Universidade Federal de Pernambuco
Programa de Pds-graduacdo em Inovacédo Terapéutica
Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica Suely Galdino — NUPIT SG
Laboratorio de Imunomodulacéo e Novas Abordagens Terapéutica- LINAT

EDUARDO DAVI LIMA DA SILVA

AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTICANCER DE NOVOS DERIVADOS
DA CHALCONA FRENTE A DIFERENTES LINHAGENS TUMORAIS

RECIFE
2020



EDUARDO DAVI LIMA DA SILVA

AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTICANCER DE NOVOS DERIVADOS
DA CHALCONA FRENTE A DIFERENTES LINHAGENS TUMORAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo
em Inovacdo Terapéutica da Universidade Federal de
Pernambuco como parte dos requisitos parciais para a
obtencdo do titulo de Mestre em Inovacdo Terapéutica.
Area de concentragio: Farmacos, Medicamentos e Isumos
Essenciais para a Saude.

Orientadora Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta

Co-orientadora Profa. Dra. Michelly Cristiny Pereira

Recife
2020



Catalogacao na Fonte:
Elaine C Barroso CRB-4/1728

Silva, Eduardo Davi Lima da
Avaliacdo in vitro da atividade anticAncer de novos derivados da chalcona frente a

diferentes linhagens tumorais / Eduardo Davi Lima da Silva— 2020.
73 f.:il., fig., tab.

Orientadora: Maira Galdino da Rocha Pitta
Coorientadora: Michelly Cristiny Pereira

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro
de Biociéncias. Programa de P6s-Graduagcdo em Inovacdo Terapéutica,
Recife, 2020.

Inclui referéncias.

1. Agentes antineoplasicos 2. Cancer 3. Testes de toxicidade I. Pitta,
Maira Galdino da Rocha (orient.) Il. Pereira, Michelly Cristiny
(coorient.) IIl. Titulo

615.58 CDD (22.ed) UFPE/CB-2022-022




FOLHA DE APROVACAO

Nome: Eduardo Davi Lima da Silva

Titulo: Avaliagdo in vitro da atividade anticancer de novos derivados da chalcona frente a
diferentes linhagens tumorais

Area de concentragdo: Farmacos, Medicamentos e Isumos Essenciais para a Sadde.

Qualificacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Inovacdo Terapéutica da
Universidade Federal de Pernambuco

Aprovado em: 15 /04 /2020

Banca Examinadora

Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pitta.
Departamento de Bioquimica - UFPE

Assinatura:
Profa. Dra. Maria Danielly Lima de Oliveira
Departamento de Bioquimica- UFPE
Assinatura:
Profa. Dra. Amanda Pinheiro de Barros Albuquerque
Departamento de Bioquimica
Assinatura:

Prof. Dr. Antonio Felix da Silva Filho
Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica Suelly Galdino (NUPIT-SG)

Assinatura:




AGRADECIMENTOS

A Deus, pois sem ele nada disso seria possivel.

A minha mée por cada desejo de vitoria, incentivo aos estudos e motivacdo para
continuar.

A Profa. Dra Maira Galdino da Rocha Pitta por sua orientacdo neste trabalho, e
confianca a mim dedicado. Muito obrigado por toda sua dedicagao e contribuicéo nesta jornada.
Agradeco as muitas oportunidades pensadas e direcionadas a mim, elas serdo sempre lembradas
por mim. Foi de extrema importancia em minha carreira.

A Profa. Dra. Michelly Cristiny Pereira pela sua confianca, fraternidade e empatia. VVocé
foi fundamental para que eu chegasse até aqui e inclusive seguir em etapas que eu achava que
ndo chegaria. Vocé € um exemplo de mée, professora, orientadora, mulher e profissional.
Continue assim, voceé é luz. Vocé sempre vai ser minha mée cientifica.

Ao Prof. Dr. Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo por todo apoio e palavra de confianca.
Sou muito grato pelas palavras a mim direcionadas sempre como apoio e também por todo
aprendizado a mim confiado.

A Paulo, secretario do PPGIT, por toda ajuda em momentos de gestéo.

A Vanessa Brito, Valécia, Lilia, Antbnio e Raquel Vasconcelos pelos momentos
divertidos que vivenciamos e cada palavra de apoio conferida. Vocés sdo importantes para mim.
Antoénio foi fundamental nesse projeto e devo minha gratidao a ele.

Agradeco imensamente aos amigos do Laboratério de Imunomodulagdo e Novas
Abordagens Terapéutica, Renata, Pablo, Priscila, Amanda Regueira, Amanda Barros, Lidiane,
Lucas cabelinho, Wiviane, Clara, Maria Andreza, Matheus, Rodrigo, Vanessa Carvalho,
Yasmin, Eraldo e Anderson.

A meu marido Sérgio Rodrigues, por toda confianca e amor depositado em mim. Vocé
foi uma pessoa essencial nessa etapa, partilhou comigo todos meus sentimentos, emocoes,
aflicbes, vitorias e por isso, sou extremamente grato. VVocé € peca chave na minha construcao
como ser humano.

A minha sogra Georgina e cunhada Lucinha, por toda ajuda, incentivo e apoio, pois sem
vocés também, nada seria concretizado. Vocés fazem parte da minha vida e constroem comigo
0 meu caminho. Vocés sdo incriveis, de verdade.

Ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia para Inovagdo Farmacéutica (INCT _if)
e FACEPE, pelo apoio financeiro.



“A vida ndo merece que a gente se preocupe tanto.”
(Marie Curie)



RESUMO

O céncer é composto por um grupo de doengas com desordem no crescimento das células, além
de invasdo para outras partes do corpo. E uma das principais causas de morte no Brasil e no
mundo e uma das principais estratégias de tratamento € a quimioterapia. Embora seja uma
alternativa eficiente, ainda se destaca a baixa seletividade, muitos efeitos colaterais, além da
resisténcia aos quimioterapicos em uso. A busca de alternativas terapéuticas mais eficientes e
seletivas se torna fundamental e as chalconas s&o moléculas promissoras por apresentarem
diferentes atividades biologicas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
anticancer de uma série de derivados da chalcona frente a diferentes linhagens de tumorais. Os
derivados foram avaliados quanto ao seu perfil citotéxico em células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) nas concentragdes de 1, 10, 20, 50 ¢ 100 uM por 72 horas pelo método MTT.
Avaliamos a citotoxicidade dos mesmos derivados frente a diferentes linhagens tumorais nas
mesmas concentracdes, com selecdo dos derivados M7, F8, F9 e F10. Realizamos o ensaio de
ciclo celular das células HL-60 através da citometria de fluxo. Os derivados M2, M7, M14 e F3
ndo apresentaram citotoxicidade frente as células saudaveis (CMSP) nas concentracdes até 100
uM, contudo os derivados M8, F7, F8, F9 e F10 apresentaram citoxicidade. Em relacdo a
atividade anticancer, os derivados com melhor atividade foram os derivados M7, F8, F9 e F10,
na linhagem HL-60, exibindo valores da Clso de 25,91+0,38uM; 28,07+0,45uM,
27,89+1,09uM e 26,96+0,12uM respectivamente. Em relacéo a linhagem de cancer de pancreas
(MIA-PaCa-2), os derivados exibiram valores da Clso entre 30 e 35uM para a série “F”.
Evidenciou-se que dos cinco derivados analisados frente a linhagem HL-60 em razdo das
CMSP, os derivados F8 e F9 foram os que exibiram melhor seletividade, com indices de 3,18
e 3,33 vezes mais seletivos para a linhagem HL-60, respectivamente. Os derivados F8, F9
promoveram o aumento do percentual de células na fase Sub-G0, exibindo aumento de 16,33%
e 20,13% respectivamente. O tratamento das células HL-60 com a Clsg dos derivados F8 e F9
promoveu o aumento da porcentagem de células em apoptose inicial no tempo de 72 horas e
apoptose final no tempo de 48 e 72h de forma significativa. Conclui-se que em relagdo a
atividade anticancer, os derivados da chalcona que apresentaram maior atividade foram os
derivados M7, F8, F9 e F10. Os derivados F8 e F9 foram o0s que apresentaram melhor

seletividade para a linhagem HL-60, além de induzirem a morte celular por apoptose.

Palavras-chave: Antitumoral; Citotoxicidade; Chalcona; Leucemia.



ABSTRACT

Cancer is group composed of diseases with a disorder in cell growth besides to invasion to other
parts of the body. It’s one of the main causes of death both in Brazil and in the world and one
of the main cancer treatment strategies is chemotherapy. Although chemotherapy is an effective
alternative, it’s not very selective, possesses many side effects, and there is high resistance to
the drugs used. The search for more efficient and selective therapeutic alternatives becomes
essential and chalcones are promising molecules because they have different biological
activities. The objective of this project was to evaluate the anticancer activity of a series of
chalcone derivatives in different tumor cell lines. The derivatives were evaluated regarding their
cytotoxicity in peripheral blood mononuclear cells in concentrations of 1, 10, 20, 50, and 100
uM for 72 hours, using the MTT assay. We avaluated the cytotoxicity of the same derivatives
in different tumor cell lines at the same concentrations, with selection of derivatives M7, F8,
F9 and F10. We performed the cell cycle assay of HL-60 using flow cytometry. The derivatives
M2, M7, M14, and F3 didn’t present cytotoxicity regarding the healthy cells in concentrations
up to 100 uM, however the derivatives M8, F7, F8, F9, and F10 presented cytotoxicity.
Regarding anticancer activity, the derivatives with better activity were the M7, F8, F9, and F10
from the HL-60 cell line, exhibiting values of ICso 25.91+0.38uM, 28.07+£0.45uM,
27.89+1.09uM, and 26.96+0.12uM respectively. Regarding the pancreatic cancer cell line
(MIA-PaCa-2), the derivatives exhibited 1Cso values between 30 and 35 uM for the “F” series.
It was evident that of the five derivatives analyzed in the HL-60 cell line with the PBMC ratio,
the derivatives F8 and F9 had higher selectivity, being 3.18 and 3.33 times more selective for
the HL-60 cell line, respectively. Derivatives F8, F9 increased the percentage of cells in the
Sub-GO0 phase, showing an increase of 16.33% and 20.13% respectively. The treatment of HL-
60 cells with the IC50 of derivatives F8 and F9 significantly increased the percentage of cells
undergoing initial apoptosis in 72 hours and final apoptosis in 48 and 72 hours. It’s concluded
that in relation to anticancer activity, the derivatives of chalcone that showed the highest activity
were derivatives M7, F8, F9 and F10. Derivatives F8 and F9 showed the best selectivity for the
HL-60 cell line, beyond to inducing cell death by apoptosis.

Keywords: Antitumor; Cytotoxicity; Chalcone; Leukemia.
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1 INTRODUCAO

O céancer abrange mais de 100 doencas que sdo caracterizadas pelo crescimento
desorganizado e sem limite das células anormais, possibilitando a invaséo para por¢oes
mais distantes do corpo ou conseguindo formar novos nichos em outros 6rgaos. Os muitos
subtipos dessa patologia, sdo relacionados com os diferentes tipos celulares, localizagdo
e perfil molecular das diferentes subpopulacGes e sendo assim necessitam de atencédo para
promover estratégias terapéuticas (WHO, 2019).

Constantes alternancias demograficas e epidemioldgicas em todo o mundo
apontam para um namero crescente de casos de cancer nas préximas décadas,
principalmente em paises de renda baixa e média, com mais de 20 milhdes de novos casos
de cancer esperados anualmente até 2025 (FERLAY et al., 2015).

Muitos sinais que regulam processos essenciais nas células estao voltados para a
proliferacdo. A proliferacdo e a resisténcia a morte celular sdo caracteristicas que as
células tumorais adquirem e muitos quimioterapicos tem como alvo esses processos
celulares (HANAHAN; WEINBERG, 2011b).

A quimioterapia se mostra como um tratamento primario para muitos tipos
tumorais. No entanto, muitos quimioterapicos causam efeitos colaterais graves nos
pacientes incluindo ndusea e vomito, anemia, dor e fadiga. Ademais a resisténcia aos
medicamentos e a falta de seletividade enfraquecem a eficacia da quimioterapia
antineoplasica. Essas implicac@es, fornecem subsidio na busca e desenvolvimento de
estratégias de tratamento, além de agentes antineoplasicos que sejam mais eficazes no
tratamento quimioterapico (WEN et al., 2017).

Os produtos naturais continuam sendo amplamente estudados, pela necessidade
de desenvolvimento de novos agentes citotoxicos cada vez mais eficientes e seletivos,
promovendo assim a formulacdo de novos medicamentos. A diversidade de produtos
naturais encontrados na flora e seus efeitos bioldgicos diversos impulsionam o
desenvolvimento de novas drogas, (NOBILI, et al., 2009).

As chalconas sdo um grupo de enonas aromaticas ligadas a dois anéis aromaticos,
que formam o ndcleo central de uma variedade de importantes compostos bioldgicos
obtidos de plantas. Pertencem a familia das fitoalexinas, sdo produzidas durante a
biossintese de flavonoides na rota metabdlica de algumas plantas (ex. agafrdo, alcaguz) e
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possuem diversas atividades biologicas relatadas (YADAV, 2011; FONSECA, 2012;
MIROSSAY; VARINSKA; MOJZIE, 2017). As chalconas sio relatadas por apresentarem
baixa propensdo em interagir com o DNA das células e com isso diminuem o risco de
mutagenicidade. Esse efeito colateral € muito comum em diversos agentes
quimioterapicos encontrados atualmente na clinica (LETAFAT et al., 2013).

A sofalcona e a metochalcona séo dois medicamentos a base da chalcona que
foram aprovados e sdo utilizados como medicamentos contra a colera e Ulcera,
respectivamente. Embora essas aplicacGes sejam reveladoras e representem um avanco
na pesquisa com essa classe de moléculas, o amplo espectro de bioatividade das chalconas
representa uma oportunidade para o desenvolvimento clinico de compostos,
principalmente voltados para o tratamento do cancer (GOMES et al., 2017).

Neste contexto, o objetivo do trabalho visou avaliar a atividade anticancer de duas
séries de derivados da chalcona em diferentes linhagens de tumores sdélidos e

hematopoiéticos.

11 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito anticancer de duas séries de derivados de chalconas [1,3-diaril-2-propen-
1-ona] em diferentes linhagens de tumores solidos e hematopoiéticos

1.1.2 Obijetivos especificos

- Avaliar a citotoxicidade dos derivados em células normais de voluntarios sadios e em
linhagens de tumores solidos e hematopoiéticos;

- Avaliar se os derivados da chalcona apresentam efeito no ciclo celular de células de
tumores sélidos e hematopoiéticos;

- Investigar se os derivados da chalcona induzem a morte celular por apoptose das células

de tumores solidos e hematopoiéticos;
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2 REFERENCIAL TEORICO

21  ASPECTOS DA ONCOLOGIA

2.1.1 Epidemiologia e Fatores de Risco

A Organizacdo Mundial da Sadde, do inglés World Health Organization (WHO)
estimou que 9,6 milhdes de pessoas em todo o mundo morreram de cancer em 2018 e que
as neoplasias de pulméo, prostata, colorretal, estdmago e figado foram os mais comuns
em homens, engquanto os canceres de mama, colorretal, pulmao, colo do Utero e tiredide
foram os mais comuns entre as mulheres. ProjecGes dessa mesma organizacgao, apontam
para o surgimento de mais de 18 milhdes de novos casos de cancer em ambos 0s sexos

em todo o0 mundo no ano de 2018, como apresentado na Figura 01.

Figura 01 — NUmeros de novos casos de cancer em 2018, ambos 0s sexos e todas as idades no
mundo.

Pulmdo
2093876 (11.6%)

Mama

2088 849 (11.6%)
Qutros canceres

7 753 946 (42.9%) Colorretal

1849518 (10.2%)

Prostata
1276106 (7.1%)
Colo uterino Estomago
569 847 (3.2%) 1033701(5.7%)

Esofaeo Figado
572034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total de casos: 18078 957

Fonte: Adaptado de WHO, (2018).

O numero de novos casos de cancer por ano devera aumentar para 23,6 milhdes
até 2030, segundo o Intituto Nacional de Saude, do inglés National Institutes of Health
(NIH). No Brasil, entre os anos de 2018 e 2019 s&o projetados cerca de 590 mil casos
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novos de cancer em cada ano. Excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (cerca de
170 mil casos novos), ocorrerdo 420 mil casos novos de cancer (INCA, 2018).

No Brasil, os tipos mais prevalentes de acordo com o Instituto Nacional de Cancer
(INCA), em 2018 foram: em homens - préstata (31,7%), pulméo (8,7%), intestino (8,1%),
estdmago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Ja nas mulheres, os canceres de mama (29,5%),
intestino (9,4%), colo do utero (8,1%), pulmao (6,2%), e tiredide (4,0%) sdo os mais
incidentes, como exibido na Figura 02 abaixo.

Figura 02 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pelo ndo melanoma.

Localizagao Primdria Casos % Localizagao Primaria Casos %

Prostata £8.220 7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 20.5%

Trequeia, Bronguio e Pulmio 18.740 BT% Colan & Reto 18.9E0 94%

Cdlon e Reto 17.3ED B1% Cola do Ltero 16.370 B1%

Estimago 13.540 6,3% Tragueia, Bronquic e Pulmao  12.530 6.2%

Cavidade Dral 11.200 52% Glandula Tireoide 3.040 40%

Esifago 8.240 3.6% Estémago 7.050 3.5%

Bexiga 6680 3% Corpo do Utero 6.600 33%

Laringe §.380 30% Ovirio B.150 30%

Leucemias 5.940 2E5% Bisterna Nervaso Central 5510 27%

Sistema Nervoso Central 5810 27% Leucemias 4,860 24%

*Nimeras arredondadas para moltiplos dz 10.

Fonte: INCA, (2018).

J& é bem difundido na literatura, que apenas 5% a 10% de todos os tipos de
neoplasias sdo causados pela heranca de genes mutados e mutaces somaticas. Os outros
90% a 95% sdo correlacionados com os fatores associados ao estilo de vida de cada
individuo e ambiente (YADAV et al., 2011).

Enquanto que os principais motivos e causas que condicionam o desenvolvimento
tumoral ndo sdo completamente compreendidos, a Agéncia Internacional para Pesquisa
do Cancer, do inglés International Agency for Research on Cancer (IARC) identificou
varios fatores de risco e entre eles encontra-se o tabagismo, o consumo de alcool, dieta,
obesidade e sedentarismo, infeccBes cronicas, histérico familiar, luz solar, radiacao,
fatores iatrogénicos (estado de doenca, efeitos adversos ou complica¢des causadas por ou
resultantes do tratamento médico), fatores reprodutivos e menstruais, fatores ambientais
e o envelhecimento populacional (CASTLES; WAINER; JAYASEKARA, 2016;
LACINA et al., 2018).

Dentre os fatores de risco existentes, o tabagismo se apresenta como um dos mais
importantes, além de ser um fator predominante dentre os casos de cancer. O consumo de

tabaco é responsavel por milhdes de mortes anualmente. Podemos citar como
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consequéncia desse fator, o cancer de pulmao, da cavidade oral, faringe, laringe, eséfago,

bexiga, renal, pélvis e pancreas (KUMAR et al., 2016).

2.1.2 Caracteristicas alteradas do cancer

Hanahan e Weinberg publicaram no ano de 2000, um artigo de revisdo onde,
apresentam as caracteristicas alteradas do cancer. Foram determinadas 6 caracteristicas
principais, dentre elas a sustentacdo de uma sinalizagdo proliferativa, evasdo de
supressores tumorais, resisténcia a morte celular, habilitacdo da imortalidade replicativa,
inducdo de angiogénese e ativacdo de invasdo e metastase (FOUAD; AANEI, 2017).
Todas essas novas habilidades que alteram a fisiologia celular, representam a violacdo de
um mecanismo de defesa antineoplasico (HANAHAN; A WEINBERG, 2000a).

Uma década mais tarde, outras caracteristicas foram incluidas e a evasdo do
sistema imune, reprogramacdo do metabolismo energético, aumento da instabilidade
gendmica e promoc¢do dos mecanismos de inflamacdo foram inseridas como novas
(Figura 03) (HANAHAN; A WEINBERG, 2011b).

Figura 03 - Capacidades basicas adquiridas pelas células tumorais, de acordo com Hanahan e
Weinberg.

Sustentar sinalizagdo Evadir supressores de
proliferativa crescimento

Evitar destruigcdo
imune

Permitir imortalidade
replicativa

Resistir morte
celular

Instabilidade genémica
€ mutagio

Indugao da Ativar invasdo e
angiogénese metdstase

Fonte: Adaptado de HANAHAN E WEINBERG, (2011b).
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As caracteristicas s@o oriundas de alteracdes em diversos genes que conferem a
célula, a capacidade de perdurar e proliferar em condi¢bes que comumente seriam
danosas e induziriam a morte celular (VOGELSTEIN, et al., 2013). Os genes alterados
0s quais possuem alteracdes sdo divididos em duas classes: genes supressores tumorais e
oncogenes. Os fatores que derivam desses genes, trabalham em conjunto para controlar a
proliferacdo, diferenciacdo e a sobrevida das células tumorais (MCCARTHY, 2016).

Os oncogenes sdo responsaveis por eventos genéticos que condicionam funcGes
novas as celulas e se caracterizam como efeito dominante, além disso, codificam
proteinas muito importantes para a proliferacdo celular (VICENTE-DUENAS, et al.,
2013). Os oncogenes, sdo provenientes da ativacdo de proto-oncogenes, que através de
translocacbes e amplificacbes génicas, conseguem promover essa desregulacdo e
garantem que a célula efetive sua proliferacdo de forma vantajosa, além de sobrevivéncia
(BAEISSA, et al., 2016).

J& 0s genes supressores de tumor, estdo relacionados com fungdes criticas e
altamente conservadas. Esses genes estdo envolvidos na regulacdo do ciclo celular e da
inducdo de morte, diferenciacdo celular, a vigilancia da integridade gendémica e reparo de
erros no material genético, transducéo de sinais e adesdo celular (VOGELSTEIN, et al.,
2013). A unido de eventos gendmicos e epigenéticos, desempenham importante fungéo
na caracterizacdo do desenvolvimento dos tumores e metastases. Os avangos e achados,
conduzem e possibilitam um melhor entendimento dos processos de iniciacdo, progressao
e sinalizacdo do cancer, substanciando um melhor direcionamento terapéutico
(CHAKRAVARTHI, NEPAL e VARAMBALLY, 2016).

2.2 LEUCEMIAS

As células-tronco hematopoiéticas sdo responsaveis por produzir cerca de 10
células sanguineas efetoras todos os dias e ndo deixando de lado a capacidade de
diferenciacdo. Essa alta capacidade de producdo e demanda pode levar a um acumulo de
células imaturas e assim culminar em uma leucemia ou resultar em exaustdo prematura
de células-tronco e insuficiéncia hematopoiética (GALEEV; LARSSON, 2018).

Leucemia é um termo comum para designar varios disturbios malignos
relacionados com o maior numero de leucdcitos, também referidos como glébulos
brancos, no sangue ou na medula 6ssea (INCA, 2020). Segundos dados do GLOBOCAN,

no ano de 2018, sdo projetados no mundo mais 437 mil novos casos de leucemia, sendo
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0 décimo tumor mais incidente dentre todos os tipos de cénceres, como mostrado na
Figura 04 (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018).

Figura 04 — NUmero de novos casos de Leucemia em 2018 no mundo, ambos 0s sexos e todas as
idades segundo 0 BLOBOCAN.
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Fonte: Adaptado de WHO, (2020).

Segundo o INCA, no Brasil, sdo projetados para cada ano do triénio 2020-2022
cerca de 5.920 casos de leucemia em homens e 4.890 casos em mulheres. Correspondendo
a um risco estimado de 5,67 novos casos para cada 100 mil homens e 4,56 novos casos
para cada 100 mil mulheres (INCA, 2020).

Os diferentes tipos de Leucemia estdo relacionados com base na velocidade em
que a doenca evolui e nos tipos de glébulos brancos que elas afetam. Com relacdo a
velocidade, elas se classificadam em crénica (a doenca agrava-se lentamente) e aguda (a
doenca costuma piorar de maneira rapida). Em relacéo aos tipos de glébulos brancos que
sdo afetados, destaca-se os linfodies e os mieloides (INCA, 2020; JULIUSSON;
HOUGH, 2016).

Sendo assim, podemos destacar 4 tipos mais comumente diagnosticados de
Leucemias: Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Leucemia Mieloide Cronica (LMC),
Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) e Leucemia Linfocitica Cronica (LLC) (WIDICK;
WINER, 2016).
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A LMC possui um percentual de acometimento em criancgas e adolescentes de 2-
3%. Quando acomete criancas e adolescentes, geralmente apresenta caracteristicas mais
agressivas, exibindo maior nimero de glébulos brancos, maior tamanho do baco em
proporcdo ao tamanho do corpo e maior frequéncia de casos com fases avancadas no
diagnostico (HIJIYA; SUTTORP, 2019).

A LMA é outro tipo de leucemia caracterizada por ser uma doenca heterogénea e
por apresentar a expansao clonal dos blastos mieloides, destacando a idade média dos
pacientes de 68 anos (JULIUSSON et al., 2016; KUCUKYURT; ESKAZAN, 2019).

A LLA é um subtipo de Leucemia mais frequente em criancas (YAMANAKA;
HAYANO, 2016). Esse subtipo se caracteriza por uma proliferagdo das células linfoides
imaturas na medula dssea, no sangue periférico e em outros 6rgaos (MARINESCU;
VLADAREANU; MIHAL, 2015).

Por ultimo, mas ndo menos importante, a LLC é caracterizada pela desenfreada
proliferacdo de linfocitos B na medula dssea, sangue periférico e tecidos linfoides
(SHIBAYAMA et al., 2019). Infelizmente a LLC ainda é incurdvel e mesmo com a
possibilidade de transplante alogénico de células tronco, muitos jovens ndo podem ser
adequados para esse tipo de tratamento. Atualmente as pesquisas voltadas para o
desenvolvimento de um tratamento para esse tipo de Leucemia estdo em curso na clinica
e as perspectivas aumentam a cada ano (MUNIR, 2015).

Um outro tipo de Leucemia mais raro, conhecido como LPA (Leucemia
Promielocitica Aguda), que representa apenas 2,7% de todas as leucemias agudas, tende
a acomter individuos mais jovens, apresentando uma média de idade de 44 anos quando
comparada com a idade média de 68 anos para pacientes ndo LPA- LMA (ROSE-
INMAN; KUEHL, 2014). O APL representa uma pequena fracdo do total de casos de
Leucemias agudas, mas esse percentual representa uma proporcao maior do total de casos
de Leucemia Mieldide Aguda em pacientes com menos de 30 anos de idade
(ODONNELL et al., 2012).

Dentro do espectro total de pacientes com LPA, entre 7% a 14% desses pacientes
estdo mortos dentro de 30 dias ap0s o diagnostico. Esse curto prazo € em funcdo de
hemorragias e coagulacédo intravascular disseminada, com uma outra grande porcentagem
devido a sindrome de falha e diferenciagdo de muitos 6rgdos (LEHMANN et al., 2011).

Atualmente a LPA esté associada a risco grave de sangramento e morte precoce e
por isso, é de extrema importancia iniciar o tratamento de imediato com &cido trans-
retindico (ATRA) e total atendimento de suporte (JULIUSSON et al., 2016).
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2.3 TRATAMENTO DO CANCER

As principais terapias voltadas ao tratamento dos diversos tipos de cancer
existentes sdo: a terapia cirirgica, radioativa, a imunoterapia, a terapia hormonal, o
transplante de células tronco, a terapia alvo dirigida e a quimioterapia. A estratégia através
da remoc&o cirdrgica é bastante eficiente no diagnostico, estadiamento e tratamento do
cancer e em muitos casos precisa ser pareada a outras terapias, como a radioterapia e a
quimioterapia (ALMEIDA et al., 2005). Quando o diagnostico aponta a existéncia de um
tumor maligno, o tratamento padrdo se d& pela remocdo do tumor através de uma
resseccao cirirgica, com posterior uso da quimioterapia e radioterapia (CAO et al., 2013;
(GHIRINGHELLI; APETOH, 2013a).

A radioterapia, outra estratégia de tratamento, se utiliza de ondas de alta energia,
como raios-X, raios gama, feixes de elétrons ou prdtons, com o propdsito de eliminar ou
danificar as células cancerosas. Essa estratégia consegue curar ou reduzir o tamanho do
recidiva tumoral (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019; INCA, 2019b).

A resposta as estratégias inicias (cirurgia por exemplo) apresentam boa resposta
com o uso das medidas locais, onde cerca de um terco dos pacientes respondem de forma
satisfatdria, no entanto, 0s casos que ndo se encaixam nesse quadro, precisam de aten¢do
e necessidade de intervencdo sistémica, trazendo a quimioterapia como alternativa
(ALMEIDA et al., 2005).

A quimioterapia é um tratamento com um ou uma combinacéo de medicamentos
que pode ser administrado via oral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intracraneal
ou tdpica. Tem como principal funcdo, impedir a progressao tumoral e induzir a morte
das células tumorais. No entanto, essa estratégia ndo objetiva aspectos como a progressao
tumoral que tem como vertentes a invasdo tecidual, a angiogénese e a metastase
(GALLIMORE, 2016). Essa estratégia, faz uso de muitos tipos diferentes de agentes
citotoxicos, no entanto, esses mesmos agentes podem ndo exibir muito potencial em
causar morte celular através do seu mecanismo de acdo, embora possuam a capacidade
de induzir mutagdes nas celulas tumorais (PAYNE; MILES, 2008).

As alteracOes desencadeadas por esses agentes conseguem facilitar o

reconhecimento pelo sistema imunoldgico e assim desencadear as respostas fisiologicas
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responsaveis pelo processo de inducdo de morte conhecido por apoptose (PAYNE;
MILES, 2008). Embora seja uma técnica que consiga impedir a proliferacdo celular, a
quimioterapia ainda traz consigo efeito adversos, inclusive sobre as células normais de
crescimento rapido, como as do sistema imunoldgico, as gastrointestinais e capilares,
induzindo a efeitos colaterais como diarreia, nauseas, vomitos, alopecia (perda de cabelo)
e diminuicdo da resposta imunologica (KATZUNG; TREVOR, 2017; INCA, 2019c).

Os quimioterapicos amplamente usados no tratamento do cancer sdo classificados
de acordo com a forma como atuam no ciclo celular das células tumorais. Os
quimioterapicos que atuam em uma determinada fase do ciclo celular, séo caracterizados
como especificos do ciclo celular, ja agueles que atuam em todo o ciclo celular, possuem
a capacidade de eliminar as células tumorais independentemente de estarem completando
o ciclo ou de estarem em repouso na fase Go (ALMEIDA, 2005; BAUDINO, 2015).

O uso das plantas tidas como medicinas possuem um historico bastante pertinente,
que reflete nos dias atuais, com a demanda de novos principios ativos (KAUR; KAPOOR;
KAUR, 2011). Dentre as muitas drogas comumente utilizadas na quimioterapia, muitas
foram isoladas de espécies de plantas ou derivadas de um prototipo natural. Deve-se aqui
também destacar a importancia do estudo dos constituintes e das principais interacdes
envolvidas nos processos fisiologicos desencadeados por esses novos principios ativos,
afim de se desenvolver cada vez mais farmacos mais seguros (MORAES; ALONSO;
OLIVEIRA-FILHO, 2011; KHAZIR, et al.,2014).

Um estudo realizado por Newman e Cragg (2016) destaca a importancia das
pesquisas com produtos naturais. O trabalho aponta o registo de novas drogas entre 0s
anos de 1981 e 2014, e ainda discutem o registro de um total de 136 drogas contra o
cancer no mundo. Dentre essas novas drogas, um percentual muito expressivo delas
(83%) era de origem natural ou copiados de produtos naturais.

Destacando o Brasil como uma poténcia em diversidade de fauna e principalmente
de flora, o pais apresenta uma gama diversificada de espécies com potencial ainda nao
identificado. Menos de 10% dessas espécies foram avaliadas e sendo assim, suas
atividades bioldgicas ndo foram descritas, tdo pouco compreendidas. A grande
diversidade dessas espécies ndo condiz com o percentual delas em estudo e sendo assim,
séo escassamente estudadas (FERREIRA et al., 2011).

Sendo assim destaca-se a importancia e necessidade de se desenvolver novas
estratégias terapéuticas, que atuem sobre as células tumorais e diminuam os efeitos

colaterais promovidos por muitas drogas ja desenvolvidas e como atribui¢do crucial,
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elimine a massa tumoral. Essa necessidade tem promovido muitas pesquisas voltadas para
a quimica medicinal com o objetivo de desenvolver novas moléculas com atividade
bioldgica otimizada e direcionada, exibindo pouca toxicidade e bom indice terapéutico
(ANDRICOPULO; SALUM; ABRAHAM, 2009).

24 CHALCONA [1,3-DIARIL-2-PROPEN-1-ONA]

Ao longo dos anos, agentes dietéticos naturais presentes nas frutas, condimentos
e verduras, despertaram a atencdo da academia e da sociedade como um todo devido as
suas propriedades (YADAV et al., 2011).

Os trabalhos direcionados as propriedades antitumorais, trazem a importante
ingestdo desses flavonoides através de uma alimentacg&o regular e saudavel, evidenciando
a reducdo de varios tipos de cancer, como o cervical (BAI;, MA; ZHANG, 2015),
osteossarcoma (SHEN et al. 2019b), glioblastoma (BITTENCOURT et al. 2016), gastrico
(WANG et al. 2019b), figado (DONG et al. 2018), ovério (CHEN et al. 2017), mama
(SANTOS et al. 2019b), pulmdo (DONG et al. 2018), prostata (LI et al. 2018) e
desenvolvimento e progressdao da leucemia (ISHIKAWA; SENBA; MORI, 2017;
QUAGLIO et al. 2019).

Os flavonoides podem estimular respostas imunes, cascatas inflamatdrias e
inclusive a apoptose de células cancerosas. A pesquisa constante para melhorar a eficacia
da quimioterapia por medicamentos ja utilizados e conter a resisténcia multidrogas sdo
mecanismos que podem ser relacionados aos compostos naturais dietéticos (SARAEI et
al., 2018).

Kostanecki e Tambor foram os primeiros a evidenciar e sintetizar uma série de
produtos com esse tipo de croméforo natural no século XIX (MAHAPATRA; ASATI;
BHARTI, 2019a). As chalconas ou 1,3-diaril-2-propen-1-onas sao intermediarios cruciais
da via de sintese de compostos flavonoides naturais, possuindo uma cadeia aberta em que
uma estrutura central com 2 anéis arométicos ligados a uma ponte carbonila a, B-
insaturada de trés carbonos, como apresentado na Figura 05 (MIRZAEI; EMAMI, 2016).
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Figura 05 — Representacdo da estrutura quimica basica de uma chalcona.
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Fonte: Adaptado de MAHAPATRA et al., (2019a).

O seu esqueleto estrutural possui dois esterioisdmeros, sendo o isémero E,
termodinamicamente mais estavel e mais comumente encontrado entre as chalconas. O
outro isémero, conhecido como Z é instavel devido aos efeitos estéricos entre o anel p e
0 grupo carbonila (CORREA et al., 2001; CAMPOS-BUZZI et al., 2007; EVRANOS
AKSOZ; ERTAN, 2011).

Constituido por uma estrutura simples, com facil disponibilidade, variedade e
diferentes formas de ciclizacdo, as chalconas surgiram a partir da busca por novas
moléculas com potencial terapéutico e inovador. A mais simples das chalconas sintéticas,
pode ser produzida a partir de uma condensacgdo de um benzaldeido entre um aldol e uma
acetofenona na presenca de hidréxido de sédio como catalisador principal (YADAV et
al., 2011).

Tais compostos sdo amplamente estudados devido ao seu vasto espectro de
atividades bioldgicas relatadas. Podem ser citadas como atividades biologicas, a
antimicrobiana (PANDHURNEKAR et al., 2013; KUCEROVA-CHLUPACOVA et al.,
2016), antifungica (LAHTCHEV et al., 2008; DE CARVALHO TAVARES et al., 2011),
antiviral (TRIVEDI et al., 2007), antileishmania (MIRANDA-SAPLA et al., 2019), anti-
inflamatoria (BANO et al., 2013; SHIH et al., 2018), antiagregante plaquetario (REDDY
et al., 2011), osteogénica e antioxidante (ORTOLAN et al., 2014, 2017), antimalarica
(YADAV et al., 2012; SHARMA et al., 2014), anti-obesidade (LIOU et al., 2019) e
antitumoral (CHUANG et al., 2019; HOU et al., 2019; Jl et al., 2019).

Diferentes derivados da chalcona j& sdo bem conhecidos devido a sua ampla
aplicacdo no &mbito farmacoldgico. Os derivados da chalcona sdo relatadas por
apresentarem baixa interacdo com o DNA e sendo assim, diminuem o risco de
mutagenicidade. Muitos medicamentos anticancer utilizados na clinica apresentam
efeitos genotdxicos consequentemente devido a interagdes com 0s grupos amino e acidos

nucléicos. As chalconas podem ndo apresentar tais efeitos, uma vez que possuem
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flexibilidade estrutural bastante evidente, demonstrado por sua ampla capacidade de
ciclizacdo (DAS; MANNA, 2016).

Muitas drogas testadas ndo conseguem expressar eficiéncia no tratamento das
doencas metastaticas, como os taxanos (a exemplo, o docetaxel) e os alcaloides da vinca
(a exemplo, vimblastina e vincristina) e sendo assim, os pesquisadores decidiram
desenvolver novos compostos a base de chalconas com caracteristicas para promover a
alteracdo da divisao celular, suprimir a propagacao metastatica e induzir a morte celular
precoce no tumor primario (MAHAPATRA; ASATI; BHARTI, 2019a).

As chalconas possuem analogia estrutural com o estilbeno (resveratrol), definido
como um sinton, e constituinte de diversos moduladores seletivos de receptores de
estrogénio, como o tamoxifeno. Uma chalcona béasica possui uma ligagéo do tipo enona,
o0 qual é reativa e tem capacidade de ligacdo com receptores, podendo levar ao aumento
das atividades das enzimas de conjugacao de fase 2, como a glutationa S-transferase e a
quinona redutase, uma vez que sdo envolvidas no metabolismo dos xenobidticos
(YADAV et al., 2011).

Uma porc¢do do esqueleto da chalcona é similar a curcumina e a quercetina, tais
compostos sdo quimioprotetores de origem natural. Além disso, as diferentes formas de
ciclizacdo, no qual ddo origem a diferentes compostos, proporcionaram a diferentes
grupos de pesquisa, a sintese de derivados da chalcona como hidroxil e metoxi-chalconas,
chalconas halogenadas, chalconas bordnicas e aminochalconas (SRINIVASAN et al.,
2009).

A lIsobavachalcona (Quadro 1) é uma chalcona natural, e foi relatada por
apresentar a inducdo a apoptose de células tumorais de ovério, pulmao, dentre outras. A
Isobavachalcona foi apontada para ser uma 6tima escolha de medicamento antitumoral,
evidenciando sua baixa toxicidade, no entanto, seu mecanismo de acdo ndo esta
completamente compreendido (JIN; SHI, 2015).

O xanthohumol, (Quadro 01) ¢ classificado com uma chalcona natural e estudos
relatam a inducdo da apoptose em células cancerigenas através da inducédo inicial da
clivagem de PARP, levando a ativacdo e clivagem das caspases efetoras (3 e 7), induzidas
pela ativacdo das caspases iniciadoras (8 e 9). Além disso, possui importante papel na
regulacao negativa na expressao da proteina anti-apoptérica Bcl-2 (HARIKUMAR et al.,
2009). O xanthohumol também consegue inibir a proliferacdo das células de Leucemia

mieldide cronica (K562), induzindo a morte programada (apoptose), regulando
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positivamente a expresséo de p21 e p53 e diminuindo os niveis da proteina anti-apoptotica
survinina (PAN; BECKER; GERHAUSER, 2005).

O Quadro 01 exibe resumidamente algumas chalconas e suas atividades
antitumorais encontradas na literatura, reforcando assim o potencial dessa classe de

moléculas (flavonoides) na pesquisa pré-clinica de novos agentes terapéuticos potenciais.

Quadro 01 — Representacdo de algumas chalconas, estrutura quimica e atividades anticancer
relatadas na literatura.

Chalcona Estrutura quimica Atividade anticancer
relatada

Aumento da apoptose nas
linhagens IMR-32 e NB-39
(Neuroblastoma),

o acompanhada do efeito

= antiproliferativo em

lsobavachalcona ) \©\ diferentes linhagens
HO OH OH tumorais como e (OVCAR)-

M 8 (Carcinoma de Ovario),

T PC-3 (Carcinoma  de

préstata, MCF-7 Carcinoma
de mama e  A549
(Carcinoma de pulméo)
(KUETE; SANDJO, 2012).
Ativacéo de vias citotoxicas
e apoptoticas mediadas pelo

OH © ligante indutor de apoptose
Buteina # OH relacionado ao TNF
O O on (TRAIL), do inglés TNF-

related apoptosis-inducing
ligand (SZLISZKA et al.,
2009).
Exibe propriedades
antiproliferativas e
CHs OH O antiangiogénicas através de
Xanthohumol HC™ Z mecanismo indefinido.
O O Xanthohumol parece
HO OH ;
regular negativamente a
ativacdo  constitutiva e
induzivel de NF-«xB
(YADAV et al., 2011).

OCHs

0 A licochalcona-A  induz

3 F apoptose nas linhagens
Licochalcona-A HO O ~0 O OH celulares MCF-7 e HL'60,
demonstrado pela clivagem

de PARP (YADAV et al.,
2011).

Fonte: AUTOR, (2019).
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A literatura apresenta diversos mecanismos de agdo envolvidos com diferentes
chalconas naturais e sintéticas. Aqui, vamos destacar alguns dos principais.

Os fatores de transcricdo NF-xf sdo os principais fatores das vias de sinalizacdo e
sendo assim, conectam a sinalizacdo pro-inflamatoria a proliferacéo, evasao a resposta
imune e producdo de citocinas. Pode-se destacar também um importante papel das Ikf3
(IKKs) na regulacéo do NF- kB (GOKTUNA; DIAMANTI; CHAU, 2018).

As chalconas demonstram atividade inibidora de NF- «B através da modificacdo
covalente das proteinas IKK induzida pela porcdo cetona a, B-insaturada das chalconas.
Pandey em 2007, conseguiu avaliar a buteina (chalcona natural) a partir de ensaios
bioguimicos e em cultivo celular e conseguiu evidenciar a inibicdo da IKKR.

Outras chalconas naturais como a isoliquiritigenina, flavokawain A e B,
licochalcone A e xanthohumol também possuem atividades anti-inflamatorias e
anticancer e é importante destacar que essas duas atividades em sinergismo resultam na
inibicdo da IKKR, através da modificacdo covalente da cisteina (ZHUANG et al., 2017).
As chalconas naturais e sintéticas também conferem efeitos na inibicdo da formacao de
microtUbulos através da ligacdo a tubulina no local da colchicina e assim induzir o arrasto
das células na fase G2 / M, caracteristica importante de agentes antimicrotbulos (SHEN
et al., 2007a).

Também ha relatos da atuacdo das chalconas em outras vias de sinalizacdo celular,
como a JAK/STAT (PINZ et al., 2014), ROS/MAPK (WANG et al., 2015a), p38 (HARA
etal., 2014) e Notch (GUAGLIO et al., 2019).

As chalconas séo relatadas por promoverem a inibicdo da via de sinalizagédo
Notch. A familia Notch inclui quatro receptores trans-membranas (Notch 1-4) e cinco
ligantes canbnicos (Jagged-1 e -2, Delta-like-1, -3 e -4). Essa via de transducéo de sinal
é reconhecida como um alvo na terapia anticancer, pois desencadeia efeitos proliferatios
e pré-apoptoéticos em muitas linhagens de Leucemia linfoblastica aguda (MORI et al,
2017).

Alguns medicamentos a base de chalcona foram aprovados para uso clinico. Seus
nomes e formulas estruturais sdo apresentados na Figura 06. Como exemplo temos a (2)
chalcona 1- (2,4-dimetoxifenil) -3- (4 metoxifenil) prop-2-en-1-ona (metochalcona), que
foi comercializada como uma droga colerética, enquanto a 3 chalcona 2- [5- (3-metilbut-

2-enoxi) -2 - [(E) -3- [4- (3-metilbut-2-enoxi) fenil] prop-2-enoil] fenoxi] acido acético
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(sofalcona) foi aprovada como droga antitlcera e droga mucoprotetora (MAHAPATRA
et al., 2019b).

Figura 06- Formula estrutural quimica da chalcona basica e medicamentos a base da chalcona.

1 0
@
Chalcona
5 o, OH 3
~,

0O O j/

P O O

o
| Y o o /

Metochalcona Sofalcona

Fonte: Adaptado de MAHAPATRA et al., (2019b).

2.4.1 Regra dos “5” de Lipinski

O desenvolvimento e planejamento de farmacos concentra parametros
importantes que conduzem os farmacos a terem boas caracteristicas fisico-quimicas. A
lipofilia esta relacionada com a permeabilidade e biodisponibilidade do farmaco no meio
aquoso extracelular ou nos tecidos celulares e é uma das caracteristicas mais importantes
em um planejamento. Muitos estudos a partir dessa caracteristica identificam padrdes
moleculares fundamentais que potencializam moléculas com promissora atividade
biol6gica (NOGUEIRA et al., 2008).

Lipinski et al, (2001) estabeleceram algumas regras importantes baseadas na
observacao de determinados parametros fisico-quimicos de moléculas biologicamente
ativas. A regra que foi denominada de regra dos 5, tem sido chamada dessa forma, pois
todos os valores envolvidos na regra sdo multiplos do nimero cinco. Em 2002, Veber e
colaboradores adicionaram mais duas propriedades fisico-quimicas (disponibilidade oral
= TPSA <140A (Area de superficie polar topoldgica) e menos que 10 ligagdes rotaveis)
e discutiram a respeito da sua influéncia na biodisponibilidade oral de candidatos a
farmacos. (CHAGAS; MOSS; ALISARAIE, 2018).



29

Lipinski conclui que moléculas com bom perfil tedrico de absorcdo e
permeabilidade precisam apresentar menos de 5 doadores de ligagéo hidrogénio, abaixo
de 10 aceptores de ligagéo hidrogénio, peso molecular inferior a 500 g/mol, e valores de
log P (Log P maiores estdo relacionados com maior hidrossolubilidade) abaixo de 5.

A regra auxilia de forma simples, mais fundamental, estimar a solubilidade e a
permeabilidade dos farmacos através da administracdo oral, considerando a influéncia
dos substituintes/radicais na absor¢do do candidato a farmaco. Embora seja um método
simples e classico da prospeccdo de moléculas, ainda continua sendo uma estratégia
fundamental no desenvolvimento de estudos Relacdo Estrutura Atividade - SAR
(SANTOS, 2008a).
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3 METODOLOGIA

3.1 DERIVADOS DA CHALCONA E QUIMIOTERAPICOS

Os derivados da chalcona estudados no presente trabalho foram previamente
sintetizados e cedidos pelo Prof. Rogério Correia do Nucleo de Investigages Quimico
Farmacéuticas — Nigfar, da Universidade do Vale do Itajai. Os derivados da chalcona que
foram avaliados sdo denominados por: M2 (C15sH1404), M7 (C14H1202), M8 (C14H1203),
M14 (C13H11NO2), F3 (C13H1002), F7 (C14H12NO2), F8 (C14H1203), F9 (C13HoCIO) e
F10 (C13HsCl202). No Quadro 02, sdo listados os derivados e seus respectivos nomes
quimicos e no Quadro 03, sdo listados os nomes dos derivados, as formulas moleculares
e respectivas formulas estruturais. Os quimioterapicos Gemcitabina, Citarabina e

Doxorrubicina foram utilizados como controle positivo.

Quadro 02 - Nome guimico dos derivados da chalcona em estudo.

M2 (2E)-1-(3,4-dimetoxifenill)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona
M7 (2E)-3-(furan-2-il)-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona
M8 (2E)-3-(furan-2-il)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
M14 (2E)-1-(4-aminofenil)-3-(furan-2-il)prop-2-en-1-ona
F3 (2E)-3-(furan-3-il)-1-fenilprop-2-en-1-ona
F7 (2E)-3-(furan-3-il)-1-(4-metilfenil)prop-2-en-1-ona
F8 (2E)-3-(furan-3-il)-1-(4-metoxifenil)prop-2-en-1-ona
F9 2E)-1-(4-clorofenil)-3-(furan-3-il)prop-2-en-1-ona
F10 (2E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-(furan-3-il)prop-2-en-1-ona

Fonte: AUTOR, (2019).

Quadro 03 - Féormula molecular e formula estrutural dos derivados de chalconas utilizados no estudo.

Nome do Formula Molecular Formula estrutural
composto
Q
]
M2 C15H1404 i p
g
CHy, O
CHa
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(o]
M7 C14H1202 = 0
|
HsC
o
M8 C14H1203 -l lof
T
CHa
0
M14 C13H11NO2 = o)
| 4
HoN
F3 C13H1002 =
\
o)
0
F7 CusH12NO» P A\
\
H,C 0
o]
F8 C14H1203 = | X
o o
CHy
F9 C13HoCIO2
=
‘l N
cl 0
o]
F10 Ci13HsCl202 = 1 Ry
Cl o
Cl

Fonte: AUTOR, (2019).

3.2 COMITE DEETICA

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica da Universidade Federal de
Pernambuco e foi aprovado sob numero do CAAE: 16346419.0.0000.5208 para a

realizacdo dos ensaios de citotoxicidade a partir das células mononucleares do sangue

periférico (CMSP) de voluntarios sadios. O parecer substanciado é apresentado nos

Anexos.

3.3 CULTIVO DE CELULAS
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Todas as linhagens foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ).
As linhagens neoplasicas foram suplementadas com 10% de Soro Fetal Bovino ou 2,5%
de Soro Fetal de Cavalo quando exigidas pelo data sheet de cada célula. A troca de meio

foi realizada sempre que necessario para manter a viabilidade das células e para a

deadesdo das células foi utilizado tripsina/EDTA (0,25%).

Quadro 04 - Informagdes suplementares para cada linhagem neoplésica cultivada no estudo

Linhagem HL-60 MM.15 MM.1R DU-145 PANC1 MIA-Pala-2 SK-MEL-28
celular
Meio de RPMI RPEMI RPMI DOMEN LOW OMEN LOW DOMEN HIGH DMEN LOW
cultivo
Doenca Leucemia Mieloma Mieloma | Adenocarcinoma | Adenocarcinoma | Adenocarcinoma | Melanoma
promielocitica |  Multiplo Mualtiplo de prostata de pancreas de pancreas maligno
aguda
Propriedades
da cultura Suspensdo Suspensdo | Suspensdo Aderida Aderida Aderida Aderida

Fonte: AUTOR, (2019).

3.4 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE

PERIFERICO - CMSP

As células mononucleares do sangue periférico - CMSP, do inglés (peripheral
blood mononuclear cells) - linfocitos e mondcitos, foram obtidas a partir de sangue
periférico de voluntarios saudaveis (n=9). A coleta foi realizada em tubos heparinizados
por profissionais capacitados, no Laborat6rio de Imunomodulacdo e Novas Abordagens
Terapéuticas — LINAT, localizado na Universidade Federal de Pernambuco — UFPE.
Utilizou-se seringas esterilizadas e descartaveis totalizando um volume de 27 mL por
voluntario. O material assim que obtido foi transferido para a sala de cultura, onde foram
realizados os procedimentos de separagdo. As etapas até o isolamento incluiram a adi¢do
de 15 mL de Ficoll-Paque Plus em um falcon de 50 mL, sobreposto do volume de sangue
de cada voluntario identificado, em seguida todo material biolégico foi centrifugado a
650 G, durante 45 minutos. Apds a centrifugacdo, uma nuvem foi formada (Figura 07)

entre o plasma e o ficoll e aspirada para posteriores lavagens.

Figura 07 - Camadas formadas apés centrifugagdo em gradiente de densidade. As CMSP’s
podem ser encontradas em cima do Ficoll. Eritrécitos, granuldcitos e células mortas passam pelo
meio e podem ser encontrados no fundo do falcon.
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== W 4|— Plasma

C:> -— Linfécitos e mondcitos

Ficoll

Eritrocitos, granulécitos e
células mortas

Fonte: Adaptado de PLURISELECT, (2019).

As células aspiradas foram lavadas com tampdo fosfato-salino, do inglés
phosphate buffered saline (PBS) e centrifugadas a 1500 rpm, por 20 minutos. Uma
segunda lavagem com os mesmos parametros foi realizada com o propdsito de retirar
quaisquer residuos de ficoll das células. O sobrenadante foi ressuspendido em meio
completo (RPMI 1640 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 1% de antibidtico
(penicilina-estreptomicina) e contado em camara de Neubauer para posterior dilui¢do e
plagueamento.

35 TESTE DE CITOTOXICIDADE EM CELULAS MONONUCLEARES DO
SANGUE PERIFERICO — CMSP

As CMSPs foram plaqueadas numa densidade de 5 x 10° células/poco em placas
de 96 pocos, contendo 5 diferentes concentragdes dos compostos (1, 10, 20, 50 e 100 M)
e as condicdes-controle (€, ¢ + DMSO 0,1% e os controles brancos, que contém apenas
0 meio de cultura e o composto); cada condicdo foi plagqueada em triplicata. As placas
foram incubadas em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por 48 horas. Decorrido
esse tempo, foi adicionado o 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo (MTT)
(0,5 mg/ml), com retorno das placas para a estufa em incubagdo nas condicOes
supracitadas durante 3 horas. As células viaveis convertem o MTT em formazan (produto
da reducéo do MTT) de coloragéo roxa. Em seguida, foi adicionado o dodecil sulfato de

sodio (SDS) e incubado por 24 horas. Esse surfactante facilita a extrusdo do conteido
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intracelular. No dia seguinte, as densidades dpticas (DO) dos pog¢os foram obtidas numa
leitora de microplacas a 570nm (Modelo EIx808, Biotek, EUA). O percentual de células

viaveis foi obtido através da seguinte férmula:

Média DO células — média DO controle branco x 100
Média DO DMSO 0,1%

3.6 TESTE DE CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS DE CELULAS
NEOPLASICAS

As células foram semeadas em diferentes densidades de acordo com o NCI-60. A
citotoxicidade celular também foi avaliada pelo método colorimétrico baseado na
conversdo do sal MTT em cristais de formazan; os derivados foram testados nas seguintes
concentragdes: 1, 10, 50 e 100uM e os que apresentaram atividade, foram selecionados
para elucidacdo da metade da concentracdo inibitéria méaxima Clso. As células foram
incubadas com os compostos por 72 horas e ap6s esse periodo, foi adicionado 20 uM do
sal MTT e levado novamente para a estufa por 3 horas. Em seguida, foi adicionado o
dodecil sulfato de sodio (SDS) para incubacdo por 24 horas. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro, a 570 nm Modelo EIx808, Biotek, EUA).

3.6.1 indice de seletividade

A citotoxicidade para as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) e
para as linhagens tumorais foi comparada utilizando o indice de seletividade (1S), que
consiste na razao entre a metade da concentracdo inibitéria maxima (Clso) para as CMSP

e para a Clsg encontrada nas linhagens tumorais.

3.6.2  Meétodo teodrico — Regra dos 5

Foi utilizado uma ferramenta computacional para estimar a solubilidade e
permeabilidade de todos os nove derivados da chalcona, de acordo com alguns parametros

fisico-quimicos. A regra dos cinco, esquematizada na Figura 08, prediz moléculas com
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baixa absorcdo e permeabilidade quando as mesmas apresentam mais de 5 doadores de
ligacdo hidrogénio, acima de 10 aceptores de ligacdo hidrogénio, peso molecular superior
a 500, e valores de log P acima de 5. Todos os valores referentes ao peso molecular (PM),
aceptores de ligacdo hidrogénio (N + O), doadores de ligacdo hidrogénio (NH + OH),
numero de ligacdes rotaveis, area de superficie polar topoldgica e log de P encontrados
foram obtidos a partir da plataforma SwissADME, Disponivel em:
http://www.swissadme.ch/ (LIPINSKI et al. 2001).

Figura 08 — Representagdo visual dos critérios da Regra dos Cinco. Peso molecular (PM), Area

de Superficie Polar Topoldgica (TPSA), LigacGes Rotaveis (LR), Aceptores de Ligacdes de
Hidrogénio (ALH), Doadores de Ligacdes de Hidrogénio (DLH), e o log P.

PM <500 gimol

Regra dos cinco

TPSA< 140 A por Lipinski Log P <5

§oey F

LA Do)
HA

2 4OH l,ll

LE <10 <10AIH e <5DLH
Fonte: Adaptado de CHAGAS; MOSS; ALISARAIE, (2018).

3.7 ANALISE DO CICLO CELULAR

Para a analise do ciclo celular as células HL-60 (Leucemia promielocitica aguda)
foram cultivadas até a confluéncia entre 70 e 80% e entdo plaqueadas em uma densidade
de 2x10° células por pogo em placas de 24 pogos e incubadas por 24 horas. No outro dia,
os pogos foram tratados com a metade da concentracdo inibitéria maxima de cada
derivado da chalcona selecionado previamente pelo ensaio da viabilidade célular — MTT.
As células voltaram a estufa por 48 horas e ap0s esse tempo, foram centrifugadas a 1500
rpm por 7 minutos, lavadas com PBS 1x e armazenadas a -20°C. Em um periodo de até
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20 dias, as amostras foram descongeladas e lavadas 2x com PBS 1x e em seguida
marcadas com o marcador nuclear fluorescente lodeto de Propideo (eBioscience), de
acordo com as especificagdes do fabricante e incubadas por 20 minutos no gelo e no
escuro. Finalizado esse tempo, as células foram centrifugadas e lavadas com PBS 1x para
retirar o lodeto de propideo. O conteddo de DNA foi quantificado através de citometria
de fluxo utilizando o citdmetro Accuri (BD Biosciences), onde a porcentagem de DNA
em cada fase do ciclo foi calculada utilizando o programa C6 software (Becton, Dickinson
and Company, USA). Um esquema da avaliacao do ciclo celular através da marcacdo com

lodeto de propideo é apresentada na Figura 09.

Figura 09 — Esquema representativo da avaliacdo do ciclo celular por marcagdo com lodeto de
propideo. A intensidade da fluorescéncia é proporcional a quantidade de DNA, o que define as
células em diferentes fases do ciclo celular.
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Fonte: Instituto Oswaldo Cruz, (2010).

3.8 AVALIACAO DA MORTE CELULAR

A avaliacdo quantitativa da morte celular foi realizada por citometria de fluxo por
meio da marcacdo das células com Anexina V conjugada ao fluoréforo APC (Biolegend)
em conjunto com iodeto de propideo (Sigma-aldrich, Missouri, EUA). As células foram
plaqueadas a uma densidade de 2x10° cél/mL, em placas de 24 pocos e apds 24 horas 0s
pocos foram tratados com a concentracao inibitoria maxima (Clso) dos derivados F8 e F9.
Apbs 48h e 72h de tratamento, as células foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 minutos
e ressuspendidas em solugéo binding buffer 1X (BD biosciences) e incubadas com 5uL

de Anexina V-APC e 2,5uL de iodeto de propideo (1mg/mL/) no escuro por 15 min. As
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células foram lavadas com PBS 1X e ressuspendidas no binding buffer 1X para aquisi¢do
no citémetro de fluxo BD Accuri C6. As condic¢Bes que alcangaram o patamar minimo de
1x10° na populagéo P1 foram incluidos na analise. Apenas a dupla marcagdo positiva de

Anexina V-APC e iodeto de propideo foi considerado constatacdo de apoptose.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os célculos de média, desvio padrdo e viabilidade foram realizados utilizando o
programa Excel. A Clso foi calculada a partir da média dos resultados da viabilidade
celular dos compostos, utilizando o programa OriginPro v 8.0725(B725). Todos 0s
resultados foram analisados em triplicata e em trés experimentos independentes pelo teste
t (Student), utilizando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EUA). A diferenca foi considerada estatisticamente significativa quando p <
0,05.
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4 RESULTADOS

4.1.  Avaliacdo in silico dos parametros farmacocinéticos

Todos os parametros fisico-quimicos relevantes na regra dos “5” abordados por
Lipinski, foram calculados para os derivados da chalcona (LIPINSKI et al., 2001). De
acordo com a Tabela 01, todos os derivados apresentam valores que se encaixam nos
limites propostos por Lipinski. Os dois parametros indicados por Veber et al. (2002) -
numero de ligacOGes rotaveis e area de superficie polar topoldgica também foram
avaliados. Todos os derivados da chalcona apresentaram valores perfil tedrico de
biodisponibilidade oral adequado, aumentando as chances de absorcéo e permeabilidade
quando administrados via oral. Sendo assim, todos os derivados foram inclusos na
avaliacdo quanto ao perfil citotoxico nas células mononucleares do sangue periférico e

em diferentes linhagens de tumores solidos e hematopoiético.

Tabela 01 - Previséo teorica da solubilidade e permeabilidade dos derivados [1,3-diaril-2-
propen-1-ona] segundo a “Regra dos 5” de Lipinski.

Derivado logP PM N°N+O n°OH+NH n°lig. rot TPSA

M2 259 258,27 4 0 5 48,67
M7 3.04 212,24 2 0 3 30,21
M8 2,68 228,24 3 0 4 39,44
M14 2,14 213,23 2 1 3 56,23
F3 2,62 198,22 2 0 3 30,21
F7 297 212,24 2 0 3 30,21
F8 2,61 228,24 3 0 4 39,44
F9 3,16 232,66 2 0 3 30,21
F10 3,66 267,11 2 0 3 30,21

Fonte: Autor, (2019).

Método de predicdo do logP a partir do Swiss Intitute of Bioinformatics, 2019 (SwissADME).
n°® N+O - Somatério das ligagdes aceptores de hidrogénio (N e O).

n°® OH+NH - Somatorio das ligagdes doadores de hidrogénio (NH e OH).

n° lig rot - Nimero de LigacGes Rotaveis.

TPSA - Area de Superficie Polar Topoldgica.
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4.2  AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS DERIVADOS DA CHALCONA
EM CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO - CMSP E
LINHAGENS DE CELULAS TUMORAIS

Os derivados da chalcona M2, M7, M14 e F3 ndo apresentaram citotoxicidade
frente as células normais nas concentrag@es até 100 uM, como apresentado na Tabela 02.
Os demais derivados apresentaram toxicidade frente as células normais e, portanto,
apresentaram metade da concentracdo inibitoria maxima (Clso).

Todos os derivados da chalcona, exceto o derivado M14, obtiveram atividade
antitumoral frente as diferentes linhagens do estudo. Com destaque para a atividade dos
derivados nas linhagens leucémicas e pancreéticas, apresentando para quase todos 0s

derivados valores da Clsp entre 25 e 40 puM.



40

Tabela 02- Atividade citotoxica expressa em Clso (UM) dos nove derivados da chalcona frente a células mononucleares do sangue periférico — CMSP e diferentes

linhagens tumorais. nr — ndo realizado

DERIVADOS

\ M2 M7 M8 M14 F3 F7 F8 F9 F10 Citarabina  Gencitabina Doxo
LINHAGEM
CMsP >100 >100 94,41+2,46 >100 >100 46,98+6,40  89,53+6,35  92,90+3,14  55,34+3,54  30,2715,89 >50 32,17+2,12
HL-60 28,60+0,51  25,91+0,38  32,70%3,62 >100 30,12+1,81 28,33+0,45  28,07+1,28  27,89%1,09  26,96%0,12  3,00,21
MM.1R 37,34#3,55 31,3916,10  34,43+1,64 >100 33,1443,01 31,05+0,15  31,02+1,45  31,60+0,93  32,86%1,14 nr
MM.1S 71,69 72,9 79,52 >100 79,32 36,53 75,06 67,33 54,40 nr
MIA-PaCa-2 39,01£3,54 74,13 38,35 >100 34,61+0,45 28,98+2,77  34,28+3,76  32,31+1,04 31,12 0,07
SK-MEL-28 >100 72,9343,47 >100 >100 72,72+1,12 63,42+1,76  73,52+1,72  42,89+2,69  67,05+1,29 9,074,34
PANC-1 >100 >100 >100 >100 >75,52+1,62  48,84+2,58  74,37+5,50 >100 48,03+2,48 nr
DU - 145 >100 62,76124,65 >100 >100 >100 nr nr nr nr 6,5+2,2

Fonte: Autor, (2019).

CMSP — Células Mononuclares do Sangue Periférico
HL-60 — Leucemia Promielocitica Aguda

MM.1R — Mieloma Multiplo Resistente a Dexametasona
MM.1S — Mieloma Mdltiplo

MIA-PaCa-2 — Adenocarcinoma Pancreético

SK-MEL-28 — Melanoma Maligno

PANC-1 — Adenocarcinoma Pancreatico

DU-145 — Adenocarcinoma de Prostata

nr — Ensaios ndo realizados

A selacgdo dos quimioterapicos como controle postivo foi baseada no farmaco mais utilizado para cada tipo tumoral.
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Os derivados M7, F8, F9 e F10 foram os que obtiveram os melhores efeitos contra
a proliferagdo das células da linhagem Leucémica -HL-60, exibindo valores da Clso de
25,91+0,38; 28,07+0,45, 27,89+£1,09 e 26,96+0,12 respectivamente. Efeitos similares
foram observados para a linhagem de Mileoma Multiplo resistente a Dexametasona
(MM.1R). Com excecéo do derivado M14, todos os demais derivados foram capazes de
inibir a proliferacdo das células da linhagem MM.1R, com valores da Clso entre 30 e 35
HM.

Em relacdo as linhagens de céncer de péancreas, os derivados apresentaram
melhores resultados frente a linhagem MIA-PaCa-2, exibindo valores da Clso entre 30 e
35uM para os derivados denominados de “F”. Os mesmos derivados também
apresentaram atividade anti-proliferativa na linhagem PANC-1, contudo os valores da Clso
foram superiores e, portanto, evidenciam maior seletividade dos derivados frente MIA-
PaCa-2. O derivado M14 ndo apresentou nenhum efeito antitumoral, uma vez que nao

apresentou atividade frente a nenhuma linhagem neoplésica em estudo.

4.2.1 indice de seletividade

Ap0s 0s ensaios citotoxicos, consideramos estabelecer o potencial dos derivados
da chalcona a partir do indice de seletividade (IS). Esse parametro revela o efeito mais
direcionado dos derivados diante das células tumorais e com menor efeito/influéncia
sobre as células normais (CMSP). Sendo assim, podemos expressar esse efeito pela razéo
da citotoxicidade (Clso) entre as células normais (CMSP) e a citotoxicidade das células
de diferentes linhagens tumorais.

Decidimos selecionar 4 dos 9 derivados do estudo, devido a sua atividade
significativa frente a trés linhagens tumorais. O indice de seletividade (IS), para os
compostos M8, F7, F8, F9 e F10, considerando trés das setes linhagens tumorais, esta
apresentado na Tabela 03.
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Tabela 03- indice de seletividade para os compostos mais ativos [razdo entre as citotoxicidades
expressa em Clso (UM), contra CMSP e trés linhas celulares de cancer]. nr — Nao realizado.

Compostos CMSP vs. CMSP vs. CMSP vs.
HL-60 MM.1R MIA PaCa-2

M8 2,88 2,74 2,46

F7 1,65 1,51 1,62

F8 3,18 2,88 2,61

F9 3,33 2,93 2,87

F10 2,05 1,68 1,77
Doxorrubicina - 10,02 -
Citarabina 10,09 - -
Gencitabina - - nr

Fonte: Autor, (2019).

Os resultados dos IS apresentados mostram que dos cinco derivados analisados
frente a linhagem HL-60 em razdo das CMSP, dois apresentaram indice de seletividade
maior que trés, sendo o IS do F8 de 3,18 e o IS do F9 de 3,33 vezes. Indices superiores
séo comuns as outras duas linhagens (MM.1R e MIA-PaCa-2), quando comparado com
o0s outros derivados em questdo. Sendo assim, os derivados F8 e F9 exibiram melhores
indices de seletividade e, portanto, foram selecionados para continarem o estudo com 0s

ensaios bioldgicos.

43  AVALIACAO DO EFEITO DOS DERIVADOS DA CHALCONA NO CICLO
DAS CELULAS HL-60 E MIA-PaCa-2

Para investigar os efeitos dos derivados da chalcona em relacdo a sua atuacao
antitumoral, realizamos o estudo dos derivados na progressao do ciclo das células das
linhagens HL-60 e MIA-PaCa-2. Para a realizacdo da analise do ciclo celular, escolnemos
os derivados que apresentaram o melhor potencial na inibig&o da proliferagéo celular,
apresentado pelo valor da Clso e de acordo com os melhores indices de seletividade.

Como pode ser observado na Tabela 04, os derivados induzem modificagdes no
ciclo celular. Com relacéo a linhagem HL-60, observou-se que 3,36% das células ndo
tratadas (NT) se encontravam na fase Sub-GO do ciclo celular e os derivados da chalcona
F8 e F9 induziram significativamente a morte celular, pelo aumento do percentual de

células nesta fase para 16,33% e 20,13%, com p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente



43

(Figura 10A-H). A avaliacdo do ciclo celular dos derivados M7 e F10 também foi

efetivada e seus resultados sdo exibidos na Tabela 05, nos anexos.

Tabela 04 - Efeito dos derivados F8 e F9, citarabina (0,03uM) e Gemcitabina (0,07uM) no ciclo
celular das células HL-60 e MIA-PaCa-2 apds 48 horas de tratamento. (A) e (E) Células ndo
tratadas, (B) células tratadas com 0,03uM da citarabina, (F) células tratadas com 0,07uM da
gemcitabina (C) e (G) células tratadas com Clso do derivado F8 e (D) e (H) células tratadas com
Clsodo derivado F9. *P < 0.05; **P < 0.01, ***P < 0,001 e P**** < 0,0001 em rela¢do aos dados
da condicdo ndo tratado (NT) para cada linhagem.

NT CIT GEM F8 F9
**k*%k *
Sub-GO | 336%015%  10,2+2,09% : 16,33£0,83%  20,13+4,14%
*
HL-60 | GO-G1 | 6414502%  80,56+146% : 53,13£2,85%  58,26+4,99%
*
SG2M | 3L1#459%  7,8+1,9% : 29,06£3,85%  20,63+1,66%
Sub-GO | 12,7047,91% : 1850£9,00% 16,91+10,06%  9,47+7,80%
** *
MIA. | GO-G1 | 6552+13,49% : 75,6269.06%  56,32¢851%  69,7312,12%
*kkk
PaCa-2 | ¢ com | 20.17+550% . 4,84+138%  2512¢1,79%  18,52+3.87%

Fonte: Autor, (2019).

O derivado F8 induziu a uma reducéo significativa na porcentagem de células na
fase GO-G1. Considerando que 64,1% das células (NT) se encontravam na fase GO-G1
do ciclo celular, foi possivel observar que o derivado F8 reduziu significativamente a
porcentagem de células nessa fase para 53,13%, sendo p < 0,05.

Tambeém foi possivel evidenciar que o derivado F9 promoveu uma diminuicdo no
percentual de células na fase S-G2/M. Uma vez que 31,1% de células ndo tratadas se
encontravam na fase S-G2/M. O derivado F9 promoveu uma diminuig&o significativa das
células desta fase, para 20,63% com p <0,05.

Em relacdo a avaliacdo do efeito dos derivados F8 e F9 na linhagem MIA-PaCa-
2, observou-se que o derivado F8 conseguiu promover alguma alteragdo no ciclo.
Considerando que 65,53% das células (NT) se encontravam na fase GO-G1 do ciclo
celular, podemos observar que o derivado F8 reduziu de maneira significativa a
porcentagem de células nessa fase para 56,32% com p < 0,05. Uma vez que o0s derivados
conseguiram promover efeitos no ciclo das células de ambas linhagens tumorais, mas com
maior potencial na linhagem Leucémica, decidimos realizar os ensaios para a avaliagdo

da indugédo de morte apenas na linhagem HL-60.
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Figura 10 - Efeito dos derivados F8 e F9, citarabina (0,03uM) e Gemcitabina (0,07uM) no ciclo
celular das células HL-60 e MIA-PaCa-2 apds 48 horas de tratamento. (A) e (E) Células ndo
tratadas, (B) células tratadas com 0,03uM da citarabina, (F) células tratadas com 0,07uM da
gemcitabina (C) e (G) células tratadas com Clso do derivado F8 e (D) e (H) células tratadas com
Clso do derivado FO.
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Fonte: Autor, (2019)

4.4  EFEITO DOS DERIVADOS DA CHALCONA NA INDUCAO DE MORTE

Na tentativa de elucidar o mecanismo de morte celular promovido pelos derivados
da chalcona (F8 e F9) em celulas HL-60, foi realizado o ensaio de dupla marcagdo com
Anexina V-APC (que reconhece a fosfatidilserina) e lodeto de Propideo (Intercalante de
DNA). Como exibido na Figura 11, a incubagdo com a Clsg dos derivados F8 e F9
aumentou a porcentagem de células em apoptose inicial no tempo de 72 horas e apoptose

final no tempo de 48 e 72h.
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Os derivados F8 e F9 induziram a um aumento significativo no percentual de
células em apoptose inical no tempo de 72 horas com valores de 25,21% e 38,85% com
p < 0,05 respectivamente, quando comparadas a citarabina 9,68% (Figura 11A, I, J, K).

Para a apoptose final, foi possivel observar que no tempo de 48 horas, os derivados
F8 e F9 comparadas a citarabina (24,09%), conseguiram de forma significativa induzir a
morte celular pelo aumento do percentual das células em 76,32% e 73,99% com p < 0,05
respectivamente (Figura 11B, E, F e G) Para a apoptose final no tempo de 72 horas,
podemos observar que comparada a citarabina 49,83%, apenas o derivado F8 conseguiu
de forma significativa induzir a morte celular pelo aumento do percentual das células em
66,84% com p < 0,05. E preciso destacar que o percentual de células em apoptose final
sO aumenta para a citarabina no tempo de 72 horas, mostrando assim a eficiéncia dos
derivados em relacdo ao quimioterapico. Ademais, as alteracdes na inducao da necrose
celular ndo foram significativas, embora outros experimentos precisem ser realizados
(Figura 11C).

Figura 11 - Efeito dos derivados F8 e F9 na inducdo da apoptose das células HL-60. Em cada
quadro, o eixo da ordenada € representativo da fluorescéncia por iodeto de propidio e o eixo da
abscissa representativo pela fluorescéncia da anexina V-APC. (D) e (H) Células ndo tratadas
(CTR), (E) e (1) células tratadas com 0,03uM do quimioterapico citarabina (CIT), (F) e (J) células
tratadas com Cls do derivado F8 e (G) e (K) células tratadas com Clsodo derivado F9 nos tempos
de 48 e 72 horas. As células em apoptose inicial estdo no quadrante inferior direito, a apoptose
tardia estd no quadrante superior direito, as células necréticas estdo no quadrante superior
esquerdo e as células viaveis estdo no quadrante inferior esquerdo. *P < 0.05; **P < 0.01, ***P

< 0,001 e P**** < (0,0001 em relacdo aos dados do controle positivo
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5 DISCUSSAO

Os derivados da chalcona apresentaram citotoxicidade em linhagens de tumores
solidos e hematopoiéticos, foram mais seletivos para linhagens tumorais e induziram a
morte celular programada do tipo apoptose em uma linhagem Leucémica.

O desenvolvimento de novos agentes antitumorais enfrenta o obstaculo de
combater os danos causados (mutagenicidade) por esses agentes ndo sé as células
tumorais, mas também as células normais dos pacientes. Em decorréncia da falta de
seletividade da grande maioria dos quimioterapicos, o processo de inser¢do de um novo
agente em fases mais avancadas da pesquisa é algo raro e por vezes sem SUCESSO
terapéutico esperado (ISMAEL et al., 2008).

A sintese de derivados é um processo comum na tentativa de descobrir 0s
grupamentos essenciais que condicionam a atividade bioldgica e essa tentativa pode ser
contribuida através dos estudos entre a estrutura e a atividade biologica (WILSON &
DANISHEFSKY, 2007). Nove derivados da chalconas foram sintetizados e avaliados
quanto a sua atividade antitumoral frente a linhagens de tumores solidos e
hematopoiéticos.

Os primeiros derivados denominados de “M” possuem a estrutura basica da
chalcona, no entanto apresentam substituicdes nas posi¢oes 4 do anel A e o anel B nédo se
caracteriza mais como um benzeno e sim como furano. Além disso, 0s principais
substituintes da série “M” s3o: metoxil, metil e amino. J4 os derivados da série “F”,
continuam com o furano caracteristica da série “M”, no entanto as ligagdes do oxigénio
no furano (Anel B) passam a ser na posic¢do 3. Os substituintes que se destacam na formula
estrutural dos derivados da série “F” sdo: metil, metoxil e cloro.

Os ensaios iniciais para a avaliacdo dos derivados frente as células normais
(CMSP) demonstraram que quatro dos nove derivados ndo apresentaram diminuicdo da
viabilidade celular, no entanto os outros cinco, exibiram perfil mais citotdxico. Estudo
conduzido com quinze derivados da chalcona foram avaliados quanto ao seu efeito
citotoxico na linhagem normal de fibroblastos de camundongo (M2-10B4). Dentre 0s
quinze derivados, sete ndo apresentaram efeito citotoxico na linhagem normal até a
concentracéo de 100pM (BRUNHOFER-BOLZER et al., 2015).

A variagéo observada entre os efeitos promovidos por cada derivado pode ocorrer

devido as distintas substituicOes realizadas nos anéis aromaticos da estrutura basica das
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chalconas avaliadas (NEVES et al., 2012). A exemplo, temos o derivado M2, que néo
apresentou efeito na viabilidade das células normais. O derivado M2 possui como
substituintes, dois grupos metoxil nas posicdes 3 e 4 do Anel A, os quais ndo foram
capazes de conferir potencial citotoxico ao derivado. Ja o derivado M8, o qual possui
apenas um grupo metoxil, exibiu efeito sobre a viabilidade das células normais. Sendo
assim, a adicdo do segundo substituinte metoxil conseguiu diminuir o efeito citotoxico
que apenas um dos substituintes metoxil conseguiu apresentar.

Os derivados F9 e F10 apresentam em sua estrutura, o substituinte cloro (Cl), no
entanto, o derivado F9 possui apenas um substituinte cloro na posicéo 4 do anel A e o
derivado F10 exibe dois cloros nas posic¢oes 3 e 4 do mesmo anel. A adi¢do de um segundo
grupamento cloro no derivado F10, promoveu maior efeito citotoxico nas células normais
(CMSP), potencializando em quase 2 vezes o seu efeito. A adicdo de apenas um
grupamento cloro se destaca como eficiente na sintese desses derivados.

Os ensaios de citotoxicidade sdo utilizados para definir a capacidade inerente de
um composto/principio ativo/extrato em causar morte celular como consequéncia de
danos as funcgdes basicas da célula (ROGERO et al. 2003). A atividade antitumoral dos
derivados frente a diferentes linhagens neoplasicas também foi avaliada, e os derivados
M7, F7, F9 e F10 foram os que apresentaram melhores efeitos contra a viabilidade das
celulas da linhagem de leucemia promielocitica aguda (HL-60), assim como na linhagem
de Mieloma Mudltiplo Resistente a Dexametasona (MM.1R). Essa atividade citotdxica
mais pronunciada nos derivados M7, F7, F9 e F10 na linhagem HL-60 e na MM.1R pode
ser parcialmente atribuida a lipofilicidade elevada dos compostos, com valores de logP
de 3,04, 2,97, 3,16 e 3,66 respectivamente.

Diversos agrupamentos quimicos podem ser utilizados para a sitese de moléculas
e assim, promoverem a ativacdo ou inativacdo de propriedades da molécula. Essas
variaces de molécula para molécula podem fazer com o que os derivados possuam
atividades biologicas semelhantes e assim muitas moléculas podem exercer a mesma
funcdo com potencial diferenciado (MOUSINHO, 2010).

Mori et al., (2017), avaliaram derivados da chalcona com substitui¢Ges diversas,
onde se incluem no geral hidroxilas e grupos metoxil. Dentre todas as chalconas da série,
o derivado intitulado de “8”, exibiu o melhor efeito contra as células de Leucemia
linfoblastica aguda de células T (DND-41) exibindo valor da Clso de 1,92+0,14. Esse

derivado possui em sua estrutura um grupo metoxil na posicéo 4 do anel A, assim como



49

os derivados M8 e F8. Sendo assim, esse substituinte estd potencializando o efeito
citotdxico antiproliferativo dos derivados nessas linhagens.

Além da atividade do derivado F8 ser potencializada pelo grupo metoxil, fica
evidente um aumento ndo tdo potente, mas expressivo da acdo do derivado F8 em todas
as linhagens tumorais, devido possivelmente a mudanca da ligacéo do carbono no grupo
funcional furano. A ligacéo do carbono com o furano no derivado M8 €é na posicgdo 2, j&
o0 derivado F8, essa ligagédo passa a ser na posic¢ao 3 do furano.

Um trabalho de Saito et al. (2015), avaliou a importancia do anel furano fusionado
a chalconas e seu potencial antiproliferativo na linhagem HL-60. A série sintetizada (24
compostos) exibia o furano ligado a estrutura bésica da chalcona e dessa forma
conseguiram promover a inibigdo da proliferagdo da linhagem HL-60. A maioria dos
derivados apresentaram valores da Clso satisfatorios, embora alguns derivados como o 6e,
6f e 0 6g se destacaram com valores abaixo de 20uM.

Em relagdo a atividade dos derivados da chalcona frente as células tumorais de
adenocarcinoma pancreatico (PANC-1 e MIA-PaCa-2), evidenciou-se efeito desejavel
nas células da linhagem MIA-PaCa-2, com destaque para os derivados F7 e F9. Gaur et
al., 2016 investigaram o potencial citototixo de uma série de derivados de monémeros e
dimeros de dihidroartemisinina contendo chalconas substituidas como ligantes e
destacaram o potencial do derivado denominado de “8” e “15” na linhagem MIA-PaCa-
2. Os derivados “8” e “15” possuem uma hidroxila — C4 no anel B e apresentaram efeito
na proliferacdo dessas células com valor da Clso de 22uM e 39uM respectivamente.

A pesquisa a partir de compostos ativos com provavel potencial terapéutico contra
0 cancer, possui um importante critério que € o indice de seletividade. Esse parametro
determina a capacidade dos compostos de serem mais seletivos contra as células tumorais
e assim também identificar os efeitos desses compostos nas células normais (MOURA,
2017).

Os resultados do indice de seletividade mostraram que dos cinco derivados
analisados frente a linhagem HL-60 em razdo das CMSP, dois derivados (F8 e F9)
apresentaram indice de seletividade maior que trés e esses mesmos derivados exibiram
maior seletividade também para as outras linhagens. Esse achado corrobora com o
trabalho de Nam e colaboradores em 2003, no qual apresentam 25 derivados da chalcona
que foram sintetizados e avaliados frente a diferentes linhagens tumorais e uma linhagem
normal de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC). Nove dos 25

compostos sintetizados, exibiram valores de indice de seletividade maiores que 2. Assim
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como o derivado 2-18 e 2-19, o derivado F8 possui um grupamento metoxil, o qual se
caracteriza aqui como o principal grupamento, conferindo potencial citotoxico e
seletividade. Ja o derivado 2-3 apresenta como substituinte um cloro e assim como esse,
0 derivado F9 do nosso estudo apresenta também esse grupo, conferindo também efeito
citotoxico e maior seletividade.

Os derivados da chalcona foram capazes de induzir modificagdes no ciclo celular.
Os derivados F8, F9 induziram a morte celular, pelo significativo aumento do percentual
de células na fase Sub-GO0. O aumento do percentual de células na fase Sub-GO indica a
fragmentacdo do DNA (BECCENERI, 2015). Outro estudo demonstrou que a chalcona
2',4'-dihidroxi-6'-metoxi-3',5'-dimetil induziu a um aumento das células K562 (Leucemia
mieldide cronica) na fase Sub-GO0 do ciclo celular. Apds 48 h de incubacdo com 1, 2, 4, 8
e 16 uM, as porcentagens de células na fase Sub-GO foram de 10,57+1,94%,
14,73+1,86%, 43,43+3,52%, 66,25+2,81% e 76,15+3,22%, respectivamente (YE et al.,
2005).

As células tumorais quando expostas a condigdes estressantes, a partir da acao de
compostos, podem ativar pontos de verificacdo com o propdsito de garantir a sua
integridade e promover a sua sobrevivéncia. Essa verificacdo pode induzir a célula a
permanecer em uma determinada fase do ciclo celular, aguardando que o dano seja
reparado e a célula continue com as suas fungdes. Caso esse dano ndo consiga ser reparado
por mecanismos proprios da célula, os pontos de verificacdo do ciclo ativam vias que
podem conduzir a célula a morte celular programada, a exemplo, a apoptose. (CABRAL,
2016).

A apoptose € um evento celular fundamental e critico para a citotoxicidade
induzida pelas drogas anticancer, além de ser de grande importancia para a validacdo de
medicamentos em estudos clinicos (COTTER, 2009; CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020).
Induzir a apotose em lesGes pré-cancerosas pode remover as células potencialmente
malignas, blogueando assim o desenvolvimento do tumor (PISTRITTO et al., 2016). Os
derivados F8 e F9 induziram a um aumento no percentual de células em apoptose inicial
no tempo de 72 horas e apoptose final no tempo de 48 e 72h.

Saavedra et al., (2019) avaliaram um derivado da chalcona denominado de CHAL
frente a sete diferentes linhagens tumorais de Leucemia, no entanto selecionaram a
linhagem U-937 (Leucemia Mieldide isolada de um linfoma histiocitico) para os ensaios
da avaliacdo da apoptose. A CHAL possui um segundo anel aromatico ligado ao anel A

e uma hidroxila ligada ao anel B -C4 e conseguiu promover a apoptose das células U-937
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pelo aumento do percentual de células em apotose (40,1%) quando comparadas ao
controle. Vale ressaltar que as alteragGes estruturais dos derivados F8 e F9 também séo
na posicdo C-4 dos aneis, embora seja 0 anel A. Essa insercdo quimica pode coferir
potencial a molécula.

As chalconas sdo relatadas por promoverem a inibicdo da via de sinalizagédo
Notch. A familia Notch inclui quatro receptores trans-membranas (Notch 1-4) e cinco
ligantes candnicos (Jagged-1 e -2, Delta-like-1, -3 e -4). Essa via de transducéo de sinal
é reconhecida como um alvo na terapia anticancer, pois desencadeia efeitos proliferatios
e pro-apoptoticos em muitas linhagens de Leucemia linfoblastica aguda (MORI et al,
2017). Os derivados F8 e F9 podem estar atuando na inibicdo desses receptores e ligantes
e sendo assim, se comportando como antagonistas.

Um trabalho conduzido por Ko et al, (2015), avaliou a atividade de uma trans-
chalcona denominada de DPEP na linhagem HL-60. A DPEP possui alteracdes na sua
porcdo o-B insaturada, o qual potencializou a sua atividade na linhagem HL-60,
aumentando para 53,3% o percentual de células em apoptose no tempo de 12 horas e na
concentracdo de 40uM.

Terapias anticancer que visam as vias de morte celular sdo extremamente
complexas devido ao grande porte de alvos terapéuticos, onde cada um possui
mecanismos de resisténcia especificos para diferentes tipos de tumores e perfis variados
de toxicidade de agentes (CARNEIRO; EL-DEIRY, 2020).

Em conclusdo, os derivados F8 e F9 exibiram potencial atividade na inibicdo da
proliferacdo das células HL-60 e inducdo da morte celular programada por apoptose.
Esses achados podem fornecer uma compreensdo mais profunda dos mecanismos

subjacentes a atividade anticancer dos derivados F8 e F9.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

o Os derivados da chalcona M2, M7, M14 e F3 ndo apresentaram citotoxicidade frente
as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) nas concentracfes até 100 uM.
Os derivados M8, F7, F8, F9 e F19 exibiram um perfil citotoxico e sendo assim
apresentaram suas concentrac@es inibitorias maximas (Clso).

o Dos 9 derivados, 8 obtiveram significante atividade frente as diferentes linhagens
do estudo, destacando-se os derivados M7, F8, F9 e F10, que exibiram maior efeito na
linhagem celular HL-60 (Leucémica promielocitica aguda) e MIA-PaCa-2
(Adernocarcinoma Pancreatico). Ademais, identificamos melhores indices de
seletividade para os derivados F8 e F9 frente as linhagens HL-60, MM1.R e MIA-PaCa-
2.

o Observamos que os derivados da chalcona F8 e F9 induziram a um aumento do
percentual das células HL-60 na fase Sub-GO e induziram significativamente a morte

celular programada do tipo apoptose.



Figura 12 — Resumo gréfico das etapas realizadas no projeto
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7  PERSPECTIVAS

v Analisar se os derivados apresentam efeito inibitdrio na migracéo das células das
linhagens MIA-PaCa-2,;

v Investigar o efeito destes derivados na inibigdo da proliferacdo de clones em
células das linhagens MIA-PaCa-2;

v Investigar possiveis alvos das chalconas em vias da apoptose atraves de Western
Blotting frente a células da leucemia promielocitica aguda (HL-60) e células
tumorais pancreaticas (MIA-PaCa-2 e PANC-1).
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ANEXOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTICANCER DE NOVOS
DERIVADOS DE CHALCONAS FRENTE A DIFERENTES LINHAGENS TUMORAIS

Pesquisador: EDUARDO DAVI LIMA DA SILVA
Area Tematica:

Versao: 1
CAAE: 16346419.0.0000.5208

Instituicdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.564.137

Apresentacado do Projeto:

Trata-se do projeto de dissertacdo de mestrado de Eduardo Davi Lima da Silva a ser
realizado sob a orientagéo da Profa Maira Galdino da Rocha Pitta e co-orientagdo da Profa
Michelly Cristiny Pereira no Programa de Pds-graduacdo em Inovacdo Terapéutica. O
trabalho traz consigo a importancia de se identificar potenciais alvos que aumentem a
gama de medicamentos utilizados para diferentes tipos de canceres, fazendo com que haja
diferentes formas de tratamento e assim melhore a qualidade de vida do paciente com
cancer.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliacdo da atividade anticancer de novos derivados de chalconas frente a diferentes
linhagens tumorais. Avaliar a citotoxicidade das chalconas em células ndo tumorais e em
linhagens de tumores solidos e hematopoiéticos

Avaliar se os derivados apresentam efeito no ciclo e morte celular de células de tumores
solidos e hematopoiéticos

Analisar se os derivados apresentam efeito inibitorio na migragdo de células de tumores
solidos

Investigar o efeito destes derivados na inibigdo da proliferacdo de clones em células de
tumores solidos Investigar possiveis alvos das chalconas em vias da apoptose frente a
ceélulas de tumores solidos e hematopoiéticos.
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RISCOS: A coleta de sangue pode ser desconfortavel e o braco pode ficar um pouco
dolorido e apresentar um pequeno hematoma, que é uma area arroxeada no local da coleta.
Antes de iniciar a coleta, n6s limparemos o braco com alcool, e todo material usado na
coleta é descartdvel. A coleta sera feita por profissionais treinados e competentes e
orientados para reduzir os riscos. Caso ocorra a formacdo do hematoma, seré aplicada
compressa gelada para reduzir a vermelhidao.

« BENEFICIOS: Os beneficios da pesquisa nio sio individuais. Toda e qualquer
descoberta e desenvolvimento de principios ativos com atividade anticancer, devem
beneficiar a sociedade com essa importante descoberta. Os resultado obtidos poderdo
propiciar avangos para terapia anticancer e assim fornecer mais uma alternativa capaz de
apresentar menos efeitos colaterais ao paciente em tratamento.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os dados da pesquisa serdo coletados no Laboratério de Imunomodulacdo e Novas
Abordagens Terapéuticas, localizado na Universidade Federal de Pernambuco.prédio,
prédio da DINE - Awv. Jornalista Anibal Fernandes - Cidade Universitaria - Recife - PE,
50740-540. Para a realizacao do estudo com a amostra bioldgica (sangue) dos voluntarios
sadios, espera-se coletar cerca de 16ml de sangue — 1 colher das de sopa — por pungéo de
veia do braco. A realizacdo desse procedimento sera feito por um biomédico qualificado.
Com isso, para que o resultado venha a ser estatisticamente significativo, tera que ser
coletado o sangue de cerca de 15 voluntérios sadios. Os voluntarios do estudo, receberdo
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e terdo uma breve conversa com o
pesquisador responsavel no proposito de esclarecer de forma rapida o procedimento para
a coleta. O voluntéario ira decidir por sua adesdo a coleta ou ndo e em seguida a coleta sera
realizada nos voluntarios que assim optaram por participar do estudo com posterior
assinatura do Termo. Os dados coletados nesta pesquisa, 0 que inclui as viabilidades
celulares e doses respostas, ficardo devidamente armazenados arquivos digitais em
computadores ou impressos em pastas de arquivos, sob a responsabilidade do pesquisador
Eduardo Davi Lima da Silva, localizado no endereco Rua Oscar Steiner, n® 24 — CEP:
54789205, Aldeia — Camaragibe, — PE, por um periodo minimo 5 anos.

Consideracfes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Folha de rosto, carta de anuéncia, termo de compromisso e confidencialidade e termo de
consentimento livre e esclarecido estdo de acordo com o preconizado
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Recomenda-se excluir o ter voluntario e inserir o termo participante de pesquisa -
individuo que, de forma esclarecida e voluntaria, ou sob o esclarecimento e autorizacao
de seu(s) responsavel(eis) legal(is), aceita ser pesquisado. A participacdo deve se dar de
forma gratuita, ressalvadas as pesquisas clinicas de Fase | ou de bioequivaléncia
(Resolugdo CNS 466 de 12 de dezembro de 2012);

Conclus@es ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Somos de parecer favoravel a aprovacéo do projeto.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de
dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apds o
envio da Notificacdo com o Relatério Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o
download do modelo de Relatério Final para envia-lo via “Notificagdo”, pela Plataforma
Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatério Final”, disponivel no site do
CEP/UFPE. Apo6s apreciacdo desse relatério, o CEP emitirA novo Parecer
Consubstanciado definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informamos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme
delineada neste protocolo aprovado, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto
ao voluntario participante (item V.3., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12).

Eventuais modificacfes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA ao
projeto, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execucdo, é obrigatorio que o pesquisador
responsavel pelo Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatdrios
parciais das atividades desenvolvidas no periodo de 12 meses a contar da data de sua
aprovacao (item X.1.3.b., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12). O CEP/UFPE deve ser
informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo (item V.5., da Resolucdo CNS/MS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a
assegurar todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorrido
(mesmo que tenha sido em outro centro) e ainda, enviar notificacdo a ANVISA — Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, junto com seu posicionamento.
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Justificativa de
Auséncia

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P 27/06/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1284495.pdf 10:29:21
Outros Comprovante_vinculo.docx 27/06/2019 [EDUARDO DAVI Aceito
10:26:12 LIMA DA SILVA

Projeto Detalhado / [ ModelodeProjetoparaoCEP.docx 26/06/2019 [EDUARDO DAVI Aceito

Brochura 19:46:59 LIMA DA SILVA

Investigador

Outros CartaAnuencia.doc 26/06/2019 [EDUARDO DAVI Aceito
19:39:46 |LIMA DA SILVA

Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 19/06/2019 |EDUARDO DAVI Aceito
00:33:45 LIMA DA SILVA

Outros TermodeConfidencialidade.pdf 17/06/2019 |EDUARDO DAVI Aceito
22:31:44 LIMA DA SILVA

Outros CurriculoTaniaMariBelleBresolin.pdf 31/05/2019 [EDUARDO DAVI Aceito
00:44:45 LIMA DA SILVA

Outros CurriculoRogerioCorrea.pdf 31/05/2019 |EDUARDO DAVI Aceito
00:43:37 |LIMA DA SILVA

Outros CurriculoMichellyCristinyPereira.pdf 31/05/2019 |EDUARDO DAVI Aceito
00:43:18 |LIMA DA SILVA

Outros CurriculoMairaGaldinodaRochaPitta.pdf | 31/05/2019 [EDUARDO DAVI Aceito
00:43:00 |LIMA DA SILVA

Outros CurrlculoEduardoDavilLimadaSilva.pdf 31/05/2019 |EDUARDO DAVI Aceito
00:42:42 LIMA DA SILVA

Outros CurriculoDanyelaFrancineBenvenutti.pdf[ 31/05/2019 [EDUARDO DAVI Aceito
00:41:20 LIMA DA SILVA

Outros CurriculoDanieleReginaSonza.pdf 31/05/2019 [EDUARDO DAVI Aceito
00:40:51 LIMA DA SILVA

TCLE / Termos de TCLEMaiores18.doc 31/05/2019 [EDUARDO DAVI Aceito

Assentimento / 00:34:19 LIMA DA SILVA

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nado
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Tabela 05 - Efeito dos derivados M7, F10 e citarabina (0,03uM) no ciclo celular das células HL-
60 apds 48 horas de tratamento. (A) e (E) Células ndo tratadas, (B) células tratadas com 0,03uM
da citarabina, (F) células tratadas com 0,07uM da gemcitabina (C) e (G) células tratadas com Clso
do derivado F8 e (D) e (H) células tratadas com Clsodo derivado F9. *P < 0.05; **P < 0.01, em
relacdo aos dados da condicdo ndo tratado (NT).

HL-60 NT CITARABINA M7 F10

**

Sub-GO | 3.36+0,15  10,2+209  7,63+1,95 24,19+10,15

G0-G1 64,1+5,02 80,56+1,46 75,216,91  56,16+8,58
* *%*

S-G2-M 31,1+4,59 7,8t19 15,76+5,25 18,07%6,04
Fonte: Autor, (2020)
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