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RESUMO

O céncer é caracterizado por um conjunto de diferentes tipos de alteracbes malignas, de origem
genética e epigenética, que culminam em crescimento desordenado de células anormais. As
terapias farmacoldgicas mais avancadas atualmente envolvem a administracdo de
quimioterapicos e agentes bloqueadores hormonais ndo-especificos, que levam a diversos
efeitos colaterais, prejudicando a adesdo ao tratamento. Por isso, pesquisas com novas
moléculas sintéticas e inéditas, como as bis-chalconas L05 e L08, sdo promissoras, uma vez
que hé estudos demonstrando diversos efeitos anticancer de substancias pertencentes a mesma
classe. O presente estudo visou investigar o perfil antiproliferativo das bis-chalconas sintéticas
L05 e LO8 por meio de experimentos in vitro. Os ensaios utilizados para avaliacdo da
citotoxidade das bis-chalconas frente a diversas linhagens tumorais e ndo-tumorais foram: o
método do MTT, nos tempos de 24, 48 e 72h, com concentracdo de tratamento decrescente de
razdo 2, iniciando em 100 pM; o teste em pulso de tempo-concentragdo, nos tempos de 24 e
30h, também iniciando em concentracdo de 100 uM; ensaio de MTT com SDS, no tempo de
72h, iniciando em concentragdo de tratamento de 25 pM. Além disso, foram realizados o teste
de viabilidade celular, por meio do Azul de Tripan, nos tempos de 24 e 48h, em concentracdes
de tratamento de 2, 4, 8 e 16 UM, e, por fim, o ensaio morfolégico, através do pandptico rapido,
nas mesmas concentracdes e tempos de tratamento do teste anterior. Pelo método do MTT, a
LO5 apresentou efeito frente a quatro linhagens cancerosas, sendo os menores valores de Clsg
de 10,7 pM e 16,8 pM em Mel-501 e HCT-116, respectivamente, ndo apresentando
citotoxicidade para a linhagem nédo-tumoral. Observa-se que a LO8 apresentou melhor efeito
frente as linhagens celulares testadas, uma vez que foi ativa em um maior namero de linhagens,
com os menores valores de Clsp sendo 2,5 pM e 4,7 uM em HCT-116 e Mel-501,
respectivamente. Em face a esses resultados encontrados no MTT de 72h, optou-se por dar
continuidade a pesquisa utilizando-se apenas a bis-chalcona inédita LO8 e a linhagem HCT-
116. Em relacdo ao teste da viabilidade celular, foi possivel observar que a L0O8 foi capaz de
reduzir de forma significativa, o numero de células viaveis, desde a menor concentracdo
utilizada para ambos os tempos de tratamento, sem modificar o nimero de células ndo-viaveis
com significancia estatistica. Por meio da analise morfolégica, observou-se o surgimento de
alteracdes sugestivas de inicio de um processo de morte celular, como prolongamento da
membrana plasmatica (“blebs” ou corpos apoptoticos), aparecimento de vactiolos no
citoplasma, condensacdo da cromatina (picnose) e fragmentacdo nuclear, assim como
surgimento de restos celulares. Por fim, os resultados explicitados neste estudo mostram efeito
citotoxico tempo-dependente das bis-chalconas sintéticas e inéditas L0O5 e L08, com destaque
de atividade para a segunda amostra, a qual também promoveu o inicio de um processo de morte
celular. Com a finalidade de aprofundar os mecanismos envolvidos na citotoxicidade e na morte
celular, sdo necessarios outros experimentos in vitro e in vivo para elucidacdo e ratificacdo de
sua acdo antiproliferativa em HCT-116 e em outras linhagens celulares.

Palavras-chave: Anticancer; Bis-chalconas; Citotoxicidade; Viabilidade celular; Morte
celular.



ABSTRACT

Cancer is characterized by a set of different types of malignant alterations, of genetic and
epigenetic origin, which culminate in the disordered growth of abnormal cells. The most
advanced pharmacological therapies currently involve the administration of chemotherapy and
non-specific hormone-blocking agents, which lead to various side effects and impair adherence
to treatment. For this reason, research into new synthetic molecules, such as the bis-chalcones
LO5 and L08, is promising, since there have been studies showing various anticancer effects of
substances belonging to the same class. This study aimed to investigate the antiproliferative
profile of the synthetic bis-chalcones L05 and L08 through in vitro experiments. The tests used
to assess the cytotoxicity of the bis-chalcones against various tumor and non-tumor cell lines
were: the MTT method, at 24, 48 and 72 hours, with treatment concentration decreasing by a
ratio of 2, starting at 100 uM; the time-concentration pulse test, at 24 and 30 hours, also starting
at a concentration of 100 uM; the MTT assay with SDS, at 72 hours, starting at a treatment
concentration of 25 uM. In addition, the cell viability test was carried out using Trypan blue at
24 and 48 hours, at treatment concentrations of 2, 4, 8 and 16 uM, and finally, the morphological
test using rapid panopticon, at the same concentrations and treatment times as the previous test.
Using the MTT method, LO5 showed an effect against four cancerous lineages, with the lowest
ICso values being 10.7 uM and 16.8 uM in Mel-501 and HCT-116, respectively, while showing
no cytotoxicity for the non-tumorous lineage. It can be seen that LO8 had a better effect on the
cell lines tested, since it was active in a greater number of lines, with the lowest 1Cso values
being 2.5 uM and 4.7 uM in HCT-116 and Mel-501, respectively. In view of these results found
in the 72-hour MTT, it was decided to continue the research using only the unpublished bis-
chalcone L08 and the HCT-116 strain. With regard to the cell viability test, it was observed that
L08 was able to significantly reduce the number of viable cells, from the lowest concentration
used for both treatment times, without modifying the number of non-viable cells with statistical
significance. Morphological analysis showed the appearance of changes suggestive of the start
of a cell death process, such as prolongation of the plasma membrane (“blebs” or apoptotic
bodies), the appearance of vacuoles in the cytoplasm, chromatin condensation (pyknosis) and
nuclear fragmentation, as well as the appearance of cell debris. Finally, the results of this study
show a time-dependent cytotoxic effect of the synthetic and novel bis-chalcones L0O5 and L08,
with the second sample being the most active, which also promoted the onset of cell death. In
order to further investigate the mechanisms involved in cytotoxicity and cell death, further in
vitro and in vivo experiments are needed to elucidate and ratify their antiproliferative action on
HCT-116 and other cell lines.

Keywords: Anticancer; Bis-chalcones; Cytotoxicity; Cell Viability; Cell Death.
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1. INTRODUCAO

O céncer é caracterizado por um conjunto de mais de 100 diferentes tipos de alteraces
malignas, de origem genética e/ou epigenética, como o blogueio de supressores de crescimento,
angiogénese e elevacdo da resisténcia a apoptose, que culminam em crescimento desordenado
de células anormais, capazes de invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a distancia (Hanahan,
2022). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (2023), hodiernamente, a afecgdo € o principal
problema de saude publica no mundo, figurando como uma das principais causas de morte.

Acredita-se que o aumento nos casos esteja diretamente relacionado as transicoes
demogréficas e epidemioldgicas mundiais. Aquela, associa-se a reducéo nas taxas de fertilidade
e mortalidade infantil, com consequente aumento na proporcéo de idosos, e, N0 que concerne a
transicao epidemioldgica, atualmente observa-se a substituicdo progressiva da mortalidade por
doencas infecciosas pelas mortes relacionadas as doencas cronicas (INCA, 2023).

Outrossim, os pilares que sustentam o aumento nos casos de cancer no mundo estribam-
se principalmente nesse envelhecimento populacional em conjunto com as mudancgas de
comportamento e do ambiente, incluindo alteragdes estruturais, o que influencia negativamente
a mobilidade, recreacdo, dieta e exposi¢do a poluentes e agentes cancerigenos. Esses fatores,
por sua vez, contribuem para a elevacdo na incidéncia e mortalidade pela doenca em questdo
(Wild; Weiderpass; Stewart, 2020).

De acordo com as estimativas do Global Cancer Observatory (Globocan), elaboradas
pela International Agency for Research on Cancer (IARC) da Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS), ocorreram cerca de 20 milhdes de novos casos e 9,7 milhGes de mortes por cancer no
mundo em 2022. Em consonancia com Ferlay et al. (2021), um em cada cinco individuos terdo
cancer durante alguma etapa de sua vida, sendo o cancer de mama feminino o mais incidente
no mundo (11,7%), sequido pelo cancer de pulmao (11,4%) e cancer de colon e reto (10,0%).
Para o Brasil, conforme dados do INCA (2023), estima-se que para o triénio de 2023 a 2025
haja 704 mil novos casos de cancer, sendo 0 mais incidente o cancer de pele ndo melanoma
(31,3%), seguido pelos canceres de mama (10,5%), prostata (10,2%) e colon e reto (6,5%).

A alta mortalidade por cancer esta diretamente relacionada a sua fisiopatologia, uma vez
gue as células de neoplasias malignas manifestam maior grau de autonomia, atividade
proliferativa descontrolada, resisténcia aos mecanismos de morte celular e habilidade para
invasdo de tecidos adjacentes e a distancia, cursando geralmente com metastase em outros

Orgaos secundarios (Guan, 2015; Das; Mandal; Kdgel, 2018).
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As terapias farmacoldgicas mais avangadas no mundo envolvem a administragdo de
quimioterapicos e agentes bloqueadores hormonais (Bonassa, 2012). No entanto, a adeséo ao
tratamento constitui-se como um importante entrave ao tratamento adequado, uma vez que 0S
pacientes desenvolvem diversos efeitos colaterais, em funcdo da baixa especificidade dos
farmacos as células cancerosas, como nausea, parestesia, diarreia, vomito e neutropenia (Alves,
2014).

Em razdo disso, novas pesquisas na area de biotecnologia tém evidenciado a
potencialidade da biodiversidade mundial na descoberta por novas moléculas capazes de
mitigar os potenciais efeitos adversos das terapias convencionais e sintéticas existentes no
momento. O Brasil é promissor para essas pesquisas, visto que possui uma das maiores
biodiversidades do planeta, contando com cerca de 60 mil espécies de plantas, o que pode
aumentar ainda mais as chances de haver a descoberta de novas moléculas antitumorais e com
menos efeitos colaterais ao tratamento do cancer (Stehmann; Sobral, 2017).

As Chalconas fazem parte de uma importante classe de precursores de flavonoides e
isoflavonoides de ocorréncia natural, que podem ser encontradas em plantas. Séo classificadas
como cetonas aromaticas a, B-insaturadas que apresentam como nucleo principal a 1,3-
diarilprop-2-en-1-ona (Sahu et al., 2012; Gomes et al., 2017). Devido ao grande nimero de
hidrogénios substituiveis, as Chalconas permitem que um grande nimero de derivados e uma
variedade de atividades bioldgicas promissoras sejam geradas, tais como atividade anti-
inflamatdria (Shi et al., 2017), atividade antibacteriana (Yadav et al., 2018), atividade anti-
leishmania (Mello et al., 2016), antimalarica (Singh et al., 2017), antiviral (Zhou et al., 2018)
e anticancer (Abou-Zied et al., 2019).

As bis-chalconas sdo moléculas derivadas das chalconas, possuem regido dienona
conectada a dois anéis aromaticas, podendo ser simétricas ou assiméticas, de origem natural,
como a curcumina, ou sintética (Silva, 2021). Os primeiros trabalhos a respeito da sintese e
avaliacdo do potencial de bis-chalconas sintéticas datam da década de 60, a partir dos estudos
de Tsukerman et al (1969), que relatam a pesquisa luminescente do sistema das chalconas
classificadas como dichalconas e isodichalconas. Ao longo dos anos, diversas atividades tém
sido relacionadas a atuagdo desses heterociclos biologicamente ativos, como suas propriedades
anti-malaricas (Modzelewska, 2006) e antibioticas (Mobinikhaledi, 2012). Além disso, as bis-
chalconas sintéticas possuem importantes atividades citotdxicas frente a linhagens cancerosas
diferentes (Almeida et al., 2019).

Segundo Constantinescu (2021), os flavonoides e isoflavonoides suprimem o

crescimento de células tumorais por meio do bloqueio do ciclo celular, por indugéo de apoptose


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Constantinescu%20T%5BAuthor%5D
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ou pela combinacdo desses mecanismos. Por isso, pesquisas como as citadas anteriormente
indicam que essas substancias podem ser promissores antineoplasicos, potencialmente com
menores efeitos sistémicos colaterais ao tratamento do céncer. Além disso, ndo existem
pesquisas descartando a possibilidade de que as bis-chalconas tenham algum efeito anticancer.
Dessa maneira, 0 presente estudo visa investigar o perfil antiproliferativo das bis-chalconas
sintéticas LO5 e LO8 em experimentos in vitro, com a finalidade de avaliar o potencial

anticancer desses compostos inéditos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cancer: caracteristicas gerais

O cancer configura-se como uma proliferagcdo celular anormal de qualquer tecido
corporal, capaz de invadir tecidos adjacentes e 6rgédos a distancia, resultando, assim, em cerca
de uma centena de tipos diferentes da doenca. Essa vasta gama de neoplasias impacta
diretamente na singularidade comportamental e em sua resposta aos tratamentos conhecidos
atualmente. Como cerne do problema, observa-se, primariamente, a perda generalizada do
controle proliferativo das células cancerosas, resultado de uma série de anormalidades
cumulativas em multiplos sistemas reguladores de crescimento (Cooper, 2018).

De maneira similar, além da perda da responsividade aos mecanismos fisioldgicos
antiproliferativos, diversos outros artificios contribuem para a oncogénese (Figura 1). Entre eles
destacam-se a habilidade de evasdo da morte celular programada e do sistema imunologico,
conferindo um potencial replicativo ilimitado, a capacidade de reprogramacao do metabolismo
energético, o fendbmeno da metastase e até mesmo a estimulacdo da angiogénese no

microambiente tumoral (Hanahan, 2022).

Figura 1 - Caracteristicas para o desenvolvimento tumoral

LEGENDA
“ Evasao de supressores de crescimento

Reprogramacao epigenética nao-mutacional

Evasao da destrui¢do imune
“ Imortalidade replicativa

Inflamacao promotora de tumor
Microbiomas polimorficos

Ativagdo de invasdo e metastase

Indugdo de angiogénese ou acesso aos vasos
Senescéncia celular

n Instabilidade genética e mutacao
Resisténcia a morte celular

Desregulacdo do metabolismo celular
Desbloqueio da plasticidade fenotipica

Sustentacdo da sinalizacao proliferativa

Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).
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O microambiente tumoral e as alteragdes na sinalizacdo celular sdo elementos
imprescindiveis para a tumorigénese. Este microambiente funciona como um nicho
especializado que abriga células tumorais, células imunes, células supressoras derivadas de
mieloides, células dendriticas, entre outros componentes, além de facilitar a interagdo com o
entorno circundante e a distancia, através dos sistemas circulatério e linfatico (Yu; Ho, 2019;
Zhang et al., 2020).

A sinalizacdo celular constitui-se como um mecanismo essencial, responsavel por
induzir a proliferacdo, a apoptose e uma miriade de eventos intracelulares. Esta comunicagéo
intercelular é mediada por moléculas-sinal, as quais sdo secretadas ou expostas na superficie
celular e reconhecidas por receptores, geralmente proteinas, presentes na superficie celular ou
no interior das células. Essa transducéo de sinal alterada leva a ativacdo de vias de sinalizacdo
importantes a perpetuacdo do cancer, como as vias ERK e PI3K, responsaveis respectivamente

pela proliferacdo e sobrevivéncia dessas células (Figura 2) (Souza et al., 2014).

Figura 2 — Ativacdo de vias de sinalizacdo durante a progressao do cancer
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Fonte: Souza et al. (2014).

2.2. Epidemiologia do cancer colorretal no Brasil

Espera-se que para o triénio de 2023 a 2025, haja 704 mil novos casos de cancer no
Brasil, sendo 6,5% desse nimero para neoplasia de colon e reto (INCA, 2023). O cancer
colorretal inclui os tumores que se originam no célon, uma por¢éo do intestino grosso, no reto,

gue é a parte final do intestino imediatamente antes do anus, e no proprio anus. Esta € uma
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doenca heterogénea, que geralmente surge de mutagdes genéticas em lesdes benignas, como
polipos adenomatosos e serrilhados (Instituto Nacional De Céancer José Alencar Gomes Da
Silva, 2021; Sullivan; Noujaim; Roper, 2022).

Para o Brasil, estima-se que o numero de novos casos de cancer de colon e reto (ou
cancer de intestino) serd de 45.630 por ano durante o triénio de 2023 a 2025. Isso representa
um risco estimado de 21,10 casos por 100 mil habitantes. Dentre esses casos, espera-se que
21.970 ocorram entre 0os homens e 23.660 entre as mulheres, correspondendo a um risco
estimado de 20,78 novos casos a cada 100 mil homens e 21,41 novos casos a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2023).

Desprezando os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer colorretal ocupa a terceira
posicao entre os tipos mais frequentes de cancer no Brasil (INCA, 2023). O tratamento padréo
dessa condicdo envolve resseccdo cirurgica e terapia quimioterapica adjuvante em muitos
casos. Esta adjuvancia pode ser realizada por meio de farmacos baseados em fluoropirimidina
(5-fluorouracila ou capecitabina), oxaliplatina e outros medicamentos (Brasil, 2014). Os efeitos
colaterais do tratamento quimioterapico justificam-se pela falta de especificidade as células
cancerosas, dentre eles destacam-se a queda de cabelo, constipacao, diarreia, nausea e vomito,

irritabilidade, insonia e outros sintomas sistémicos (Schulze, 2007).

2.3. Potencial farmacolégico de biomoléculas

O Brasil € um pais de proporgdes continentais, conta com cerca de 8,5 milhdes de km?
e ocupa aproximadamente metade de toda América do Sul. Em decorréncia de suas dimensdes
territoriais, pode-se observar diversas zonas climaticas pelo pais, desde o semiarido nordestino
até o subtropical sulista. Essa grande variedade de climas, portanto, leva ao surgimento de
diferentes biomas e a grande variacdo ecologica. Em decorréncia disso, a vasta variedade de
biomas brasileiros traduz a riqueza da flora do pais: o Brasil abriga a maior biodiversidade do
planeta, cerca de 20% do numero total de espécies existentes em todo o planeta (Brasil, 2023).

Esse patrimbnio genético da biodiversidade brasileira é acompanhado de um
inestimavel valor econ6mico-estratégico para diversos campos, destacando-se as
potencialidades farmacoldgicas das substancias que podem ser derivadas dessa diversidade da
flora. Na area do tratamento ao cancer, cerca de 53% das terapias usuais utilizam farmacos
derivados direta ou indiretamente de produtos naturais (Newman e Cragg, 2020). A tabela 1
explicita alguns exemplos de medicamentos extraidos direta ou indiretamente de produtos

naturais, os quais embasam a afirmacéo supracitada.



16

Tabela 1 — Medicamentos desenvolvidos a partir de produtos naturais

Farmaco Uso terapéutico Fonte
Acido acetilsalicilico Anti-inflamatério Salix alba L.
Vimblastina Antineoplasico Catharanthus roseus
Acheflan® Analgésico Cordia curassavica
Pilocarpina Glaucoma Pilocarpus jaborandi
Imunomax Analgésico Uncaria tomentosa
Digoxina Insuficiéncia cardiaca Digitalis lanata

Fonte: Calixto (2003).

Estima-se que 40% dos medicamentos atuais foram desenvolvidos a partir de fontes
naturais, sendo 25% extraidos de plantas da biodiversidade mundial. Em decorréncia disso, as
maiores farmacéuticas da atualidade possuem laboratorios de pesquisa na area de produtos
naturais, em vistas do vasto potencial bioquimico das moléculas naturais e de sua baixa
toxicidade aos organismos humanos (Brasil, 2016). Exemplo de novas alternativas para terapia
sd0 0s compostos naturais puros denominados de Chalconas, varias moléculas derivadas da

mesma foram aprovadas para uso clinico e pesquisas em humanos (Nakao, 2021).
2.4. Chalconas

As chalconas sdo compostos da familia dos flavonoides, caracterizando-se como uma
classe distinta de moléculas com estrutura de cadeia aberta e que servem como precursoras para
outros flavonoides e isoflavonoides essenciais para as plantas (Sahu et al., 2012). Estas
substancias possuem um esqueleto molecular composto pela ligacdo de dois segmentos de anéis
aromaticos através de uma ponte de trés atomos de carbono, contendo um grupo cetona e uma
insaturacdo a,p (Arruda et al., 2016; Custodio et al., 2017). A estrutura basica das chalconas
pode existir em duas isoformas diferentes, chamadas isbmeros Z e E, sendo este Ultimo
termicamente mais estavel (Figura 3). O isdmero Z é menos estavel devido aos efeitos estéricos

entre o grupo carbonila e o anel B (AksOz et al., 2011; Lemes et al., 2018).

Figura 3 — Estrutura basica das chalconas: isomeros Z e E
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Fonte: Silva (2021), adaptado de Gomes et al. (2017).
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As chalconas podem ser sintetizadas por varios métodos diferentes, incluindo a
condensacéo de Claisen-Schmidt, a reagdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura, a metodologia
de Rueping e colaboradores, ou a sintese de Mahapatra. O método mais tradicional é a reacdo
de condensacdo de Claisen-Schmidt, que € catalisada por bases ou acidos fortes e envolve a
adicdo de quantidades equimolares de benzaldeido e acetofenona. Na catélise bésica, que é o
método mais comum para a sintese de chalconas, ocorre a perda de um préton no carbono alfa
de derivados de acetofenonas, resultando na formacdo de um anion enolato estabilizado por
ressonancia. Em seguida, este anion enolato ataca nucleofilicamente derivados de benzaldeido,
formando um anion alcéxido. O ion alcoxido entdo remove um hidrogénio da dgua, produzindo

um aldol. Na etapa final, ocorre a desidratagéo do aldol (Figura 4) (Silva, 2021).

Figura 4 — Mecanismo de formacéo de derivados de chalconas em meio basico
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Fonte: Silva, 2021.

As chalconas sdo moléculas que antecedem a biossintese de flavonoides e
isoflavonoides, atuando como metabdlitos naturais em pigmentos vegetais (Ouyang, 2021).
Essas substancias foram sintetizadas pela primeira vez em laboratorio no final do seculo XIX

e, desde entdo, varias pesquisas tém destacado suas diversas propriedades medicinais (Aksoz,
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2011). Entre essas propriedades das chalconas estdo a atividade citotoxica e anticancer da
buteina extraida das cascas de Rhus verniciflua (Jayasooriya et al., 2018); anti-inflamatéria da
licochalcona A, extraida da Glycyrrhiza inflata (Mahapatra et al., 2015); efeito cardioprotetor
da cardamonina (Diaz-Tielas et al., 2016; Ku et al., 2015; You et al., 2018); anti-angiogénica
do xanthohumol (Nuti, 2017) e antioxidante da aspalatina (Johnson et al., 2018).

De acordo com Karthikeyan et al. (2014), os mecanismos de agédo das chalconas estéo
centrados em sua atividade citotoxica, que inclui o bloqueio da angiogénese, a interrupcao do
ciclo celular, a inibicdo da formacéo de tubulina e a inducdo de morte celular programada. Em
pesquisa realizada por Sheikh et al.(2023), derivados de chalconas heterociclicas exerceram
potencial anticancer sobre linhagens de MCF-7, células de cancer de mama dependentes de
estrogénio, A549, células de cancer de pulméo, HepG2, células de carcinoma hepatocelular e
HCT-116, células de cancer colorretal. Um dos mecanismos antiproliferativos exercidos pelos

derivados testados concentrou-se sobre o blogueio da polimerizagao das tubulinas.

2.5. Bis-chalconas

Bis-chalconas sdo moléculas naturais ou sintéticas, simétricas ou assimétricas, que
possuem uma regido dienona associada a dois anéis aromaticos e, por isso, possuem alta
capacidade de absorver energia visivel (Doroteio, 2016). Além das propriedades espectrais, as
bis-chalconas possuem diversas outras caracteristicas de interesse farmacéutico e medicinal, a
exemplo, a curcumina, representante da classe quimica que exibe atividades anti-inflamatorias,
antioxidantes, reguladoras do sistema imunoldgico, entre outras (Xu et al., 2018).

Essas moléculas podem ser obtidas através da condensacdo de Claisen-Schmidt,
permitindo uma ampla gama de estruturas ao modificar o aldeido e a cetona empregados. A
Figura 5 demonstra esquematicamente as reacdes que acontecem no processo de sintese das

bis-chalconas utilizando benzaldeido e acetona (Silva, 2021).
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Figura 5 — Mecanismo de sintese de bis-chalconas a partir do benzaldeido e acetona
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Fonte: Silva (2021).

No que concerne as suas propriedades biologicas, Abou-Zied e colaboradores (2019)
pesquisou o perfil antiproliferativo e citotoxico de uma vasta gama de compostos da classe das
bis-chalconas, observando inibicéo de crescimento das células cancerosas, em comparagdo ao
controle positivo, as custas de elevacdo na proteina pro-apoptotica BAX da familia das
proteinas BCL-2 e nas caspases 3 e 8.

Além disso, muitas outras propriedades farmacol6gicas foram relatadas em outros
estudos como caracteristicas biol6gicas das bis-chalconas, como atividade bactericida e
fungicida (Kumas et al., 2014), anticancer e¢ no tratamento do diabetes pela inibi¢do da a-
amilase (Bale et al., 2018).

As bis-chalconas, portanto, possuem diversas atividades biologicas observadas em
pesquisas. Por isso, torna-se relevante o estudo de novas substancias inéditas pertencentes a
classe, como a L05 e a L08, para a descoberta de novas moléculas potenciais anticancer e seus

mecanismos moleculares antiproliferativos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

e Avaliar a atividade antiproliferativa das bis-chalconas sintéticas L05 e LO8 em células

de linhagens tumorais e ndo tumorais.

3.2. Objetivos especificos:

e Avaliar o potencial citotoxico das bis-chalconas L05 e LO8 em diferentes linhagens de
células tumorais e ndo tumorais;

e Avaliar a tempo-dependéncia das bis-chalconas LO5 e LO8 frente as células HCT-116;

e Investigar em pulso de tempo-concentragdo o perfil das bis-chalconas em células HCT-
116;

e Determinar a viabilidade celular através do teste de exclusao do azul Tripan das bis-
chalconas LO5 e L08 na linhagem HCT-116;

e Identificar o possivel mecanismo de acdo antiproliferativo por meio de analise
morfoldgica em linhagem de células de cancer colorretal de origem humana (HCT-116)

tratadas com bis-chalconas LO5 e LOS.
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4. METODOLOGIA
4.1. Obtenc¢ao das amostras

As bis-chalconas sintéticas (L0O5 e L08) foram sintetizadas por Condensacdo aldolica
catalisada por NaOH na Universidade Federal de Goias (UFG) em colaboracdo com a Profa.
Dra. Caridad Noda Peres e a pds-graduanda Mirian Rita Carrilho de Castro e gentilmente
cedidas para a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade in vitro.

Figura 6 — Informacdes quimicas das bis-chalconas L05 e L08
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Fonte: Prépria autoria (2024).

4.2. Cultura das células utilizadas

As células utilizadas neste experimento estdo dispostas na Tabela 2, de acordo com a

linhagem, tipo histolégico e concentracdo de plaqueamento para avaliacdo da citotoxicidade.

Tabela 2 — Linhagens celulares utilizadas no experimento

Linhagem celular Tipo histolégico Concentragédo de plaqueamento

HCT-116 Carcinoma colorretal humano 6x10* céls/mL

Carcinoma de pulméo néo .
NCI-H460 . 1x10% céls/mL
pequenas células humanas

Mel-501 Melanoma humano 5x10% céls/mL
B16-F10 Melanoma murino 5x10% céls/mL
Adenocarcinoma de mama
MDA-MB231 8x10% céls/mL
humano
Leucemia promielocitica aguda
HL-60 3x10° céls/mL
humano
KGla Leucemia mieloide aguda humano 3x10° céls/mL
Leucemia mieloide croénica
K562 3x10° céls/mL
humano

Linhagem néo-cancerosa de ’
MCF10-A ) 1x10° céls/mL
células de mama humano

Fonte: Propria autoria (2024).
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As células foram mantidas em crescimento exponencial sob condi¢es apropriadas, com
meio de cultura suplementado com soro fetal bovino e 100U/mL de penicilina + 100 pg/mL
estreptomicina em estufa a 37°C, com atmosfera de 5% de CO>, seguindo orienta¢des dos

fornecedores das linhagens.

4.3. Avaliacao da citotoxicidade in vitro

4.3.1 Teste do MTT

Principio do método

O método consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-
dimetil-2-tiazol) - 2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT), de cor amarela, para o formazan,
composto de cor purpura. Essa conversdo do MTT em formazan s6 ocorre em células viaveis e
metabolicamente ativas, através dos metabolitos priméarios envolvidos do ciclo de Krebs,
NADH2, NADPH e Succinato, que sdo os principais envolvidos nesta reacdo, em que a
atividade metabdlica da célula é dependente do numero de células, e, estd diretamente

relacionada com a quantidade de MTT metabolizada (Mosmann, 1983).

Procedimento experimental

As células em suspensdo foram dispostas em placas de 96 pocos (KASVI K12-096), em
densidade celular mencionada na Tabela 2 acima, pré-determinada a partir de caracteristicas
intrinsecas a linhagem, como tempo de duplicacdo. Apds 24 horas de incubagdo em estufa a
37°C e 5% de COg, deu-se inicio ao processo de tratamento das placas com as amostras
pesquisadas (bis-chalconas L05 e L08), sendo adicionado 100 uL de LO5 e LO8 em cada poco
de trés colunas da placa (triplicata) para cada concentracdo, iniciando com 100 pM e
decrescendo com padréo de diluicdo seriada de razdo 2. Em relagdo ao controle positivo, foi
utilizado o antineoplasico Doxorrubicina (DOX), em concentragfes seriadas decrescente
iniciando em 8,6 uM. Além disso, também utilizamos 3 pocos para controle negativo,
adicionando 100 pL apenas do meio de cultura para igualar o volume em cada poco.

Ap0s o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi retirado, adicionado 150 pL de solucéo
de MTT (5 mg/mL), diluido em meio DMEM. Novamente as placas foram incubadas por mais

3h para completar o periodo total de experimento (24, 48 e 72h). Por fim, o sobrenadante foi
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mais uma vez retirado e o formazan precipitado ressuspendido em 150 pL por pogo de
Dimetilsulfoxido (DMSO). A leitura das placas foi realizada em espectrofotémetro (Elisa

Spectramax 190) em comprimento de onda de 595 nm.

4.3.2 Teste em pulso de tempo-concentragdo

Principio do método

O principio do método consiste em investigar o perfil tempo-dependéncia e a exposi¢do
minima necessaria para a acao de um determinado composto (Almeida et al., 2019).

Procedimento experimental

A linhagem utilizada foi disposta em placas de 96 pocos (KASVI K12-096), seguindo
mesma concentracdo de plagueamento explicitada acima na Tabela 2. Apd6s 24 horas de
incubacéo em estufa a 37°C e 5% de COo, foi adicionado 100 pL de LO8 em cada pogo de trés
colunas consecutivas da placa (triplicada) para cada concentragéo, iniciando com 100 pM,
decrescendo com padréo de diluicdo seriada de razdo 2. Delimitou-se os tempos de 24 e 30h de
tratamento. Apds cada tempo pré-determinado, o tratamento foi retirado e os po¢os lavados
duas vezes com PBS e, em seguida, foram adicionados 200 pL de meio suplementado em cada
pOCO.

Apobs completar 69h do inicio do tratamento, o sobrenadante foi retirado e adicionado
150 pL de solucdo MTT (5 mg/mL), diluido em meio DMEM. Novamente as placas foram
incubadas por mais 3h para completar o periodo total de experimento (72h). Depois disso, 0
formazan precipitado foi ressuspendido em 150 uL de DMSO para cada pogo. A leitura das
placas foi realizada em espectrofotdometro (Elisa Spectramax 190) em comprimento de onda de
595 nm.
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4.3.3 Teste MTT com SDS

Principio do método

No protocolo original do ensaio MTT, concebido e elaborado por Mossman (1983),
emprega-se isopropanol acidificado para dissolver os cristais de formazan no meio de cultura.
Apesar da ampla adocdo do MTT em diversas pesquisas, 0 método ainda enfrenta algumas
limitacdes técnicas. Desafios como a dissolugéo parcial dos cristais de formazan, a instabilidade
da solucdo resultante e a formacdo de precipitados proteicos no meio de cultura podem
comprometer a sensibilidade e precisdao dos bioensaios. Investigacdo prévia tem explorado
diversas adaptacOes nos ensaios de MTT, incorporando solventes variados, tais como
dimetilsulfoxido (DMSO), dimetilformamida (DMF) e dodecil sulfato de sddio (SDS), como
estratégias para contornar essas limitacdes. O SDS néo requer remoc¢do do meio de cultura,
porém necessita de um tempo médio maior para dissolucdo eficiente do formazan (Nga et al.,
2020).

Procedimento experimental

As células em suspensdo foram dispostas em placas de 96 pogos (KASVI K12-096), a
linhagem foi plaqueada de acordo com concentracdo pré-determinada. Apds 24 horas de
incubacdo em estufa a 37°C com 5% CO», deu-se inicio ao processo de tratamento das placas
com a amostra pesquisada (bis-chalcona L08), sendo adicionado 100 pL de L08 em cada poco
de trés colunas consecutivas da placa (triplicada) para cada concentracao, iniciando com 25 uM
e decrescendo com padrdo de diluicdo seriada de razéo 2. Como controle positivo, foi utilizada
a DOX em concentracdo seriada decrescente iniciada em 8,6 M. Apos o periodo de incubacéo,
foi adicionado 20 pL de solucdo de MTT (5 mg/mL) em cada pogo da placa. A placa foi
incubada novamente por mais 4h, para completar o periodo total do experimento (72h). Ap6s
esse periodo, foram adicionados 70 pL de SDS (dodecil sulfato de so6dio) em cada poco e
retornada a placa para incubacdo por mais 12h (overnight). A leitura das placas foi realizada

em espectrofotbmetro (Elisa Spectramax 190) em comprimento de onda de 595 nm.
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4.3.4 Andlise de dados dos experimentos com MTT

Os dados foram analisados por meio da utilizagdo do programa GraphPad Prism versao
8.0. A concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo (Clso) com 0s
respectivos intervalos de confianga (IC 95%) foi obtida por regresséo ndo linear.

O indice de seletividade (1S) foi calculado a partir da razdo entre o valor de Clso para
linhagens ndo tumorais e para linhagens tumorais (IS= Clso de células ndo tumorais/Clso de
células tumorais) (Abd Razak et al., 2019).

4.4. Avaliacio da viabilidade celular por Exclusido de Azul de Tripan

Principio do método

O azul de Tripan é um corante de carga negativa capaz de adentrar exclusivamente
membranas danificadas, sendo absorvido apenas por células mortas. Por isso, as células mortas
sdo observadas com coloracdo azul apés aplicacdo do método e células viaveis continuam

intactas e de aparéncia limpida (Adan; Kiraz; Baran, 2016).

Procedimento experimental

As células da linhagem utilizada foram dispostas em placas de 24 pocos em
concentracio de 1x10° células/mL, pré-determinada em literatura. Apds 24 horas de incubag&o
em estufa a 37°C e 5% de CO», os pogos foram tratados com a bis-chalcona LO8 em
concentragOes definidas pelos valores de Clso do ensaio de MTT, sendo as seguintes
concentracdes as utilizadas neste experimento: 2, 4, 8 e 16 uM. O tempo total de tratamento foi
de 24 e 48h. A DOX também foi utilizada como controle positivo na concentragdo de 5 uM e
apenas 0 meio de cultura como controle negativo. Apos o periodo total do experimento, as
células foram transferidas para tubos eppendorf, levados a centrifuga por 5 minutos a 1500 rpm
e o pellet de células formado foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Foram retirados 90 pL de
suspensdo de células de cada concentracdo, adicionados 10 puL de Azul de Tripan 0,4% e as

celulas viveis e ndo viaveis contadas em Camara de Neubauer por meio de microscopia optica.
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Analise de dados

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 teste de Tukey para comparagdo com o controle negativo, com nivel de
significancia de 5% (p<0,05).

4.5. Avaliacao das alteracoes morfologicas por coloracio com panético rapido

Principio do método

A coloracdo com kit pandtico rapido (Laborclin®) permite a visualizacdo das
caracteristicas morfoldgicas das células por meio da coloracdo diferenciada da membrana
celular, do citoplasma e do nucleo, sendo possivel observar, por exemplo, alteraces
morfolégicas que caracterizam diferentes processos de morte celular (Gurr, 1971).

Procedimento experimental

As células da linhagem utilizada foram dispostas em placas de 24 pogos em
concentracio de 1x10° células/mL, pré-determinada em literatura. Apds 24 horas de incubag&o
em estufa a 37°C e 5% de CO2, os pocos foram tratados com a bis-chalcona LO8 em
concentragOes definidas pelos valores de Clso do ensaio de MTT com SDS, sendo as seguintes
concentracgdes as utilizadas neste experimento: 2, 4, 8 e 16 uM. O tempo total de tratamento foi
de 24 e 48h. A DOX também foi utilizada como controle positivo na concentracdo de 5 uM e
apenas o meio de cultura como controle negativo. Apods os periodos de incubacdo, as células
foram fixadas com solugéo de triarilmetano a 0,1%, coradas com solucdo a 0,1% de xantenos e
com solucéo de 0,1% de tiazinas (Laborclin®) para coloragéo de ndcleo e citoplasma. Os pocos
foram lavados para remocao do excesso de corante e, em seguida, as células foram visualizadas
em microscopio optico e fotografadas no aumento de 200x (Olympus, Tokyo, Japan), com a
finalidade de observar as caracteristicas morfoldgicas das células em cada concentracdo de

amostra, comparando com 0s controles positivo e negativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacao do efeito citotoxico pelo método do MTT

A avaliacdo da citotoxicidade das amostras testadas foi realizada por meio do método
MTT de 72h em diferentes linhagens celulares, conforme explicitou a Tabela 2. Os valores

encontrados de Clso para cada linhagem encontram-se dispostos na Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 - Efeito antiproliferativo de bis-chalconas sintéticas (L05 e L08) em linhagens
tumorais e ndo tumorais avaliado pelo ensaio do MTT, ap6s 72 h

Clso (UM)
Intervalo de confianca 95%

HCT-116 (116234 aoan 006027
NCI-H460 (71?82_577' 2 (20,275_592,7) (0,2%?837)
Mel-501 G i 015018
S B16-F10 (46,867(?,1300,0) (12,}:.’;;7,7) (1,1131'?;61)
MDA-MB231 >100 (11,0-23,3) (1,24-1,72)
HL-60 >100 (52,(7)?1'30,0) (0,38 f%,53)
HG1la >100 >100 (0,58’330,95)
K562 >100 >100 (1,822 ’5)63,73)
Né&o-tumoral MCF10-A >100 (39,417_'527,5) (0,001’.202, 65)

Os valores de Clsp 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 confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata, sendo mostrados entre parénteses.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Fonte: Propria autoria (2024).

Conforme é possivel observar na tabela acima, as bis-chalconas L05 e L08 apresentaram
efeito citotoxico em diversas linhagens utilizadas. A L05 apresentou efeito antiproliferativo em
quatro linhagens cancerosas, sendo suas maiores atividades em HCT-116 e Mel-501, com Clsg
de 16,8 uM e 10,7 uM, respectivamente. No que se refere a L08, pode-se observar melhor efeito
frente as linhagens celulares testadas, uma vez que foi ativa em um maior namero de linhagens,
bem como seus valores de Clso obtidos foram menores. Mais uma vez, essa segunda amostra

foi mais ativa nas linhagens HCT-116 e Mel-501, com valores de Clso de 2,5 UM e 4,7 UM,
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respectivamente. As linhagens leucémicas (HL-60, KGla e K562) ndo apresentaram redugéo
de sua proliferacdo com as concentragdes das amostras utilizadas, isso porque os valores de
Clso obtidos foram maiores que 100 uM. Apenas a L0O8 apresentou uma maior atividade em
HL-60, com valor de Clso de 73,9 uM, porém, o limite superior do intervalo de resultados ficou
maior que 100,0 uM, demonstrando uma baixa atividade das bis-chalconas frente as linhagens
leucémicas testadas.

Sobre os resultados do experimento em linhagem ndo-tumoral, a amostra L05 ndo
apresentou citotoxidade, uma vez que o valor de Clso encontrado foi maior que 100 pM. A LO08,
porém, apresentou maior atividade antiproliferativa frente a essa linhagem de células n&o-
tumorais de mama, obtendo Clsg de 47,2 puM.

A partir desses resultados de citotoxidade em uma vasta gama de linhagens celulares, é
possivel observar um predominio antiproliferativo para a bis-chalcona L08, em razdo de sua
atividade em mais linhagens e com valores menores de Clso. Ademais, observa-se que tal bis-
chalcona mais ativa gerou um maior efeito citotoxico na linhagem HCT-116 (células de
carcinoma colorretal humano), com o menor resultado de Clso dentre todos os tipos celulares
utilizados no experimento.

Em face a esses resultados encontrados no MTT de 72h, optou-se por dar continuidade
a pesquisa utilizando-se a bis-chalcona inédita L08, em funcédo de seu maior potencial citotoxico
e antiproliferativo, bem como definiu-se expandir os testes para as células de carcinoma
colorretal humano (HCT-116), imbuidos pelos menores resultados de Clso apresentados na
Tabela 3. Foi possivel, ainda, com esses dados, calcular o indice de seletividade em 72h da
amostra a linhagem tumoral escolhida frente a linhagem nao-tumoral MCF10-A e comparéa-lo
com a seletividade do controle positivo, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — indice de seletividade da bis-chalcona L08 frente & linhagem de células tumorais
HCT-116 e ndo-tumorais MCF10A, no tempo de 72h
Indice de Seletividade (IS)

MCF10A/HCT-116

Tempo Doxorrubicina

72h 15
Fonte: Propria autoria (2024).

Ao observar o indice de seletividade da LO8 em comparacdo ao antineoplasico ja
utilizado no tratamento da oncologia, observa-se resultados preliminares com a bis-chalcona

sendo cerca de 12 vezes mais seletivo do que a DOX para as linhagens utilizadas no célculo.
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O seguimento dos testes baseou-se no mesmo ensaio, porém para tempos de tratamento
diferentes, 24 e 48h. Os resultados de Clso utilizando a LO8 e a linhagem tumoral HCT-116,
para tempos de 24, 48 e 72h de tratamento, estdo dispostos na Tabela 5. O intuito da repeticao
do teste em diferentes tempos de tratamento foi observar a influéncia do tempo para o efeito
citotoxico das amostras e, por conseguinte, definir o tempo a ser trabalhado nas proximas etapas

da pesquisa.

Tabela 5 - Efeito antiproliferativo de bis-chalcona sintética (L08) em linhagem de células
tumorais HCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT, apds 24, 48 e 72 horas

Clso (UM)
Intervalo de confianca 95%

HCT-116

Tempo
24h (12,1:3’177,6) > 862
48h (1,%13,1) (0,301,?01,82)
72h (1,312,1) (0,0%—1327)

Os valores de Clsp 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 confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata, sendo mostrados entre parénteses.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Fonte: Prépria autoria (2024).

No que concerne aos valores de Clso nos diferentes tempos, explicita-se que efeito
antiproliferativo causado pela L08 parece apresentar seu platd de efeitos quando completadas
pelo menos 48h de tratamento, visto que o valor encontrado nesse tempo de tratamento € cerca
de 8 vezes menor do que a Clsg para o tempo de 24h. Apo6s isso, 0 tratamento aparenta ndo
manifestar um perfil tempo-dependéncia consideravel, ja que os intervalos obtidos nos testes
com tempo de tratamento de 48 e 72h exibem interseccionalidade. Em razdo a isso, 0s testes

subsequentes utilizaram o tempo méaximo de 48h de tratamento com a amostra.

5.2. Teste em pulso de tempo-concentragio

Nesse experimento foi realizado um protocolo de exposicdo intermitente de células de
carcinoma colorretal humano (HCT-116) a bis-chalcona L08 em concentracdes partindo de 100
MM, seguido de incubagdo em meio sem amostra por um tempo total de 72h. Debrugando-se,
portanto, sobre os resultados do teste, o tratamento com a substancia promoveu citotoxidade
dependente do tempo, sendo um tratamento de pulso de 24h suficiente para reduzir
drasticamente a viabilidade celular e atingir efeitos fenotipicos semelhantes ao tempo de
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tratamento de 48h. Assim, observa-se que a bis-chalcona possui efeito citotéxico sobre a

linhagem, mesmo com um tempo menor de tratamento. A Doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo.

Figura 7 — Ensaio de pulso de tempo com a linhagem de células tumorais HCT-116. O gréfico
de barras indica a duracdo do tratamento com a bis-chalcona L08 (barra azul) e o tempo de
incubacdo em meio sem a substancia (barra laranja)

1C50 (nM)
Intervalo de confian¢a - 95%

: 12,3-17,6
24 I

Tempo tratamento (h)
~J]
3]

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72
Tempo total do experimento (h)

B Tratamento com LO8 B Sem tratamento com L.O8

Fonte: Propria autoria (2024).

Apesar dos dados acima expostos, constatou-se a partir da microscopia éptica das placas
utilizadas nesse experimento, um arredondamento da morfologia celular, originalmente as
células HCT-116 sdo caracterizadas pela sua morfologia poligonal, com citoplasma visivel,
nacleo bem definido e com muitos nucléolos, secundaria a exposicao a substancia, quando em
comparacdo ao controle negativo, porém com aparente manutencéo da integridade e membrana
celulares (Figura 8), o que poderia significar possivel perda dos mecanismos de adesdo das
células. Além desse fato, em funcdo da discrepancia entre os valores de Clso obtidos pelo teste
do MTT de 24h e o pulso no mesmo tempo de exposi¢cdo, optou-se por realizar mais uma rota
experimental, por meio do teste de MTT com SDS, para avaliagdo da citotoxicidade e
confirmacdo da concentracdo inibitoria média, retirando-se o viés procedimental da etapa de
retirada do meio dos po¢os, o que poderia estar ocasionando a aspiracao de células viaveis ndo-

aderidas, falseando, assim, os valores de Clsg encontrados e dificultando a compatibilidade dos
resultados.
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Figura 8 — Avaliacdo dos efeitos fenotipicos por visualizacdo microscépica direta das células

tumorais HCT-116 ap0s 24h exposic¢do a bis-chalcona L08

CONTROLE NEGATIVO —24h L08 (1,56 pM) — 24h

Legenda: Na Figura A é possivel observar a morfologia tipica de células aderidas de HCT-116, em seu formato
fusiforme. Na Figura B ja é possivel observar uma rarefacdo da densidade de células e alteragdo objetiva da
morfologia, células mais arredondadas, sem perda aparente da integridade da membrana celular. Fonte: Prépria
autoria (2024).

5.3. Avaliacao do efeito citotoxico pelo método do MTT com SDS

Com a finalidade de confirmar a concentracao inibitéria média da bis-chalcona L08 em
linhagem tumoral HCT-116 foi realizado o teste do MTT com SDS com tempo total de
tratamento de 72h e mais 12h “overnight”, utilizando-se a Doxorrubicina como controle

positivo. Os resultados encontrados estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 — Efeito antiproliferativo de bis-chalcona sintética (L08) em linhagem de células
tumorais HCT-116, avaliado pelo ensaio do MTT com SDS, ap6s 72 horas de incubacdo e mais
12 horas “overnight”

Clso (UM)
Intervalo de confianca 95%

— HCT-116
i L08
4,6 0,20
v (4,1-5,3) (0,14-0,28)

Os valores de Clsg estdo apresentados em pM e foram calculados a partir de regressdo néo linear utilizando o
programa GraphPad Prism Software versdo 8.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata, sendo mostrados entre parénteses.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Fonte: Prépria autoria (2024).

Desse modo, houve uma sutil alteracdo nos valores de Clso da amostra em 72h de
tratamento quando compara-se 0s intervalos obtidos a partir dos dois diferentes métodos de
avaliacdo de citotoxicidade, sendo 2,5 uM (1,9-3,1) parao MTT e 4,6 uM (4,1-5,3) parao MTT
com SDS. Em face a isso, levando em conta o que foi observado a microscopia direta e a
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possivel interferéncia do processo manual do primeiro experimento, assumiu-se o Ultimo valor

de Clso para 0s proximos passos da pesquisa.

5.4. Quantificacdo da viabilidade celular utilizando o ensaio de exclusdo por azul de

Tripan

O ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de Tripan foi utilizado para
quantificar individualmente as células viaveis e nao viaveis, apos tempo de tratamento de 24 e
48h com a bis-chalcona L08. As concentragdes de 2 uM, 4 uM, 8 uM e 16 pM foram utilizadas
no ensaio baseadas pelo valor de Clso obtidos pelo teste do MTT com SDS ap6s 72h de
incubacdo em linhagem HCT-116. A DOX foi utilizada na concentracdo de 0,5 uM como

controle positivo. O controle negativo recebeu apenas o veiculo da amostra (DMSO).

Figura 9 — Efeito da bis-chalcona LO8 na viabilidade da linhagem tumoral HCT-116

determinado pelo ensaio de exclusdo de azul de Tripan apds 24 horas de tratamento
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(A) Curva do percentual de viabilidade celular de células HCT-116 considerando a média da densidade celular do
controle negativo como 100%. (B) Os dados correspondem & 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 recebeu o veiculo utilizado para diluicdo do composto (DMSO). Fonte: Prépria autoria (2024).
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Figura 10 — Efeito da bis-chalcona L0O8 na viabilidade da linhagem tumoral HCT-116
determinado pelo ensaio de exclusdo de azul de Tripan apds 48 horas de tratamento
(A) 100

-
wn

h
=

N
wm

[L0S] (MICROMOLAR)

VIABILIDADE CELULAR (%)

0 2 4 8 16 [L OS] (uMD)
100 59 18 10 5 -=—Porcentagem
(B) 1004
804 [ ] Viaveis
* Hl nvidveis

o
=
I

(x 104

Niimero de células
F
=
1

[~
=
I

* *
&

N [ (1 i

c- 03 L2 4 8 16, (1M

Doxorrubicina Bischalcona LO8

(A) Curva do percentual de viabilidade celular de células HCT-116 considerando a média da densidade celular do
controle negativo como 100%. (B) 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 pds teste de Tukey. O controle
negativo recebeu o veiculo utilizado para diluicdo do composto (DMSO). Fonte: Propria autoria (2024).

Por meio desse experimento, entdo, foi possivel observar que a L08 foi capaz de reduzir
de forma significativa, estatisticamente, o numero de células viaveis desde a menor
concentracdo utilizada para ambos os tempos de tratamento (*p<0,05), ndo interferindo de
forma consideravel no nimero de células ndo viaveis, exceto, unicamente, na concentracdo de

16 UM em 48h, cerca de 4 vezes a Clso.

5.5. Avaliacao das alteracoes morfologicas por coloragdo com pandtico rapido

Com o intuito de analisar os mecanismos de morte celular envolvidos no efeito
citotoxico da bis-chalcona L08, o teste de observacdo morfoldgica das células tumorais da
linhagem HCT-116, ap0s tempo de exposi¢do de 24h e 48h & amostra, foi realizado por meio
do kit pandtico rapido, utilizando microscopia optica (Figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo de possiveis alteracdes na morfologia celular em células HCT-116 ap6s

24h e 48h de tratamento com bis-chalcona L08, por meio do panético rapido

24 horas ) 48 horas (Continua)
22,

DOX (0,5 pM) Controle negativo

L08 (2 pM)



35

24 horas 48 horas (Concluséo)

L08 (8 uM) - L08 (4 pM)

L08 (16 pM)

Legenda: quadro verde: prolongamento da membrana plasmatica (“blebs”); quadro roxo: alteracéo de
membrana plasmatica; quadro preto: aumento dos vacuolos citoplasmaticos; quadro : figuras
mitéticas; quadro vermelho: condensacgdo da cromatina/fragmentacdo nuclear; quadro laranja: restos
celulares. Fonte: Propria autoria (2024).

Em relacdo ao experimento de 24h, observa-se o desde a menor concentracgao utilizada
(2 uM) o surgimento de alteragdes sugestivas de inicio de um processo de morte celular, como

prolongamento da membrana plasmatica (“blebs” ou corpos apoptéticos), aparecimento de

vacuolos no citoplasma, condensagdo da cromatina (picnose) e fragmentagdo nuclear, assim
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como surgimento de restos celulares. Ademais, é importante salientar sobre a diferenca na
frequéncia dessas alteracOes e instauragdo da morte celular com a elevagdo na concentragéo da
bis-chalcona, sendo grandezas diretamente proporcionais, como podemos observar
principalmente nos tratamentos de 8 UM e 16 UM, que ja apresenta maior rarefacdo celular e
presenca de restos secundarios ao processo de morte consumado. Por sua vez, apos as 48h de
tratamento com a amostra, ndo mostra significativa diferenca morfol6gica do processo de morte
iniciado ja ao tratamento de 24h, observando-se, também, corpos apoptdticos, mudanca na
membrana plasmatica, condensacédo e fragmentacdo nuclear. A diferenca visualizavel entre o0s
tempos de 24h e 48h é justamente a maior rarefacdo neste Ultimo, principalmente nas
concentracdes de L08 de 8 uM e 16 pM. As mudancgas na morfologia celular, presenca de
“blebs”, picnose e a objetiva visualizacdo de rarefacdo celular em progressdo com o aumento
da concentracdo de amostra, podem indicar a inducdo da morte celular por apoptose ou
autofagia.

As células tratadas com a DOX a 0,5 puM, utilizada como controle positivo do
experimento, apresentaram alteracOGes caracteristicas de inducdo de morte celular, como
formacéo dos prolongamentos da membrana plasmatica (corpos apoptoticos), aparecimento de
vaculolos citoplasmaticos e rarefacdo celular, mais uma vez, indicativos de morte celular
programada.

As bis-chalconas apresentaram efeitos antiproliferativos significativos, sobretudo a L08,
uma vez que os resultados dos experimentos, acima descritos, explicitam que as substancias
possuem efeito citotéxico tempo-dependente frente a HCT-116 e promove a morte celular por
apoptose e/ou autofagia. Esses resultados, portanto, coincidem com os referenciais na literatura
e serdo discutidos na se¢édo seguinte.
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6. DISCUSSAO

As bis-chalconas sdo precursoras dos flavonoides, abundantes em diversas plantas,
portanto, ocorrem naturalmente ou podem ser sintetizadas a partir de chalconas (Pereira et al.,
2023). Essas moléculas séo relativamente menos exploradas na literatura do que as chalconas,
contudo, existem estudos embrionarios que demonstram uma série de atividades bioldgicas
promissoras, como anti-inflamatoria (Mahapatra; Bharti; Asat, 2017), antioxidante (Bandgar et
al., 2010), anticancerigena (Mahapatra; Bharti; Asati, 2015) e antidiabética (Rocha et al., 2020).

Yang e colaboradores (2020), observaram efeitos citotoxicos de analogos de bis-
chalconas sintéticas frente a linhagem de células de cancer de pulméo (A549), apds 48h de
tratamento in vitro com as amostras pesquisadas. Nesse estudo, foram determinados valores de
Clso que variaram de 5.5 uM = 0.7 até 52.3 uM * 1.1 para as moléculas que apresentaram algum
efeito citotdxico. Ainda segundo os autores, as bis-chalconas testadas afetavam diversas vias
moleculares das células, como o fator nuclear kappa B (NF- kB), fatores de crescimento
endotelial vascular e a via PI3/AKT, além de induzir apoptose, reduzir viabilidade e
proliferacdo das células (Liu et al., 2019; Qin et al., 2020; Song et al., 2020; Chen et al., 2020).

Li e colaboradores (2023) sintetizaram oito conjugados de bis-chalconas com ligante de
lisina por reacdo de alquilagio e pesquisaram a atividade antiproliferativa dessas substancias
contra linhagens de cancer de figado (MHCC-97H), colorretal (HCT-116) e cancer gastrico
(TMK1). Entre os resultados obtidos, as bis-chalconas sintetizadas apresentaram maiores
citotoxicidade as células de cancer gastrico, Clso de 22,29 uM para a linhagem TMKZ1, proximo
ao 5-Fluorouracil (5-FU), que foi utilizado como controle positivo e apresentou Clso de 15,7
UM, e Clsp de 22,14 pM para a linhagem AGS, configurando as bis-chalconas como
promissores agentes inibitdrios tumorais para algumas linhagens de cancer.

No presente estudo, as duas bis-chalconas sintéticas inéditas LO5 e L08 apresentaram
efeitos citotoxicos frente a diversas linhagens celulares, explicitadas na Tabela 3. A L05
apresentou efeitos mais promissores em linhagens de melanoma humano (Mel-501), com Clso
de 10,7 uM em 72h, e em células de carcinoma colorretal (HCT-116), com Clso de 16,8 uM
em 72h, sem efeitos toxicos sobre a célula ndo-tumoral utilizada. Em relacdo a L08, os
resultados citotdxicos foram mais robustos em 72h, visto que esta chalcona apresentou menores
valores de Clsg, com destaque também para maior toxicidade sobre as mesmas linhagens
celulares destacadas para a L05, sendo Clso de 4,7 UM para a Mel-501 e de 2,5 uM paraa HCT-
116.

Esses resultados encontrados na avaliagcdo da citotoxicidade em 72h corroboram os

resultados apresentados por Modzelewska (2006), no qual foi realizado uma série de testes com
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onze bis-chalconas sintéticas, os quais exibiram potencial inibitério sobre diversas linhagens
celulares, inclusive uma delas apresentando valor de Clso frente a linhagem HCT-116 de 2,8
UM em 72h, semelhante ao encontrado nesta pesquisa. Além disso, Anjos e colaboradores
(2021), pesquisaram a atividade antiproliferativa de sete chalconas sintéticas por meio do teste
do MTT em 72h utilizando linhagem de adenocarcinoma gastrico (AGP1), observando, mais
uma vez, atividade citotoxica em cinco substancias, com Clso variando de 2,08 uM a 4,99 pM.

A diferenca na atividade citotoxica das duas chalconas inéditas L05 e L08 pode estar
relacionada aos substituintes da posi¢do para- do anel aromatico. A presenca do substituindo
halogenado na LO5 pode elevar o efeito indutivo, ou seja, retirar densidade eletronica do anel
aromatico, tornando-o mais deficiente em elétrons, o que faz com que a energia livre de ativacao
para qual quer reacdo de substituicdo eletrofilica aromatica seja maior do que para 0 benzeno
e, consequentemente, os grupos halo séo desativadores (Solomons, 2023). Contudo, a atividade
das chalconas ndo depende apenas de sua estrutura; elas podem ter multiplos alvos e diferentes
mecanismos de acdo, variando conforme a especificidade do tumor (Anjos, 2021). Em funcéo
dessa diferenca de atividade entre as chalconas e considerando os melhores resultados obtidos
frente a linhagem HCT-116, os passos subsequentes foram realizados com a LO08 e as células
de céncer colorretal, mais sensivel & amostra.

E notério que as bis-chalconas possuem algum mecanismo citotoxico as células
tumorais testadas neste trabalho, levando em conta os resultados de Clsg obtidos no MTT com
e sem o0 SDS. No entanto, outro dado secundario a esses resultados que é importante ressaltar é
o indice de seletividade da L08 em relacdo a MCF-10A e a HCT-116, sendo cerca de 19 vezes
mais seletiva as células de cancer do que as ndo tumorais em 72h. Ademais, o controle positivo
utilizado, Doxorrubicina, é cerca de 12 vezes menos seletivo do que a bis-chalcona, tornando a
amostra promissora na especificidade da acdo antitumoral. Segundo Souza e colaboradores
(2021), o indice de seletividade de chalconas derivadas de eugenol frente a linhagens tumorais
(HepG2) e ndo tumorais (MRC-5) foi de cerca de 11. Outro estudo realizado por Jardim e
colaboradores (2014), demonstrou indices de seletividade de diversas chalconas variando de 3
até 79 para linhagem nédo tumoral (PBMC) em relacdo a tumoral HL-60. Apesar dos dados na
literatura ndo coincidirem totalmente com a metodologia utilizada por este estudo, observa-se
resultados promissores para moléculas semelhantes e pertencentes a mesma classe bioquimica.

Com o intuito de reconhecer possivel relacdo de tempo-dependéncia da utilizagdo da
bis-chalcona em HCT-116, é necessario analisar os dados obtidos em experimentos de 24, 48 e
72h de tratamento com a amostra. Os resultados de Clsoem 24 e 48h mostraram que a molécula

atua de maneira tempo-dependente, atingindo efeito maximo em 48h, sendo as Clsg de 14,7 uM
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e 1,9 uM nos tempos de 24 e 48h, respectivamente. A diferencga entre os valores foi de cerca de
7,5 vezes maior para o tempo de tratamento de 24h, mostrando, assim, tempo-dependéncia do
efeito para a linhagem. Em dissonancia, ndo houve diferenca significativa entre as Clso de 48h
(1,9 M) e 72h (2,5 uM), uma vez que os intervalos de confianca coincidem. De maneira
contraria, os resultados do ensaio de pulso-concentracdo ndo mostraram diferenca significativa
entre os valores de Clso para 24h e 30h. Esse fato pode ter embasamento na questao das etapas
do método, em funcdo de possivel viés experimental, em funcao da retirada de células com
adesdo reduzida, o que pode diminuir o valor encontrado de Clso e falsear os resultados.
Corroborando a tempo-dependéncia da acdo das chalconas, a literatura, por meio de Anjos e
colaboradores (2021), mostra reducdo importante de viabilidade celular de forma tempo-
dependente para todas as chalconas testadas na pesquisa, dentre elas, a substancia mais
citotoxica apresentou Clso de 7,64 UM em 24h, 3,86 uM em 48h e 2,08 UM em 72h para a
linhagem tumoral AGPO01 (adenocarcinoma gastrico). Outro estudo desenvolvido por Carvalho
(2021), avaliou o efeito citotdxico de uma chalcona e seu perfil tempo-dependente, encontrando
valores de Clso de 9,81, 5,67 e 3,56 UM em 24, 48 e 72h de incubacéo, respectivamente, para
linhagem celular HCT-116, exibindo, decerto, uma relacdo direta entre o tempo de exposicdo e
os efeitos, corroborando os resultados do MTT deste estudo.

O ensaio de exclusdo com Azul de Tripan ratificou os resultados encontrados nos testes
anteriores de citotoxicidade. O corante em questdo possui carga negativa e, por isso, consegue
adentrar apenas células com membrana celular rompida, ou seja, células ndo viaveis (Strober,
2015). Os resultados encontrados apontam que a bis-chalcona L08 age, primeiramente, de
maneira tempo-dependente, & medida que a viabilidade celular diminui, com significancia
estatistica, ao aumentar o tempo de tratamento. Observou-se que, em 24h de tratamento, as
viabilidades celulares na menor e na maior concentracdo de LO8 foi de 62% e 16%,
respectivamente, em relacdo ao controle negativo. J& em 48h de tratamento, as viabilidades
celulares na menor e na maior concentracdo de LO8 foi de 59% e 5%, respectivamente, em
relagdo ao controle negativo. Rego (2021) pesquisou 0s mecanismos envolvidos na citotoxidade
de uma substéancia da classe das chalcona, sintética e inédita, em células de cancer colorretal
(HCT-116), encontrando a mesma relacdo tempo-dependéncia de seus efeitos. Mousinho
(2010), estudou o potencial anticancer de um derivado de chalcona in vitro e in vivo e, por meio
do ensaio de excluséo do azul de Tripan, confirmaram uma diminuic¢do da viabilidade celular,
principalmente ap6s 24h de incubacdo, na maior concentracdo testada, mostrando o perfil

tempo-concentracdo-dependéncia da classe pesquisada. Os dados na literatura, portanto,
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indicam que os resultados encontrados no presente estudo sdo semelhantes aos vistos na mesma
classe de moléculas.

A morte celular programada constitui-se como um importante mecanismo de controle
da homeostasia e podem ser induzidos a partir de resposta a estimulos intra e extracelulares. Os
processos de morte podem ocorrer de diversas formas, com caracteristicas morfologicas
distintas, entre eles estdo a autofagia e a apoptose (Grivicich; Regner; Rocha, 2007). A apoptose
é desencadeada apds exposicdo da célula a determinados estimulos fisioldgicos, patogénicos ou
citotoxicos (Silva, 2022). Segundo Araujo e colaboradores (2019), a mutacdo no gene que
codifica a proteina p53 ocasiona incapacidade de regulacdo do ciclo celular, de correcdo dos
erros no DNA e gera proliferacdo incessante de clones malignos. Algumas mudangas
morfologicas sdo observadas microscopicamente em células que iniciaram o processo de
apoptose, como condensacdo e fragmentacdo do DNA, prolongamentos e alteracfes na
membrana plasmatica (formagao dos “blebs” e corpos apoptoticos) e reducao do volume celular
(Tognon; Nunes; Castro, 2013). A autofagia pode ser desencadeada pela falta de nutrientes,
hipdxia e danos ao DNA. Durante esse processo, contedos citoplasmaticos sdo envolvidos por
vesiculas chamadas fagoforos, que se originam da membrana do reticulo endoplasmatico ou da
membrana externa mitocondrial. Esses fag6foros se unem para formar estruturas de dupla
membrana chamadas autofagossomas. Quando os autofagossomas se combinam com 0s
lisossomos, formam autolisossomas, responsaveis por decompor e reciclar os contetdos
englobados (Costa, 2018).

A analise morfoldgica dos efeitos desencadeados pela bis-chalcona L08 em células de
cancer colorretal humano, via observacdo direta por microscopia éptica e utilizando-se a
coloracdo do Kit pandtico rapido, demonstra que a substancia em analise produz um efeito
citotoxico sobre a linhagem, uma vez que se pode observar alteragdes morfologicas desde a
menor concentracao (2 UM) no menor tempo de tratamento, intensificando-se com o aumento
da concentracdo e do tempo de incubagdo. No geral, é possivel notar caracteristicas inegaveis
de morte celular, como surgimento de “blebs”, alteragdes na membrana plasmatica,
condensacdo nuclear, surgimento de vacuolos citoplasméticos e rarefacdo celular importante
com o aumento das concentragdes de L08, conforme foi explicitado na Figura 11 por meio das
setas indicativas. Carvalho (2021), conseguiu identificar, através do mesmo teste de analise
morfologica do presente estudo, que a chalcona utilizada frente a HCT-116 também induzia
alterac6es morfologicas caracteristicas de apoptose, como fragmentagéo e condensacao nuclear,
surgimento de corpos apoptéticos e encolhimento celular, semelhante ao controle positivo.

Outros estudos tém mostrado que as diversas chalconas testadas na literatura, apresentam efeito



41

citotoxico potente, induzindo a morte celular por apoptose (Zhao et al., 2017; Mielcke et al.,
2017; Zhang et al., 2017). AlteracBes em algumas células, como presenga de grandes vacuolos
citoplasmaticos, principalmente em maiores concentracdes de tratamento, também podem
significar a instauracdo do processo autofagico de morte. Maués (2013), estudou quatro
flavonoides, sendo duas flavanas e duas chalconas, concluindo que as substancias promoveram
citotoxidade e induziram células de glioblastoma C6 murino a iniciarem apoptose e autofagia
em combinacdo. Apesar da analise morfologica realizada neste estudo ndo ser suficiente para
elucidar o processo exato de morte desencadeado pela bis-chalcona testada, algumas
caracteristicas analisadas acima e corroboradas pelos dados encontrados na literatura, indicam,
possivelmente, a instauracdo de algum mecanismo de morte programada, secundarios a agdo da
amostra.

Diante disso, a partir dos estudos iniciais e dos resultados encontrados neste trabalho,
pode-se inferir que a bis-chalcona L08 possui efeitos antiproliferativos importantes frente as
células de cancer, principalmente em relagdo a linhagem de carcinoma colorretal humano, com
indice de seletividade promissor quando comparado a célula ndo-tumoral testada nos
experimentos de citotoxicidade. Por fim, mais estudos devem ser realizados com a finalidade
de elucidar os mecanismos responsaveis pela instauracdo dos processos de morte celular
observados por meio da analise morfolégica, além de ratificar a tempo-dependéncia da amostra

em investigagéo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados explicitados neste estudo mostram efeito citotoxico das bis-chalconas
sintéticas e inéditas L05 e L08, com destaque de atividade para a segunda amostra, uma vez
que apresentou menores valores de concentracdo inibitéria média (Clso) frente a um maior
namero de linhagens tumorais. Além disso, verificou-se, por meio do ensaio de pulso e de
exclusdo com Azul de Tripan, que a substancia L08 age por meio de uma tempo-dependéncia
em HCT-116, diminuindo a viabilidade celular, com significancia estatistica, desde a menor
concentracdo testada. Ademais, por meio da analise morfoldgica, foi possivel observar que a
bis-chalcona L08 promove o inicio do processo de morte celular, sendo necessérios outros
experimentos in vitro e in vivo para elucidacdo do mecanismo exato do tipo de morte e
consequente acdo antiproliferativa da amostra em questdo na linhagem estudada e em outras

linhagens celulares.
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