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“E impossivel progredir sem mudangas,
e aqueles que ndo mudam suas mentes
nao podem mudar nada”

(George Bernard Shaw)



RESUMO

O carcinoma hepatocelular (CHC) é a mais comum neoplasia maligna primaria do
figado em todo o mundo, sendo um dos mais agressivos. Os tratamentos
apresentam muitas limitacdes e cada vez torna-se mais importante a busca de
novos compostos que tragam menos efeitos colaterais e maior eficiéncia aos
pacientes. Os flavonoides sdao um grupo de compostos polifendlicos com muitas
atividades bioldgicas, incluindo propriedades antitumorais. Os efeitos antitumorais
de varios flavondides ja estao descritos para alguns tipos de tumores, porém ainda
ha muito para ser descoberto. A flavona hispidulina ja foi estudada em nosso
laboratério, e verificou-se anteriormente que ela reduz a viabilidade de células de
hepatocarcinoma humano (HepG2) provavelmente através da indugdo da geragao
de espécies reativas de oxigénio (ERO) e diminuigao das defesas antioxidantes das
células. Neste trabalho, foram avaliados outros efeitos citotoxicos da hispulina.
Observou-se que esta flavona reduz a atividade da catalase, induz a morte celular
por apoptose com o envolvimento de ERO e apresenta seletividade sobre células
tumorais (HepG2) quando comparada a células normais de fibroblasto L929. Neste
trabalho foram avaliadas também cinco chalconas sintéticas verificando a
importancia da presencga de grupo nitro e do grupo hidroxila na posi¢cao 2' para os
efeitos citotoxicos em as células HepG2 e verificou-se também o possivel
envolvimento de ERO no processo de morte celular. Observou-se que todas as
chalconas reduziram a viabilidade celular de maneira tempo e concentragao-
dependente e os valores de ICsp obtidos utilizando células HepG2 indicaram que
0s compostos que apresentavam grupo nitro tiveram maior citotoxicidade, sendo a
ordem crescente desses valores: 4-nitrochalcona > 2’-hidroxi-3-nitrochalcona > 3-
nitrochalcona > 2’-hidroxichalcona > chalcona. Nas células L929, utilizando-se os
mesmos compostos, observou-se uma reducao da viabilidade celular com menor
intensidade do que em células HepG2, sendo que as chalconas nitradas
apresentaram maiores valores de ICsp nos 3 tempos testados. Esse efeito
observado em as células L929, juntamente com a avaliagao da relagéo estrutura-
atividade dos compostos, indicaram que as chalconas contendo grupo nitro foram
as mais potentes, em relacdo a reducdo das defesas antioxidantes celulares,
aumento das ERO e alteragdes no ciclo celular e, além disso apresentaram maior
seletividade sobre células HepG2. Assim, os compostos que apresentaram-se
como 0s mais promissores quanto aos efeitos antitumorais foram a 4-nitrochalcona
e a 2'-hidroxi-3-nitrochalcona (HNC). Verificou-se ainda que a 4-nitrochalcona e a
HNC promovem redugdo das defesas antioxidantes o que, pelo menos em parte,
poderia contribuir para os mecanismos de indu¢&o da morte celular promovidos por
estes compostos.

Palavras-chave: hispidulina, chalcona, HepG2, ERO, ciclo celular, enzimas

antioxidantes



ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common primary malignancy of the
liver worldwide, being the most aggressive. The treatments have many limitations
and increasingly becomes more important to search for new compounds to bring
fewer side effects and greater efficiency to patients. Flavonoids are a group of
polyphenolic compounds with many biological activities, including antitumor
properties. The antitumor effects of several flavonoids are already described for
some types of tumors, but much remains to be discovered. The flavone hispidulin
has been studied in our laboratory, and it was found earlier that it reduces human
hepatocarcinoma cell viability (HepG2) probably by inducing the generation of
reactive oxygen species (ROS) and decreased antioxidant cell defenses. In this
work, we evaluated other cytotoxic effects of hispulin. It was observed that this
flavone reduces catalase activity, inducing cell death by apoptosis with the
involvement of ROS and provides selectivity for tumor cells (HepG2) when
compared to normal fibroblast L929 cells. In this study were also evaluated five
synthetic chalcones as the importance of the presence of nitro group and the
hydroxyl group in position 2' to the cytotoxic effects on HepG2 cells and also found
the possible involvement of ROS in the cell death process. It was observed that all
chalcones reduced cell viability in a manner time and dose-dependent and IC50
values obtained using HepG2 cells indicated that compounds presented nitro group
had higher cytotoxicity, with an ascending order of these values: 4-nitrochalcone >
2'-hydroxy-3-nitrochalcone > 3-nitrochalcone> 2'-hydroxychalcone > chalcone. In
L929 cells using the same compounds, there was a reduction in cell viability at a
lower intensity than HepG2 cells, wherein the nitrated chalcones showed higher
IC50 values in the three times tested. This observed effect on the L929 cells together
with the evaluation of structure-activity relationship of the compounds indicated that
chalcones containing nitro group were the most potent with respect to reducing
antioxidant defenses cell, increase of ROS and changes in cell cycle and also
showed greater selectivity on HepG2 cells. Thus, compounds which show up as the
most promising as antitumor effects were 4-nitrochalcone and 2'-hydroxy-3-
nitrochalcone (HNC). It was also found that 4-nitrochalcona and HNC promote
reduction of antioxidant defenses which, at least in part, might contribute to the
induction of cell death mechanisms promoted by these compounds

Keywords: hispidulin, chalcone, HepG2, ERO, cell cycle, antioxidant enzymes
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1. INTRODUGAO

O carcinoma hepatocelular (CHC) é um tumor maligno hepatico com alta
incidéncia e taxa de mortalidade, que decorre, principalmente de sua patogénese
metastatica e da reduzida eficacia dos tratamentos empregados atualmente
(MENDEZ-SANCHEZ et al., 2014; SINGAL; ELSERAG, 2015). Apesar de diversos
compostos serem descritos na literatura cientifica como eficazes em células
tumorais, poucos sao os relatos de quimioterapicos com baixa toxicidade em
células ndo tumorais, assim, a alta toxicidade sistémica leva os pacientes a
abandonarem o tratamento antes de sua total eficacia (MAHATO et al.,, 2011). O
sorafenibe é um quimioterapico bastante utilizado recentemente e aprovado para o
tratamento clinico do CHC, no entanto, o mau prognéstico observado apds sua
utilizacao, relacionado, por exemplo, a taxa de sobrevida apds 5 anos, letalidade,
mortalidade e recorréncia da doenca, tem estimulado a busca por novos compostos
que possam apresentar melhores resultados (BUPATHI et al., 2015; FITZMORRIS
et al., 2015; KALYAN et al., 2015).

Os flavondides sdo um grupo de compostos polifendlicos com muitas
atividades bioldgicas, incluindo propriedades antitumorais, assim, neste trabalho
investigou-se a agao citotoxica de duas classes desses compostos em células de
carcinoma hepatocelular (HepG2). A flavona hispidulina ja foi estudada em nosso
laboratério e verificou-se que ela é capaz de reduzir a viabilidade de células HepG2
provavelmente através da indugdo da geragao de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e diminuicao das defesas antioxidantes destas células (SCOPARO, 2012),
além de ser capaz de reduzir a atividade de enzimas da cadeia respiratoria em
mitocdndrias isoladas de figado de rato (DABAGHI-BARBOSA et al., 2005). Neste
trabalho, o primeiro objetivo foi complementar os estudos sobre a importancia das
ERO na indugao de morte celular promovida pela hispidulina, e a possivel
seletividade deste composto em células HepG2. Para comparar esses efeitos foram
utilizadas como modelo celular ndo tumoral células de fibroblasto murino L929.

As chalconas representam a outra classe de flavonoides estudada nesse
trabalho, visto que sao descritos na literatura efeitos antitumorais desses
compostos sobre algumas linhagens celulares, como, HCT116 (cancer de cdélon
humano) (KUO et al., 2010), MCF-7 (cancer de mama humano) (HSU et al., 2010),
K562 (leucemia humana) (ROMAGNOLI et al., 2010), B16-F10 (melanoma murino)

(NAVARINI, 2009), entre outros. No entanto, até o momento foram pouco descritos
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efeitos de chalconas contendo grupamentos nitro e/ou hidroxila na sua estrutura,
em especial, sobre células HepG2, bem como a avaliagcado da seletividade desses
compostos sobre células tumorais. Assim, o segundo objetivo do trabalho foi avaliar
0 mecanismo de acao desses compostos, sendo os resultados discutidos de forma
comparativa com a finalidade de demonstrar a importancia dos substituintes sobre
os efeitos bioldgicos.

Deste modo, tendo em vista a auséncia de drogas eficazes para o tratamento
do hepatocarcinoma e os importantes efeitos bioldgicos ja descritos para os
flavonoéides em outros estudos, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos
citotoxicos da hispidulina, da chalcona e de chalconas modificadas (nitradas e/ou

hidroxiladas) sobre células HepG2.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARCINOMA HEPATOCELULAR

O carcinoma hepatocelular (CHC) é o principal tipo histolégico de cancer
primario de figado, e figura entre os tumores com maior incidéncia no mundo, sendo
um dos mais agressivos e raramente curaveis quando nao detectado precocemente
(CHA et al., 2010; STAGOS et al., 2012; HATZARAS et al., 2014; SINGNAL; EL-
SERAG, 2015). Sdo observadas mais de 600.000 mortes em decorréncia desta
doenca anualmente (WOO; HEO, 2015), figurando como a terceira causa mais
comum de morte relacionada ao cancer e o sexto tipo de cancer mais prevalente
no mundo (CHENG et al.,, 2014; LEE et al., 2014; BUPATHI et al., 2015; WOO;
HEO, 2015).

Existem diversas possiveis causas atribuidas ao cancer primario de figado
como a distribuicido e histéria natural da hepatite B e C, a exposig¢ao prolongada a
algumas  substéncias alimentares  cancerigenas, alcoolismo, cirrose
(NEUSCHWANDER-TETRI et al., 2003; BOSCH et al., 2004; PANG et al., 2006;
EL-SERAG et al, 2011; STAGOS et al, 2012) e, possivelmente, obesidade,
diabetes a esteatose hepatica ndo-alcodlica (SCHUTTE et al., 2009; WORNS et al.,
2009).

A distribuicdo destes fatores de riscos é bastante variavel mundialmente e
depende principalmente da regido geografica e da etnia (ELSERAG et al., 2007).
Percebe-se que sua incidéncia é maior em paises pouco desenvolvidos e
endémicos para infecgdo do virus da hepatite B, principalmente no continente
Asiatico e Africano. No entanto, paises desenvolvidos mas com elevadas taxas de
infecgdo pelo virus da hepatite C, como paises da Europa e América do Norte
também apresentam elevada incidéncia de CHC (KEW, 2013). A cirrose, associada
também ao alcoolismo e a hepatite crbnica, é indicada como o principal fator de
risco para o desenvolvimento do hepatocarcinoma, sendo responsavel por quase
metade dos casos (RAOUL, 2008; INCA, 2013).

De acordo com diversos estudos, o CHC nao possui tratamento especifico,
sendo o prognostico ruim e a taxa de sobrevida reduzida, por ser uma neoplasia
com alto potencial para a invasdo vascular e metastases para locais distantes
(ROYAIE et al., 2004; WORNS et al., 2009; WORNS et al., 2010). Quando nao
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tratado geralmente leva a morte, como resultado da progresséao local do tumor.
Assim, o estagio do tumor é essencial para predizer o prognostico de pacientes
com cancer e para orientar a conduta terapéutica (CHOI et al,, 2014; MENDEZ-
SANCHEZ et al., 2014).

Entre as opg¢des terapéuticas, a ressecgao cirurgica encontra-se como uma
das mais eficazes, no entanto é restrita a pacientes diagnosticados em estagios
iniciais de desenvolvimento do tumor, com eficiéncia em torno de 90% (EL-SERAG
et al., 2008). Quando o tumor é diagnosticado em fase que nao ha mais indicagéao
para resseccdo, a ablacdo por radiofrequéncia ou a quimioembolizacao
transarterial sdo as opgdes disponiveis (POON et al., 2004; STAGOS et al., 2012).
Mas, na maioria dos casos, o diagnéstico se da em fases mais avangadas da
doenca, sendo o transplante hepatico o tratamento mais indicado. Porém,
apresenta limitagcbes como o numero de doadores e a compatibilidade, o tamanho
do tumor, sua profundidade e a presenca ou ndo de metastase. (BOSCH et al.,
2004; CHOl et al., 2011).

Tratamentos sistémicos eficazes sdo bastante limitados (WORNS et al.,
2009; FORNER et al., 2012; HE et al., 2012) e a taxa de sobrevida de 5 anos nao
chega a 27% para pacientes com diagnéstico de CHC em estagio avangado
(PUSZYK et al, 2013). Isso ocorre, principalmente porque essa neoplasia é
classificada com elevada quimiorresisténcia e, deste modo, a eficacia da
quimioterapia sistémica convencional é reduzida, sendo que 0s principais agentes
utilizados sao: a doxorubicina, etoposidio, cisplatina, mitoxantrona, paclitaxel,
irinotecan, gemcitabina, capecitabina, nolatrexed, 5-fluorouracil e também
associagoes de alguns destes farmacos (WRZESINSKI et al., 2011).

Embora a doxorrubicina seja o agente mais utilizado na pratica clinica,
permite uma resposta parcial apenas em cerca de 10% dos doentes sem melhorar
de forma significativa a sobrevida global (JOHNSON et al., 2000; YEO et al., 2005;
CHEUNG et al., 2010; GIGLIA et al.,, 2010; HE et al., 2011). Entre os efeitos
colaterais provocados por ela temos: mielossupressao, cardiotoxicidade,
neurotoxicidade, nauseas, voémito, diarréia, mucosite, dor epigastrica, alopecia,
hiperpigmentacgao cutanea e hiperuricemia (SOUZA et al., 2000).

Recentemente, o sorafenibe também tem sido um quimioterapico muito
utilizado no tratamento do CHC. Ele foi o primeiro composto a demonstrar aumento
nas taxas de sobrevivéncia em pacientes com CHC em estagio avancado (ALVES
et al., 2011). O efeito antitumoral desta molécula é proveniente de sua agao

inibitéria em algumas quinases responsaveis pela sinalizagdo da proliferacdo



20

celular e angiogénese, dentre as quais os receptores de membrana com atividade
intrinseca de tirosina-quinase, como os receptores para o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGFR-1, 2 e 3).

Diversos efeitos colaterais provocados pelo sorafenibe tém sido descritos,
devido, possivelmente, a sua baixa seletividade sobre células tumorais e elevada
toxicidade sobre células normais, como por exemplo: cardiotoxicidade,
neurotoxicidade, nauseas, vOmito, diarréia, mucosite, dor epigastrica,
hiperpigmentacao cutanea, entre outras (SOUZA et al., 2000; OZEKI; NATORI ,
2010). Observa-se, também, que esse composto se apresenta com elevado valor no
mercado e que, apesar de prolongar a sobrevida de 2 a 3 meses, apresenta pequenos
efeitos sobre a qualidade de vida dos pacientes e a relagéo custo beneficio pode nao
trazer muitas vantagens (ZHANG et al., 2010).

Assim, o mau prognostico observado apos sua utilizagao tem estimulado a
busca por novos compostos que possam representar uma melhor alternativa
(BUPATHI et al., 2015; FITZMORRIS et al., 2015; KALYAN et al., 2015).

Agentes com a capacidade para induzir a apoptose seletiva de células
tumorais tem ganhado atengdo no campo da descoberta de novas drogas, sendo
que os mecanismos de morte celular induzidos por flavondides ainda nao estao
completamente compreendidos. Devido, entdo, a gravidade do CHC e a baixa
evolugéo clinica obtida com as terapias sistémicas atuais utilizadas, ha uma grande
necessidade de se encontrar novos compostos que possuam maior eficiéncia e
seletividade para o tratamento dessa neoplasia. Neste sentido, diversos compostos
fitoterapicos vém sendo estudados, como, por exemplo, os polifendis, que tém
demonstrado efeitos promissores (HERREIAS, 2009; THOPPIL; BISHAYEE, 2011,
KAY, 2010; VALDAMER!I et al., 2011).

2.2 FLAVONOIDES

Os flavonodides s&o metabolitos secundarios de plantas, derivados dq 2-
fenil-benzil-y-pirona, presentes em todo o reino vegetal, e possuem geralmente 15
atomos de carbono na sua estrutura principal sendo constituidos por dois anéis
aromaticos e uma cadeia carbonada entre eles, que pode ou ndo formar um anel
heterociclico (anel C) na sua estrutura quimica (HARBONE; WILLIAMS, 2000; HEIN et
al., 2002) (FIGURA 1). De acordo com as variagbes no anel heterociclico C, os
flavonoides sao classificados em flavonas, flavondis, dihidroflavonas, chalconas,

flavanas, entre outros.
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FIGURA 1 - ESTRUTURA BASICA DE UM FLAVONOIDE COM ANEL C
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FONTE: O autor (2015)

A estrutura basica dos flavondides permite combinagdes estruturais de
padroes de substituicdo nos anéis A e B. Em cada classe de flavondides
encontramos substituicbes como grupos hidroxila, metoxila, O-ou C-glicosil, nitro
entre outros, e isso garante a esses compostos uma diversidade de aplicagcbes
biolégicas (CORRADINI et al., 2011; MAI et al., 2014).

Nas plantas, os flavondides sdo encontrados em concentragdes maiores
que 1 mM e sao responsaveis pela cor e odor, além de possuirem atividades
antibacterianas e antifungicas, contribuindo para muitos aspectos da fisiologia das
plantas e oferecendo proteg¢ao contra raios UV (ultravioletas) (HEIN et al., 2002).
Além disso, participam da fotossintese como reguladores dos canais de ions e
também como catalisadores do transporte de elétrons envolvidos na fosforilagao
oxidativa (HEIN et al., 2002).

Esses compostos destacam-se devido as diversas atividades bioldgicas
que possuem (MIERZIAK et al., 2014; SINGH et al., 2014; SANTOS et al., 2015),
tais como anti-inflamatdria, antioxidante, antiviral e antitumoral (SINGH et al., 2014;
SANTOS et al., 2015).

A maioria das funcbes bioldgicas dos flavonodides resulta de suas
propriedades antioxidantes (MIERZIAK et al., 2014), desempenhando um papel
fundamental na protecdo contra agentes oxidantes, como, por exemplo, os raios
ultravioletas, a poluicdo ambiental, entre outros (REN et al., 2003). Demonstrou-se
que esses compostos podem atuar como sequestradores de espécies reativas de
oxigénio (ERO) como anion superdxido (O2°*), radicais hidroxila (OH") e peroxila
(LOO®), exercendo o papel de antioxidantes celulares (HARBORNE; WILLIAMS,
2000).
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No entanto, diversos estudos realizados recentemente relacionam-se as
atividades antitumorais dos flavondides com propriedades pro-oxidantes, como a
inibicao do crescimento de células tumorais, sendo que a propriedade pré-oxidante
€ dependente tanto da concentragdo usada quanto da estrutura desses compostos
(UEDA et al., 2002; LIN et al., 2008; SINGH et al., 2014).

Diversos flavondides possuem efeitos antiproliferativos em diferentes
linhagens de células tumorais, e, ainda assim, o0 mecanismo pelo qual esses
compostos exercem atividades antitumorais ndo é totalmente compreendido.
Inumeros autores tém investigado tais propriedades dos flavondides, e varias
tentativas foram feitas para elucidar as relacdes estrutura-atividade desses
compostos (MARTiNEZ-FLORES et al., 2002; ECHEVERRIA et al., 2009; SINGH et
al., 2014;).

Tendo em vista estudos recentes de atividade antimoral de diversos
flavonoides, as classes de interesse para este trabalho sdo as flavonas e as

chalconas.

2.2.1 Flavonas

As flavonas apresentam como estrutura basica a 2-fenilcromen-4-ona (2-
fenil-4H-1-benzopirano-4-ona) (FIGURA 2) com férmula molecular CisH1002
(SINGH et al., 2014). As flavonas estdo presentes em frutas e vegetais constantes
em nossa dieta diaria, trazendo diversos beneficios a saude com reduzidos efeitos
colaterais (SINGH et al., 2014). No entanto, raramente esses compostos s&o
encontrados em sua estrutura basica, sendo na maioria das vezes glicosilados ou
com a presenca de outros substituintes (KILANI-JAZIRI et al., 2012; SINGH et al.,
2014).

Vaérios derivados naturais, semissintéticos e sintéticos de flavonas tém sido
sintetizados e avaliados em diversas atividades bioldgicas, como anti-inflamatérias,
antiestrogénicas, antimicrobianas, antialérgicas, antioxidantes, antitumoral e
atividades citotoxicas (KILANI-JAZIRI et al., 2012; SINGH et al., 2014).
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FIGURA 2 - ESTRUTURA BASICA DAS FLAVONAS
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Na maioria das doencas metabdlicas, ha questionamentos quanto as suas
origens e a relagdo que possuem com o estresse oxidativo, sendo que diversos
estudos recentes tém demonstrado efeitos benéficos de flavonas no tratamento
e/ou prevencao de doencgas relacionadas ao estresse, tais como a aterosclerose,
diabetes, cancer, Alzheimer, entre outras (SINGH et al., 2014).

Devido a variedade de atividades biolégicas das flavonas, a relacao
estrutura-atividade desses compostos tem gerado bastante interesse no
desenvolvimento de novos compostos com diferentes substituintes. Tem sido
demonstrado que flavonas com a presenga de grupos hidroxila apresentam
diversas atividades biolégicas sobre células tumorais, como a flavona apigenina
(4,5,7—trihidroxiflavona) que induz a apoptose em células de carcinoma humano
hepatocelular HepG2, (CHIANG et al., 2006).

Herrerias (2009) analisaram, por exemplo, em nosso laboratério, o efeito
citotoxico da flavona, hispidulina, eupafolina, apigenina e luteolina (50 uM, 48h) em
células de melanoma humano B16-F10 e observaram que as flavonas sdo capazes
de reduzir a viabilidade dessas células, além de apresentarem diversos outros
efeitos sobre parametros oxidativos celulares, como alteragbes na atividade das
enzimas antioxidantes e enzimas relacionadas ao metabolismo mitocondrial.

Deste modo, tendo em vista que a flavona hispidulina apresenta efeitos
citotéxicos sobre algumas linhagens celulares, mas ha poucos estudos sobre os
efeitos deste composto em células de carcinoma hepatocelular, ela foi a escolhida
para os ensaios em células HepG2, com o objetivo de verificar o seu mecanismo

de acao.

2.2.1.1 Hispidulina
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A hispidulina (5,7,4’-triidroxi-6-metoxiflavona) (FIGURA 3) é uma flavona
encontrada em muitas plantas, como por exemplo Eupatorium littorale Cabrera
(OLIVEIRA et al., 2001), Artemisia vulgaris L. (LEE et al., 1998) e Arnica Montana
L. (NIKOLOVA et al., 2013), entre outras utilizadas no Brasil, por suas diferentes
atividades biolégicas. Em um trabalho realizado em nosso laboratério, foi
observado que esta flavona atua como desacopladora da fosforilacdo oxidativa em
mitocdndrias isoladas de figado de rato. Foi demonstrado que esta flavona
apresentou efeitos sobre parametro relacionados com o transporte de elétrons na
cadeia respiratéria mitocondrial, por inibir atividades de enzimas da cadeia
respiratoria e o consumo de oxigénio, o que pode contribuir para o aumento de ERO
intracelular. Além disso ela foi capaz de promover a liberacao de ferro de ferritina,
o qual poderia ser utilizado para catalisar reagbes que geram ERO, como ocorre na
reacao de Fenton, onde o ferro livre pode reagir com perédxido de hidrogénio
formando radical hidroxila (extremamente reativo), podendo oxidar varias
biomoléculas (DABAGUI-BARBOSA et al., 2005).

FIGURA 3 - ESTRUTURA QUIMICA DA HISPIDULINA
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FONTE: O autor (2015)

Recentemente, demonstrou-se em nosso laboratério que a incubagao de
células HepG2 com a hispidulina é capaz de diminuir a viabilidade celular de
maneira dependente do tempo e concentragao, e que esse efeito foi acompanhado
de aumento nos niveis de ERO, diminuicdo nos niveis de GSH intracelular, assim
como diminuicdo nos niveis de expressdo no mRNA da catalase (SCOPARO,
2012).

Também se observou que a hispidulina (100 pM) reduz em 40% a
viabilidade da linhagem de células HelL a e esta citotoxicidade pode, pelo menos em
parte, ser explicada pelas alteragbes nos parametros respiratérios (BARBOSA et
al., 2005; HERRERIAS, 2005). Herrerias (2009) verificou que a hispidulina (10 pM)
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reduz em 20% a proliferagdo de células de melanoma humano B16-F10 em 48
horas de incubacgao. Ao relacionar a atividade antiproliferativa e a estrutura quimica
das flavonas, pode-se observar que o grupamento 6-metoxil presente na estrutura
da hispidulina pode ter sido o responsavel por reduzir o efeito antiproliferativo
quando comparados seus efeitos aos das outras flavonas testadas nao
metoxiladas, como a apigenina, a luteolina e a flavona.

Gao et al. (2014), observaram que a hispidulina (50 - 200 uM, 24h) induz a
apoptose em células HepG2 e sugeriram que o efeito pré-apoptotico foi mediado
através de disfungao mitocondrial e inibicdo da via de sinalizacao celular P13K/Akt.
Em outro trabalho recente, estes autores observaram que a hispidulina (12,5 — 50
MM, 48h) induz apoptose e bloqueia o crescimento e a progressao do ciclo celular
em células de cancer da vesicula biliar (GBC) (GAO et al., 2015).

Em outros estudos, foi observado que a incubagdo de células de
glioblastoma multiforme humano (GBM8401 e GBM8901) com hispidulina (40 e 60
MM, 12-48 horas) causa parada de ciclo celular em G1 e induz apoptose através de
um aumento na expressdao das proteinas p53 e p21 (LIN et al, 2010).
Recentemente, a hispidulina foi descrita por induzir apoptose via receptor TRAIL,
ativar caspases-8 e -3 em células de cancer de ovario humano (YANG et al., 2010)
e inibir o crescimento de células de tumor de pancreas humano em um modelo
xenografico (HE et al., 2011).

No entanto ndo foi estudada a acdo dessa flavona sobre a atividade das
enzimas antioxidantes e outros parametros oxidativos para confirmar se a morte
celular esta ocorrendo devido a um aumento dos niveis de ERO (em especial H20>)
intracelular, bem como qual o mecanismo de morte de células HepG2 promovido

pela hispidulina.

2.2.2 Chalconas

As chalconas tém, atualmente, atraido muita atencdo devido as suas
diversas atividades biolégicas, como, por exemplo, antitumoral, antioxidante, anti-
inflamatoria, entre outras (CAMPOS et al., 2003; BHAT et al., 2005; NOWAKAWSKA,
2007). Essa classe de flavondides representa um grupo de enonas aromaticas com
estrutura basica de 1,3-difenil-2-en-1-ona (FIGURA 4), sendo que essa estrutura é
base para a sintese de outros flavondides (MAI et al., 2014; MAHAPATRA et al.,
2015; KARTHIKEYAN et al., 2015).
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FIGURA 4 - ESTRUTURA BASICA DAS CHALCONAS
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FONTE: O autor (2015)

2.2.2.1 Atividades Biolégicas

As chalconas sao constituidas por dois anéis aromaticos ligados por uma
regiao a, B-insaturada com um grupo carbonila. Tem sido demonstrado que a
remocgao dessa regiao carbonila-a, B-insaturada pode reduzir as suas atividades
biolégicas (SAHU et al., 2012; MAl et al., 2014; SINGH et al., 2014; KARTHIKEYAN
et al., 2015; MAHAPATRA et al., 2015).

Dentre as atividades biologicas desses compostos, encontram-se as
atividades: hipocolesterolémica, antioxidante, antitumoral, imunomoduladora,
antiinflamatoria, antibacteriana, antifungica, antiviral (BHAT et al, 2005;
NOWAKAWSKA, 2007; KARTHIKEYAN et al., 2015; SINGH et al., 2014) entre
outras.

Estudos que abordam atividade leishmanicida também foram descritos,
onde se observou que a chalcona metoxilada no anel B (posi¢des 4’ € 6’') e com
grupamento nitro na posicdo 3 foi a que apresentou melhores resultados, com
aumento da atividade seletiva contra os parasitas quando comparada com a
chalcona natural DMC (2',6'-dihydroxy-4'-methoxychalcona), apresentando ICso de
0,7 e 15,8 uM contra promastigotos e amastigotos respectivamente, enquanto a
chalcona DMC apresentou valores de ICso de 25,3 e 4 uM respectivamente
(BOECK et al., 2006).

Em relagédo a atividade antitumoral das chalconas, Szliszka et al. (2010)
verificaram que a chalcona (1,3-difenil 2-propenona) (50 uM) promove uma redugéo
de 60% da viabilidade de células tumorais de prostata (LNCaP) ap6s a incubagéo
combinada com TRAIL (100 ng/mL) por 48 horas, sendo que quando a incubagao
foi realizada apenas com a chalcona ou com TRAIL o efeito citotoxico foi menor do

gue quando comparado ao tratamento combinado (TRAIL + chalcona).
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Shen et al. (2007) também avaliaram os efeitos da estrutura basica da
chalcona em células tumorais de bexiga (T24 e HT-1376) e observaram uma
inibicdo da proliferacao pela indugéo da apoptose, identificada através da liberacao
de citocromo C e ativacao das caspases 3 e 9, apdés 12 horas de incubacéao e
parada do ciclo celular na fase G2/M apds incubagao por 6 horas na concentragao
de 6 uM.

Também foi observado que a incubacéao de células MCF-7 e MDA-MB-231
(cancer de mama) com a chalcona (1,3-difenil-2-en-1-ona) promove parada do ciclo
celular em G2/M por aumentar a expressao de p21 e p27 e reduzir niveis de ciclinas
(HSU et al., 2006).

No entanto, modificagcbes sintéticas realizadas na estrutura das chalconas
podem afetar as atividades bioldgicas, inclusive antitumorais, destes compostos.
Exemplos de substituicées realizadas na estrutura das chalconas encontradas na
literatura: oxatiolona, boro substituido, anel heterociclico, bifenilo, imidazolonas,
entre outras (ACHANTA et al., 2006; KONIECZNY et al., 2007; REDDY et al., 2008;
SHARMA et al.,, 2010; KAMAL et al., 2010; MAI et al., 2014).

2.2.2.2 Relagéo estrutura-atividade

As chalconas séao classificadas de acordo com suas estruturas quimicas e,
suas atividades biologicas, dependem da presenca de diferentes grupamentos nos
anéis A e B (KOZLOWSKI et al., 2007; SINGH et al., 2014; KARTHIKEYAN et al.,
2015; MAHAPATRA et al., 2015). As atividades citotoxicas observadas com as
chalconas naturais incentivaram pesquisadores a desenvolverem chalconas
sintéticas para o estudo de novos e promissores agentes antitumorais (SINGH et
al., 2014; KARTHIKEYAN et al., 2015)

Efeitos antitumorais de chalconas sintéticas tém sido descritos em varias
linhagens de células tumorais, tais como HepG2 (carcinoma hepatocelular),
HCT116 (cancer de colon), MCF-7 (cancer da mama), K562 (leucemia), B16-F10
(melanoma), IMR- 32 (neuroblastoma) (KUO et al., 2010; HSU et al., 2010; MOON
et al., 2010; ROMAGNOLI et al., 2010; MAl et al., 2014).

Algumas substituicbes podem conferir maior efeito antitumoral as
chalconas e estudos tém sido desenvolvidos com intuito de identificar compostos
com efeitos bioldgicos mais pronunciados através de substituicdes e adigdes de

novos grupamentos na cadeia lateral, como bromo, cloro, nitro, metoxila, hidroxila,
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entre outros (NOWAKOWSKA, 2007; BATOVSKA et al., 2009; ECHEVERRIA et al,
2009; SINGH et al., 2014).
A seguir, serdo abordadas algumas das chalconas obtidas a partir de

substituintes na estrutura basica.

2.2.2.2.1 Chalconas hidroxiladas

Adicbes de grupo hidroxila (grupo doador de elétrons) em chalconas
desempenham um papel crucial na atividade antitumoral desses compostos, por
aumentarem suas atividades citotoxicas e, também a seletividade sobre células
tumorais (POUGET et al.,, 2001; ECHEVERRIA et al., 2009; MAI et al., 2014;
KARTHIKEYAN et al., 2015).

A adicao de grupo hidroxila na posigao 2' (orto) do anel A pode fazer com
que a regiao carbonila-insaturada fique mais reativa, devido a ligagdo de hidrogénio
entre o grupo hidroxila e o oxigénio da carbonila, o que aumenta a atividade
antiproliferativa em células tumorais (SZLISZKA et al., 2010; ORLIKOVA et. al.,
2011; LEWIN et al., 2012; MAl et al., 2014).

Além disso, foi visto por Navarini et al. (2008) que o grupo hidroxila na
posicao orto do anel A pode ser metabolizado a uma quinona intermediaria, que
pode reagir com nucledfilos celulares e levar a redugédo de defesas antioxidantes
celulares, como a deplegao de glutationa.

Echeverria et al. (2009) demonstram que 2'-hidroxichalconas (50-200 uM),
contendo ou nao substituicdo metoxila no anel B apresentaram inibicdo da
proliferacao celular dependente da concentracdo e da posicdo do grupo metoxila e
inducdo de apoptose em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2)
apos 24 horas de incubacgéo.

Moon et al. (2010) analisaram os efeitos da buteina (3,4,2",4'-
tetrahidroxichalcona) em células HepG2 tratadas com 30 uM por 48 horas e
observaram aumento de 36% na quantidade de células com DNA fragmentado.
Outros estudos mostraram o efeito da buteina em células de leucemicas (HL-60) e
verificaram a morte celular induzida pela modulagdo positiva da caspase-3 e
diminuicdo da expressdo de Bcl-2 (proteina anti-apoptética) e aumento da
expressao de Bax (proteina pro-apoptética) (KIM et al., 2001).

Loa et al. (2009) estudou a atividade citotoxica de 68 polifendis com
estruturas diferentes e varias substituicdes em células HepG2 com o intuito de

analisar as relagdes estrutura-atividade desses compostos. As chalconas mais
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potentes do grupo foram as que continham hidroxilagdo na posi¢cao 2' do anel B
(orto). Os autores concluiram que a chalcona mais potente foi 2,2'-
dihidroxichalcona que promoveu aumento do numero de células na fase G2/M do
ciclo celular apés 12 horas de incubagao na concentracdo de 60 uM e reducéo do
numero de células nesta fase apds 24 horas de incubagdo com um aumento
correspondente de células em sub-G1 (células com DNA fragmentado) indicando
que o aumento de células apoptéticas depende do tempo de incubagao.

Mai et al. (2014) observaram que chalconas com grupo hidroxila em
qualquer das posicbes orto- ou para- no anel aromatico B aumentam seus efeitos
citotéxicos e a sensibilidade em células tumorais de cancer colo-retal (HT-29). No
entanto, a presenca de grupos OH em ambos os anéis A e B das chalconas nao
melhorou suas atividades antitumorais em comparagao com as chalconas mono
hidroxi substituidas em que o grupo OH esta presente apenas no anel A ou no anel
B.

Pouget et al. (2001) testaram uma série de flavonas, flavanonas, 2'-
hidroxichalconas e flavan-4-6is, e observaram que as 2'-hidroxichalconas foram as
mais potentes inibidoras do crescimento de células de cancer de mama (MCF-7),
sendo a 2'4'-dihidroxichalcona a mais ativa, apds incubacdo por 6 dias na
contragao de 60 uM..

Neves et al. (2012) avaliaram os efeitos de 2’-hidroxichalconas sobre
células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) e constataram que a 4-fluoro-2',4'-
dihidroxichalcona e a 2',4'-dihidroxi-3,4,5-trimethoxichalcona, apds incubagao por
48 horas nas concentracdes relativas ao ICso dos compostos, apresentaram um
aumento na quantidade de células em sub-G1, indicativo de fragmentacdo de DNA
e morte celular por apoptose, confirmada com o ensaio de dupla marcagdo com
anexina e PI.

Assim, existem diversos estudos com 2'-hidroxichalconas descritos em
algumas linhagens de células tumorais humanas, no entanto, os efeitos dos
derivados nitrados de hidroxichalconas, em especial em células de

hepatocarcinoma humano (HepG2) tém sido muito pouco descritos.
2.2.2.2.1 Chalconas nitradas
Em relacdo a adigdo do grupo nitro (grupo retirador de elétrons) na

estrutura das chalconas, poucos estudos foram realizados em células HepG2, no

entanto, alguns trabalhos em outras linhagens celulares mostraram-se promissores
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em relagdo a citotoxicidade (DALLA-VIA et al., 2009; WINTER et al., 2010;
SHARMA et al., 2013; MAl et al., 2014).

Estudos de relagcédo estrutura atividade com chalconas derivadas de [3-
ionona mostraram que os compostos que possuem grupos retiradores de elétrons
no anel B, tais como nitro, fluor, cloro e bromo apresentaram efeitos citotdxicos
maiores do que as chalconas que possuem grupos doadores de elétrons em
diversas linhagens tumorais, como préstata (PC-3), mama (MCF-7), CNS (IMR-32),
colo do utero (HelLa) e figado (HepG2). A chalcona derivada de B-ionona com
adicao de nitro na posicao para (4-nitro) apresentou menores valores de ICso que
as outras chalconas nao nitradas derivadas na maioria das linhagens celulares
avaliadas (SHARMA et al., 2013).

llango et al. (2010) observaram que a 4-nitrochalcona diminui a viabilidade
de células tumorais de mama MCF-7 e T47D tendo como ICso 55 e 52 uM
respectivamente, apos 24 horas de incubagdo com o composto.

Dalla Via et al. (2009) verificaram que a 4-nitrochalcona reduz a viabilidade
de células de melanoma JR8 tendo sido obtido o valor de 6 uM de ICso apds 72
horas de incubacgio. Esses autores concluiram que a adigao de grupo nitro afeta a
reatividade da regidao a-B-insaturada tornando-a ainda mais reativa a adicdo de
grupos nucleofilicos no ambiente biologico.

Mai et al. (2014) observaram que a chalcona contendo grupo nitro na
posicao para do anel B, um grupo OH na posigédo 2' e um grupo metéxi nas posicoes
4' e 6' foi um dos compostos mais potentes e seletivos em relacdo a atividade
antitumoral contra célula tumorais TRAIL-resistentes (HepG2, HT-29, CNE-1, CEM-
SS). Em células HepG2, esse composto apresentou um dos menores ICso (8,60
MM) entre todos os compostos testados apds 72 h de incubacgao e também valores
reduzidos nas outras linhagens tumorais testadas. Além disso, apresentou maior
efeito citotoxico (menores valores de ICs0) quando comparado com a chalcona com
grupo nitro na posicdo orto em todas as células testadas, e maior seletividade
quando testada contra células de rim embrionario humano (HEK-293).

Em nosso laboratdrio, Tamiello (2013) verificou que a incubagao de células
HepG2 com a 3-nitrochalcona aumenta a produgcdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), diminui os niveis de expressdo de mRNA e a atividade da catalase,
aumenta a quantidade de células em sub-G1, indicativo de fragmentacédo de DNA,
e diminui a viabilidade de células HepG2 em 56% na concentragdo de 20 uM no
tempo de 48 h de incubacéo, indicando uma influéncia das espécies reativas de

oxigénio na morte celular induzida por esta chalcona.
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Winter et al. (2010) observaram em células de leucemia (L1210) que uma
chalcona derivada de 2-naftilcetofenona com o grupamento 3 nitrofenil no anel B,
apresentou ICso de 24 yM, portanto menor que a chalcona que possuia somente o
grupamento fenil na mesma posicao (ICso de 37 yM) apés o mesmo tempo de
incubacao. Os autores verificaram fato semelhante apds 48h de incubagéao, sendo
0 ICsp de 13 pM para a chalcona nitrada e 20 uM para a chalcona substituida
apenas com o grupamento fenil.

Deste modo, pode-se concluir que a presenca e posigcao do grupo nitro e/ou
grupo hidroxila na estrutura de chalconas é importante para o aumento dos efeitos
antitumorais destes compostos.

No entanto, observa-se que ha poucos estudos dos efeitos de chalconas
nitradas e/ou hidroxiladas em células HepG2 e os efeitos da 2’hidroxi-3-
nitrochalcona ainda nao foram descritos sobre estas células. Assim, para a
realizacédo deste estudo foram utilizadas as seguintes chalconas: chalcona (CHA),
2’-hidroxichalcona (HC), 3-nitrochalcona (3-NCHA), 2’-hidroxi-3-nitrochalcona
(HNC) e 4-nitrochalcona (4-NCHA) cujas estruturas estdo demonstradas na
FIGURA 5

FIGURA 5 - ESTRUTURAS DAS CHALCONAS
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Fonte: O Autor (2015)

Outrossim, pelo fato dos efeitos das chalconas serem observados em

concentragcdes muito baixas (micromolares e até nanomolares) e por apresentarem
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baixa toxicidade quando presentes no plasma, este grupo de moléculas torna-se
fonte promissora de novos medicamentos (OPLETALOVA et al., 2003; YADAYV et
al., 2011). O grupamento carbonila o, insaturado é essencial para as atividades
biolégicas das chalconas. A introdugdo de grupamentos retiradores de elétrons
como o grupo nitro na estrutura das chalconas € capaz de aumentar sua
eletrofilicidade, solubilidade e sua capacidade de reacao com outras biomoléculas
(BERESTOVISTSKAYA et al., 2009; LEON-GONZALEZ et al., 2015).

2.3 ALVOS CELULARES DOS COMPOSTOS ANTITUMORAIS

Os compostos antitumorais possuem uma diversidade de alvos celulares,
muitas vezes atuando no processo de proliferacdo celular, afetando as fases do
ciclo celular, as defesas antioxidantes e vias de sinalizacao e transporte de droga
para o meio intracelular. Neste sentido, novos agentes antitumorais tém sido
estudados por apresentarem atividades citotdxicas no tratamento de diversos tipos
de cancer (MA et al., 2007; SHEN et al., 2007; HSU et al., 2010; ORLIKOVA et al.,
2011; VALDAMERI et al., 2011). A seguir estdo descritos alguns dos principais

alvos celulares de agentes antitumorais.

2.3.1 Ciclo celular

A divisdo do ciclo celular da maioria das células eucaridticas consiste em
quatro processos coordenados: crescimento celular, replicacdo de DNA,
distribuicdo dos cromossomos para polos opostos da célula, e divisdo celular. O
crescimento das células geralmente € um processo continuo, mas o DNA é
sintetizado durante apenas uma fase do ciclo celular. A progressao entre estas
fases do ciclo celular é controlada por um aparato regulatério conservado, o que
coordena os diferentes eventos do ciclo celular, e liga-o com sinais extracelulares
que controlam a proliferacédo celular (VERMEULEN et al., 2003; MORGAN, 2007,
BERTOLI et al., 2013; HARASHIMA et al., 2013).

O ciclo celular ¢ dividido em duas partes principais, a interfase e a mitose.
A mitose (divisdo nuclear) corresponde a separagao dos cromossomos e,
geralmente, termina com a divisdo celular (citocinese), sendo que esse processo
dura cerca de uma hora. Assim, aproximadamente 95% do ciclo celular é gasto na
interfase - o periodo entre mitoses. A interfase é o tempo durante o qual o

crescimento celular e replicagdo do DNA ocorrem de uma forma ordenada,
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preparando-se para a divisao celular (GARRETT, 2001; WILLIAMS; STOEBER,
2012).

A fase M (fase em que a célula sofre a divisdo em duas células filhas)
corresponde a mitose, que é geralmente seguida pela fase G1, fase onde a célula
responde a sinais de crescimento, e corresponde ao intervalo (GAP) entre a mitose
e a iniciacao da replicacao de DNA. Durante G1, a célula é metabolicamente ativa
e cresce continuamente, mas nao replica o seu DNA. Este periodo caracteriza-se
pela transcricdo e traducdo de varios genes, com a consequente produgao de
proteinas necessarias tanto para o crescimento celular, quanto para o preparo para
a sintese de DNA. G1 é seguida pela fase S (sintese de DNA), durante a qual ocorre
a replicagdo do DNA. A conclusdo da sintese de DNA é seguida pela fase G2,
durante a qual o crescimento celular continua e as proteinas s&o sintetizadas em
preparagao para a mitose (FIGURA 6) (GARRETT, 2001; MASSAGUE, 2004;
BERTOLI, et al., 2013; HARASHIMA et al., 2013). Células em G1 podem, antes de
se comprometer com a replicacdo do DNA, entrar em um estado de repouso
chamado GO, que representa a maior parte das células que estdo em nao-
proliferacdo (VERMEULEN et al., 2003; BERTOLI, et al., 2013)

FIGURA 6 - FASES DO CICLO CELULAR
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FONTE: O Autor (2015)
NOTA: Fases M: mitose, S: sintese de DNA, G1: intervalo (GAP) 1, G2: intervalo (GAP) 2, GO:
estado de repouso ou senescente. Os checkpoints correspondem a pontos de controle do ciclo

celular e estao representados logo apos a fase do ciclo celular em que atuam.
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2.3.1.1 Controle do Ciclo Celular

Deste modo, tornam-se necessarios controles no ciclo celular que regulem
a progressao pelas diferentes fases para que esses eventos ocorram numa
sequéncia correta e coordenada com o crescimento celular. Os checkpoints
protegem criteriosamente a transigdo entre as fases do ciclo garantindo que o
estagio precedente tenha sido completado sem erros (KHODJAKOV; RIEDER,
2009).

A parada nos checkpoints permite que as ceélulas reparem os possiveis
danos, impedindo a sua transmissao para as células filhas e contribuindo com a
manutencdo da estabilidade gendmica, sendo responsaveis, assim, pela
progressao ou parada do ciclo (BERTHET; KALDIS, 2007; MALUMBRES &
BARBACID, 2009; LABIB; PICOLI, 2011; BERTOLI et al., 2013; HARASHIMA et al.,
2013).

Essas regides estdo posicionadas antes da célula entrar na fase S (G1-S
checkpoint) ou ap6s a replicacdo do DNA (G2-M checkpoint) e parece haver pontos
de controle de danos ao DNA durante as fases S e M. No checkpoint G1/S, a parada
do ciclo celular induzida por dano ao DNA é dependente da proteina p53 (TAYLOR;
STARK; 2001; VERMEULEN et al., 2003).

Frequentemente, a progresséo do ciclo celular é regulada pela ativagéo
sequencial dos pares ciclinas (cyc) e quinases dependentes de ciclinas (Cdks). A
atividade das Cdks é dependente da sua ligacao a ciclinas especificas, sendo que
esta ligacdo é a responsavel por sua ativagdo (BERTHET; KALDIS, 2007;
GOPINATHAN et al., 2011). Essa maquinaria do ciclo celular envolve cinco CDKs
e oito ciclinas sendo que diferentes complexos de ciclina-Cdk sao altamente
especializados na promog¢ao de transigbes do ciclo celular (MASSAGUE 2004;
BERTOLI et al., 2013; HARASHIMA et al., 2013; MOORE, 2013).

As Cdks se mantém em um nivel constante durante todo o ciclo celular,
diferentemente das ciclinas, que oscilam durante as fases do ciclo em que sao
requeridas. Quando ativadas pelas ciclinas, as Cdks promovem fosforilacdo de
proteinas alvo (MOORE, 2013). Na medida em que uma célula progride através do
ciclo celular ha sucessivas ondas de aumento e redugio da atividade das Cdks-
ciclinas, sendo que no controle do ciclo celular, esses diferentes complexos
realizam funcdes especializadas (SANTAMARIA et al., 2007; HARASHIMA et al.,
2013).
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As ciclinas do tipo D (D1, D2 e D3) sao sintetizadas em resposta a sinais
mitogénicos e direcionam a Cdk4 (e/ou Cdk6), durante a fase G1, a fosforilar e
inativar proteinas - como a proteina supressora tumoral Rb - para permitir a
expressao de ciclinas do tipo E (E1 e E2), que se ligam e ativam Cdk2. Assim, o
conjunto Cdk2-ciclina E atua na progressao de G1/S para acionar a replicagéo do
DNA (WEINBERG, 2008; MALUMBRES; BARBACID, 2009; WILLIAMS; STOEBER,
2012). A disponibilidade das ciclinas E durante o ciclo celular é rigorosamente
controlada e limitada as fases iniciais da sintese de DNA (MALUMBRES;
BARBACID, 2009).

O complexo CDK2-ciclina A colabora com o Cdk2-ciclina E para regular a
replicacédo do DNA, tanto positiva como negativamente de modo que o DNA s6 é
replicado uma unica vez. Assim, Cdk2 é ativado pela ciclina A2 durante os estagios
finais da replicacdo do DNA para dirigir a transicdo da fase S para G2. Ja o
complexo Cdk1-ciclina B é responsavel pela conducdo da célula a mitose
(MALUMBRES; BARBACID, 2005; MALUMBRES; BARBACID, 2009; MOORE,
2013).

A origem das células tumorais esta associada a perda do controle e
anomalias no ciclo celular, como a alteragdo em genes que controlam a progressao
do ciclo, alteragao da funcao das ciclinas/Cdks, anormalidade na fungao de fatores
de crescimento e mutagdes dos genes supressores tumorais (GARRETT, 2001;
PARK; LEE, 2003).

Essas mutagdes ocorrem principalmente em duas classes de genes: proto-
oncogenes (versdes de fungcdo normal de oncogenes, responsaveis pelo controle
da divisdo celular) e genes supressores de tumor.

Oncogenes sao genes relacionados com o surgimento de tumores,
benignos ou malignos, bem como genes que quando deixam de funcionar
normalmente, transformando uma célula normal em célula tumoral. As versdes de
fungdo normal de oncogenes, os proto-oncogenes, sdo genes responsaveis pelo
controle da divisao celular (mitose), da diferenciagao celular e da tradugéo proteica.
Apos sofrer uma mutagcao génica somatica, por exemplo, uma translocagéo,
amplificacdo ou mutagao pontual, um proto-oncogene torna-se eventualmente um
oncogene (GOLBERT et al., 2003)

A proteina p53 é um dos principais supressores tumorais, com uma
importante fungéo na resposta celular a diferentes sinais de stress, como danos ao
DNA e hipoxia. Assim, quando um dano ao DNA é detectado, a proteina p53

promove uma parada no ciclo celular até que o reparo do dano esteja completo e,
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se isso nao for possivel, a p53 desencadeia uma via de sinalizagao intracelular
promotora de morte, geralmente a via apoptética, para que esse dano ao DNA nao
seja conservado durante o processo de replicagao celular (VOUSDEN, 2006; LIM,
KALDIS, 2013). Assim, seu papel é, principalmente, eliminar células danificadas, ou
pela promogcdo da morte celular por apoptose, ou pela retirada do potencial
proliferativo destas células, através da inducao de senescéncia. Uma Unica quebra
em DNA dupla fita é capaz de induzir aumento mensuravel de p53, que atua como
fator transcricional (LEVINE, 1997).

Um dos mecanismos de parada do ciclo celular € através da indugéao da
expressao de genes que codificam inibidores de Cdks, chamados de CKis
(inibidores de quinases ciclina dependentes), que se ligam aos pares ciclina/CdK
regulando negativamente o ciclo celular, como por exemplo a proteina p21
(DIGIUSEPPE et al., 1995; LIM, KALDIS, 2013). A proteina p21 é uma inibidora da
progressao do ciclo celular conhecida por interagir com uma variedade de fatores
de transcrigcdo envolvidos em varios processos bioldgicos, podendo interagir com
outras proteinas celulares envolvidas no crescimento, sintese ou reparo do DNA e
na regulacao transcricional (BLAGOSKLONNY, 2002; LIM, KALDIS, 2013). A
proteina p21 possui uma atividade mais ampla, sendo capaz de inibir todos os
complexos ciclina/CDK, pois possuem estruturas que os permitem ligar-se tanto a
subunidade ciclina quanto a CDK (FERREIRA e ROCHA, 2004).

Ja a proteina pRb desempenha um papel fundamental no controle da
transicao entre as fases G1 e S do ciclo celular e uma das funcbes é evitar o
crescimento excessivo de células por inibir a progressao do ciclo celular até que a
célula esteja pronta para duplicar seu DNA (MCDONALD:; EL DEIRY, 2000). O gene
Rb foi o primeiro gene supressor de tumor a ser descoberto e seu produto, a
proteina RB (pRb), exerce efeitos antiproliferativos ao controlar a transi¢ao da fase
G1 para a fase S do ciclo celular. Tal proteina na forma ativa (hipofosforilada)
encontra-se ligada ao fator de transcricao E2F (proteina de regulagdo génica),
proteina que estimula a transcrigcdo de varios genes envolvidos na fase S do ciclo.
Ligada a pRB, a agao de E2F permanece bloqueada e, assim, a célula para em G1.
Os complexos ciclina-Cdks ocasionam a fosforilagdo da pRb. Uma vez
hiperfosforilada, a pRb torna-se inativa e se desliga do fator E2F, permitindo a
entrada em S e, dessa forma, dando continuidade ao ciclo celular (SINGH, 2010;
HARASHIMA et al., 2013)

Assim, diversas classes de compostos tém como alvo proteinas

reguladoras do ciclo celular, e, dentre elas, os flavondides tém se mostrado
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promissores, sendo capazes de modular a expressao de p53 e p21 desencadeando
diferentes mecanismos de morte celular (CHIANG et al., 2006; SHEN et al., 2007;
HSU et al., 2010).

2.3.2 Defesas Antioxidantes e Espécies Reativas

Radicais livres sao atomos ou moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados e sdo capazes de desencadear diversos danos ao organismo
(WOJNAROVITS, 2011). No entanto, existem compostos tdo reativos quanto os
radicais livres, mas que nao apresentam esses elétrons desemparelhados,
surgindo, assim, uma classificagdo mais ampla: as espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN) (ZORQV et al, 2014).

O principal e mais abundante das ERO ¢é o &nion superéxido que tem uma
capacidade oxidativa relativamente elevada. O H>Og, por sua vez, € a ERO mais
estavel, gerada pela dismutagédo do anion superoéxido, de forma espontanea ou por
meio de catalisacdo pela superoxido dismutase (SOD) (ZOROQV et al., 2014). A
geracao intracelular de H20, tem sido considerada uma importante mediadora de
apoptose, e até mesmo a adigdo exégena de H202 € um potente ativador de tal
maquinaria (DINI, 2005).

As espécies reativas sdo capazes de interagir com proteinas, lipideos e
DNA, podendo causar inatividade de enzimas importantes, peroxidagao lipidica de
membranas celulares e mutagbes no DNA causando danos as estruturas
bioldgicas, os quais estao relacionados com o processo de envelhecimento, cancer,
doencas inflamatérias cronicas e degenerativas (THANNICKAL; FANBURG, 2000;
NAKAMURA et al., 2003; ZAFARULLAHA, 2003). Assim, os seres vivos possuem
defesas contra os efeitos dessas espécies: os agentes antioxidantes. Eles
protegem as células contra os efeitos dos radicais livres e podem ser classificados
em enzimaticos ou ndo enzimaticos (SIES, 1993; ZAFARULLAHA, 2003).

Dentre os antioxidantes enzimaticos temos as enzimas: superoxido
dismutases (SOD) que atuam na reacao para remog¢ao do radical superoxido, a
catalase (CAT), presente em todos 0s organismos aerdbicos, que neutraliza os
efeitos téxicos do H20», a glutationa peroxidase (GPx), que catalisa a reducéo do
H20> e hidroperéxidos utilizando a glutationa reduzida (GSH) e formando como
produtos glutationa oxidada (GSSG) e agua, entre outras. Esse Ultimo processo
catalitico depende diretamente da redugéo da glutationa oxidada pela glutationa
redutase (GR), para manter os niveis de glutationa reduzida (GSH) (FRIDOVICH,
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1995; FERREIRA; MATSUBARA,1997; NORDBERG, ARNER, 2001; VALKO et al.,,
2006; ZOROV et al, 2014).

Em mamiferos, foram encontradas trés isoformas da SOD: a Cu, Zn-
dependente (Cu, Zn SOD, SOD1) que esta localizada no espaco intermembranar
mitocondrial e no citosol; a isoforma Mn-dependente (Mn SOD, SOD2) que esta
localizada na matriz mitocondrial; e a Cu, Zn SOD localizada no espaco extracelular
(ecSOD, SOD3) (ZOROV et al, 2014).

As defesas antioxidantes ndo enzimaticas sdo compostas pela glutationa
(GSH), ubiquinona ou coenzima Q (CoQ) e &cido Urico, que sdo compostos
produzidos endogenamente. Além deles, também existem compostos de baixo
peso molecular que sdo obtidos através da dieta: vitamina E (tocoferol), vitamina C
(ascorbato), B-caroteno, selénio e flavondides (polifendis) (FERREIRA;
MATSUBARA,1997; ZAFARULLAHA, 2003).

A N-acetilcisteina (NAC) é precursora da L-cisteina e da glutationa
reduzida, e tem sido utilizada em varios estudos como ferramenta para investigar o
papel de espécies reativas de oxigénio em numerosos processos biolégicos e
patolégicos, revertendo seus efeitos em células tumorais (LIU et al., 2006; KUO et
al., 2010; MOON et al., 2010). Por ser um tiol, NAC é uma fonte de grupos sulfidrila
para células e é sequestrador de radicais livres interagindo com EROs tais como
‘OH e H202, diminuindo a disponibilidade desses agentes oxidantes
(ZAFARULLAHA, 2003).

No entanto, o desequilibrio entre os niveis de espécies reativas e as
defesas antioxidantes pode causar alteragdes na sinalizagdo e no controle redox,
podendo levar ao acumulo excessivo de espécies reativas (estresse oxidativo), que
pode causar danos ao DNA, proteinas e lipideos, induzindo a morte celular ou
carcinogénese (VALKO et al., 2006; ZOROV et al., 2014).

2.3.2.1 O sistema Nrf2/Keap1 e a expressao de enzimas antioxidantes

O corpo contém potentes defesas antioxidantes que sao responsaveis por
regular os niveis de oxidantes presentes e, assim, preservar a homeostase e
proteger o organismo contra danos. Uma importante via na protegao contra ERO é
a via Nrf2 (fator nuclear eritréide 2) (LYAKHOVICH et al., 2006). Nrf2 € um fator de
transcricdo localizado no citoplasma que regula a expressdo da maioria das
enzimas que participam do sistema antioxidante. Nesta via a Keap1 (ECH Kelch

associando proteina 1) é um inibidor do fator de transcricdo Nrf2. KEAP1 funciona
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como um sensor in vivo para ERO e eletrdlitos, os quais fazem com que Nrf2 se
dissocie do complexo com Keap1 (através de uma mudang¢a conformacional) e
transloque-se para o nucleo (FIGURA 7) (LO et al, 2006; ANTELMANN et al.,
2011).

Keap1 € uma proteina rica em tiol e possui multiplas cisteinas reativas cujos
residuos sdo geralmente aminoacidos basicos. Os tidis reativos sao alvos
excelentes de eletréfilos e ERO. Alteragoes em Keap1 comprometem a integridade
estrutural do complexo KEAP1-Cul3 E3 ligase, resultando em um declinio na
ubiquitinacao, facilitando assim o acumulo de Nrf2. Assim, Keap1 age como um
sensor que transduz sinais eletrofilicos em ativacao transcricional (TAGUCHI et al.,
2011).

A via Keap1/Nrf2 é responsavel por regular mais de 100 genes
citoprotetores e de defesas antioxidantes, entre eles os genes da SOD, catalase, e
das enzimas do metabolismo da glutationa (glutationa peroxidase, glutationa
redutase, y-glutamil cisteina ligase), da detoxificagdo de xenobidticos (NAD(P)H
desidrogenase, quinona 1 (Ngo1)), genes da familia da Glutationa S-transferase e
do transporte de drogas (genes da familia das proteina associada a resisténcia de
multidrogas (Mrp)) (OKAWA et al., 2006; KUMAR et al., 2011; TAGUCHI et al,,
2011).

Na auséncia de estresse, Nrf2 esta localizada no citoplasma, ligado a
Keap1, o que facilita a degradacdo de Nrf2 através da via da ubiquitina
proteassoma. Desta forma, os mecanismos moleculares envolvidos na regulagao
da estabilidade de Nrf2 em resposta a eletréfilos e ERO tem sido uma questao

crucial no estudo da resposta ao estresse (TAGUCHI et al., 2011).
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FIGURA 7 - ESQUEMA GERAL PARA A INDUGAO DA EXPRESSAO DE GENES DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES ATRAVES DA VIA DE SINALIZACAO Keap1/Nrf2.
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Fonte: O Autor (2015)
NOTA: Representacédo esquematica da via Nrf2/Keap1 nas condi¢des basais e ativada, indicando
como ocorre a ativagao transcricional de enzimas antioxidantes no nucleo celular através da ligagao

a elementos de resposta antioxidantes (ARE).

Mutacoes frequentes em Keap1 e Nrf2 tém sido encontradas recentemente
emtumores humanos, como os de prostata, pulmao, canal biliar, cabecga e pescogo.
Tais mutagdes levam a perda de fungao de KeaP1 e ativagdo de Nrf2 e os seus
genes citoprotetores, que contribuem para quimiorresisténcia durante a terapia.
Nrf2 protege as células normais contra carcinogénese, mas a sua ativacdo
constitutiva em certos tumores aparentemente contribui para a sobrevivéncia e
crescimento dessas células (TANG et al., 2011; HAYES et al., 2009).

Foi demonstrado que alguns flavonoides como as chalconas, sdo capazes
de ativar essa via Keap1/Nrf2 em células tumorais devido ao seu dominio a,f3
insaturado altamente eletrofilico e por aumentar os niveis de espécies reativas de
oxigénio (KUMAR et al., 2010).

Por sua vez, Lim et al. (2013) observaram que a 4-methoxichalcona inibe o
mecanismo de defesa de Nrf2/ARE e aumenta o estresse oxidativo e a
citotoxicidade induzida por cisplatina em células de cancer de pulmado A549 O
estudo demonstrou que a chalcona avaliada pode melhorar a capacidade de

resposta das células tumorais para medicamentos quimioterapicos e indica o
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potencial de aplicacdo de compostos inibidores dessa via como sensibilizadores
naturais em quimioterapia.

Nrf2 agora é visto, entdo, como um alvo farmacoldgico para superar a
resisténcia terapéutica de varios tipos de tumores (TANG et al., 2011; LIM et al.,
2013). Deste modo, a identificagdo de moléculas que potencialmente inibam
especificamente Nrf2 é bastante desejavel, e tais compostos podem ser utilizados
em quimioterapia como adjuvantes para aumentar a eficacia de farmacos
antitumorais.

Neste sentido, tém sido estudado o uso de terapias adjuvantes para inibir
os sistemas antioxidantes, e ja foi visto que para o tratamento de melanoma por
exemplo, o uso de dissulfiran (DSF) e 2-metoxiestradiol (2-ME2), o primeiro
afetando a capacidade redutora da glutationa e induzindo apoptose, € o segundo
inibindo a atividade da SOD, foi capaz de promover parada de proliferacao de
células de melanoma B16-F10 (CEN et al., 2002; DOBOS et al., 2004).

2.4 MORTE CELULAR

A morte celular acontece nao apenas quando as células sao expostas a
guimioterapicos e agentes citotoxicos, mas ela também faz parte dos mecanismos
de controle e manutengdo do organismo, através da eliminagcdo de células
danificadas e/ou com tempo de vida expirado (HERNANDEZ-MARTINEZ;
COVARRUBIAS, 2011).

2.4.1 Tipos de morte celular

A morte celular pode ser caracterizada por critérios morfolégicos e
apresentar diversas nomenclaturas como apoptose, necrose, autofagia e catastrofe
mitética (KROEMER et al., 2009; GALLUZZI et al., 2012). Na sequéncia,
apresentaremos algumas caracteristicas dos tipos de morte celulares melhores

descritos na literatura.

2.4.1.1 Apoptose

A expressao "apoptose" foi criada por Kerr et al. (1972) para descrever um
aspecto morfologico especifico de morte celular, visto que a apoptose é
acompanhada por arredondamento da célula, retracdo de pseuddpodes, redugcao

do volume celular, condensagao da cromatina, fragmentagao nuclear, pouca ou
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nenhuma modificacdo estrutural das organelas citoplasmaticas, formagcdo de
“blebs” na membrana plasmatica (mas manutencdo de sua integridade até os
estagios finais do processo) e englobamento por fagocitos residentes (in vivo)
(NISHIDA et al., 2008).

As alteragbes bioquimicas promovidas pela apoptose incluem clivagem do
DNA em fragmentos internucleossémicos, externalizagdo de fosfatidilserina e a
presenca de substratos intracelulares clivados por protedlise (COHEN et al., 1994;
MARTIN et al., 1995; OUYANG et al., 2012). Assim, o termo "apoptose" deve ser
aplicado exclusivamente para a célula que esteja manifestando-se entre esses
varios aspectos morfolégicos (BAEHRECKE et al.,, 2002; KROEMER et al., 2009).

A apoptose pode ocorrer por via extrinseca ou por via intrinseca
(HENGARTNER, 2000; FULDA; DEBATIN, 2006) (FIGURA 8), e essas vias serdo

melhor abordadas a seguir.

FIGURA 8 - VIA EXTRINSECA E INTRINSECA DA APOPTOSE
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FONTE: O Autor (2015)

NOTA: FADD, dominio de morte associado a Fas; Fas-L, ligante de Fas; Bid, proteina pro-
apoptotica; Bcl2/Bcl-xL, proteinas anti-apoptoéticas; Bax/Bak, proteinas pré-apoptéticas; Apaf-1,
protease ativadora de apoptose fator 1; Flip, proteina inibidora de FLICE.

2.4.1.1.1 Apoptose via extrinseca

A apoptose por via extrinseca é desencadeada por sinais extracelulares,

0s quais sensibilizam receptores especificos na membrana plasmatica
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responsaveis por propagar os sinais. Os principais receptores conhecidos incluem
Fas (também chamado CD95 ou APO-1), receptor de TNF 1 (TNFR1) e ligante
indutor de apoptose (TRAIL) receptor 1 (TRAIL-R1; também denominado DR4) e
TRAIL receptor 2 (TRAIL -R2; também denominado DRS5). Por sua vez, os
principais ligantes envolvidos na iniciagdo destes sinais através de receptores de
morte sao: Fas-L (ligante de Fas), TNF-a (fator de necrose tumoral a) e TRAIL
(ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF) (WAJANT, 2002; CIRCU; AW,
2010; GALLUZZI et al., 2012; HURWITZ et al, 2012). A estimulagdo desses
receptores de morte resulta na ativagao do iniciador caspase-8, que pode propagar
o sinal de apoptose por clivagem de caspases efetoras como a caspase-3 (FIGURA
8) (WALCZAK; KRAMER, 2000; FULDA; DEBATIN, 2006)

Fas (também denominado Apo-1 ou CD95) é um receptor de morte membro
da superfamilia de receptor de fator de necrose tumoral (TNFR), que tem um papel
central na regulacdo da morte celular programada e tem sido implicada na
patogénese de varias doengas do sistema imunolégico, bem como doencgas
malignas. Assim, Fas é expresso em linfécitos ativados, numa variedade de tecidos
de origem linfoide ou nao linfoide, assim como em células tumorais. Ele é produzido
pelas células T ativadas, desempenhando um papel crucial na regulagdo do
sistema imune desencadeando a morte de linfécitos ou outras células alvo
(KRAMMER, 2000; WAJANT, 2002).

O sistema Fas/FasL é um dos sistemas melhores estudados de receptores
de morte que levam a apoptose. Pouco tempo apés a ligacéo de Fas/FasL, Fas-
associado a DD (dominio de morte) (FADD) e procaspase-8 sao recrutados, e o
complexo sinalizador indutor de morte (DISC) é endocitado. A liberacao de DISC
endossomal a partir do receptor se acumula como DISC citosélico e a partir disso
FADD e pro-caspase-8 sao recrutados, resultando na ativacdo do iniciador
caspase-8, que por fim conduz a apoptose (CHAN et al., 2000; KRAMMER, 2000;
WAJANT, 2002; HURWITZ et al., 2012).

TNFR1 é um receptor de morte que medeia as principais fungdes biologicas
de TNF-a. A ligagdo TNFa -TNFR1 provoca trimerizagcao do receptor, liberagao de
silenciador inibitério do dominio de morte, e recrutamento do dominio de morte
associada ao TNFR1 (TRADD) que resulta na formacdo de dois complexos
(complexos | e 1), que ativam distintamente a redugao da sobrevivéncia ou as vias
de sinalizacao apoptéticas. TRADD serve como uma plataforma para recrutar pelo

menos trés mediadores adicionais: proteina de interacdo com o receptor 1 (RIP1),
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proteina do dominio de morte associado a Fas (FADD), receptor TNF associado ao
fator 2 (TRAF2) (MICHEAU; TSCHOPP, 2003; BALKWIL, 2009)

O complexo | consiste em TNFR1, o adaptador TRADD, a quinase RIP1, e
a TRAF2, e sinaliza rapidamente a ativagcéo de NF-kapa B. Num segundo passo,
TRADD e RIP1 associado com FADD e caspase-8, formam um complexo
citoplasmatico (complexo Il). Quando NF-kappa B € ativado pelo complexo |, o
complexo Il abriga a caspase-8 inibidora de FLIP(L) e a célula sobrevive. Assim, o
sinal de transduc&o mediado por TNRF1 inclui um ponto de controle, resultando em
morte celular (por meio do complexo Il) nos casos em que o sinal inicial (através de
complexo |) falha em ser ativado (MICHEAU; TSCHOPP, 2003; BALKWIL, 2009;
CIRCU; AW, 2010)

TRAIL (fator de necrose tumoral relacionado a apoptose induzida por
ligante) € um ligante indutor de apoptose também conhecido por Apo-2L e foi
identificado pela primeira vez em 1995, com base na sua homologia de sequéncia
com 0s outros membros da superfamilia do TNF e é expresso em um grande
numero de tecidos (LEBLANC; ASHKENAZI, 2003). Os dois receptores de TRAIL
(TRAIL-R1 e TRAIL-R2), contém um motivo conservado citoplasmatico, o que lhes
permite dar inicio a maquinaria apoptotica da célula apés a ligagao do ligante,
enquanto que TRAIL-R3 a R5 sao receptores antagonistas que se ligam a TRAIL,
mas nao transmitem um sinal de morte (LEBLANC; ASHKENAZI, 2003; WANG,; ElI-
DEIRY, 2003; FULDA; DEBATIN, 2006).

C-flip foi identifcada como uma protease de morte, com base na
observacdes de que ela impede TRAIL, fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e
Fas-L, de ligarem-se a FADD e/ou a caspase-8 ou -10 de modo dependente do
ligante, que por sua vez previne a formacgado do complexo sinalizador indutor de
morte (DISC) e posterior ativagao da cascata de caspase (KRUEGER et al., 2001;
SAFA et al., 2008; HURWITZ et al., 2012)

2.4.1.1.2 Apoptose via intrinseca

Por sua vez, a apoptose por via intrinseca se caracteriza pelo envolvimento
direto com a mitocdndria, o que levou muitos autores a denominarem essa via como
mitocondrial (INDRAN et al., 2011). Ela pode ser dependente ou nao da ativagao
das caspases, visto que outros eventos podem ativar essa via como os danos no
DNA, o estresse oxidativo, entre outros. Diferentes estimulos sao recebidos pelas

células através de proteinas pré (Bax e Bak) e anti- apoptéticas (Bcl-2, Bcl-Xy),
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desencadeando uma cascata de sinalizagao celular (FIGURA 8). Esses sinais de
morte (com ou sem envolvimento das capases) sdo recebidos pela mitocondria com
inducao ou prevengao da liberacao de fatores apoptogénicos da mitocdndria para
o citosol. Assim, a morte celular mediada pela mitocdndria é controlada por essas
duas familias de proteinas que sao expressas por diferentes estimulos (FIGURA 8)
(HENGARTNER et al., 2000; WHELAN et al., 2010; GALLUZZI et al., 2012).

A via mitocondrial € iniciada por sinais de estresse através da liberagcao de
fatores apoptogénicos, como citocromo C, fator indutor de apoptose (AIF), Smac
(segundo ativador de caspase mitocondrial)/DIABLO, do espacgo intermembranar
mitocondrial (CANDE et al., 2002; SAELENS et al., 2004). A liberagao de citocromo
C no interior do citosol desencadeia a ativagao de caspase-3 através da formacao
de um complexo contendo citocromo C/Apaf-1/caspase 9, chamado de
apoptossomo (CAl, et al., 2000), ao passo que Smac/DIABLO promove a ativacao
de caspase através da neutralizacdo dos efeitos dos inibidores de proteinas
apoptéticas (IAPs), e AIF provoca a condensacdo de DNA (CANDE et al., 2002;
SAELENS et al., 2004; GALLUZZI et al., 2012).

As vias intrinsecas e extrinsecas podem se interconectar em diferentes
niveis, como por exemplo através da via de receptores de morte, a ativacao de
caspase-8 pode resultar na clivagem de Bid, uma proteina da familia Bcl-2 com um
unico dominio BH3, que por sua vez se transloca para a mitocondria para a
liberagdo de citocromo C (CORY; ADAMS, 2002; SHI, 2002). A ativacao das
caspases é regulada negativamente, ao nivel de receptor de morte, por FLIP, que
bloqueia a ativagcado da caspase-8, na mitocéndria por proteinas da familia Bcl-2 e
inibidoras de apoptose (IAPs) (COWLING; DOWNWARD, 2002).

2.4.1.2 Necrose

A necrose é caracterizada morfologicamente por um ganho no volume da
célula (oncosis), inchago das organelas, ruptura da membrana plasmatica e
subsequente perda de conteudo intracelular, levando a processos inflamatérios do
tecido ao redor da célula. Durante muito tempo, a necrose foi considerada uma
forma descontrolada acidental de morte celular, mas ha evidéncias de que ela pode
ser estritamente regulada por um conjunto de vias de transdugdo de sinais e
mecanismos catabdlicos (GOLSTEIN et al., 2007; GALLUZZI et al., 2012), como
por exemplo por receptores de dominio de morte (TNFR1, Fas/CD95 e TRAIL-R) e

os receptores de tipo Toll (por exemplo TLR3 e TLR4) foram estudados por
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provocar a necrose, em particular na presenga de inibidores de caspase
(DEGTEREV et al., 2005; LAFONT et al.,, 2010; GALLUZZI et al., 2012; KAISER et
al., 2013).

Com a descoberta de mediadores-chave da morte celular por necrose,
como RIP quinases e PARP, o conceito de necrose programada tem sido bastante
explorado recentemente. Receptor que interage com proteinas quinases (RIP), poli
(ADP ribose) polimerase-1 (PARP 1) e NADPH oxidases foram identificadas como
componentes em potencial de sinalizagdo de necrose programada (GOLSTEIN et
al., 2007; GALLUZI et al., 2008). Quando as células sofrem esse tipo de morte
celular, a integridade da membrana celular é interrompida e os materiais
intracelulares sao liberados para o meio extracelular, conduzindo a respostas
inflamatérias das células imunitarias. Consequente, a inflamacao local induzida
pela necrose programada pode promover o crescimento tumoral. No entanto, a
morte celular por necrose tém sido explorada por eliminar células tumorais
(AGOSTINIS et al., 2004; ZONG et al., 2004).

2.4.1.3 Autofagia

A autofagia é um processo de auto degradacgéo importante para equilibrar
fontes de energia em momentos de desenvolvimento celular e em resposta a
momentos de estresse ou escassez de nutrientes, resultando na degradacgao de
organelas danificadas, tais como mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e
peroxissomos, fornecendo a energia necessaria para o funcionamento minimo da
célula (WHITE, 2012) bem como a eliminagcao de patdgenos intracelulares.

Assim, a autofagia é geralmente considerada como um mecanismo de
sobrevivéncia, e a ativagao autofagica pode desempenhar um papel protetor nas
fases iniciais da progressao tumoral (KUNDU; THOMPSON, 2008). Por outro lado,
no entanto, a autofagia pode atuar como um supressor tumoral, ativando genes
pro-autofagicos e bloqueando genes anti-autofagicos na oncogénese (DEBNATH
et al., 2005; GLICK et al., 2010; GALLUZZ| et al., 2012)

2.4.1.4 Catastrofe mitotica
Catastrofe mitética € um tipo de morte celular que ocorre durante ou logo

apo6s uma mitose desregulada ou que falhou, em que a distribuicdo inadequada de

cromossomos compromete as fungdes celulares, e que acaba por sinalizar a célula
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a senescéncia ou a morte celular, prevenindo a oncogénese. Ela pode ser
acompanhada por alteragdes morfoldgicas incluindo micronucleagao (que muitas
vezes resulta de cromossomas e/ou fragmentos de cromossomo que néo foram
distribuidos uniformemente) e multinucleacao (a presenca de dois ou mais nucleos
com tamanhos semelhantes ou heterogéneos, que derivam de uma separacgao
deficiente durante a citocinese (VITALE et al., 2011; GALLUZZI et al., 2012).

A catastrofe mitotica apresenta-se entdo como uma estratégia celular para
eliminar as células mitéticas desreguladas, conduzindo uma cascata de sinalizagéo
complexa e pouco compreendida, mas, do ponto de vista funcional, que pode ser
definido como um mecanismo oncosupressor que precede a apoptose, necrose ou
senescéncia, sendo diferente destes. Por conseguinte, a ruptura de uma catastrofe
mitética propicia a tumorigénese e a progressdo do cancer, e a sua indugao
constitui um alvo terapéutico (CASTEDO et al, 2004; VITALE et al., 2011;
GALLUZZI et al., 2012).

2.5 TERAPIA ADJUVANTE E INDUCAO DE MORTE CELULAR

Tem-se observado recentemente que a resisténcia a medicamentos € um
grande obstaculo na quimioterapia antineoplasica e a terapia combinada de
guimioterapicos com fitoquimicos tem surgido como um possivel mecanismo de
superagao da quimiorresisténcia, usando drogas com diferentes mecanismos de
agao podendo aumentar a eficacia antitumoral dos compostos (ADEGHI-ALIABADI
etal., 2011; NESSA et al., 2011; ZHANG et al., 2014) .

Diversos compostos polifendlicos foram estudados por atuarem como
adjuvantes em diversos mecanismo de morte celular, como por exemplo polifendis
encontrados em algas marinhas Spatoglossum asperum (SA-EA), Padina
tetrastromatica (PT-EA), e Harmophysa triquerta (HT-EA), que exercem atividade
antiproliferativa em células de cancer pancreatico (Panc-3.27 e MiaPaCa-2)
resistentes a quimioterapia quando utilizados como adjuvantes em seu tratamento,
visto que a combinagao dos polifendis com o quimioterapico gemcitabina impede a
autofagia, conhecida como contribuinte para a progressdo dessa neoplasia
(ARAVINDAN et al., 2015).

Nessa et al., (2011) avaliaram dois fitoquimicos, quercetina e timoquinona,
como adjuvantes na combinagdo com farmacos de platina (cisplatina e oxaliplatina)
no tratamento de células de ovario humano (A2780 e sua forma resistente a platina

A2780 (CISR)). As células foram tratadas com combinagdes binarias de cisplatina
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(0,67 e 4,14 uM) e oxaliplatina (0,41 e 1,47 uM) com quercetina (22,69 e 25,95 uM)
e timoquinona (5,7 e 4,82 uM) usando trés sequéncias de administragdo de acordo
com o tempo de incubacgéo, e observou-se que a adi¢ao dos fitoquimicos 2 h antes
das drogas de platina podem sensibilizar as células tumorais para a acédo da platina,
oferecendo assim um meio de superar a resisténcia aos medicamentos.

Zhang et al, (2014) avaliaram o efeito da quercetina (50 pM) em
combinagdo com a cisplatina (10 uM) em células de hepatocarcinoma humano
(HepG2) e constataram que a combinacao foi significativamente eficaz na inducao
da supressao do crescimento e na apoptose em células HepG2, quando comparado
com o tratamento em separado com os compostos. A quercetina combinada com a
cisplatina modulou a expressado de diversos genes envolvidos na progressao do
ciclo celular e apoptose.

Por sua vez, Shi et al. (2015) avaliaram o efeito de um derivado de chalcona
denominado Chal-24 (3-hydroxy-4,3'4'5"-tetrametoxichalcona) (1 pM) sobre
células de céncer de pulméo (A549) e observaram que quando combinado o
tratamento da chalcona com cisplatina (10 pyM) por 24 horas houve uma indugéo
sinérgica da apoptose nessas células. Os autores observaram que enquanto a
cisplatina induzia a via JNK/Bcl-2/beclin 1 para a ativagdo da autofagia, a sua
combinagdo com s Chal-24 desencadeou a degradagao proteossémica do inibidor
celular de proteinas apoptéticas (c-IAPs) e a formagao do complexo Ripoptossomo
que contém RIP1, FADD e caspase 8. Além disso, a combinagcdo de ambos os
compostos induziu a degradacao de cFLIPL que suprime a ativagdo da apoptose
mediada pelo complexo Ripoptossomo. Assim, a combinacdo da Chal-24 e
cisplatina poderia ser utilizada para melhorar a eficacia da quimioterapia.

Também foi estudada por Song et al. (2013) uma nova chalcona sintética,
a DK-78 (2-hidroxi-2,3,4-trimetoxi-benzochalcona), que foi administrada com o
quimioterapico doxorrubicina contra duas linhagens celulares de cancer da mama
(MCF 7-VN e MDA-MB-231), e avaliada quanto a presenca de efeito citotdxico
sinérgico. O tratamento com a chalcona (10 e 20 yM, 24 h) e apés com o
quimioterapico (5 e 10 uM, 24 h) reduziu a viabilidade celular, a expressao de
proteinas marcadoras mesenquimais e a migracdo celular de maneira mais
acentuada do que o tratamento isolado com ambos os compostos, confirmando o
efeito sinérgico avaliado.

Szliszka et al. (2010) demonstram que a chalcona e outros trés analogos
naturais (licochalcona-A, isobavachalcona, xantohumol e buteina) na concentracéo

de 50 uM por 48 horas em células LNCaP (tumor de préstata) aumentaram a
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apoptose e citotoxicidade induzida por TRAIL em células da prostata (LNCaP).
Assim, o uso combinado das chalconas e de TRAIL foi responsavel pelo aumento
da indugao de morte celular promovido pelos compostos quando avaliados em
separado.

Desta forma, o uso de compostos naturais combinados com
quimioterapicos e/ou indutores de apoptose para o tratamento de células tumorais
tém sido alvo de diversos estudos recentes e muito ainda precisa ser descoberto

para uma futura aplicagao de fitoquimicos como adjuvantes na quimioterapia.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Tendo em vista a alta incidéncia do carcinoma hepatocelular (CHC), e a
baixa eficacia dos tratamentos convencionais utilizados, tém-se a necessidade de
descoberta de novas drogas que sejam mais promissoras e seletivas para o seu
tratamento. Varias flavonas e chalconas possuem efeitos antitumorais, mas seus
efeitos em HepG2 foram pouco estudados. Sabendo-se que as nitrochalconas
substituidas tém demonstrado efeitos biolégicos mais acentuados quando
comparadas com chalconas semelhantes ndo nitradas e que, além disso, séo
pouco conhecidos os efeitos de nitrochalconas substituidas ou ndo, sobre linhagens
tumorais, em especial, sobre células HepG2, torna-se importante estudar o efeito
destes compostos sobre estas células, visando a possibilidade de aplicacdo deste
flavondide no tratamento do CHC. Além disso, torna-se importante avaliar a
seletividade dos compostos, realizando analise de viabilidade celular em células de
fibroblasto adiposo murino L929.

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi estudar os efeitos da hispidulina e
de chalconas substituidas com grupamentos 2’ hidroxi e/ou nitro em células de
hepatocarcinoma humano (HepG2) para o entendimento de seus mecanismos de
acgao, e em células de fibroblasto (L929) com a finalidade de avaliar a citotoxicidade

destes compostos sobre uma linhagem n&o-tumoral.

Para tanto, tivemos como objetivos especificos:

1) Hispidulina
a) Avaliar efeitos sobre:
J Atividade das enzimas antioxidantes
o Niveis intracelulares de ERO na presenca de NAC
o Viabilidade na presenca de co-tratamento com catalase exdgena
o Mecanismo de indugcdo de morte celular
o Viabilidade em células de fibroblasto L929

2) Chalconas
a) Avaliar efeitos sobre:

o Viabilidade celular (chalconas sintetizadas), incluindo a 4-
nitrochalcona, sobre células HepG2

° Viabilidade em células de fibroblasto L929
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o Comparar os resultados obtidos e escolher os flavondides com os

melhores efeitos para estudar seus mecanismos de acao.

b) Chalconas escolhidas, avaliar os efeitos em células de hepatocarcinoma
humano, sobre:

o Ciclo Celular

o Niveis intracelulares de ERO

° Atividade das enzimas antioxidantes



4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

FIGURA 9 - FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 REAGENTES

NAC, NADH, EDTA, DCFDA, iodeto de propidio, dimetilsulféxido (DMSO),
Soro fetal bovino, DMEM alta glucose, gentamicina, RNaseA, e Tris foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (EUA). Hidréxido de potassio, cloreto de
potassio, fosfato monobasico de potassio, fosfato dibasico de potassio, acido
cloridrico, foram adquiridos da Merck do Brasil. A hispidulina foi comprada da
empresa Tocris Bioscience dos Estados Unidos (Bristol, U.K.) com uma pureza
>98%.

A chalcona, 3-nitrochalcona, 2’-hidroxi-3-nitrochalcona e 2’-hidroxichalcona
foram sintetizadas e gentilmente cedidas pelo professor Dr. Alfredo Marques de
Oliveira do Departamento de Quimico da UFPR. A 4-nitrochalcona foi comprada da
empresa Alfa Aesar.

Os demais reagentes utilizados foram do melhor grau analitico
comercialmente disponivel. As solugdes dos reagentes foram preparadas com

agua deionizada atraveés de sistema purificador Millipore Milli Q.

5.2 PREPARO DA HISPIDULINA E DAS CHALCONAS

Para a solucao estoque a hispidulina e as chalconas foram solubilizada em
DMSO. Foram realizados em todos os experimentos controles com e sem o uso do

solvente DMSO com um volume maximo de 0,1% (v/v).

5.3 CELULAS

A células de hepatocarcinoma humano (HepG2) e de fibroblasto adiposo
murino (L929) (Culture Collection American Type, ATCC) foram mantidas em
DMEM alta glicose, suplementado com soro bovino a 10% (FBS) e 50 pg/ml de
gentamicina, a 37 °C, com 5% de CO2 sob umidade controlada. As células foram
cultivadas no laboratério de Cultivo Celular do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da UFPR.
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5.4 ESTERILIZACAO DE MATERIAIS

Todo material de vidro utilizado para os procedimentos de cultivo de células
foram esterilizados em autoclave a 120°C, durante 45 minutos, a 1 atm. Material de
plastico como garrafas, tubos conicos e todos foram esterilizados em microondas,

durante 40 minutos.

5.5 SOLUGOES E MEIOS DE CULTURA

5.5.1 Solug¢do Salina Tamponada (PBS)

A solugdo salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como solugéo
estoque concentrada 5 vezes. Esta solugdo concentrada foi constituida por: NaCl
680mM, KCI 13,4 mM, Na:HPO4 40,5mM (pH 7,5). A solucao foi esterilizada em
autoclave (120°C, 45 minutos) e armazenada a 4°C. Para o uso, a solugao foi

diluida com agua ultra pura estéril, recém obtida.

5.5.2 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi o DMEM - alta glicose, que € uma modificagcao
do Meio Basal Eagle (BME) que contém quatro vezes a concentracao de
aminoacidos e vitaminas. O meio foi reconstituido em agua ultra pura e esterilizados
em membrana de acetato-nitrato de celulose com poros de 0,22 ym (Millipore) sob
pressado em aparelho Sartorius. Apods o procedimento de filtragao, aliquotas do meio
foram deixadas em estuda a 37°C, para o acompanhamento de eventuais
contaminantes. O meio foi mantido em geladeira a 4°C. Para os experimentos, o
meio foi suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal estéril inativado. O pH
do meio foi ajustado com quantidades adequadas de solugcado de bicarbonato de

sodio para pH 7,4 e entdo esterilizado em autoclave a 120°C por 45 minutos.
5.5.3 Solugao de Tripsina-EDTA
A solugao de tripsina-EDTA foi constituida de NaCl 137 mM, KCI 5,4 mM,

glucose 5 mM, Na2HPO4 0,42 mM, KH2PO4 0,44 mM, NaHCO3 2,3 mM, EDTA 0,53
mM, 50 mg% tripsina (1:250) e 2 mg% de vermelho de fenol, sendo o pH ajustado
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para 7,4 com bicarbonato de sodio. A solucédo foi esterilizada por filtracdo e

armazenada a -20°C.

5.6 PROCEDIMENTOS DE CULTIVO

As células foram cultivadas em garrafas estéreis com meio DMEM - alta
glicose, acrescido de soro fetal bovino 10% (v/v) e gentamicina. As culturas foram
mantidas em estufa (Sanyo), em atmosfera contendo 5% de CO,, com umidade
controlada de 95% e temperatura constante de 37°. Os repiques foram realizados
utilizando-se de solugéo de tripsina-EDTA para soltar as células em intervalos de
48h na proporgdo de 1:3. Para armazenamento das linhagens, as células (10°
células/mL) foram suspensas em meio de cultura e DMSO 10% (v/v), e congeladas
ia -70°C. Para uso as células foram descongeladas a 37°C e adicionadas em
garrafas pequenas (50mL) contendo meio adequado como ja descrito. Apds adeséo
das células a superficie da garrafa (~2h), o meio foi trocado, eliminando-se 0 meio
de congelamento contendo o DMSO e eventuais células mortas. A monocamada
de células foi rotineiramente observada em microscopio invertido (Olympus, modelo
CK2).

5.7 ENSAIOS EM CELULAS

5.7.1 Viabilidade Celular

Os compostos testados nos experimentos foram: chalcona (CHA), 3-
nitrochalcona (3-NCHA), 2’-hidroxi-3-nitrochalcona (HNC), 2'-hidroxichalcona (HC)
e 4-nitrochalcona (4-NCHA).

5.7.1.1 Métododo MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT (REILLY et al., 1998).
A reducao do MTT decorrente da atividade respiratéria de células viaveis produz
um sal de formazan insoluvel que é posteriormente solubilizado para quantificacéao
em 550 nm. A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de microplacas
(TECAN-Infinite M200). Para a viabilidade das células L929, a mesma metodologia
foi utilizada.
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As células foram colhidas assepticamente, contadas e plaqueadas em
placas de 96 pocos com aproximadamente 1x10* células por poco. Apds a
aderéncia (24 h), foram retirados 200 pL do sobrenadante e adicionada a
hispidulina (50 e 100 pL) e as chalconas (CHA, 3-NCHA, 4-NCHA, HNC, HC) nas
diferentes concentragdes indicadas, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Apds o
término das incubagdes, o sobrenadante foi retirado e adicionaram-se 180 uL de
HBSS + 20 pL da solugédo de MTT (5 mg/mL), seguindo-se de incubagao por 37°C/
3 h /5% CO2. Apds 3h retirou-se o MTT que nao reagiu, adicionou-se 200 uL de
DMSO, para solubilizar o formazan formado. Os resultados foram obtidos em leitor
de microplacas (TECAN-Infinite M200) em 540 nm contra um branco de DMSO. Os
resultados foram expressos em percentagem de células viaveis em relagdo ao
controle com DMSO (100%). Para os ensaios de protegdo da catalase as células
foram simultaneamente tratadas com a hispidulina (50 e 100 uM) e catalase
exogena (100, 250, 500 ou 1000 U/mL), durante os tempos determinados,

utilizando-se também o método do MTT.

5.7.1.2 Método do Cristal Violeta

Devido a possiveis interferéncias das chalconas sobre desidrogenases
mitocondriais (DABAGUI-BARBOSA et al., 2005) em mitocédndrias isoladas de
figado de rato que poderiam afetar os resultados pelo método do MTT, tornou-se
importante a realizacdo da analise dos efeitos dos compostos utilizando-se do
método do Cristal violeta (KUENG et. al., 1989) para confirmar e comparar os
resultados obtidos pelas duas técnicas. O ensaio do cristal violeta é util para obter
informacao quantitativa sobre a densidade relativa de células aderidas em placas
de cultura.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, 1,0 x 10* células por
poco, mantidas por 24 h em estufa de CO2 a 37°C para adeséao e crescimento. Apds
a aderéncia (24 h), foram retirados 200 pyL do sobrenadante e adicionadas as
chalconas (CHA e 4-NCHA) nas suas diferentes concentragdes nos tempos de 24,
48 e 72 horas de incubacéo.

O volume final foi completado para 200uL com meio DMEM alta glucose
completo. Apds o término das incubagdes, o sobrenadante foi retirado, as células
foram lavadas com PBS, logo apés fixadas com 50 yL de metanol por 10 min, e

depois coradas com 50 pL cristal violeta 0,2% em etanol 2% por 2 min. O cristal
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violeta foi retirado e as células lavadas exaustivamente (5x) com PBS, estas foram,
apos, eluidas com 200 pL de citrato de sédio 0,05 mol/L em etanol 50% por 10min
e realizada homogeneizacao das amostras. Foi utilizado citrato de sédio 0,05 mol/L
em etanol 50% como branco para as determinagdes de absorbancia em leitor de
microplaca microplacas (TECAN-Infinite M200) em 540 nm. Os resultados foram
expressos em percentagem de células viaveis em relagéo ao controle com DMSO
(100%). O Calculo da viabilidade proporcional foi determinado em relagdo a

absorbancia média dos controles tratados com o veiculo (DMSO).

5.7.2 Niveis intracelulares de ERO

Mudancas relativas na ERO intracelular em células HepG2 foram
monitoradas através de uma sonda fluorescente, DCFH-DA (LABEL et al., 1992).
A sonda DCFH-DA difunde-se através da membrana celular e prontamente é
hidrolisada por esterases intracelulares para a nao fluorescente 2, 7'-
diclorofluorescina (DCFH), que depois é rapidamente oxidada a altamente
fluoresecente 2’, 7’-diclorofluoresceina (DCF), na presenca de ERO. A intensidade
de fluorescéncia do DCF é proporcional a quantidade de ERO formada
intracelularmente (Shen et al., 1996). Para o ensaio, as células foram plaqueadas
(1 x 10* celulas/pogo) em placas de 96 pocos, deixadas por 24 horas em estufa de
CO2 a 37°C para aderirem. Ap0Os as incubacdes por 24 h com as chalconas (CHA,
3-NCHA, 4-NCHA, HNC, HC) nas diferentes concentrac¢des indicadas, o meio foi
retirado e foi adicionado 5L da solu¢édo de DCFH-DA (2 mM) e 200 yL de PBS.
Como controle positivo foi utilizado o peroxido de hidrogénio (H202) na
concentracao de 200 uM dissolvido em PBS, com volume total de 200 uL por pogo.
Entédo foi deixado incubando em estufa de CO2 a 37°C por 30 minutos. A
fluorescéncia foi monitorada em 480 nm de excitagao, e 520 nm de emissao em
leitor de microplacas TECAN Infinite. Os resultados foram expressos como
percentagem em relagéo ao controle.

Para os ensaios com adicdo de N-acetilcisteina (NAC), o mesmo
procedimento foi utilizado, porém adicionando-se pré-incubagdo com NAC (2 h) nas
concentracoes de 5 e 10 mM, além de controles somente com adigdo de NAC nas

mesmas concentragoes.

5.7.3 Analise do ciclo celular



58

A metodologia foi baseada no ensaio de Vindelov et. al. (1983). As células
HepG2 foram plaqueadas (5,0x10° células) em placas de 60 mm. As células foram
tratadas com as chalconas selecionadas CHA, 4-NCHA e HNC, nas concentragdes
responsaveis por reduzir a viabilidade celular em 20% (50, 10 e 15 pL
respectivamente) e também na concentragcdo de 20 pL para comparagao dos
resultados obtidos entre elas, ambas no tempo de 24 horas de incubacéo.

Apés, foram lavadas com PBS, tripsinizadas, coletadas por centrifugagao,
ressuspensas em 1 mL de PBS duas vezes, coradas com iodeto de propideo, e
tratadas com RNaseA. O conteudo de DNA de cada amostra foi analisado
utilizando um citdmetro de Fluxo (BD FACScalibur). Os resultados foram expressos

como percentagem em relagéo ao controle com DMSO (100%).

5.7.4 Atividade das Enzimas Antioxidantes

Para esse ensaio, as células foram tratadas com as chalconas selecionadas,
CHA, 4-NCHA e HNC, nas concentracdes responsaveis por reduzir a viabilidade
celular em 20% (50, 10 e 15 pL respectivamente) e também na concentragéo de 20
ML para comparacado dos resultados obtidos entre elas, ambas no tempo de 24

horas de incubacao.

5.7.4.1 Atividade da Catalase

A atividade da catalase foi acompanhada pelo decréscimo da absorbancia
do perdéxido de hidrogénio (H202) a 240 nm (AEBI, 1984). O sistema de reagéo foi
constituido de tampao fosfato 50 mM (pH 7,0), H202 10 mM e o extrato celular de
HepG2 130 ug de proteina.mL™. O ensaio foi iniciado pela adicdo de H.0; e
acompanhado durante 2 minutos. Os resultados expressos como porcentagem em
relagao ao controle foram calculados considerando o coeficiente de extingdo molar
do H20- (43,6 mol-1.L.cm-1).

5.7.4.2 Atividade da Superdéxido Dismutase (SOD)

A atividade da superdéxido dismutase foi avaliada espectrofotometricamente
através da auto-oxidacdo da epinefrina monitorada em 480 nm (MCCORD e
FRIDOVIC.I, 1969). O sistema de reacgao foi constituido de tampao carbonato 0,05
M (pH 10,2), adrenalina 1 mM e extrato celular de células HepG2 (150 ug de
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proteina) em um volume de 1 mL a 30°C. Uma unidade de SOD foi definida como
a quantidade de proteina capaz de inibir 50% da atividade. Os resultados foram
expressos em relagdo ao controle, sendo o controle definido como 100% de
atividade ou 1 unidade de SOD.

5.7.4.3 Atividade da Glutationa Redutase (Gred)

A atividade da Gred foi avaliada espectrofotometricamente (SIES et al,
1979). Neste ensaio a Gred catalisa a reducdo da glutationa na presenga de
NADPH. O sistema de reagéao foi constituido de tampao fosfato 100 mM (pH 7,0),
EDTA 1 mM, GSSG 0,66 mM, NADPH 0,075 mM e extrato celular de HepG2 50 g
de proteina por mL. A reacao foi iniciada pela adicdo de GSSG e a absorbancia
acompanhada durante 5 minutos a 340 nm. Os resultados foram expressos em
porcentagem em relagao ao controle, considerando o coeficiente de extingao molar
do NADPH (6220 mol.L-1. cm-1).

5.7.5 Ensaio de apoptose

A apoptose foi determinada em células HepG2, usando PE Anexina-V
Apoptosis Detection Kit | da BD Biosciences, de acordo com o manual de
instrugdes. As células foram plaqueadas a uma densidade de 2x10° células/pogo
em placas de 12 pogos e tratadas com hispidulina (50 e 100 pyM) durante 24h. A
incubacao combinada com quercetina (50 pM) e cisplatina (10 uM) foi usado como
controle positivo para a apoptose (ZHAO et al., 2014). As células em suspencgao e
as aderidas foram coletadas e, apds centrifugacao, o pellet foi ressuspenso em 100
ML de tampéao de ligagao, e coradas com 5 uL de PE-anexina V e 5 uL de 7-AAD
durante 15 min a 25° C no escuro. As amostras foram diluidas em 400 pL de tampao
de ligacao e analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur - BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA) e os resultados foram calculados utilizando o
software BD Accuri C6.

5.7.6 Determinacao da concentragao de proteinas

A quantificacdo de proteina foi realizada de acordo com o método de

Bradford (1976), utilizado solugdes de BSA como padréo.
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5.7.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao e submetidos
a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagao das médias.
Foram considerados estatisticamente significativos os valores comparados ao nivel
de significancia de *p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE CELULAS DE CARCINOMA
HEPATOCELULAR HepG2 E CELULAS DE FIBROBLASTO MURINO (L929)

Em relagao aos resultados observados com a hispidulina anteriormente em
nosso laboratério verificou-se que hispidulina € capaz de reduzir a viabilidade das
células HepG2 de maneira dependente da concentracao e do tempo, observando-
se uma reducao de 24%, 45% e 53% nas concentragbes de 50, 100 e 200 uM
respectivamente apos 24 h de incubacao; 36%, 51% e 68% respectivamente apos
48 h e 60%, 82% e 91% respectivamente apds 72 h de tratamento. No ensaio para
avaliar alteragbes no ciclo celular, observou-se que apds tratamentos com
hispidulina (50 e 100 uM, 24 h) houve um aumento da fase subG1 de 69% e 93%
respectivamente, assim como uma diminuicao de 13% e 20% nas mesas doses na
fase G1 (SCOPARO, 2012)

Na analise dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) foi
constatado que apds tratamento com hispidulina (50 e 100 uM) por 24 horas houve
um aumento de 49% e 61% respectivamente, apos 48 horas o aumento foi de 55%
e 122%, e apos 72 horas o aumento foi de 92% e 177% respectivamente. Para
confirmar o envolvimento do aumento de ERO na indugdo de morte celular,
realizou-se tratamento simultdneo com um antioxidante (N-acetilcisteina - NAC) e
verificou-se que apos tratamento com a hispidulina (50 uM, 24 h) houve uma
reducdo de 28% na viabilidade celular, quando adicionou-se NAC nas
concentracbes de 5 e 10 mM, estas redugdes foram de 22% e 14%
respectivamente. Apdés o tratamento com hispidulina (100 uM) a redugdo de
viabilidade foi de 36%, porém com a adicdo de NAC 5 e 10 mM essas reducodes
foram de 23% e 17% respectivamente quando o dobro da concentragdo de NAC
(10 mM) foi utilizado, indicando que a adigao de NAC protege contra a morte celular.

Nos experimentos para avaliar os niveis de glutationa total (GSH) e a
relacdo GSH/GSSG, observou-se uma diminuigao significativa dos niveis de GSH
de 43% e 52% apos o tratamento com a hispidulina (50 e 100 uM, 24 h). Foi visto
também uma diminuicdo de 36% e 46% respectivamente na relacdo GSH/GSSG.
E, quanto a expressdo das enzimas antioxidantes foi possivel observar que os

niveis de mRNA da enzima catalase diminuiram significativamente em 38 e 40%
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nas doses de 50 e 100uM respectivamente sem afetar a expressdo das demais
enzimas antioxidantes (CuzZnSOD, MnSOD, GPx1 e Gred). Indicando que a
hispidulina altera parémetros relacionados as defesas antioxidantes celulares
(SCOPARO, et al., 2015; SCOPARO, 2012).

Assim, no presente trabalho, um dos objetivos foi complementar os
estudos sobre a importancia das ERO na indugao de morte celular promovida pela
hispidulina, e a possivel seletividade deste composto quando comparada as células

tumorais (HepG2). Para tanto foram realizadas as andlises descritas a seguir.
6.1.1 Atividade das Enzimas Antioxidantes

Como citado anteriormente observamos em nosso laboratério que a
incubacao de células HepG2 com a hispidulina reduz os niveis de expressao de
MRNA da catalase (SCOPARO, et al., 2015). Para confirmar os resultados obtidos
em nivel transcricional, foram avaliadas as atividades das enzimas antioxidantes.
Foi observado que a incubacao de células HepG2 com hispidulina (50 e 100 uM)
por 24 horas promoveu uma reducgao significativa somente na atividade da catalase

(20 e 34% respectivamente), quando comparada com o controle (FIGURA 10).

FIGURA 10 — EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
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FONTE: O Autor (2015)

NOTA: As analises das atividades das enzimas antioxidantes foram realizadas como descrito em
Materiais e Métodos no item 5.7.4. Os experimentos foram realizados em triplicata, em volume final
de 200uL em meio DMEM alta glucose completo, no controle foi adicionado meio com DMSO (0,1%
v/v). A hispidulina foi incubada nas concentragdes indicadas (uM) por 24 horas a 37°C. ***p<0,001
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Herrerias (2009) observou que a incubagao de células de melanoma murino
(B16-F10) com hispidulina (50 uM por 24 h) estimulou a atividade de SOD total em
aproximadamente 40% e inibiu em 25% a atividade da catalase. Os autores
relacionaram esse aumento da atividade de SOD conjuntamente com a inibicao da
catalase a um possivel aumento nos niveis de peroxido de hidrogénio nas células
B16-F10, levando ao aumento de processos oxidativos e geracdo de danos
celulares.

Outras flavonas também foram estudadas em relacdo a atividade e
expressao das enzimas antioxidantes. Herrerias (2009) observou que a incubagao
de células de melanoma murino B16F10 com a flavona luteolina inibe a atividade
da SOD em aproximadamente 40% e a incubagdo com eupafolina, apigenina e
luteolina inibiram respectivamente 45, 40 e 35% a atividade da catalase (50 pM)
apos 24 horas de incubacgao.

Também em nosso laboratério Valdameri et al. (2011), observaram que a
incubacao de células de hepatocarcinoma humano (HepG2) com apigenina
promove diminuicdo da expressao da enzima catalase em aproximadamente 40%
(100 pM), sugerindo que o aumento dos niveis de H202 poderiam estar envolvidos
na morte celular de células HepG2 induzida por apigenina.

Os resultados obtidos indicam, entao, que a hispidulina é capaz de modular
negativamente tanto os niveis de expressdo do mRNA da catalase (SCOPARO,
2012) quanto reduzir sua atividade enzimatica em células HepG2, e este fato pode
contribuir para o aumento de ERO especialmente de H202, e colaborar para a

indug&o de morte celular.

6.1.2 Efeitos da adicdo de catalase exdgena em células HepG2 expostas a

hispidulina

Para avaliar se o aumento de H202 em fungao da reducdo da atividade da
catalase estaria diretamente relacionado aos efeitos de indugcdo de morte celular
induzida pela hispidulina, as células HepG2 foram submetidas simultaneamente a
incubacao com hispidulina (50 e 100 uM) e diferentes concentragdes de catalase
(100, 250, 500 e 1000 U/mL) por 24 horas (FIGURA 11). As analises foram feitas
através do método do MTT (REILLY et al., 1998). A adicdo de 500 ou 1000 unidades
por mL de catalase juntamente com 50 yM de hispidulina resultou em uma redugéo

significativa do efeito do flavonoide sobre a indu¢ao de morte das células HepG2,
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em aproximadamente 10% e 17%, respectivamente. Com a concentracao de 100
MM de hispidulina e 100 U/mL de catalase ja foi possivel observar uma redugao
significativa do efeito do flavonoide sobre a morte celular de 15%, sendo que com
250, 500 e 1000 U/mL de catalase essas reducoes foram de 20%, 23% e 35%

respectivamente.

FIGURA 11 — EFEITOS DA CO-INCUBAGAO COM HISPIDULINA E CATALASE EXOGENA NA
VIABILIDADE DAS CELULAS HepG2
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A anadlise da viabilidade das células HepG2 utilizando o co-tratamento com hispidulina e
catalase exdgena foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais e Métodos apds a exposicao
com a hispidulina (50 ou 100 pM) e as concentragdes de catalase como indicadas. Os experimentos
foram realizados em triplicata, em volume final de 200pL em meio DMEM alta glucose completo, no
controle somente foi adicionado o meio. A hispidulina foi incubada nas concentragdes indicadas
(MM) por 24 horas a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v). Os resultados estédo
expressos como percentagem em relagao ao controle com DMSO (100%) e sdo média + desvio
padrédo de 3 experimentos independentes. *p<0,05; ***p<0,001

Valdameri et al. (2011), em nosso laboratério utilizando a flavona apigenina
(100 uM), constatou que a adi¢cao de catalase (500 U/ mL e 1000 U / mL) promoveu
uma reducéo significativa do efeito sobre a indu¢ao de morte das células HepG2,
em aproximadamente 20% e 30% respectivamente, o que sugere que o0 aumento

nos niveis de H202 pode estar envolvido na morte celular induzida por apigenina.
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Pan et al. (2005) também observaram resultados semelhantes com a
flavona acacetina (5,7-dihidroxi-4’-metoxiflavona) (60 uM, 24 horas), onde
constataram que com a adi¢do de catalase (200 e 400 U/mL) houve uma protecéo
das células de carcinoma gastrico humano AGS (CCRC 60102) da indugao de
morte induzida pela acacetina.

Nossos resultados sugerem, entdo, que o aumento intracelular de H20O>
causado pela incubacdo com hispidulina pode ser, pelo menos em parte, o

responsavel pela indugao de morte celular.

6.1.3 Niveis intracelulares de ERO na presenga de NAC

Para comprovar o envolvimento do aumento de espécies reativas de
oxigénio no mecanismo de indugdo de morte celular induzido pela hispidulina foi
realizada também a analise dos niveis intracelulares de ERO na presenca de NAC
(N-acetilcisteina). Realizamos a incubac&o com a hispidulina nas concentragdes de
50 e 100 uM e pré- incubagcdo com NAC por 2 horas. Mudancas relativas nos niveis
de ERO intracelular foram monitoradas através da sonda fluorescente, DCFH-DA
(LABEL et al., 1992). Na FIGURA 12 pode-se observar que com a incubagao na
concentracao de 50 uM de hispidulina, ocorre um aumento de 42% na produgao
destas espécies reativas. Ja com a adigdo de NAC (2 horas) na concentracao de 5
mM e hispidulina 50 yM nao foi observado um aumento na formacéo de ERO e com
10 mM de NAC e 50 uM de hispidulina, houve uma reducao destes niveis de 29%.
Ap0és incubacgao das células com hispidulina na concentragao de 100 uM, observou-
se um aumento de ERO de aproximadamente 50%, e com a pré-incubagdo com
NAC na concentragao de 5 mM e 10 mM houve uma redugao dos niveis de ERO
para 16% e 28%.
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FIGURA 12 - ANALISE DOS NIVEIS DE ERO INTRACELULAR NA PRESENGA DE NAC
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NOTA: A analise da viabilidade das células HepG2 apds incubagédo com hispidulina e pré- incubagéo
com NAC foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais e Métodos. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata, em volume final de 200pL em meio DMEM alta glucose completo, no
controle somente foi adicionado o meio. No controle somente com NAC a concentragéo utilizada foi
de 5mM. A hispidulina foi incubada nas concentragées indicadas (50 ou 100uM) por 24 horas a
37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v) e as adigbes de NAC foram de 5mM ou 10mM
como indicadas. Os resultados estdo expressos como percentagem em relagdo ao controle com
DMSO (100%) e sdo média * desvio padrao de 3 experimentos independentes. *p<0,05;; ***p<0,001

Sugere-se, assim, que a hispidulina pode promover o aumento dos niveis de
ERO, uma vez que a adicdo de NAC causou uma reducido destas espécies
dependente da concentragédo, provavelmente devido aos niveis restaurados de
GSH.

Shukla e Gupta (2008), avaliaram os efeitos da apigenina (20 e 40 uM) na
inducdo de morte celular da linhagem de células de cancer de prostata humano
(22Rv1) e observaram que esta pode ser iniciada por espécies reativas de oxigénio.
As células foram tratadas ou ndo com NAC por 3 h e observou-se que a incubacao
das células com a flavona antes da exposicao ao NAC causou um aumento na
geracao de ERO em 50 e 100% respectivamente, ja com a adigdo de NAC, houve

uma diminuigdo na quantidade de ERO de aproximadamente 50% em relagao as
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células tratadas somente com apigenina (20uM), sugerindo que ERO pode regular
0 processo apoptotico apds a incubagao das células com apigenina.

Nossos resultados sugerem, entdo, que a hispidulina pode promover o
aumento dos niveis de ERO e que com a adigao de NAC ocorre uma redugao
destas espécies de maneira dependente da concentragdo. Os resultados obtidos
estdo de acordo com os observados anteriormente (SCOPARO, 2012) quando se
observou um aumento da viabilidade das células HepG2 apds a adicao de NAC

também de maneira dependente da concentragao.

6.1.4 Determinacgao da Viabilidade de células de fibroblasto murino L929 tratadas

com hispidulina

Com a finalidade de verificar a toxicidade da hispidulina em células néao-
tumorais foram realizadas as analises de viabilidade pelo método do MTT utilizando
células de fibroblastos normais imortalizadas (L929) e os efeitos comparados com
os obtidos com células HepG2. A FIGURA 13 mostra os efeitos da hispidulina sobre
a viabilidade de células L929 tratadas com diferentes concentracées de hispidulina
durante 24, 48 e 72h.

FIGURA 13 — EFEITOS DA HISPIDULINA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS L929
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A analise da viabilidade das células L929 foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A hispidulina foi incubada nas
concentragdes indicadas (UM) por 24,48 e 72 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1%
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(v/v). Os resultados estéo expressos como percentagem em relacéo ao controle com DMSO (100%)
i ffgofgg?ia + desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. **p<0,01;

Nao foi observado reducdo da viabilidade celular de maneira
estatisticamente significativa quando se utilizou a concentragdo de 50 uM de
hispidulina apds 24 e 48h de incubagdo. Contudo, quando se utilizou a
concentracao de 100 uM verificou-se uma reducgéo de 16, 27 e 62% nos tempos de
24,48 e 72 h respectivamente. Observou-se também reduc¢ao da viabilidade celular
de 21%, 29%, 75% com a concentracao de 200 uM, apds 24, 48 e 72h de incubacao
respectivamente.

Para observar os efeitos seletivos da hispidulina em células HepG2,
comparou-se na TABELA 1 os resultados de ICso obtidos apds incubacao das

células HepG2 e L929 por 24 e 48 horas com a hispidulina:

TABELA 1 - VALORES DE ICso DA HISPIDULINA EM CELULAS HEPG2 E L929

HepG2 L929

IC50 (MM) IC50 (MM)
24h 158 + 33 > 300
48h 95,7+9,6 > 300
72h 35,636 63,45+ 12,5

FONTE: O autor (2015)

NOTA: Os valores de ICs foram calculados pelo programa GraphPad Prism 6 e representam
as concentragdes que resultam em 50% de redugéo da viabilidade celular apds os tempos
de incubagao

Os resultados mostram que a hispidulina pode ser téxica para células L929,
porém com menor intensidade em comparacédo com os efeitos observados para a
linhagem HepG2 nas mesmas concentra¢cdes e tempos de incubagdo. Os
resultados sugerem uma aparente seletividade observada com a incubagdo com
hispidulina, quando se comparam os efeitos obtidos em células tumorais (HepG2)
versus células nao-tumorais (L929).

Demonstrou-se recentemente que tanto a estrutura base da flavona quanto
a presenca de grupos hidroxila na apigenina (5,7,4’-triidroxiflavona) foram capazes
de induzir morte celular preferencial de células de hepatocarcinoma humano
(HepG2) em comparagao com células de hepatécito de ratos (Valdameri et al.,
2011; Valdameri et al., 2014).
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Herrerias (2009) também verificou que a flavona eupafolina (50 uM, 24 h)
reduziu em 70% a viabilidade de células de melanoma murino e ndo apresentou
efeitos citotoxicos significativos em células de melandcitos murinos (Melan-A),
indicando uma possivel seletividade da eupafolina em células tumorais.

Seletividade semelhante foi observado por Cardenas et al. (2006), que
usou flavonoides naturais e sintéticos (flavonas, hidroxiflavonas e nitroflavonas) no
tratamento de varias linhagens de células tumorais contra células normais de
glandula mamaria de camundongos (NMuMG) e células de fibroblasto embrionarias
de rato (NIH-3T3).

Em outro estudo, a flavona crisina (5,7 diidroxiflavona) demonstrou
atividade antiproliferativa contra a linhagem celular HepG2 e, apresentou fraca
atividade de inibicado do crescimento contra a linhagem de células normais de
fibroblasto murino NIH-3T3 (EL-HADY et al., 2013).

Apesar de agentes com capacidade para induzir a apoptose seletiva de
células tumorais terem ganhado bastante atencdo no campo da descoberta de
novas drogas antitumorais, os mecanismos moleculares relacionados com esta
seletividade induzida por flavondéides ainda ndo sdo completamente compreendidos
(BADISA et al., 2009; SAMARGHANDIAN et al., 2010; CHAMPELOVIER et al.,
2013; NG et al., 2013).

6.1.5 Avaliacdo do mecanismo de inducido de morte celular

Na tentativa de elucidar o mecanismo de morte celular promovido pela
hispidulina em células HepG2 foi realizado o ensaio de dupla marcagdo com
anexina-V (que reconhece a fosfatidilserina) e 7-amino-actinomicina D (7-AAD - que
marca DNA). A populagdo anexina-V/7-AAD" foi considerada como controle,
enquanto que as populacdes de células anexina-V*/7-AAD" e anexina-V/7-AAD
positivas foram consideradas em apoptose. Como mostrado na FIGURA 14, a
incubacdo com hispidulina aumentou a percentagem de células Anexina V* em
comparagao com células do controle (quadrante inferior direito - 11,3% versus
6,1%). Além disso, as porcentagens de células Anexina V*/7-AAD* também
aumentaram apos a incubagao com hispidulina (quadrante direito superior - 13,4%
versus 3,2%) e as células 7-AAD* também aumentaram apéds tratamento com 50 e
100 uM de hispidulina (quadrantes superiores esquerdo — 9,2 € 9,1% versus 1%)
Em conjunto, estes resultados sugerem que a hispidulina promove a morte celular

por ambos 0s mecanismo de necrose e apoptose em células HepG2.
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Anteriormente, em nosso laboratério, foi visto por Valdameri et al. (2011)
que a exposi¢ao das células HepG2 a flavona (100 pM) por 24 e 48 horas promove
um aumento na populagdo anexina-V*/IP" de 12 e 16%, respectivamente.

Outros autores ja observaram que a incubacgdo com hispidulina, em duas
linhagens celulares de glioblastoma multiforme humano (GBM8401 e GBM8901)
durante 48 horas, reduz a viabilidade celular de uma forma dependente da
concentracdo, e bloqueia a progressdao do ciclo celular na fase G1, e induz
apoptose (LIN et al., 2010). Yang et al. (2010) observaram que a hispidulina
potencializa a apoptose induzida por TRAIL em células de cancer de ovario
humanos.

Esses resultados sugerem que a morte celular estd sendo causada por
apoptose e corrobora com dados descritos na literatura, nos quais é sugerido que
em outras linhagens celulares que as flavonas sao capazes de induzir apoptose
(ULLMANNOVA; POPESCU, 2007; LIN et al., 2015; LU et al., 2015).



FIGURA 14 — DUPLA MARCAGAO COM ANEXINA-V/7-AAD EM CELULAS HepG2
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NOTA: A andlise da dupla marcagdo com anexina-V/7-AAD em células HepG2 foi realizada
segundo o item 5.7.5 de Materiais e Métodos. A quercetina e a cisplatina foram adicionadas nas
concentracdes indicadas como controles positivos para apoptose. As células foram analisadas por

citometria de fluxo apds incubagéo com hispidulina (50 e 100 uM) durante 24 h a temperatura
ambiente. Os dados representam dois experimentos independentes realizados em duplicata.

6.2 EFEITOS DAS CHALCONAS SOBRE CELULAS DE CARCINOMA

HEPATOCELULAR HepG2

6. 2.1 Chalcona (CHA)

6. 2.1.1 Efeitos da chalcona sobre a viabilidade de células HepG2 analisados pelo

método do MTT
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Foram avaliados os efeitos da CHA sobre a viabilidade de células HepG2
nos tempos de 24, 48 e 72 horas utilizando-se a metodologia do MTT e os
resultados estdo apresentados na FIGURA 15. Observou-se que o composto é
capaz de reduzir a viabilidade dessas células de maneira dependente da
concentracao e do tempo de incubagao. Foram observados efeitos estatisticamente
significativos somente a partir da concentragao de 40 yM com uma redugéo de 12%
na viabilidade celular apés 24h de incubacado. Nas concentracdes de 50, 60, 80 e
100 pM as redugdes foram de 18%, 38%, 52% e 65% respectivamente apés 24h
de incubacdo. Apds 48 horas de incubagéo nas concentragdes de 40, 50, 60, 80 e
100 uM, a chalcona reduziu a viabilidade celular em 18%, 26%, 49%, 86% e 88%
respectivamente. Apds 72 horas de incubacdo com a CHA, observou-se uma
reducao de 42%, 77%, 89%, 92% e 94% nas concentracdes de 40, 50, 60, 80 e

100 uM, respectivamente.

FIGURA 15 - EFEITO DA CHALCONA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HEPG2 NOS
TEMPOS DE 24, 48 E 72 HORAS
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A anédlise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A chalcona foi incubada nas
concentracdes indicadas (UM) por 24,48 e 72 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1%
(v/v). Os resultados estao expressos como percentagem em relagéo ao controle com DMSO (100%)
e sdo média * desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. **p<0,01;
***p<0,001
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6.2.1.2 Efeitos da chalcona sobre a viabilidade de células HepG2 analisados pelo

método do Cristal Violeta

Para confirmar os resultados obtidos pela metodologia do MTT, foi
realizada a analise de viabilidade celular pelo método do cristal violeta, utilizando a
CHA durante os tempos de 24 e 48h na linhagem de hepatocarcinoma humano
HepG2 (FIGURA 16). Os resultados obtidos foram muito semelhantes nas duas
metodologias utilizadas. As reducdes de viabilidade foram de 21 e 54% no tempo
de 24h e de, 32 e 93% apds 48 h de incubagao nas concentragdes de 50 e 80 uM

respectivamente.

FIGURA 16 — EFEITOS DA CHALCONA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2 PELO
METODO DO CRISTAL VIOLETA
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A anélise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.2 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A chalcona foi incubada nas
concentragdes indicadas (UM) por 24 € 48 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v).
Os resultados estdo expressos como percentagem em relagéo ao controle com DMSO (100%) e
sdo média * desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. ***p<0,001

As chalconas e seus derivados tém demonstrado atividade antitumoral em
varias linhagens celulares (SZLISZKA et al., 2010; MAI et al., 2014; PRABHAKAR
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et al., 2014). Szliszka et al. (2010) observaram que a chalcona e outros trés
analogos naturais (licochalcona-A, isobavachalcona, xantohumol e buteina) na
concentracdo de 50 pM por 48 horas em células LNCaP (tumor de prostata)
promovem a inducdo da apoptose por potencializar os efeitos de TRAIL (ligante
indutor de apoptose relacionado ao TNF).

Shen et al. (2007) observaram que a chalcona (28,8 uM, 48h) é capaz de
parar a progressdo do ciclo celular e induzir a apoptose por via intrinseca
(mitocondrial) em células humanas de cancer de bexiga T24 e HT-1376, visto que
a incubacdo dessas células com a chalcona induziu 48,9% e 40,3%,
respectivamente, de células a apoptose através do aumento da atividade das
caspases-3 e 9, liberagao de citocromo C para o citosol, aumento da expressao de
Bax e Bak (proteinas pro-apoptéticas) e diminuicao da expressao de Bcl-2 e Bcl-x
(proteinas anti-apoptéticas). Além disso, demonstraram que a chalcona é capaz de
inibir NF-kB, que esta associado com a via de apoptose e também afeta a
sensibilidade das células tumorais a agentes anticancerigenos.

HSU et al. (2011) verificaram que a chalcona (48 uM, 48 h) inibe a
proliferacdo de células de cancer da mama humano (MCF-7 e MDA-MB-231),
bloqueando a progresséo do ciclo celular, através da alteracao da expressao de
proteinas reguladoras de G2/M (aumento da expressao de p21 e p27 e reducédo da
expressao de ciclina A, ciclina B1 e Cdc2) e induzindo a apoptose.

Cabe ressaltar que Valdameri et al. (2014) verificaram redugbes da
viabilidade de células HepG2 com a flavona nas concentragcdes de 50 e 100 yM
apos 24 h de incubagao, porém com a chalcona apresentou reducgdes de viabilidade
aproximadamente 3 vezes maiores na concentragcéo de 100uM, o que pode indicar
que a auséncia do anel C e/ou a presenca da carbonila o, insaturada pode

aumentar significativamente a citotoxicidade da chalcona frente a estas células.

6.2.2. 4-Nitrochalcona (4-NCHA)

6.2.2.1. Efeitos da 4-nitrochalcona sobre a viabilidade de células HepG2 analisada

utilizando o método do MTT

Quando a metodologia do MTT foi utilizada (FIGURA 17), houve redugao
da viabilidade celular de 18 ,23, 27, 33, 38, 45, 50, 56, 74 e 80% para as
concentragdes de 5,0; 7,5; 10; 12,5; 15; 20; 30; 40; 80 e 100 uM respectivamente

apo6s 24h de incubagao. No tempo de 48 horas essas redugdes foram de maiores
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para as concentragdes para as mesmas concentragdes.. Porém, apos 72 horas de
incubacdo com a 4-NCHA, observou-se que houve reducdes de viabilidade
significativas a partir da concentracdo de 2,5 pM (19%). Nas concentragdes
seguintes, as redugdes foram ainda maiores chegando a 99% na dose de 100 uM
. Desta forma pode-se concluir que 4-NCHA é capaz de reduzir a viabilidade celular

de maneira dependente da concentracao e do tempo de incubacao.

FIGURA 17 - EFEITO DA 4-NITROCHALCONA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2 NOS
TEMPOS DE 24, 48 E 72 HORAS
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NOTA A analise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A 4-nitrochalcona foi incubada nas
concentragdes indicadas (UM) por 24, 48 e 72 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1%
(v/v). Os resultados estéo expressos como percentagem em relagéo ao controle com DMSO (100%)
e sdo média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em ftriplicata. *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001

6.2.2.2 Efeitos da 4-nitrochalcona sobre a viabilidade de células HepG2 analisados

pelo Método do Cristal Violeta

Pela metodologia do cristal violeta, os resultados obtidos foram muito
semelhantes aos obtidos pelo método do MTT. Observaram-se reducdes da
viabilidade celular de 29, 35 e 50% apds 24 h e de 41, 70 e 80% apdés 48h de
incubacao nas concentragdes de 10, 15 e 20 uM respectivamente (FIGURA 18). Os
resultados confirmam que a 4-NCHA promove efeitos em fungdo do tempo de

incubacao e da concentracao utilizados.
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FIGURA 18 — EFEITOS DA 4-NITROCHALCONA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2
PELO METODO DO CRISTAL VIOLETA
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A andlise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.2 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A 4-nitrochalcona foi incubada nas
concentracdes indicadas (UM) por 24 e 48 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v).
Os resultados estdo expressos como percentagem em relagéo ao controle com DMSO (100%) e
sao média + desvio padrao de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. ***p<0,001

Em células HepG2 ainda n&o foram testados os efeitos da 4-nitrochalcona
sem a presencga de outros substituintes, no entanto outros autores ja testaram esse
composto em outras linhagens tumorais. Dalla Via et al. (2009) testaram uma série
de compostos e observaram que em células de melanoma e leucemia humanos
(JR8 e HL-60) a 4-nitrochalcona apresentou ICso de 6,0 e 7,8 uM apds 72h de
incubagao.

Dimmock et al. (2002) verificaram que apds a incubac¢do por 24 horas com
4-nitrochalcona em células leucémicas L1210 o ICso foi de 59 yM, enquanto que,
para CEM T-linfécitos o ICso foi de 13,8 uM. llango et al. (2010) observaram que a
4-nitrochalcona com incubacgédo por 24 horas diminui a viabilidade de células
tumorais de mama MCF-7 e T47D tendo como ICso 55 € 52 uM, respectivamente.

Nossos resultados também estdo de acordo com o observado por Mai et

al. (2014) que, apos 72 horas de incubacgao, verificou que a 2'-hidroxi-4',6'-dimetoxi-
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4-nitrochalcona (ICso de 8,6 uM) foi um dos mais potentes em relacao a atividade

antitumoral em células HepG2.

6.2.3 3-Nitrochalcona (3-NCHA)

6.2.3.1 Efeitos da 3-nitrochalcona sobre a viabilidade de células HepG2 analisados
pelo Método do MTT

As concentragdes de 3-NCHA utilizadas foram menores que as utilizadas
com a chalcona e os resultados obtidos foram semelhantes aos observados por
Tamiello (2012). No tempo de 24 horas, observaram-se mudancas significativas a
partir da concentragdo de 10 yuM com uma reducéo de 10% na viabilidade celular.
Nas concentragcbes de 15 e 20 pM as redugdes foram de 21% e 40%
respectivamente (FIGURA 19). No tempo de 48 horas nas concentragdes de 5, 10,
15 e 20 uM, a 3-NCHA reduziu em 8%, 15%, 48%, 57% respectivamente a
viabilidade das células. Ja no tempo de 72 horas de incubagé&o, observou-se uma
diminuicao de 13%, 44%, 90%, 95% respectivamente, nas concentragdes de 5, 10,

15 € 20 pM.

FIGURA 19 - EFEITO DA 3-NITROCHALCONA SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2 NOS
TEMPOS DE 24, 48 E 72 HORAS
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NOTA: A andlise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A 3-nitrochalcona foi incubada nas
concentragdes indicadas (UM) por 24,48 e 72 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1%
(v/v). Os resultados estao expressos como percentagem em relagéo ao controle com DMSO (100%)
e sdo média * desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. **p<0,01;
***p<0,001

Recentemente, Tamiello (2012) verificou que a 3-nitrochalcona aumenta a
producao de espécies reativas de oxigénio (ERO), diminui os niveis de expressao
de mRNA e a atividade da catalase, reduz o numero de células em G1, S e G2/M
do ciclo celular e diminui a viabilidade de células HepG2 em 56% na concentragéo
de 20 uM no tempo de 48 horas.

Os resultados obtidos demonstram que a adigao do grupo nitro na estrutura
basica das chalconas pode conferir maiores efeitos citotéxicos em células HepG2
e confirmam a importancia do tempo de incubacado e da concentragdo para os
efeitos desta nitrochalconas. Esses resultados estao semelhantes aos observados
com a 4-nitrochalcona, porém nos tempos de 48 e 72h verifica-se que a presenca

do grupamento nitro na posigao 4 aumentaria o efeito citotéxico observado.

6.2.4. 2’-Hidroxichalcona (HC)

6.2.4.1 Efeitos da 2’-hidroxichalcona sobre a viabilidade de células HepG2

analisados pelo método do MTT

Com o objetivo de verificar os efeitos da adigdo do grupamento hidroxila na
posicao 2’ na estrutura basica da chalcona foi realizada a analise da viabilidade
celular pelo método do MTT. As concentragdes utilizadas do composto foram 2,5;
5; 10;15; 20; 30; 40; 60 e 80 uM nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Em 24 horas
observaram-se mudancgas significativas a partir da concentragédo de 40 yM com
uma reducéo de 49% na viabilidade celular. Nas concentragdes seguintes (60 e
80uM) as redugdes foram de 72 e 89% respectivamente. No tempo de 48 horas,
observaram-se redugdes significativas na viabilidade das células a partir da
concentracao de 30uM (49%) e, nas outras concentragdes testadas o composto
reduziu em 64, 72 € 99%. Ja no tempo de 72 horas de incubacéo, observou-se uma
reducéo significativa a partir da concentragao de 5uM (20%) e 33, 40, 51, 73, 90,
95 e 100% nas concentracdes de 10, 15, 20, 30, 40, 60 e 80 uyM respectivamente,

como pode-se observar na FIGURA 20.
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FIGURA 20 - EFEITO DA HC SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2 APOS INCUBAGAO
POR 24, 48 E 72 HORAS
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A analise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL em meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A HC foi incubada nas concentragoes
indicadas (UM) por 24, 48 e 72 horas a 37°C. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v). Os
resultados estdo expressos como percentagem em relacéo ao controle com DMSO (100%) e sé@o
média * desvio padrao de 3 experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Nossos resultados estdo de acordo com os ja descritos na literatura em
relacdo a presencga de grupo hidroxila na estrutura da chalcona, com um papel
crucial deste grupamento na atividade antitumoral destes compostos
(ECHEVERRIA et al., 2009; POUGET et al., 2001). Mai et al. (2014) estudaram
uma série de 46 chalconas e avaliaram a atividade antiproliferativa contra células
tumorais humanas TRAIL-resistentes (MCF-7, MDA-MB-231, HelLa, Caov-3, A549,
HepG2, K-562, HT-29, HepG2, CNE-1, CEM-SS). Eles observaram que chalconas
com grupo hidroxila na estrutura nas posi¢cdes orto ou para do anel B apresentaram
efeito antitumoral potente e seletivo em células de cancer colo-retal (HT-29) apds
72 horas de incubacao. Estes autores verificaram que os efeitos citotdoxicos de
chalconas em células HepG2 séao influenciados pela posi¢cao e nimero de grupos
hidroxila. No entanto, os autores nao avaliaram os efeitos destes compostos em 24
h ou 48 h de incubagao.

Szliszka et al. (2010) demonstram que a chalcona, dihidroxichalconas e
tetrahidroxichalconas aumentaram a apoptose e citotoxicidade induzida por TRAIL
em células da prostata (LNCaP). Echeverria et al. (2009) demonstram que 2'-

hidroxichalconas (50-200 uM) sintéticas contendo diferentes substituicbes metoxila
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no anel B promovem inibicao da proliferacéo celular dependente da concentragao
e indugao de apoptose em células de carcinoma hepatocelular (HepG2) apds 24

horas de incubacao.

6.2.5. 2’-Hidroxi-3-Nitrochalcona (HNC)

6.2.5.1. Efeitos da 2’-hidroxi-3-nitrochalcona sobre a viabilidade de células HepG2

analisados pelo Método do MTT

Com o objetivo de comparar o efeito da adicdo dos grupamentos hidroxila (posicao
2’) e nitro (posicéo 3) na estrutura da chalcona foi realizada a analise da viabilidade
celular pelo método do MTT utilizando a HNC. As concentragdes utilizadas da HNC
foram de 2,5; 5; 10;15; 20; 30; 40; 60 e 80 uM nos tempos de 24, 48 e 72 horas.
Em 24 horas observaram-se mudangas significativas a partir da concentragao de
10 yM com uma redugdo de 19% na viabilidade celular. Nas concentragdes
seguintes as reducbes foram de 25, 48, 52, 72, 76 e 88% respectivamente. No
tempo de 48 horas, observou-se redugdes significativas a partir da concentragcao
de 5 uM (33%) e, nas outras concentragbes testadas o composto reduziu a
viabilidade das células em 51, 73, 84, 86, 95, 93 e 99% respectivamente. Ja no
tempo de 72 horas de incubagdo com a HNC, observou-se uma reducdo da
viabilidade significativa a partir da concentragcao de 2,5 pm (25%) e redugdes de
41, 84, 94, 97% nas concentracdes de 5, 10, 15 e 20 ym respectivamente e 100%
nas concentracdes de 30, 40, 60 e 80 yM, como pode-se observar na FIGURA 21.

Quando compara-se os resultados observados com a 2’hidroxichalcona

pode-se verificar que a adicdo do grupamento nitro intensifica os efeitos citotdxicos.
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FIGURA 21 - EFEITO DA HNC SOBRE A VIABILIDADE DE CELULAS HepG2 APOS INCUBAGAO
POR 24, 48 E 72 HORAS
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A andlise da viabilidade das células HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.1.1 do Materiais
e Métodos. Os experimentos foram realizados em volume final de 200uL de meio DMEM alta
glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio. A 2’-hidroxi-3-nitrochalcona foi
incubada nas concentragdes indicadas (UM) por 24, 48 e 72 h a 37°C. O volume de DMSO utilizado
foi de 0,1% (v/v). Os resultados estdo expressos como percentagem em relagdo ao controle com
DMSO (100%) e sao média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes realizados em
triplicata. *p<0,05; ***p<0,001

Em relacdo a importancia da presenga do grupo nitro na estrutura da
chalcona para os seus efeitos antiproliferativos, foi possivel observar que as
chalconas nitradas, em comparagcao com as outras chalconas testadas, foram as
mais promissoras sendo os mais potentes a 4-nitrochalcona e a 2'-hidroxi-3-
nitrochalcona.

Estes resultados podem ser explicados por Dalla Via et al. (2009), que
testaram uma série de compostos em trés linhagens celulares tumorais humanas:
HL-60 (leucemia), HelLa (adenocarcinoma de colo de utero) e JR8 (células de
melanoma humano) e observaram que a adigao de grupo nitro na estrutura da
chalcona, que é um grupo receptor elétrons, afeta a reatividade da regidao a-f
insaturada tornando-a ainda mais sensivel a adicdo de grupos nucleofilicos no

ambiente bioldgico.

6.2.6 Comparacao dos valores de ICso
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Emrelagao aos valores de ICso das chalconas em células HepG2 observou-
se que a 4-NCHA nos tempos de 24, 48 e 72 h apresentou valores iguais a 27,28
pM, 8,71 uM e 6,62 uM respectivamente (Erro! Fonte de referéncia nao
encontrada.2). Este composto quando comparado com a chalcona, promoveu
redugdes de 4 a 6 vezes nos valores de ICso, 0 que indica que a adigdo do grupo
nitro na posicao 4 promove um aumento na citotoxidade do composto.

Com a 3-NCHA, os valores de ICsp nos tempos de 24, 48 e 72 horas foram
de 23,25; 17,19 e 10,25 uM respectivamente. Os valores foram cerca de 4 vezes
menores dos que os observados com a chalcona, o que pode entdo indicar que
adicdo do grupamento nitro na posigcdo 3 da chalcona também aumenta a
citotoxicidade do flavondide, porém com menor intensidade do que o observado
com a 4-nitrochalcona nos tempos de 48 e 72h.

Para a HNC, os valores de ICso nos tempos de 24, 48 e 72 horas foram
25,67; 9,54 e 5,60 uM respectivamente. Pode-se verificar que esses valores foram
de 4 a 6 vezes menores que os ICsy obtidos apods incubagdo somente com a
chalcona. Isso se deve a uma possivel influéncia dos grupos hidréxi e nitro na
reducao da viabilidade celular promovida pelas chalconas. Além disso, quando
comparados aos valores de ICsp da 3-NCHA observou-se que adicdo do
grupamento hidroxila na posicéo 2’ da estrutura da 3-NCHA houve um aumento na
citotoxicidade do composto nos trés tempos de incubagéo testados.

Emrelagdo a HC, os valores de ICso nos tempos de 24, 48 e 72 horas foram
43,06; 30,57 e 16,2 uM respectivamente. Assim, pode-se verificar que esses
valores foram aproximadamente 2 vezes menores que os ICso obtidos apds
incubacao somente com a chalcona. Isso se deve a presenga do grupo hidréxi na
posicao 2° que aumentaria a reducdo da viabilidade celular promovida pela
chalcona porém com menor intensidade do que observado com o grupamento nitro.

Alguns autores destacam a importancia da regido o-f insaturada na
estrutura das chalconas, a qual pode ser considerada como agente de alquilagéo,
devido a capacidade dessa regido em sofrer reagdes de adicdo com nucledfilos
biologicamente importantes, tais como aminas e tidis. Para esses autores, a adi¢do
de grupamento nitro na estrutura da chalcona, que é um grupo receptor de elétrons,
ira diminuir a densidade eletrénica do anel aromatico, o que afeta a reatividade da
regido o-f -insaturada, tornando-a ainda mais reativa para as reagdes de adigdo
(Dalla Via et al., 2009; Winter et al., 2010). Estes resultados reforgam a importancia

do grupamento nitro para os efeitos citotoxicos observados.
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TABELA 2 - VALORES DE ICso DAS CHALCONAS EM CELULAS HEPG2

Compostos CHA 3-NCHA HNC HC 4-NCHA
(uM) (M) (uM) (uM) (uM)

24 h 78+36 2325+27 2567:22 4306+30 2728+28

48 h 50+23 1719+14 054+08 3057+26 871205

72h 3728+40 1025+07 56+05 1621+20 662+05

FONTE: O autor (2015)

NOTA: Os valores de ICsy foram calculados pelo programa GraphPad Prism 6 e representam as
concentragdes que resultam em 50% de redugdo da viabilidade celular apés os tempos de
incubacgao.

6.3. EFEITOS DA CHALCONA, 2-HIDROXICHALCONA, 2’-HIDROXI-3-
NITROCHALCONA, 3-NITROCHALCONA E 4-NITROCHALCONA EM CELULAS
NORMAIS IMORTALIZADAS DE FIBROBLASTO (L929)

Para avaliar uma possivel citotoxicidade das chalconas sobre células nao
tumorais, foram feitas analises de viabilidade em células normais imortalizadas de
fibroblasto (L929), pelo método do MTT em 24 horas de incubagcao. A TABELA 3
ilustra os resultados obtidos. Pode-se observar que para todos os compostos os
valores de ICsp foram maiores que aqueles observados com a linhagem de
carcinoma hepatocelular (HepG2). O que indica que os compostos testados
apresentam maior efeito citotoxico em linhagem de célula tumoral.

Diversos flavonoides ja foram estudados por apresentarem maior indugao
de morte em células tumorais quando comparadas a linhagens de células normais
(EL-HADY et al., 2013; CARDENAS et al., 2006; NECKEL 2011). A flavona crisina
(5,7-diidroxiflavona) apresentou atividade antitproliferativa quando avaliado seus
efeitos sobre células HepG2 e apresentou menor atividade de inibicdo do
crescimento celular contra a linhagem de células normais de fibroblasto murino
(NIH-3T3), indicando uma possivel seletividade da flavona para células tumorais
(EL-HADY et al., 2013).

Neckel (2011) avaliou os efeitos antineoplasicos in vitro e in vivo do
composto Chalcona N9 ((E)-1-(2,5-dimetoxifenil)-3-(quinoxalina-6-il) prop-2-an-1-
ona), obtido sinteticamente. Este composto demonstrou ser citotdxico nas
linhagens celulares de carcinoma de pulmdo humano (A549), melanoma de
camundongos (B16-F10), glioma de rato (C6), carcinoma de préstata humano (DU

145), carcinoma de mama humano (MCF-7) e glioblastoma humano (U-87 MG) e
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com citotoxicidade menor sobre a linhagem imortalizada de fibroblastos (L929). Os
resultados autores sugeriram que a Chalcona N9 apresenta uma possivel
seletividade sobre as linhagens de células tumorais.

Champelovier et al. (2013) também observaram seletividade de dois
derivados de chalconas A (JAI-51) e B (MBL-II-58) (20 pM) contra células de
glioblastoma humano (LN229) e células normais de fibroblasto de pele (NHSF) por
24 e 48 horas e observaram que a chalcona A reduziu a viabilidade de células
tumorais mas nao reduziu a viabilidade de células normais nos dois tempos de
tratamento testados, indicando que os compostos exercem mecanismos diferentes
de inducao de morte celular.

Assim, pode-se concluir que todas as chalconas avaliadas no presente
trabalho apresentaram seletividade em células L929 e os compostos que
apresentaram maior toxicidade em células HepG2 e menor em células L929 foram
a 4-nitrochalcona (4-NCHA) e a 2’-hidroxi-3-nitrochalcona (HNC), apresentando-se
como compostos em potencial para futuros estudos contra o carcinoma

hepatocelular.

TABELA 3 - VALORES DE IC50 DAS CHALCONAS EM CELULAS L929

Compostos  CHA 3-NCHA HNC HC 4-NCHA
(uM) (uM) (HM) (uM) (uM)
24 h >100 >20 >60 70,2420 >80
48 h 98,9+ 10,2 >20 >60 5738+25 >80

72 h 6119+37 >20 301+26 5292+19 6713+75

FONTE: O autor (2015)

NOTA: Os valores de ICso foram calculados pelo programa GraphPad Prism 6 e representam as
concentracdes que resultam em 50% de reducdo da viabilidade celular ap6s os tempos de
incubagao

6.5. Efeitos das chalconas sobre os niveis de ERO

Utilizando a sonda de DCFH-DA, os experimentos para avaliar os niveis de
ROS intracelular mostrou que apds 24 horas de incubagao das células HepG2 com
as chalconas, os niveis de ROS foram aumentados em todas as concentracdes e
os compostos testados (FIGURA 222). Nas menores concentragdes testadas
(concentragbes que reduziram em aproximadamente 20% a viabilidade) observou-
se que todas as chalconas tiveram um menor aumento dos niveis de ERO do que

o aumento obtido com a concentragao que representa cerca de 50% de redugéo na
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viabilidade. Estes aumentos nas ultimas concentragdes foram: 232%, 237%, 148%,
142% e 90% para a CHA (60 uM), 3-NCHA (20 yM), HNC (20 uM), HC (40 uM) e
4-NCHA (20 uM) respectivamente, quando comparados ao controle.

Na mesma concentragao (20 uM) a 3-NCHA mostrou o maior aumento nos
niveis de ERO, seguido pelo HNC. Quando as chalconas HNC e 4-NCHA foram
comparadas (20 uM) néo se observou diferenga significativa no aumento dos niveis
de ERO. Quando comparadas as mesmas concentracdes testadas (10 e 20 uM) de
todas as chalconas, observou-se que as chalconas que ndo continham o grupo nitro
em sua estrutura ndo apresentaram aumento dos niveis de ERO, o que pode
sugerir que o grupo nitro tem uma importancia critica dos niveis de ERO em células
HepG2. Além disso, ao comparar esses resultados com os obtidos na viabilidade
celular, observa-se que as chalconas que nao apresentam grupo nitro na estrutura
também nao reduziram significativamente a viabilidade nas concentragcbes de 10 e
20 uM, o que pode sugerir uma relagcdo entre o aumento dos niveis de ERO

intracelular e a reducao da viabilidade das células.

FIGURA 22 - EFEITOS DAS CHALCONAS SOBRE OS NIVEIS INTRACELULARES DE ERO EM
CELULAS HepG2 NO TEMPO DE 24 HORAS
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A analise dos efeitos das chalconas sobre os niveis de ERO em células HepG2 foi realizada
segundo o item 5.7.2 do Materiais e Métodos. As concentracdes utilizadas das chalconas estéo
representadas em uyM. O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v). Como controle positivo (C+)
utilizou-se o H202 na concentragédo de 400 uM. Os resultados estdo expressos como percentagem
em relagéo ao controle com DMSO (100%) e sdo média + desvio padrdo de 3 experimentos
realizados em ftriplicata. *p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001.
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Diversos estudos utilizando compostos polifendlicos tm mostrado que o
aumento dos niveis de ERO pode causar danos oxidativos na membrana
mitocondrial e este dano pode ter um papel significativo na indugdo de morte celular
por apoptose (KUO et al., 2010; MOON et al., 2010).

Os compostos polifendlicos tém sido descritos por promoverem a morte
celular induzida por ERO em varias linhas de células tumorais, incluindo células de
cancer de colon (HCT116) (KUO et al., 2010), células de melanoma (NAVARINI et
al., 2009), e células de carcinoma hepatocelular (HepG2) (MOON et al., 2010).
Nossos resultados sugerem que as chalconas promovem o aumento de ERO em
células HepG2.

Em nosso laboratoério, Tamiello (2012) observou que a 3-nitrochalcona, em
células HepG2 apés 48 horas de incubagao, promoveu um aumento de 209% do
nivel de ERO somente na maior concentragdo testada (20 uM). Escobar (2014)
observou que a chalcona reduz o consumo de oxigénio em mitocéndrias isoladas
de figado de rato, o que pode afetar o transporte de elétron da cadeia respiratéria
mitocondrial e levar ao aumento de ERO.

Winter et al. (2010) investigaram o efeito de trés chalconas obtidas
sinteticamente a partir da 2-naftillacetofenona com diferentes substituintes
presentes no anel B (3-NO2-fenil, 3-Cl-fenil, fenil) nas concentragbes de I1Cso 23, 37
e 36 yM em células L1210 (leucemia linfoblastica) e observaram o aumento de 212,
156 e 240%, respectivamente, da producdo de ERO. Quando as células foram co-
incubadas com a 5000 U/m catalase por 24 horas, a producao de ERO foi reduzida
e observou-se um aumento da viabilidade celular de 21, 13 e 21%,
respectivamente.

Moon et al. (2010) observaram que a incubacdo de células HepG2 com
buteina (3,4,2’,4’-tetrahidroxichalcona) (20-40 pM), promove um aumento da
geracao de ERO e apds pré-incubacao (10 mM, 1 h) com NAC e buteina (30 pM,
48 h) ha uma diminuicao dos efeitos citotdxicos, o que indica que aumento de ERO

pode ser o responsavel pelos efeitos citotoxicos.

6.5. ANALISE DO CICLO CELULAR

Para avaliar se os efeitos citotdxicos promovidos
pelas chalconas sdo mediados por alteragdes no
ciclo celular, foi realizada analise de ciclo celular

apés a incubacdo com as chalconas que
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apresentaram maior citotoxicidade em células
HepG2 e menor em células L929: HNC e 4-NCHA.
A CHA foi avaliada para comparagao dos
resultados com a estrutura basica da chalcona. O
ensaio foi realizado através da marcacdo com
iodeto de propidio. As concentragdes utilizadas das
chalconas foram aquelas que reduziram a
viabilidade celular em aproximadamente 20%. A
quantidade de DNA fragmentado aumentou de
0,65% (condicao controle) para aproximadamente
11,4% apds a incubagédo com a chalcona (50 uM)

durante 24 h (FIGURA 23 - EFEITOS DAS
CHALCONAS SELECIONADAS SOBRE O CICLO
CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO.
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A analise dos efeitos das chalconas sobre o ciclo celular em células HepG2 foi realizada
segundo o item 5.7.3 do Materiais e Métodos. As concentragdes utilizadas das chalconas estao
representadas em pM. As incubagdes foram realizados com A) CHA (50 uM), HNC (15 uM) e 4-
NCHA (10 uM) e B) CHA, HNC e 4-NCHA na concentragéo de 20 uM, durante 24 horas. Os valores
representam a média + DP da percentagem de células viaveis em comparagdo com o controle
(DMSO) tomado como 100%. Os dados representam trés experimentos independentes, sendo cada
um deles realizados em triplicata. Diferengas significativas: **p<0,01; *** p <0,001.

3A). Além disso, a percentagem de células HepG2 diminuiu na fase G2/M de 45,2%
(condicao controle) para 31,64% apds a incubagcdo com a chalcona nas mesmas
condigbes. Os compostos HNC (15 pM) e 4-NCHA (10 yM) ndo mostraram
alteragdes significativas na analise do ciclo celular nessas concentragoes.

Na FIGURA 23 - EFEITOS DAS CHALCONAS
SELECIONADAS SOBRE O CICLO CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLUXO.
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FONTE: O autor (2015)

NOTA: A analise dos efeitos das chalconas sobre o ciclo celular em células HepG2 foi realizada
segundo o item 5.7.3 do Materiais e Métodos. As concentragdes utilizadas das chalconas estao
representadas em pM. As incubagdes foram realizados com A) CHA (50 uM), HNC (15 uM) e 4-
NCHA (10 uM) e B) CHA, HNC e 4-NCHA na concentragéo de 20 uM, durante 24 horas. Os valores
representam a média + DP da percentagem de células viaveis em comparagdo com o controle
(DMSO) tomado como 100%. Os dados representam trés experimentos independentes, sendo cada
um deles realizados em triplicata. Diferengas significativas: **p<0,01; *** p <0,001.

3B, foram testadas a CHA, HNC e 4-NCHA na concentragao de 20 uM, para fins de
comparacao dos efeitos dessas chalconas num mesmo tempo de incubagao. Pode-
se observar um aumento na quantidade de DNA fragmentado de 1,9% (condigédo
controle) para 5,2% e 8,2% apds a incubagdo com os compostos HNC e 4-NCHA,
respectivamente. A CHA nao apresentou diferengas significativas na concentragao

de 20 uM em comparacao com o controle.
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FIGURA 23 - EFEITOS DAS CHALCONAS SELECIONADAS SOBRE O CICLO CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLUXO.
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NOTA: A analise dos efeitos das chalconas sobre o ciclo celular em células HepG2 foi realizada
segundo o item 5.7.3 do Materiais e Métodos. As concentragdes utilizadas das chalconas estao
representadas em pM. As incubagdes foram realizados com A) CHA (50 uM), HNC (15 puM) e 4-
NCHA (10 pM) e B) CHA, HNC e 4-NCHA na concentragao de 20 pM, durante 24 horas. Os valores
representam a média + DP da percentagem de células viaveis em comparagdo com o controle
(DMSO) tomado como 100%. Os dados representam trés experimentos independentes, sendo cada
um deles realizados em triplicata. Diferengas significativas: **p<0,01; *** p <0,001.

Tamiello (2012) em nosso laboratorio, observou que a incubacéo das
células HepG2 com a 3-nitrochalcona nas concentracdes de 10 e 15 yM resultou
no aumento de 28 e 48% de células em SubG1, respectivamente, apos 48h de

incubacao com concomitante diminuigcdo da porcentagem de células em todas as
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demais fases do ciclo celular, sugerindo que o composto induz morte celular e que
este efeito é dependente da concentracao utilizada.

Outros autores ja verificaram alteracdo na progressao do ciclo celular
utilizando chalconas. Moon et al. (2010) observaram o efeito da buteina (3,4,2’,4-
tetrahidroxichalcona) (30 uM) na progressao do ciclo de células HepG2 e
observaram aumento de 39% de células na fase G2/M em 24 horas de incubacao
e aumento de 36% em SubG1 apds 48 horas de incubacao.

HSU et al. (2006) observaram que a incubacao de células MCF-7 e MDA-
MB-231 (cancer de mama) com a chalcona promove parada do ciclo celular em
G2/M por aumentar a expressao de p21 e p27 e reduz niveis de ciclinas. Shen et
al. (2007) mostraram que a chalcona obtida sinteticamente, na concentragdo de
28,8 UM apds 6 horas de incubagao em células T24 e HT-1376 (cancer de bexiga)
aumentou em 221% e 19,2% a populacdo de células na fase G2/M,
respectivamente.

Rao et al. (2010) verificaram que a 2’-hidroxi-2,3,4’,6'-tetrametoxichalcona
(HTMC) reduz a viabilidade de células de adenocarcinoma de pulmao (A549) em
59% na concentragcéo de 50 uM e induz a parada do ciclo celular na fase G1 na
concentragao de 12,5 uM, ambas no tempo de 24 horas.

Loa et al. (2009) estudaram a atividade antitumoral de 68 polifendis de
plantas com estruturas diferentes em células HepG2 e verificaram que as chalconas
com maiores atividades antitumorais foram as hidroxiladas na posi¢ao 2' do anel B,
sendo a 2,2'-dihydroxychalcona (60 pM) a mais potente, por induzir parada de ciclo
em G2/M (ap6és 12 horas de incubacdo). No entanto, apés 24 e 48 horas de
incubacao, a quantidade de células em G2/M diminuiu progressivamente com um
aumento correspondente de células em sub-G1 (células apoptéticas), o que sugere
que a parada de ciclo em G2/M levou a apoptose posteriormente. Assim, nossos
resultados obtidos com a chalcona sugerem resultado semelhante, visto ter
aumentado a quantidade de células em sub-G1 e reduzido na fase G2/M apds 24
horas de incubacéo.

Neves et al. (2012) avaliaram os efeitos da 2’-hidroxichalconas sobre
células de adenocarcinoma de mama (MCF-7) e constataram que a 4-fluoro-2',4'-
dihidroxichalcona e a 2',4'-dihidroxi-3,4,5-trimethoxichalcona, apés incubagao por
48 horas nas concentragdes relativas ao ICso dos compostos, apresentaram um
aumento na quantidade de células em sub-G1, indicativo de fragmentagao de DNA
e morte celular por apoptose, confirmada com o ensaio de dupla marcagdo com

anexina e PI.
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Deste modo, é possivel concluir que o aumento do numero de células em
sub-G1, observado em nossos experimentos é dependente da concentracéo e
pudemos confirmam a importancia do grupo nitro e hidroxila para a morte celular

induzida por chalconas.

6.6. ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Para verificar se as defesas antioxidantes poderiam ser afetadas pelas
chalconas em células HepG2 foram analisados os efeitos das chalconas
selecionadas (CHA, HNC e 4-NCHA) na atividade de catalase e superoxido
dismutase (SOD total). As concentragdes utilizadas na FIGURA 24A e B foram
aquelas responsaveis por reduzir a viabilidade celular em aproximadamente 20% e
a de 20 yM das chalconas testadas.

Os resultados mostraram que a CHA (50 uM) reduziu a atividade da
catalase em 34%. O HNC (15 uM) inibiu a atividade da catalase em 24% no entanto,
com a 4-NCHA (10 uM) nao foi observado nenhum efeito na atividade da catalase
(FIGURA 24A). Na figura 24B os resultados mostraram que a CHA (50 uM) nao
alterou a atividade da SOD total. O HNC (15 pM) inibiu a atividade da SOD em 41%,
no entanto, com a 4-NCHA (10 uM) foi observado um aumento da atividade da SOD
de 47%.

Quando as chalconas foram testadas na concentragao de 20 yM, afim de
comparar os efeitos das chalconas numa mesma concentragcao, observou-se que a
CHA néao alterou a atividade das enzimas SOD e catalase, no entanto a HNC e a
4-NCHA reduziram a atividade da catalase em 27% e 31% respectivamente e da
SOD em 43% e 50% respectivamente (FIGURA 24 A e B). Assim, é possivel
verificar que as atividades de enzimas antioxidantes, catalase e SOD, podem ser

afetadas de forma diferente pelas chalconas testadas.

FIGURA 24 - EFEITOS DAS CHALCONAS SOBRE A ATIVIDADE DAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES
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NOTA: A andlise dos efeitos das chalconas sobre a atividade das enzimas antioxidantes em células
HepG2 foi realizada segundo o item 5.7.4 do Materiais e Métodos. As concentragdes utilizadas das
chalconas estéo representadas em pM. A) atividade enzimatica da catalase apds incubagao das
células com a CHA (20 e 50 pM), HNC (15 e 20 uM) e 4-NCHA (10 e 20 uM) e B) atividade enzimatica
da SOD total apés incubacgéo das células com a CHA (20 e 50 uM), HNC (15 e 20 uM) e 4-NCHA
(10 e 20 uM), durante 24 horas a 37°C. Os experimentos foram realizados em triplicata, em volume
final de 200uL em meio DMEM alta glucose completo, no controle somente foi adicionado o meio.
O volume de DMSO utilizado foi de 0,1% (v/v). Os resultados estao expressos como percentagem
em relagéo ao controle com DMSO (100%) e sdo média + desvio padrdao de 4 experimentos
realizados em triplicata. **p<0,01, ***p<0,001.

Observou-se uma reducao na atividade da catalase quando as células
HepG2 foram tratadas com a chalcona (50 pM). No entanto, este composto nao
afetou a atividade da SOD total. Na concentracao de 20 uM a CHA nao alterou a

atividade das enzimas antioxidantes, o que esta de acordo com o observado no
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experimento de geragao de ERO, uma vez que houve aumento dessas espécies
apenas nas concentragdes mais elevadas (40 e 60 uM). Também esta de acordo
com os resultados de viabilidade, onde se observou redugdes significativas de
viabilidade apenas nas concentragdes mais elevadas (a partir de 40 uM).

Quando as células foram tratadas com a HNC (15 yM), observou-se uma
inibicao de atividade da catalase e da SOD. Estes resultados também estdo de
acordo com os obtidos no ensaio de geragdo de ERO (aumento de 148% na
concentracao de 20 uM) e viabilidade, no qual houve uma reducao significativa do
numero de células viaveis a partir da concentracao de 10 uM (FIGURA 23A e B).
Esses resultados indicam que a HNC reduziu as defesas antioxidantes celulares, o
que pode ter levado a um aumento das espécies reativas de oxigénio
(especialmente H20-) e, por conseguinte, levado a morte celular.

Em relagao aos resultados obtidos com a 4-NCHA (10 uM) observou-se um
aumento da atividade da SOD e nenhuma alteracéo na atividade da catalase. No
entanto, apds incubacao com esta chalcona na concentragao de 20 yM, observou-
se uma reducao da atividade da SOD e da catalase. Estes resultados sugerem que
os efeitos observados deste composto dependem da concentragao utilizada, visto
que provavelmente existe uma primeira resposta antioxidante das células contra a
acédo da 4-NCHA quando esta é utilizada na menor concentracdo (10 pM). No
entanto quando testada a concentragdo préxima ao valor de ICso (20 uM) ha uma
reducao das defesas antioxidantes celulares, que pode estar levando a danos
oxidativos (com o aumento das EROQO) e a morte celular.

Em relacdo a estrutura da chalcona pode-se observar que a presenca de
substituintes interfere na acdo dos compostos sobre as defesas antioxidantes, em
especial as chalconas nitradas e, consequentemente, nos niveis de ERO.

Assim, analisados em conjunto, os resultados obtidos sugerem uma
possivel relagao entre a reducao das defesas antioxidantes celulares, o aumento
dos niveis de ERO e a reducgao da viabilidade celular.

Du et al. (2007) observaram que a catequina é capaz de induzir a atividade
das enzimas antioxidantes catalase, SOD e glutationa peroxidase celulares de um
modo dependente da concentracio e relacionaram esse resultado a uma protecao
contra apoptose induzida pelo estresse oxidativos ocasionado pelo incubagao com
a catequina.

Por sua vez, Leung et al. (2006) observaram que a flavona luteolina, na
concentracdo de 50 uM, aumenta a atividade das enzimas antioxidantes

dependente do tempo de incubagao, visto que apos 16 horas de incubacéo houve
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ativacado das enzimas antioxidantes catalase e SOD e apés 24 horas houve uma
reducao da atividade dessas enzimas.

Em nosso laboratério, Tamiello (2012) observou que as células HepG2
tratadas com a 3-nitrochalcona nas concentragdes de 15 e 20 uM apresentaram
niveis menores (68 e 41%, respectivamente) da expressao de mRNA da catalase
e reducao de 22 e 18% na atividade dessa enzima apds 48 horas de incubagao. Os
resultados observados sugeriram, entdo, que a chalcona poderia contribuir para o
aumento de HO, e, possivelmente, para reducdo da viabilidade de células
verificadas nestas concentragoes.

Winter et al. (2010) testaram uma série de chalconas derivativas de 2-
nafthilacetofenona em células de leucemia humana (L1210) e observaram uma
reducdo da atividade da catalase com todos os compostos testados. Assim,
testaram o efeito das naftilchalconas com grupamento 3-NOo-fenil e fenil nas
concentracoes de ICso de 23 e 36 uM, respectivamente, por 24 horas, em catalase
isolada de figado bovino, e observaram a diminuicdo de aproximadamente 15 e
10%, da atividade da enzima. Os autores concluiram, entdo, que a incapacidade
das células de leucemia em aumentar a atividade da catalase, neste caso, pode ser
devido a citotoxicidade das chalconas, visto estar relacionada principalmente com
a geragao de H20.. Um outro fator importante resultante da agdo de ERO nas
células tumorais, € a oxidacado de proteinas, tais como citocromo C e catalase,
assim, a inibicdo da catalase pode reduzir a capacidade das células em eliminar o

H202, aumentando o dano celular induzido pelas ERO.
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7. DISCUSSAO FINAL

O carcinoma hepatocelular (CHC) é uma das neoplasias mais comuns no
mundo, com elevada incidéncia e mortalidade (MENDEZ-SANCHEZ et al., 2014;
SINGAL; ELSERAG, 2015), no entanto, os medicamentos utilizados para esse tipo
de neoplasia apresentam baixa eficiéncia terapéutica e, por isso, novos compostos
estdo sendo investigados quanto aos seus efeitos antitumorais, dentre eles os
flavonoides (HE et al., 2001; CERQUEIRA et al., 2007; KUO et al. 2010).

Neste estudo, observou-se que a hispidulina provoca uma redugdo na
percentagem de células HepG2, dependente tanto do tempo quanto da
concentragao utilizada, além de induzir efeitos antiproliferativos preferenciais sobre
as células HepG2, em comparagdo com as células normais imortalizadas L929
(FIGURA 13). Agentes com capacidade para induzir a apoptose seletiva de células
tumorais ganharam atengéo no campo de descoberta de novas drogas. No entanto,
0s mecanismos moleculares relacionados a morte seletiva de células tumorais
induzida por flavondides ainda nao estdo completamente compreendidos (BADISA
et al., 2009; SAMARGHANDIAN et al., 2010; CHAMPELOVIER et al., 2013; NG et
al., 2013).

Ja foi observado anteriormente que a hispidulina promove um aumento na
percentagem de células em subG1 de forma dependente da concentracao, o que
indica um aumento do nimero de células contendo DNA fragmentado (SCOPARO,
2012). O ensaio de dupla marcagdo com Anexina-V-PE e 7-AAD, demonstrou
aumento significativo nas populagdes de células positivas para anexina e positivas
para anexina e 7-AAD o que pode ser um indicativo de que a morte celular poderia
estar ocorrendo por apoptose de maneira dependente da concentrag&o utilizada
(FIGURA 14). Nossos resultados estdo de acordo com os observados por Gao et
al. (2014) que verificou que a hispidulina induz a morte de células HepG2 por
apoptose possivelmente mediada por disfuncdo mitocondrial e inibicao da via de
sinalizagao de P13k/Akt.

Esses resultados corroboram também com outros dados descritos na
literatura, nos quais é sugerido que em outras linhagens celulares como cancer de
ovario (SKOV3), cancer gastrico (AGS), cancer de mama (MCF-7), entre outros, a
hispidulina e outras flavonas como apigenina e luteolina sdo capazes de induzir
apoptose por via mitocondrial, através da inducdo de PARP e liberacao de
citocromo C (Yang et al., 2010; Gao et al. 2014; LIN et al., 2015; LU et al., 2015).

Lin et al. (2010) observaram que a incubagdo com a hispidulina, em duas linhagens
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celulares de glioblastoma multiforme humano (GBM8401 e GBM8901) durante 48
horas, reduziu a viabilidade celular de maneira dependente da concentracao,
bloqueando a progressao do ciclo celular na fase G1, e induzindo apoptose (LIN et
al., 2010).

Também foi relatado anteriormente um aumento dos niveis de ERO
dependente do tempo e concentracdo apods a incubacdo com 50 € 100 uM de
hispidulina (SCOPARO, 2012). Neste trabalho, no entanto, foi observado (FIGURA
12) que quando as células HepG2 foram pré-incubadas com NAC (5 e 10 mM) e
posteriormente com a hispidulina (50 e 100 pM), os niveis de ERO foram reduzidos,
sugerindo que hispidulina pode promover o aumento dos niveis dessas espécies,
uma vez que a adicdo de NAC causou uma reducao de ERO dependente da
concentracao, provavelmente devido aos niveis de GSH restaurados. Esses
resultados obtidos estdo de acordo com os observados anteriormente (SCOPARO,
2012) quando se observou um aumento da viabilidade das células HepG2 apés a
adicdo de NAC também de maneira dependente da concentragdo, sugerindo que
os niveis de ERO podem ter um papel crucial na morte celular induzida pela
hispidulina.

Observou-se também que hispidulina reduz a atividade da catalase (FIGURA
10), o que sugere que H>O2 tem um papel essencial na morte celular, uma vez que
a incubacao simultanea das células com hispidulina e catalase protegeu da morte
celular induzida por esta flavona. Foram observados resultados semelhantes no
nosso laboratério com apigenina (100 uM) em células HepG2, em que a adi¢ao de
catalase (500 ou 1000 U/ml) reduziu a indugdo de morte celular em condigbes
semelhantes, o que sugeriu que o aumento dos niveis de H2O pode estar envolvido
no mecanismo de morte celular induzida pela apigenina (VALDAMERI et al., 2011).

Em relagédo ao segundo objetivo do trabalho, observou-se que as chalconas
foram capazes de reduzir a viabilidade das células HepG2 de maneira dependente
da concentracédo e do tempo de incubacdo. No entanto, as chalconas que
apresentavam grupo nitro e/ou grupo hidroxila na estrutura foram as que tiveram
menores valores de ICso, apresentando maior citotoxicidade em células tumorais
(Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.2). Quanto ao grupo hidroxila, a
presencga deste grupo na estrutura de chalconas tem demonstrado um papel crucial
na atividade antitumoral desses compostos (POUGET et al., 2001; ECHEVERRIA
et al., 2009; MAI et al., 2014).

Echeverria et al. (2009) demonstram que 2'-hidroxichalconas (50-200 uM),

contendo ou ndo substituicdo metoxila no anel B, promovem inibi¢do da proliferacao
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celular dependente da concentracdo e da presenga do grupamento metoxila e
inducao de apoptose em células HepG2 apoés 24 horas de incubagao.

Quanto a presenga do grupo nitro, também se tem observado na literatura a
importancia da adigao desse grupo na atividade citotoxica de chalconas. Mai et al
(2014) testaram uma série de chalconas sintéticas e observaram que a chalcona
contendo um grupo NO2 na posigao para no anel B, grupo OH na posi¢ao 2’ além
de metoxila nas posicdes 4’ e 6°, foi um dos compostos com atividade antitumoral
mais potente e seletiva contra células tumorais humanas TRAIL-resistentes (HT-
29, HepG2, CNE-1, CEM-SS) ap6s 72 horas de incubagao. No entanto, ndo foram
descritos os efeitos destes compostos depois de 24 horas e 48h de incubagao, nem
os efeitos de compostos unicamente com grupo nitro, ou apenas com um grupo
nitro e grupo 2'-hidroxila em células HepG2. Em nosso estudo, observou-se que os
compostos mais potentes foram a 4-NCHA e a HNC. Este é, entdo, o primeiro
trabalho que demonstra estes efeitos citotoxicos em células HepG2.

Também foi avaliado neste trabalho a citotoxicidade das chalconas em
células normais imortalizadas de fibroblasto murino (L929) a fim de comparar os
efeitos destes compostos em relagao a células tumorais e células normais
imortalizadas (Erro! Fonte de referéncia ndao encontrada.3). Péde-se observar
que os compostos testados tém um maior efeito citotoxico sobre a linhagem de
células HepG2. No entanto, entre os compostos testados, a 4-NCHA e a HNC foram
as mais promissoras para futuros estudos de novos compostos antitumorais para o
tratamento do CHC.

No experimento de analise do ciclo celular (FIGURA 23), observou-se que a
CHA (50 yM) aumentou o numero de células na fase G2/M do ciclo celular e em
subG1, sugerindo que a morte celular pode estar ocorrendo devido a fragmentacao
no DNA. No entanto, para a concentracao de 20 uM, a chalcona nao apresentou
alteracdes nas fases do ciclo celular. Por sua vez, os compostos HNC e 4-NCHA
mostraram um aumento na quantidade de células em sub-G1 (DNA fragmentado)
apo6s a incubagao por 24 horas nas concentragdes proximas aos valores de ICso
(20 pM), sugerindo que a morte celular pode estar ocorrendo por apoptose. Assim,
os resultados confirmam que chalconas com o grupo nitro apresentam uma maior
citotoxicidade sobre células HepG2 quando comparadas com a chalcona, uma vez
que requerem uma concentragdo menor para induzir a morte celular.

Outros autores observaram mudangas na progressao do ciclo celular
utilizando chalconas. Moon et al. (2010) relataram o efeito da buteina (30 uM) na

progressao do ciclo celular em células HepG2, observado um aumento do nimero
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de células na fase G2/M apds 24 horas de incubagao e aumento de em subG1 apds
48 horas de incubacgao, induzindo, assim, a apoptose e bloqueando a progressao
do ciclo celular na fase G2/M.

Em alguns estudos utilizando chalconas, o aumento de ERO ¢é visto como o
principal responsavel pela indugéo de morte celular em varias linhagens celulares
tumorais: cancer do colon (HCT116) incubadas com Flavokavaina B (KUO et al.,
2010), células de carcinoma hepatocelular (HepG2) incubadas com buteina (MOON
et al., 2010), células de melanoma (B16-F10) incubadas com hidroxichalconas
entre outras (NAVARINI et al.,, 2007). Assim, foi avaliado neste trabalho se as
chalconas poderiam alterar os niveis intracelulares de ERO e observou-se que nas
concentracdes de 10 e 20 uM apenas as chalconas nitradas foram capazes de
aumentar os niveis dessas espécies, indicando a importancia desse grupo para o
efeito observado (FIGURA 22).

Sob estresse oxidativo, as células entram geralmente em um processo
adaptativo antioxidante, classificado como enzimatico ou ndo enzimatico (SIES,
1993), sendo que os antioxidantes enzimaticos sdo a primeira linha de defesa
contra os radicais livres ou espécies reativas de oxigénio. No presente estudo,
avaliou-se os efeitos dos compostos 4-NCHA e HNC (os mais promissores), e a
chalcona, quanto a alteragbes na atividade das enzimas antioxidantes SOD total e
catalase (FIGURA 24). Foi possivel verificar que as atividades de enzimas
antioxidantes podem ser afetadas de forma diferente pelas chalconas testadas e as
que contém grupo nitro na estrutura apresentam-se como promissoras na redugao
da atividade das enzimas e, consequentemente, das defesas antioxidantes e
aumentos dos niveis de ERO intracelulares.

Recentemente tem sido demonstrado que a transcrigdo de enzimas
antioxidantes é regulada por elementos de resposta antioxidante (ARE) através da
via Nrf2/Keap1 (ANTELMANN et al., 2011). A variagao dos efeitos de flavondides
(quercetina, kaempferol, taxifilina e apigenina) sobre a expressdo de enzimas
antioxidantes (MnSOD, CuZnSOD glutationa peroxidase, glutationa redutase e
catalase), foram verificadas por Crespo et al. (2008) utilizando células CHL (Chang
Liver cells) incubadas com mistura de citocinas para induzir o estresse oxidativo.
Os autores verificaram que diferentes concentracées do mesmo flavondide podem
afetar de forma distinta os niveis de mRNA destas enzimas e, ainda, que estes
efeitos podem ser diferentes em fungéo das suas estruturas.

As diferentes respostas dos flavondides tém sido demonstradas também

em outras linhagens celulares. Em células HepG2, a quercetina aumenta a
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atividade de ARE pela upregulation da expressdao de NRf2, prevenindo sua
ubiquitinizacado e degradacgao proteassomal, e além disso, acelera a degradacéao de
Keap1 de maneira independente de proteassoma (TANIGAWA et al., 2007;
LEONARDUZZI et al., 2010). Wu et al. (2010) observaram que derivados das
chalconas (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona e (E)-3-
(4-hidroxifenil)-1-(4-metoxifenil) prop-2-en-1-ona na concentragdo de 10 M e apos
24 horas de incubagao séo capazes de ativar a via Nrf2-ARE em células PC12 de
feocromocitoma de rato expostas a H20..

No entanto, Lim et al. (2013) observaram que a 4-metoxichalcona, na
concentracao de 5 ug/ml e apdés 6 horas de incubagdo, aumenta o estresse
oxidativo e a citotoxicidade induzida por cisplatina inibindo o mecanismo de defesa
de Nrf2/ARE em células de cancer de pulmao A549. O estudo demonstrou que um
inibidor de Nrf2 pode melhorar a capacidade de resposta das células tumorais para
medicamentos quimioterapicos e indica o potencial de aplicacao desse composto
como um sensibilizador natural em quimioterapia. Neste mesmo sentido, em
células de adenocarcinoma Ab549 altas concentragcbes (200 pM) da
epigalocatequina 3-galato aboliu a atividade da Nrf2/ARE e a consequente
expressao e sintese da HO-1 (heme oxigenase 1) (KWEON et al., 2006;
LEONARDUZZI et al., 2010).

Tem sido relatado na literatura que as células tumorais podem ter uma
capacidade limitada para se adaptar frente a algumas defesas antioxidantes em
resposta ao estresse oxidativo (PELICANO et al, 2004; WINTER et al., 2010).
Assim, Nrf2 é visto como um alvo farmacoldgico para superar a resisténcia
terapéutica de varios tipos de tumores (ITOH et al., 2010; TANG et al., 2011). Deste
modo, a identificacao de moléculas que potencialmente inibam especificamente
Nrf2 é bastante desejavel, e tais compostos podem ser utilizados para aumentar a
eficacia de farmacos antitumorais.

Neste sentido, a menor capacidade das células de aumentar a atividade da
catalase em resposta ao estresse oxidativo pode ser uma das razdes para a
citotoxicidade observada apds tratamento com as chalconas. Assim, a inibicao da
catalase pode reduzir a capacidade das células em eliminar o excesso de H20-
intracelular, podendo levar a danos celulares e, consequentemente, a morte celular
(MALLIS et al., 2001; WINTER et al., 2010).

Desta forma, com os resultados obtidos neste trabalho demonstrou-se que
as nitrochalconas foram mais eficazes na promocao de efeitos pré-oxidantes e

inducdo de morte das células HepG2 do que a estrutura basica da chalcona. Isso
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pode estar ocorrendo, possivelmente, por reagirem com biomoléculas importantes
para o equilibrio redox intracelular, como as enzimas antioxidantes, as ERO, Nrf-2,
entre outras, podendo atuar, entdo, como compostos em potencial para futuros

estudos em aplicagédo como adjuvantes na terapia contra o hepatocarcinoma.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com a hispidulina sugerem que a esta flavona
promove a morte das células HepG2 provavelmente por apoptose e que a redugao
da atividade da catalase e o aumento de ERO podem estar envolvidos neste
mecanismo. O efeito de reducao de viabilidade promovida pela hispidulina sobre as
células HepG2 (células tumorais de figado humano) é significativamente superior
ao verificado com células ndo tumorais de fibroblasto murino (L929) sugerindo uma
possivel seletividade.

Em relagdo aos efeitos das chalconas sobre células HepG2 pode-se
concluir que todos os compostos testados podem induzir a morte de células HepG2
de maneira dependente do tempo e da concentragao utilizados, sendo que a ordem
de citotoxicidade, verificada utilizando os valores de ICso foi: 4-NCHA > HNC > 3-
NCHA > HC > CHA. Também foi possivel observar alteragcdes no ciclo celular, com
aumento do numero de células em sub-G1 apds incubagcado com a CHA (50 uM), 4-
NCHA e HNC (20 uM) sugerindo uma possivel morte celular por apoptose.

No ensaio de alteracao nos niveis de ERO, as chalconas nitradas
promoveram elevagao desses niveis em concentragdes menores (10 e 20 uM) que
as nao nitradas (CHA e a HC). Possivelmente a alteracao da atividade das enzimas
antioxidantes e o consequente aumento dos niveis de ERO estariam envolvidos na
inducao de morte celular promovida pelas chalconas.

Observou-se também que nos ensaios de viabilidade celular, as chalconas
demonstraram maior efeito citotdéxico sobre as células HepG2 do que o efeito
verificado com células L929, sugerindo uma possivel seletividade, sendo os
compostos mais promissores a 4-NCHA e a HNC. Assim, estes se apresentam
como compostos com potencial para novos estudos, tendo em vista a utilizacao

como adjuvantes no tratamento do HCC.
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