboradores (2004)
verificaram que o derivado de chalcona 2POCD reduziu a viabilidade de células cancerosas de
varias origens histologicas. Entretanto, poucas células inviaveis foram detectadas pelo ensaio
de exclusdo por azul de Tripan. Tal informac&o contribuiu para o entendimento dos resultados
obtidos na anélise do ciclo celular, que indicou efeito de inibi¢do da progresséo do ciclo celular.

A fim de realizar anélise morfoldgica, foi utilizado kit de coloragdo por pandptico
rapido. Esta é uma coloracdo simples, constituida de corantes &cido e basico, que coram o
nucleo e o citoplasma de maneira diferente, dada as suas propriedades quimicas e afinidades.
As proteinas e demais componentes citoplasmaticos possuem afinidade pelo corante &cido e
sdo corados em tons de rosa, enquanto os componentes &cidos da célula (&cidos nucleicos,
nucleo) possuem afinidade pelo corante basico e sdo corados em tons de azul/roxo. Através
dessa coloracdo, é possivel analisar morfologicamente as alteracGes causadas nas células pelas
substancias teste (Bednarczuk et al., 2010).

Neste ensaio, as células expostas & menor concentragdo da amostra (7,5 puM),
mantiveram-se semelhantes ao controle negativo. A medida que a concentracdo da BRACI
aumentou, a densidade celular diminuiu e as células passaram a apresentar morfologia celular
alterada, incluindo vacuolizagdo e outras caracteristicas celulares compativeis com morte
celular, sendo estas condi¢fes mais intensas na concentragao de 30 uM.

N&o h4, na literatura, estudos que avaliem o tipo de morte celular provocado por
chalconas tipo terpendide. Entretanto, € sabido que, no geral, chalconas e seus derivados
possuem citotoxicidade mediada pela inducdo de apoptose (Chen et al., 2017; Dong et al.,
2018), geracéo de estresse oxidativo (Zhang et al., 2017), regulacdo do gene p53 (Santos et al.,

2019), fragmentacdo de DNA e inducdo da despolarizacdo da membrana mitocondrial
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(Kubalkova et al., 2009) ou, ainda, promocéo de parada do ciclo celular na fase G2/M (Kello
etal., 2016). Da mesma forma, a f-ionona demonstra propriedades indutoras de apoptose, tanto
in vitro quanto in vivo (Liu et al., 2013; Jones et al., 2012; Abu-Izneid et al., 2020).

Os resultados da analise morfoldgica sugerem que a BR4CI apresenta um perfil
citotoxico diferente do que é encontrado na literatura para a maioria das chalconas e seus
derivados, uma vez que o aparecimento de vaclolos no citoplasma das células € associado a
morte celular autofagica (Galluzi et al., 2017). Entretanto, Hou et al. (2023) verificaram que a
B-ionona aumenta a autofagia. Da mesma forma, Champelovier et al., 2013 observaram que a
chalcona B induziu morte celular por autofagia, com acumulo substancial de vacutolos, sem
afetar a proliferacdo de células normais. He e colaboradores (2013) verificaram um efeito
potente de metoxichalconas, através da ativacao de uma via autofagica, em multiplas linhagens
celulares. Ademais, Zhang et al. (2018) relataram que uma chalcona sintética induziu vias de
apoptose e autofagia nas linhagens celulares de leucemia humana (HEL) e K562. Nesse sentido,
ndo existe um padrdo de citotoxicidade para chalconas e seus derivados, e isto ressalta a
necessidade de estudos subsequentes de mecanismo de agéo, para melhores conclusoes.

Visando verificar a possivel inducéo de autofagia pela BR4CI, realizou-se um ensaio de
MTT, associando a amostra com um inibidor de autofagia (cloroquina), para avaliar a influéncia
do inibidor na citotoxicidade da molécula.

A autofagia € uma via catabdlica dependente de lisossomos, pela qual organelas
danificadas ou senescentes sdao removidas (Li et al., 2022). Todo o processo de autofagia,
conhecido como fluxo autofagico, se inicia com a segregacdo do material citoplasmatico por
estruturas conhecidas como autofagossomos, 0s quais sao responsaveis pela entrega da carga
aos lisossomos, fundindo-se e formando autofagolisossomos (Qiu et al., 2014). Isso promove a
ativacdo das hidrolases lisossomais, que degradam a carga autofagossémica. O contedo da
degradacéo € liberado no citosol, através de transportadores da membrana lisossomal, e sdo
reciclados por circuitos anabdlicos ou bioenergeticos, conferindo nutricdo e energia para a
manutengdo da célula. A autofagia pode ser induzida em resposta a um amplo painel de
estimulos, incluindo sinais nutricionais, de hipdxia, oxidativos (Kroemer et al., 2010. Em
cenarios fisioldgicos, o fluxo autofagico prossegue em niveis basais, mediando uma fungéo
homeostatica (Galluzi et al., 2015).

No que diz respeito ao cancer, a autofagia pode atuar como um supressor de tumor, ao

degradar organelas danificadas ou substancias nocivas, suprimindo a propagacdo de danos,
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como estresse oxidativo e instabilidade gendmica. Mas, em contrapartida, ao facilitar a
reciclagem intracelular, pode atuar fornecendo substratos necessarios para o metabolismo das
células cancerosas no microambiente tumoral (Lee et al., 2023). As respostas autofagicas
geralmente apoiam o crescimento e progressdao de tumores estabelecidos, reduzindo a
sensibilidade das células tumorais a estimulos que normalmente promoveriam a sua morte,
como hipoxia e apoptose (Galluzi et al., 2015). Entretanto, além desse efeito citoprotetor da
autofagia desregulada, estudos indicam que a autofagia em excesso é capaz de acelerar a morte
celular, em virtude de perturbacdes na homeostase (Galluzi et al., 2017).

A maioria das bases fracas, como a cloroquina (CQ) e seus derivados, podem ser
protonadas e acumular-se nos lisossomos, resultando na desacidificacdo dos seus lumens, e
consequentemente no bloqueio do fluxo autofagico. Foi demonstrado que a CQ é um inibidor
tardio de autofagia, que blogueia a fusdo dos autofagossomos aos lisossomos e a subsequente
etapa de degradacdo, induzindo o acimulo de autofagossomos (Qiu et al., 2014). Como a CQ
exibe efeitos antitumorais in vitro e in vivo, suprimindo a autofagia, ensaios clinicos sdo
realizados constantemente combinando-a com medicamentos anticancer (Qiu et al., 2014;
Ramirez et al., 2020) .

O ensaio foi realizado com concentra¢des ndo citotdxicas de cloroquina (Ramirez et al.,
2020) e o resultado do ensaio de MTT mostrou que a associacao da CQ com a BR4CI diminuiu
a atividade citotdxica da molécula, o que poderia indicar que a autofagia faz parte do processo
de morte celular induzido pela BR4CI. Nesse caso, a cloroguina, como bom inibidor de
autofagia, estaria funcionando como barreira para a atividade do composto. Estes dados séo
sugestivos e, portanto, faz-se necessario a utilizacdo de métodos de biologia molecular para
elucidar os mecanismos subjacentes ao efeito observado. Entretanto, resultados semelhantes
foram obtidos no estudo de Ji et al., (2017), em que a cloroquina reverteu significativamente os
efeitos inibitorios da licoricidina (LCD), uma isoflavona natural, na viabilidade das células
SW480, sugerindo que LCD promove citotoxicidade induzindo a morte celular autofégica.

Para compreender as acdes beneficas ou adversas das substancias no corpo humano, é
preciso saber quanto da dose externa chegard aos locais de acdo (dose interna) e em quanto
tempo sera eliminada do corpo. Absorg&o, distribui¢do, metabolismo e excre¢do (ADME) s&o
as quatro etapas da farmacocinética que determinam a dose interna e a concentracdo nos locais-
alvo do corpo. A letra T, refere-se a toxicidade na sigla (ADMET), e demonstra a ligacao entre

as propriedades do ADME e os resultados toxicos (Raunio et al., 2015). Estas determinac6es
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ajudam a descrever e compreender a probabilidade de interacéo fisico-quimica do composto
teste com o alvo (Prabakaran et al., 2022; Vasudha et al., 2024). Dessa forma, a previséo das
propriedades ADMET ¢é crucial na fase inicial da descoberta e desenvolvimento de
medicamentos para aumentar a eficacia e evitar falha tardia dos compostos candidatos ao uso
clinico terapéutico (Faudzi et al., 2020; Amin et al., 2023; Hawas et al., 2023).

A absor¢do de um farmaco, proposto para administracdo oral, depende do seu transporte
através do trato gastrointestinal (TGI). A porcentagem de AIH indica o processo de absorcéo,
pelo TGI, de medicamentos administrados via oral. Resultados na faixa de 0 a 20 indicam mé
absorcéo intestinal, de 20 a 70 indica absorg¢éo intestinal moderada e de 70 a 100 indica que o
composto teve boa absorcao intestinal (Bilkan et al., 2024; Prabakaran et al., 2022). As células
Caco-2 sao derivadas de adenocarcinoma de colon humano, capazes de expressar aspectos de
diferenciacdo caracteristicos de células intestinais maduras, como microvilosidades e a
presenca de juncdes celulares, mimetizando a barreira epitelial intestinal. Dessa forma, séo
6timos modelos para estudar a previsdo da absor¢do e biodisponibilidade oral de novos
compostos, permitindo verificar a permeabilidade intestinal e o transporte de drogas, uma vez
que interagem em mudltiplas vias de transporte farmacéutico, como transporte paracelular,
transcelular e transporte ativo. Compostos com permeabilidade a Caco-2 menor que 4 nm/s,
apresentam pouca permeabilidade e absorgdo, entre 4 e 70 nm/s, apresentam média absor¢édo e
maior que 70 nm/s sdo bastante permeéveis, sendo muito bem absorvidos pelo epitélio intestinal
(Prabakaran et al., 2022).

As células MDCK sdo células epiteliais polarizadas com juncdes estreitas desenvolvidas
e bordas em escova. Elas sdo amplamente utilizadas para investigar a funcéo epitelial e para
avaliar a permeabilidade de medicamentos, auxiliando na previsdo da absorcdo do
medicamento através de uma barreira epitelial, como no intestino (Harwood et al., 2023).
Possuem vida util menor que as células Caco-2, por isso, sdo consideradas uma boa ferramenta
para triagem rapida de permeabilidade, onde os resultados correlacionam-se em alto grau com
os resultados de Caco-2. Valores inferiores a 25 nm/s, indicam que a molécula possui baixa
permeabilidade, valores entre 25 e 500 nm/s, indicam média permeabilidade e valores acima de
500nm/sec, indicam maior permeabilidade do composto (Wadapurkar et al., 2018).

Para os parametros de absorcdo, os resultados indicam que a BR4CI possui méaxima
absorcéo pelo TGI, com bons pardmetros de absorcéo por difuséo passiva pelo epitélio intestinal

e potencial intermedidrio de permeabilidade de membrana. Tais resultados refletem bom
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potencial para administracdo oral e séo particularmente importantes, uma vez que a absorc¢ao
pelo intestino humano é a principal porta de entrada dos compostos para a corrente sanguinea,
por onde chegarao até o seu 6rgdo-alvo (Prabakaran et al., 2022).

A barreira hematoencefalica € uma barreira fisiologica, constituida por células
endoteliais fortemente ligadas, que protegem o cérebro de patdgenos e toxinas transmitidos pelo
sangue, nutre o tecido cerebral e interfere significativamente na entrada de drogas e outros
compostos exdgenos no sistema nervoso central (SNC) (Tan et al., 2023; Prabakaran et al.,
2022). Os compostos com finalidade de atuar no SNC sdo as unicas substancias que devem
atravessar a barreira, enquanto medicamentos com alvos periféricos devem ter penetracdo
minima ou nula desta barreira (Tan et al., 2023; Wadapurkar et al., 2018). Sendo assim, a taxa
de penetracdo da BHE prevé a capacidade de um composto penetrar a barreira e atingir o SNC.
Compostos com taxa de penetracdo da BHE abaixo de 0,1 possuem pouca permeabilidade e
absorcéo pelo cérebro, sendo inativo neste 6rgdo; taxas entre 0,1 e 2,0 indicam que o composto
possui média absorcdo pelo SNC e taxas acima de 2,0 indicam que o composto possui alta
permeabilidade pela BHE e absorgdo pelo SNC (Prabakaran et al., 2022). O resultado deste
parametro, para a BR4CI, foi de 15,98, indicando que a molécula tem capacidade de atravessar
a BHE. Ou seja, pode cursar com efeitos secundarios no SNC, assim como, pode ser um
composto atuante em canceres neuroldgicos.

A distribuicdo de um medicamento também € determinada pela ligacdo as proteinas
plasmaticas, que esta relacionada com a biodisponibilidade do medicamento, predizendo dados
sobre distribuicdo, meia-vida e depuracdo. Refere-se a forca da ligacdo do composto a
albumina, proteina transportadora mais abundante no sangue. Como apenas moléculas livres
interagem com os alvos terapéuticos, este dado auxilia na determinacdo da dosagem necessaria
para que o medicamento possa atingir o seu efeito bioldgico (Prabakaran et al., 2022).

Para este parametro, os dados indicam que a BR4CI possui forte capacidade de ligacéo
as proteinas plasmaticas. Um medicamento ligado a albumina ndo € capaz de difundir-se
passivamente através das barreiras fisioldgicas para o tecido do d6rgdo-alvo. Por isso, uma
ligacdo forte a albumina (acima de 90%) impacta na menor acdo do farmaco, além de poder
causar problemas de seguranca do medicamento, interacbes medicamentosas graves e efeitos
adversos, incluindo baixa depuracédo. Por outro lado, a fraca interacao proteica (abaixo de 90%)
reduz a duracdo da acdo do medicamento, uma vez que a ligacdo as proteinas plasmaticas

confere maior meia-vida do medicamento, que é importante principalmente no seu transporte
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até o 6rgdo-alvo. Como as proteinas plasmaticas estao presentes em altas concentragdes, mesmo
interacdes fracas, em grande quantidade, podem causar diminui¢gdo na concentragéo livre do
farmaco (Wozinski et al., 2024; Prabakaran et al., 2022).

Os xenobioticos sdo submetidos a uma ou multiplas vias enzimaticas para serem
metabolizados e mais facilmente eliminados do corpo. De todas as enzimas metabolizadoras de
xenobioticos, as enzimas do citocromo P450 séo as mais importantes devido a sua abundancia
e versatilidade. Elas medeiam as reacGes do metabolismo de fase | e constituem uma grande
superfamilia de proteinas heme. Dentre as isoformas das CYPs, cerca de sete sdo responsaveis
pelo metabolismo de quase 90% de todos os medicamentos (Raunio et al., 2015).

Os resultados mostraram que a BR4CI possui atividade inibitdria nas enzimas CYP2C19
e CYP2C9. A capacidade de inibir as CYPs pode relacionar-se com propriedades fisico-
guimicas do composto, uma vez que, quanto mais &tomos aceitadores de hidrogénio, maior o
potencial inibitorio. Isto entra em concordancia quando se observa a estrutura quimica da
BRACI. Além disso, vale ressaltar que a inibicdo das CYPs pode levar a interacdes
medicamentosas indesejadas e efeitos terapéuticos imprevisiveis, como aumento nas
concentracdes plasmaticas ou diminuicdo na eficiéncia do medicamento (Panikar et al., 2021).
Dados os resultados, estudos adicionais sao exigidos para entender o mecanismo e a poténcia
da inibicéo, visando mitigar potenciais problemas de interagdes medicamentosas, toxicidade e
efeitos adversos, bem como possiveis ajustes de dose (Deb et al., 2021; Adido et al., 2023).

Em contrapartida, a molécula ndo é capaz de inibir as enzimas CYP2D6 e CYP3A4,
sendo resultados que devem ser destacados. Essas enzimas podem promover um mecanismo
compensatério de metabolizacdo, pois, dependendo do status relativo das atividades das
enzimas do CYP450, a CYP2D6 e a CYP3A4 podem contribuir em maior extensdo para a
metabolizacdo da BR4CI. Além disso, a informacdo de que a BR4CI ndo inibe a enzima
CYP3A4 ¢ particularmente importante, pois esta € a mais abundante, e sua inibi¢do seria
desfavoravel para um farmaco antitumoral (Deb et al., 2021; Adido et al., 2023).). Segundo
Hawas et al., (2023), moléculas ndo inibidoras do CYP2D6, sugerem menor chance de
interagdes medicamentosas.

Outro parametro importante, avaliado pelo perfil ADME, refere-se a excrecdo. E
avaliado pela inibi¢cdo ou ndo da glicoproteina P (gp-P), uma proteina de superficie celular,
presente em diversos 0rgdos, como intestino, cérebro, figado e rim. Tal glicoproteina esta

envolvida no efluxo xenobidtico, é amplamente associada a resisténcia a multiplos
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quimioterapicos contra o cancer e pode desempenhar um papel na depuracéo biliar e renal de
medicamentos (Nisha et al., 2016; Ranjbar et al., 2023; Taskar et al., 2022). O resultado deste
parametro indica que a BR4CI atua promovendo a inibicdo da gp-P, o que dificulta a sua
excrecdo nos locais onde esta glicoproteina é expressa e, como consequéncia, favorece o
acumulo intracelular da molécula. A funcéo de efluxo da gp-P €é protetiva em células normais,
especialmente na BHE, barreira intestinal e renal, e sua inibigdo pode tornar estas barreiras mais
suscetiveis aos efeitos de substancias toxicas (Taskar et al., 2022). Dada a origem histolégica
das células MDCK, elas também podem predizer dados sobre a depuracao renal e eliminacao
da molécula do organismo (Deb et al., 2021). Avaliando estes dados em conjunto, pode-se
inferir que a molécula tem permeabilidade por transporte passivo para ser excretada.

Os parametros de toxicidade da molécula foram avaliados segundo o teste de
mutagenicidade de AMES, carcinogenicidade em ratos, carcinogenicidade em camundongos e
inibicdo do gene h-ERG. O teste de AMES avalia a mutagenicidade da molécula em relacéo a
cepas da bactéria Salmonella typhimurim, o qual analisa a reversdo ou ndo de uma mutacgéo que
inibe o crescimento da bactéria em meio isento de histidina. Se a molécula causar reversdo em
pelo menos uma das cepas testadas, € considerada mutagénica (Dantas et al., 2018). A avaliacao
do potencial carcinogénico foi realizada em ratos e camundongos, dadas as muitas vias
bioldgicas e metabdlicas semelhantes as dos seres humanos. Dessa forma, a BR4CI apresentou-
se mutagénica, por induzir a mutacdo de uma das cepas da bactéria. Segundo Buzun e
colaboradores (2022), estes dados também podem sugerir possiveis interacdes do composto
com o DNA das células cancerosas. Além disso, apresentou resultado negativo para o perfil de
carcinogenicidade em ratos, entretanto, apresentou resultado positivo para a carcinogenicidade
em camundongos, indicando ser uma substancia com potencial de carcinogenicidade, sendo
necessario ter cautela na administracao

Ademais, a estrutura da BR4CI foi avaliada quanto a sua capacidade de blogueio dos
canais de potassio hERG. Tais canais estdo presentes em grande quantidade no tecido cardiaco
e sdo essenciais para regular a atividade elétrica no coracdo humano, através da repolarizagédo
dos potenciais de a¢do nos cardiomidcitos. O bloqueio dos canais hERG, provocado por alguns
farmacos, pode levar a reagdes toxicas a este 6rgao (Chen et al., 2023). Como resultado da
avaliacdo da seguranca cardiaca da BR4CI, a substancia apresentou médio risco, revelando que
a BRACI pode conferir efeitos secundarios no sistema cardiaco. A analise do mapa de
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contribuicdo de fragmentos mostrou que o carbono e o oxigénio do grupamento carbonila
parecem ser 0s principais responsaveis pelo potencial cardiotoxico da molécula.

No entanto, modificacBes estruturais da molécula poderiam melhorar as suas
propriedades farmacocinéticas e reduzir os seus efeitos secundarios. Dessa forma, as
promissoras atividades anticancerigenas estariam melhoradas para estudos adicionais. Dadas as
perspectivas de aplicacdo da BR4CI no desenvolvimento de medicamentos, embora a molécula
possua riscos de desenvolver efeitos secundarios, 0s mesmos podem ser reduzidos, adicionando

ou eliminando grupos e atomos especificos (Chen et al., 2023; Lv et al., 2021).
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7 CONCLUSAO

No presente trabalho, a BR4CI, um hibrido de chalcona e ionona, demonstrou atividade
citotoxica significativa frente a diversas linhagens de células cancerosas, especialmente HCT-
116. A amostra mostrou perfil seletivo para células cancerosas quando comparado a células ndo
cancerosas, sugerindo um perfil de seguranca favoravel, reforcado pela auséncia de potencial
hemolitico nas concentragdes testadas. Apesar de desafios em estudos in silico, como potencial
cardiotoxicidade e mutagenicidade, a molécula se mostra promissora como agente
anticancerigeno. Modificagdes estruturais podem melhorar suas propriedades farmacocinéticas
e reduzir efeitos adversos. Ademais, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar

completamente seus mecanismos de acdo e potencial terapéutico.
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