UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE FARMACIA, ODONTOLOGIA E ENFERMAGEM
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

MYLENA COSTA DA SILVA DE CARVALHO

ESTUDO DO EFEITO CITOTOXICO DA CHALC6a NA LINHAGEM CELULAR
DE CARCINOMA COLORETAL HUMANO HCT-116

Fortaleza, Ceara
2021



MYLENA COSTA DA SILVA DE CARVALHO

ESTUDO DO EFEITO CITOTOXICO DE CHALC6a NA LINHAGEM CELULAR
DE CARCINOMA DE COLORETAL HUMANO HCT-116

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, da Faculdade de Farmécia,
Odontologia e Enfermagem da Universidade
Federal do Ceard, como requisito para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.

Orientador:

Prof. Dr. Francisco Washington Aradjo
Barros Nepomuceno

Coorientador:

Dr. Daniel Pascoalino Pinheiro

Fortaleza, Ceara
2021



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

C325e Carvalho, Mylena Costa da Silva de.
Estudo do efeito citotéxico de chalc6a em linhagem celular de carcinoma de coloretal humano HCT-116
/ Mylena Costa da Silva de Carvalho. — 2021.
81 f. : il. color.

Dissertacio (mestrado) — Universidade Federal do Ceara, Faculdade de Farmacia, Odontologia e
Enfermagem, Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias Farmacéuticas, Fortaleza, 2020.

Orientacdo: Prof. Dr. Francisco Washington Arauijo Barros Nepomuceno.

Coorientacdo: Prof. Dr. Daniel Pascoalino Pinheiro.

1. Neoplasia. 2. Apoptose. 3. Chalconas. I Titulo.
CDD 615




MYLENA COSTA DA SILVA DE CARVALHO

ESTUDO DO EFEITO CITOTOXICO DE CHALC6aEM LINHAGEM CELULAR
DE CARCINOMA DE COLORETAL HUMANO HCT-116

Aprovada em 08 de dezembro de 2020

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Francisco Washington Aradjo Barros Nepomuceno (Orientador)

Instituto de Ciéncias da Saude (UNILAB)

Dr. Daniel Pascoalino Pinheiro (Coorientador)

Departamento de Fisiologia e Farmacologia (UFC)

Prof. Dr. Paulo Nogueira Bandeira

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia (UVA)



DEDICATORIA

Dedico este trabalho primeiramente a Deus, por ser
essencial em minha vida, meu guia, socorro presente
em todas as horas, ao meu esposo Guilherme, ao
meu filho Théo, aos meus pais € aos meus irmaos.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar a Deus que me permitiu chegar com saude e determinacéo para
que meus objetivos fossem alcancados, durante todos os meus anos de estudos, passar na
selecdo do mestrado foi sem davidas algo muito gratificante, ainda me lembro como se
fosse ontem recebendo o resultado de aprovagédo, 0 meu esposo e eu gritamos tanto na rua
de felicidade, gratidao a Deus por todos os momentos.

Ao meu esposo Guilherme que tanto lutou junto comigo, foram anos dificeis,
saimos da nossa cidade para vivenciar experiéncias novas e desafiadoras porém vencemos
juntos e continuaremos vencendo 0s proximos com a graca de Deus.

Ao meu filho Théo que mesmo muito novo no inicio desse projeto (01 ano), me
ensinou a ser forte e a vencer por mim e por ele. Obrigada meu Filho, te amo.

Ao0s meus pais e irmaos, que me incentivaram nos momentos dificeis e
compreenderam a minha auséncia enquanto eu me dedicava a realizacdo deste trabalho.

Ao professor Dr. Washington, por ter sido meu orientador e ter desempenhado tal
funcé@o com dedicacéo.

Ao meu coorientador, Dr. Daniel Pascoalino, por todos os momentos de ajuda
durante os experimentos e discussdes sobre o trabalho que foram extremamente
importantes.

A todos que participaram, direta ou indiretamente do desenvolvimento deste
trabalho de pesquisa, enriquecendo o meu processo de aprendizado.

Aos meus colegas de curso e de laboratorio Vanessa e Joao Pedro, com quem
convivi intensamente durante os ultimos anos, pelo companheirismo e pela troca de
experiéncias que me permitiram crescer nao s6 como pessoa, mas também como Mestre.

A minha amiga/irma na fé, ndo poderia esquecer de agradecer a Josilan por todos
0s momentos de oracOes e por ter sempre ficado perto de mim em todos os momentos da
minha vida, sendo eles bons ou ruins.

A todos do NPDM, professor Odorico e professora Claudia pelo fornecimento de
dados e materiais que foram fundamentais para o desenvolvimento da pesquisa que
possibilitou a realizacdo deste trabalho.

A CAPES pelo apoio financeiro com a bolsa de estudo, essencial para que pudesse
continuar o periodo do mestrado.

Por fim continuo agradecendo a Deus, porque para mim ele € o inicio, meio e 0
fim de todas as coisas. Obrigada meu Deus, por me instruir no caminho do bem e ainda
te peco que me ajude a nunca me desviar dele.



EPIGRAFE

Nunca se esta errado fazendo a coisa certa.

Mark Twain



RESUMO

O tratamento antitumoral disponivel atualmente representa um grande avanco cientifico
na luta contra o cancer. Apesar disso, observam-se, ainda, muitos efeitos adversos
concomitantes ao efeito terapéutico e/ou uma elevada taxa de resisténcia ao tratamento
quimioterapico. Adicionalmente, as estatisticas ttm demonstrado que o cancer continua
sendo um grave problema de saude publica e que, portanto, merece atencdo especial
reforcando a necessidade de se desenvolver moléculas anticancer mais efetivas e com
menos efeitos adversos. Nesse ambito, a classe quimica das chalconas tem sido alvo de
interesse de muitos pesquisadores, 0s quais tém sintetizado inimeras moléculas com
promissores efeitos antitumorais in vitro e in vivo. Baseado em estudo prévio de uma série
de 20 chalconas, foi identificada uma pequena molécula (Chalc6a) detentora de forte
atividade citotoxica em linhagem celular de carcinoma colorretal humano HCT-116 (Clso
= 3.56 £ 0.73 puM). Sendo assim, 0 objetivo geral do presente trabalho consistiu em
estudar o efeito citotoxico de Chalc6a em células tumorais humanas, em especial a
linhagem HCT-116, visando ao desenvolvimento de um novo composto com potencial
anticancer. Os resultados do teste do MTT revelaram forte atividade citotoxica para
Chalc6a em diferentes linhagens celulares tumorais humanas apds 72 h de incubacdo com
valores de Clso variando de 5,65 a 10,52 uM. Nesse tempo de incubacdo, ndo foi
observado efeito citotoxico em modelo ndo-tumoral L-929 (Clso> 20 uM). Apds 48 e 24
h de incubacdo com células tumorais HCT-116, Chalc6a apresentou valores de Clso de
5,67 e 9,81uM, respectivamente, que, em conjunto com a Clsg de 72 h, sugerem um efeito
citotoxico tempo dependente. Buscando analisar o inicio do efeito citotéxico promovido
pelo composto teste, realizaram-se analises morfoldgicas e de citometria de fluxo ap6s 24
h de incubacdo de células HCT-116 tratadas com Chalc6a. Os resultados revelaram
inducdo de apoptose independente de despolarizagdo mitocondrial relacionada com
parada do ciclo celular na fase G2/M. Assim, o presente estudo corrobora o potencial
citotdxico antitumoral de Chalc6a em linhagem celular HCT-116 possibilitando o avanco
de seu estudo usando modelos in vivo.

Palavras-chave: Neoplasia; Apoptose; Chalconas.



ABSTRACT

The antitumor treatment currently available represents a major scientific breakthrough in
the fight against cancer. Despite this, there are still many adverse effects concomitant
with the therapeutic effect and/or a high rate of resistance to chemotherapy treatment. In
addition, statistics have shown that cancer remains a serious public health problem and,
therefore, deserves special attention, reinforcing the need to develop more effective
anticancer molecules with less adverse effects. In this context, the chemical class of
chalcones has been the target of interest for many researchers, who have synthesized
countless molecules with promising antitumor effects in vitro and in vivo. Based on a
previous study of a series of 20 chalcones, a small molecule (Chalc6a) with strong
cytotoxic activity in human colorectal carcinoma cell line HCT-116 (IC50 = 3.56 + 0.73
uM) was identified. Thus, the general objective of the present work was to study the
cytotoxic effect of Chalc6a on human tumor cells, especially the HCT-116 strain, aiming
at the development of a new compound with anticancer potential. The results of the MTT
test revealed strong cytotoxic activity for Chalc6a in different human tumor cell lines
after 72 h of incubation with IC50 values ranging from 5.65 to 10.52 uM. During this
incubation time, no cytotoxic effect was observed in a non-tumor model L-929 (IC50 >
20 pM). After 48 and 24 h of incubation with HCT-116 tumor cells, Chalc6a showed
IC50 values of 5.67 and 9.81uM, respectively, which, together with the 1C50 of 72 h,
suggest a time-dependent cytotoxic effect. Trying to analyze the beginning of the
cytotoxic effect promoted by the test compound, morphological and flow cytometric
analyzes were performed after 24 h of incubation of HCT-116 cells treated with Chalc6a.
The results revealed induction of apoptosis independent of mitochondrial depolarization
related to cell cycle arrest in the G2 / M phase. Thus, the present study corroborates the
anti-tumor cytotoxic potential of Chalc6a in HCT-116 cell line, enabling the advancement
of its study using in vivo models.

Keywords: Neoplasia; Apoptosis; Chalcones.



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

FIGURA 1. OS MArcoS 00 CANCET ........ccuiiriiiiieieeieiesie sttt 17
FIGURA 2. Desenvolvimento temporal do CCR..........ccooviiiiiiiccec e 18
FIGURA 3. Estrutura quimica base das Chalconas.............ccoceveveiiieiieiieneiese e 22
FIGURA 4. Reacdo por condensacao via catalise basica de Claisen-Shimidt.................. 23
FIGURA 5. Reacéo por condensacgéo de Claisen-Shimidt via catalise acida.................... 24
FIGURA 6. Reacéo de sequestro da glutationa por chalconas...........cccocvevvieeieeneeseennnnn, 25
FIGURA 7. Vias de morte celular por apOPtoSe. ........cceieeierienienieieeriesee e 26
FIGURA 8. Vias instrinseca e extrinseca da apoptoSe.........c.ccvvevveieereeiesieesiesiesreesveennan, 27
FIGURA 9. Ciclo celular BUCAIOLICO. .........cuiiiieiiieie e 30
FIGURA 10. Complexos proteicos envolvidos com ciclo celular.............cccccoeevvverinneee. 31

FIGURA 11. Representacdo esquematica do desenho experimental utilizado nesta

Q1S [U L7 VOSSOSO PR TS 35
FIGURA 12. Férmula estrutural plana de ChalcBa............ccoeceevieieeviie e, 36
FIGURA 13. Alteragdes morfologicas em células HCT-116.........ccccoveviiiienineninniennn, 43

FIGURA 14. Teste de externalizacdo de fosfatidilserina em células HCT-116 apds

tratamento com Chalc6a (nas concentragdes de 2.5, 5.0 e 10.0uM) e menadiona

(concentracdo 20uM) por 24h avaliadas através de citometria de fluxo..............ccce..... 44
FIGURA 15. Alteracdes morfoldgicas em células HCT-116.........cccooevvvinienenieninnennen, 45
FIGURA 16. Percentual de membranas mitocondriais despolarizadas apds tratamento
com Chalc6a por 24h avaliadas através de citometria de fluxo...........ccccceeveiieiiiicinenn, 46
FIGURA 17. Ciclo celular de HCT-116 apés tratamento com Chalc6a por 24h avaliadas
através de Citometria de FlUXO.......covoveiiii s 47

FIGURA 18. Possivel mecanismo de acdo da Chalcéa em células
o O I G TSRS SPRRPPIN 52



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais ciclinas e Cdks envolvidas no ciclo
(01 ] - PSSR 32
Tabela 2. Citotoxicidade de Chalcona 6a (Chalc6a) em diferentes concentragdes (0,02 —
20 uM) em diferentes linhagens celulares tumorais humanas e células ndo tumorais apds

72h de incubacéo usando o Ensaio do MTT



LISTA DE ABREVIATURAS

AINE — Anti-inflamatorio néo esteroidal

BAD — BCL2 associated agonist of cell death

BAX — BCL2 associated X

BCL-2 — B-cell lymphoma 2

CCR — Cancer colorretal

CDK - cyclin dependent kinase

Clso — Concentragdo inibitdria para 50%

DNA — Deoxyribonucleic acid

DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO - Dimetilsulféxido

H2AX — H2A histone Family member X

HDAC — Histone deacetylase

HTS - High throughput screening

IARC — International Agency for Research on Cancer
INCA — Instituto Nacional do Cancer

IP — lodeto de propidio

LabNOE — Laboratério Nacional de Oncologia Experimental
miRNA - MicroRNA

NCI — National Cancer Institute

NF-kB — Nuclear factor kappa B

OMS - Organizacdo Mundial da Saude

PMEM — Permeabilidade de membrana externa mitocondrial
RPMI — Roswell Park Memorial Institute

TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligand
UFC — Universidade Federal do Ceara

UVA — Universidade Estadual Vale do Acarau



SUMARIO

INTRODUGAO GERAL E RELEVANCIA ....ovireererenensessessessessessssesstsessessesssssssssssessssssssssssessesses 14
PARTE 1 - REVISAO DE LITERATURA E OBJETIVOS ...uoveertrerrrreesreesssssssessssessssssssessssesessens 17
O X o7 NN 1 =1 SRS 17
B) CANCER COLORRETAL ..uvtitteteeitteaeteeteesseestseasseasseesssessssasseasseesssssssessesssessssssssesssesssesssssansesssesssees 18
C) SCREENING DE NOVAS “DROGAS” COM POTENCIAL ANTICANCER.......ccc0cviveereerteesiresereereesenesene e 21
D) AS CHALCONAS ...ecuvieteeitteetreateesteessseasseesseestsessseasseessaessssasseassssassesssesssessessssssssessesssssssssssesnsesssees 23

E) MORTE CELULAR E ESTRATEGIAS PARA O TRATAMENTO DO CANCER ...cc.vevttriieiesiieienieeeesieeeenne 26

F) CICLO CELULAR E O CANCER ...ecittiittietieeiteesite ettt esteesteestseesseessaesssesssesssesnsessssesssesssesssessssssssesssesssees 30
HL OBJETIVOS ...iteeeeteeeetreeetsseesssstssesstsssesssssssssssssssssssssssesssessssssasssssssssssssassessesssssassssesassssasassses 35
A) GERAL ...ttt ettt ettt ettt e h e h et b e h e ea bt e be e bt e ea b e ea bt e bt eh bt e bt e bt e eheeeabe e bt e ehtesateebeenaeas 35
=)l ST =T oT 1 =l o SRS 35
PARTE 2 - TRABALHO EXPERIMENTAL: MATERIAIS E METODOS....cccceoemtreeeenreressssesnees 36
A) DESENHO EXPERIMENTAL ....ettetteittettetesteessesseessesseessessesssessessesssessesssessesssessesssensesssessessesssessessenses 36
B) OBTENGAO DO COMPOSTO-TESTE ....ttiutterteertieaieterteesteesutesseasseesseesssesnseasessseessessesssessssessesnsessses 37
C) LINHAGENS CELULARES.....ccttetesteettesteettessesteessesteeseessesssessessesssessesssessesseessessesssessesssessesssessesseessenns 38
D) ENSATIO DO MTT ittt st b e et b e sbe e bt bt et s bt et e sbe e 38

E) MORFOLOGIA CELULAR .....cuvtittettettittetesteesesseesesseessessesssassessaessesssessessesssessesssessesssensesseessesseensenns 39

F)  CITOMETRIA DE FLUXO. .u0iittetesttsteesteiteesesseesesseessessesssessesssessessesssessesssessesssessesssessessesssesseensenns 39

i.  Integridade da membrana e densidade CElUIAr.............coceeieririeninienie e 40

ii. Externalizac@o da fosfatidilSEring ..........cceoveveeieririeiieeee e 40

iii. Despolarizagdo MitOCONAITAL .........coeeriireeierieeee e 41

LA 2 O] a1 (=18 o [o o (31 01 41
RESULTADOS E DISCUSSOES ....ccuiueuerenerssssessessessessessessesssssessssssssessessessessessesssssssssssssassasesssssens 42
A)  CITOTOXICIDADE ....tiitteutiteettetesttete st et steeatestesat e tesb e et e s bt esbesbees s e bt sst e besheenbesbeenbesbeensenbesneenses 42
B) MORFOLOGIA CELULAR E APOPTOSE ...ccuuirtteutentesieetesieetesieesesseesessesnsessesssessesssensessesnsessessenne 43

[0 O3 o3 [0 1= 11 - 1 47
MANUSCRITO cuiiiiiiiiiiniiiiniiiisisstississssstssssestssssesssssssssssssssssssssssestsssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 54

REFERENCIAS .cttteeeteteeeetetetseseetessssssssetsssssssstessssasssessssssssssssssasssosessssssntossassntessssssstessssssssassssas 67



14

INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA

Os tratamentos antitumorais disponiveis atualmente representam um grande
avango cientifico na luta contra o cancer. Entretanto, muitos pacientes experimentam
graves efeitos adversos ou, ainda, chegam a 6bito mesmo cumprindo rigorosamente o
esquema terapéutico. De fato, as estatisticas tém demonstrado que o cancer continua
sendo um grave problema de saude publica e que, portanto, merece atengdo especial,
justificando a necessidade continuada do desenvolvimento de novos ou melhores
tratamentos (KEUM & GIOVANNUCCI, 2019). Grande parte dessa necessidade ocorre
devido a problemas de falha terapéutica, seja devido a custos insustentaveis, alvos
moleculares errados ou surgimento de resisténcia por parte das células tumorais
(MAEDA & KHATAMI, 2019).

Dados disponibilizados pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS), para dados
mundiais de forma consolidada, com base em informacdes da International Agency for
Research on Cancer (IARC), indicam mais de 17 milhGes de novos casos em 2018 além
de estimativa de mais de 27 milhdes de novos casos em 2040 (excetuando os casos de
cancer de pele ndo melanoma). Dentro os casos em 2018, os mais incidentes sdo cancer
de pulmao (12,3%), mama (12,3%) e colorretal (10,9%).

Segundo o INCA/BR (2021), nimeros para o Brasil no ano de 2020 estimam a
ocorréncia de mais de 310 mil e 316 mil casos novos de cancer em homens e mulheres,
respectivamente. O perfil epidemioldgico encontrado assemelha-se ao da América Latina
e do Caribe, onde os canceres de prostata (68 mil) em homens e mama (59 mil) em
mulheres seriam os mais frequentes. Sem contar os casos de cancer de pele ndo
melanoma, os tipos mais frequentes em homens serdo prostata (31,7%), pulmao (8,7%),
célon e reto (8,1%), estbmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os canceres
de mama (29,5%), colon e reto (9,4%), colo do utero (8,1%), pulméo (6,2%) e tireoide
(4,0%) eram os principais tipos de cancer detectados. Em relacdo a mortalidade, em 2018,
houve um total de 117 mil e 107 mil mortes em homens e mulheres, respectivamente.
Entre os homens, os tipos de cancer com maior mortalidade foram pulmdes (13,9%),
préstata (13,3%) e colon e reto (8,2%). Entre mulheres, os tipos de cancer com maior
mortalidade foram os de mama (16,4%), pulmdes (11,5%) e célon e reto (9,3%). Este
cenario reforca a necessidade de se continuar a pesquisa para o desenvolvimento de novas

moléculas com potencial anticancer.
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Dessa maneira, observa-se que, apesar do avanco no conhecimento da doenga e
nas formas de tratamento, as estatisticas de mortalidade em virtude do céncer ainda séo
inaceitavelmente altas. Mesmo alguns tratamentos mais atuais ainda possuem efeitos
colaterais excessivos, piorando gravemente a qualidade de vida dos pacientes. Assim, 0S
dados reforcam que continua sendo relevante a busca de novas opgdes terapéuticas para
o tratamento do cancer (AGGARWAL, 2019).

Nesse contexto, a sintese quimica de moléculas tem se destacado como uma
importante ferramenta de pesquisa na busca por novos medicamentos para o tratamento
de diversas doencas, inclusive o cancer. Essa importancia é fortalecida pelo fato de que a
obtencdo de farmacos que sdo produtos naturais é dificultada, muitas vezes, pelo baixo
rendimento no processo de extracdo aliada as dificuldades de cultivo das espécies
produtoras em larga escala. Neste sentido, 0s processos quimicos de sintese total ou de
semissintese tém resolvido muitos problemas, principalmente na obtencdo de farmacos
anticancer mais potentes e estaveis, com propriedades farmacocinéticas melhoradas e
com menos efeitos adversos. E valido ressaltar que os estudos quimicos de relacéo
estrutura-atividade dos compostos séo ferramentas complementares que fundamentam e
orientam o processo de obtencdo de uma segunda geracao de farmacos (ORTHOLAND
& GANESAN, 2004; ISMAEL et al., 2008).

Nesse ambito, a classe quimica das chalconas tem sido alvo de interesse de muitos
pesquisadores, 0s quais tém sintetizado inimeras moléculas com promissores efeitos
antitumorais in vitro e in vivo (KARTHIKEYAN et al., 2015). De fato, muitas chalconas
tém demonstrado a capacidade de induzir morte celular por apoptose in vitro e in vivo em
diversas linhagens tumorais humanas. Em parte, esta habilidade pode ser explicada pela
inibicdo da polimerizagdo da tubulina e/ou interagdo com o DNA celular que séo alvos
anticancer importantes uma vez que participam ativamente do processo de proliferacdo
celular (LINDAMULAGE et al., 2017; HASSAN et al., 2017; SHANKARAIAH et al.,
2017).

Recentemente, o Laboratorio Nacional de Oncologia Experimental (LabNOE) da
Universidade Federal do Ceard (UFC) em parceria com o Centro de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Vale do Acarau de Sobral (UVA), Ceara, iniciou o estudo
citotdxico anticancer de uma série de 20 chalconas oriundas de sintese quimica (dados
ndo publicados). Os resultados preliminares identificaram a nova chalcona Chalc6a
(Figura 2) como detentora de forte e seletiva atividade citotoxica em linhagem celular de
carcinoma colorretal humano HCT-116 (ICso = 2.37 £ 0.73 uM). A analise da relacdo
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estrutura-atividade dos compostos avaliados indicou que o potencial anticancer da
Chalc6a foi favorecido pelo efeito combinado de dois grupos retiradores de elétrons com
a auséncia de um sistema adicional de liga¢Ges duplas. Estes dados mostram um potencial
quimioterapéutico da Chalc6a, o que mostra a necessidade de continuidade do estudo para
uma melhor compreensdo do seu mecanismo de agéo.

Percebe-se, entdo, que o uso de estratégias de sintese quimica aliado a estudos
bioldgicos in vitro e in vivo constituem um caminho promissor na obtencdo de novos
farmacos anticancer que superem as dificuldades identificadas na quimioterapia
disponivel atualmente. Com essa base, buscou-se avaliar a acdo da Chalc6a como um
composto promissor para tratamento de cancer colorretal devido a classe das chalconas
ja mostrarem resultados promissores agindo na inducéo de apoptose (CHEN et al., 2017;
DONG et al., 2018), promovendo a geracao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(ZHANG et al., 2017), regulagéo do p53 (SANTOS et al., 2019), fragmentando DNA e
induzindo a despolarizacdo de membrana mitocondrial (KUBALKOVA et al., 2009) ou

promovendo aprisionamento do ciclo celular na fase G2/M (KELLO et al., 2016).
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PARTE 1 - REVISAO DE LITERATURA E OBJETIVOS

I. REVISAO DE LITERATURA

a) O cancer

Cancer é relacionado a mais de 100 tipos de doencas que promovem o crescimento
desordenado de células que podem invadir tecidos e érgdos. Sua rapida divisao faz com
que tenha comportamento agressivo e incontrolavel na formacdo de tumores que em
estagios mais avangados se espalham para outras regiGes do corpo. A classificacdo do
cancer esta relacionada ao tipo de tecido de origem. Sua origem é multipla, podendo ser
relacionada a fatores ambientais ou genéticos.

O céncer € o principal problema de satde publica no mundo, sendo uma das quatro
principais causas de mortes antes dos 70 anos na maior parte dos paises. A incidéncia e
mortalidade associadas ao cancer gradualmente crescem devido ao envelhecimento da
populacéo, pelo crescimento populacional e, também, devido a mudancas nos padrdes de
vida por questdes socioeconémicas (INCA, 2020). As células que se tornam cancerigenas
sdo diferenciadas de células normais por algumas caracteristicas comuns, apesar da
grande variedade génica que € possivel encontrar em uma massa tumoral especifica. Essas
caracteristicas comuns sdo basicamente a capacidade crénica de proliferacdo, evasao de
sistemas de supressao do crescimento, ativacdo de invasao celular e metastase, promogéo
de imortalidade, inducdo de angiogénese e resisténcia a morte celular (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Nesse contexto, as células cancerosas sdo diferentes das células saudaveis por
apresentarem potencial proliferativo ilimitado, autossuficiéncia para os sinais de
crescimento e resisténcia aos sinais antiproliferativos e apoptéticos. Formacdo de novos
vasos sanguineos (angiogénese), invasao tecidual e capacidade de sofrer metastase sdo
outras propriedades que podem ser acrescentadas (HANAHAN e WEINBERG, 2000;
HANAHAN e WEINBERG, 2011). Alguns trabalhos tém sugerido a adicdo de outras
caracteristicas que sdo: fuga do sistema imune (KROEMER e POUYSSEGUR, 2008) e
fendtipos de estresse (metabdlico, proteotdxico, mitético, oxidativo e de dano ao DNA)
(LUO et al., 2009). Assim, Hanahan e Weinberg (2011), considerando 0 progresso
conceitual no entendimento da biologia do cancer, publicaram um trabalho de revisdo que

revalida os seis marcos do cancer registrados por eles em 2000, e estabelece a adigéo de
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4 marcos que sdo: estresse energético, instabilidade gendmica, evasao do sistema imune

e promocéao tumoral por inflamacéo (Figura 1).

Sinalizagao Evasdo de
proliferativa supressores de
sustentada crescimento

Desregulagdo Evasdo de
energética destrui¢do
celular imune
Resisténcia a Promocgdo de
morte celular replicagdo imortal
Instabilidade i Inﬂ?“n:ﬁ:
gendmica e Pr
mutacSo pelo tumor
Indugdo de Ativa¢do de invasao
angiogénese e metastase

FIGURA 1. Os marcos do cancer. Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).

Com esse perfil, as células cancerosas tornam-se menos especializadas em suas
funcgdes e, aos poucos, substituem as células saudaveis comprometendo o funcionamento
dos 6rgaos, levando quase sempre, o individuo a morte (ALMEIDA et al., 2005).

E importante ressaltar que as multiplas caracteristicas adquiridas pela célula
tumoral sdo as que as diferenciam das demais do organismo, sendo essas a base

oncoldgica da busca de novas moléculas no combate ao cancer.

b) Cancer colorretal

O cancer colorretal (CCR) é um tipo de cancer que se desenvolve na parede interna
do coldn e reto do sistema digestorio e que possui grande relevancia no cenario
epidemiologico mundial por se tratar de um céncer com alta incidéncia. Segundo o
Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2021), o CCR é o terceiro que mais acomete homens

em todo 0 mundo e o segundo acometendo as mulheres. A ocorréncia, estimada para
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2020, desse tipo de cancer ultrapassa 41.010 mil casos novos em 2018 sendo 20.540 para
homens e 20.470 para mulheres, como mostra nas tabelas abaixo (INCA, 2021). A figura

2 mostra a evolucao temporal de tecido saudavel até CCR.

Iniciagdo Promogédo Progressio Metastase
a 30a 60 anos 10a 20 ano:! 0a5anos
Sequéncia de ghen. é’?fy,
adenocarcinoma ?‘E‘,}}» G
85-90% dos CCR i Buimdes
esporadico & & — B
Alta instabilidade N\ A
cromossomica Normal Pequeno adenoma Grande adenoma o\
P
b i) % ¢
Via serrilhada : e
10-15% dos CCR _— — — - b
esporadico oA 2 - 3
Alta CIMP Normal Pélipo hiperplasico Adenoma séssil Cancer Figado
serrilhado
c 3 3 % : o« , ¢
Viainflamatoria : 2 é : E 3 %%f £ Ossos
<2% de todos os — — " — -
Normal Displasia Displasia de baixo Displasia de alto Cancer
indefinida grau grau

FIGURA 2. Desenvolvimento temporal do CCR. Fonte: adaptado de Keum e
Giovanucci, 2019. CCR: cancer colorretal; CIMP: fen6tipo de ilha CpG metiladora.

O CCR é uma doenga multifatorial influenciada por fatores genéticos
(componente hereditario, como polimorfismos) e/ou fatores ambientais (forma
esporadica, habitos tabagistas e etilistas) (FLEMING, 2018). Nesse contexto, estima-se
que 20% dos casos sejam hereditarios, sendo 5% na forma ndo polipoide e 1% do tipo
polipose adenomatosa familiar (FAP). J& a forma esporédica, mais ligada aos fatores
ambientais, corresponde a 80% dos casos (VALADAO 2007; INCA 2018).

O CCR, como outros tipos de cancer, tem inicio assintomatico, o que dificulta
muito o seu diagndstico na fase inicial, onde, geralmente, se tem os melhores resultados
de tratamento. Alguns sinais e sintomas podem ser utilizados para um possivel
diagndstico: dor abdominal, sangue oculto e alteracdo nas fezes ou alteragcdes de habito
intestinal. Ha possibilidade de haver outros tais como muco nas fezes, obstrucéo intestinal
aguda ou dor no baixo ventre. O CCR é um tipo de cancer que responde ao controle de
fatores de risco e rastreamento precoce. Um desses tipos de controle é atraves de retirada
de pdlipos que podem ser detectados em exames diagndsticos que sdo indicados a partir
dos 40 anos para pacientes com alto risco ou dos 50 anos para pacientes com menor risco
(MENEZES et al., 2016). Além dos exames por imagem, comuns para diagnostico nesse
tipo de cancer, ha outros tipos de diagnostico e prognostico sendo desenvolvidos como
através de niveis séricos de calcio (SILVEIRA, 2018), miRNAs (MORIDIKIA et al.,
2017) ou flora bacteriana nas fezes (LIANG et al., 2017).
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Este tipo de cancer, como a grande maioria, € uma doenca multifatorial. O CCR é
influenciado, por exemplo, por fatores genéticos, apresentando mutacdes em genes que
participam diretamente das vias responsaveis por regular o crescimento celular, como 0s
genes supressores de tumor e os proto-oncogenes (BHALLA, 2018; HUANG, 2018).
Outros fatores que influenciam no surgimento de CCR sdo idade, género e fatores
ambientais, como o estilo de vida e os habitos alimentares (MALEY, 2014). A soma de
todos esses fatores, com variacfes que ainda ndo conseguem ser determinadas quanto a
sua importancia, podem entdo levar a predisposicdo a doenca (VLAYKOVA 2009;
GORUKMEZ, 2016; GLOBOCAN, 2017). O tabagismo e o etilismo s&o outros dois
fatores de risco para 0 CCR. O tabaco tem em sua composicado diversas substancias
carcinogénicas, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), nitrosaminas,
entre outros, aumentando assim a agressio ao DNA (LIANG, 2009; XUE, 2014;
FERNANDES, 2016).

O CCR é tratavel e, na maioria dos casos, curavel ao ser detectado no inicio,
quando nédo esta espalhado por outros orgaos (INCA 2018). As formas atuais de
tratamento do CCR s&o basicamente as mesmas utilizadas em outros tipos de céancer:
radioterapia, quimioterapia e cirurgia. O processo cirdrgico € extremamente eficaz
embora muitas vezes ndo realizado devido aos riscos relacionados ao local de instauracédo
do tumor. A radioterapia tem seu uso evitado por promover diversos efeitos colaterais nos
pacientes por ndo possuir especificidade causando, assim, morte de células que crescem
rapidamente, sejam saudaveis ou tumorais. A vantagem do uso de quimioterapicos é
marcante quando ndo ha possibilidade cirurgica e para evitar efeitos colaterais da
radioterapia. Contudo, esse tipo de tratamento pode promover a selecdo de células
resistentes aos farmacos (VASAN et al., 2019). Os quimioterapicos podem ser utilizados
para tratamento paliativo, curativo, adjuvante ou neoadjuvante. Alguns dos
quimioterapicos usados sdo: 5-fluorouracil, doxorrubicina, paclitaxel, irinotecano entre
outros (DICKENS e AHMED, 2018). O aumento da eficiéncia quimioterapica tem sido
alcancado com a aplicacéo de formulag¢des funcionalizadas caracterizando um sistema de
drug-delivery para o tumor a ser tratado (SENAPATI et al, 2018).

Por fim, apesar de novas terapias (terapia celular, vacinas antitumorais e drogas
biotecnoldgicas) estarem sendo avaliadas com o preceito de serem mais eficazes que a
quimioterapia convencional, a necessidade de mais estudos sobre suas acdes ainda faz a
quimioterapia como uma importante ferramenta para tratamento de cancer (FALZONE
etal., 2018).
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c) Screening de novas “drogas” com potencial anticincer

As estratégias para o desenvolvimento de novas drogas anticancer tem mudado ao
longo dos anos. Os programas de screening comecaram no inicio dos anos 50 no National
Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), e consistiam no teste inicial de novos
compostos, principalmente produtos naturais, em camundongos inoculados com
leucemias L-1210 e P-388. Esse modelo foi bastante questionado, uma vez que ndo era
considerado representativo dos tumores humanos, na sua maioria tumores sélidos
(SCHWARTSMANN & WORKMAN, 1993).

O modelo foi reconsiderado e os programas de screening do NCI incluem uma
etapa inicial de testes in vitro em linhagens tumorais humanas utilizando técnicas
automatizadas HTS (high troughtput screening) com o intuito de avaliar a capacidade
antiproliferativa dos compostos. Os testes de investigacdo do mecanismo de acdo desses
compostos sdo realizados a partir de ensaios bastante sensiveis e que avaliam o efeito em
alvos celulares mais especificos e pontuais — sistemas enzimaticos, metabolicos,
funcionais ou estruturais (NEWMAN et al., 2003; CRAGG et al., 2009).

Em seguida, os compostos selecionados sdo submetidos ao teste do HollowFiber
antes de serem avaliados em modelos xenogréaficos de tumores humanos. O HollowFiber
combinado ao modelo xenogréfico constitui 0 modelo béasico do teste antitumoral pré-
clinico in vivo. Os testes in vivo sdo conduzidos com 0s compostos selecionados nas
etapas iniciais de screening para avaliar seu efeito antitumoral em animais de laboratério
portadores de tumor. S&o propostos diversos esquemas de tratamento, alguns em
combinacdo com outras drogas, particularmente aquelas utilizadas na clinica (revisado
por WAGNER-DOBLER et al., 2002; NEWMAN & CRAGG, 2004).

Vale ressaltar a importancia dos estudos pré-clinicos sobre a toxicologia
(KRAMER et al., 2007) e farmacocinética (WEBBORN, 2014) do composto que sao
essenciais para conhecer seus padrées metabdlicos e parametros fisioldgicos assim como
a dose tolerada e os efeitos adversos. Essas informagbes sdo fundamentais para a
discussdo dos possiveis efeitos em humanos, antes de prosseguir para a etapa dos ensaios
clinicos (ANDRADE et al., 2016; SMIETANA et al., 2016; PACEY et al., 2017).

Todo esse contexto acelerou a pesquisa de novas drogas anticancer, levando a uma

grande demanda por bibliotecas de novas e promissoras moléculas. Dessa maneira,
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muitas companhias farmacéuticas sdo dotadas de estrutura capaz de realizar o screening
rapido de inGmeros compostos em relacdo a muitas atividades biologicas
simultaneamente (citotoxicidade, antibacteriana, anti-inflamatoria e antiviral). Os testes
sdo desenvolvidos com o minimo de intervencdo humana, sendo o trabalho realizado, em
sua maioria, por sistemas roboticos acoplados a novas técnicas de fluorescéncia,
ressonancia magnética nuclear e de DNA (MANN, 2002; CRAGG et al., 2009; LI & XIA,
2019).

Além disso, ha plataformas de testes in silico capazes de predizer
matematicamente possiveis efeitos toxicos e caracteristicas cinéticas (SZYMANSKI et
al., 2012), além de realizar testes computacionais com combinacbes de grupos
farmacofodricos de drogas diferentes (LIU et al., 2019) e realizar os primeiros testes in
vitro em culturas 3D com objetivo de ter melhores respostas sobre como as drogas agirdo
em tumores (LANGHANS, 2018). Algumas das ferramentas disponiveis sdo: TEST
(https://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-estimation-software-tool-test),
eMolTox  (http://xundrug.cn/moltox), PreADMET  (https://preadmet.bmdrc.kr/),

MouseTox (http://enalos.insilicotox.com/MouseTox/), SwissADME
(http://www.swissadme.ch/), ADMETLab (http://admet.scbdd.com/calcpre/index/),

entre outros.

Outra abordagem que tenta melhorar o arsenal de drogas contra o cancer incluem
o0 reposicionamento de drogas (NOSENGO, 2016; ANTOSZCZAK et al., 2019). Nesta
area, sdo utilizadas diversas ferramentas de bioinformatica para a busca de farmacos
conhecidos, que possuem comprovada acdo, para o tratamento de doencgas diferentes, a
exemplo do tratamento para diversos tipos de cancer. Exemplos de drogas que estdo em
fases de testes sdo o &cido tolfendmico (uma droga AINE), celecoxibe (AINE seletivo
para COX-2) e pleconaril (antirretroviral) (NOWAK-SLIWINSKA et al., 2019).

Nos ultimos 5 anos, foram langados 55 novos compostos para tratamento do
cancer. Os custos tornam-se cada vez maiores, sendo que alguns tratamentos podem
chegar a 150 mil dolares por paciente ao ano. No Brasil ainda se tem um outro agravante
que é a disponibilidade de tratamentos mais inovadores sO estarem acessiveis a pacientes
em determinados centros, promovendo um tratamento desigual entre a populacdo
(AGUIAR et al., 2019). Todos esses fatores convergem para o que Scannell et al (2019)
consideram como um declinio na eficiéncia do processo de pesquisa e desenvolvimento
de farmacos pela induastria, o que reforca a necessidade de buscar moléculas ligadas a

processos menos custosos de desenvolvimento e producéo.


https://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-estimation-software-tool-test
http://xundrug.cn/moltox
https://preadmet.bmdrc.kr/
http://enalos.insilicotox.com/MouseTox/
http://www.swissadme.ch/
http://admet.scbdd.com/calcpre/index/
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d) As chalconas

As chalconas sdo espécies quimicas distribuidas, principalmente, em plantas
arboreas e rasteiras consideradas precursoras essenciais para a biossintese de flavondides
(RAO, FANG E TZENG, 2004). Possuem nomenclatura oficial basica (2E)-1,3-
difenilprop-2-en-1-ona, sendo caracterizadas como cetonas aromaticas o, B-insaturadas
que possuem dois anéis benzénicos (anel A e B) ligados por ponte formada por 3
carbonos, conjugando grupamentos carbonilicos e porcéo olefinica (Figura 3). Nao séo
caracterizados como flavonoides devido a presenca de anel piranico, este sendo formado
por adi¢do de oxigénio na posic¢do 2 das chalconas e consequente ciclizagdo com cadeia
de 3 &tomos de carbono e 0 anel A (CESARIN. FERREIRA E BRAZ, 2001).

FIGURA 3. Estrutura quimica base das chalconas (Jeon et. al., 2016).

As chalconas podem ser obtidas por sintese quimica pela reacdo de condensacao
alddlica conhecida como reacao Claisen-Schimidt entre cetonas e aldeidos aromaticos na
presenca de catalisadores basicos ou acidos. O mecanismo de reacdo por catalizacdo de

Claisen-Shimidt via catalise bésica esta representado na figura 4.
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CH; - HC

FIGURA 4. Reacéo por condensacéo via catalise basica de Claisen-Shimidt.

A reacdo de condensagdo alddlica € uma reacdo geral para todas as cetonas e
aldeidos com atomos de hidrogénio alfa (a), enquanto as reacdes de condensacdo de
Claisen-Shimidt séo restritas as cetonas que possuem alfa (a) e aldeido que nio os tenham
(MURRY, 1997). A reacdo de condensacdo de reacGes por Claisen-Shimidt em meio
basico ¢ inicializada a partir da retirada de um hidrogénio a dcido, de uma molécula de
cetona para formar o ionenolato, o qual se estabiliza com a ressonancia. Apesar da carga
negativa estar deslocalizada no ionenolato, o carbanion ataca a molécula de aldeido por
adicdo nucleofilica e forma de ionalcoxido (intermediario tetraédrico). A protonacdo do
ionalcoxido gera o produto de condensacdo e regenera o catalisador basico (MURRY,
1997).

A reacdo de Claisen-Shimidt em meio acido, por sua vez, € inicializada com a
protonacdo do oxigénio de carbonila tornando-a mais eletrofilica. Logo apds, atraves de
um equilibrio ceto-endlico sobrevém a formacdo do enol. Este sera ligado a carbonila
protonada, formando um ion ox6nio, que sofre prototroprismo. Finalmente, ocorre a saida
de agua com a formag@o de cetona a,f-insaturados e a regeneragdo do catalisador &cido
(COSTA, 2005).
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FIGURA 5. Reagdo por condensagdo de Claisen-Shimidt via catalise acida.

As chalconas sdo interessantes quimicamente devido a sua versatilidade para
modificacGes em suas estruturas ampliando sua capacidade e poténcia do ponto de vista
farmacoldgico. As alteracbes mais frequentemente relatadas nas chalconas sdo as
substituicfes nos anéis A e B em diferentes posi¢fes (JURCSAK E ZAMINI, 1999),
isomerizacdes cis-trans (IWATA et al, 1995), além de adi¢Bes halogénicas na dupla
ligacdo olefinica (BIEBER, 1999). Vogel et. al. (2010) destacam que substituicdes no
anel A propiciaram maiores a¢des anti-inflamatdrias e menor capacidade citotoxica nos
compostos estudados.

As chalconas, seguindo sua grande variabilidade, tem apresentado atividade
antiviral (COLE et. al., 2016), antiprotozoaria (LUNARDI et al, 2003), antibacterianas
(ALVAREZ et al 2004), anti-inflamatéria (HERENCIA et al, 2002; ROJAS et al, 2002),
antiplaquetaria (KO et al, 2004), inibi¢do de tirosinase (THANIGAIMANI et. al., 2015).

Em relagdo ao céncer, as chalconas tem surgido como interessantes prototipos
para 0 desenvolvimento de moléculas com potencial antitumoral e tém mostrado,
basicamente, trés tipos de acdes: acdo antioxidante, citotoxica e indutora de apoptose.
Essas agdes tém sido relacionadas nos estudos de relacdo estrutura atividade com
substituicdes dos anéis arila ou introducio de porgdes heterociclicas (LEON-
GONZALEZ, A. J. et. al., 2015). Alvos de agdo das chalconas podem ser: inibigéo da
ATM (ASHRAF et. al., 2017), ativacdo de caspases 3 e 9, além de ciclina dependente de
quinase 2 (CKD-2) (MORENO-LONDONO et. al., 2017), modulagio de Bcl-2 com

ativacdo de Bax e Bad (CHEN et. al., 2017), inibicao de proliferacdo celular através de
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desfosforilacdo de Akt e Erk (SHI et. al., 2017) e, em linhagem tumoral de célon HCT -
116, Shin et. al. (2016) mostraram que houve parada de ciclo celular, dano ao DNA
marcado por fosforilacdo de H2AX e externalizagdo de fosfatidilserina identificados por
citometria de fluxo. Ainda em linhagem de células HCT-116, Pande et. al. (2017)
demonstraram que chalconas promoveram parada do ciclo celular em G2/M e inibigéo de
histona desacetilase (HDAC) com efeitos citotoxicos em HCT-116. Outros autores, como
Fonseca et. al. (2015), Kuete et. al. (2015), Wu et. al. (2016), Semaan et. al. (2016), e Ng
et. al. (2017), também tem relatado a a¢do de inibicdo de proliferacdo celular em linhagem
HCT-116 através de outros mecanismos, tais como alteragdes em funcionamento em ias

de sinalizacdo e alteracdes de ciclos celulares.

FIGURA 6. Reacdo de sequestro da glutationa por chalconas.

e) Morte celular e estratégias para o tratamento do cancer

O processo de morte celular foi descrito primeiramente por Carl Vogt em 1842.
Desde a descoberta inicial, diferentes modos de morte e suas condi¢des morfoldgicas
associadas tém sido identificadas e estudadas. Por um longo tempo, a morte celular foi
considerada como somente um acidente e todo seu processo regulatorio permanecia
desconhecido (CLARGALLUZI et al., 2015). O processo de morte celular,
historicamente, passou a ser dividido em trés processos morfologicamente distintos:
apoptose (tipo 1), autofagia (tipo 2) e necrose (tipo 3). Todos esses tipos sdo ativados por
estimulos Unicos de sinalizagdo que muitas vezes passam a sobrepor outras vias. Apesar
dessa classificacdo, h& diversos outros tipos de morte celular, tais como: ferroptose,

senescéncia, morte celular imunogénica, necrose dirigida por transicdo de permeabilidade
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mitocondrial, necroptose, morte celular dependente de lisossomos, piroptose, catastrofe
mitotica entre outros (GALLUZI et al., 2018).

Morte celular pode ocorrer em multiplas formas como resposta a diferentes tipos
de estresse, especialmente estresse oxidativo. A perda de controle sobre um ou mais tipos
de morte celular contribuem para doencas tais como cancer, doencas neurodegenerativas,
doencas autoimunes e doencas infecciosas. E importante que haja um entendimento
aprofundado dos processos celulares que ocorrem no cancer para que Se possa
criar/modificar formas mais eficientes de tratamento (TANG et. al., 2019).

A apoptose é o tipo de morte celular mais estudado (WONG, 2011) por se tratar
de um mecanismo fundamental para organismos multicelulares, tanto em processos
fisioldégicos quanto em processos patoldgicos. As células que entram em apoptose
possuem caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e fisiologicas especificas. (Kerr et
al.1972; Liu et al.,1996). A apoptose pode ser dividida em duas formas: extrinseca e
intrinseca. Na via intrinseca a morte celular é caracterizada por perturbagdes do
microambiente celular que incluem retiradas de fator de crescimento, dano ao DNA,
estresse de reticulo endoplasmatico, aumento de espécies reativas de oxigénio, alteragdes
em microtbulos, defeitos mitoticos entre outros. Outra caracteristica importante é a
manutencdo de integridade de membrana. O desencadear da morte por via extrinseca €
iniciada com a ligacdo a receptores especificos (como 0 TNFRSF1A) ou com a alteracdo
de niveis de sinalizacdes a niveis especificos (TANG et al., 2019), a figura 7 mostra as

vias e as moléculas envolvidas em cada tipo.
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FIGURA 7. Vias de morte celular por apoptose. Fonte: adaptado de Tang et al (2019).
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Apoptose € um processo geneticamente controlado e conservado por evolucao
sendo desencadeado por varias vias de sinalizacdo quando o dano celular é considerado
irreparavel. Os dois principais tipos de vias apoptoticas, a via extrinseca (receptor de
morte) e via intrinseca (mitocondrial), sdo ligados para aumentar o sinal apoptotico e
ambos levam para a ativacdo de caspases, que sdo enzimas chave no processo apoptotico,
que clivam proteinas que levam & morte celular (Figura 8). E importante citar que o
conhecimento do funcionamento dessas vias, aliado ao desenvolvimento de novas formas
de modular esses pontos podem ser cruciais no surgimento de novas ferramentas
terapéuticas contra o cancer (FULDA & DEBATIN, 2006; BAIG et al., 2016).
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FIGURA 8. Vias instrinseca e extrinseca da apoptose. Fonte: adaptado de Kumar et al.,
(2013).

Sendo um dos principais fatores envolvidos da morte celular, como descrito
anteriormente, as caspases estdo, usualmente, na forma inativa de pré-enzima e depois de
sua ativacdo ou clivagem propria pode tornar ativa outras caspases, resultando em cascata
de proteases, amplificando o sinal apoptético e acelerando o processo de morte celular.
A maioria das caspases sdo pro-apoptoticas, mas algumas delas podem fazer parte do
processo inflamatdrio, tais como as caspases 1, 4,5 e 11 (JIMENEZ FERNANDES, 2015)
ou estarem envolvidas em processos de diferenciagdo de queratindcitos, como a caspase
14 (RENDL et al., 2002). Existem dois grupos de caspases apoptoticas, caspases
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iniciadoras (caspase 2, 8, 9 e 10) e caspases efetoras (caspase 3, 6 ou 7). As caspases
iniciadoras, tais como sinalizado pelo nome, ativam outros complexos e caspases efetoras.
As caspases efetoras, por exemplo, a caspase 3, cliva proteinas antiapoptoéticas, tais como
inibidor de caspase ativado por DNAse ou BCL-2 (THORNBERRY etal., 1998; CHENG
et al., 1997), além de estruturas celulares como proteinas reguladoras do citoesqueleto
(TAKAHASHI etal., 1996). Ativacao de caspases resultara em ativacdo de fragmentacéo
de DNA e encolhimento celular. Outra importante caracteristica da apoptose € a
exposicao da fosfatidilserina na superficie da célula para que haja atracdo de macréfagos
para as células apoptoticas (BRATTON et al., 2010).

A maioria das drogas anticancer iniciam apoptose pela via intrinseca. Entretanto,
uma das razdes para a resisténcia a terapias s@o mutacbes frequentes nos genes
relacionados a apoptose por via mitocondrial. Por exemplo, mutagdes no gene p53 séo as
mais prevalentes do cancer em humanos, detectados em 80% das linhagens celulares
tumorais e em 40% dos tumores humanos, que além do mais afeta a efetividade da via
intrinseca de apoptose (YU et al., 2010). Além disso, mutacdes no gene bax, tais como
substituices simples de nucleotideos, foram identificadas tanto em tumorais solidos
como em hematologicos (KITADA et al., 2002). Em adicdo a isso, células cancerigenas
possuem altos niveis de proteinas pré-apoptoticas, embora sua ativacdo seja inibida de
diversas formas (YANG et al., 2003). A apoptose intrinseca pode ser suprimida pela
superexpressao de proteinas inibidoras da apoptose (PIAs). Assim sendo, a inibicdo das
PIAs é um importante caminho para avaliacdo de novas drogas contra o cancer. Por
exemplo, superexpressdo de Smac/DIABLO ou administracdo de ligantes de PlAs, tal
como Smac-N7, pode sensibilizar células tumorais ao tratamento (BARTLING et al.,
2004; MCNEISH et al., 2003; ZHAO et al., 2006). Contudo, PI1As ndo aparentam ser 0s
principais reguladores de inducdo de apoptose. Outra via que regula proteinas apoptoticas
é por modulacéo transcricional e pds-transcricional. Por exemplo, familia de proteinas
antiapoptéticas Bcl-2 sdo reguladas por transcricdo por meio do NF-kB de células B
ativadas (CATZ et al., 2001).

As células cancerigenas também desenvolveram varias estratégias para evitar os
sinais apoptoticos extrinsecos. A morte celular é evitada por um aumento nas moléculas
antiapoptaéticas ou por uma diminuicdo ou disfun¢do nas proteinas pro-apoptoticas. Por
exemplo, as células tumorais podem ter mutacbes (DEBATIN et al., 200; DECHANT et
al., 2004; PAl et al., 1998) ou regular negativamente a expressao nos receptores de morte
da superficie celular (FRIESEN et al., 1997). Além disso, a sinalizacdo do receptor de
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morte nas células tumorais também pode ser evitada afetando a atividade de seus
dominios citoplasmaticos. Um desses reguladores € a proteina FLIP, inibidora da caspase-
8, que é altamente expressa em muitas células cancerigenas (KRUEGER et al., 2001;
FULDA et al., 2000; LONGLEY et al., 2006).

Numerosas drogas anticancer induzem a expressdo de CD95L e a morte extrinseca
das células via receptor CD95. Este processo é independente de p53 e é especialmente
atil para pacientes com p53 excluido, mutado ou inativado (EL-DEIRY, 2001). No
entanto, CD95L e TNFa mostraram efeitos colaterais graves e, portanto, seu uso clinico
é questionavel (WALCZAK et al., 2002), enquanto TRAIL tem sido candidato mais
promissor (LEBLANC et al., 2003). O efeito sinérgico do TRAIL e dos medicamentos
quimioterapéuticos resulta em uma regulacdo negativa das proteinas antiapoptoticas
(OLSSON et al., 2001) e na regulagdo positiva das moléculas pré-apoptéticas (GUO et
al., 2014), o que leva a ativagdo da via apoptotica intrinseca e extrinseca, promovendo
efeito contra células tumorais bem maior.

Apesar dos varios possiveis alvos para tratamento do cancer CCR, ha espaco para
busca de outros alvos e novas drogas para o tratamento dessa doenca considerando que
ainda ndo se tem tratamento t&o efetivo. Assim sendo, drogas melhores que as disponiveis

atualmente sdo necessarias.

f) Ciclo celular e o cancer

A divisdo celular consiste em dois processos consecutivos caracterizados pela
replicacdo do DNA e sua divisdao em duas células novas que sdo formadas. A repeticédo
desse processo de proliferacdo celular denomina-se ciclo celular. O ciclo celular é
controlado por numerosos mecanismos que garantem seu funcionamento correto. Esse
processo é controlado por maquinaria celular especifica que consiste de quinases
dependentes de clicina (CDKSs), ciclinas e inibidores de CDKs (VERMEULEN et al.,
2003). Sabe-se que defeitos no ciclo celular associados a tumores sdo frequentemente
relacionados com alteragbes na atividade das CDKs. Essa desregulagdo induz
proliferacdo desordenada além de instabilidade gendmica e cromossdmica
(MALUMBRES e BARBACID, 2009). O ciclo celular de células de mamiferos é um
processo altamente organizado de modo a garantir seu correto funcionamento, sendo que

conta com a participacao de sinais reguladores de crescimento bem como proteinas que
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monitoram a presenca e auséncia de danos ao DNA, como H2AX, por exemplo (OTTO
e SICINSKI, 2017).

Danos ao DNA e anormalidades cromossdmicas podem ocorrer em diferentes
estagios do ciclo celular, que é o processo regulador da divisdo celular (COLLINS et al.,
1997; MORGAN, 2007). O ciclo celular € separado nos 2 estagios seguintes: (i) interfase
e (ii) fase M (CAMPBELL & REECE, 2006).

A interfase comecga com a fase G1, onde a célula possui 46 cromossomos e 46
crométides. Na fase G1, o contetdo celular (organelas) cresce, com excecdo dos
cromossomos. Antes de completar a fase G1, a nutrigdo precisa ser suficiente, fatores de
crescimento precisam estar presentes e nenhum dano ao DNA ocorrer. Essa verificacdo
no final da fase G1 é chamada de ponto de verificacdo G1 (ou checkpoint), que pode ou
ndo permitir a entrada na proxima parte da fase. O préximo estagio da interfase é a fase
de sintese (fase S), na qual o DNA ¢é replicado e os cromossomos sdo duplicados,
deixando-nos 46 cromossomos e 92 cromatides. O estagio final da interfase é o G2, no
qual a célula cresce e se prepara para a mitose. Esse ponto de verificacdo € o ponto de
verificacdo chamado G2, que garante que a replicacdo cromossdmica seja concluida e que
nenhum dano ao DNA tenha ocorrido (MORGAN, 2007). Essas fases sdo demonstradas

na figura 8.

Figura 9. Ciclo celular eucariotico. Fonte: adaptado de Nature Education, 2020.
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Apos a finalizacdo bem-sucedida da intérfase, a célula entra na fase M, que é
separada em dois estagios: (i) mitose e (ii) citocinese. A mitose é a separacdo dos
cromossomos dentro da célula original e a citocinese € a divisdo da célula em duas células
filhas presumivelmente idénticas. A mitose é ainda separada em (i) profase, (ii)
prometafase, (iii) metafase, (iv) anafase e (v) teléfase. O material cromossémico da
préfase é condensado, o envelope do nucléolo é disperso, o citoesqueleto é desmontado
e o fuso mitético é montado. Na prometafase, os cromossomos estdo associados ao fuso
mitotico, o que significa que os microtibulos se conectam ao centrossomo orientado de
forma polar. Na anéfase, as cromatides irmas séo separadas pelos centrossomas e movem-
se para 0s polos opostos. Na tel6fase, os cromossomos se agrupam em polos opostos do
fuso, os cromossomos se dispersam novamente, o envelope nuclear se remonta e reforma
das organelas. Finalmente, a célula esta pronta para iniciar a citocinese, que separa as
duas células filhas. Essas células filhas podem reiniciar na fase G1 ou permanecer em
uma parada reversivel do ciclo celular chamada GO (CAMPBELL & REECE, 2006;
MORGAN, 2007).

A perda do controle do ciclo celular € uma marca registrada do cancer, onde ha
aumento da proliferacdo celular sem mecanismos de controle evitando senescéncia
celular ou apoptose (HANAHAN & WEINBERG, 2011; LODISH et al., 2000). Além
disso no cancer, ha diversos eventos de perda de fungéo de reguladores importantes, como
RB, pl6CDKN2A e p27CDKN1B. A funcionalidade do TP53 e do p21CDKN1 também
é frequentemente perdida para contornar a resposta a danos no DNA, a parada do ciclo
celular e a apoptose. Por outro lado, CDKs (cell cycle dependente kinases ou ciclinas
dependentes de quinases) e ciclinas sdo reguladas em muitos tipos de cancer para
aumentar o potencial proliferativo. A figura 10 mostra um esquema com complexos de
ciclina-Cdk envolvidos no controle do ciclo celular. Em seguida, a tabela 1 mostra as

ciclinas e quinases envolvidas em diversas etapas do ciclo celular.
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FIGURA 10. Complexos proteicos envolvidos com ciclo celular (ALBERTS et al.,
2017).

Tabela 1. Principais ciclinas e Cdks envolvidas no ciclo celular.

Complexo de ciclina-Cdk Ciclina Parceiro de Cdk
G:1-Cdk Ciclina D Cdk4, Cdk6
G1/S-Cdk Ciclina E Cdk2
S-Cdk Ciclina A Cdk2, Cdk1
M-Cdk Ciclina B Cdk1

Fonte: adaptado de Alberts et al., 2017.

A compreensdo da funcdo das CDKSs e de seus inibidores deu origem a varios produtos
quimicos desenvolvidos para atingir CDKSs especificas (BESSON et al., 2008; SHERR
& ROBERTS, 1999), por exemplo, RO-3306 (CDK1i), CGP-082996 (CDK4i), THZ-2-
102-1 (CDK7i), AT-7519 (CDKJYi), KIN001-270 (CDK9i) ou THZ-2-49 (CDKOYi).
Existem também inibidores para multiplas CDKs, por exemplo palbociclib (CDK4 / 6i)
ou inibidores pan-CDK, por exemplo, CGP-60474 (CDK1 / 2/5/7 I 9i), roscovitina
(CDK1/2/4/5 ] 61), PHA-793887 (CDK1 / 2/4/5/7 I 9i). Todos esses compostos visam a
reduzir a atividade do ciclo celular.

Uma abordagem terapéutica alternativa para desacelerar o ciclo celular pode ser
acelera-lo ainda mais, permitindo que as células com DNA danificado prossigam nos
pontos de verificacdo do ciclo celular. A principio, isso pode parecer controverso, pois 0
cancer visa a proliferacdo descontrolada; no entanto, sua carga mutacional acumulada
pode torn-las mais vulneraveis do que as células normais (HUBER et al., 2014).
Compostos experimentais como o 681640, que tém como alvo WEE1 e CHK1, sdo
capazes de remover o ‘freio de ciclo celular'. A inibicdo de WEE1 e CHK1 leva a alta

atividade de CDKs, inicio prematuro da replicagdo e estruturas aberrantes que causam
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susceptibilidade a danos no DNA (S@RENSEN & SYLJUASEN, 2012). Podendo todas
essas abordagens servirem como formas de tratamento do cancer.

As limitagfes ao uso de agentes moduladores de ciclo celular na clinica se
relacionam ao tipo de componente que sera modulado. A inibicdo de CDK1, 2,4, 7 ou 9
por drogas como Flavopiridol pode ocasionar diarreia severa e eventos vasculares. A
inibicdo de CDK1, 2, 5, 7, 8 ou 9 por R-roscovitina é responsavel por distarbios
eletroliticos e efeitos adversos gastrointestinais. A inibicdo de CDK4 ou 6 seja por
palbociclib, ribociclib ou abemaciclib é causadora de neutropenia, leucopenia, fadiga,
nauseas e efeitos gastrointestinais adversos (BAl et al., 2017). O correto planejamento do
uso de agentes inibidores de ciclo celular é extremamente importante para evitar maiores
prejuizos ao paciente que ja sofre com o cancer (LAPENNA et al., 2009; INGHAM et
al., 2017).

Dessa maneira, percebe-se a importancia do desenvolvimento de moléculas com
potencial de interferir no ciclo celular de células neoplasicas uma vez que a multiplicacdo

descontrolada é uma caracteristica fundamental do cancer.
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Il. OBJETIVOS

a) Geral
Estudar o efeito citotdxico de Chalc6a em células tumorais humanas, em especial
a linhagem HCT-116, por meio de ensaios in vitro visando ao desenvolvimento de um

novo composto com potencial anticancer.

b) Especificos

. Avaliar a citotoxicidade do composto-teste em diferentes linhagens
celulares tumorais humanas e em linhagem celular ndo-tumoral;

ii. Descrever a morfologia de células HCT-116 tratadas com o composto-
teste;

iii. Investigar a inducdo de apoptose (densidade celular/integridade de
membrana, externalizacdo da fosfatidilserina e despolarizacdo mitocondrial) em células
HCT-116 tratadas com o composto-teste;

iv. Determinar o contetdo de DNA (subGo/G1, Go/G1, S e G2M) de células

HCT-116 tratadas com o composto-teste;
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PARTE 2 - TRABALHO EXPERIMENTAL: MATERIAIS E METODOS
a) Desenho experimental
O presente trabalho foi executado de acordo com o desenho experimental indicado

pela figura 11. Nesta figura, percebe-se que o estudo foi dividido em 2 fases:

Citotoxicidade (Fase 1) e Mecanismo de acdo citotoxica (Fase 2).

S RasEl / FASE 2 \
Cittoxicidade Mecanismo de Agio Citotéxica

ETAPA 2

Ciclo Celular

* Determinagdo do contetido de DNA
de células HCT-116;

A

FIGURA 11. Representacdo esquematica do desenho experimental utilizado nesta pesquisa.

Na primeira fase, buscou-se responder as seguintes perguntas sobre o composto-
teste:

- Qual o efeito citotoxico em linhagens celulares tumorais humanas de diferentes origens?
- Qual o efeito citotdxico em células ndo-tumorais?
- O efeito citotoxico antitumoral é tempo dependente?

Na segunda fase, buscou-se estudar o efeito citotoxico do composto-teste em
células de cancer colorretal humano HCT-116 por ter apresentado elevada sensibilidade
ao tratamento experimental realizado inicialmente. Para tanto, células HCT-116 (0,7 x
10* células/poco) foram tratadas por 24 h com o composto-teste em 3 diferentes
concentracOes (2,5; 5,0 e 10 uM) definidas com base nos valores de Clso obtidos pelo
Ensaio do MTT. Assim, a fase 2 consistiu em duas etapas: Morfologia celular e apoptose;
e Ciclo celular. Nas etapas 1 e 2, buscou-se responder as seguintes perguntas,

respectivamente:

- Qual o padrdo de morte celular induzido pelo composto-teste?
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- O composto-teste promove parada do ciclo-celular?

Doxorrubicina (2 uM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) e/ou menadiona
(20 uM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) foram utilizadas como controle
positivo devido aos seus conhecidos efeitos citotoxicos relacionados a inducdo de
apoptose e/ou parada do ciclo celular na fase G2/M. As solugdes dos compostos testados
foram preparadas em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidos em meio de cultura para obter
as concentracOes desejadas. A concentracdo final de DMSO no meio de cultura foi
mantido constante e abaixo de 0,5%.

Todos os ensaios foram realizados no Laboratério de Oncologia Experimental
(LOE) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da
Universidade Federal do Ceara (UFC) com o apoio cientifico dos seguintes

pesquisadores: Profa. Dra. Claudia do O Pessoa e Prof. Dr. Odorico de Moraes Filho.

b) Obtencédo do composto-teste

O composto-teste, a chalcona N- {4 - [(E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-
1-ona]}acetamida identificada pelo codigo Chalc6a (Figura 12), foi produzido por sintese
quimica pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Paulo N. Bandeira do Centro
de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Estadual VVale do Acarad, Sobral, Ceara,
Brasil (BANDEIRA et al., 2019).

Para os testes in vitro, Chalc6a foi dissolvido em DMSO na concentracdo estoque
de 1 mM. O estoque foi mantido sob refrigeracdo (- 20 °C) até o0 momento do uso

respeitando um maximo de 10 ciclos de congelamento e descongelamento.

R =m-NO2CeH4
Nome quimico = N- {4 - [(E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona]}acetamida

FIGURA 12. Formula estrutural plana de Chalc6a. Obtido com ChemSketch.
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¢) Linhagens celulares

As linhagens celulares de cancer humano (HCT-116, carcinoma de cdlon; PC-3,
adenocarcinoma de prostata; HL-60, leucemia promielocitica; K-562, leucemia mieloide
crbnica; e KASUMI-1, leucemia mieloide aguda) usadas neste estudo foram, gentilmente,
cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer dos Estados Unidos da América (INCA —
EUA). A linhagem de fibroblasto murino L-929 foi, também, utilizada neste estudo como
modelo celular ndo tumoral, para avaliacdo do indice de seletividade do composto, sendo
adquirida por compra do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil.

As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com
10% de soro fetal bovino fetal (Gibco) e 1% penicilina/estreptomicina (Invitrogen) (para
uma concentracédo final de 100U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina), e mantidas
em estufa a 37 °C e 5% de CO.. Para a linhagem L-929 foi utilizado o meio DMEM em
condicdo igual a descrita anteriormente e para linhagem Kasumi-1 foi utilizado meio

RPMI com 20% de soro fetal bovino.

d) Ensaio do MTT

A citotoxicidade do composto-teste foi determinada pelo Ensaio do MTT
(Mosmann, 1983) usando células HCT-116, PC-3, HL-60, K-562, Kasumi-1 e L-929 apds
72h de incubacdo. Em células HCT-116, a citotoxicidade, também, foi determinada apds
24 e 48 h por apresentarem elevada sensibilidade ao tratamento ap6s 72 h de incubagéo
com o composto-teste.

O Ensaio do MTT é um teste colorimétrico que permite a quantificagdo indireta
de células metabolicamente viaveis baseado na conversdo enzimatica do sal de MTT, um
composto de cor amarela, a formazan, de coloragéo purpura.

Neste ensaio, as células foram plagueadas 7 x 10* células/pogo para HCT-116,
1x10° para PC3 e L-929 e 3x10° para HL-60, K-562 e Kasumi-1 (células/pogo para
células suspensas) em placas de 96 po¢os e o composto-teste (0,02 - 10 uM) dissolvido
em Dimetilsulféxido (DMSQO; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) foi adicionado
usando o sistema high-troughtput screening Biomek 3000 (Beckman Coulter, Inc.
Fullerton, California, USA). Trés horas antes do término do tempo de incubacao, as placas
foram centrifugadas (1500 rpm/15 min; Centrifuge 5810R, Eppendorf) e o sobrenadante
descartado. Em seguida, cada poco recebeu 150 pL da solu¢do de MTT (0,5 mg/mL em
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meio de cultura; Sigma Aldrich) e a placa foi reincubada em estufaa 37 °C e 5 % de CO;
para completar o tempo total do teste. As placas foram, entdo, centrifugadas (3000
rpm/10min) e o sobrenadante desprezado. O precipitado de formazan (sal reduzido)
obtido foi dissolvido em 150uLde DMSO e quantificado em espectrofotdmetro (DTX
880 Multimode Detector, Beckman Coulter, Inc. Fullerton, California, USA) por medida
da absorbancia no comprimento de onda de 595 nm.

As absorbancias obtidas a partir de 3 experimentos independentes realizados em
triplica foram utilizadas para calcular a concentracéo capaz de inibir/reduzir a viabilidade
celular em 50 % (Clso) pelo programa GraphPad Prism versdo 6.0. O quimioterapico
anticancer doxorrubicina (0.07-8.6 uM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) foi
dissolvido em DMSO e utilizado como controle positivo do ensaio. Todos os dados foram
normalizados, transformados em log, considerado o percentual de morte celular e criada

curva de resposta por regressao néo linear.

e) Morfologia celular

As caracteristicas morfologicas das células HCT116 foram avaliadas usando
microscopia 6ptica (Olympus, Téquio, Japdo). Para tanto, as células foram transferidas
para laminas Cytospin. Em seguida, as células foram fixadas com metanol, coradas
usando kit Pandptico Rapido (Laborlin, Brasil) e contracoradas com 0,1% de xantanose

tiazinas a 0,1% antes da andlise.

f) Citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma ferramenta estratégica de pesquisa para a anélise e
quantificacdo acurada de eventos celulares morfoldgicos e bioquimicos baseado,
principalmente, em mecanismos de fluorescéncia (ADAN et al., 2016). Esta ferramenta
foi utilizada, como descrito abaixo, para avaliar as seguintes caracteristicas de acordo
com Moura (2015): densidade celular, integridade de membrana, externalizacdo da
fosfatidilserina, despolarizagdo mitocondrial e conteddo de DNA. Para tanto, foram
considerados 10.000 eventos para a andlise e o citbmetro utilizado foi o da marca
EasyCyte/Guava Technologies. Os resultados foram expressos como média * erro padrao

da média (E.P.M) de trés experimentos independentes realizados em triplicata e
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calculados pelo programa GraphPad Prism versdo 5.0. Para a verificacdo da ocorréncia
de diferencas significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste Tukey com nivel de significancia de
5% (p < 0,05).

I. Integridade da membrana e densidade celular

O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propidio de penetrar nas células cuja
membrana esteja com integridade alterada e, apds a ligacdo ao DNA, emitir alta
fluorescéncia quando é excitado pelo laser. As células com membrana integra emitem
baixa fluorescéncia que, em conjunto com os dados anteriores, permitem quantificar a a
integridade de membrana e a densidade celular. Neste ensaio, as células tumorais néo-
tratadas e tratadas com a composto-teste foram recolhidas (250uL) e misturadas com
25uL do iodeto de propidio (2ug/mL em PBS) por 10 minutos antes da leitura no

citbmetro de fluxo.

ii. Externalizacédo da fosfatidilserina

A apoptose foi examinada por coloragdo com anexina V/7-AAD seguido de
citometria de fluxo. Ao entrar em apoptose, a externalizacao do fosfolipidio de membrana
fosfatidilserina € um dos primeiros eventos celulares a ocorrer. Este ensaio permite
diferenciar células apoptdticas das necréticas pela coloragdo diferencial por
fluorescéncia. A deteccdo das células apoptdticas é feita pela ligagdo da anexina V
conjugada a fico eritrina (PE), que emite fluorescéncia amarela, com a fosfatidilserina
externalizada. Células necrdticas ou em apoptose tardia sdo coradas com o 7-AAD
(emitem fluorescéncia de cor vermelha) que penetra as membranas celulares
desintegradas e aderem ao nucleo. Células positivas para os dois corantes devem ser
consideradas como necroticas (VERMES et al., 1995). Anexina V é uma proteina ligada
a um fosfolipidio que tem alta afinidade por FS. 7AAD é um corante hidrofilico
impermeavel em celulas intactas, e é utilizado como indicador da integridade da
membrana celular. A fluorescéncia da anexina V conjugada com a fico eritrina sera
mensurada por fluorescéncia amarela a 583nm e o 7AAD na fluorescéncia vermelha a
680nm. A percentagem de células vidveis e de células apoptéticas inicial e tardia foi
calculada.
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Neste ensaio, as células foram tripsinizadas e lavadas duas vezes com PBS e
ressuspendidas em50 pL de PBS. Em seguida,50uL do reagente principal (mistura de
corantes fluorescentes: anexina V e 7-AAD) foram adicionados e as células foram,
gentilmente, agitadas e incubadas por 20 min em temperatura ambiente (20-25 °C) no
escuro antes da leitura pelo equipamento. Posteriormente, as células foram analisadas por
citometria de fluxo. Foram criados gates especificos para cada situacdo em que a célula
pudesse estar e verificado o percentual de células em cada um. Posteriormente esses

percentuais foram tratados no GraphPad Prism para avaliacdo de significancia estatistica.

iii. Despolariza¢éo mitocondrial

O teste baseia-se na capacidade da mitocondria de sequestrar a rodamina 123, um
corante fluorescente nucleofilico, quando esta apresenta potencial transmembranico
normal. Dessa forma, células contendo rodamina emitem alta fluorescéncia quando
atingidas pelo laser. No entanto, ao entrar em apoptose por via intrinseca, a célula sofre
um influxo de ions H+ através da membrana mitocondrial interna, induzindo uma
alteracdo de seu potencial transmembranico. Alteragdes no potencial mitocondrial
transmembranico levam ao efluxo da rodamina 123, gerando eventos que emitirdo menor
fluorescéncia quando comparada com as células que possuem mitocondrias normais.
Assim, é possivel diferenciar popula¢Ges de células com potencial transmembrénico
mitocondrial normal daquelas com potencial alterado usando a citometria de fluxo. E
importante ainda destacar que essa alteracdo de potencial ndo é exclusividade de
apoptose.

Para tanto, as células ndo tratadas e tratadas com o composto-teste foram
recolhidas (250uL) e lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, as células foram
ressuspendidas em 250uL de solugdo contendo rodamina 123(1ug/mL) e mantidas em
eppendorfs abertos, dentro de incubadora de CO2 a 5% por 15 min, sendo homogeneizado
a cada 5 minutos. Apos esta incubacdo no escuro, a suspensdo de células foi centrifugada
(2000 rpm/5min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 250uL de

PBS e a amostra lida em citdmetro de fluxo apds 30 min.

iv. Contetido de DNA
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O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propidio (IP) de ligar-se ao DNA
celular permitindo sua determinacao e qualificacdo em DNA fragmentado, GO/G1, S ou
G2/M. Inicialmente, a membrana plasmatica das células é lisada por um detergente para
que o IP possa se ligar ao nucleo.

Assim, células tumorais ndo tratadas e tratadas com o composto-teste foram
recolhidas (250uL) e misturadas com 2,5ul de solu¢do de lise (0,1% de citrato de sddio
e 0,1 % de Triton X-100) e ,25uL de solucédo de iodeto de propidio (2ug/mL em PBS e 5
ng.mL ™! RNase). Apds incubagdo de 40 min no escuro e a temperatura ambiente, as
amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo. Os dados obtidos do citdmetro foram
analisados com auxilio do software ModFit LT para obtencdo de percentual de células
em cada fase do ciclo celular. Posteriormente, esses valores foram transferidos para o

software GraphPad para avaliacdo de significancia estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSOES

a) Citotoxicidade

A avaliacdo inicial da atividade citotoxica do composto-teste Chalc6a foi realizada
por meio do Ensaio do MTT em diferentes linhagens celulares tumorais humanas (HCT-
116, carcinoma de colorretal; PC-3, adenocarcinoma prostatico; HL-60, leucemia
promielocitica aguda; K-562, leucemia mieloide cronica e Kasumi-1, leucemia
mieloblastica aguda) e células ndo tumorais (L-929, fibroblasto murinho) apds 72h de
incubacdo. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2 e revelam que os valores
de Clso de Chalc6a em células tumorais variaram de 5,65 a 10,52. Em células L-929, o
composto 6a ndo apresentou efeito citotoxico (Clso> 20 uM) nas concentragdes testadas,
que pode ocorrer por caracteristicas especificas das células tumorais que devem estar
sendo afetadas pelo composto-teste nas concentragdes testadas, mas ndo sendo possivel
ter certeza de tal efeito. De fato, as células neoplasicas apresentam caracteristicas
bioldgicas marcantes como manutencdo de sinalizacdo proliferativa, evasdo de
supressores de proliferacdo e resisténcia a morte celular (Hanahan e Weinberg 2011).
Nesse contexto, Karthikeyan et al. (2015) relataram que a atividade citotdxica de

chalconas apresenta multiplos mecanismos incluindo bloqueio do ciclo celular
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(envolvendo inibicdo de cinases reguladoras), inibicdo da polimerizacdo da tubulina,

inducdo da apoptose e bloqueio da via de sinalizagdo de NF-«kB.

Tabela 2. Citotoxicidade de Chalcona 6a (Chalc6a) em diferentes concentragdes (0,02 —
20 uM) em diferentes linhagens celulares tumorais humanas e células ndo tumorais apos

72h de incubacdo usando o Ensaio do MTT.

Linhagem celular

Composto  HCT-116 PC-3 HL-60 K-562 KASUMI-1 L-929
Clso + E.P.M (M)
Chalcéa 3,56 £0,03 9,33+0,05 565+041 7,49%1,35 10,52 0,10 > 20

Dox 0,11+003 044+0,10 0,02+0002 046+0,01 0,13+0,007 0,66+0,17

Dados séo apresentados como concentracdo capaz de inibir/reduzir a viabilidade celular em 50 % (Clsp em
uM) £ Erro Padrdo da Média (E.P.M.) linhagens celulares tumorais humanas (HCT-116, carcinoma de
colorretal; PC-3, adenocarcinoma prostatico; HL-60, leucemia promielocitica aguda; K-562, leucemia
mielégena crbnica e Kasumi-1, leucemia mieloblastica aguda) e células ndo tumorais (L-929, fibroblasto
murino) obtidos de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

Considerando a elevada sensibilidade de células HCT-116 ao tratamento com
Chalc6a ap6s 72h de incubacdo, decidiu-se prosseguir com o estudo do composto-teste
usando essa linhagem tumoral humana de cancer colorretal, na presente investigacao.
Sendo assim, o proximo passo consistiu em determinar a Clso de Chalc6a em células
HCT-116 ap6s 24 e 48h de incubagdo com o intuito de avaliar se o efeito citotdxico do
composto-teste teria perfil tempo-dependente. Os resultados revelam valores de Clsg de
9,81 +£0,49 e 5,67 + 0,32 uM em 24 e 48 h de incubacdo, respectivamente. Esses dados,
em combinagdo com a Clso de 72 h, sugerem que a citotoxicidade de Chalc6a tem relacéo
direta com o tempo de exposicdo, 0 que é razoavel conjecturar para compostos que,
provavelmente, tenham potencial de bloquear o ciclo celular.

Sendo assim, todas as andlises posteriores (morfologia celular, padrdo de morte
celular e conteudo de DNA) foram realizadas apds 24 h de incubacéo, buscando avaliar
o inicio do efeito citotoxico, com o composto-teste em 3 diferentes concentracdes (2,5; 5

e 10 uM), a fim de avaliar se o efeito citotdxico tem perfil concentragdo dependente.

b) Morfologia celular e apoptose
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A morfologia de células HCT-116 apds 24 h de incubacdo com Chalc6a foi
analisada por microscopia Gtica e estd apresentada na figura 13. A necessidade e a
importancia desse tipo de analise sdo ressaltadas por Chernobrovkin e Zubarev (2016) e,
também, por Xu e colaboradores (2015) por se tratar de um excelente ponto de partida na
elucidacdo de possiveis mecanismos de agdo e indugdo de morte celular por drogas
experimentais. No teste realizado, Chalc6a foi capaz de induzir alteragcdes morfologicas,
em células HCT-116, caracteristicas de apoptose (fragmentacdo, condensacdo da
cromatina, corpos apoptéticos e encolhimento celular) e mais evidentes nas
concentragdes de 5 ¢ 10 uM (Figura 13 D e E) (KROEMER e POUYSSEGUR, 2008).
Padrdo similar de inducdo de apoptose foi observado no tratamento com os controles

positivos doxorrubicina (2 uM) e menadiona (20 uM) (Figura 13 B e F).
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FIGURA 13. Alteracdes morfologicas em células HCT-116. Células foram fixadas com metanol,
coradas e analisadas em microscopio 6ptico com aumento de 400x apds 24h de incubagdo com
veiculo (A), doxorrubicina 2 uM (B), Chalc6a 2.5 uM (C), 5 uM (D), 10 uM (E) e menadiona20
UM (F). Setas mostram células com caracteristicas celulares que se associam a apoptose

(fragmentacdo nuclear, condensacdo de cromatina, corpos apoptoticos e diminuicdo celular).

A hipédtese de inducdo de apoptose por Chalc6a levantada a partir da analise
morfoldgica de células HCT-116 foi confirmada pela externalizacdo da fosfatidilserina
acompanhada de manutencdo da integridade da membrana celular e redu¢do do nimero
de células determinadas por citometria de fluxo (Figuras 14 e 15). Na concentracdo de 10
uM, por exemplo, Chalc6a induziu significativo aumento de células apoptoticas (9,60 +
1,68%) quando comparado com o controle negativo (1,55+0,18%). Nesta concentracéo,
também, observamos 90,29 + 0,62% de integridade de membrana (nenhuma diferenca
guando comparada com o valor do controle negativo de 95,10 + 0,55%) e 4,21 + 0,19 x
10° células/mL (estatisticamente significante quando comparado ao controle negativo,

7,34 + 0,35 x 10° células/mL) de densidade celular apds 24 h de incubagco.

Corroborando com esses resultados, diversos trabalhos tem mostrado uma forte
relacdo entre o efeito citotoxico de chalconas e a inducgéo de apoptose (Zhao et al., 2017,
Mielcke et al., 2017 e Zhang et al., 2017). Das e Manna (2016) destacaram a participacao
da apoptose na atividade antitumoral de chalconas por meio da ativacdo de caspases,
superexpressdo de bax, bak e bid, reduzida expressao de bcl-2, bcl-xI e superexpresséo
de p53. No estudo realizado por James e colaboradores (2017), a chalcona cardamonina
foi capaz de induzir apoptose em tecido tumoral de cancer colorretal apds analise de
cortes histoldgicos. Os autores ressaltaram que dois fatores foram importantes para esse
processo: alteracdo da expressdo de MicroRNAs e inibicdo da via Wnt/B-catenina, que é

fundamental na biologia do cancer colorretal.

Em se tratando, especificamente, de células de cancer de c6lon humano, a inducao
de apoptose por chalconas pode estar relacionada com parada do ciclo celular na fase
G2/M, envolvendo o comprometimento do aparato microtubular mitético e/ou dano ao
DNA. O aparato microtubular mit6tico é essencial para o processo de divisdo celular,
sendo seu comprometimento um importante sinal para deflagrar o processo de morte por
apoptose (DI CESARE et al. 2017).
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FIGURA 14. Teste de externalizacdo de fosfatidilserina em células HCT-116 ap6s tratamento com Chalc6a
(nas concentragdes de 2.5, 5.0 e 10.0mM) e menadiona (concentracdo 20uM) por 24h avaliadas atraves de

citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significancia estatistica (p < 0,05).
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FIGURA 15. A-Percentual de células viaveis apés tratamento por 24h com Chalc6a avaliadas através de
citometria de fluxo. B- Nimero de células totais apds tratamento por 24 horas com Chalc6a avaliadas

através de citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significancia estatistica (p < 0,05).

Com o objetivo de reforgar a sugestdo de inducgéo de apoptose pelo tratamento das
células com Chalc6a, bem como, verificar a via envolvida nesse processo de morte
celular, buscou-se, entdo, realizar a avaliagdo da despolarizacdo da membrana
mitocondrial por citometria de fluxo. A figura 16 mostra o resultado do teste utilizando o
corante Rodaminal23 apdés 24 h de incubagdo. Os controles positivos testados,

doxorrubicina e menadiona, promoveram aumento significativo do percentual de células
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com membranas mitocondriais despolarizadas (5.54 + 1.47uM e 4.767 = 0.05uM,
respectivamente). Todavia, esse efeito ndo ocorreu em células tratadas com Chalc6a nas
concentracOes testadas. Esse processo pode ser explicado devido a mecanismos
apoptoticos que ndo envolvam (pelo menos inicialmente) estruturas mitocondriais.

Vale ressaltar, ainda, que varios autores ja demonstraram que a morte celular
promovida por chalconas pode envolver os mais diferentes mecanismos, tais como:
modulacdo do p53 (Santos et al., 2019), producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Zhang et al., 2017), inibicdo da polimerizacdo da tubulina (Wang et al., 2018) ou,
mesmo, inibicdo de MRP1 (Lindamulage et al., 2017).
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FIGURA 16. Percentual de membranas mitocondriais despolarizadas apds tratamento com Chalc6a por 24h
avaliadas através de citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significancia estatistica (p
< 0,05).

¢) Ciclo celular

Baseado em estudos prévios (SHEN et al., 2007; DONG et al., 2018; e ZHU et
al., 2019), e sabido que chalconas induzem parada no ciclo celular de células neoplasicas.
Assim, esta etapa do estudo consistiu em determinar o contetido de DNA de células HCT -
116 ap6s 24h de incubacdo com Chalc6a através de citometria de fluxo (Figura 17).
Similar ao efeito do controle positivo doxorrubicina (2 uM: % G2/M = 79,78 £ 1,35%),
Chalc6a induziu parada significativa de células HCT-116 em G2/M (59,87 £ 5,15%)

quando comparado com o controle negativo (tratado apenas com veiculo; % G2/M =
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36,70 + 2,47%). O resultado sugere que Chalc6a pode estar interferindo com o processo
de divisdo celular detectavel pelos pontos de verificacdo do ciclo celular (Das eManna,
2016). Consequentemente, 0s mecanismos apoptéticos de morte celular podem estar
sendo ativados, como observado nos resultados apresentados acima (dados morfoldgicos

e de citometria de fluxo).

Vale a pena mencionar que Chalc6a ndo foi capaz de induzir fragmentacdo do
DNA nas concentracdes testadas e no tempo de incubacdo utilizado (dados ndo
mostrados). Assim, sugere-se que a fragmentacdo do DNA ndo esta diretamente
envolvida com a parada do ciclo celular induzida por Chalc6a em células HCT-116, pelo
menos, ndo como evento deflagrador. Essa evidéncia reforga a hipotese de interferéncia
no aparato mit6tico microtubular que precisa ser investigado. De fato, Martel-Frachet et
al. (2015) identificaram um novo derivado de chalcona capaz de induzir parada em
prometafase e apoptose subsequente em células cancerigenas da bexiga atuando como
inibidor de microtubulos. Assim, é importante observar que testes adicionais sao
necessarios para avaliar o mecanismo de acdo especifico envolvido na citotoxicidade

seletiva da Chalc6a em células HCT-116.
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FIGURA 17. Ciclo celular de HCT-116 ap6s tratamento com Chalc6a por 24h avaliadas atraves de

citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significancia estatistica (p < 0,05).
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DISCUSSAO GERAL

O céancer ¢ um dos principais problemas de salde publica em todo o mundo.
Vaérios fatores da vida moderna contribuem para que haja um aumento no ndmero de
casos, tais como aumento da longevidade e mudanga em habitos alimentares. Os gastos
com esse problema de satde s6 aumentam a cada ano e ainda continuamos sem tratamento
curativo, exceto determinados tipos de cancer. Quimioterapia convencional e radioterapia
sdo tratamentos que oferecem tratamento parcial, mas com muitos efeitos adversos e a
cirurgia, que poderia trazer a cura, somente se aplica a poucos casos (PATHAK et al.,
2018).

O cancer é determinado por desordens multigenéticas que iniciam mutacdes,
promovendo alteragdo de vias de sinalizagfes proteinas, resultando em descontrole da
proliferacdo celular, divisdo celular entre outros (VAN DER ZANDEN et al., 2020).
Nesse contexto ha a producdo de diversas proteinas que estardo ou presentes ou alteradas
em sua expressdo. Essa caracteristica pode ser utilizada como forma de terapia
direcionada contra o cancer, buscando essas caracteristicas especificas para melhor
identificar essas células (ZHANG et al., 2019).

O processo de transicdo entre um tratamento quimioterapico puramente citotdxico
para uma abordagem com direcionamento molecular para o cancer vem mudando o
paradigma na &rea e resultando em melhora de nimero de casos com tratamento bem-
sucedido ao longo dos ultimos anos. Por exemplo: o uso de moléculas antiestrogénicas e
antiandrogénicas para tratamento de cancer de mama e préstata, respectivamente
(BROUGH et al., 2011). Outro exemplo bem-sucedido € o uso do imatinib que tem acéo
inibidora de ABL para tratamento de leucemia mieloide cronica, pois possui translocacao
no gene BCR-ABL (CHAN et al., 2011).

O uso de moléculas com agdes inibidoras multiplas ou seletivas pode ser
ferramenta chave no processo de tratamento do céncer com pequenas moléculas
(BEDARD et al., 2020). As chalconas séo conhecidas por suas multiplas acGes. Entre
elas podem ser destacadas as atividades contra cancer podendo ocorrer por inducgdo da
apoptose, dano ao DNA, inibicéo de tubulina, dano a mitocondrias, inibicdo de quinases
entre outros (DAS e MANNA, 2016). E também conhecida a atividade inibitdria para
canais de resisténcia a multiplas drogas (MDR — multiple drug resistance), inibicdo

hormonal, inibi¢do de histona desacetilases (HDACSs — histone deacetylases), inibi¢do de
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degradacédo de p53, inibicdo de angiogénese, inibicdo de vias da JAK (Janus Kinase) e
inibicdo de CDKs (MAHAPATRA et al., 2015).

No presente estudo foi avaliada a acdo de uma nova chalcona sintética
denominada Chalc6a, ou somente, C6a. Para tanto, no primeiro momento, foi avaliada
sua citotoxicidade seletiva contra diversas linhagens tumorais, como de cancer de colén
e reto, cancer de prostata e alguns tipos de leucemias, e contra linhagem nao tumoral para
que houvesse avaliagdo de sua seletividade. Ao se analisar sua seletividade, inclusive
perante outras chalconas similares, verificou-se a maior atividade em células de cancer
colorretal do tipo HCT-116. Uma caracteristica importante dessas células é a expressdo
de antigeno carcinoembrionario, responsavel pelo processo de adesdo celular no estagio
de desenvolvimento fetal e que possui quantidade elevadas em pacientes que possuem
cancer colorretal. Além de também ser um indicador de possiveis metéstases.

Em seguida, foram realizados testes para avaliagdo da acdo tempo-concentragao
dependente do composto na linhagem que obteve a maior acdo. Foi verificado apos 0s
testes em diversos tempos, 24, 48 e 72h que o composto agia de forma tempo e
concentragdo dependente, tal como ocorreu no trabalho publicado por Silva e
colaboradores (2016), Mori e colaboradores (2017) e Zhao e colaboradores (2017). Isso
sugere que a acdo da classe das chalconas pode ser tempo e concentracdo dependente
pois, mesmo em linhagens e tipos diferentes de cancer, essa classe de compostos agiu de
forma semelhante.

A avaliacdo de alteracfes morfoldgicas promovidas pela C6a em células apds o
tratamento por 24h e analisadas por microscopia Optica com coloracdo pandtica
mostraram um padrdo de morte com caracteristicas morfologicas semelhante ao
observado por apoptose. Essas caracteristicas se assemelham aos padrdes descritos por
Galluzzi e colaboradores (2018) e que poderiam apontar, pelo menos inicialmente,
alguma participagcdo mitocondrial nesse padrao de morte.

Para melhor entendimento de qual seriam as caracteristicas fenotipicas e
moleculares das a¢des promovidas pela C6a nas células da linhagem HCT-116 foram
entdo realizados testes de citometria de fluxo. A primeira avaliacdo foi a verificacdo da
integridade de membrana onde observou-se que a C6a ndo promoveu perda da integridade
da membrana das células tratadas em nenhuma das concentragfes testadas aqui.
Entretanto, observou-se que as células tratadas tiveram reducdo no seu nimero total de
forma concentragdo dependente, em que somente a menor concentracao testada, 2.5uM,

ndo promoveu diminuigdo no ndmero de células. Efeitos citostaticos de chalconas
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também j& foram observados em trabalhos de Champelovier e colaboradores (2011)
utilizando linhagem de glioblastoma (LN229) e também no trabalho de Lima e
colaboradores (2016) em linhagens de cancer de mama (OVCAR-8), cancer de sistema
nervoso central (SF-295) e também cancer colorretal (HCT-116). E importante ainda
ressaltar que em ambos os trabalhos também foram encontradas as mesmas caracteristicas
de morte celular obtidas nesse estudo: parada em G2/M e acéo citostatica.

A avaliacdo do ciclo celular apés tratamento com a C6a em linhagem de HCT-
116 revelou um padrdo de parada de ciclo celular na fase G2/M, com diferenca
significativa apenas na maior concentracdo testada. A promoc¢do da parada do ciclo
celular na fase G2/M por moléculas da classe das chalconas ja é bem descrita na literatura
e diversas publicacGes relatam isso, tais como nos trabalhos de Hseu e colaboradores
(2012), Wu e colaboradores (2013), Jandial e colaboradores (2017) e Takac e
colaboradores (2018).

Apbs a avaliacdo da despolarizagdo da membrana mitocondrial com o tratamento
de células HCT-116 por 24h com C6a observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre o grupo controle e o grupo tratado, independente da concentragdo utilizada. Essa
acao pode demonstrar que 0s mecanismos de apoptose, observados por microscopia e no
ensaio de anexina V, podem ocorrer de forma independente de despolarizacdo
mitocondrial. Tal tipo de acdo também foi encontrado nos trabalhos de Ruis-Ruis e
Lopez-Rivas (2002), Xu e colaboradores (2013) e Arciuch e colaboradores (2012).
Todavia, de todos os trabalhos envolvendo chalconas encontrados para a discussao desse
trabalho, esse seria o0 Unico que teria essa caracteristica. Alguns exemplos de trabalhos
que envolvem apoptose com participacdo mitocondrial ap6s o tratamento com chalconas
séo 0s de Zhang e colaboradores (2017), Zhu e colaboradores (2019) e Ramirez-Tagle e
colaboradores (2016).

Como explanado anteriormente, o uso de chalconas se torna importante por ter
facil manipulacdo/sintese quimica e por agir em diversos alvos moleculares, tais como:
MDMZ2/p53, tubulina, proteossoma, NF-kappa B, TRIAL/receptores de morte e vias
apoptéticas mediadas por mitocdndria, ciclo celular, STAT3, PPAR-y e B-catenin/Wnt
(JANDIAL et al., 2014). Essa possibilidade de efeitos diferentes de chalconas € notada
ao verificar que compostos dessa familia podem promover aprisionamento do ciclo
celular em G1 (MIELCKE et al., 2017) ou em G2/M (KELLO et al., 2016), sendo esse
altimo também verificado no presente trabalho. Essas caracteristicas mostram a

possibilidade da chalcona aqui testada continuar em mais experimentos para avaliagéo de
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seus efeitos em modelos in vivo, como em trabalho realizado por Maeda & Khatami,
2018).

Por fim, as préximas etapas para continuacdo do presente trabalho serdo para
confirmacdo da hipdtese aqui levantada, onde serdo realizados teste de avaliacdo de
inibicdo de CDKSs através de Kits e, também, avaliagdo de expressédo de ciclinas do ciclo
celular através da metodologia de western blot. Apos esses passos, poderdo ser feitos o0s

testes toxicoldgicos in vivo para avaliacdo da agdo da Chalc6a.
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CONCLUSOES GERAIS

A chalcona N- (4 ' - [(E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona]) acetamida
(Chalc6a) apresentou forte e seletivo efeito citotdxico em linhagens celulares tumorais
humanas, sendo capaz de induzir em células de cancer colorretal HCT-116 morte celular
por apoptose independente de despolarizacdo mitocondrial e relacionada com parada do
ciclo celular em G2/M. A figura 15 mostra o possivel mecanismo de a¢do do composto

testado com indicagdo de pontos a serem futuramente investigados para melhor

elucidacéo.
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FIGURA 18. Possivel mecanismo de agdo da Chalc6a em células HCT116.
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Abstract

Chalcones containing amino or acetamide groups on ring A and electron donating/withdrawing groups on ring B have been
shown to have great cytotoxic potential against human cancer cell lines. In this work, a series of twenty chalcones, including
nine 1-(4’-aminophenyl)-3-(substituted aryl)-2-propen-1-ones (1-9), nine 1-(4'-acetamidophenyl)-3-(substituted aryl)-2-
propen-1-ones (1la—9a), and two 1-(3’-methoxy-4’'-hydroxyphenyl)-3-(substituted aryl)-2-propen-1-ones (10, 11), were
synthesized and submitted for initial biological screening using HCT-116 cells. Among the evaluated compounds, chalcone
6a showed strong and selective activity against HCT-116 cells (ICso = 2.37 £ 0.73 uM). The preliminary structure—activity
relationship analysis indicated that the cytotoxic effect of these compounds might be attributed to the combined effect of two
electron withdrawing groups: the nitro group (NO,) at the meta-position of ring B and the acetyl group at the para-position
of ring A. Moreover, chalcone 6a was able to induce G2/M cell cycle arrest and apoptosis at a concentration of 10 uM after
24 h of incubation. These data reinforce that compound 6a could be a promising lead compound for the future exploration of

selective anti-colon carcinoma cancer agents.
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Introduction

Chalcones are open chain flavonoids that are characterized
by two aromatic rings joined by a three-carbon «,
B-unsaturated carbonyl system (Fig. 1). These compounds
can be isolated from natural sources due to their widespread
distribution in fruits, vegetables, and tea or they can be
synthesized by chemical processes (Abbas et al. 2014; Di
Carlo et al. 1999).

Over the last several years, chalcones have instigated the
interest of chemical and pharmacological researchers due to
their simple chemical structure and varied biological
activities. The chalcone biological activity spectrum
includes antinociceptive, anti-inflammatory (Padaratz et al.
2009; Corréa et al. 2001; De Campos-Buzzi et al. 2007;
Nowakowska 2007; de Campos-Buzzi et al. 2006), anti-
tumor (Zingales and Moore 2016; Cabrera et al. 2007),
antibacterial, antifungal (Karaman et al. 2010), antil-
eishmanial (Boeck et al. 2006), and antioxidant activity
(Prasad et al. 2013). This wide range of activity is mainly
due to the numerous substitution possibilities on the chal-
cone aromatic rings. Moreover, the synthesis of chalcones
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based on the Claisen—Schmidt condensation reaction allows
a vast number of compounds to be obtained, providing the
desired structural variety (Ducki et al. 1998).

There is a continuous scientific effort that has been
expended on the design and development of anticancer
chalcones that has resulted in many novels and chemically
diverse chalcones with therapeutic potential against differ-
ent types of cancer (Karthikeyan et al. 2015). In this con-
text, chalcones are able to induce cell cycle arrest and
apoptosis in various human cancer cell lines. These abilities
can be attributed, in part, by tubulin polymerization inhi-
bition and/or the capacity to bind at the DNA minor groove
of neoplastic cells. The antimetastatic potential and anti-
angiogenic actions are related to flavokawain B, a chalcone
isolated from the root extracts of kava-kava plants (Linda-
mulage et al. 2017; Hassan et al. 2017; Shankaraiah et al.
2017; Rossette et al. 2017).

Recent studies have shown the cytotoxic anticancer
potential of chalcones that contain an amino or acetamide
group on ring A (Santos et al. 2017; Jardim et al. 2015;
Tristdo et al. 2012.). Chalcones with hydroxyl, methoxy,
and halogen groups on the B ring have also presented
effective cytotoxic potential against human cancer cell lines
(Karthikeyan et al. 2015). Based on this information,
chalcones containing amino or acetamide groups on ring A
and electron donating/withdrawing groups on ring B were
synthesized, and their cytotoxicity was evaluated in the
present work.

Fig. 1 Fundamental structure of a chalcone

o]
Py
\\/
" !
R, 2

1-7 R=NH,;R =H
1a-7a R = NHCOCH,

Fig. 2 Molecular structures of
the synthesized chalcones

Ry=H; p-F; p-Cl; p-OCH;;

This study describes the synthesis and characterization of
twenty chalcones, including nine 4’-aminochalcones, nine
4'-acetamidechalcones, and two 3’-hydroxy-4’-methox-
ychalcones. Figure 2 shows the molecular structures of
these twenty chalcones. Among these compounds, a new
chalcone (11) is being reported for the first time. After the
initial cytotoxic screening for all synthesized compounds,
we explored the cytotoxic effect of chalcone 6a against a
panel of the tumor and nontumor cell lines. In addition, we
evaluated the induction of apoptosis and cell cycle pro-
gression in HCT-116 cells incubated with chalcone 6a for
24 h.

Materials and methods
Synthesis of the chalcones

The description of the procedure of the synthesis of the
twenty chalcones are shown in Fig. 3. The 4'-ami-
nochalcones (1-9) and 3’-methoxy-4'-hydroxy chalcones
(10, 11) were synthesized by a Claisen—Schmidt con-
densation reaction in basic medium (Bhat et al. 2005). An
ethanol solution of 4-aminoacetophenone (2 mmol) and 3-
methoxy-4-hydroxyacetophenone (2 mmol) were added to a
solution of benzaldehyde and the derivatives (2 mmol),
followed by the addition of ten drops of 50% w/v aq. NaOH
with stirring for 48 h. The solid that formed was filtered
under reduced pressure, washed with cold water, and ana-
lyzed by TLC, giving yields of 25.65-69.85%. The 4'-
acetamidechalcones (1a—9a) were prepared by the acetyla-
tion reaction of the 4’-aminochalcones (2 mmol) with acetic
anhydride (2 mmol) in a buffered medium (5 mL) at pH =
5.0 with AcOH/AcONa (de Campos-Buzzi et al. 2007). The
reaction mixture was refluxed for 1h. The product was
filtered under vacuum and washed with cold water, giving
yields of 22.27-88.92%.

The structural data of the twenty chalcones which were
synthesized in this work are given below.

o] o]
= (o] N
YRS 9
R R
8 R=NH,
8a R =NHCOCH,

9R=NH,
9a R = NHCOCH,

p-OCH,CH,,m-NO,; p-N(CH,),

10R = OH ; R, = OCH, ; R,= p-Cl

11R=0H;R, = OCH, ; R,= m-NO,
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Fig. 3 Description of the
procedure of the synthesis of the
chalcones (1-11) and (1a-9a).
a NaOHaq. 50% w /v, ethanol, r.
t., 48 h. b (CH;CO),, (AcOH
/AcONa), r.t. *Novel chalcone

Q

a 9 b o
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NH;
NH:
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NH:
NH;
OH
OH

#;DWHU\M&IWN’-‘

-

(2E)-1-(4’-aminophenyl) -3-(phenyl)-prop-2-en-1-one
(1)

Yellow amorphous powder (25.65 %), m.p. 109.3-109.9 °C;
FT-IR (KBr) vy 3522, 3434, 1623, 1578, 1554 cm™'; 'H-
NMR (CD;0D, 300 MHz): 6 = 7.40-7.42 (3H, m, H-3,H-5,
H-4), 7.93 (2H, d, /= 8.7 Hz H-2', H-6"), 6.73 (2H, d, J =
8.7Hz, H-3’, H-5"), 7.69-7.72 (4H, m, H-2/H-6, H-a, H-P).
BC-NMR (CD;OD, 75MHz): 6§ =136.8 (C, C-1), 129.6
(CH, C-2, C-6), 130.1(CH, C-3, C-5), 131.4 (CH, C-4),
128.2 (C, C-1"), 132.6 (CH, C-2’, C-6"), 115.1 (CH, C-3’, C-
57, 154.8 (C, C-4'), 123.3 (CH, C-a), 144.4 (CH, C-p),
190.3 (C, COBz); EIMS m/z (M"™ 223), caled for
C,5H,5NO/223.

(2E)-1-(4’-aminophenyl)-3-(4-fluophenyl)-prop-2-en-
1-one (2)

Yellow amorphous powder (28%), m.p. 161.5-162.5 9 °C;
FT-IR (KBI) Upae 3600, 1660, 1590, 1570 cm™'; 'TH-NMR

R; R; Chalcone R;

H H 1a H

i 4-F 2a 4-F

H 4-0OCH; 3a 4-0CHy

H 4-0CH;CH, 4a 4-0CHCH3
H 4-Cl 5a 4-Cl

H 3-NO: 6a 3-NO;

= 4-N(CHs)2 7a 4-N(CHs)2
H 8a

H 9a

OCH, 4-cl

OCH3 3-NO:

(CD;0D, 300 MHz): 6=7.76 (2H, dd, J=38.8, 2.1 Hz, H-
2,H-6), 7.14 (2H, ¢, J = 8,8 Hz, H-3, H-5), 7.91 2H, d, J =
6.93 Hz H-2',H-6"), 6.73 (2H, d, J = 8.8. Hz, H-3’, H-5'),
7.67 (1H, d, J=12.1 Hz, H-o), 7.74 (1H, d, J=14.2 Hz,
H-p). 3C-NMR (CD;OD, 75MHz): 6 =132.6 (C, C-1),
132.6 (CH, C-2, C-6), 116.1 (CH, C-3,C-5), 163.8 (C, C-4),
128.1 (C, C-1"), 131.8 (CH, C-2’, C-6'), 114.9 (CH, C-3',C-
5", 155.0 (C, C-4'), 123.2 (CH, C-a), 142.9 (CH, C-p),
190.1 (C, COBz); EIMS m/z (M*' 241), caled for
C,sH,NOF/241.

(2E)-1-(4’-aminophenyl)-3-(4-methoxyphenyl)-prop-
2-en-1-one (3)

Yellow amorphous powder (38%), m.p.148-148,5°C; FT-
IR (KBr) Vpax 1628, 1570, 1560 1555, 1480, 1240cm™';
'H-NMR (CDCl;, 300 MHz): 6 =7.92 (2H, d, J =8.61 Hz,
H-2,H-6), 6.70 (2H, d, J = 8.58 Hz, H-3,H-5), 7.59 (2H, d,
J=28.64 Hz, H-2’ H-6"), 6.93 (2H, d, J=8.67 Hz,H-3' H-
5, 7.42 (1H, d, J=15.57Hz, H-a), 7,76 (1H, d, J=
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15.39 Hz, H-p), 3.89 (3H, s, OCH3). *C-NMR (CDCl;,
75 MHz): §=128.3 (C, C-1), 131.1(CH, C-2,C-6), 114.2
(CH, C-3,C-5), 161.5 (C, C-4), 127.8 (C, C-1"), 130.2 (CH,
C-2/,C-6"), 114.5 (CH, C-3/,C-5"), 151.1 (C, C-4"), 120.1
(CH, C-), 143.2 (CH, C-P), 188.4 (C, COBz), 55.8 (CHs,
OCH,); EIMS m/z (M™ 253), caled for CyH;sNO4/253.

(2E)-1-(4’-aminophenyl)-3-(4-ethoxyphenyl)-prop-2-
en-1-one (4)

Yellow amorphous powder (33.89%), m.p. 140-140,8 °C;
FT-IR (KBr) Ve 1634, 1600, 1588, 1575, 1480, 1167 cm
~!; TH.NMR (CD;OD, 300 MHz): §=7.90 (2H, d, J=
8.70 Hz, H-2,H-6), 6.69 (2H, d, J = 8.73 Hz, H-3,H-5), 7.63
(2H, d, J =7.98 Hz, H-2",H-6'), 6.94 (2H, d, J =8.70 Hz,
H-3'H-5'), 7.58 (1H, d, J = 15.57 Hz, H-o), 7.65 (1H, d,
J=15.06 Hz, H-B), 4,08 (2H, q, J = 6.96, OCH,CH3), 1.39
(BH, 1, J=6.99Hz, OCH,CH;). '*C-NMR (CD;OD,
75 MHz): 6 = 129.3 (C, C-1), 132.5 (CH, C-2, C-6), 114.6
(CH, C-3, C-5), 155.5 (C, C-4), 127.9 (C, C-1"), 131.4 (CH,
C-2/,C-6"), 116.1 (CH, C-3',C-5"), 162.6 (C, C-4"), 120.7
(CH, C-a), 144.4 (CH, C-p), 199.3 (C, COBz), 64.8 (CH,,
OCH,CH3), 15.2 (CH;, OCH,CH3); EIMS m/z (M™ 267),
caled for: C7H17;NO,/267.

(2E)-1-(4’-aminophenyl)-3-(4-clorophenyl)-prop-2-
en-1-one (5)

Yellow amorphous powder (53.59%), m.p. 162,9-163,3 °C;
FT-IR (KBr) vn. 3555, 3350, 1621, 1570, 1550,
1490 cm™'; "TH-NMR (CD;0D, 300 MHz): 6 =7.91 (2H, d,
J=8.73Hz, H-2,H-6), 7.69 (2H, d, J=8.79, H-3 H-5),
7.42 (2H, d, J=8.46 Hz, H-2',H-6'), 6.68 (2H, d, J=
8.76 Hz, H-3’, H-5"), 7.70 (1H, d, J = 14.28 Hz, H-a), 7.74
(1H, d, J = 15.60 Hz, H-p). '3*C-NMR (CD;0D, 75 MHz):
§=135.6 (C, C-1), 132.7 (CH, C-2, C-6), 130.9 (CH, C-3,
C-5), 137.5 (C, C-4), 127.6 (C, C-1), 130.8 (CH, C-2",C-
6"), 114.6 (CH, C-3’,C-5"), 155.8 (C, C-4"), 124.3 (CH, C-
@), 142.9 (CH, C-p), 189.9 (C, COBz); EIMS m/z (M*"
257.5), caled for: C;5sH;,NOCI/257.5.

(2E)-1-(4’-aminophenyl) -3- (3-nitrophenyl) prop-2-
en-1-one (6)

Orange amorphous powder (69.85%), m.p. 208-208,7 °C;
FT-IR (KBr) vmax 3400, 1640, 1600, 980 cm™'; '"H-NMR
(CD3;COCD3;, 300 MHz): 6§ =8.26 (1H, d, J=1.95 Hz, H-
2), 7.98-8.26 (2H, m, H-4,H-5), 7.75 (2H, d, J="7.89 Hz,
H-2',H-6"), 6.74 (2H, d, J = 8.67 Hz, H-3',H-5"), 7.72 (1H,
d, J=1596 Hz, H-a)), 7.80 (1H, d, J=17.34 Hz, H-p).
BC-.NMR (CD;COCD;, 75MHz): §=138.6 (C, C-1),
124.9 (CH, C-2), 149.9 (C, C-3), 126.3 (CH, C-4), 132.2

@ Springer

(CH, C-5), 135.2 (CH, C-6), 127.6 (C, C-1"), 132.3 (CH, C-
2’, C-6"), 114.2 (CH, C-3',C-5"), 154.7 (C, C-4'), 123.9
(CH, C-a), 140.0 (CH, C-p), 186.9 (C, COBz); EIMS m/z
(M*- 268), calcd for C,sH;,N,05/268.

(2E)-1-(4’-aminophenyl) -3-(4-dimethyaminophenyl)
-prop-2-en-1-one (7)

Orange amorphous powder (35.66%), m.p. 169-170 °C;
FT-IR (KBr) Upax 3500, 3460, 1610, 1570, 1350, 1160,
980 cm!; 'H-NMR (CD;0D, 300 MHz): 6§ =7.57 (2H, d,
J=8.85Hz, H-2, H-6), 6.69 (2H, d, J = 8.76 Hz, H-3,H-5),
7.89 (2H, d, J=8.73 Hz, H-2’,H-6"), 6.76 (2H, d, J=
8.88 Hz, H-3".H-5"), 7.46 (1H, d, J = 15.39 Hz, H-a), 7.68
(1H, d, J = 15.39 Hz, H-p)), 3.02 (6H, s, 2CH3). *C-NMR
(CD;0D, 75 MHz): 6 = 124.7 (C, C-1), 131.5 (CH, C-2, C-
6), 113.3 (CH, C-3, C-5), 153.8 (C, C-4), 40.4 (C, N(CH3)
»), 128.4 (C, C-1"), 132.3 (CH, C-2’, C-6'), 114.6 (CH, C-
3',C-5"), 155.2 (C, C-4), 117.6 (CH, C-a), 145.8 (CH, C-
). 190.8 (C, COBz); EIMS m/z (M™ 266), caled for
C,7H,5N,0/266.

(2E)-1-(4’-aminophenyl) -3- (furan-2-yl-prop-2-en-1-
one (8)

Orange amorphous powder (69.85%), m.p. 118-118,3 °C;
FT-IR (KBr) vpm. 3447, 3434, 1640, 1584, 1545,
1173 cm™'; "TH-NMR (CD;0D, 300 MHz): 6 = 6.78 (1H, d,
J=3.36Hz, H-3), 6.55 (1H, m, H-4); 7.62 (1H, s, H-5),
7,85 (2H, d, J=8.73Hz, H-2’, H-6'), 6.68 (2H, d, J=
8.73 Hz, H-3',H-5'), 7.50-7.62 (2H, s broad, H-a, H-p).
BC.NMR (CD;OD, 75MHz): 6= 153.4 (C, C-2), 113.7
(CH, C-3), 116.5 (CH, C-4), 146.3 (CH, C-5), 127.6 (C, C-
1), 132.4 (CH, C-2’, C-6"), 114.6 (CH, C-3',C-5’), 155.5
(C, C-4), 130.5 (CH, C-w), 120.5 (CH, C-p), 189.7 (C,
COBz); EIMS m/z (M1 213), calcd for C3H;;NO,213

(2E,4E)-1-(4-aminophenyl)-5-phenylpenta-2,4-dien-
1-one (9)

Orange amorphous powder (34.00%), m.p. 151,8-152 °C;
FT-IR (KBr) v,y 3458, 3376, 1635, 1611, 1576 1564 cm ™!
"H-NMR (CD;0D, 300 MHz): § = 7.26-7.35 (5H, m, Ar),
7.84 (2H, d, J=8.79 Hz, H-2’ H-6'), 6.67 (2H, d, J=
8.76 Hz, H-3',H-5), 7.00-7.25 (3H, m, H-a, H-7, H-8),
7.38 (1H, ddd, J=15.96, 8.43, 1.65Hz, H-p). '3C-NMR
(CD;0D, 75 MHz): 6 = 138.0 (C, C-1), 128.7 (CH, C-2, C-
6), 130.0 (CH, C-3, C-5), 128.4 (C, C-4), 126.8 (CH, C-7),
142.6 (CH, C-8), 127.7 (C, C-1"), 132.5 (CH, C-2/,C-6'),
114.6 (CH, C-3',C-5"), 155.6 (C, C-4"), 130.5 (CH, C-w),
144.6 (CH, C-p), 190.3 (C, COBz); EIMS m/z (M' 253),
calcd for C7HsNO/253.
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N-(4'[(2E)-3-(phenyl)-1-(phenyl) prop-2-en-1-one])
acetamide (1a)

Yellow amorphous powder (88.92%), m.p. 158-158.5 °C;
FT-IR (KBr) vpma 3330, 1658, 1600, 1310, 980cm™!;
'"H-NMR (CD;0OD, 300 MHz): § = 7.40-7,72 (5H, m, Ar),
8.06 (2H, d, J=8.79 Hz, H-2', H-6"), 7.71-7.75 (2H, s
broad, H-a, H-p), 2.14 (3H, s, COCH;). '*C-NMR
(CD;0D, 75MHz): 6= 136.5 (C, C-1), 129.8 (CH, C-2,
C-6), 131.8 (CH, C-3, C-5), 131.1 (C, C-4), 134.6 (C, C-1),
130.2 (CH, C-2',C-6"), 123.0 (CH, C-3',C-5"), 144.9 (C, C-
4"),24.2 (CH;, COCHj3), 120.4 (CH, C-a), 145.9 (CH, C-B),
191.0 (C, COBz), 172.1 (C, N—-C=0); EIMS m/z (M 265),
calcd for C|7H15N02 /265.

N-(4'[(2E)-3-(4-flurophenyl) -1-(phenyl) prop-2-en-1-one])
acetamide (2a)

Yellow amorphous powder (88.21%), m.p. 178.4-179 °C;
FT-IR (KBr) Upyy 3430, 1650, 1615, 1500, 1300, 980 cm™!;
'"H-NMR (CD;0D, 300 MHz): 5 =7.76 (2H, m, H-2,H-6),
7.16 (2H, t, J=8.70Hz, H-3,H-5)), 8.07 (2H, d, J=
8.67Hz, H-2’,H-6’), 7.73 (2H, m, H-3’,H-5"), 7,72-7.81
(2H, s broad, H-a, H-B), 2.16 (3H, s, COCH;). '*C-NMR
(CD;0D, 75 MHz): 6§ = 133.1 (C, C-1), 131.1 (CH, C-2, C-
6), 116.9 (CH, C-3, C-5), 164.0 (C, C-4), 132.1 (C, C-1"),
131.1 (CH, C-2',C-6"), 122.9 (CH, C-3',C-5"), 144.9 (C, C-
4"), 120.4 (CH, C-a), 144.5 (CH, C-p), 190.8 (C, COBz),
172.1 (C, N-C=0); EIMS m/z (M™ 283), caled for
C17H14NO,F/283.

N-(4'[(2E)-3-(4-methoxyphenyl) -1-(phenyl) prop-2-en-1-
one]) acetamide (3a)

Yellow amorphous powder (49.40%), m.p. 202.5-202.8 °C;
FT-IR (KBr) Vs, 3260, 1640, 1600, 1310, 1160, 970 cm™';
'"H-NMR (CD;0D, 300 MHz): § =7.71 (2H, m, H-2,H-6),
7.00 (2H, d, J=8.70HzH-3,H-5), 8.00 (2H, d, J=
8.70 Hz, H-2",H-6")), 7.74 (2H, d, J = 8.55 Hz, H-3",H-5"),
7,72 (1H, d, J = 15.63 Hz, H-), 7.76 (1H, d, J = 16.47 Hz,
H-B), 3.85 (3H, s, OCH3), 2.16 (3H, s, COCH,). '>*C-NMR
(CD;0D, 75MHz): §=129.1 (C, C-1), 131.4 (CH, C-2,
C-6), 115.7 (CH, C-3,C-5), 163.6 (C, C-4), 132.6 (C, C-1"),
131.8 (CH, C-2,C-6"), 120.4 (CH, C-3/,C-5"), 146.2 (C,
C-4'), 120.4 (CH, C-a), 144.7 (CH, C-p), 191.1 (C, COBz),
172.1 (C, N—-C=0), 56.1 (C, OCH3); EIMS m/z (M 295),
calcd for C1gH;7NO5/295.

N- (4'- [(2E) -3- (4-ethoxyphenyl) -1- (phenyl) prop-2-en-1-
one]) acetamide (4a)

Yellow amorphous powder (38.02%), m.p. 134-135°C;
FT-IR (KBr) v 3310, 1650, 1670, 1600, 1310, 1155,

980 cm™'; '"H-NMR (CDCl,, 300 MHz): § =7.57 (2H, d,
J=8.50Hz, H-2,H-6), 6.91 (2H, d, J = 8.45 Hz, H-3,H-5),
8.00 (2H, d, J =8.40, H-2'H-6'), 7.66 (2H, d, J =7.75 Hz,
H-3'H-5), 7.39 (1H, d, J= 15.55Hz, H-o), 7.78 (1H, d,
J=15.60Hz, H-), 4.08 (2H, q, J = 6.85 Hz, OCH,CHj3),
1.43 (3H, t, J = 6.90 Hz, OCH,CH3), 2.21 (3H, s, COCH3)
3BC.NMR (CDCl;, 75MHz): §=127.6 (C, C-1), 130.0
(CH, C-2, C-6), 115.1 (CH, C-3, C-5), 161.3 (C, C-4),
134.2 (C, C-1"), 130.5 (CH, C-2/, 6'), 119.2 (CH, C-3,5"),
1423 (C, C-4’), 639 (CH,, OCH,CH3), 14.9 (CHs,
OCH,CH3), 25.0 (CH3, COCHj3), 119.5 (CH, C-o), 144.8
(CH, C-B), 189.4 (C, COBz), 168.9 (C, N-C=0); EIMS m/
z M 309), calcd for C9H;9NO3/309.

N-(4'[(2E)-3-(4-clorophenyl-1-(phenyl) prop-2-en-1-one))
acetamide (5a)

Yellow amorphous powder (54.02%), m.p. 198.5-199 °C;
FT-IR (KBr) Upay 3270, 1650, 1600, 1310, 980 cm™; 'H-
NMR (CD;OD, 300 MHz): 6=7.42 (2H, d, J=8.49 Hz,
H-2,H-6), 7.90 (2H, d, J = 8.76 Hz, H-3,H-5), 8.00 (2H, d,
J=28.79Hz, H-2' H-6'), 6,69 (2H, d, J= 8,76 Hz, H-3" ,H-
5’), 7.40 (1H, d, J=17.04 Hz, H-a,), 8.71 (1H, d, J=
14.88 Hz, H-B), 2.15 (3H, s, COCH3). '*C-NMR (CD;OD,
75 MHz): 6 =134.5 (C, C-1), 130.4 (CH, C-2, C-6), 131.0
(CH, C-3, C-5), 137.5 (C, C-4), 135.3 (C, C-1"), 132.7 (CH,
C-2',6), 120.4 (CH, C-3'5"), 142.6 (C, C-4'), 130.3 (CH, C-
a), 145.0 (CH, C-B), 190.0 (C, COBz), 172.1 (C, N—-C=0),
24.2 (CH3;, COCH3); EIMS m/z (M™ 283.5), calcd for
C7H4sNOC1/283.5.

N- (4’- [(2E) -3- (3-nitrophenyl) -1- (phenyl) prop-2-en-1-
one]) acetamide (6a)

Orange amorphous powder (51.29%), m.p. 198-198,3 °C;
FT-IR (KBr), vpm.x 3330, 1610, 1660, 1580, 1340,
970 cm™'; '"H-NMR (CD;SOCD;, 300 MHz): 6 = 8.17-7.75
(2H, m, H-4, H-5), 8,17 (1H, d, J=10.53 Hz, H-6), 7.96
(2H, d, J=17.41 Hz, H-2' H-6'), 6.63 (2H, d, J = 7.32 Hz, H-
3’ 'H-5'), 8.00 (1H, d, /= 17.04, H-a), 8.71 (1H, d, 14.88 Hz,
H-p), 2.09 (3H, s, COCH3). NMR de '*C (CD;SOCD;,
75MHz): 6 = 1349 (C, C-1), 122.8 (CH, C-2), 148.4 (C, C-
3), 122.6 (CH, C-4), 130.1 (C, C-5), 134.7 (CH, C-6), 137.1
(C, C-1"), 131.4 (CH, C-2, C-6'), 112.9 (CH, C-3',5"), 144.0
(C,C-4"), 122.9 (CH, C-m), 144.0 (C, C-p), 187.4 (C, COBz),
169.2 (C, N-C=0), 24.2 (CH3, COCHj3); HRESIMS, m/z:
310.1445(C1oH;oNO5) [M+H]" (caled. 310.1443).

N-(4'[(2E)-3-(4-dimetilaminophenyl) -1-(phenyl) prop-2-en-
1-one]) acetamide (7a)

Yellow amorphous powder (60.40%), m.p. 207-207.5 °C;
FT-IR (KBr) vpax 3410, 1680, 1650, 1580, 1380, 1030 cm
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~I. IH.NMR (CDCl;, 300 MHz): §=7.66 (2H, d, J=
8,20 Hz, H-2,H-6)), 7.53 (2H, d, J=28.65 Hz H-3,H-5),
8.00 (2H, d, J = 8.30 Hz, H-2',H-6'), 6.71 (2H, d broad, H-
3'/H-5"), 7.34 (1H, d, J = 15.45 Hz, H-a), 7.78 (1H, d, J =
15.45 Hz, H-p), 3.04 (6H, s, 2CH3), 2.21 (3H, s, COCH3).
3C-NMR (CDCl;, 75MHz): §=134.6 (C, C-1), 130.1
(CH, C-2, C-6), 112.3 (CH, C-3,C-5), 152.0 (C, C-4), 40.5
(C, N(CHjy),), 133.0 (C, C-1"), 130.6 (CH, C-2,C-6"), 116.9
(CH, C-3',C-5"), 145.7 (C, C-4’), 24.9 (CH;, COCHjy),
119.2 (CH, C-a), 142.0 (CH, C-p), 189.5 (C, COBz), 169.0
(C, N-C=0), 40.5(C, N(CH3),), 24.9(CH;, COCH,); EIMS
m/z (M™ 308), caled for CioHoN,0,/308.

N-(4'[(2E)-3- (furan-2-il) -1-(phenyl) prop-2-en-1-one])
acetamide (8a)

Orange amorphous powder (76.17%), m.p. 122-122.4 °C;
FT-IR (KBr) Vpayx 3470, 1690, 1640, 1600, 1375, 1005 cm
~1; 'TH-NMR (CDCl;, 300 MHz): § = 6.51 (1H, s broad, H-
3), 6.70 (1H, d, J = 3,09 Hz, H-4), 7.46 (1H, s, H-5), 8.00
(2H, d, J = 8,55 Hz, H-2', H-6'), 7.66 (2H, d, J = 8,31 Hz,
H-3’, H-5"), 7.33 (1H, d, J= 15.33 Hz, H-a), 7.51 (1H, d,
J=17.58Hz, H-p), 2.21 (3H, s, COCHj). "*C-NMR
(CDCls, 75MHz): §=151.9 (C, C-2), 112.7 (CH, C-3),
116.2 (CH, C-4), 145.1 (CH, C-5), 133.9 (C, C-1"), 130.0
(CH, C-2/, C-6"), 119.3 (CH, C-3’, C-5'), 24.8 (CHj,
COCH3), 119.4 (CH, C-a), 130.7 (CH, C-p), 188.8 (C,
COBz), 169.0 (C, N-C=0), 24.9 (CH3, COCH3); EIMS m/
z (M 239), caled for C;sH,3NO,/239.

N-(4'[(2E)-5-[phenylpenta-2,4-dien) -1-(phenyl) prop-2-en-1-
one]) acetamide (9a)

Orange amorphous powder (22.27%), m.p. 176.5-177 °C;
FT-IR (KBr) vm, 3300, 1670, 1650, 1600, 1300,
1000 cm™'; 'TH-NMR (CDCl;, 300 MHz): & =7.33-7.40
(5H, m, Ar), 7.98 (2H, d, J = 8,64 Hz, H-2' H-6"), 7.01 (2H,
d, J=7.71 Hz, H-3' H-5"), 7.19 (1H, d, J = 14.79 Hz, H-a),
7.51 (1H, dd, J=17.40, 8.76 Hz, H-p), 7.02-7.07 (2H,
m, H-7,H-8), 2.23 (3H, s, COCH;). *C-NMR (CDCl;,
75 MHz): 5 = 136.4 (C, C-1), 127.5 (CH, C-2, C-6), 129.1
(CH, C-3,C-5), 129.4 (C, C-4), 134.1 (C, C-1"), 130.0 (CH,
C-2', C-6"), 119.2 (CH, C-3', C-5"), 142.1 (C, C-4"), 24.9
(CHj3, COCH3), 127.2 (CH, C- ), 144.8 (CH, C-p), 125.4
(CH, C-7), 142.0 (CH, C-8), 189.2 (C, COBz), 168.8 (C,
N-C=0), 24.9 (CH3, COCHj3); EIMS m/z (M™ 291), caled
for C19yH7NO,/291.

(2E)-1-(3’-methoxi-4'-hidroxiphenyl)-3-(4-
clorophenyl)-prop-2-en-1-one (10)

Yellow amorphous powder (20.89%), m.p. 141-141.3 °C;
FT-IR (KBI) Ve 3390, 1640, 1590, 1290, 1180, 970 cm™;
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'H-NMR (CD;COCDs, 300 MHz): 6 =7.50 (2H, d, J=
7,50 Hz, H-2,H-6), 7.70 (2H, d, J=8.73 Hz, H-3, H-5),
7.76 (1H, d, J = 1.92 Hz, H-2"), 6.70 (1H, d, J=8.22 Hz,
H-5'), 7.74 (1H, dd, J = 8.85, 2.01 Hz, H-6"), 7.73 (1H, d,
J=17.90Hz, H-0), 7.91 (1H, d, J = 15.48 Hz, C-B), 3.90
(3H, s, OCH;). “C-NMR (CD;COCDs, 75MHz): 6=
135.3 (C, C-1), 129.9 (CH, C-2,C-6), 130.9 (CH, C-3, C-5),
136.9 (C, C-4), 136.2 (C, C-1°), 112.6 (CH, C-2"), 148.7 (C,
C-3"), 152.7 (C, C-4'), 115.6 (CH, C-5'), 124.6 (CH, C-6"),
123.7 (CH, C-a), 142.2 (CH, C-p), 56.5 (C, OCH3), 187.9
(C, COBz); EIMS m/z (M 288.5), caled for C;gH;;NO5Cl
/288.5.

(2E) -1- (3’-methoxy-4'-hydroxyphenyl) -3- (3-
nitrophenyl) prop-2-en-1-one (11)

Yellow amorphous powder (46.33%), m.p. 179.4-180 °C;
FT-IR (KBr) vpgy 3425, 1621, 1575, 1350, 990 cm ™ '; 'H-
NMR (CD5;COCD3, 300 MHz): 6 = 6.96-8.26 (5H, m, Ar),
8.65 (1H, s, H-2"), 7.73 (1H, m, H-5"), 8.23 (1H, d, J=
6.36 Hz, H-6"), 7.82 (1H, d, J = 15.35 Hz, H-a), 7.87 (1H,
d, J=15.35Hz, H-p), 3.90 (3H, s, OCH;) "“C-NMR
(CD3;COCD3, 75MHz): 6=131.1 (C, C-1), 124.9 (CH,
C-2), 1529 (C, C-3), 125.1 (CH, C-4), 131.2 (CH, C-5),
135.4 (CH, C-6), 138.3 (C, C-1'), 124.9 (CH, C-2), 148.8
(C, C-3), 1499 (C, C-4'), 115.6 (CH, C-5), 125.8 (CH,
C-6), 123.5 (CH, C-a), 141.1 (CH, C-p), 56.5 (C, OCHj),
187.8 (C, COBz); HRESIMS m/z: 300.0867 (C;cH;3NO3)
[M+H]" (caled. 300.0872).

NMR, GC-MS, and IR measurements

The chemical reagents were from Sigma-Aldrich. 'H and
3C NMR spectra were obtained using a Bruker Spectro-
meter, either model Avance DPX-300 or model Avance
DRX-500 operating at frequencies of 300 or 500 MHz for
hydrogen, and 75 or 125 MHz for carbon, respectively. The
spectra were measured in the solvents CD;0D,
CD;COCD3, and CDCl;, and chemical shifts are reported as
6 values in parts per million (ppm) relative to tetra-
methylsilane (8 0.00) as the internal standard. The mass
spectra were obtained with a Shimadzu QP201 GC-MS (gas
chromatography coupled to mass spectrometry) using an
RTX-5MS capillary column (30.0 m x 0.25 mm x 0.30 mm)
for compounds within the literature record, and UPLC-
QTOF-MS was performed with an ACQUITY UPLC BEH
column (150 x 2.1 mm, 1.7 um; Waters Co.) on a Waters
Acquity UPLC system. The column temperature was set at
40 °C. The binary gradient elution system consisted of 0.1%
formic acid in water (A) and 0.1 % formic acid in acet-
onitrile (B), with a linear gradient from 2 to 95% B
(0-15 min), with a flow rate of 0.4 mL.min"! for the new
compound (11). The high mass spectra of the chalcone 11
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was obtained with LC-MS on an Acquity UPLC system
coupled with quadrupole/TOF mass analyzers (Waters)
equipped with an ESI source operated in the negative
ionization mode (UPLC-ESI-qTOF). The chromatographic
separations were performed using a Waters Acquity UPLC
BEH column (150.0 x2.1 mm x 1.7 yum) at 40 °C. Water
and acetonitrile were used for the mobile phase, both with
0.1% formic acid. The gradient ranged from 95 to 2% water
in 15min at a flow rate of 0.4 mL/min and an injection
volume of 5.0 uL. The desolvation gas was N, at 350 °C at a
flow rate of 350 L/h and a source temperature of 120 °C.
The capillary voltage was set to 2.600 V. The collision
energies/cone voltages were set to 6eV/15V (low) and
30-50eV/30 V (high) to achieve sufficient fragmentation.
The MS spectra were acquired in negative ionization mode
between 100 and 1180Da in MSE tandem mode. The
samples were prepared by filtering 1 mL of the chalcones
directly through a 0.22 um PTFE syringe filter (Simple
Pure, USA). Infrared spectra were determined on a Perkin
Elmer FT/IR 1000 spectrophotometer and reported as the
wavenumber (cm™'). The melting point was determined
with the MQAPF-302 apparatus (microchemistry) with a
heating rate of 3.0 °C/min.

Cell culture

The human cancer cell lines (HCT-116, colon carcinoma; PC-
3, prostate adenocarcinoma; HL-60, promyelocytic leukemia;
K-562, chronic myeloid leukemia; and KASUMI-1, acute
myeloid leukemia) were obtained from the National Cancer
Institute, Bethesda, MD, USA. The 1.-929 (murine fibroblasts)
nontumor cell line was purchased from ATCC' and deposited
in the Rio de Janeiro cell bank. The cell lines were maintained
in RPMI-1640 medium or DMEM (Gibco) supplemented with
10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL peni-
cillin, and 100 pg/mL streptomycin at 37 °C in a humidified
atmosphere with 5% CO,.

Determination of cytotoxic activity

The cytotoxicity of the compounds was determined using the
MTT assay (Mosmann 1983). Briefly, cells were seeded in 96-
well plates (0.7 x 10* cells/well for adherent cells and 0.3 x
10° cells/well for suspended cells). The compounds dissolved
in DMSO were added to each well using high-throughput
screening with a Biomek 3000 (Beckman Coulter, Inc. Full-
erton, California, USA) and incubated for 3 days (72 h). The
control group received the same amount of vehicle, and the
final concentration of DMSO in the culture media was con-
stant (below 0.5%). After incubation, the supernatant was
replaced by fresh medium containing MTT (0.5 mg.mL™").
Three hours later, the MTT formazan product was dissolved in
150 L of DMSO, and the absorbance was measured at

595 nm (DTX 880 Multimode Detector, Beckman Coulter,
Inc. Fullerton, California, USA).

To carry out a structure-activity relationship analysis, all
compounds were tested against HCT-116 cells at different
concentrations (0.04—20 uM) to determine the half-maximal
inhibitory concentration (ICs) after 72 h of incubation. In
addition, the ICs, value of the most active compound was
determined for four other human tumor cell lines (PC-3,
HL-60, K-562, and KASUMI-1) and one nontumor cell line
(L-929) after 72h of incubation. Doxorubicin
(0.07-8.6 uM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)
was used as a positive control.

Study of the mechanism of cytotoxicity

In this stage, the study aimed to describe the chalcone 6a-
induced cytotoxicity against HCT116 cells (chosen based
on the preliminary cytotoxicity screening). For this purpose,
the cells (0.7x10° cells/well) were incubated with the
chalcone 6a for 24 h at three different concentrations (2.5, 5
and 10 uM; chosen based on the ICs, values obtained by the
MTT assay), and the experiments below were performed
(Pereira et al. 2016). The control group received the same
amount of vehicle whose concentration was kept constant
(below 0.5%). Cell treatments were carried out in triplicate.
Doxorubicin (2 uM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO,
USA) was used as a positive control due to its known
cytotoxic effects, as well as its ability to induce cell cycle
arrest in the G2/M phase. Stock solutions of the compounds
tested were prepared in DMSO and diluted in culture
medium to obtain the desired concentrations.

Morphological analysis

The morphological features of HCT116 cells were assessed
using light microscopy (Olympus, Tokyo, Japan). Cells
were harvested, transferred to Cytospin slides, and stained
using a quick panoptic kit (Laborlin, Brazil). Cells were
fixed with methanol and counterstained with 0.1% xan-
thanes and 0.1% thiazines before the analysis.

Apoptosis assay

Apoptosis was examined by Annexin V/7-AAD staining
followed by flow cytometry. Briefly, HCT116 cells were
collected (both floating and attached cells) and stained using
an Annexin V-PE/7-AAD apoptosis detection kit. Annexin
V binds to phosphatidylserine (PS) in cells undergoing
apoptosis due to the translocation of PS from the inner
leaflet to the outer leaflet of the cytoplasmic membrane. 7-
AAD is a fluorescent intercalator of DNA impermeant to the
cell, indicating membrane integrity. Double staining is used to
distinguish between viable, early apoptotic cells, and necrotic
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or late apoptotic cells. The resulting fluorescence (Annexin V-
PE at 583 nm and 7-AAD at 680nm) of all samples was
analyzed with BD FACSVerse™. 7-AAD-positive and
annexin V-negative cells were considered necrotic. Annexin
V-positive cells (both 7-AAD positive and negative cells)
were considered apoptotic cells. 7-AAD-negative and
Annexin V-negative cells were considered viable.

Determination of cell viability and membrane
integrity

Cell viability and cell membrane integrity analyses were per-
formed with propidium iodide (5 pg/mL, Sigma Aldrich Co.,
St. Louis, MO, USA) exclusion using flow cytometry.
HCT116 cells were plated in 24-well plates and treated with
PJOVS56. After cell harvesting, the treated and untreated cells
were incubated with propidium iodide in the dark for 5 min.
Then, the fluorescence was measured by flow cytometry with
BD FACSVerse™ (BD Biosciences, San Jose, CA).

DNA fragmentation and cell cycle analysis

The DNA content of HCT116 cells was assessed by pro-
pidium iodide DNA staining followed by flow cytometry
analysis. Briefly, cells were treated with PJOV56, harvested
and incubated in the dark with a solution containing 5 pg.
mL~! propidium iodide, 5 pg.mL~! RNase, 0.1 % sodium
citrate, and 0.1 % Triton X-100 at room temperature for
40 min. The DNA fragmentation and cell cycle profile were
obtained by cell counting and fluorescence measurements
using a BD FACSVerse™ flow cytometer (BD Biosciences,
San Jose, CA). Data were analyzed by ModFit LT software
(Verity Software House, Inc., Topsham, ME).

Statistical analysis

Data are presented as the mean =+ standard error of the mean
(SEM) from three independent experiments performed in
triplicate as calculated by Prism 8.0 (GraphPad/Intuitive
Software for Science, San Diego, CA). The ICs, values of
the compounds were obtained from the nonlinear regression
of the cytotoxicity curves. Statistical analyses for multiple
comparisons were performed using one-way ANOVA fol-
lowed by Turkey’s Test. A value of p <0.05 was considered
statistically significant.

Results and discussion
Structural characterization

The structures of the twenty synthetic chalcones were elu-
cidated by spectroscopic methods, including 1D NMR for
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those chalcones registered in the literature, and 1D and 2D
(COSY, HSQC and HMBC) NMR for the new chalcone
(11), electron ionization mass spectrometry, high-resolution
electrospray ionization mass spectrometry (HRESIMS), and
Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR). The 'H
(500MHz) and '*C (125MHz) NMR spectra in CDCl;
(d, ppm, J/Hz) are presented in the Supplementary Material
in Figs S1-S44. The mass spectra of these chalcones are
shown in Figs S45-S64 and their infrared spectra are given
in Figs S65-S84. The values of the coupling constants
between H, and Hp (/= 12.10-17.98 Hz) confirm that for
this reaction, the products generated were only E-isomers.

Cytotoxic activity against tumor and nontumor cells

The MTT assay was used to determine the cytotoxicity of
the synthesized chalcones. This test is extremely useful for
both determining cell viability studies and defining the
anticancer potential of new compounds (Kepp et al. 2011).
Table 1 displays the ICsy values of the investigated com-
pounds whose data were used for the structure—activity
relationship analysis.

Out of 20 compounds tested, only 1la (ICs)=4.96+
0.03 uM), 2a (ICsp=7.05+£0.02uM), S5a (IC5,=5.75=
0.44 uM), and 6a (IC5p =3.56 = 0.03 uM) showed a strong
cytotoxic effect (ICso<10uM) against HCT-116 cells,
revealing that small modifications to the chalcone chemical
structure were able to alter the biological activity. Careful
analysis of the structures suggests that the cytotoxicity can
be attributed to the combined effects of the two electron-
withdrawing groups in the structure of 6a (an amide group
on ring A and a nitro group on ring B). For the amide group
contribution, compound la (ICsy=4.96+0.03 uM) pre-
sented higher cytotoxic activity when compared to 1 (ICsg
>20 uM). Regarding the nitro group, compounds 6 (ICsy) =
13.96 £ 0.03 uM) and 6a (ICsy = 3.56 £ 0.03 uM) presented
greater activity when compared with 1 and 1a, respectively.
Moreover, the presence of an extended conjugated system
significantly reduced the cytotoxic effect. Compound 9a
(IC50>20 uM) showed no cytotoxic effect when compared
to compound la (IC5y=4.96+0.03 uM), and this effect
was influenced by the presence of an additional double
bond in the conjugated system. Another important structural
feature that reduced the cytotoxic activity was a high elec-
tronic density in ring B (ICso>20 uM) for compounds 3,
3a,4,4a,7 (% RCV =4.25+2.60 %), 7a (% RCV = 0.00
%), 8 (% RCV =9.15+3.01 %), and 8a (% RCV =9.45 +
1.37 %). These data are corroborated by a review of the
anticancer activity of chalcones that states that the cytotoxic
properties of chalcones against cancer cell lines are mainly
influenced by the substituents on the two aryl rings of the
chalcone molecule simultaneously (Karthikeyan et al.
2015). Recent studies (Nazir et al. 2013; Guilherme et al.
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Table 1 Cytotoxicity of the chalcones 1-11 and 1a-9a at different
concentrations (0.02-20 uM) against HCT-116 cells (human colon
carcinoma) after 72 h of incubation using MTT assay

Chalcone Chemical group® HCT-116
o}
=
RZ
R
R].
R R R ICso+S.EM.
(M)
1 NH, H Ph >20
1a -NHCOCH; H Ph 4.96 +0.03
2 NH, H p-F-Ph 15.16 +0.06
2a -NHCOCH; H p-F-Ph 7.05+0.02
3 NH, H p-OCH;3-Ph >20
3a -NHCOCH; H p-OCHj3-Ph >20
4 NH, H p-OCH,CH3-Ph  >20
4a -NHCOCH; H p-OCH,CH3-Ph  >20
5 NH, H p-Cl-Ph >20
Sa -NHCOCH; H p-Cl-Ph 5.75+0.44
6 NH, H m-NO,-Ph 13.96 +0.03
6a -NHCOCH; H m-NO»-Ph 3.56+0.03
7 NH, H p-N(CH3),-Ph >20
7Ta -NHCOCH; H p-N(CH3),-Ph >20
8 NH, H Furan-2-il >20
8a -NHCOCH; H Furan-2-il >20
9 NH, H Phenylpenta-4-  >20
en
9a -NHCOCH; H Phenylpenta-4-  >20
en
10 OH OCH;3; p-Cl-Ph >20
11 OH OCH; m-NO,-Ph >20

“Data are presented as half maximal inhibitory concentration (ICsg in
uM) = Standard Error of the Mean (S.E.M.) obtained from three
independent experiments performed in triplicate

Specific  chemical
fundamental core

groups of each compound bonded to

2015) have also demonstrated the high cytotoxic effects of
nitro- and amide-containing chalcones against various types
of human cancer cell lines, including colon cancer. More-
over, Guo et al. (2018) showed that a synthetic compound
bearing the strongly electron-withdrawing NO, group dis-
played the highest anticancer activity (7.3 + 1.2 uM) against
the A549 cell line (lung cancer) compared with the other
synthesized compounds. All of these findings reinforce the
synthetic proposal of the present work. For these reasons,
chalcone 6a was selected for further ICs, value determina-
tion against four human tumor cell lines (PC-3, HL-60, K-
562, and KASUMI-1) and nontumor murine fibroblasts (L-
929 cells). Table 2 shows the cytotoxicity of chalcone 6a at
different concentrations (0.02-20 uM) against six cell lines
after 72h of incubation using MTT assay. Against the
tumor cells, the ICsy values of 6a ranged from 5.65 to
10.52 uM (strong cytotoxic activity). Against L-929 cells,
compound 6a was not active (ICso>20 uM). This suggests
that there are specific characteristics of the tumor cells that
are being affected by compound 6a at the tested con-
centrations. In fact, cancer has six biological capabilities,
including sustaining proliferative signaling, evading growth
suppressors, resisting cell death, enabling replicative
immortality, inducing angiogenesis, and activating invasion
and metastasis (Hanahan and Weinberg 2011). In this
context, Karthikeyan et al. (2015) reported the cytotoxic
activity of chalcones through multiple mechanisms,
including cell cycle disruption, angiogenesis inhibition,
tubulin polymerization inhibition, apoptosis induction,
blockade of the NF-kB signaling pathway, and inhibition of
cell cycle regulatory kinases.

Mechanism of cytotoxicity against human colon
cancer cells

Based on the initial data indicating the in vitro cytotoxic
potential of the chalcone 6a, we decided to investigate the
pattern of cell death induced by this chalcone in HCT-116
cells at three concentrations (2.5, 5, and 10 uM) after 24 h of

incubation. First, microscopic analysis showed that

Table 2 Cytotoxicity of -
chalcone 6a at different Chalcone Cell line
concentrations (0.02-20 pM) HCT-116 PC-3 HL-60 K-562 KASUMI-1 L-929
against six cell lines after 72 h of ICso+ S.EM. (uM)?*
incubation using MTT assay o

6a 3.56+0.03 9.33+0.05 5.65+0.41 7.49+1.35 10.52+0.10 >20

Dox" 0.11+0.03 0.44+0.10 0.02 +0.002 0.46+0.01 0.13 +0.007 0.66+0.17

“Data are presented as half maximal inhibitory concentration (ICsq in uM) = Standard Error of the Mean (S.E.
M.) for tumor cells (HCT-116, human colon carcinoma; PC-3, human prostate adenocarcinoma; HL-60,
human promyelocytic leukemia; K-562, human chronic myeloid leukemia; and KASUMI-1, human acute
myeloid leukemia), and nontumor cells (L-929, murine fibroblast), obtained from at least two independent

experiments performed in triplicate

*Doxorubicin (Dox, 0.07-8.6 uM) was used as positive control of the assay
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Fig. 4 Effect of chalcone 6a on the morphology of HCT-116 cells
determined by light microscopy (400x) using panoptic kit after 24 h of
incubation. Cells untreated (a) or treated with chalcone 6a (2.5 uM, c;
5uM, d; and 10 uM, e) were fixed with methanol and counter-stained

chalcone 6a was able to induce morphological changes in
HCT-116 cells that were characteristic of apoptosis (nuclear
fragmentation, chromatin condensation, apoptotic bodies,
and cell shrinkage), and these changes were more evident at
the concentrations of 5 and 10 uM (Fig. 4d, e) (Kroemer
et al. 2008).

Chalcone 6a-induced apoptosis was confirmed by the
externalization of phosphatidylserine accompanied by
maintenance of membrane integrity and a reduction in the
number of cells as determined by flow cytometry (Figs 5
and 6). At 10uM, chalcone 6a induced a significant
increase in apoptotic cells (9.60 + 1.68 %) when compared
with the negative control (1.55+0.18 %). At this con-
centration, we also observed 90.29 +0.62 % membrane

@ Springer

with 0.1% xanthanes and 0.1% thiazines before the analysis. Black
arrows show apoptotic cells (nuclear fragmentation, chromatin con-
densation, apoptotic bodies, and cell shrinkage)

integrity (no difference when compared with the negative
control value of 95.10 £ 0.55 %) and 4.21 £0.19 x 10° cells/
mL (statistically significant when compared with the
negative control, 7.34 +0.35 x 10° cells/mL) after 24 h of
incubation. Corroborating these results, Das and Manna
(2016) highlighted the participation of apoptosis in the
anticancer activity of chalcones. Specifically, against human
colon cancer, apoptosis induction might be correlated with a
cell cycle arrest in the G2/M phase, involving disruption of
the microtubular network and/or DNA damage. The mitotic
spindle network is critical for the process of cell division,
whereas disruption leads to apoptosis (Bond et al. 2018).
In this work, we confirmed this effect for chalcone 6a
against HCT-116 cells (Fig. 7). Similar to the positive control
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Apoptotic Cells (%)

6a (uM)

Fig. 5 Effect of chalcone 6a on the PS externalization of HCT-116
cells determined by flow cytometry using Annexin V-PE/7-AAD after
24 h of incubation. Data are presented as mean = S.E.M. from three
independent experiments performed in triplicate. *p <0.05 compared
with negative control (¢) by One-way ANOVA followed by the Tur-
key’s Test. Ten thousand events were analyzed in each experiment,
and menadione (M; 20 uM) was used as positive control

doxorubicin (2 uM; %G2/M = 79.78 £ 1.35 %), chalcone 6a
induced significant G2/M arrest (59.87 +£5.15 %) in HCT-
116 cells when compared with the negative control (treated
with only vehicle; %G2/M = 36.70 +2.47 %). This means
that compound 6a may interfere with the process of cellular
division that is detectable by cell cycle checkpoints (Das and
Manna 2016). Consequently, the cells are triggered to cell
death by apoptosis, as we can observe in the data shown
above (morphological and flow cytometry data). It is worth
mentioning that the chalcone 6a was not able to induce DNA
at the tested concentrations and incubation time (data not
shown). It seems that DNA fragmentation is not involved
with the chalcone 6a-induced cell cycle arrest in HCT-116
cells, at least not as a starting point. This evidence reinforces
the hypothesis of mitotic spindle network interference that
shall be investigated further. In fact, Martel-Frachet et al.
(2015) identified a new chalcone derivative that is capable of
inducing prometaphase arrest and subsequent apoptosis of
bladder cancer cells that acts as a microtubule inhibitor.
Finally, it is important to note that additional tests are
necessary to evaluate the specific mechanism of action
involved in the selective cytotoxicity of chalcone 6a against
HCT-116 cells.

Conclusions

A series of twenty E-isomer chalcones were synthetized by
the Claisen—Schmidt condensation reaction; nine 4’-ami-
nochalcones, nine 4’-acetamidechalcones, and two 3'-
methoxy-4'-hydroxychalcones. Regarding cytotoxic activ-
ity, this work demonstrated that small changes in the
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Fig. 6 Effect of chalcone 6a on cell membrane integrity (a) and cell
number (b) of HCT-116 cells determined by flow cytometry using
propidium iodate (PI) after 24 h incubation. Data are presented as
mean + S.E.M. from three independent experiments performed in tri-
plicate. *p <0.05 compared with negative control (¢) by One-way
ANOVA followed by the Turkey’s Test. Ten thousand events were
analyzed in each experiment, and doxorubicin (d; 2 uM) was used as
positive control
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60
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Fig. 7 Effect of chalcone 6a on the DNA content of HCT-116 cells
determined by flow cytometry using propidium iodate (PI) after 24 h of
incubation. Data are presented as mean + S.E.M. from three indepen-
dent experiments performed in triplicate. *p <0.05 compared with
negative control (¢) by ANOVA followed by Turkey’s Test. Ten
thousand events were analyzed in each experiment, and doxorubicin
(d; 2 uM) was used as positive control
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structure of the chalcone are capable of improving the
in vitro effects against human cancer cells. In this context,
chalcone N-(4’-[(E)-3-(3-nitrophenyl)-1-(phenyl)prop-2-en-
1-one]) acetamide (6a) containing an amide group on ring A
and a nitro group on ring B showed a strong and selective
cytotoxic effect against HCT-116 cells and was able to
induce cell death by apoptosis related to G2/M cell cycle
arrest. These data provide us with the prospect of con-
ducting studies on the specific mechanism of action of
chalcone 6a using human cancer cell-based assays.
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