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RESUMO

PROSPECCAO DE NOVAS MOLECULAS SINTETICAS E DETERMINACAO DO
EFEITO ANTITUMORAL DE UMA NOVA CHALCONA-SULFONAMIDA
SINTETICA (CSS185)

Cancer é o nome dado a um conjunto de doencas complexas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células anormais com alto potencial invasivo, sendo considerado um dos
maiores problema de saude publica mundial. A incidéncia de cancer tem aumentado a cada
ano, mostrando a relevancia na realizagdo de pesquisas cujo objetivo seja o tratamento do
cancer em suas diversas modalidades. Novas chalconas tém sido desenvolvidas a partir da
insercdo de grupos organicos, dentre eles as sulfonamidas. O efeito antitumoral, antiinvasivo e
antimigratorio de algumas chalconas-sulfonamidas tém sido descrito, no entanto, poucos séo
o0s estudos que descrevem o mecanismo de acdo antitumoral destas moléculas. Com isso, este
trabalho teve como objetivo determinar o potencial antitumoral de novas chalconas-
sulfonamidas sintéticas e os mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa da
chalcona-sulfonamida sintética 185 (CSS185). Quatro chalconas-sulfonamidas sintéticas com
estrutura molecular semelhante foram testadas contra linhagens tumorais para avaliacdo do
potencial antitumoral destas moléculas, utilizando o método do MTT. Dentre elas, a chalcona-
sulfonamida 185 (CSS185) apresentou seletivo efeito antitumoral em linhagens de céancer
colorretal, apresentando valor de Clso quatro vezes menor quando comparado as demais
linhagens de células testadas. Com isso, foi realizado um estudo mais aprofundado do efeito
antitumoral da CSS185 frente a linhagem de céancer colorretal derivada de linfonodo
metastatico (SW-620). Para determinacdo do efeito antitumoral desta molécula foram
utilizadas técnicas de microscopia Optica e de fluorescéncia, citometria de fluxo e Western
blot. A molécula induziu efeito citostatico e citotdxico frente a linhagem SW-620 de maneira
tempo e concentracdo dependente, interferindo na progressao do ciclo celular com aumento
do namero de células na fase G2/M, induzindo dano ao DNA e consequente morte celular
com o aparecimento de alteracdes na morfologia celular condizente com apoptose e necrose,
associada com perda da integridade de membrana e despolarizacdo mitocondrial. A morte
celular foi acompanhada de ativagéo e clivagem de PARP, com reducdo da expresséo da
proteina pro-apoptética Bax e das caspases 3 e 8 dependendo da concentragdo testada, além
de reducdo da expressdo de proteinas relacionadas com a ativacdo da via de morte de
necroptose, RIP e MLKL, podendo estar associado com a ativacgao de suas formas fosforiladas
e inducdo de morte por necroptose. Em adicédo, devido ao efeito antimigratorio de chalconas-
sulfonamidas previamente descrito na literatura, foi realizado um ensaio preliminar de
migracgéo celular, utilizando a linhagem de melanoma murino B16F10. A CSS185 apresentou
efeito antimigratorio em concentra¢fes ndo citotoxicas, abrindo perspectivas para um estudo
mais aprofundado deste efeito. Com isso, sugere-se que o0 mecanismo envolvido no efeito
antitumoral in vitro da CSS185 pode estar relacionado com inducédo de parada do ciclo celular
na fase G2/M e consequente dano ao DNA e morte por necroptose, sendo observado também
efeito antimigratorio desta em concentragbes ndo citotdxicas, sendo esta uma molécula
promissora no combate ao cancer.

Palavras-chave: antitumoral; ciclo celular; morte celular; movimento celular.



ABSTRACT

PROSPECTION OF NEW SYNTHETIC MOLECULES AND DETERMINATION OF
ANTITUMOR EFFECT OF A NEW SYNTHETIC CHALCONE-SULFONAMIDE
(CSS185)

Cancer is a complex diseases characterized by the uncontrolled growth of abnormal cells with

high invasive potential and is considered a global public health problem. The incidence of
cancer has increased every year, showing the relevance in conducting research on cancer
treatment in its various modalities. New chalcones have been developed from the insertion of
organic groups, among them sulfonamides. The cytotoxic, antiinvasive and antimigratory
effect of some chalcone-sulfonamides have been described, however, few studies have
described the cytotoxic mechanism of action of these molecules. With this, the aim of this
study was to determine the cytotoxic potential of new synthetic chalcone-sulfonamides and
the mechanisms involved in the antiproliferative activity of synthetic chalcone-sulfonamide
185 (CSS185). Four synthetic chalcone-sulfonamides with similar molecular structure were
tested against tumor cell lines to evaluate the cytotoxic potential of these molecules using
MTT assay. Among them, chalcone-sulfonamide 185 (CSS185) showed a selective cytotoxic
effect against colorectal cancer cell lines, with an 1Cs, value four times lower when compared
to the other cell lines tested. Therefore, the cytotoxic effect of CSS185 against the metastatic
lymph node-derived colorectal cancer cell line (SW-620) was carried out. For the
determination of the antitumor effect of this molecule, we used techniques of optical
microscopy and fluorescence, flow cytometry and Western blot. The molecule induced a
cytostatic and cytotoxic effect against this cell line in a time and concentration dependent
manner, interfering with cell cycle progression with increasing G2/M cell number, inducing
DNA damage and consequent cell death with the appearance of cell morphology alterations
associated with apoptosis and necrosis characteristics, loss of membrane integrity and
mitochondrial depolarization. Cell death was associated with activation and cleavage of
PARP, with reduced expression of pro-apoptotic Bax protein and caspases 3 and 8 depending
of the concentration tested, as well as reduction of the expression of proteins related to the
activation of the necroptosis death pathway, RIP and MLKL, that may be associated with the
activation of the phosphorylated form of these proteins and induction of death by necroptosis.
In addition, due to the antimigratory effect of chalcones-sulfonamides previously described in
the literature, a preliminary cellular migration assay was performed using the B16F10 murine
melanoma cell line. CSS185 presented an antimigratory effect in non-cytotoxic
concentrations, opening up prospects for a more study of this effect. With this, it is suggested
that the mechanism involved in the in vitro cytotoxic effect of CSS185 may be related to
induction of cell cycle arrest in the G2/M phase and consequent DNA damage and cell death
by necroptosis, and antimigratory effect is also observed in non-tumor concentrations
cytotoxic, being a promising molecule against cancer.

Key Words: antitumor; cell cycle; cell death; cell movement.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer: conceito, estimativas e aspectos gerais da carcinogénese

O céncer é considerado uma doenca complexa e de dificil tratamento caracterizado por
um conjunto de doencas de fundo genético e/ou epigenético que envolve crescimento
desordenado de células anormais com potencial invasivo, sendo uma das patologias alvos de
pesquisas para o desenvolvimento ou descoberta de novos farmacos (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2016; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017; BORTNER; CIDLOWSKI, 2014).

O aparecimento de neoplasias malignas tem crescido progressivamente, tornando o
cancer um problema de saude publica mundial. Dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), divulgados em 2017, mostraram que o cancer tem liderado as causas de morte no
mundo, com 8,8 milhGes de mortes em 2015, sendo a maioria em paises de baixa e média
renda. Trata-se de um aumento significativo frente & média anual registrada em 2012, quando
houve 8,2 milhdes de mortes (WHO, 2017). Dados publicados pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre Cancer sugerem que a incidéncia de cancer aumentou para 18,1 milhGes de
novos casos e 9,6 milhGes de mortes. Dentre 0s canceres que mais matam, destacam-se 0
cancer de pulmdo com 1,8 milhdes de mortes, colorretal com 881 mil mortes, de estbmago
com 783 mil mortes, de figado com 782 mil mortes e mama com 627 mil mortes
(GLOBOCAM, 2018).

Tendo em vista as Gltimas estimativas publicadas pelo Instituto Nacional do Cancer
para o biénio 2018/2019, estima-se 600 mil novos casos de cancer para cada ano, dos quais
cerca de 170 mil serdo de pele ndo melanoma. A estimativa da incidéncia de cancer quanto ao
sexo no Brasil difere do restante do mundo, mostrando que os cénceres de prostata (68 mil)
em homens e de mama (60 mil) em mulheres sdo os mais frequentes (INCA, 2018) (Figura 1).
Com isso, a OMS tem encorajado 0s paises a priorizar servigos de diagnostico e tratamentos
bésicos, de alto impacto e menor custo, visto que a deteccdo precoce do cancer reduz o
impacto final da doencga, permitindo tratamento mais efetivo, menos complexo e custoso,

além de oferecer maior chance de cura (WHO, 2017).
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Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma*.

Localizagao Primaria Casos % Localizagao Primaria Casos
Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980
Colon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370
Estomago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pumao ~ 12.530

Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040

Esofago 8.240 3,8% Estomago 7.750

Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600

Laringe 6.390 3,0% Ovario 6.150

Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510

Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860

*Numeros arredondados para mdltiplos de 10.

Fonte: INCA, 2018.

O crescimento desordenado das células no cancer é resultado da autossuficiéncia na

sinalizacdo de fatores de crescimento e da insensibilidade destas células aos inibidores do

crescimento, mostrando uma vantagem proliferativa seletiva das células malignas. Além

disso, elas tém a capacidade de melhor se adaptar a condicdes de estresse, evadindo por

muitas vezes da morte celular programada e utilizando o sistema imunoldgico em seu favor.

Com isso, células malignas apresentam potencial replicativo ilimitado, sendo capaz de

reprogramar seu metabolismo energético, invadir e formar metastase e de promover a

angiogénese, o que resulta na imortalizacdo das mesmas (Figura 2) (FOUAD; AANEI, 2017,

HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 2. Principais caracteristicas do cancer

Autossuficiénciade S s &
o = : Resisténciaa sinais
sinais de crescimento : 4 .
anti-proliferativos

Reprogramacdodo a Q
metabolismo energético @ v‘ V

Resisténciaa
morte celular

Evasdo do
sistemaimune

Proliferacdo
ilimitada

Instabilidade genética @ : k Inflamacdo
e Mutacao «

Invasdo tecidual e

Angiogénese
metastase

Fonte: Adaptado de HANNAHAH; WEINBERG, 2011.
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Além dessas caracteristicas, & importante ressaltar que o tumor possui uma
comunicagdo parécrina continua com o estroma, criando um microambiente complexo, do
qual depende para seu crescimento sustentado, invasdo e metastase, sendo um regulador
crucial do crescimento tumoral. A interacdo entre as células tumorais e 0 estroma representa
uma forte relacdo que influencia na iniciacdo e progressdo da doenca e no progndéstico do
paciente (FOUAD; AANEI, 2017; QUAIL; JOYCE, 2013). Com isso, diversos alvos tém sido
estudados a fim de combater a carcinogénese e garantir a eficacia do tratamento, buscando
constantemente novas alternativas terapéuticas para o tratamento do cancer (WEINBERG,
2013).

1.2. Estratégias terapéuticas utilizadas no tratamento do cancer

A carcinogénese caracteriza-se por um mecanismo complexo causado pelo
desequilibrio dos processos de proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, resultante do
acumulo de multiplas mutacGes ao longo da vida de um individuo. Devido a heterogeneidade
das células malignas, com o aparecimento de células com diversas habilidades de
crescimento, invasdo e metastase, uma variedade de estratégias terapéuticas tem sido utilizada
no tratamento do cancer, em que cada paciente dispde de tratamento individualizado de
acordo com o tipo de cancer, o estagio de evolucdo do tumor e a presenca ou ndo de metastase
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Dentre as principais estratégias utilizadas destacam-se a terapia cirtrgica e radioativa,
a imunoterapia, a terapia hormonal, o transplante de células tronco, a quimioterapia e a terapia
alvo dirigida. Muitas dessas terapias sdo utilizadas em associacdo a fim de obter melhor
resposta terapéutica. A remocdo cirdrgica do tumor € eficaz no diagndstico, estadiamento e
tratamento da doenca, sendo, na maioria das vezes associada a outras terapias, como a
radioterapia e a quimioterapia. A radioterapia é um tratamento local que utiliza particulas ou
ondas de alta energia, como raios-x, raios gama, feixes de elétrons ou prétons, no intuito de
destruir ou danificar células malignas. Por meio da radioterapia é possivel curar ou reduzir o
tamanho do tumor em estagio inicial, bem como, evitar o aparecimento de metastases e/ou de
recidivas (ALMEIDA et al., 2005; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Cerca de um terco dos pacientes nos estagios iniciais da doenca apresentam boa
resposta terapéutica com o uso de medidas locais no tratamento do cancer. No entanto, 0s

demais casos necessitam de intervencdo sistémica, sendo a quimioterapia uma alternativa de
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tratamento. A quimioterapia tem como objetivo destruir as células tumorais, interferindo no
processo de crescimento, divisdo e invasdo celular, buscando preservar as células normais.
Entretanto, a quimioterapia pode oferecer efeitos secundarios, principalmente sobre células
normais de crescimento rapido, como as gastrointestinais, as do sistema imunolégico e 0s
capilares, resultando em diversos efeitos colaterais, como, diarreia, nauseas, vomitos, alopecia
e imunodepresséo (KATZUNG; TREVOR, 2017).

A ciéncia busca constantemente novas estratégias a fim de combater a progressao
tumoral e aperfeicoar o tratamento dos pacientes. No entanto, nem sempre os resultados sdo
satisfatorios, sendo observado elevadas taxas de recidiva do tumor e o aparecimento de
metastase, além da inducdo de muitos efeitos colaterais. Por isso, a pesquisa baseada na
terapia alvo dirigida tem crescido significativamente. O estudo das diferentes caracteristicas
das células cancerosas tem resultado no desenvolvimento de drogas alvo direcionadas. Estes
compostos atuam no funcionamento das células tumorais baseando-se nas caracteristicas que
as tornam diferentes de células normais e saudaveis, resultando em menos efeitos colaterais
(BAUDINO, 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Diante disso, é importante que novas estratégias terapéuticas sejam desenvolvidas a
fim de eliminar a massa tumoral, protegendo as células normais e minimizando o desconforto
do paciente, com maior eficicia. 1sso tem motivado as pesquisas no ambito da quimica
medicinal por meio do desenvolvimento de novas moléculas com base no conhecimento da
fisiopatologia de doencas, no estudo de vias bioquimicas e na selecdo de alvos moleculares, a
fim de identificar novos compostos com atividade bioldgica otimizada e direcionada, com
baixa toxicidade e indice terapéutico favoravel. (ANDRICOPULO et al., 2009).

1.3. Ciclo Celular e Cancer

Muitos quimioterapicos utilizados atualmente no tratamento do cancer atuam sobre o
ciclo celular. Estes agentes, denominados “farmacos ciclo-especificos”, mostram-se mais
efetivos contra células que estdo em constante divisdo celular. Dentre eles destacam-se 0s
alcaloides da vinca (vincristina e vimblastina) e os taxanos que atuam na fase de mitose,
interferindo na formacéo do fuso mitotico; a doxorrubicina que atua sobre as topoisomerases,
induzindo parada de ciclo celular na fase G, e M; o metotrexato e o 5-fluorouracil (5-FU), que
interferem na sintese de DNA e com isso impede a passagem das células pela fase S. Com

isso, a compreensdo do ciclo celular de células tumorais é essencial tendo em vista a busca de
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novos farmacos capazes de interferir na regulacdo cinética do ciclo celular e dos pontos de
checagem (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; KATZUNG; TREVOR, 2017).

Durante o desenvolvimento celular, diferentes tipos de células séo originados a partir
de sucessivos ciclos de divisao celular e de processos de diferenciacdo celular caracteristicos.
Sinais mitogénicos ativam complexos de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKSs)
que promovem a progressdo do ciclo celular (Figura 3). Por outro lado, sinais inibidores do
crescimento antagonizam a progressao do ciclo celular aumentando os inibidores de CDK das
familias INK4 e CIP/KIP. A replicacdo do DNA ocorre na fase de sintese (fase S) seguida da
segregacdo do material genético replicado em duas células filhas, na fase de mitose (fase M).
Estas fases também sdo controladas por complexos ciclina-CDK, juntamento com outras
proteinas, como as PLK1 (do inglés, Polo-like kinase 1) e Aurora quinases (Aurora A e B).
Essas duas fases sdo precedidas por dois intervalos de preparo do material genético, fase G; e
G, responsaveis pela monitoracdo de uma nova replicacdo e entrada em mitose,
respectivamente (ALBERTS et al., 2010; FOSTER, 2008; OTTO; SICINSKI, 2017; SHERR;
BARTEK, 2017).

Além disso, existem mecanismos moleculares de monitoramento da progressao do
ciclo celular nos pontos de transicdo de uma fase a outra, denominados “checkpoints” ou
pontos de checagem. Esses pontos controlam a progresséo do ciclo, permitindo que as células
entrem em mitose e se diferenciem, ou entrem em processo de morte celular programada ou
que se mantenham na fase de quiescéncia, denominada fase Go (OTTO; SICINSKI, 2017,
WEINBERG, 2013).

As celulas na fase Gy integram uma série de sinais que ativam o processo de divisao
celular, tornando-se comprometidas a duplicacdo do genoma. Durante essa fase, a célula se
desenvolve, aumenta a quantidade de suas organelas e integra os diferentes sinais do
microambiente para a tomada de decisdo de inicio ou ndo do ciclo celular. Este é o intervalo
correspondente ao periodo de crescimento celular e de uma atividade intracelular marcada
pela sintese de RNA e proteinas, elementos essenciais para o inicio da fase S. A
predominancia de sinais mitogénicos faz com que o ponto de checagem Gi/S seja
ultrapassado a fim de que as células avancem no ciclo e se proliferem (SHERR; BARTEK,
2017; SIVIERO, 2013).
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Figura 3. Fases do ciclo celular e niveis de ciclinas durante a progressao do ciclo celular
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Fonte: Adaptado de ALEEM; ARCECI, 2015; WEINBERG, 2013.

A fase de sintese ou fase S caracteriza-se pela ativacdo de complexos replicativos e
pela duplicacdo do DNA, em que cada cromossomo €é constituido por duas cromatides. O
intervalo entre a fase S e a mitose é denominado fase G,. Nesta fase, as células apresentam-se
com material genético ja duplicado com duas coépias idénticas de cada um de seus
cromossomos, sendo caracterizada pelo preparo do DNA e pela reorganizacdo do esqueleto
celular, permitindo a segregacdo adequada dos cromossomos na fase de mitose subsequente.
Antes de entrar em fase de mitose, as células passam por outro ponto de checagem (G,/M)
responsavel por verificar a presenca de erros no DNA. A fase M, por sua vez, é caracterizada
pela mitose, em que ocorre a separa¢do dos cromossomos pela citocinese, que € 0 processo
pelo qual a célula divide o seu citoplasma gerando duas células-filhas independentes com o
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mesmo ndmero de cromossomos da célula de origem (ALBERTS et al., 2010; SHERR,;
BARTEK, 2017; SIVIERO, 2013).

Nos pontos de checagem, os mecanismos moleculares dependem da acdo de um
grande numero de proteinas que sdo ativadas ou inativadas mediante um processo de
fosforilagdo, sendo catalisado pela presenca de enzimas do tipo proteinas quinases. Estas
quinases, para realizar a funcdo de fosforilar outras proteinas, necessitam estarem ligadas a
outro grupo de proteinas, as ciclinas, sendo por isso, denominadas quinases dependentes de
ciclinas (CDk). Cada ciclina é especifica para determinados periodos do ciclo celular, sendo a
ciclina D sintetizada durante a fase Gy, a ciclina E produzida nesta mesma fase, em uma etapa
mais tardia, a ciclina A sintetizada na fase S e na fase G, enquanto que a ciclina B tem seus
niveis celulares presentes durante as fases G, e M (ALBERTS et al.,, 2010; ALEEM,;
ARCECI, 2015; OTTO; SICINSKI, 2017; WEINBERG, 2013).

Alteracfes nos mecanismos de regulacdo do ciclo celular tornam a célula apta a passar
pelo ciclo celular sem a devida checagem, permitindo o crescimento desordenado das células
e 0 acumulo de uma série de mutacdes que contribuem para o surgimento das caracteristicas
malignas do tumor. A mutacdo nesses genes reguladores do ciclo celular resulta na perda do
controle da proliferacdo celular e consequente desenvolvimento do tumor (ALEEM;
ARCECI, 2015; OTTO; SICINSKI, 2017; HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As células neoplasicas sdo caracterizadas por proliferacdo ilimitada, instabilidade
genémica com elevado potencial replicativo de células com mutacdes no DNA e aberracdes
cromossomicas (KASTAN; BARTEK, 2004; FOSTER, 2008). O aumento do numero de
divisbes de células com mutacdes resistentes aos fatores inibitorios de proliferacdo e a
situacOes adversas como a hipoxia e a privacdo de nutrientes permite que o tecido formado
por células neoplasicas apresente maior taxa crescimento do que as células normais. Esse
acumulo de células tumorais resulta ndo somente na ativacdo de oncogenes promotores do
crescimento ou da inativacdo de genes supressores de tumor que suprimem 0 crescimento,
mas também de mutacbes de genes que regulam a apoptose (FOUAD; AANEI, 2017;
KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).
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1.4. Morte celular programada e a carcinogénese

A morte celular é essencial para a eliminacdo de células indesejadas e prejudiciais
durante o desenvolvimento, homeostase e patogenias de um organismo, sendo ativadas no
intuito de impedir a propagacao de células com mutac6es ou danificadas. O desequilibrio ou a
inativacdo desse processo € um dos principais responsaveis pelo desenvolvimento de células
neoplasicas, que além da taxa incontrolavel de crescimento celular, tém a capacidade de
evadir por muitas vezes da morte celular programada (HANAHAN; WEINBERG, 2011;
KEPP et al., 2011; OUYANG et al., 2012).

O principio biomolecular do disturbio proliferativo observado na carcinogénese
baseia-se na presenca de mutacGes génicas que interferem na expressdo normal de proteinas
envolvidas no controle da morte celular e do ciclo celular. A transformacéo de uma lesao pré-
cancerosa até o desenvolvimento de um tumor maligno percorre por diversas condi¢bes de
estresse gque incluem sinalizacdo excessiva, danos ao DNA, hipdxia e escassez de nutrientes.
Fisiologicamente, as células tendem a se adaptar ao estresse, corrigindo os danos causados ou
entrando em processo de morte celular programada, a fim de eliminar células ndo reparadas.
No entanto, falhas nestes mecanismos desencadeiam sucessivas mutacfes que resultam na
sobrevivéncia e propagacdo acentuada de células cancerigenas (BORTNER; CIDLOWSKI,
2014; FOUAD; AANEI, 2017; SIVIERO, 2013).

1.4.1. Apoptose e cancer

A morte celular por apoptose é denominada como morte celular programada por
garantir que a remocdo de uma célula danificada ou indesejada seja realizada de maneira
ordenada, minimizando danos as células vizinhas. O termo apoptose foi criado para indicar
uma forma de morte celular programada morfologicamente estereotipada caracterizada por
encolhimento citoplasmatico, condensacdo de cromatina, fragmentacdo nuclear, e uma
peculiar formagdo de bolhas na membrana citoplasmatica, denominadas “blebbing”,
culminando na formacdo de corpos apoptéticos e perda da integridade da membrana. As
células em apoptose sdo eficientemente absorvidas por células vizinhas com atividade
fagocitica e degradadas dentro de lisossomos. (BORTNER; CIDLOWSKI, 2014; GALLUZZI
etal., 2017).

Além disso, alguns aspectos bioguimicos também caracterizam a morte celular por
apoptose, tais como alteragdes na assimetria de fosfolipideos da membrana plasmatica pela
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exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo desta membrana, liberagdo mitocondrial de
citocromo ¢ com despolarizacdo da membrana mitocondrial e ativacdo de uma especifica
familia de proteases conhecidas como caspases. As caspases sdo um grupo de proteases de
cisteina presentes em células sadias como enzimas precursoras com pouca ou nenhuma
atividade. Quando necessério sdo ativadas ainda nos estagios iniciais da apoptose. Um dos
principais substratos de reconhecimento das caspases sdo as enzimas de reparo do DNA,
como o PARP (do inglés, poly (ADP-ribose) polymerase), que pode ter sua clivagem induzida
por caspases a fim de impedir sua acdo na reparacdo do DNA, desencadeando o processo de
morte celular (BORTNER; CIDLOWSKI, 2014; SIVIERO, 2013).

Com isso, existem duas vias principais indutoras de apoptose: a via extrinseca que
utiliza a via de receptor de morte e a via intrinseca ou via mitocondrial. A via extrinseca é
desencadeada devido a perturbacdes no microambiente extracelular. Esta € caracterizada pela
ligagéo do receptor de membrana Fas e TRAILR com seus respectivos ligantes extracelulares,
Fas-L e TRAIL. A formacdo do complexo Fas/Fas-L ocorre quando a morte celular é
estimulada por meio da ativacdo da via de dominio de morte associada ao Fas (FADD, do
inglés Fas associated via death domain). Este complexo ativa a pré-caspase-8 que
desencadeia a ativacdo da pro-caspase-3, a penultima enzima para a execucdo do processo
apoptotico (GALLUZZI et al., 2015; OUYANG et al., 2012). As pro-caspases sdo ativadas
por proteinas adaptadoras que fazem com que multiplas cépias especificas, chamadas
iniciadoras, se unam e formem um complexo. Essas pré-caspases sdo dotadas de pequena
atividade de protease e, quando forgadas a entrar no complexo, sua proximidade faz com que
uma clive a outra, desencadeando uma cascata de amplificacdo proteolitica (Figura 4)
(ALBERTS et al, 2010).

A via intrinseca, por sua vez, € controlada por pré-enzimas mitocondriais, podendo ser
desencadeada por uma variedade de perturbagdes no microambiente intracelular, como dano
de DNA, estresse de reticulo endoplasmatico, alteragbes microtubulares, dentre outros
(GALLUZZI et al., 2017). Em ambos os casos, se uma célula é estimulada a iniciar o
processo de morte celular tanto por estimulos extrinsecos quanto pelos sinais intracelulares, as
membranas tornam-se permeaveis ao citocromo c, que é liberado pelas mitocéndrias no
citosol. O citocromo c, por sua vez, recruta o Apaf-1 (do inglés, Apoptotic protease activating

factor 1) e a pro-caspase 9 para compor o apoptossomo, que desencadeia uma cascata de
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sinalizacdo da caspase 9, resultando na apoptose (Figura 4) (BELLANCE; LESTIENNE;
ROSSIGNOL, 2009; OUYANG et al., 2012; MARZBAN et al., 2015).

Figura 4. Desenho esquematico das vias indutoras de apoptose.
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Fonte: Adaptado de MARZBAN et al., 2015.

A apoptose tem papel fundamental em diversas condicdes fisiologicas, tais como na
embriogénese e no desenvolvimento de tecidos e 6rgdos, bem como em diversas condi¢Bes
patoldgicas, dentre elas, no cancer. As células tumorais sdo capazes de superar a resposta
apoptética por varios mecanismos, aumentando a expressdo de proteinas anti-apoptéticas e
reduzindo a expressdo de proteinas pro-apoptéticas, o que caracteriza a capacidade dessas
células de muitas vezes evadir da morte celular (BORTNER; CIDLOWSKI, 2014; FOUAD;
AANEI, 2017).

Grande parte dos quimioterapicos utilizados atualmente possui atividade citotoxica,
sendo capaz de induzir apoptose em células tumorais, atingindo diversos alvos moleculares

como DNA, microtubulos, tubulina, topoisomerases, proteassomos, tirosina quinases e
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telomerases, e desencadeando a morte da célula. No entanto, uma das principais causas de
recidiva do tumor durante o tratamento com quimioterdpicos é a resisténcia a apoptose
induzida por medicamentos, destacando a necessidade de buscar novas drogas capazes de
desencadear outros tipos de morte celular, tais como a necroptose (HE et al., 2017,
KATZUNG; TREVOR, 2017).

1.4.2. Necroptose e seu papel no tratamento do cancer

A necrose tem sido um termo utilizado para descrever um tipo de morte celular
acidental como resultado de danos quimicos e insultos tdxicos ou fisicos. Este processo de
morte celular passiva costuma ser associado a perda de células indesejadas em decorréncia de
lesdo celular ou infeccdo, gerando um ambiente inflamatério, ao contrario da apoptose. No
entanto, a necrose pode ser induzida de forma regulada como a apoptose (BORTNER,;
CIDLOWSKI, 2014; HE et al., 2017; SU et al., 2016; SIVIERO, 2013).

A necroptose é um tipo de necrose regulada que tem ganhado espaco dentro da
comunidade cientifica. Este tipo de morte é iniciado apds perturbacbes do microambiente
intracelular e extracelular, sendo detectado por receptores de via de morte especificos,
incluindo Fas e TRAIL (GALLUZZI et al., 2017). A necroptose depende criticamente de uma
ativacdo sequencial de proteinas RIPK3 (do inglés, receptor-interacting serine/threonine-
protein kinase 3) e MLKL (do inglés, mixed lineage kinase domain like pseudokinase), e é
induzido por receptores de morte, interferons, receptores toll-like, sensores intracelulares de
DNA e RNA, dentre outros mediadores (PASPARAKIS; VANDENABEELE, 2015).
Fisiologicamente, a necroptose ¢ ativada quando ha falhas na maquinaria apoptética durante o
desenvolvimento embrionario e em reagbes de defesa do corpo a doengas (WANG et al.,
2017).

Dentre os indutores de necroptose, 0 TNF (do inglés, tumor necrosis factor) é o mais
estudado, pois é uma citocina que tem papel chave na inducdo da inflamacg&o por infecgéo ou
injaria tecidual. A sinalizacdo desta citocina induz a expressao de muitos genes que regulam a
inflamacédo. No entanto, em algumas condic¢des, 0 TNF é um potente indutor de morte celular,
incluindo a morte celular independente de caspase, como a necroptose. Na necroptose
induzida por TNF, o receptor de TNF ativado interage com RIP1 (do inglés, Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 1) e induz a dissociacdo de RIP1 na membrana
plasmatica. A RIP1 funciona como uma quinase que interage com a RIP3 e promove a

fosforilacdo de RIP3, que se liga ao MLKL e induz fosforilagdo de MLKL. Esta fosforilacéo
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desencadeia oligomerizacdo do MLKL e sua translocacdo para a membrana plasmatica,
resultando em ruptura da membrana celular. Os oligbmeros de MLKL aumentam a
permeabilizacdo da membrana por meio da formacdo de poros inespecificos ou da interacéo
com canais de calcio a fim de promover influxo de calcio e sodio e induzir morte celular.
Interferons, infecgdes virais e algumas drogas anticancer podem desencadear necroptose em
modelos independente de RIP1 (Figura 5) (PASPARAKIS et al., 2015; WANG et al., 2017,
YANG et al., 2017).

Figura 5. Mecanismo de necroptose
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Fonte: adaptado de PASPARAKIS et al., 2015; WANG et al., 2017.

A caspase-8 é um fator determinante na apoptose e na necroptose, sendo requerida
durante a ativacdo da apoptose e suprimida na ativagdo da necroptose. Estudos recentes tém
demonstrado que esta caspase esta frequentemente inativada em alguns tipos de cancer,
devido a diversos mecanismos, tais como mutacfes génicas e modificacbes epigenéticas
induzidas muitas vezes por quimioterapicos. Esta inativacdo pode causar a evasdo destas
células a apoptose, uma das caracteristicas do cancer que tem representado principal
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mecanismo de resisténcia a terapia anticancer. A inducdo de necroptose, por sua vez, pode
eliminar células que tiveram falha na maquinaria apoptética, sendo uma alternativa de morte
celular programada contra o cancer. Com isso, a descoberta de novos compostos
desencadeadores de necroptose tem despertado interesse no meio cientifico para o tratamento
de pacientes com canceres resistentes a apoptose (CHEN; YU; ZANG, 2016; HANAHAH;
WEINBERG, 2011; HE, et al., 2017).

1.5. Invasdo, adesdo e migracao de celulas tumorais e a formacéo de metastases

O surgimento de metastases é a maior causa de morte por cancer, sendo um fator
crucial na defini¢do do prognostico de pacientes com cancer (WHO, 2017). Alguns processos
sdo essenciais para o desencadeamento da cascata metastatica, tais como angiogénese
tumoral, desagregacdo de células do tumor primario regulada por um grupo de caderinas e
cateninas, invasdo e migragdo das células através da membrana basal e da matriz extracelular
e subsequente invasdo ao endotélio (GANGULY et al., 2013). O processo de formacdo de
metastase envolve uma populacdo de células tumorais denominadas células iniciadoras de
metastase. Estas se originam do tumor priméario e adquirem novas caracteristicas, tais como
capacidade de plasticidade e de reprogramacdo metabdlica, potencial invasivo, resisténcia a
morte celular e evasdo ao sistema imune, a partir da aquisicdo de novas mutacdes durante a
disseminacéo e colonizacio para tecidos distantes (CELIA-TERRASSA; KANG, 2016).

Inicialmente, células metastaticas perdem a interacdo com o tumor primario e invadem
a matriz extracelular e o estroma circundante, por um processo conhecido como transicdo
epitelial-mesenquimal (EMT, do inglés epitelial-mesenchymal transition). Isto resulta no
intravasamento destas celulas ao Iitmen de um vaso linfatico ou sanguineo, permitindo que
atinjam orgdos distantes. Uma pequena fracdo dessas células adere ao endotélio, extravasam,
invadindo novamente a matriz extracelular e migrando para outros tecidos, onde se proliferam
formando uma nova massa tumoral (Figura 6) (BOUYSSOU et al., 2014; KSIAZKIEWICZ;
MARKIEWICZ; ZACZEK, 2012; HURST; WELCH, 2011).
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Figura 6. Formacao de metéastase
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Fonte: adaptado de KSIAZKIEWICZ; MARKIEWICZ; ZACZEK, 2012.

Tanto a proliferacdo celular como a formacdo de metastases exige interacdo continua
com os componentes da matriz extracelular. Esta matriz € composta por uma rede de
macromoléculas, tais como fibronectina, laminina e colageno-1V, que regulam processos
bioldgicos como proliferacdo, diferenciacdo, cicatrizacdo de feridas, migracdo e
tumorigénese. Estes processos requerem a participacdo de varias proteinas sinalizadoras,
como GTPases (do inglés, hydrolyze guanosine triphosphate), MAPKs (do inglés, mitogen-
activated protein kinases), FAK (do inglés, focal adhesion kinase) e JNK (do inglés, c-Jun N-
terminal kinase), que sdo recrutadas para os sitios de ligacdo de integrinas com a matriz
extracelular. A principal diferenga no comportamento entre células normais e tumorais reside
no fato de que muitos receptores e componentes de sinalizacdo encontram-se alterados,
ativados constitutivamente, quando normalmente eles deveriam ser ativados apenas em uma
situacdo particular (GANGULY et al., 2013; AHMAD KHALILI; AHMAD, 2015).

Com isso, a capacidade de iniciar o crescimento metastatico € um importante gargalo
durante a progressdo do cancer e representa uma janela ideal para a intervencao terapéutica. A

pesquisa no campo das vias metastaticas tem ajudado a identificar fatores que podem ser
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direcionados para alcangar possiveis propdsitos terapéuticos. Logo, a busca por compostos
capazes de interferir nas vias moleculares envolvidas na formacdo de metéstases pode ser Util
para o desenvolvimento de respostas ao tratamento mais eficientes, aumentando a chance de
cura dos pacientes (BOUYSSOU et al., 2014; CELIA-TERRASSA; KANG, 2016;
GANGULY et al., 2013).

1.6. Sintese de Chalconas-Sulfonamidas

As chalconas sdao moléculas precursoras de flavanéides e isoflavandides, destacando-
se como metabdlitos secundarios essenciais em muitas plantas e bactérias encontradas em
diversos vegetais e frutas (BAHEKAR et al., 2016). Muitos estudos tém sido desenvolvidos a
fim de buscar atividades biologicas destes compostos. Dentre os estudos, as chalconas vém
apresentando potente efeito farmacoldgico anti-leishmania (BOECK et al., 2006), anti-
protozoario (MIHIGO et al., 2010), anti-inflamat6rio (CHEN et al., 2013; HSIEH et al., 2000;
WON et al., 2005), imunomodulador (SAFDAR et al., 2017), inibidor de éxido nitrico
(HERENCIA et al., 1999), anticancer (KARTHIKEYAN et al., 2015; LEON-GONZALEZ et
al., 2015) e anti-HIV (COLE et al., 2016).

Estas moléculas sdo facilmente obtidas a partir da reacdo de condensacdo de Claisen-
Schmidt entre cetonas e aldeidos aromaticos substituidos na presenca de catalisadores &cidos
ou basicos e de solventes organicos (VOGEL, 1989). Com o objetivo de buscar novas
moléculas mais eficazes frente a determinado alvo terapéutico, novas chalconas tém sido
desenvolvidas a partir da adicdo de grupos organicos, como substituintes de anéis aromaticos,
com propriedades bioldgicas conhecidas. Diversos substituintes em diferentes posicdes na
estrutura quimica destas moléculas podem determinar diferentes atividades biologicas bem

como especificos mecanismos de acdo (SILVA et al., 2015).

Dentre os possiveis substituintes, destacam-se as sulfonamidas. As sulfonamidas
constituem um grupo de antibidticos sintéticos utilizados no tratamento de doengas
infecciosas causadas por microrganismos. Além disso, estes compostos tém sido identificados
como agentes quimioterapéuticos apds descoberta da eficiéncia da 4-aminofenil-sulfonamida
contra estreptococos. A semelhanga estrutural entre esta sulfonamida e o &cido p-
aminobenzoico (PABA) pode estar relacionado com possivel competicdo entre estes
compostos em alguns processos metabolicos, como na sintese de acido folico (Figura 7)
(SOLOMONS; FRYHLE, 2009).
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Figura 7. Semelhanca estrutural entre o acido p-aminobenzoico (PABA) e a 4-
aminofenil-sulfonamida e sua possivel relagdo com a sintese de &cido félico.
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Fonte: adaptado de SOLOMONS; FRYHLE, 2009.

A partir da adicdo destes substituintes, algumas atividades bioldgicas das chamadas
chalconas-sulfonamidas (Figura 8) tém sido descritas, tais como antifilaria (BAHEKAR et al.,
2016), antimalaria (DOMINGUEZ et al., 2005; NORELJALEEL, et al., 2018) e anticancer
(BONAKDAR et al., 2017), bem como inibidor da a-glucosidase (SEO et al., 2005), de beta-
secretase e acetilcolinesterase (KANG et al., 2012), de anidrase carbbnica (ARSLAN et al.,
2016; PEERZADA et al., 2018) e de ecto-5’-nucleotidase e fosfatase alcalina intestinal (EJAZ
etal., 2017).

Figura 8. Sintese quimica de derivado benzenosulfonamida (A) com consequente sintese
guimica da chalcona-sulfonamida (B).
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Fonte: adaptado de SILVA et al., 2015.

1.7. Atividade Anticancer de Chalconas-Sulfonamidas

Poucos sdo os estudos que descrevem o mecanismo de acdo antitumoral in vitro e/ou
in vivo das chalconas-sulfonamidas. Alguns trabalhos recentes descrevem a sintese quimica
destas moléculas, relatando o potencial citotdxico frente a células tumorais, como HEPG2
(Céancer de figado), MCF-7 (Cancer de mama), SF-295 (Glioblastoma), PC-3 (Céancer de
préstata) e HCT-116 (Cancer colorretal) (BONAKDAR et al., 2017; CUSTODIO et al, 2018;
GHORAB et al., 2015). O efeito antitumoral destas moléculas pode estar relacionado com a
inibicdo da anidrase carbbnica, uma enzima que se encontra mais expressa em tumores
hipoxicos e esta envolvida na promocdo de muitas mudancas adaptativas em tumores sélidos
(PEERZADA et al., 2018). Além disso, as chalconas-sulfonamidas parecem interferir na
capacidade de migracdo e na invasividade de células tumorais, demonstrando sua aparente

importancia na inibi¢do da formacdo de metastases (EJAZ et al., 2017; LEE et al, 2010).

O mecanismo de acgdo anticAncer das chalconas-sulfonamidas ainda precisa ser
explorado, visto que estas moléculas tém potencial para o desenvolvimento de novas drogas
para o tratamento do cancer. Com isso, destaca-se a importancia da realizacdo do estudo mais
aprofundado dos marcadores bioguimicos e moleculares de proliferacdo celular e das vias
relacionadas com a inducgé@o do processo de morte celular a fim de esclarecer os mecanismos

envolvidos no efeito antitumoral destas moléculas.
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Cancer é o nome dado a um conjunto de doencas complexas caracterizadas pelo
crescimento descontrolado de células anormais com alto potencial invasivo. A complexidade
patoldgica do cancer leva a alternativas terapéuticas muitas vezes utilizadas em associa¢éo no
intuito de combater a carcinogénese. No entanto, nem sempre se tem alcancado resultados
satisfatorios, observando-se elevadas taxas de recidiva do tumor e o aparecimento de

metastases, além da inducdo de muitos efeitos colaterais (WEINBERG, 2013).

Atualmente, o céancer é considerado um problema de saude pudblica mundial. O
Instituto Nacional do Cancer — INCA, na ultima estimativa realizada para o biénio 2018/2019,
considera que o Brasil devera registrar 600 mil novos casos de cancer. Esse nimero vem
aumentando a cada estimativa publicada pelo INCA, mostrando a relevancia na realizacdo de
pesquisas cujo objetivo seja o tratamento do cancer em suas diversas modalidades. Apesar dos
diversos esquemas terapéuticos ja desenvolvidos para o tratamento do céncer, ainda se faz
necessario o desenvolvimento de novos farmacos com toxicidade reduzida e indice
terapéutico favoravel, o que tem sido um desafio para a industria farmacéutica (ALMEIDA et
al., 2005).

Com isso, a quimica medicinal moderna tem investido no desenvolvimento de novos
farmacos com base no conhecimento da fisiopatologia de doencas, no estudo de vias
bioquimicas e na selecdo de alvos moleculares, por meio da integracdo entre desenho
molecular, sintese organica e avaliacdo bioldgica, a fim de identificar novos compostos com
atividade bioldgica otimizada, baixa toxicidade e indice terapéutico favoravel
(ANDRICOPULDO et al., 2009).

Neste contexto, as chalconas sdo importantes metabolitos secundarios encontrados em
algumas plantas comestiveis que demostram um conjunto de propriedades farmacoldgicas,
como antiprotozoario, antiinflamatério, imunomodulador, inibidor de éxido nitrico,
anticancer, anti-HIV, dentre outras (CHEN et al., 2013; COLE et al., 2016; HERENCIA et al.,
1999; HSIEH et al., 2000; KARTHIKEYAN et al., 2015; LEON-GONZALEZ et al., 2015;
MIHIGO et al., 2010; SAFDAR et al.,, 2017; WON et al., 2005). Diante disso, novas
chalconas tém sido desenvolvidas a partir da inser¢do de grupos organicos, dentre eles as
sulfonamidas. As sulfonamidas constituem um grupo de antibioticos sintéticos utilizados no

tratamento de doencas infecciosas causadas por microrganismos. Além disso, estes compostos
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tém sido identificados como agentes quimioterapéuticos (SOLOMONS; FRYHLE, 2009).
Com isso, a introducdo do grupo sulfonamida em chalconas tem sido uma ferramenta potente

para a otimizacdo da atividade biologica destes compostos (BAHEKAR et al., 2016).

O efeito antitumoral, antiinvasivo e antimigratorio de algumas chalconas-sulfonamidas
tém sido descrito (LEE et al, 2010; SILVA et al., 2015; EJAZ et al., 2017). No entanto,
poucos sdo 0s estudos que descrevem o mecanismo de acdo antitumoral destas moléculas.
Logo, destaca-se a importancia da sintese de novas chalconas-sulfonamidas como um atrativo
para o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento do céncer, e do estudo dos
marcadores bioguimicos e moleculares de proliferacdo celular e das vias relacionadas com a
inducdo do processo de morte celular, a fim de esclarecer os mecanismos envolvidos no efeito

antitumoral destas moléculas.

Com isso, este trabalho teve como objetivo estudar o potencial antitumoral de novas
chalconas-sulfonamidas sintéticas e os mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa
da chalcona-sulfonamida sintética 185 (CSS185) por meio de ensaios in vitro. Para isso,
foram utilizados marcadores bioguimicos e moleculares relacionados a proliferacao celular e
as vias relacionadas com a inducdo do processo de morte celular em células metastaticas
derivadas de céncer colorretal (SW-620). O efeito antimigratério in vitro foi realizado

utilizando o ensaio de migracéo celular em células B16F10.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

v

Estudar o potencial antitumoral de novas chalconas-sulfonamidas sintéticas e o0s
mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa e antimigratéria da chalcona-

sulfonamida sintética 185 (CSS185) por meio de ensaios in vitro.

3.2. Objetivos Especificos

v

Avaliar o potencial citotoxico de quatro novas chalconas-sulfonamidas sintéticas
contra linhagens de células tumorais in vitro;

Determinar a citotoxicidade das chalconas-sulfonamidas CSS99 e CSS185 frente a
linhagens de células tumorais e ndo tumorais;

Identificar o efeito antitumoral tempo/concentracdo dependente da CSS185 frente a
linhagens de cancer colorretal (HCT-116 e SW-620);

Monitorar em tempo real o efeito antiproliferativo da CSS185 contra a linhagem SW-
620;

Avaliar o efeito da CSS185 sobre a progressdo do ciclo celular em células SW-620 de
forma tempo e concentracdo dependente;

Identificar as alteracdes morfoldgicas e 0 mecanismo molecular de inducdo de morte
celular da CSS185 em células SW-620;

Relacionar o efeito antitumoral da CSS185 frente a células SW-620 com possivel
inducdo de estresse oxidativo, dano de membrana citoplasmatica e de DNA;

Determinar o efeito antimigratorio in vitro da CSS185 frente a células B16F10.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais Utilizados

A descri¢do dos equipamentos, softwares de aquisi¢do e analise de dados, bem como o
fabricante dos reagentes utilizados estd detalhada no Anexo A. As solucBes preparadas e a
descricdo dos componentes dos Kits utilizados estdo detalhadas no Anexo B.

4.2. Planejamento Experimental

A Figura 9 apresenta o planejamento experimental onde estdo ilustradas
resumidamente todas as etapas deste trabalho. Quatro chalconas-sulfonamidas inéditas foram
sintetizadas na Universidade Federal de Goids (UFG), em colaboragdo com a Profa. Dra.
Caridad Noda Perez e a Dra. Mirian Rita Carrilho de Castro. As amostras foram enviadas ao
laboratério de Oncologia Experimental para realizacdo de teste de atividade antitumoral in
vitro. A triagem inicial para determinacgdo do efeito citotoxico destes compostos foi realizado
em trés linhagens de células tumorais, utilizando o método do MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-
2,5-difenil-brometo de tetrazdlio). Apos a identificacdo da atividade antiproliferativa dos
compostos CSS99 e CSS185, o painel de linhagens celulares tumorais e ndo tumorais foi
ampliado, sendo observado efeito citotoxico aparentemente seletivo do composto CSS185
para linhagens de células de céancer colorretal. Com isso, foram realizados ensaios para
determinacdo do mecanismo de acdo in vitro deste composto frente a linhagem SW-620, tais
como: ensaio do SRB (sulforodamina B), para avaliacdo do perfil citotoxico/citostatico do
composto; ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de Tripan; monitoramento em
tempo real do crescimento celular, utilizando XCELLigence System; avaliacdo da morfologia
das células e do padrdo de morte celular por microscopia Optica e de fluorescéncia;
determinacédo da capacidade de induzir dano direto de membrana e dano de DNA, utilizando
ensaio de hemolise e ensaio do cometa alcalino, respectivamente; estudo dos eventos
celulares, utilizando a técnica de citometria de fluxo e expressdo de proteinas, utilizando
Western blot. Foi avaliado também o efeito antimigratorio in vitro da CSS185 em células
B16F10.

37



Figura 9. Planejamento experimental.
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4.3. Sintese Quimica de Novas Chalconas-sulfonamidas

As chalconas-sulfonamidas sintéticas inéditas (CSS185, CSS99, CSS63Ce e CSS55)
foram sintetizadas por condensacdo de Claisen-Schmidt na Universidade Federal de Goias
(UFG), em colaboracéo com a Profa. Dra. Caridad Noda Peres e a pos-graduanda Mirian Rita
Carrilho de Castro, e enviadas ao laboratério de Oncologia Experimental para realizacdo de

teste de atividade antitumoral in vitro.
4.4. Avaliacao da Citotoxicidade in vitro

4.4.1. Linhagens Celulares

As linhagens de células tumorais foram doadas pelo Instituto Nacional do Céancer dos
Estados Unidos (US-NCI, do inglés United States — National Cancer Institute) e utilizadas
neste trabalho para avaliar a citotoxicidade dos compostos. A linhagem ndo tumoral de
fibroblasto murino (L-929) foi obtida a partir do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ),
enquanto que as células mononucleadas de sangue periférico (CMSP) foram obtidas de
voluntarios sadios, sendo utilizadas como modelo para a avaliacdo da citotoxicidade sobre

células ndo tumorais (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens celulares testadas durante o estudo

Concentracéo de

Ic‘eim:?em Tipo histoldgico Origem  plagueamento
(cél/mL)
HCT-116  Carcinoma colorretal Humana 7x10*
SW-620 Carcinoma colorretal metastatico Humana 1x10°
NCI-H460 Carcinoma de pulméo Humana 1x10°
HEP-G2  Carcinoma hepatocelular Humana 1x10°
PC-3 Adenocarcinoma de préstata Humana 1x10°
SF-295 Glioblastoma Humana 1x10°
MCEF-7 Adenocarcinoma de mama metastatico Humana 1x10°
HL-60 Leucemia Promielocitica Humana 3x10°
B16F10 Melanoma Murino 1x10°
L-929 Fibroblastos Murino 1x10°
CMSP Células mononucleadas do Humana 1x10°

sangue periférico
Fonte: elaborada pela autora
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4.4.2. Manutencgao das Linhagens Celulares

As linhagens celulares foram cultivadas em garrafas de cultura de células de 25 cm?
com volume de 50 mL ou de 75 cm? com volume de 250 mL em meio RPMI 1640 (Gibco) ou
DMEM (Gibco), dependendo da linhagem, ambos suplementados com 10% de soro bovino
fetal (SBF) e 1% de antibiotico (penicilina/estreptomicina). As linhagens celulares foram
manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical (VECO, modelo Biosafe
12, classe I1) e mantidas em incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE,
modelo TS Autoflow). A manutengdo foi feita sempre que as células atingiam
aproximadamente 70% de confluéncia. O crescimento das linhagens foi acompanhado

diariamente por microscépio invertido (ZEISS, modelo Axiovert 40C).

Para a manutencao de células aderidas, o meio foi retirado e a garrafa lavada 2x com
PBS (do inglés Phosphate Buffer Solution) estéril. Em seguida, foi adicionada tripsina-EDTA
0,5% (Gibco) diluida 10X em solucdo tampao (PBS), a fim de suspender as celulas. Depois de
suspensas, a acdo da tripsina foi inibida pela adicdo de meio suplementado com SBF. Parte
das células foi removida da garrafa e o volume preenchido com meio completo. Para

manutencdo de células suspensas, apenas foi realizada a troca do meio.
4.4.3. Obtencao de Células Mononucleadas do Sangue Periférico (CMSP)

As células mononucleadas foram obtidas do sangue periférico de voluntarios sadios
coletado em tubos tipo Vacutainer contendo solucdo de EDTA K, (BD Vacutainer®). Apés a
coleta, 5 mL de sangue total foram diluidos em PBS (1:1) e vagarosamente depositados sobre
2 mL de Ficoll®-Hypaque (Sigma). Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 30
minutos a 1500 rpm para separacdo das fases da solugdo. As células mononucleadas,
concentradas na camada localizada na interface entre o plasma (fase clara) e os eritrocitos
(fase escura), foram coletadas e transferidas para outro tubo onde foi acrescentado PBS, até
atingir um volume final de 11 mL, sendo ent&o centrifugado por 20 minutos a 1000 rpm. Esse
procedimento foi repetido e o pellet de CMSP foi ressuspendido em meio RPMI 1640
suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos (para uma concentracao
final de 100 U/mL penicillina, 100 ug/mL estreptomicina). Para estimular a proliferacdo dos
linfdcitos, foi adicionado ao meio 2% do agente mitogénico fito-hemaglutinina (Sigma). As

células foram contadas, diluidas para uma concentracao final de 1 x 10° células /mL, e entdo
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plagueadas para realizacdo do teste de citotoxicidade, utilizando o método do MTT (3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazolio).

4.4.4. Avaliacéo do efeito citotoxico utilizando o ensaio do MTT

Principio do método

O ensaio do MTT é um método colorimétrico quantitativo indireto que tem como
objetivo quantificar a atividade mitocondrial por meio da reducdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-
tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazélio (MTT), de cor amarela, com consequente formacéo
de cristais de formazan, de cor pdrpura, em células metabolicamente ativas, sendo a

quantificacédo realizada por absorbancia em espectrofotometro (MOSMANN, 1983).

Procedimento Experimental

As células em suspensdo ou monocamadas foram plagueadas em placas de 96
cavidades, sendo a concentracdo de plaqgueamento determinada de acordo com as linhagens a
serem testadas, descritas na Tabela 1. Ap6s 24 horas de incubacdo em estufa a 37°C a 5%
CO,, foi adicionado 100 pL de amostra teste diluidas em meio completo, em concentracdes
variaram de 52,4 a 0,4 uM, e as placas foram novamente incubadas por 72 horas. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo, com concentracfes que variaram de 0,04 a
5 uUM. Ao final do periodo de incubacao, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 min
e, em seqguida, o sobrenadante foi retirado. Foi adicionado em cada po¢o 150 pL de solucao
de MTT (0,5 mg/mL), diluido em meio RPMI 1640, e as placas foram reincubadas por 3
horas. As placas foram, entdo, novamente centrifugadas a 3000 rpm por 10 min e o
sobrenadante retirado. Para realizacdo da leitura em espectrofotdmetro de placa (Beckman
Coulter Inc., modelo DTX-880), utilizando comprimento de onda de 595 nm, o formazan foi
ressuspenso em 150 pL de Dimetilsulféxido (DMSO) adicionado em cada poco. Para leitura
foi utilizado o programa Multimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.).

Para a analise do efeito tempo-dependente, este método também foi realizado apos 24

e 48 horas de tratamento com a chalcona-sulfonamida 185 nas linhagens HCT-116 e SW-620.
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Analise de dados

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0. Os
valores das absorbancias foram transformados em porcentagem de inibicao, baseado na média
da absorbancia do controle negativo. A concentracdo inibitéria média (Clsp) com o0s
respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foi obtida por regressao néo linear.

O indice de seletividade (I1S) dos compostos testados foi calculado a partir da razdo
entre o valor de Clsp para linhagens ndo tumorais e para linhagens tumorais (IS= Clso de
células ndo tumorais/ Clsy de células tumorais) (BAGLA et al., 2014). O indice de
seletividade da CSS185 para células de cancer colorretal quando comparado com as demais

células tumorais também foi calculado.

4.4.5. Avaliacdo do perfil citotoxico/citostatico por meio do ensaio de
Sulforodamina B (SRB)

Principio do método

O ensaio de Sulforodamina B baseia-se na habilidade do corante SRB (Sigma) de se
ligar a residuos de aminoacidos basicos em condi¢des acidas e de se dissociar em condicdes
basicas, sendo possivel determinar a densidade celular por meio do contetdo celular proteico.
Este corante possui dois grupos sulfonicos e se liga a proteinas das células precipitadas e
fixadas na placa pelo acido tricloroacético (TCA-Sigma). Diferente do método do MTT, o
ensaio do SRB permite identificar o tipo de efeito exercido pela amostra teste, utilizando a
absorbancia do tempo zero e do controle negativo para normalizar os dados, sendo possivel
identificar se a amostra teste inibiu o crescimento celular ou induziu morte celular, ou ainda,
se ndo causou nenhum efeito sobre as células. Além disso, este método também permite obter
dados, como a concentracao capaz de inibir 50% da proliferacéo celular (Clsp), a concentracédo
capaz de inibir o crescimento total das células (Clyo) e a concentracdo capaz de induzir 50%
de morte celular (CLsp) (SHOEMAKER, 2006; VICHAI; KIRTIKARA, 2006).

Procedimento Experimental

As células foram contadas e plaqueadas em placas de 96 pocos e apds 24 horas de
incubacdo em incubadora a 5% de CO, a 37°C, foi adicionado 100 uL de CSS185 diluida em

meio completo em concentra¢des que variaram de 0,4 a 50 uM. A doxorrubicina foi utilizada
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como controle positivo, com concentra¢des que variaram de 0,04 a 5 uM. As placas foram
novamente incubadas por 24, 48 e 72 horas. Alguns pogos foram fixados, corados e
analisados no momento em que foi feito o tratamento das células para a determinacdo da

absorbancia do tempo zero (To).

Ap0s o periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos
e 0 sobrenadante foi retirado. Em seguida, foram adicionados 100 puL de TCA 10% em todos
0s pocos e as placas foram incubadas por pelo menos 1 hora a 4°C para fixacao das proteinas.
Os pocos foram lavados cinco vezes com 200 L de agua destilada e 100 pL de SRB 4%
foram adicionados em todos os pogos. As placas foram incubadas por 30 minutos em
incubadora a 5% de CO, a 37°C. Apds o periodo de incubacdo, o corante foi removido e 0s
pocos foram lavados com 200 pL de &cido acético. Por fim, o precipitado foi solubilizado em
200 pL de tampdo Tris base 10 mM e, em seguida, foi realizada a leitura em
espectrofotobmetro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880), utilizando o
comprimento de onda de 540 nm. Para leitura foi utilizado o programa Multimode Detection

Software (Beckman Coulter Inc.).
Anélise de dados

Os valores de absorbéancia das amostras testadas (Abs) foram normalizados para
obtencdo dos percentuais de crescimento celular com base na média da absorbancia do
controle negativo (Crtl) e do tempo zero (To), sendo aplicadas as formulas (Abs-Tg)/(Ctrl-
To)*100, para valores de absorbancia maiores ou iguais ao tempo zero, e (Abs-T/T()*100,
para valores de absorbancia menores que o tempo zero. Os dados foram analisados utilizando
o0 programa GraphPad Prism versdo 6.0. A concentracdo capaz de inibir 50% da proliferacdo
celular (Clsp), a concentracdo capaz de inibir o crescimento total das celulas (Clyp) € a
concentracdo capaz de induzir 50% de morte celular (CLso) foi obtida por interpolacdo da
curva concentragédo/resposta (BOYD; PAULL, 1995; SHOEMAKER, 2006).

4.4.6. Quantificacdo direta da viabilidade celular utilizando o ensaio de excluséo

por azul de Tripan
Principio do método

O teste de exclusdo por azul de Tripan € um método quantitativo direto de avaliacao

da viabilidade celular, que permite quantificar separadamente células vidveis e células ndo
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viaveis. O corante azul de Tripan penetra em todas as células, no entanto, apenas as células
metabolicamente ativas (vidveis) conseguem expulsar o corante, enquanto que as células ndo

viaveis retém o corante e apresentam coloracdo azulada (PERES; CURI, 2005).
Procedimento Experimental

As células SW-620 foram plaqueadas na concentragdo de 5 x 10* células por mL em
placas de 24 pogos. Apos 24 horas de incubacao, as celulas foram tratadas com CSS185 nas
concentragdes de 5; 7,5; 10 e 15 uM por 48 horas. As concentracdes e o periodo de incubacéo
foram determinados a partir dos resultados obtidos pelos ensaios de MTT e SRB. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na concentracdo de 0,5 pM. Apds o
periodo de incubacdo as células foram transferidas para tubos eppendorf, que em seguida
foram centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de PBS. Em
uma aliquota de 90 uL de suspensédo de células, foram adicionados 10 pL de azul de Tripan

0,4%. As células viaveis e ndo viaveis foram contadas em camara de Neubauer.
Analise de dados

Os dados foram analisados com base na média + erro padrdo da média da triplicata de
pelo menos trés experimentos. A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia

(ANOVA) seguida por teste de Tukey’s para comparagdo com o controle negativo, com nivel

de significancia de 5% (p<0,05).

4.4.7. Monitoramento da viabilidade e da proliferacdo celular em tempo real
utilizando o sistema XCELLigence

Principio do método

O XCELLigence System RTCA DP (Dual Plate) permite monitorar a proliferacdo
celular de maneira dinamica em tempo real. O equipamento é capaz de quantificar a
proliferacdo e a viabilidade de células aderidas por impedéncia detectada por sensores
microeletrénicos presentes na superficie dos pocos de placas de 16 pocos. O ensaio permite a
avaliacdo da proliferagdo, viabilidade, morte e alteracbes morfoldgicas nas células, como

aumento do tamanho celular (KE et al., 2011).
Procedimento experimental

Seguindo as sugestdes do fabricante, foi realizada uma curva de concentracdo de

células para a escolha do numero de células ideal para o experimento. Com isso, a
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concentracdo de plagueamento, escolhida com base no indice celular, foi de 5 x 10° células
por poco. As células SW-620 foram plaqueadas nas E-plates de 16 pocos (190 pL). A
aderéncia, disposicdo e proliferacdo das células foram monitoradas a cada 30 minutos pelo
sistema RT-DP. Aproximadamente 24 horas ap6s o plaqueamento, quando as células estavam
em fase de crescimento logaritmica, as mesmas foram tratadas com 10 pL dos compostos
dissolvidos em meio de cultura. O Dimetilsulfoxido (DMSQO), veiculo dos compostos teste,
foi utilizado como controle negativo. O composto CSS185 foi testado nas concentracfes de
2,5; 5; 7,5; 10 e 15 uM e a doxorrubicina, utilizada como controle positivo, foi testada na
concentragdo de 0,5 uM. As concentragGes foram determinadas a partir dos resultados obtidos
pelos ensaios de MTT e SRB.

Analise de dados

O resultado de impedancia celular foi expresso como uma unidade arbitraria chamada
de indice Celular (do inglés, Cell Index). O indice celular de cada ponto foi definido como
(Rn-Rb)/ 15, onde Rn é a impedancia do poco com célula e Rb é a impedancia do poco apenas
com o0 meio. As curvas de crescimento foram comparadas para uma possivel elucidacdo do
mecanismo de citotoxicidade. Para obtencdo de graficos representativos do percentual de
proliferacdo celular, a média do indice celular foi normalizada com base no controle negativo
(veiculo) referente a cada periodo de incubacdo analisado (24 h, 48 h e 72 h). Os gréaficos

foram construidos no programa GraphPad Prism 5.0.
4.5. Estudo do mecanismo de agdo

4.5.1. Determinagdo da atividade hemolitica em eritrécitos de camundongos Mus

musculus Swiss
Principio do método
O ensaio de hemdlise permite avaliar o potencial da substancia teste de causar dano
direto na membrana celular de eritrécitos, seja pela formacao de poros ou pela ruptura total

através da quantificagdo espectrofotométrica da hemoglobina liberada em solucdo salina
(BERLINCK et al., 1996).

Procedimento experimental

A coleta de sangue para o experimento de atividade hemolitica foi realizada em quatro
camundongos (linhagem Mus musculus Swiss), tendo aprovacdo do comité de ética em
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pesquisa animal (protocolo n°® 128/2016 — Anexo C). Os animais receberam anestesia geral
com cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e cloridrato de ketamina (90 mg/kg) e, em seguida, 2 —
3 ml de sangue foi coletado pelo plexo retro-orbital com o auxilio de um capilar. A eutanasia

dos animais foi realizada por hipovolemia.

O sangue coletado foi diluido em 30 volumes de solugéo salina (NaCl 0,85% + CaCl,
10mM). Os eritrdcitos foram lavados duas vezes em solugdo salina por centrifugacdo (1500
rpm / 5 min) para redugdo da contaminacdo plasmaética e ressuspendidos em solucéo salina
para se obter uma suspensdo de eritrocitos (SE) a 2%. Os experimentos foram realizados em
placas com 96 cavidades, com a concentracdo da amostra CSS185 variando de 0,4 a 300 uM.
Cada poco da 12 fileira recebeu 100 uL da solucdo salina. Na 22, os pocos receberam 80 uL da
solucdo salina e 20 uL do veiculo de diluicdo da amostra CSS185, neste caso, DMSO. Aos
pocos da 32 fileira, foram adicionados 180uL de solucéo salina e 20 uL da amostra CSS185
em solucdo. Da 42 fileira em diante os pogos receberam 100 ul da solucdo salina, para
realizacdo da diluicdo seriada da amostra, com exce¢do da Ultima fileira, que receberam 80 uL
de solucéo salina e 20 pL de triton X-100 1% (controle positivo). As dilui¢des foram feitas da
3% & 112 cavidade, retirando-se 100uL da solucdo da cavidade anterior e transferindo para a
seguinte de modo que as concentracdes foram sempre diluidas pela metade. Em seguida,
100uL da suspensdo de eritrocitos 2% foram plaqueados em todos 0s pogos. Apos incubacdo
de 1 hora sob agitacdo constante a temperatura ambiente (26 + 2°C), as amostras foram
centrifugadas (5000 rpm/ 3 min) e o sobrenadante transferido para uma outra placa para a
medida da absorbancia no espectrofotometro de placas, utilizando comprimento de onda de
540 nm.

Andlise de dados

A atividade hemolitica do composto CSS185 foi determinada a partir da normalizagéo
dos valores de absorbancia a partir dos valores de absorbancia dos controles positivo e

negativo.
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4.5.2. Avaliacdo das altera¢Ges morfoldgicas por coloracdo com pandtico rapido
Principio do método

A coloragdo com kit panético répido (Laborclin®) permite a visualizagdo das
caracteristicas morfologicas das células por meio da coloracdo diferenciada da membrana
celular, do citoplasma e do nucleo, sendo possivel observar, por exemplo, alteracdes

morfoldgicas que caracterizam diferentes processos de morte celular (GURR, 1971).
Procedimento experimental

As células SW-620 foram plaqueadas na concentracdo de 5 x 10* células/mL em
placas de 24 pocos e, apo6s 24 horas, foram tratadas com diferentes concentracdes de CSS185
(5; 7,5; 10 e 15 uM), sendo incubadas por 24 e 48 horas em incubadora com 5% de CO, a
37°C. A doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo, e o controle negativo
foi tratado apenas com o veiculo (DMSO). Apds os periodos de incubacdo, as células foram
fixadas com solugéo de triarilmetano a 0,1%, coradas com solugéo a 0,1% de xantenos e com
solucdo de 0,1% de tiazinas (Laborclin®) para coloracdo de nicleo e citoplasma. Os pogos
foram lavados para remover o excesso de corante e, em seguida, as células foram visualizadas

em microscépio Optico e fotografadas no aumento de 200x (Olympus, Tokyo, Japan).
4.5.3. Andlises por Citometria de Fluxo
Principio da citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma importante ferramenta de estudo de eventos celulares, que
permite rapida e individualizada avaliacdo de uma quantidade significativa de células e de
multiplos parametros simultaneamente. Por meio do citdometro de fluxo, células em suspenséo
sdo contadas, examinadas e classificadas individualmente conduzidas em um canal de
corrente fluida, sendo interceptadas por um feixe de luz proveniente de um laser. O
equipamento detecta, desta maneira, a dispersdo de cada célula em varias direcOes
dependendo do tamanho, da estrutura interna, das caracteristicas topograficas e da densidade
Optica de cada célula. A deteccdo de um feixe de luz que passa pela particula com um minimo
de desvio esta relacionada com o tamanho celular, que se da por dispersdo linear (FSC,
Forward Scatter), enquanto que a captacdo de um desvio ortogonal esta relacionada com a

complexidade da célula, em particular sua granulosidade, que ocorre por dispersdo lateral
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(SSC, Side Scatter). Além disso, a citometria de fluxo permite também detectar a
fluorescéncia emitida por corantes quimicos fluorescentes ligados a diferentes componentes
celulares (SHAPIRO, 1995).

Procedimento experimental para a realizacdo dos experimentos de citometria de fluxo

Todos os experimentos de citometria de fluxo foram realizados utilizando o citbmetro
Guava easyCyteTM 6-2L. As células SW-620 foram plaqueadas na concentragdo de 5 x 10°
células/mL em placas de 24 pocos e, apos 24 horas, foram tratadas com diferentes
concentragdes de CSS185 (5, 7,5, 10 e 15 pM), sendo incubadas por 24 e 48 horas em
incubadora com 5% de CO, a 37°C. A doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle
positivo, e o controle negativo foi tratado apenas com o veiculo (DMSQO). Apds o periodo de
incubacdo as ceélulas foram transferidas para tubos eppendorf, que em seguida foram
centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm. O pellet foi ressuspenso em 1 mL de PBS.

As células foram coradas utilizando os corantes, iodeto de propideo e rhodamina 123,
de acordo com o evento celular de interesse, para o estudo da viabilidade celular, do contetido

de DNA e do potencial transmembranico mitocondrial.
Analise de dados para os experimentos de citometria de fluxo

A analise dos dados da citometria de fluxo foi feita com base na média + erro padrédo
da média e para a verificacdo da ocorréncia de diferenca estatistica entre os diferentes grupos,
os dados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida por Teste de Tukey’s,
com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Para todos os parametros avaliados pela técnica de
citometria de fluxo, 10 mil eventos foram adquiridos por cada replicada de cada amostra.
Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram obtidos a partir de pelo

menos trés experimentos independentes.
45.3.1. Avaliacdo do numero de células e da integridade de membrana celular
Principio do teste

O iodeto de propideo (PI, do inglés, propidium iodide) é um corante capaz de penetrar

nas células cuja membrana esteja rompida (ndo-viaveis) e se ligar ao DNA, emitindo alta
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fluorescéncia vermelha quando € excitado pelo laser. Enquanto isso, as células com

membrana integra emitem baixa fluorescéncia (SHAPIRO, 1995).
Procedimento experimental

Apls o periodo de tratamento, uma aliquota de 300 pL de suspensdo de células
tratadas e ndo tratadas foi incubada no escuro com 30 pL de uma solugédo de Pl a 50 pg/mL
(diluido em tampdo fosfato). Apds 10 minutos, as amostras foram analisadas por citometria de
fluxo. Foram obtidas informacGes sobre a contagem do numero de células, morfologia
(espalhamento frontal e lateral da luz, o que corresponde ao tamanho e granulosidade relativa
entre as células, respectivamente) e integridade de membrana celular (DARZYNKIEWICZ et
al., 1992).

45.3.2.  Avaliacdo do conteudo e da fragmentacdo de DNA
Principio do teste

Esse teste baseia-se na capacidade do Pl se ligar ao DNA. Inicialmente, a membrana
plasmatica das células foi permeabilizada por um detergente, permitindo que o iodeto de
propideo se ligasse ao DNA de todas as células. Células com o nucleo integro emitem alta
fluorescéncia, e aquelas que apresentam nucleos com condensacdo da cromatina e DNA
fragmentado incorporam menos o iodeto de propideo e por isso emitem menor fluorescéncia.
Além disso, o Pl se intercala proporcionalmente a quantidade de DNA da célula, permitindo
mensurar as fases do ciclo celular por meio da quantidade de DNA presente em cada fase do

ciclo.
Procedimento experimental

Para realizacdo do ensaio, uma aliquota de 300 pL de suspensdo de células tratadas e
ndo tratadas foi incubada com 3 pL de uma solucéo de lise (0,1% de citrato de sodio, 0,1 % de
Triton X-100 em PBS) e 30 uL de iodeto de propideo (50 ug/mL) em PBS. Ap0s o periodo de

incubacéo de 40 minutos no escuro, as amostras foram analisadas no citometro de fluxo.

Para aquisicdo do percentual de células em cada fase do ciclo celular (GO/G1; S;

G2/M), os graficos gerados pelo citdmetro de fluxo foram analisados no programa ModFit LT
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(Verity Software House). A fragmentacdo de DNA foi quantificada pelo percentual de Sub-G1
(debris), dados obtidos pelo mesmo programa.

45.3.3. Determinacdo do potencial mitocondrial transmembranico — Rodamina
123

Principio do teste

A rodamina 123 é um corante fluorescente nucleofilico que, quando em contato com a
célula, é sequestrado pra dentro da mitocondria quando esta apresenta seu potencial
transmembranico inalterado, emitindo, assim, alta fluorescéncia quando atingidas pelo laser.
Alteracdes no potencial mitocondrial transmembrénico levam ao efluxo da rodamina, gerando
eventos que emitirdo menor fluorescéncia quando comparado com as células que possuem
mitocondrias integras (FERLINI; SCAMBIA, 2007).

Procedimento experimental

Para realizacdo do ensaio, uma aliquota de 200 pL de suspensédo de células tratadas e
ndo tratadas foi centrifugada e o pellet foi ressuspenso em 200 pL de solucdo de rodamina
123 (1 pg/mL). Apds 15 minutos de incubacdo em incubadora com 5% de CO; a 37°C no
escuro, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi
removido e as células foram ressuspensas em 200 uL de PBS e reincubadas por mais 30
minutos no escuro em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram analisadas por
citometria de fluxo (CURY-BOAVENTURA; POMPEIA; CURI, 2004).

4.5.4. Avaliacdo da inducdo de estresse oxidativo utilizando pré-tratamento com
N-acetilcisteina (NAC)

Principio do teste

A N-acetil-cisteina (NAC) é um aminotiol precursor sintético de cisteina intracelular e
de glutationa (GSH) e, portanto, considerado um importante agente antioxidante capaz de
sequestrar as espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas durante o estresse oxidativo na
célula. Com isso, a NAC tem sido amplamente utilizada como ferramenta de pesquisa para

investigar o papel das EROs na inducdo de morte celular, como na apoptose (SUN, 2010).

50



Procedimento experimental

As células SW-620 foram plaqueadas em placas de 96 pocos. Apds 24 horas de
incubacdo em estufa a 37°C a 5% CO,, as células foram pré-tratadas com NAC (4 mM) por
duas horas. Apos o periodo de incubacdo, o meio contendo NAC foi removido e as células
foram tratadas com 200 pL de CSS185 e Menadiona (controle positivo) diluidas de forma
seriada em meio completo em concentracdes que variaram de 50 uM a 0,2 uM. As placas
foram novamente incubadas por 48 horas. Uma placa controle sem nenhum pré-tratamento foi
feita concomitante ao pré-tratamento para assegurar que o NAC ndo estaria alterando a
viabilidade celular. Ao final do periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas a 1500
rpm por 5 min e, em seguida, o sobrenadante foi retirado. Foi adicionado em cada poco 150
puL de solucdo de MTT (0,5 mg/mL), diluido em meio RPMI 1640, e as placas foram
reincubadas por 3 horas. As placas foram, entdo, novamente centrifugadas a 3000 rpm por 10
min e o sobrenadante retirado. Para realizacdo da leitura em espectrofotometro de placa
(Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880), utilizando comprimento de onda de 595 nm, o
formazan foi ressuspenso em 150 pL de Dimetilsulféxido (DMSO) adicionado em cada poco.

Para leitura foi utilizado o programa Multimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.).
Analise de dados

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.0. Os
valores das absorbancias foram transformados em porcentagem de inibicdo, baseado na média
da absorbancia do controle negativo. A concentracdo inibitéria média (Clsy) com o0s

respectivos intervalos de confianca (IC 95%) foi obtida por regressao néo linear.

45.5. Determinagdo do potencial genotoxico utilizando ensaio do Cometa

Alcalino

Principio do teste

O ensaio do cometa, também conhecido como single-cell gel electrophoresis (SCGE),
é utilizado para deteccdo de dano genotdxico induzido por compostos quimicos. Existem dois
protocolos principais para a execucdo deste teste. A versdo alcalina, mais utilizada por ser
mais abrangente, é realizada em pH maior que 13 afim de induzir a desnaturacdo da molécula
de DNA e detectar lesdes de diversas naturezas, como quebras de fita simples e dupla, sitios

alcali-labeis, sitios de reparo por excisdo incompletos e ligacGes cruzadas. A versdo neutra,
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por sua vez, é realizada em pH entre 7,0 e 8,5 para detectar apenas quebras de fita dupla de
DNA ou ligacbes cruzadas entre DNA e DNA, DNA e proteina ou DNA e xenobidticos
(OLIVE, 1989; OSTLING; JOHANSON, 1984; SINGH et al., 1988).

Procedimento experimental

Para avaliacdo de possivel dano genotoxico induzido pela chalcona-sulfonamida 185
em celulas SW-620, foi utilizado o teste do cometa alcalino. As células SW-620 foram
plaqueadas na concentragdo de 5 x 10* células/mL em placas de 24 pocos e, apds 24 horas,
foram tratadas com diferentes concentragdes de CSS185 (7,5, 10 e 15 uM), sendo incubadas
por 24 horas em incubadora com 5% de CO, a 37°C. A doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada
como controle positivo, e o controle negativo foi tratado apenas com o veiculo (DMSO).
Apos o periodo de incubacdo as células foram transferidas para tubos eppendorf, que em
seguida foram centrifugados por 5 minutos a 1500 rpm.

Preparo das laminas

Laminas de vidro foram previamente cobertas com agarose de ponto de fusdo normal
(Gibco) diluida a 0,5% em solucéo de PBS livre de Ca®* e Mg?* & temperatura de 60°C e, em
seguida, mantidas em temperatura ambiente até completa solidificacdo. O pellet de células
tratadas e ndo tratadas foi ressuspenso em 200 pL de solucdo de agarose de baixo ponto de
fusdo (1,5%; Gibco) a 37°C, e 100 pL foi adicionado em cada lamina pré-coberta com
agarose, sendo obtidas duas laminas de cada replicata. Para uniformizar a distribuicdo do
material, as laminas foram cobertas com laminulas e mantidas a 4°C para solidificacdo da

agarose.
Lise celular

Apos a solidificacdo, as laminulas foram cuidadosamente removidas e as laminas
foram imersas em solucdo de lise (descrita no Anexo B) a 4°C e mantidas por, no minimo,

duas horas, protegidas da luz.

Neutralizacdo e eletroforese

Ainda sobre protecdo da luz, as laminas foram imersas em uma solugdo de

neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 15 minutos. Em seguida, as laminas foram dispostas
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horizontalmente na cuba de eletroforese que, por sua vez, foi preenchida com o tampé&o de
corrida alcalino (descrito no Anexo B) a 4°C. Apos 60 minutos, a eletroforese (cuba BioRad,
modelo DNA Sub Cell Gel) foi conduzida a 20 V e 300 mA (fonte Life Technologies, modelo
250) por 20 minutos a 4°C. Apds a eletroforese, as ldaminas foram novamente neutralizadas

por 5 minutos e fixadas em etanol a 100%.

Coloracdo e analise das laminas

A coloragdo das laminas foi realizada com solugdo de brometo de etidio (Sigma) a 20
pug/mL. As laminas foram analisadas em microscépio de fluorescéncia e classificadas de
acordo com os escores previamente determinados pelo tamanho e intensidade da cauda do
cometa (Figura 10). Foram contados 100 cometas por lamina e atribuidos, por analise visual, a
uma das cinco categorias - sem dano (0), baixo nivel de dano (1), médio nivel de dano (2),
alto nivel de dano (3) e dano maximo (4) - que relacionam a percentagem de DNA na cauda
do cometa ao grau da lesdo sofrida pela célula (LOVELL; THOMAS; DUBOW, 1999).

Figura 10. Tipos de cometa e classificacdo por categoria de dano: 0 - sem dano (cauda <
5%); 1 - baixo nivel de dano (5 - 20%); 2 - médio nivel de dano (20 - 40%); 3 - alto nivel
de dano (40 — 95%) e 4 - dano méaximo (> 95%o).

.-

Fonte: adaptado de LOVELL; THOMAS; DUBOW, 1999.

O indice de dano (ID) foi obtido pela seguinte formula:
4
M X7

D= i=0

Onde n; é o nimero de células com nivel de dano ' (0, 1, 2, 3 ou 4). A frequéncia de

dano (FD) representa a porcentagem de células que sofreram danos no DNA.

Andlise de dados

A anélise dos dados foi feita com base na média + erro padrdo da média de dois
experimentos independentes (n=8) e para a verificagcdo da ocorréncia de diferenca estatistica

entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)
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seguida por Teste de Tukey’s, com nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o

programa GraphPad Prism verséo 5.0.

4.5.6. Deteccdo e quantificacdo do padrdo de morte celular por microscopia de
fluorescéncia utilizando coloragdo com laranja de acridina e brometo de
etidio

Principio do teste

A coloracdo utilizando dupla marcacdo com laranja de acridina e brometo de etideo
permite a deteccdo e quantificacdo de células em apoptose inicial, tardia e necrose, utilizando
parametro de cor e aspectos morfoldgicos. Esta distincdo é possivel porque, enquanto a
laranja de acridina penetra nas células vivas e mortas, resultando em emisséo de fluorescéncia
verde por intercalar no DNA e laranja, no RNA, o brometo de etideo penetra somente nas
células que possuem perda da integridade de membrana (apoptose tardia ou necrose),
emitindo fluorescéncia laranja ao intercalar o DNA (KASIBHATLA et al., 2006).

Procedimento experimental

As células SW-620 foram plaqueadas na concentragdo de 5 x 10* células/mL em
placas de 24 pocos e, ap6s 24 horas, foram tratadas com diferentes concentracGes de CSS185
(7,5, 10 e 15 puM), sendo incubadas por 24 e 48 horas em incubadora com 5% de CO, a 37°C.
A doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo, e o controle negativo foi
tratado apenas com o veiculo (DMSQO). Apds o periodo de incubacdo, as células foram
tripsinizadas, transferidas para tubos eppendorf, centrifugadas e ressuspensas em PBS. Uma
aliquota de 50 pL de suspensdo de célula foi retirado e transferido para outro tubo. Foi
preparada uma solucdo contendo 8 pL de PBS, 2 pL de laranja de acridina e 10 pL de
brometo de etidio (20 pg/mL), sendo adicionado 1 pL desta solu¢do aos 50 pL de suspensédo

de células. Trezentas células foram classificadas e contadas em microscépio de fluorescéncia.

Andlise de dados

A anélise dos dados foi feita com base na média + erro padrdo da média de pelo menos
trés experimentos independentes e para a verificagdo da ocorréncia de diferenca estatistica
entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA)
seguida por Teste de Tukey’s, com nivel de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o

programa GraphPad Prism versdo 5.0.
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4.5.7. Avaliacdo da expressdo de proteinas por Western Blot

O Western blot, também chamado de immunoblot, € um método bioquimico e
molecular utilizado para detectar a expressdo proteica de uma determinada proteina em uma
amostra, usando um anticorpo mono ou policlonal especifico para a proteina de interesse
(SIVIERO, 2013).

O procedimento de realizacdo do ensaio do Western blot consiste em vérias etapas:
extracdo e quantificagdo de proteinas totais das células submetidas ao tratamento com o
composto, separagdo das proteinas desnaturadas por peso molecular, utilizando eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida, eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana capaz
de ligar proteinas e a revelacdo de proteinas especificas, utilizando quimioluminescéncia
(TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979).

Os anticorpos primarios (Cell Signaling Technology®) utilizados no experimento
foram PARP (poli (ADP-ribose polimerase) integro, Bax, Caspases 3 e 8, MLKL (do inglés,
Mixed Lineage Kinase Domain Like), RIP (do inglés, Receptor-interacting Protein), p53,
Ciclina A2 e B1, pChkl e pChk2. O anticorpo B-actina (Cell Signaling Technology®) foi
utilizado como referéncia experimental. Os anticorpos secundarios anti-mouse 1Gg (Cell
Signaling Technology®) e anti-rabbit 1Gg (Cell Signaling Technology®) acoplados a
peroxidase (HRP) foram utilizados na deteccdo final das proteinas por quimioluminescéncia.
Todos os anticorpos foram solubilizados em BSA 5%, diluidos de 1:1000, exceto a B-actina e

0s anticorpos secundarios que foram preparados em dilui¢do de 1:2000.

45.7.1. Extracdo de proteinas

As células SW-620 foram plaqueadas e tratadas com o veiculo (DMSQO), com CSS185
nas concentraces de 10 uM e 15 uM e com a doxorrubicina na concentracdo de 0,5 UM,
utilizada controle positivo do experimento, durante 24 horas de incubagéo. Para o processo de
extracdo, as células foram tripsinizadas e centrifugadas e o pellet lavado duas vezes com PBS.
O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampao de lise RIPA (Milipore)
1X acrescido de um coquetel de inibidores de proteases (1:100 v/v), ortovanodato de sodio
(1:100 v/v) e PMSF (1:100 v/v). As amostras foram colocadas em gelo por duas horas, sendo
sonicadas a cada 20 minutos. Ao final, as amostras foram centrifugadas a 13000 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado, separado em aliquotas e armazenado a -20°C.
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4.5.7.2. Quantificacdo de proteinas

A quantificacdo de proteinas totais extraidas das células foi realizada por meio de
método colorimétrico com o kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories), utilizando o
método de Lowry. Para isso, uma curva padrdo de BSA (0,2-2 mg/mL; Sigma) diluida em
tampdo RIPA completo foi utilizada para determinar a concentragdo de proteina. O tampé&o
RIPA completo foi utilizado para marcar o branco experimental. Em seguida, 5 puL de cada
amostra foi adicionado em triplicata em placa de 96 pocos. Foram adicionados em todos 0s
pocos 25 uL de reagente A’ (20 puL de reagente S + 1 mL de reagente A) seguido de 200 pL
de reagente B (BioRad Laboratories). As amostras foram incubadas por 10 minutos no escuro

sob agitacdo leve e lidas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620 nm.

A curva de BSA foi gerada por regresséo linear no programa GraphPad Prism verséo
5.0, sendo plotado um gréafico da absorbancia versus quantidade de proteinas. Os valores de
absorbancia obtidos de cada amostra foram aplicados a equacdo da reta para determinar a

concentracdo de proteina de cada amostra.
4.5.7.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A separac¢do das proteinas totais baseada no peso molecular foi realizada por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida em um sistema vertical (BioRad, modelo mini-
PROTEAN® Tetra Cell) (TOWBIN; STAEHELIN; GORDON, 1979). O gel de resolucéo foi
confeccionado para uma concentracdo final de 12,5% em tampéo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8
(BioRad Laboratories). O gel de empilhamento foi colocado sobre o gel de 12,5%, com
concentracdo final de 5% de poliacrilamida em tampédo Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 (BioRad

Laboratories).

O marcador de peso molecular Full-Range Rainbow Marker (12-225 kDa; GE
Healthcare) foi usado sempre no primeiro po¢co da esquerda para monitorar a separagdo das
proteinas. Foi aplicado nos pogos do gel de concentracdo 30 pg de proteina total de cada
amostra, carregada com o tampédo de amostra 5X (Anexo B). A corrida de eletroforese foi
realizada sob voltagem constante de 100 V e amperagem livre (para duas placas; fonte elétrica
PowerPac™, modelo HCPower Supply) & temperatura ambiente, utilizando um tampéo de

corrida para eletroforese. O tempo de corrida variou entre 1h e 40 minutos a 2 horas.
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45.7.4. Eletrotransferéncia

As proteinas separadas foram transferidas para uma membrana de PVDF Hybond-P
(GE Healthcare). Para isso, o gel foi colocado em contato com a membrana previamente
lavada em metanol entre esponjas e papéis de filtro banhados na solucdo de transferéncia
(detalhado no Anexo B). A eletrotransferéncia foi realizada pelo modo de imersdo (BioRad,
modelo MiniTrans Plot Modulo) sob voltagem livre e amperagem de 400 mA por 1h e 20

minutos a 4°C (fonte elétrica PowerPac™, modelo HCPower Supply).

45.7.5. Imunodetecgédo e Quimioluminescéncia

Apos a transferéncia, as membranas foram incubadas em solugdo de leite desnatado
3% em TBS por uma hora sob agitagdo constante, a fim de bloquear ligagdes proteicas
inespecificas. Apos o periodo de incubacdo, foram realizadas trés lavagens com TBS-Tween
0,1% (TBS-T) de 5 minutos e mais uma lavagem com TBS. As membranas foram incubadas
overnight a 4°C com os anticorpos primarios diluidos em solucdo de BSA 5% em TBS. Apo6s
0 mesmo processo de lavagem realizada anteriormente com TBS-T e TBS, as membranas
foram incubadas por uma hora com o anticorpo secundario ligado a peroxidase (HRP) diluido
em solucdo de leite desnatado 5% em TBS por 1 hora, sob agitacdo. As membranas foram
entdo novamente lavadas e a revelacdo foi realizada utilizando peréxido de hidrogénio e
luminol (kit Clarity and Clarity Max Western ECL Blotting Substrates - BioRad).

As membranas foram fotografadas por um captor de imagens (GE Healthcare, modelo
ImageQuant® 300) utilizado para captacdo de quimioluminescéncia gerado pelo método de
deteccdo de bandas. As imagens foram editadas no proprio programa para sobreposi¢éo de
imagem das bandas e do marcador e, em seguida, foram quantificadas utilizando o programa
Image J. Os valores de quantificacdo foram obtidos a partir da normalizacdo dos dados com

base na quantificacdo da p-actina (anticorpo de referéncia experimental).

4.5.8. Avaliacdo do efeito antimigratdrio in vitro da chalcona-sulfonamida 185
em células B16F10

4.5.8.1. Ensaio de migracéo celular

Principio do teste

O ensaio de migracdo celular, do inglés Wound-healing assay, € um método simples,

de baixo custo e um dos primeiros métodos desenvolvidos para o estudo da migragéo celular
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In vitro. As etapas basicas do ensaio envolvem a realizagdo de uma “ferida” em uma
monocamada de células, com captura de imagens no inicio e em intervalos regulares durante a
migracdo celular até o fechamento da ferida, sendo realizada comparacao entre as imagens a
fim de observar a migracéo das células (LIANG; PARK; GUAN, 2007; RODRIGUEZ; XU;
GUAN, 2005).

Procedimento experimental

As células B16F10 foram plaqueadas em placas de 24 pocos contendo 1 mL de meio
de cultura suplementado com 10% de SBF. Quando as células atingiram confluéncia de
aproximadamente 90%, foi realizada uma lesdo na monocamada de células utilizando uma
ponteira (p200) pressionada contra o assoalho da placa de cultura, formando uma fenda na
camada de células. A cultura foi lavada trés vezes com PBS para retirada completa dos
residuos celulares da fenda formada. Em seguida, foi adicionado 1 mL de meio suplementado
com apenas 0,25% de SBF a fim de induzir privacdo de nutrientes e inibir a proliferacdo
celular. Os pocos foram fotografados (aumento 50x) a fim de capturar imagens

correspondentes ao tempo zero (To) de cada poco.

As células foram entdo tratadas com concentragdes ndo citotdxicas de CSS185 (2,5e 5
KUM) e o controle negativo recebeu o veiculo utilizado para diluicdo do composto (DMSO). A
migracdo celular foi monitorada ap6s 3, 6, 12 e 24 horas de incubacdo, até que ocorresse 0
fechamento do corte induzido pela migracdo das células do controle negativo. As células
foram visualizadas em microscépio optico e fotografadas novamente no aumento de 50x para

fins comparativos (Olympus, Tokyo, Japan).

Apbs a captura de imagem, as células foram tripsinizadas, coradas com iodeto de
propideo, contadas e analisadas, utilizando citometria de fluxo, para confirmar que as celulas
estavam migrando e ndo proliferando e que as concentracfes utilizadas de CSS185 néo

interferiram na proliferacéo e na viabilidade celular das células B16F10.
Anélise de dados

O percentual de migracgéo celular foi quantificado baseado na area do corte do tempo
zero e ap6s 24 horas de incubagdo, utilizando o programa Image J. A migracdo das células

para a rea de corte foi expressa como percentual de migragdo celular, pela seguinte equag&o:

% migracao celular = [(Ato-At24n)/A10] X 100%,
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onde, A, é a &rea do corte mensurada imediatamente ap6s a realizacdo da mesma, € Atasn € @

area do corte 24 horas ap0s a realizacdo da mesma (YUE et al., 2010).

A andlise dos dados foi feita com base na média + erro padrdo da média de pelo menos
dois experimentos independentes realizados em triplicata e para a verificagdo da ocorréncia de
diferenca estatistica entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por analise de
variancia (ANOVA) seguida por Teste de Tukey’s, com nivel de significancia de 5%
(p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacéo do potencial citotoxico de novas chalconas-sulfonamidas sintéticas

Quatro novas chalconas-sulfonamidas foram sintetizadas na Universidade Federal de
Goias e enviadas ao Laboratério de Oncologia Experimental para avaliacdo do potencial
citotoxico frente a linhagens de células tumorais. As chalconas-sulfonamidas sintéticas (CSS)
utilizadas neste estudo apresentam estrutura quimica similar, com mesma formula molecular
(C21H1405SN,Cl,) e peso molecular (477.312 g/mol), apresentando apenas mudancas na
posicao do grupamento sulfonamida e do radical nitro (NO;) (Figura 11).

Figura 11. Estrutura quimica das chalconas-sulfonamidas (CSS). (A) CSS99; (B)
CSS63Ce; (C) CSS55; (D) CSS185.
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Fonte: Estruturas desenhadas pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal de Goias.

O potencial citotoxico dos compostos foi avaliado inicialmente contra as células
tumorais SF-295, PC-3 e HCT-116 pelo ensaio do MTT. O composto CSS63Ce ndo mostrou
efeito citotoxico frente as linhagens de células tumorais testadas, apresentando valor de Cls
maior que 52 uM. Os compostos CSS55, CSS99 e CSS185, por sua vez, apresentaram efeito
citotoxico frente a todas as linhagens de células tumorais testadas. O composto CSS55

apresentou valores de Clsp que variaram de 10,14 a 30,65 uM para as linhagens PC-3 e SF-
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295, respectivamente. O composto CSS99 apresentou valor de Clsy semelhante frente as
linhagens de células tumorais testadas, variando de 3,65 a 5,76 uM em HCT-116 e SF-295,
respectivamente, enquanto que o composto CSS185 apresentou menor valor de Cls, frente a
linhagem HCT-116 (Cls0=5,59 uM) quando comparado a Clsy frente as linhagens SF-295
(26,88 puM) e PC-3 (29,52 uM) (Tabela 2). A doxorrubicina foi utilizada como controle

positivo do experimento.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade citotoxica de novas chalconas-sulfonamida sintéticas
frente a linhagens de células tumorais avaliado pelo ensaio do MTT apds 72 horas de
incubacdo. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Clso (M)
Intervalo de confianca de 95%
Compostos PC-3 HCT-116 SF-295
4,9 3,65 5,76
CSS99 (4,09-603)  (329-406)  (515-6.43)
CSS63Ce >52 >52 >52

10,14 13,85 30,65
CSS55 (7.67-13,41) (12,11-16,43) (27,91-33,69)

29,52 5,59 26,88
CSSI8S  (068-3249) (522-601)  (27,91-33.69)

0,76 0,21 0,41

Doxorrubicina (0,59-0,93) (0,16-0,29) (0,21-0,47)

Os valores de Clsg estdo apresentados em UM e foram calculados a partir de regressdo nao linear, utilizando o
programa GraphPad Prism Software versdo 5.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata, sendo mostrados entre parénteses.

Fonte: elaborada pela autora.

Dando seguimento ao estudo, o painel de linhagens celulares para teste de
citotoxicidade foi ampliado para as chalconas-sulfonamidas CSS99 e CSS185, totalizando
nove linhagens de células tumorais e duas nao tumorais. A CSS99 apresentou valores de Clsg
que variaram de 2,87 a 8,42 pM para as linhagens SW-620 e HEP-G2, respectivamente,
enquanto que para linhagens de células ndo tumorais, este composto apresentou Clso de 10,10
e 23,80 UM nas celulas L-929 e CMSP, respectivamente. Esta amostra néo foi testada contra
as linhagens MCF-7, HL-60 e B16F10. O composto CSS185 apresentou menor valor de Clsg
para as linhagens de cancer colorretal, HCT-116 (5,59 uM) e SW-620 (6,27uM) e para a
linhagem HL-60 (8,46 uM), enquanto que para as demais linhagens de células tumorais este
valor variou de 19,76 a 29,52 uM para as linhagens MCF-7 e PC-3, respectivamente. O valor
de Clso da CSS185 frente as linhagens de células ndo tumorais L-929 e CMSP foi de 24,10 e
22,54 uM, respectivamente (Tabela 3).
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A citotoxicidade para as linhagens de células ndo tumorais L-929 e CMSP e para as

linhagens de células tumorais foi comparada por meio do céalculo do indice de seletividade

(IS). Foi possivel observar um efeito citotoxico aproximadamente quatro vezes maior da
amostra CSS185 sobre as linhagens de cancer colorretal HCT-116 e SW-620 (1S=4) quando

comparado com as demais linhagens de células tumorais e ndo tumorais testadas, com

excecdo da linhagem HL-60 (1S=2,8). O indice de seletividade da doxorrubicina, quando

comparado o valor de Clso em CMSP com o valor de Clsp em células tumorais, variou de 2 a

138 dependendo da linhagem testada.

Tabela 3. Efeito antiproliferativo das chalconas-sulfonamidas CSS99 e CSS185 em
linhagens tumorais e ndo tumorais avaliado pelo ensaio do MTT, ap6s 72 h de

incubacéo.
Clso (UM)
| | fi %
LINHAGENS ntervalo de confianca de 95%
CSS99 CsS185 Doxorrubicina
e 2.9 2052 0.76
(4,09-6,03)  (26,82-32,49) (0,59-0,03)
HOT 116 3.65 5,59 0.21
(3,29-4,06) (5,22-6,01) (0,16-0,29)
SF.205 5.76 26,88 0,41
(515-6,43)  (27,91-33,69) (0,21-0,47)
NCI-H460 5,51 24,00 0,15
(494-614)  (20,27-28,41) (0,13-0,18)
. SW-620 287 6.27 0,06
Tumorais (2,56-3,25) (5,84-6,74) (0,04-0,10)
8.42 22.05 0,33
HEP-G2  (706.10,04)  (18,79-25,87) (0,29-0,37)
19,76 0.15
MCF-7 NT (18,09-21,58) (0,12-0,19)
8.46 0,02
HL-60 NT (7,69-9,30) (0,01-0,02)
23.66 135
B16F10 NT (22,14-25,28) (1,13-1,61)
L a20 10,10 24.10 172
) . (9,01-11,29)  (21,40-27,14) (1,58-1,87)
Nao-tumorais
cmsp 23.80 2254 2.76
(20,01-28.28)  (20,59-24,66) (2,30-3,31)

Os valores de Cls, estdo apresentados em pM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa GraphPad Prism Software versdo 5.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata, sendo mostrados entre parénteses.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. (NT — ndo testado)

Fonte: elaborada pela autora.

62



O perfil citotoxico da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) frente a 11 linhagens de
células tumorais e ndo tumorais avaliado pelo ensaio do MTT ap6s 72 h de incubagdo esta
representado no grafico da Figura 12. Devido ao aparente perfil de seletividade da amostra
CSS185 quanto ao seu efeito citotoxico frente a linhagens de cancer colorretal (Figura 12), e
considerando que este cancer é o terceiro tipo mais incidente e um dos canceres que mais
mata tanto homens como mulheres, a amostra foi selecionada para dar continuidade aos

estudos.

Figura 12. Perfil citotoxico da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) frente a 11 linhagens
de células tumorais e ndo tumorais avaliado pelo ensaio do MTT ap6s 72 h de incubacéo.
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Fonte: elaborado pela autora.

Inicialmente, foi avaliada a relacdo tempo dependéncia do efeito antitumoral deste
composto frente as linhagens HCT-116 e SW-620. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel observar que o composto CSS185 ndo apresentou efeito citotdxico frente a linhagem
HCT-116 (Clso > 52 uM) apds 24 h de incubacéo, enquanto que a molécula foi capaz de inibir
a proliferacéo celular da linhagem SW-620, com valor de Clso de 28,35 pM no mesmo tempo
de incubagdo. Apos 48 h de incubagdo, o composto apresentou valor de Clsg de 18,10 e 10,31

MM para as linhagens HCT-116 e SW-620, respectivamente (Tabela 4).

Devido ao efeito da CSS185 frente a linhagem de céancer colorretal metastatico
humano (SW-620) com apenas 24 horas de incubacdo esta linhagem foi escolhida para dar
continuidade aos estudos do possivel mecanismo envolvido no efeito antitumoral in vitro

deste composto.
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Tabela 4. Efeito antiproliferativo da CSS185 frente as linhagens HCT-116 e SW-620
apos 24, 48 e 72 horas de incubacédo determinado pelo método MTT.

Clso (LM)
i 0,
LINHAGEM Intervalo de confianca de 95%
24 h 48 h 72h
18,10 5,59
HCT-116 >52 (14,08-23,26)  (5,22-6,01)
SW-620 28,35 10,31 6,27

(25,16-31,93)  (9,28-11,46)  (5,84-6,74)

Os valores de Cls, estdo apresentados em pM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o
programa GraphPad Prism Software versdo 5.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata, sendo mostrados entre parénteses.

Fonte: elaborada pela autora.

5.2. Estudo do efeito antiproliferativo da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre

celulas de cancer colorretal metastatico (SW-620).

A realizacdo do ensaio do SRB permitiu verificar o perfil de inibigdo do crescimento
celular da chalcona-sulfonamida 185 frente a linhagem SW-620, por meio da avaliagdo do
perfil citostatico e citotoxico da amostra. Pelo ensaio do SRB foi possivel observar que o
composto CSS185 tem efeito citostatico e citotoxico de maneira concentracdo-dependente,
dando inicio ao efeito citotoxico entre as concentragdes de 6,2 e 12,5 puM ap6s 24 h, 48 h e 72
h de incubacdo. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo do experimento,
demonstrando efeito citotoxico apenas apds 48 h e 72 h de incubacao, entre as concentracdes
de 2,5e 5 uM (Figura 13).

Figura 13. Avaliacdo do efeito citostatico/citotdxico concentracdo- e tempo-dependente
da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) e da doxorrubicina utilizando o ensaio do SRB.
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Curva representativa do efeito citostatico/citotoxico do composto CSS185 (A) e da Doxorrubicina (B), utilizada
como controle positivo do experimento. Curva acima do eixo x representativo do efeito citostatico; curva abaixo
do eixo x representativo do efeito citotdxico. Os graficos foram construidos no programa GraphPad Prism
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Software versdo 6.0 a partir dos valores de absorbancia previamente normalizados com base na média da
absorbéancia do controle negativo e do tempo zero. Legenda: Clgy - concentragdo capaz de inibir 50% do
crescimento celular; Clyo - a concentracdo capaz de inibir o crescimento celular total; CLs, - concentracdo capaz
induzir 50% de morte celular.
Fonte: elaborado pela autora.

O método do SRB também permite calcular a concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento celular (Clsg), a concentracao capaz de inibir o crescimento celular total (Clygo) €
a concentragdo capaz induzir 50% de morte celular (CLsp) por interpolagdo da curva
concentragdo/resposta. A chalcona-sulfonamida 185 apresentou valores semelhantes de Clsg €
de Clygo nos diferentes tempos de incubacdo, diferindo nos valores de CLsy que variaram de
24,9 UM a 46 uM nos tempos de 72 h e 24 h, respectivamente (Tabela 5). A doxorrubicina

foi utilizada como controle positivo do experimento.

A fim de determinar as concentracbes para o estudo do mecanismo de agdo da
CSS185, foi realizado um método quantitativo direto de baixo custo, o ensaio de excluséo por
azul de Tripan, utilizando quatro concentracdes escolhidas a partir dos resultados prévios
obtidos pelo ensaio do MTT (Figura 14A) e do SRB (Figura 13A; Tabela 5). Os ensaios
foram realizados ap06s incubacdo de 48 horas das células SW-620 com a chalcona-
sulfonamida 185 (Figura 14B). Por meio do ensaio de viabilidade celular por excluséo de azul
de Tripan foi possivel observar que a CSS185 foi capaz de reduzir o nimero de células
viaveis nas concentracdes de 7,5, 10 e 15 uM (*p<0,05), ndo interferindo no nimero de
células ndo viaveis. A concentracdo de 5 UM ndo reduziu o nimero de células viaveis (Figura
14B).

Tabela 5. Determinacdo da concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular
(Clso), da concentracdo capaz de inibir o crescimento celular total (Clyo) e da
concentracao capaz induzir 50% de morte celular (CLs) da chalcona-sulfonamida 185
(CSS185) e da doxorubicina frente a linhagem SW-620, apds 24h, 48h e 72h de
incubacéo.

Amostras Tempo Clso uM CligpuM  ClLg pM
24h 3,3 12,3 46
CSS185 48h 3,2 10,2 32,6
72h 2,9 8,5 24,9
24h 3,5 - -
Doxorrubicina| 48h 0,5 3,8 -
72h 0,1 1,6 -

Os valores foram obtidos por meio de interpolagdo da curva concentracdo/resposta, utilizando o programa
GraphPad Prism 6.0. Os dados foram obtidos a partir dos resultados de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em triplicata.

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 14. Efeito da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre a viabilidade de células
SW-620.
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Curva de percentual de crescimento celular de células SW-620 determinado pelo ensaio do MTT ap6s 48 h de
incubacdo com CSS185 (A). Quantificacdo direta da viabilidade celular de células SW-620 por exclusdo de azul
de Tripan ap6s 48 horas de incubacdo com CSS185 (B). Para o ensaio por exclusdo de azul de Tripan, a
doxorrubicina (Dox 0,5 pM) foi utilizada como controle positivo do experimento. Os dados correspondem a
média £ E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata. (*) p<0,05 comparado
ao controle negativo (C-) por ANOVA, seguido de teste de Tukey’s.

Fonte: elaborado pela autora.

O perfil de inibicdo tumoral da amostra CSS185 em células SW-620 também foi
avaliado por meio de monitoramento em tempo real do crescimento celular, utilizando
XCELLigence System (Figura 15A). A partir da normalizagdo dos valores de cell index,
baseado no valor do controle negativo referente a cada periodo de incubacdo analisado, foi
possivel estimar o percentual de inibicdo do crescimento celular. A chalcona-sulfonamida 185
(15 uM) foi capaz de inibir 37%, 53% e 67% do crescimento das células SW-620 apés 24, 48
e 72 h de incubacdo, respectivamente, enquanto que na concentragdo de 10 uM inibiu 13% do
crescimento celular somente apds 72 h de incubac&o. A doxorrubicina (0,5 uM) inibiu 32% e

69% do crescimento celular apds 48 e 72 h de incubacéo, respectivamente (Figura 15B).
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Figura 15. Monitoramento em tempo real da inibi¢do do crescimento de células SW-620
induzido pela chalcona-sulfonamida 185 (CSS185), utilizando XCELLigence System.
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Fonte: elaborado pela autora.

5.3. Estudo do mecanismo de ac¢éao antitumoral in vitro da chalcona-sulfonamida 185

em células de cancer colorretal metastatico (SW-620)

5.3.1. Influéncia da chalcona-sulfonamida 185 sobre o ciclo celular de células de

cancer colorretal metastatico (SW-620)

Muitos agentes antineoplésicos inibem a proliferacdo e induzem morte celular de
células tumorais por meio da inibicdo do ciclo celular. Com isso, no intuito de verificar a
relacdo do ciclo celular com o efeito antitumoral do composto CSS185, foi realizada uma
andlise do contetdo de DNA de células SW-620 tratadas com CSS185 por citometria de

fluxo, utilizando o corante iodeto de propidio, apos 24 e 48 horas de tratamento. A partir desta
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andlise, foi possivel observar um aumento significativo (p<0,05) do percentual de células na
fase G2/M em todas as concentragdes testadas de CSS185 (5 uM, 7,5 uM, 10 uM e 15 pM)
apos 24 horas de incubacdo (Figura 16A) e nas concentracdes de 7,5 UM, 10 uM e 15 pM
apos 48 horas de incubacdo (Figura 16B). A maior parte das celulas tratadas com
doxorrubicina (0,5 pM), utilizada como controle positivo do experimento, estava na fase
G2/M em ambos os tempos de tratamento.

Para comprovar os efeitos da chalcona-sulfonamida 185 sobre as fases especificas do
ciclo celular, a analise da expressdo de proteinas-chave envolvidas na progressdo do ciclo
celular, como pP53, ciclinas A2 e B1, pChk1 e pChk2, foi realizada por Western blot, a partir
da extracdo de proteinas de células SW-620 tratadas com CSS185 (10 uM e 15 uM) apos 24
horas de incubagdo. A expressdo de pP53, ciclina A2 e pChkl foi observada somente na
doxorrubicina (0,5 pM), utilizada como controle positivo do experimento. Foi possivel
observar um aumento da expressdo de ciclina B1 e pChk2, proteinas relacionadas com a
regulacdo do ciclo celular na fase G2/M, nas células tratadas com doxorrubicina (0,5 uM) e
com CSS185 (10 uM) e uma diminuigdo da expressdo de ciclina B1 quando tratadas com
CSS185 (15 pM) quando comparado com o controle negativo (Figura 16C).
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Figura 16. Influéncia da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre o ciclo celular de
celulas SW-620.
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55 kDa Cliclina A2
0,15 0,74 0,45 0,08
60 kDa R — Ciclina B1
0,54 1,11 1,11 0,22
56 kDa —_— pChkl

0,04 0,96 0,04 0,03

62 kDa pChk2
0,14 1,25 0,39 0,14

Avaliacdo do contetdo de DNA de células SW-620 tratadas com CSS185 ap6s 24 horas (A) e 48 horas (B) de
incubacdo, avaliado por citometria de fluxo. Avaliacdo da expressdo de proteinas relacionadas com o ciclo
celular de células SW-620 tratadas com CSS185 ap0s 24 horas de incubagdo (C). A doxorrubicina (Dox - 0,5
UM) foi utilizada como controle positivo do experimento. Os dados de citometria de fluxo estdo apresentados
como os valores da média £ E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos realizados em triplicata. * p<0,05
comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram
analisados por replicata em cada experimento.
Fonte: elaborado pela autora.

5.3.2. Mecanismo de morte celular envolvido no efeito citotdxico da chalcona-

sulfonamida 185 sobre células de cancer colorretal metastatico (SW-620)

A fim de verificar o mecanismo de morte envolvido no efeito citotdxico da chalcona-
sulfonamida 185 (CSS185), foi realizada a analise morfoldgica das células SW-620 tratadas
com CSS185 por coloragdo com o kit pandtico rapido, utilizando microscopia optica (Figura
17). Apos 24 horas de incubacdo, ndo foi possivel observar alteragcdes significativas nas
células tratadas com CSS185 nas concentragdes de 5 e 7,5 UM, enquanto que, varias
alteracdes celulares e uma rarefagédo celular foram observadas nas concentragdes de 10 e 15
MM. Na concentracdo de 10 pM foi possivel observar corpos apoptéticos na membrana de

algumas células, com formacéo de blebs, e condensacdo e fragmentagédo nuclear. Além destas
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alteracfes, uma alteracdo na membrana citoplasmatica e o aparecimento de restos celulares

foram observados nas células tratadas com CSS185 na concentracdo de 15 pM.

Apds incubacdo de 48 horas, foi possivel observar aumento de tamanho celular em
todas as concentracOes testadas de CSS185 (5, 7,5, 10 e 15 uM). Outras alteracOes celulares
foram observadas, tais como rarefacdo celular, alteragdo na membrana citoplasmatica, restos
celulares com aparente liberacdo extracelular de componentes citoplasmaticos e aparecimento
de algumas células com corpos apoptoticos nas concentracfes de 7,5, 10 e 15 uM, além de
condensagéo e fragmentacdo nuclear mais frequente na maior concentragéo testada (15 pM).
Em células tratadas com doxorrubicina (0,5 uM), utilizada como controle positivo, foi
observada rarefacdo celular, alteracbes de membrana citoplasmatica com formacéo de blebs e
aumento do tamanho celular apds 24 e 48 horas de incubacdo, caracteristicas estas
compativeis com morte celular por apoptose. Com isso, possivelmente o efeito citotéxico da
CSS185 em células SW-620 pode esta relacionado com inducdo de morte celular por apoptose

e/ou necrose.

Figura 17. Avaliagdo das alteracgdes celulares em células SW-620 ap6s 24h e 48 h de
tratamento com chalcona-sulfonamida 185 (CSS185), coradas com kit pandtico rapido.
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extracelular de componentes citoplasmaticos; setas laranjas — restos celulares. Doxorrubicina (Dox - 0,5 uM) foi
utilizada como controle positivo do experimento. Células visualizadas por microscopia 6ptica (200X).
Fonte: elaborado pela autora.

Como foi observada a presenca de células com aparente dano de membrana
citoplasmatica por microscopia Optica, foi avaliada a especificidade deste dano. Para isso, foi
realizado o ensaio de hemolise em eritrocitos de camundongos a fim de verificar a capacidade
da chalcona-sulfonamida 185 de induzir lise na membrana de eritrocitos. O composto nédo
induziu dano & membrana de eritrécitos de camundongos em concentracdes de até 300 uM
(ECso > 300 puM, dados ndo mostrados). A auséncia de atividade hemolitica em eritrocitos de
camundongos sugere que a citotoxicidade da CSS185 ndo esta relacionada com dano

inespecifico de membrana.

Com isso, a fim de confirmar algumas modificacdes na morfologia celular observadas
por microscopia, como alteracdes de membrana citoplasmatica, rarefacdo celular e presenca
de restos celulares, foi realizada uma analise da integridade de membrana por citometria de
fluxo das células SW-620 tratadas com CSS185. Para isso, foi utilizado o iodeto de propideo,
um corante hidrofifico capaz de entrar apenas em células com membrana rompida e de corar 0
nacleo celular, emitindo fluorescéncia, portanto, sendo possivel distinguir células viaveis,

com membrana integra, das células ndo viaveis, com membrana rompida.

Como observado na Figura 18A e 18C, o composto CSS185 foi capaz de induzir dano
a membrana de células SW-620 nas concentragdes de 10 e 15 uM, ap6s 24 e 48 horas de
incubacdo, corroborando com os achados de microscopia Optica. Além disso, a contagem de
células pelo citémetro de fluxo também foi avaliada, sendo observada uma diminuicdo
significativa do numero de células SW-620 quando tratadas com CSS185 nas concentragdes
de 10 e 15 puM apds 24 horas de incubacdo e nas concentragdes de 7,5, 10 e 15 uM apos 48
horas de incubacdo, quando comparado com o controle negativo (*p<0,05) (Figura 18B e
19D), corroborando também com os achados de microscopia, como a rarefagdo celular,

anteriormente apresentados.

Apesar da maior reducdo da viabilidade celular induzida pela CSS185 (10 uM) apds
48 horas de incubacdo (16,5% de células inviaveis) quando comparado com o tempo de 24
horas (13,8% de células inviaveis), esta ndo interferiu na duplicacdo das células quando
comparado os dois tempos de incubagdo, tendo em vista que foi observado duplicacdo do
namero de células de 24 para 48 horas (Figura 18). Isto corrobora com os achados de
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microscopia, em que apesar do maior nimero de células em processo de morte celular apos 48
horas de incubacdo, foram observadas mais células nas 1dminas de 48 horas do que naquelas
fotografadas apos 24 horas de incubacdo. Na concentracdo de 15 pM, no entanto, além de
induzir perda da integridade de membrana de maneira tempo-dependente, a CSS185 inibiu a

duplicacdo de células SW-620 quando comparados 0s tempos de 24 e 48 horas.

Figura 18. Efeito da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre viabilidade celular de
celulas SW-620.
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Avaliacdo do percentual de integridade de membrana e do ndmero de células, utilizando citometria de fluxo,
apos 24 h (A, B) e 48 h (C, D) de tratamento. A doxorrubicina (Dox - 0,5 uM) foi utilizada como controle
positivo do experimento. Os dados estdo apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo
menos trés experimentos realizados em triplicata. * p<0,05 comparado com o controle negativo (C-) por
ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento.

Fonte: elaborado pela autora.

A inducdo de alteracGes nucleares, como condensagdo de cromatina e fragmentacao
nuclear, foi observada em células SW-620 tratadas com CSS185 na microscopia. Muitos
processos de morte celular estdo relacionados com fragmentacdo nuclear. Portanto, a fim de
confirmar estes achados, foi avaliada a inducdo de fragmentacdo internucleossomal por meio
da andlise do percentual das células na fase sub-G1, utilizando citometria de fluxo, e a
extensdo de possivel quebra de fita simples e dupla, sitios alcali-labeis, sitios de reparo por

excisdo incompleto e ligacdes cruzadas de DNA, utilizando ensaio do cometa alcalino.
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Como observado na Figura 19A e 19B, a chalcona-sulfonamida 185 induziu um
aumento no numero de células na fase sub-G1 apds 24 e 48 horas de incubacéo,
respectivamente. Apds 24 horas, 4,6%, 8,1% e 10,7% das células SW-620 encontravam-se na
fase sub-G1 quando tratadas nas concentracdes de 7,5 uM, 10 uM e 15 UM, respectivamente,
sendo estes percentuais significativamente (p<0,05) maiores que o controle negativo que
apresentou 2,3% de células nesta fase. Apds 48 horas, o percentual de células em sub-G1 foi
significativo apenas nas concentracdes de 10 uM (12,7%) e 15 uM (41,2%) de CSS185
guando comparado com o controle negativo (1,8%). Apesar da presenca de fragmentacdo
nuclear observada por microscopia em células SW-620 tratadas com CSS185 (7,5 uM) apo6s
48 horas de tratamento, na concentracdo de 7,5 uM (5,3%) o percentual de células em sub-G1

ndo foi significativo quando comparado com o controle negativo.

Figura 19. Avaliacdo apds 24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento avaliado a partir do
percentual de células na fase Sub-G1 por citometria de fluxo e sobre a inducdo de
quebra de fita simples e dupla de DNA ap6s 24 horas de tratamento (C) avaliado pelo
teste do cometa alcalino.
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A doxorrubicina (Dox 0,5 uM) foi utilizada como controle positivo do experimento. Os dados estéo
apresentados como os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos trés experimentos realizados
em triplicata. * p< 0,05 comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido de teste de
Tukey’s. Fonte: elaborada pela autora.

Por meio do teste do cometa alcalino, foi possivel observar significativa (p<0,05)
inducdo de quebra de fita simples e/ou dupla de DNA em todas as concentracfes testadas de
CSS185 apds 24 horas de tratamento (Figura 19C), mostrando possivel potencial genotoxico
da molécula. Estes achados corroboraram com a citometria, sugerindo que a fragmentacéo
nuclear induzida pelo composto CSS185 possivelmente esté relacionada com quebra de fita
simples e/ou dupla de DNA. A doxorrubicina (0,5 puM) induziu significativa fragmentacao
internucleossomal em ambos os tempos de incubacdo e quebra de fita simples e/ou dupla de
DNA ap0s 24 horas de incubacgdo quando comparado com o controle negativo.

O potencial transmembranico mitocondrial est4d diretamente relacionado com a
viabilidade celular, podendo estar alterado em alguns processos de morte celular. Logo, com o
objetivo de verificar o papel da mitocondria no efeito citotoxico da chalcona-sulfonamida
185, 0 potencial transmembranico da mitocondria (A¥m) foi avaliado, utilizando citometria
de fluxo por meio da incorporagdo do corante Rodamina 123 apds 24 e 48 horas de tratamento
(Figura 20).

Como observado na Figura 20A, o composto CSS185 induziu significativa (*p<0,05)
despolarizacdo mitocondrial em 18,2% e 21,3% das células SW-620 tratadas com 10 uM e 15
UM de CSS185, respectivamente, quando comparado com o controle negativo (DMSQ), em
que foram observados 12,9% das células com membrana mitocondrial despolarizada apds 24
horas de incubacdo. O percentual de inducdo da despolarizagdo mitocondrial foi semelhante
apos 48 horas de tratamento, com significativa (*p<0,05) despolariza¢do de 17,9% e 19,7%
das células tratadas com 10 uM e 15 pM de CSS185, respectivamente, enquanto que no
controle negativo (DMSO) apenas 9% das células apresentou despolarizagdo (Figura 20B). A
doxorrubicina, utilizada como controle positivo, causou despolarizacdo mitocondrial em
14,3% e 16,8% das células apds 24 e 48 horas de tratamento, respectivamente, sendo o

percentual de despolarizagdo significativo (*p<0,05) apenas no tempo de 48 horas.
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Figura 20. Efeito da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre o potencial
transmembranico mitocondrial de células SW-620 avaliado por citometria de fluxo apds
24 horas (A) e 48 horas (B) de tratamento e sobre a proliferacédo celular de células SW-
620 pré-tratadas ou ndo com N-acetil-L-cisteina (NAC, 4 mM) por 2 horas, avaliado pelo
teste do MTT ap0s 48 horas de incubacéo (C).
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A doxorrubicina (Dox 0,5 pM) foi utilizada como controle positivo do experimento de citometria de fluxo e a
menadiona (curva concentragdo-resposta 0,2 — 50 uM) foi utilizada como controle positivo do teste do MTT com
pré-tratamento com NAC. Os dados de citometria estdo apresentados com os valores da média + E.P.M., obtidos
por pelo menos trés experimentos realizados em triplicata. * p< 0,05 comparado com o controle negativo (C-)
por ANOVA seguido de teste de Tukey’s. Os valores de Cls, estdo apresentados em uM e foram calculados a
partir de regressdo ndo linear utilizando o programa Prisma versdo 5.0 (GraphPad Software). Os intervalos de
confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de pelo menos trés experimentos independentes realizados em
duplicata, sendo mostrados entre parénteses.

Fonte: elaborada pela autora.

A disfungdo mitocondrial por muitas vezes é acompanhada de geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Com isso, a fim de investigar a influéncia das EROs no efeito
citotoxico da chalcona-sulfonamida (CSS185), as células SW-620 foram pré-tratadas por 2
horas com N-acetil-L-cisteina (NAC, 4 mM), um agente antioxidante capaz de sequestrar as

EROs formadas. Em seguida, estas células foram tratadas com concentragdes seriadas do
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composto CSS185 para determinar o valor de Clsy pelo teste do MTT apds incubagdo de 48
horas (Figura 20C). Néo foi possivel observar inducdo de EROs pela chalcona-sulfonamida
185, utilizando o NAC como antioxidante, visto que o composto apresentou valor de Clsg
(Clsp = 15 uM) semelhante com ou sem pré-tratamento com NAC. O controle positivo do
experimento, a menadiona (Clsp = 16,98 pM), por sua vez, apresentou maior valor de Clsg
quando as células foram pré-tratadas com NAC (Clso = 27,36 uM).

A fim de verificar o processo de morte celular relacionado com o efeito citotoxico da
chalcona-sulfonamida 185, foi realizado o ensaio de coloragdo com laranja de acridina e
brometo de etidio, utilizando microscopia de fluorescéncia para contagem diferencial de
células viaveis, em apoptose inicial, tardia ou necrose. O composto CSS185 induziu um
aumento significativo (p<0,05) de células necroticas com consequente reducdo do ndmero de
celulas viaveis apés 24 horas (Figura 21A) e 48 horas (Figura 21B) de incubagdo nas
concentracdes de 10 uM e 15 uM. Estes achados corroboram com as alteracfes celulares
encontradas na microscopia optica e citometria de fluxo, sugerindo que o processo de morte

celular envolvido no efeito citotoxico da CSS185 pode ser a necrose.

A partir destes resultados, foi realizado um ensaio de Western blot no intuito de avaliar
a expressdo de proteinas relacionadas com morte celular em células SW-620 tratadas com
CSS185, utilizando as concentracdes e 10 UM e 15 uM apo6s 24 horas de tratamento. Na
Figura 21C, é possivel observar a clivagem do PARP, uma importante proteina que € clivada
quando ha inducdo de morte celular, em ambas as concentracdes testadas de CSS185. Além
disso, foi observada uma reducdo da expressao da proteina pro-apoptética Bax em ambas as
concentragdes testadas, enquanto que a doxorrubicina (0,5 pM), utilizada como controle

positivo, aumentou a expressdo desta proteina.

A expressdo das caspases 3 e 8 também foi avaliada, sendo observada uma reducéo da
expressdo da caspase 3 com o aparecimento de bandas de peso molecular 17 e 19 kDa,
podendo corresponder a clivagem ou degradacdo desta caspase em ambas as concentracdes de
CSS185 testadas; e inibicdo da clivagem da caspase 8 na concentracéo de 15 pM. Nas células
tratadas com doxorrubicina (0,5 uM) e CSS185 (10 uM) foi observado clivagem da caspase 8
bem como no controle negativo (Figura 21C).

Visto a relacéo da inibi¢do da clivagem de caspase 8 com o processo de morte celular

programada denominado necroptose, foi avaliado a influéncia do composto CSS185 sobre
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proteinas caracteristicas deste processo de morte, MLKL e RIP. A molécula CSS185 reduziu
a expressdo das proteinas MLKL e RIP em ambas as concentracBes testadas quando
comparado com o controle negativo, sugerindo que um dos mecanismos de morte induzidos
pela chalcona-sulfonamida 185 é a necroptose, sendo esta associada ou ndo com a ativagédo de

caspases, dependendo da concentragao testada (Figura 21C).

Figura 21. Efeito da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre o processo de morte
celular em células SW-620.
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Processos de morte celular envolvidos no mecanismo de agéo citotoxico da CSS185 em células SW-620, ap6s 24
horas (A) e 48 horas (B) de incubagdo, determinado por coloracdo com laranja de acridina e brometo de etidio e
avaliado por microscopia de fluorescéncia. Expressdo de proteinas relacionadas com os processos de morte
celular (apoptose e necroptose) envolvidos no mecanismo de acdo citotoxico da CSS185 em células SW-620
apo6s 24 horas de incubagdo (C). A doxorrubicina (Dox 0,5 pM) foi utilizada como controle positivo do
experimento. Os dados estdo apresentados com os valores da média + E.P.M., obtidos por pelo menos trés
experimentos realizados em triplicata. * p< 0,05 comparado com o controle negativo (C-) por ANOVA seguido
de teste de Tukey’s.

Fonte: elaborado pela autora.

5.3.3. Efeito antimigratdrio in vitro da chalcona-sulfonamida 185 em células

B16F10 por meio do ensaio de migracao celular

Com base em estudos prévios encontrados na literatura quanto ao efeito das chalconas-

sulfonamidas sobre a adesdo, migracdo e invasdo celular, foi realizado um ensaio preliminar
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de migracéo celular em células B16F10 a fim de verificar o possivel efeito antimigratorio in
vitro da CSS185. Para realizagdo do ensaio, foram utilizadas concentragcdes da CSS185 sem
efeito antiproliferativo, 2,5 e 5 uM. Para 0 acompanhamento da migracéo celular, as células
foram fotografadas em microscépio dptico invertido no tempo zero (sem tratamento) e apds
24 horas de incubagdo com o composto, utilizando aumento de 50x (Figura 22A). O
percentual de migracdo celular foi calculado com base na area do corte do tempo zero e apds
24 horas. A figura 22B mostra que a CSS185, em ambas as concentracdes, foi capaz de inibir
a migracdo das células B16F10 de forma significativa quando comparado com o controle

negativo.

Apbs a captura de imagem, as células foram tripsinizadas, coradas com iodeto de
propideo, contadas e analisadas, utilizando citometria de fluxo, para confirmar que as células
estavam migrando e ndo proliferando e que as concentracfes utilizadas de CSS185 néo
interferiram na proliferacdo e na viabilidade celular das células B16F10. Na Figura 22C, foi
observado que houve aumento significativo (p<0,05) do numero das células do controle
negativo e das células tratadas com CSS185 quando comparadas com o tempo zero (To),
podendo estar relacionado com a presenca de 0,25% de SBF. No entanto, ndo houve diferenca
estatistica quanto ao namero de células tratadas com CSS185 quando comparado com o
controle negativo, apds 24 horas de incubacdo. Além disso, ndo foi observada alteracdo na
viabilidade das células tratadas com CSS185, sugerindo que o resultado obtido ndo teve

interferéncia do efeito citotdxico da molécula.

Com isso, sugere-se que a CSS185 pode ter efeito antimigratério em concentragdes
ndo citotdxicas. Logo, é necessario que outros experimentos sejam realizados a fim de
confirmar o efeito antimigratorio da chalcona-sulfonamida 185. Estes resultados foram de

suma importancia, abrindo perspectivas para um estudo mais aprofundado deste efeito.
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Figura 22. Efeito antimigratdrio da chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) sobre células
B16F10 murino.
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Ensaio de migracéao celular; a esquerda, fotos do corte realizado com ponteira antes do tratamento (tempo zero),
a direita, fotos do corte 24 horas ap6s o tratamento com CSS185 (2,5 e 5 uM); células fotografadas por
microscopia Optica (50x). (A). Quantificacdo do percentual de migracdo celular com base no tempo zero
utilizando Image J; os dados estdo apresentados com os valores da média + E.P.M., obtidos a partir de pelo
menos dois experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 comparado com o controle negativo por ANOVA
seguido de teste de Tukey’s (B). Proliferacdo e viabilidade celular de células B16F10 apos realizacdo do corte
(tempo zero - T) e apos tratamento de 24 horas com CSS185 (2,5 e 5 uM), utilizando citometria de fluxo (C). O
controle negativo (C-) foi tratado com o veiculo da amostra (DMSO). Os dados estdo apresentados com 0s
valores da média + E.P.M., obtidos a partir de pelo menos dois experimentos realizados em triplicata. * p<0,05
comparado com o controle negativo (B) e com o tempo zero (Tg) (C) por ANOVA seguido de teste de Tukey’s.
As células tratadas com CSS185 também foram comparadas com o controle negativo (C-) (p<0,05) ndo sendo
observada diferenga estatistica entre os grupos. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento de
citometria de fluxo.

Fonte: elaborada pela autora.
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6. DISCUSSAO

A complexidade do cancer desafia constantemente a comunidade cientifica a buscar
novas estratégias terapéuticas para combater a progressdo tumoral e otimizar o tratamento de
pacientes com essa doenca. Com isso, a quimica medicinal tem buscado o desenvolvimento
de novas moléculas, utilizando o conhecimento sobre a fisiopatologia da doenca e das vias
bioquimicas envolvidas, a fim de selecionar novos alvos moleculares e assim identificar
novos compostos com atividade biologica otimizada e direcionada. A adi¢do de grupamentos
quimicos a moléculas com atividade bioldgica conhecida por meio de sintese quimica tem
sido frequente no intuito de determinar diferentes atividades biologicas bem como especificos
mecanismos de acdo (ANDRICOPULO et al., 2009; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016;
SILVA et al., 2015).

Tendo em vista o significativo potencial bioldgico de chalconas e sulfonamidas, a
adicdo de um grupo sulfonamida a estrutura de uma chalcona tem sido desenvolvida por meio
de sintese quimica, a fim de identificar novas moléculas com potencial terapéutico otimizado.
Algumas atividades bioldgicas de chalconas-sulfonamidas tém sido descritas, tais como
antifilaria (BAHEKAR et al., 2016), antimalaria (DOMINGUEZ et al., 2005) e anticancer
(BONAKDAR et al., 2017), bem como inibidor da a-glucosidase (SEO et al., 2005), de B-
secretase e acilcolinesterase (KANG et al., 2012), de anidrase carbbnica (ARSLAN et al.,
2016) e de ecto-5’-nucleotidase e fosfatase alcalina intestinal (EJAZ et al., 2017). No entanto,
o0 estudo do mecanismo de agdo anticancer destas moléculas ainda precisa ser explorado; pois
apesar da forte perspectiva quanto ao potencial antitumoral das chalconas-sulfonamidas,

poucos sdo 0s estudos que descrevem as possiveis vias relacionadas com este efeito.

Com isso, este trabalho teve como objetivo estudar o potencial antitumoral de novas
chalconas-sulfonamidas sintéticas e os mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa
da chalcona-sulfonamida sintética 185 (CSS185) por meio de ensaios in vitro, avaliando os
marcadores bioquimicos e moleculares de proliferacdo celular e as vias relacionadas com a
inducdo do processo de morte celular em células metastaticas derivadas de cancer colorretal
(SW-620), bem como, avaliar seu potencial antimigratorio in vitro em linhagem melanoma
B16F10.

Estudos recentes tém relatado a sintese quimica de novas chalconas-sulfonamidas e

seu potencial antitumoral. O efeito antitumoral in vitro destas moléculas foi descrito em
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algumas linhagens de células tumorais, tais como HEPG2 (céncer de figado) (GHORAB et
al., 2015), MCF-7 (cancer de mama) (BONAKDAR et al., 2017), SF-295 (glioblastoma), PC-
3 (cancer de prostata) e HCT-116 (cancer colorretal) (CUSTODIO et al, 2018). No entanto, 0
mecanismo de acdo desta classe de moléculas ainda ndo foi explorado. Com base nestes
estudos, moléculas que contém porcdes de sulfonamida e de chalcona podem levar a novas
arquiteturas hibridas com perfis biolégicos aprimorados (BONAKDAR et al., 2017;
CUSTODIO et al, 2018; GHORAB et al., 2015).

No presente estudo, quatro novas chalconas-sulfonamidas sintéticas com estrutura
quimica similar e mesma férmula molecular foram testadas inicialmente contra trés linhagens
de células tumorais humanas. Possivelmente mudancas na posi¢do do grupamento
sulfonamida e do radical nitro (NO;) foram capazes de modificar a poténcia do efeito
citotoxico destas moléculas, com variacdo do valor de Clsy, sendo observado desde a auséncia
de atividade até potencial efeito antiproliferativo. O posicionamento da sulfonamida na
posicdo meta do anel benzénico das chalconas CSS55 e CSS63Ce pode estar relacionado com
a reducdo da atividade das moléculas. Este posicionamento do anel benzénico juntamente com
a posicdo orto do radical NO, na molécula CSS63Ce possivelmente interferiu na atividade da
molécula, visto que ndo foi observado citotoxicidade desta frente as linhagens de células
tumorais testadas. Além disso, o posicionamento da sulfonamida na posi¢do para pode estar
relacionado com menor efeito da CSS185 frente as linhagens SF-295 e PC-3 e/ou com a

aparente seletividade deste composto contra a linhagem HCT-116.

O efeito antitumoral das chalconas-sulfonamidas CSS99 e CSS185 pode ser
compreendido pela semelhanga estrutural entre a sulfonamida e o &cido p-aminobenzoico
(PABA). Similaridades estruturais entre estes compostos podem gerar competicdo entre eles
em algum processo metabolico celular. Ao inibir a enzima diidropteroato-sintetase, enzima
responsavel pela incorporacdo do acido PABA no processo de sintese de acido folico,
moléculas com tal semelhanca estrutural podem afetar células que precisam sintetizar seu
proprio &cido fdlico (SOLOMONS; FRYHLE, 2009). Portanto, modificacbes no
posicionamento do grupo sulfonamida de algumas moléculas podem interferir no efeito das

mesmas, como observado neste estudo.

A utilizacdo de quimioterapicos no tratamento do cancer resulta no aparecimento de
diversos efeitos colaterais, como nauseas, vomitos, perda de peso, alopecia, Ulceras gastricas,

dentre outras. Uma das principais causas desses efeitos é a baixa seletividade desses farmacos
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por células tumorais, afetando também células normais de elevada taxa de proliferacdo, como
as células da pele, do trato gastrointestinal e do sangue (ANAZETTI et al., 2003). A
descoberta de novos farmacos antineoplasicos com poucos ou insignificantes efeitos
colaterais € um dos principais objetivos buscados por pesquisadores. Por isso, é de grande
importancia verificar o efeito de um determinado composto sobre células com atividade
proliferativa normal (ZUCO et al., 2002; ANAZETTI et al., 2003).

Para isso, neste estudo, o painel de linhagens celulares foi ampliado para as amostras
com potencial efeito antitumoral (CSS99 e CSS185), sendo testadas frente a nove linhagens
de células tumorais e duas ndo tumorais, com distintas origens histoldgicas, utilizando método
do MTT. Para a amostra CSS99 ndo houve padrdo evidente de seletividade por uma
determinada origem histoldgica, apresentando valor de Cls, semelhante entre a linhagem
tumoral de hepatocarcinoma (HEP-G2 - Clsg 8,42 uM) e ndo tumoral de fibroblasto murino
(L-929 - Clsp 10,10 pM), e valor de Clsg cerca de duas vezes maior para CMSP (23,8 uM), no
entanto com valor de Clso menor (variando de 2,87 a 5,76 uM) nas demais linhagens de
células tumorais testadas. A amostra CSS185 se mostrou mais sensivel para as linhagens
derivadas de céancer colorretal HCT-116 (Clso 5,59 puM) e SW-620 (Clsg 6,27 uM),
apresentando valores de Clsg cerca de quatro vezes menor quando comparado com as demais
linhagens de células tumorais e ndo tumorais testadas (dado obtido a partir o calculo do indice
de seletividade). A CSS185 também apresentou menor valor de Clsp para a linhagem
leucémica HL-60 (8,46 uM).

Tendo em vista a agressividade do cancer colorretal, responsavel pelo alto indice de
morte de individuos com esse tipo de tumor (WHO, 2017), a descoberta de novos compostos
com efeito aparentemente seletivo para este tipo de célula e o estudo do mecanismo de agéo
envolvido no efeito antiproliferativo destes compostos, é de suma importancia. Com isso, a
exibicdo de efeito citotoxico mais sensivel da chalcona-sulfonamida 185 contra células de
cancer colorretal abre perspectivas para um estudo mais aprofundado do mecanismo de acéo

desta molécula.

A fim de dar inicio ao estudo do mecanismo de acdo da chalcona-sulfonamida 185,
foi avaliada a relagdo tempo dependéncia do efeito antiproliferativo deste composto frente as
linhagens de cancer colorretal, HCT-116 e SW-620. Nos resultados obtidos foi observado que
a CSS185 apresentou citotoxicidade frente a linhagem SW-620 desde as primeiras 24 horas de

incubacdo, enquanto que o efeito sobre a linhagem HCT-116 foi observado apenas apos 48
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horas de incubacdo. Logo, é possivel perceber que dependendo do contexto celular de cada
linhagem e do tempo de incubagdo, a CSS185 pode apresentar perfil citotoxico distinto,
podendo distinguir também quanto ao mecanismo de acdo. A partir destes resultados, foi dado

continuidade ao estudo do mecanismo de acdo da CSS185 frente a linhagem SW-620.

A maioria dos agentes anticancer convencionais tem potencial citostatico e citotoxico.
O paclitaxel, por exemplo, pode atuar de forma citostatica ou citotoxica dependendo da
concentracdo testada. Em baixas concentracdes, o paclitaxel exibe um perfil de
citostaticidade, inibindo a proliferacdo celular, induzindo a hiperpolarizacdo mitocondrial,
mas ndo induz a apoptose. Esse efeito esta relacionado com a desaceleracdo do ciclo celular
ao invés de uma parada em uma fase especifica do ciclo. Em concentra¢cBes mais altas, 0
paclitaxel apresenta um perfil citotoxico, induzindo a morte celular por apoptose e a
despolarizacdo mitocondrial, com aumento do numero de células na fase G,/M do ciclo
celular (PASQUIER et al., 2004). Logo, a determinacdo da citostaticidade ou da
citotoxicidade in vitro depende de diversos fatores, como as concentracfes testadas, o tempo
de incubacdo e o contexto celular (RIXE; FOJO, 2007; WEISSENSTEIN et al., 2014).

Muitos ensaios colorimétricos tém sido descritos para realizacdo de testes de
citotoxicidade in vitro de células tumorais. O ensaio do MTT é intensamente utilizado para a
determinacdo da viabilidade e da proliferacdo celular desde seu desenvolvimento por
Monsmann nos anos de 1980 (VAN TONDER; JOUBERT; CROMARTY, 2015). No
entanto, este ensaio oferece algumas desvantagens, devido a distinta capacidade das células
guanto a habilidade de reduzir o corante, bem como baixa reprodutibilidade dos resultados de
acordo com a variacdo da densidade de células. Alem disso, por meio do ensaio do MTT néao
é possivel distinguir o efeito citostatico e/ou citotoxico de uma determinada molécula
(KEEPERS et al., 1991). Com isso, 0 ensaio do SRB tem sido bastante utilizado devido a sua
maior linearidade e sensibilidade, demonstrando melhor reprodutibilidade dos resultados,
além de oferecer mais informacdes sobre o efeito antiproliferativo de uma molécula, sendo
possivel inferir e diferenciar o efeito citostatico e/ou citotoxico de uma determinada molécula
(KEEPERS et al., 1991; PAPAZISIS et al., 1997).

A fim de determinar o perfil citostatico e/ou citotoxico da CSS185 foi realizado o
ensaio da sulforodamina B. A partir deste ensaio, foi possivel verificar que o composto atua
de maneira citostatica e citotoxica desde 24 horas de incubagdo até 72 horas, com perfil

antiproliferativo semelhante em todos os tempos de incubacdo. No presente estudo, os valores
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de Clso foram distintos quando o efeito antitumoral da CSS185 foi testado em células SW-620
pelos ensaios de MTT e SRB. Isto € esperado, tendo em vista o valor da concentragdo capaz
de inibir 50% da proliferagdo celular (Clso) calculado a partir deste método do SRB é baseado
apenas efeito citostatico de uma molécula, diferentemente do ensaio do MTT. Isto resulta, por
muitas vezes, em distinto valor de Clso dependendo do método utilizado, devido a diferente
forma de normalizacdo dos dados, sensibilidade dos testes e principalmente devido o principio
de cada teste (KEEPERS et al., 1991).

O crescimento das células SW-620 tratadas com CSS185 foi monitorado em tempo
real por meio do sistema XCelligence, utilizando concentragcdes determinadas previamente
pelos ensaios de quantificagdo indireta e direta da viabilidade celular, pelos métodos MTT e
de exclusdo do azul de Tripan, respectivamente. Apesar da distin¢do entre os méetodos, quanto
a forma de avaliacdo, sensibilidade, analise e interpretacdo, foi possivel concluir que a
CSS185 na concentracdo de 15 pM demonstrou elevada citotoxicidade nas primeiras 24 horas
de incubacdo, com queda significativa na curva de crescimento celular, enquanto que, na
concentracdo de 10 uM esta queda foi observada a partir de 48 horas de incubacdo, ndo sendo
observado queda na curva de crescimento nas concentracdes de 2,5 UM, 5 uM e 7,5 uM. Isto
pode ser justificado pela forma de distribuicdo e de crescimento da linhagem SW-620 no
fundo do poco, visto que esta linhagem consiste em pequenas células esféricas e bipolares ndo
ocupando todo o substrato disponivel para crescimento, o que pode interferir no indice de

célula (Cell index) demonstrado no resultado grafico do sistema de Xcelligence.

O consumo de flavondides tem sido associado com a prevencao, controle e tratamento
de varios tipos de cancer. No cancer colorretal, muitos destes flavonoides estdo associados
com o controle e a prevencdo da doenca, afetando a carcinogénese por meio de diferentes
alvos, incluindo a progressao do ciclo celular e a inducdo de apoptose (KELLO et al., 2016).
As chalconas, moléculas precursoras de flavondides e isoflavondides, tém oferecido
vantagens como agentes anticancer, comparado com outros flavonoides, devido a interagdo
com o DNA e baixo risco de mutagénese (AMADO et al., 2014; CROZIER; JAGANATH,;
CLIFFORD, 2009; DIMMOCK et al., 1999; FONSECA et al., 2015; PERICLEOUS;
MANDAIR; CAPLIN, 2013).

O mecanismo de citotoxicidade de muitos agentes anticancer convencionais é baseado
no dano de DNA e subsequente inducdo de apoptose. No entanto, as células tumorais também

podem responder a agentes capazes de desacelerar o ciclo celular, sendo conhecidos como
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agentes citostaticos. Estes compostos ndo matam células cancerosas, mas impedem que essas
células se proliferem (RIXE; FOJO, 2007). A citostaticidade pode ser o passo inicial para
diferentes mecanismos de morte celular. A parada do ciclo celular, apesar de nao estar
necessariamente correlacionada com a probabilidade de morte, pode induzir morte celular,
enquanto que a citotoxicidade resulta em morte celular por apoptose, necrose ou autofagia
(WEISSENSTEIN et al., 2014).

Os agentes citostaticos atuam, muitas vezes, inibindo a progressdo da carcinogénese.
Existem proteinas reguladoras chave no controle do ciclo celular, que sdo atualmente alvos
para a terapia do cancer. Algumas proteinas sdo responsaveis por acelerar o ciclo celular e se
tornam oncogénicas se permanentemente ativas ou expressas em altas taxas, como as
proteinas Ras, Raf, CDK 4/6 e myc. Em contraste, outras proteinas desaceleram ou
interrompem o ciclo celular e, assim, suprimem a oncogénese, a menos que estejam inativadas
ou mutadas, como p53, p21, pl6 e pRb (KLAASSEN; WATKINS, 2012). O sorafenib, por
exemplo, é um inibidor de multiquinases responsavel pela inibicdo da expressdo da proteina
Raf e dos receptores de fator de crescimento, sendo considerado um agente citostatico devido

aos seus efeitos sobre a proliferacdo celular e a angiogénese (RIXE; FOJO, 2007).

Por meio da anélise do conteido de DNA de celulas SW-620 tratadas com CSS185 foi
possivel observar que a CSS185 induziu um aumento do nimero de células na fase G2/M em
todas as concentragdes testadas apds 24 horas de incubagdo. No entanto, este aumento parece
ser reversivel com o decorrer do tempo nas concentracdes de 5 uM, 7,5 UM e 10 uM, tendo
em vista que, o0 aumento do namero de células em G2/M foi menos expressivo apds 48 horas
de incubacédo nestas concentragdes, apesar de significativo nas concentragdes de 7,5 uM e 10
MM quando comparado com o controle negativo. Por outro lado, na concentragdo de 15 pM, a

parada em G2/M foi mantida em ambos os periodos de tratamento de maneira significativa.

Um grupo de proteinas é ativado e inativado durante o ciclo celular. As ciclinas séo
catalisadas e ativadas na presenca de enzimas do tipo proteina quinase, denominadas quinases
dependentes de ciclinas (Cdk). Esta ligacdo permite que estas quinases realizem a funcéo de
fosforilar outras proteinas envolvidas no ciclo celular. Cada ciclina € especifica para
determinados periodos do ciclo celular, sendo a ciclina A sintetizada na fase S e na fase G,
enquanto que a ciclina B tem seus niveis celulares presentes durante as fases G, e M
(ALEEM; ARCECI, 2015).
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A inducéo de estresse durante o processo de replicagéo e a resposta celular ao dano de
DNA em células tumorais alarma a ativacdo de cascatas de quinases ATR/Chk1 (do inglés,
ATM- and RAD3 - related/checkpoint 1) e ATM/Chk2 (do inglés, ataxia telangiectasia
mutated/checkpoint 2), dependendo do tipo de estresse genotoxico. A ativacao destas fornece
uma barreira anticancer, geralmente levando a eliminacdo de células tumorais com alto
potencial proliferativo (SHERR; BARTEK, 2017). ATM é ativada em resposta a radiacdo
ionizante, agentes radiomiméticos e agentes que causam quebra de dupla fita de DNA,
resultando em fosforilacdo e ativacdo de Chk2, que fosforila CDC25c (Ser 216). A supressao
da atividade de CDC25c fosfatase resulta na inibicdo da fosforilagdo do complexo
CDK1/Ciclina B, mantendo CDK1 em uma forma inativa e prevenindo a entrada na fase de
mitose (ALEEM; ARCECI, 2015). ATR, por sua vez, € uma quinase essencial para a
progressdo do ciclo celular ndo perturbado e funciona como um sensor de ponto de
verificagdo de DNA de fita simples, fosforilando Chkl e outras proteinas necessarias para
inducdo da parada do ciclo celular quando ha dano. Se os pontos de checagem séo defeituosos
ou inibidos farmacologicamente, o dano ao DNA né&o sera reparado e as células entram em
processo de morte celular devido ao acimulo de lesGes. No entanto, se 0 dano ao DNA for
subsequentemente reparado, a parada pode ser revertida (ALEEM; ARCECI, 2015; SHERR,;
BARTEK, 2017)

Com isso, a expressao proteica de proteinas envolvidas com o controle destas fases do
ciclo celular foi avaliada por Western blot em células SW-620 tratadas com CSS185 nas
concentracdes de 10 e 15 uM por 24 horas. O aumento da expressao de ciclina A2 e pChkl
foi observado apenas na doxorrubicina, utilizada como controle positivo do experimento.
Enquanto que a CSS185 induziu aumento da expressdo de ciclina B1 e pChk2 na
concentracdo de 10 uM, com reducdo da expresséo desta ciclina na concentracdo de 15 UM,
enquanto que a expressao de pChk2 néo teve diferenca quando comparado com o controle

negativo.

O p53 é um supressor tumoral responsavel pela regulagcdo negativa do crescimento
celular, tendo importante papel na resposta ao estresse celular. MutacGes no gene p53 sdo
frequentes em uma variedade de canceres humanos, levando a desregulacdo do ciclo celular,
instabilidade gendmica, resisténcia a sinais de estresse e consequente desenvolvimento do
cancer. Estas mutacdes promovem ganho de fungdo oncogénica, exacerbando as propriedades

malignas das células tumorais, bem como induzindo a formacéo de metéstases e resisténcia a
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terapia. Com isso, a mutacéo no p53 é um importante alvo na terapia do cancer (PARRALES;
IWAKUMA, 2015; VIJAYAKUMARAN et al., 2015).

A mutacdo do gene p53 esta presente em celulas SW-620, sendo um dos genes
responsavel pela estimulacdo da oncogénese (AHMED et al., 2013). Com isso, foi avaliada a
expressdo da proteina pP53 de células SW-620 tratadas com CSS185. A expressdo de pP53
foi observada apenas nas células tratadas com doxorrubicina. Logo, é possivel sugerir que o
efeito antitumoral da CSS185 ndo esta relacionado com alteragdes na expressdo da proteina
pP53.

A associagdo entre o ciclo celular e o cancer tem sido mostrada em varios estudos,
sendo a inibigdo do ciclo celular alvo para o tratamento do céncer, em que os complexos
ciclinas-CDK e a inibicdo de aurora quinase sdo um dos maiores alvos (JEONG et al., 2011;
SHERR; BARTEK, 2017). Com isso, pode-se sugerir que o efeito citostatico e citotoxico da
CSS185 em células SW-620 pode estar relacionado com o aumento do numero de células na
fase G2/M do ciclo celular associado com aumento da expressdo de ciclina Ble pChk2 de
maneira concentracdo dependente, possivelmente devido a inducdo de estresse durante o
processo de replicacdo, sendo esta uma resposta celular ao dano de DNA com consequente
morte celular. Além disso, a expressao de outras quinases envolvidas nesta fase do ciclo

celular pode estar alterada.

Né&o foram encontrados estudos descrevendo o mecanismo de a¢do envolvido no efeito
antitumoral de chalconas-sulfonamidas. No entanto, estudos tém mostrado o efeito citotoxico
de varios derivados de chalconas em diversas linhagens de cancer (DRUTOVIC et al., 2014;
KELLO et al., 2016; KIM et al., 2015). Tipicamente, a forma de inducdo de morte celular por
estes compostos € a apoptose, resultante de uma variedade de eventos celulares, como
alteracdo mitocondrial, modificacdo no metabolismo oxidativo com mudanca no contetdo de
ATP dentro da célula e alteracdo na expressdo de genes envolvidos na regulacdo da apoptose
(VASCONCELOS et al., 2013).

Diversos artigos relatam potencial efeito citotoxico de chalconas e seus derivados
frente a células de cancer colorretal, dentre elas HCT-116 (DRUTOVIC et al., 2014; KIM et
al., 2015), Caco-2 (KELLO et al., 2016) e HT-29 (FONSECA et al., 2015). Em geral, as
chalconas induzem parada das células na fase G2/M do ciclo celular, fragmentacdo e

condensacdo nuclear e morte por apoptose em células HCT-116, decorrente de inibicdo da

92



formacdo de microtubulos com ativacdo de caspases (DRUTOVIC et al., 2014), ou inibicdo
da via Wnt/B-catenina (FONSECA et al., 2015); e autofagia dependente de p53/INK (KIM et
al., 2015). A inibicdo do crescimento de células Caco-2 por chalconas foi relatada com
inducdo de parada também em G2/M e morte celular por apoptose com inducdo de espécies
reativas de oxigénio (KELLO et al., 2016).

A fim de identificar o padrdo de morte celular envolvido no efeito citotoxico da
chalcona-sulfonamida 185, as alteracbes morfoldgicas induzidas por esta molécula em células
SW-620 foram avaliadas por coloragdo com Kit pandtico rapido, utilizando microscopia
Optica. A partir da concentracdao de 10 uM, células SW-620 tratadas com CSS185 durante 24
horas exibiram nucleo aparentemente com fragmentagdo e condensagdo de cromatina,
formacdo de blebs na membrana de algumas células, além da presenca de alteracdo de
membrana citoplasmaética e de restos celulares na concentracdo de 15 uM. As alteracfes
celulares observadas nas concentracfes de 10 e 15 pM indica um perfil citotdxico iniciado
pelo composto j& nas primeiras 24 horas de tratamento, como foi observado no ensaio do
SRB. Apds 48 horas, foi possivel observar esse perfil citotoxico desde a concentracdo de 7,5
UM, sendo observadas alteracdes, como rarefacdo celular, alteracdo na membrana
citoplasmatica, restos celulares com aparente liberacdo extracelular de componentes

citoplasmaticos e aparecimento de algumas células com corpos apoptéticos.

A inducdo de morte por perda da integridade da membrana celular foi observada por
citometria de fluxo, utilizando o corante iodeto de propideo. Neste experimento foi possivel
observar perda da integridade de membrana das células SW-620 tratadas com CSS185 nas
concentracdes de 10 uM e 15 puM apos 24 e 48 horas de incubacédo, corroborando com os
achados de microscopia. Apesar das alteracdes celulares observadas por microscopia Optica
nas células tratadas com CSS185 (7,5 uM) apo6s 48 horas de incubacdo, a redugdo do
percentual de células vidveis, nesta concentracdo e neste periodo de tratamento, ndo foi
significativa com relacdo ao controle negativo. Além disso, houve uma reducéo significativa
do namero de células tratadas com CSS185 (10 uM e 15 uM) apds 24 horas de tratamento, e
de células tratadas com CSS185 (7,5 uM, 10 uM e 15 uM) apds 48 horas de tratamento,

corroborando com os achados de rarefacéo celular na microscopia optica.

Vale ressaltar que, nas células tratadas com CSS185 (10 uM), apesar da perda de
integridade de membrana em ambos os periodos de tratamento, houve duplicacdo do nimero

de celulas quando comparamos o tempo de incubacdo de 24 horas com 48 horas; enquanto
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que, na concentracdo de 15 uM, néo foi observada esta duplicagdo. Estes achados podem estar
relacionados com a inducdo da parada do ciclo celular pela CSS185. Como relatado
anteriormente, na concentracdo de 10 uM foi observada uma possivel reversdo da inducédo de
parada na fase G2/M pelas células SW-620, devido a reducdo do percentual de células nesta
fase quando comparado os tempos de 24 horas (44,1%) com 48 horas (21,9%) de incubagéo,
enquanto que, na concentracdo de 15 uM, o percentual de células em G2/M foi mantido em

ambos 0s tempos.

A atividade de muitos agentes quimioterapéuticos envolve a inducdo de morte celular
por apoptose. A apoptose é caracterizada por diversas alteracbes morfoldgicas tais como
condensacdo nuclear associada a fragmentacdo de DNA, formacdo de corpos apoptéticos e
ativacdo de caspases. Em uma fase tardia da apoptose, a célula apresenta perda da integridade
de membrana (DRUTOVIC et al., 2014). Quanto as alteracBes nucleares, a CSS185 induziu
fragmentacdo de DNA internucleossomal em células SW-620, com aumento do nimero de
células em fase sub-G1, induzindo quebra de fita simples e/ou dupla de DNA em todas as
concentracdes testadas (7,5; 10 e 15 uM), corroborando com os achados de microscopia
Optica. Estes achados podem estar relacionados com a possivel inducdo de estresse durante o
processo de replicacdo, desencadeando uma resposta celular ao dano de DNA associado com
os achados de ciclo celular com consequente morte celular. A inducdo de fragmentacdo de
DNA por chalconas tem sido observada em células de cancer colorretal SW-620, HCT-116 e
Caco-2, com consequente morte por apoptose (DRUTOVIC et al., 2014; KELLO et al., 2016;
LEE et al., 2014).

Uma das caracteristicas bioquimicas da apoptose € a externalizacdo da fosfatidilserina,
liberando citocromo ¢ da mitocéndria com consequente despolarizacdo mitocondrial
(BORTNER; CIDLOWSKI, 2014). Esta despolarizacdo é induzida pela familia de proteinas
pré-apoptéticas Bcl-2, permeabilizando a membrana da mitocéndria, caracterizando e
desencadeando a via intrinseca da apoptose. Essas alteracfes no potencial transmembranico
mitocondrial também podem ser observadas em outros tipos de morte celular, como na
autofagia (GREEN; LLAMBI, 2015). A chalcona-sulfonamida 185 foi capaz de induzir
discreta despolarizagdo mitocondrial em células SW-620, nas maiores concentracfes testadas

(10 e 15 uM) em ambos os periodos de incubacéo.

A inducgéo de um processo de morte celular por algumas drogas pode estar relacionado

com o rompimento do equilibrio entre a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) e as
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defesas antioxidantes, resultando em estresse oxidativo e consequente morte (LEE et al.,
2015). Além disso, o efeito citotoxico de algumas chalconas tem sido associado com
disfuncdo mitocondrial podendo vir acompanhada de geracdo de EROs com consequente
morte celular (KELLO et al., 2016).

A utilizacdo de compostos antioxidantes, como tocoferol e N-acetilcisteina (NAC),
induz efeito protetor ao dano oxidativo (LEE et al., 2015). Com isso, a fim de verificar
possivel inducdo de geracdo de EROs associado com o efeito citotoxico da CSS185, células
SW-620 pré-tratadas com NAC foram incubadas com esta molécula. No entanto, o pre-
tratamento com NAC ndo inibiu um possivel dano oxidativo induzido pela CSS185, visto que
foi observado mesmo valor de Clsy quando comparado com células que ndo receberam o pré-
tratamento com NAC. Em um estudo realizado por Lee e colaboradores (2014), uma
naftochalcona testada em células SW-620, induziu morte celular por apoptose, no entanto, nao

foi observado geracdo de EROs, corroborando com os dados apresentados neste estudo.

A fim de confirmar o processo de morte celular envolvido no mecanismo citotoxico da
CSS185, foi realizado um ensaio de coloracdo com laranja de acridina e brometo de etidio,
utilizando microscopia de fluorescéncia para contagem diferencial de células viaveis, em
apoptose inicial, apoptose tardia e necrose. Neste ensaio, foi observado que a CSS185 induziu
significativamente 0 aumento do nimero de células necréticas, sugerindo que as alteracdes
celulares observadas, tais como fragmentacdo nuclear, alteracGes ha membrana citoplasmética
com aparente perda de contetdo citoplasmatico e presenca de restos celulares, possivelmente

estdo relacionadas com inducdo de morte celular por necrose.

A morte celular por necrose engloba uma variedade de processos de morte celular com
um denominador comum: a perda da integridade da membrana plasmatica seguida de
extravasamento citoplasmatico. A morfologia celular necrética pode ser também observada
em estagios tardios de morte celular programada, como na apoptose e na autofagia, quando
células mortas ndo sdo eliminadas por fagocitose. Este processo é conhecido como necrose
secundaria e € independente de qualquer outro evento de sinalizacdo. A necrose pode ser
induzida e desencadeada de maneira regulada como a apoptose. Um tipo de necrose
programada que tem sido muito explorada é a necrose dependente de RIP quinase, também
conhecida como necroptose. Este tipo de morte requer a ativacdo da quinase de RIP3 e pode
resultar em rapida morte celular com caracteristicas de necrose (SU et al., 2016; GREEN;

LLAMBI, 2015).
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A necroptose é caracterizada por sinais de processos controlados, como disfungédo
mitocondrial, aumento de geracdo de EROs pelas mitocondrias, deplecdo de ATP, falha da
homeostase de calcio, agregacdo perinuclear de organelas, protedlise por calpainas e
catepsinas, ativacdo de PARP, ruptura lisossémica, com ruptura da membrana plasmatica (SU
et al., 2016; SIVIERO, 2013). Neste tipo de morte, o teor de céalcio aumenta no citosol, pois
0S mecanismos que o retiram estdo falhos. Como consequéncia, ocorre falta de ATP,
induzindo assim a morte da célula. Este aumento de calcio no citosol e na matriz extracelular
pode desencadear a despolarizacdo da membrana interna mitocondrial e permeabilizacéo
dessa membrana (SIVIERO, 2013).

Este tipo de necrose programada tem sido uma via de morte alternativa,
principalmente quando ha o desenvolvimento de resisténcia a drogas antineoplasicas
indutoras de apoptose. Como a via necroptotica utiliza componentes que séo diferentes da via
apoptdtica, células cancerigenas resistentes a agentes pré-apoptéticos podem ser sensiveis a
indutores de necroptose. Por exemplo, a apoptose precisa da ativagdo de caspases, mas a
necroptose pode induzir morte em células tumorais quando as caspases sao inibidas ou
defeituosas (SU et al., 2016). Muitos estudos tem validado esta hipdtese, relatando que
quimioterapicos, como o paclitaxel, o etoposideo e o 5-fluorouracil (5-FU), que induzem dano
a0 DNA tém mostrado recentemente inducdo de morte celular por necroptose via
RIP1/RIP3/MLKL (BROWN et al, 2015; JANG et al., 2011; TENEV et al., 2011).

No presente estudo, no intuito de esclarecer o possivel mecanismo de acdo envolvido
no efeito citotéxico da chalcona-sulfonamida 185, foi avaliada a expressdo de proteinas
relacionadas a morte celular tanto por apoptose como por necroptose. Confirmando a inducéo
de morte celular pela CSS185, foi observada clivagem do PARP, um importante marcador de
morte celular, nas células SW-620 tratadas com o composto. A hiperativacdo de PARP pode
estar relacionada com a liberagéo de fatores indutores de apoptose bem como de diversos
tipos de necrose, dentre elas a necroptose (GALLUZZI et al., 2017). Na apoptose, o primeiro
substrato de reconhecimento das caspases sdo as enzimas de reparo do DNA, como o PARP.
A clivagem do PARP pela caspase impede sua agéo neste processo de repara¢do. No entanto,
guando ha danos excessivos ao DNA a maior atividade de PARP consome seu NAD (do
inglés, Nicotinamide adenine dinucleotide). Nova sintese de NAD consome ATP e eventuais

perdas do estoque de energia causam a morte celular por necrose (SIVIERO, 2013).
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Muitos genes estdo envolvidos na regulagdo da apoptose. Enquanto o Bcl-2 é um
regulador anti-apoptdtico, o Bax &€ um regulador pré-apoptético. O equilibrio entre a
expressao de Bcl-2 e Bax desempenha um importante papel na manutencdo da morfologia e
da funcédo celular. Alguns estudos tém demostrado que a expressdo de Bcl-2 é reduzida por
chalconas, enquanto que a expressdo de Bax é aumentada, sugerindo que a expressao de Bax e
Bcl-2 estd envolvida em eventos apoptoticos associados com o efeito citotdxico de chalconas
em linhagens de cancer colorretal (VASCONCELOS et al.,, 2013). Alem disso, a via
extrinseca da apoptose envolve a ligacdo de fatores de morte a receptores de morte com
consequente ativacdo de caspase-8. Na via mitocondrial ou intrinseca, por outro lado, varios
desencadeadores de apoptose, como dano de DNA, causam ativacdo de caspase-9. Nestas
duas vias, com a ativacdo das caspases iniciadoras ocorre a ativacdo de caspases efetoras
como caspase-3 e -7. A caspase-3 é considerada a principal caspase efetora e tem sido

identificada como sendo ativada em resposta a agentes citotoxicos (KREPELA et al., 2001).

Com isso, a expressdo da proteina pro-apoptdtica Bax e das caspases 3 e 8 foi avaliada
no presente estudo, a fim de verificar se a apoptose esta envolvida no efeito citotoxico da
CSS185. A partir dos resultados obtidos, foi observada uma diminui¢do da expressao proteica
de Bax em ambas concentragOes testadas, bem como da expressao de caspase 3 com clivagem
de bandas; além de inibicdo da clivagem da caspase 8 na maior concentracdo testada (15 uM).
Isto sugere que o possivel mecanismo de morte induzido pela chalcona-sulfonamida 185 pode
estar associado ou ndo com a ativacdo de caspases, dependendo da concentracdo testada. No
entanto, a morte celular por apoptose parece ndo ser a principal via de morte envolvida no
efeito citotoxico da CSS185.

Estudos tém demonstrado que a necroptose pode ser estimulada quando células sdo
tratadas com um inibidor de pan-caspases, 0 z-VAD, devido a inativagdo da caspase-8 que €
impedida de clivar os dois reguladores-chave da necroptose RIP1 e RIP3 (OBERST et al.,
2011). A resisténcia ao 5-fluorouracil, uma droga pro-apoptotica, € um desafio na
quimioterapia adjuvante do cancer colorretal (SU et al., 2016). Metzig e colaboladores (2015)
relataram que o uso de inibidores de pancaspases podem sensibilizar células de cancer
colorretal ao 5-FU desencadeando a necroptose. Com isso, a inibicdo da caspase-8, induzida
muitas vezes por mutacgdes, silenciamento ou farmacos, desencadeia a ativacdo da RIP3 com

consequente inducdo da necroptose (HE et al., 2017).
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Outros agentes indutores de dano ao DNA tais como TRAIL (do inglés, TNF-related
apoptosis-inducing ligand), induzem necroptose em células tumorais por meio da supressao
de caspases e ativacdo de RIP1/RIP3 (WU et al., 2013). Muitos inibidores de quinases,
incluindo staurosporina e sorafenib, também induzem necroptose dependente de RIP1/MLKL
(DUNAI et al., 2012, SCHMIDT et al., 2015). Em adicdo, o silenciamento de RIP3, em
algumas linhagens, causa quimioresisténcia ao 5-FU, cisplatina, camptothecina e etoposideo

em células de cancer de colon e mama (FULDA, 2014).

Com isso, por meio de um ensaio preliminar, foi avaliada neste estudo a expressédo de
proteinas especificas envolvidas no processo de necroptose, RIP e MLKL, em células SW-
620 tratadas com CSS185. A partir dos resultados obtidos, foi observada uma diminuicdo da
expressao de RIP e MLKL em ambas as concentracdes testadas de CSS185, o que é esperado
em um processo de morte celular por necroptose, tendo em vista que ambas as proteinas
encontram-se fosforiladas quando o processo € ativado (WANG et al., 2017). Estes dados
sugerem que a necroptose pode estar envolvida no efeito citotéxico da chalcona-sulfonamida

185, sendo um mecanismo de morte que pode ter papel positivo no tratamento do cancer.

Curiosamente, estudos recentes tém relatado que a expressao de RIP3 esta silenciada
em muitos tipos de cancer devido a metilacdo genética. Dentre os tipos de cancer colorretal
que apresentam silenciamento de RIP3, destacam-se: HCT-116, Caco-2, RKO e DLD-1. No
entanto, outras linhagens, tais como, SW-620, SW480 e HT-29 expressam MLKL, RIP1 e
RIP3 (YANG, et al., 2017). Com isso, € possivel sugerir que o0 mecanismo de morte induzido
pela CSS185 em células SW-620 difere do processo de morte em células HCT-116; pois
apesar das linhagens HCT-116 e SW-620 apresentarem mesma origem histoldgica, elas
dispdem de algumas caracteristicas distintas. Isto abre perspectivas para o estudo do

mecanismo de ac¢do deste composto frente a linhagem HCT-116.

A formacdo de metéstases € um dos responsaveis pela morbidade e altas taxas de
mortalidade de pacientes com cancer. Para que ocorra a metastatizacdo, a expressao de genes
envolvidos nos processos de migracdo, adesdo e invasao, € requerida para que o tumor seja
capaz de realizar interacGes apropriadas com o microambiente a fim de promover continua
sobrevivéncia dessas células metastaticas para que assim, estas possam migrar e proliferar em
sitios distantes (HURST; WELCH, 2011). Com isso, a descoberta de novos compostos
capazes de interferir em um destes processos € de suma importancia para o desenvolvimento

de novas drogas capazes de combater a formacdo de metéstases.
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Alguns trabalhos tém descrito um possivel efeito inibitorio das chalconas-
sulfonamidas sobre a adesdo, invasdo e migracdo de células tumorais (LEE et al., 2010; EJAZ
et al., 2017). Lee e colaboradores (2010), ao descreverem a inducdo de adesdo e migracéo de
células de cancer de colon devido a sialilacdo de integrina 1 induzida por radiagdo, observou
que uma chalcona-sulfonamida foi capaz de inibir a sialilacdo de integrina Bl e a adesdo e

migragéo celular induzida por radiagéo.

Um trabalho publicado recentemente descreveu o efeito inibidor de ecto-5’-
nucleotidase (e5°’NT) e fosatase alcalina intestinal de uma nova chalcona-sulfonamida
sintética. Alguns nucleotideos extracelulares, como fosfatase alcalina (FA) e ecto-5’-
nucleotidase (e5°’NT) se encontram super-expressos em alguns tipos de céncer, como no
cancer de mama, célon, tireoide, esdfago, bem como em melanoma, leucemia e cancer
gastrico, resultando no aumento da producdo de adenosina e consequente aumento da
proliferacdo tumoral e da invasividade das células tumorais, favorecendo a angiogénese e

interferindo na resposta do corpo ao tumor (EJAZ et al., 2017).

Estes dados despertaram interesse quanto a investigacdo do possivel efeito inibitorio
da chalcona-sulfonamida 185 sobre a adesdo, invasdo e migracdo de células tumorais. Com
isso, foi realizado um ensaio preliminar de migracdo celular em células B16F10 tratadas com
CSS185. Este ensaio € um método econdmico para o estudo da migracdo celular in vitro, que
envolve a criagdo de uma “ferida” em uma monocamada de células com alto potencial
migratdrio, seguido de captura de imagens durante a realiza¢do da “ferida” e em intervalos
regulares durante a migracdo celular até o fechamento da ferida. A comparacdo das imagens
determina a taxa de migragdo celular (LIANG; PARK; GUAN, 2007).

A partir deste ensaio foi possivel observar que a chalcona-sulfonamida 185 foi capaz
de inibir a migracdo de células B16F10 utilizando uma concentragdo ndo citotoxica, sugerindo
gue a molécula pode ser uma candidata a agente antimigratorio, abrindo novas perspectivas
guanto ao estudo do mecanismo de acdo da chalcona-sulfonamida 185 e seu possivel efeito
sobre a migracdo celular. No entanto, faz-se necessario a realizacdo de um estudo mais
aprofundado do efeito da CSS185 sobre os diversos mecanismos bioquimicos envolvidos nos
processos de migracdo, adesdo e invasdo, a fim de confirmar o papel deste composto na

inibicdo da formacéo de metastase.
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Por fim, a chalcona-sulfonamida 185 pode ser vista como potencial agente anticancer
tendo em vista suas habilidades em suprimir o crescimento celular por inducéo de parada de
ciclo celular e morte celular por necroptose de células de cancer colorretal (SW-620), bem

como, inibir a migracao celular de células de melanoma metastatico.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, trés de quatro novas chalconas-sulfonamidas sintéticas com
estrutura molecular semelhante apresentaram efeito antitumoral in vitro contra linhagens
tumorais. A partir disso, foi possivel identificar o potencial efeito antiproliferativo da
chalcona-sulfonamida 185 (CSS185) seletivo para linhagens de cancer colorretal. A molécula
induziu efeito citostatico e citotoxico frente a linhagem SW-620 de maneira tempo e
concentracdo dependente, interferindo na progressdo do ciclo celular com aumento do nimero
de células na fase G2/M, associado com inducdo de despolarizacdo mitocondrial e dano ao
DNA, com consequente morte celular por necroptose. Em adicéo, a CSS185 apresentou efeito
antimigratério em concentracdes ndo citotdxicas, abrindo perspectivas para um estudo mais

aprofundado deste efeito (Figura 23).

Figura 23. Mecanismo de a¢do proposto para chalcona-sulfonamida sintética 185 (CSS-
185)
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ANEXO A - EQUIPAMENTOS

Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2®

Agitador de placa shaker PSUo - 2T plus

Agitador de tubo, Donner AD 8850:.

Banho-maria, DELLTA Modelo 105Di®

Bomba a vacuo, EXIMPUMP®

Citoentrifuga, CT-2000 CIENTEC®

Centrifuga refrigerada, SORVALL® Biofuge fresco

Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5810R

Citdmetro de fluxo, Guava EasyCyte®

Contador automatico de células sanguineas, Coulter Counter T-530®
Deonizador de agua Milli-Q, Milipore®

Espectrofotdmetro de placa DTX-880, Beckman Coulter®

Fluxo laminar, VECO®

Incubadora de células, (CO2 Water-Jacket Incubator) NUAIRE TS Autoflow®
High Throughput Screening (HTS)/Laboratory Automation Workstation, Biomek
3000, Beckman Coulter®

Microondas, Panasonic®

Microscépio optico, Metrimpex Hungary/PZO-Labimex Modelo Studar lab®
Microscépio Optico de inversdo, ZEISS, AXIOVERT 40C

Mini Protean® tetra cell, Biorad

Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell, Biorad

pHmetro, Micronal® B474

Pipetas automaticas, Gilson®

PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Biorad®

Shaker, BIOMIXER — TS 2000A

Sistema de Fotodocumentacdo, ImageQuant 300 Imager GE Healthcare®
Sonicador, unigque — ultra cleaner 1600A
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ANEXO B — SOLUCOES PREPARADAS E REAGENTES

Cultura de células

PBS (Phosphate Buffer Solution; pH 7,2):

NaCl. ..o, 0,15M
N D | O T 10 mM
KH2PO4. oeiiieecieeee e 2 mM

Azul de tripan 10%:
Azul de tripan (Vetec®).................... 10 mg
PBS (0.5:P.) cveerreieiieieeieeie e 100 mL

Solucéo de MTT:

PBS (0.5:P.) e 100 mL

Solucéo salina para hemolise:

Cloreto de sddio 0,85% (Labsynth®)............cccccceeuvnee. 85¢

Cloreto de Célcio- 10 mM (Reagen®)............ccccevvrunene. 1,119

Agua destilada (4.S.p)..c.vevrvrerrerrrererrereeieees e, 1L
SRB 0,4%

Meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®)
Meio de cultura DMEM (Gibco®)
Soro Fetal Bovino (SFB) (GIBCO®)
Tripsina-EDTA 0,5% (Cultilab®)
Dimetilsulfoxido (Dindmica®)
Fitohemaglutinina

Histopaque
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Estudos de Citometria de Fluxo

v" Solugdo de PI-Ciclo:

lodeto de propideo (Sigma®).........ccccvevveveviereiennnns 50 mg/mL em PBS
Citrato de SOAI0.......ccvvveicriieiiee e 0,2%
Triton X-100.....cccciiiiiiiiieecciiee e 0,1%

v Solucdo de Rodamina 123:
Solucgéo estoque
Rodamina 123 (Sigma®).........ccccecevvverveiesieiieanens 1 mg/mL em EtOH
Solucgéo de uso
“Soluga0 EStOQUE.....ccuvieeiieiieeieeee e 1:1000 em PBS
Ensaio do Cometa
v Preparo da Agarose Normal (NMP)
AGAIOSE ... 15¢g
PBS (4:5:P-) ceereererierierienieniesie sttt 100mL
v" Preparo da agarose de baixo ponto de fusao

AGarose LMP ... 0,759

v' Tampao de lise (pH 10,0):

Solucgéo de estoque

NETo 2= Y 146,1 g
TRIS 10MM oo ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee 129
EDTA 100 MM oot oo 37.2¢g

NaOH ..............oiiiiiiivisieie e e .o ... AJustar o pH

Solucéo de uso
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Completar com a solucdo de lise (estoque) para 100mL (cubrir o ber¢o na cuba

forrada de aluminio)
v" Solucdo de eletroforese (pH 13,0)

Obs.: Deve ser feita no dia do uso

Solugéo de NaOH 10M .......ccoiiiiiiiieicenc s 30mL
SOlUGEO de EDTA ..o 5 mL Ajustar o pH
Agua destilada gelada (4.5.0.)....covvvrvrererreererireienen. 1L

v Solucdo de EDTA

Manter a temperatura ambiente

v Solucdo de NaOH

v" Solugdo Tampdo de Neutralizacao
TRISOAM oo, 48,59
Ajustar o pH para 7,5 (¢c/ HCI concentrado)
Completar para 1000 mL de &gua destilada

v Solucdo de coloracdo (ESTOQUE)
Brometo de Etidio ..........cccccveeiiiiiinnnn 10 mg

H20 destilada .......eeveeeeeeine 50 mL
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Western blot

v" Tampao de corrida- TGS 10X (pH 8,3), BioRad:

B I TR 25 mM
GliCING cooveeeeeeeeeeeeee 192 mM
SDS . 0,1%

B I TR 25 mM
GlICING oo 192 mM
MEOH. ..., 20%

v' Tampao de Amostra 5X:

Tris-HCI (Tris plus One, pH6,8)..........ceeiivinn.... 0,5M
GlICEIOL. ... 50%
B-mercaptoetanol..........cccoceveiiiiniiinie e 1%

Azul de bromofenol............ccovvei i 0,5%
S S 10%

v Componentes do kit para dosagem de proteinas DC Protein Assay (Bio-Rad

Laboratories)
o ReagentA ... Solucéo alcalina de tartarato de cobre
o ReagentB......ccoooiiiiiiii Reagente de Folin
o ReagentS.......ccooviiiiiiiii Solugéo surfactante
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