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Resumo

Os gliomas s3o neoplasias do SNC que podem afetar tanto o cérebro quanto a medula
espinhal. A OMS classifica os gliomas em diferentes graus (I-IV) conforme sua
histopatologia, sendo o glioblastoma multiforme (GBM) a forma mais agressiva (IV), e o
tumor primdario mais comum entre os cerebrais. O tratamento padrdo para pacientes com
GBM recém diagnosticado ¢ a cirurgia, seguida de radioterapia e quimioterapia concomitante
e adjuvante com TMZ. Porém, apesar dos tratamentos existentes, os pacientes com GBM
possuem uma sobrevida média de apenas aproximadamente 14 meses. O tratamento ¢ ineficaz
devido uma série de fatores, como por exemplo, altas taxas proliferativas, evasdo da apoptose
e capacidade de invasdao em tecidos sadios. Deste modo ¢ importante o estudo de opgdes
alternativas de tratamentos mais eficientes para GBM e nessa busca estdo as chalconas. As
chalconas sao compostos fendlicos que fazem parte da via de biossintese de flavonoides em
plantas e apresentam uma estrutura quimica simples e versatil. Trés chalconas sintéticas
(QIVA, Q2VA e QI8VA) foram testadas em células de GBM provenientes de resseccao
cirtrgica. Ensaios de viabilidade celular por MTT, morte celular (Anexina-PI), EROs
(DCFDA), AYm (TMRE), ciclo celular (PI) e migracdo (scratch would healing) foram
realizados para verificar o efeito como uma possivel substancia antitumoral. Foi identificado
que apenas uma chalcona (Q1VA) possui citotoxicidade, € que a mesma aumentou os niveis
de apoptose sem aumentar os niveis de necrose. Nesse sentido, a morte celular poderia estar
ocorrendo via mitocondria, pois a Q1VA tem a capacidade de despolarizar a membrana
mitocondrial. Essa perda do A¥Ym poderia ser em decorréncia do acréscimo nos niveis de
EROs que foram observados nas 6 primeiras horas de tratamento. As células que
permaneceram viaveis, apresentaram atraso no ciclo celular, na fase M, principalmente. Do

mesmo modo, a QI VA impediu as células de GBM de migrarem.

Palavras Chaves: Apoptose. Chalcona. Glioblastoma.



Abstract

Gliomas are neoplasms from central nervous system that affect both the brain and the spinal
cord. The World Health Organization classified Gliomas into different grades (I-1V)
according to their histopathological characteristics, being the glioblastoma multiforme (GBM)
the most aggressive form (IV) and the most common malignant primary brain tumor. The
standard treatment for patients with newly diagnosed GBM is surgery, followed by
concomitant and adjuvant TMZ plus radiotherapy. Despite the treatments, the average
survival time of patients with GBM is approximately 14 months. The treatment is feckless
because of many factors such as high proliferative rates, evasion of apoptosis and ability
invasion in healthy tissues. Thus, it is important to study alternative treatment options for
GBM, such chalcones. Chalcones are natural compounds that are part of biosynthesis
flavonoids pathway in plants and have a simple and versatile chemical structure. Therefore,
the aim of this study was to determine the anticancer activities of chalcones on GBM cells.
Three synthetic chalcones (QIVA, Q2VA e Q18VA) were used against GBM cells from
surgical resection. Viability assay by MTT, cell death (Anexine-PI), ROS (DCFDA), AYm
(TMRE), cell cycle (PI) and scratch would healing were investigated. It was identified that
only one chalcone (Q1VA) has cytotoxicity and that has increased levels of apoptosis without
increasing levels of necrosis. In this sense, GBM could be dying via mitochondria, since
QI1VA has the ability to depolarize the mitochondrial membrane. This loss of A¥Ym could be
due to the increase in the levels of ROS that were observed in the first 6 hours of treatment.
Cells that remained viable were delayed in the cell cycle, in phase M, mainly. Likewise,

Q1VA prevented GBM cells from migrating.

Key Words: Apoptosis. Chalcone. Glioblastoma.
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1. Introducao

1.1 Gliomas

Os gliomas sdo tumores cerebrais primarios, com origem nas células do sistema nervoso
central (SNC) e sao responsaveis por 80 % dos tumores primarios do SNC (BOUSSIOTIS;
CHAREST, 2018; BUTOWSKI, 2015). A maioria dos pacientes diagnosticados com gliomas
tem um prognoéstico fatal, com sobrevida de apenas 12 a 15 meses ap6s o diagnostico, além
desta doenga ter impacto tanto na satude (fisica e mental) do paciente quanto na da sua familia
(RASMUSSEN et al.,, 2017). Os dados clinicos demonstram que os gliomas sdo mais
recorrentes em homens — risco 1,5 vezes maior que no sexo oposto — € um risco duas vezes
maior em pessoas caucasianas do que em afro-descentes ou asiaticos (OSTROM; BAUCHET;
etal.,2014).

Os gliomas sao originados a partir das células da glia ou de seus progenitores, sendo a
glia composta por astrocitos, oligodendrocitos, células microgliais e ependimarias. Os
astrocitos sdo o grupo celular mais abundante da glia, sendo responséaveis pela manutengado e
homeostase metabolica. Os oligodendrdcitos produzem a bainha de mielina e as células
microgliais atuam como células fagocitarias, enquanto, as células ependimarias revestem os
ventriculos cerebrais e mantem a homeostase no cérebro e no meio extracelular da retina
(BARRES, 2003; JIANG, Y.; UHRBOM, 2012).

Os precursores celulares dos gliomas ainda ndo foram elucidados, pois hd evidéncias na
literatura indicando semelhangas histoldgicas entre células diferenciadas funcionais da glia e
as células do glioma, apontando que as células tumorais seriam o resultado de um aciimulo de
alteragdes que ocorreram em células diferenciadas. Essas alteragcdes promoveriam a
desdiferenciacdo das células da glia ao longo do processo tumorigénico (ALCANTARA
LLAGUNO; PARADA, 2016; SINGH, N.; SARKAR; SASHIDHARA, 2014).

No entanto, o proprio processo tumorigénico poderia alterar diretamente as células tronco
ou células indiferenciadas progenitoras multipotentes que sdo encontradas em diferentes
tecidos: as células-tronco neurais ou células progenitoras da glia (Figura 1) (ALCANTARA
LLAGUNO; PARADA, 2016; DIRKS, 2010; HEYWOOD et al., 2012).
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Figura 1: Representacdo esquematica do processo de diferenciacdo de células tronco

neurais em diferentes linhagens celulares do SNC e células progenitoras dos gliomas

Os marcadores de proteinas para células tronco neurais, células progenitoras e células diferenciadas sio
indicados em caixas. A hipotese classica sobre a origem das células de glioma € representada por setas laranjas.A

hipotese mais recente é representada por setas cinzentas.

FONTE: Adaptado de Gongalves et al. (2013).

Os gliomas sdao considerados tumores heterogéneos, pois variam consideravelmente na
sua morfologia, localizacdo e composicao celular (KARSY; GUAN; HUANG, L. E., 2018;
OSTROM; GITTLEMAN; et al., 2014). Para padronizar a comunicacdo e¢ o plano de
tratamento dos tumores do tipo glioma, a Organizagao Mundial da Saude (OMS) desenvolveu
um sistema de classificagdo em quatro graus (I-IV), caracterizado no tipo celular mais
semelhante & sua de origem, a sua agressividade e a sua taxa proliferativa, reconhecendo
assim 7 tipos de gliomas (Tabela 1) (CAIRNCROSS et al., 2006; D’HAENE et al., 2014;
DEMUTH; BERENS, 2004; LEVER; SHEER, 2010; LOUIS et al, 2007, OHGAKI;
KLEIHUES, 2009; ROUSSEAU; MOKHTARI; DUYCKAERTS, 2008; SANSON et al.,
2009; YANG et al., 2016).



Graduacao Caracteristicas Tipos de Tumores | Caracteristicas do Tumor
Histopatologicas
Grau | Lesdes nao Astrocitoma Apresentam
infiltrativas, pilocitico, células bem
com baixo astrocitoma de diferenciadas,
potencial células biologicament
proliferativo, gigantes e benignos,
sem atipias subependimais passiveis de
nucleares, , cura por
mitoses, xantoastrocito cirurgia.
proliferacao ma
endotelial ou pleomorfico e
necrose. subependimon
a.
Grau II Lesdes em Astrocitoma Considerados
geral difuso, malignos, com
infiltrativas, oligodendrom infiltragao
com atipias a,

nucleares ¢
baixo indice
mitotico, sem
proliferagao
endotelial ou

necrose

ependimona e
oligoastrocito

ma misto.

precoce nos
tecidos
adjacentes, bem
diferenciado,
crescimento
lento, pode
progredir para
astrocitoma
anaplasico,
incuravel por

cirurgia.
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Grau III Lesdes Astrocitoma Apresenta altas
infiltrativas, anaplasico, taxas de
com atipias oligodendroma anaplasia e

nucleares e alto anaplasico, proliferacio,
indice mitdtico. ependimoma com
anaplasico caracteristicas
e histologicas
oligoastrocitom malignas
a € prognosticos
anaplasico. desfavoraveis.
Grau IV Lesoes Glioblasto Exibem
infiltrativas, ma muitas
atipias multiform caracteristicas
nucleares, alto e de
indice malignidade,
mitotico, alta
células ocorréncia de
gigantes angiogénese ¢
multinucleada necrose,
S, elevada
necrose € invasibilidade
proliferagao ¢ baixos
endotelial. prognosticos.

Fonte: Adaptado LOUIS et al., 2007
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Conforme essa classificagdo, o glioblastoma multiforme humano (GBM) € o tipo mais

agressivo de glioma, representando 55 % dos tumores do SNC (OSTROM; GITTLEMAN; et

al., 2014).
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1.2 Gliblastoma Multiforme Humano

O GBM ¢ o tipo de glioma mais comum ¢ maligno em adultos. O prognostico ¢é
desfavoravel quase sempre, pois, somente 32 % dos pacientes tem uma sobrevida maior que
12 meses apos o diagnostico (OSTROM; GITTLEMAN; et al., 2014).

As células desse tipo de gliomas sdo pequenas, caracterizadas por polimorfismo, formato
poligonal, difuso, com citoplasma acidofilo e fronteiras celulares distintas. Possuem alta taxa
mitotica e com mitose atipica (DEIMLING, 2009; REIFENBERGER et al., 2012).

A via de formacao de um GBM pode ser de duas formas, resultando em dois prognosticos
distintos. A via de formagdo primaria (de novo) se desenvolve a partir de precursores
saudaveis, sem lesdes anteriores € ¢ mais comum em pacientes na faixa etaria de 55 a 60 anos,
apresentando baixas taxas de sobrevivéncia e sobrevida, raramente acima dos 15 meses
(LOUIS et al., 2016; REIFENBERGER et al., 2012).

Os GBM secundarios se desenvolvem a partir da progressdo tumoral de astrocitomas
difusos (Grau-II) e astrocitomas anaplasicos (Grau-III). Normalmente surgem em pacientes
mais novos, em torno dos 44 anos € com uma taxa de sobrevida em torno de 31 meses
(LOUIS et al., 2016; REIFENBERGER et al., 2012).

Sendo um tipo de glioma, os GBM também sao considerados tumores heterogéneos, pois
associados as células tumorais encontram-se monocitos € macréfagos, que liberam fatores
pro-inflamatorios e angiogénicos, contribuindo diretamente para a progressao tumoral. No
tumor também se encontram células tronco tumorais, células mesenquimais e células do
estroma (REIFENBERGER et al., 2012).

Uma caracteristica histopatologica marcante do GBM sdo os focos necroticos. Esses
focos sdo identificados tanto na é4rea central do tumor como em regides periféricas. O
principal foco ¢ identificado na area central do tumor devido as altas demandas energéticas
das células. O outro foco ¢ observado em outras partes da massa tumoral, sendo considerados
com menor tamanho e de forma irregular (URBANSKA et al., 2014).

Este tipo de tumor ¢ difuso e as células de GBM invadem ativamente o tecido cerebral,
atravessando dois tipos de espagos extracelulares: o espago perivascular, que ¢ encontrado ao
redor dos vasos sanguineos e o espago entre os neuronios e as células da glia que compdem o
parénquima cerebral e as fibras da massa branca. Apesar do alto potencial invasivo, as células

de GBM raramente fazem metéstase (PAW et al., 2015).
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Diferentes hipdteses discutem o baixo potencial metastatico do GBM. Sugere-se que as
células tumorais ndo fariam a metastase devido a presenca da barreira hematoencefilica, pois
a mesma impediria as células de GBM migrarem para fora do SNC e se propagarem em
outros tecidos. Outra hipotese leva em consideragdo a agressividade do GBM, ou seja, o
paciente iria a oObito antes mesmo das células migrarem e se estabelecerem em outros
sistemas. Nao obstante, o cérebro ¢ desprovido de vasos linfaticos, acarretando em uma via a
menos de escape do SNC (ROBERT; WASTIE, 2008; TYSNES; MAHESPARAN, 2001).

Contudo, existem casos descritos na literatura sobre metastase de GBM. Quando
ocorrem, as cé€lulas migram pelo liquido cefalorraquidiano ou sangue, alcangando o bago,
pleura, linfonodos, pulmao, ossos, figado, intestino delgado e pancreas (AL-RIKABI et al.,
1997; BIRBILIS et al., 2010; JAMJOOM, A. B. et al., 1997; LUN et al., 2011; ROBERT;
WASTIE, 2008; URBANSKA et al., 2014; WALLACE; FORSYTH; EDWARDS, 1996;
WIDJAJA et al., 2000).

O GBM ¢ conhecido por ser um tumor com diversas alteragdes cromossOmicas e
genéticas que acabam por afetar uma variedade de genes supressores de tumor e proto-
oncogenes, assim como alteragdes em toda sua biologia. Devido as anormalidades
apresentadas, aliadas a expressdo génica, a OMS, em 2016, reorganizou a classificacdo dos
tumores do SNC, classificando o GBM em dois tipos, GBM IDH-selvagem ¢ GBM IDH-
mutante (LOUIS et al., 2016).

Essa classificacdao se baseia na enzima isocitrato desidrogenase (/DH) do ciclo do acido
citrico. A enzima reduz o a-cetoglutarato a 2-hidroxiglutarato sem que ocorra a liberagao de
NADPH/NADH. Com isso, 0 GBM [DH-mutante corresponde a tumores secundarios, que
surgem em pacientes considerados mais jovens e representam cerca de 10 % dos casos de
GBM. Por outro lado, 0 GBM IDH-selvagem corresponde aos casos mais frequentes de tumor
primario (de novo) e acomete pacientes com mais de 55 anos de idade. Representa cerca de
90 % dos casos (LOUIS et al., 2016).

Além dessa classificagdo, ¢ possivel agrupar o GBM em 4 subtipos quando levado em
considera¢do as anormalidades génicas apresentadas, alteracdo no nimero de copias de
cromossomos € no perfil da expressdo génica. Esses subtipos, Proneural, Neural, Classico e
Mesenquimal possuem semelhancas histoldgicas com suas possiveis origens. Com essas

classificagdes mais refinadas, o diagndstico fica mais preciso e a escolha do melhor
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tratamento se torna mais eficaz pois trata 0 GBM em relagdo as suas caracteristicas biologicas
e ndo apenas como um tumor (FORD; MCVICAR, 2010).

Os tratamentos convencionais para GBM consistem em resseccdo cirdrgica,
quimioterapia e radioterapia (ABREY, 2005; LIN; KLEINBERG, 2008). Entretanto, ao
realizar a ressecc¢do cirirgica, muitas células ja invadiram o tecido adjacente contribuindo
para a recidiva do GBM. Além disso, por ser um tumor heterogéneo, o0 GBM possui células
indiferenciadas com alta resisténcia a farmacos e, devido a barreira hematoencefalica (BCH),
diversos compostos se tornam ineficazes, pois nao conseguem ultrapassa-la, reduzindo a
possibilidade de escolha de agentes quimioterapicos (BITTENCOURT et al., 2016a).
Atualmente o principal farmaco utilizado no combate a gliomas ¢ a Temozolomida (TMZ).
Esse farmaco ¢ um agente alquilante de DNA, capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
e intracelularmente ¢ capaz de formar adutos no DNA impedindo o mecanismo de reparo do
DNA e por consequéncia levando as células a apoptose (FRIEDMAN, H. S.; KERBY;
CALVERT, 2000). Entretanto, mesmo com todos os avangos na medicina, os atuais
tratamentos para GBM ndo sdo totalmente eficazes, além de apresentarem efeitos colaterais
bastante agressivos.

Assim, ¢ primordial a busca por compostos antitumorais alternativos, visando ndo so a
cura, mas também a melhora na qualidade de vida dos pacientes acometidos por GBM e
outros tipos tumorais. Resultados recentes de nosso laboratdrio demonstraram que algumas
chalconas aumentam a apoptose em células de GBM, sem aumentar a necrose, o que ¢

desejavel para uma substancia anticancer (BITTENCOURT et al., 2016a).

1.3 Chalconas

Compostos fenolicos, como os flavonoides, sdo largamente encontrados na natureza.
Dentre as vérias atividades atribuidas a eles podemos citar a habilidade de reduzir a invasdo e
adesdo celular, inibi¢do da proliferagdo celular e o aumento da apoptose (KIEKOW et al.,
2016). Os flavonoides podem ser classificados como flavonas, antocianinas, isoflavonoides e
chalconas (AGGARWAL et al., 2012).

As chalconas s3o encontradas em diversas partes das plantas como folhas, raizes, caules e

sementes de géneros como Angelicana, Glycyrrhiza, Humulus e Scutellaria, que sdo usadas
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tradicionalmente para o tratamento de vdarias doencas, sendo as atividades biologicas
atribuidas as chalconas, incluindo propriedades anti-inflamatdrias e bactericidas (LOCH-
NECKEL et al., 2015).

As chalconas pertencem ao grupo das cetonas o,fB- insaturadas, nas quais um anel
aromatico esta ligado a carbonila e o outro carbono B da fungdo olefinica (Figura 2).
Pertencem a familia das fitoalexinas produzidas durante a biossintese de flavonoides de
pigmentacao amarela (SASAYAMA et al., 2007). Seus dois esteroisomeros — Z ¢ E — sdo
precursores mais comuns na biossintese de flavonoides e isoflavonoides (Figura 3)

(NOWAKOWSKA, 2007; SANTANA et al., 2015).

(o]

)K/\ Ar= anel aromatico ou
Ar /B A

o r heteroaromatico

Anel A Anel B

Figura 2: Esquema representativo da estrutura central das chalconas

Estrutura comum a todos os grupos de chalconas.

(E)

trans

Figura 3: Esteroisomero das chalconas

Esquema representativo demonstrando as faces cis e trans encontradas nas chalconas

Como as chalconas sao facilmente sintetizadas quimicamente, ¢ possivel fazer alteragdes
na sua estrutura, tornando-as compostos interessantes para o estudo de estrutura/atividade.

Com isso, diversos trabalhos envolvendo diferentes formas de chalconas estio sendo
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investigados. Diversas propriedades farmacologicas estdo sendo descritas, como acdo a anti-
inflamatoria, atipirética, analgésica, antimalarica e antibacteriana (KONTOGIORGIS;
MANTZANIDOU; HADJIPAVLOU-LITINA, 2008; LEON-GONZALEZ et al., 2015).

Estudos envolvendo a acdo antitumoral das chalconas demonstraram que seu efeito
citotoxico pode ocorrer no controle do ciclo celular. Essas moléculas t€ém a capacidade de
bloquear as fases do ciclo G1 e G2/M, causando um atraso € por consequéncia uma
diminui¢do da taxa proliferativa. Também ocorre alteracdo nos niveis de oxido nitrico,
conhecido por ser uma molécula sinalizadora assim como a interferéncia na expressdo da
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), aumento da produgdo de fator de necrose tumoral o
(TNF — o) além da acao citotoxica e antioxidante (BITTENCOURT et al., 2016a; LOA;
CHOW; ZHANG, K., 2009; SHEN et al., 2007).

O poder de acdo das chalconas nao se limita ao ciclo celular. Efeitos sobre a
polimerizacao da tubulina, proteinas que compdem os microtubulos, ja foram descritos assim
como seu poder na inibicdo de quinases ¢ na modulacdo das proteinas da familia dos
transportadores ABC (ATP-binding cassette transporter), envolvidas na resisténcia a
farmacos, pois bombeiam ativamente compostos xenobidticos que venham a atravessar a
membrana plasmatica (CHAMPELOVIER et al., 2013; TING et al., 2017).

Em linhagem celular de glioma humano U87MG, testes revelaram que uma chalcona
hibrida (chalcona-quinoxalina) inibiu a prolifera¢ao e induziu a morte celular. Foram também
observadas perdas no potencial de membrana mitocondrial, aumento de EROs e ativagao de
caspase-9, conhecida por ser efetora de apoptose. Efeitos semelhantes foram observados com
um hibrido chalcona-prenilada (LOCH-NECKEL et al., 2015; TENG; SZE; LIAO, W. C.,
2014).

A flavocavaina B (FKB) ¢ uma chalcona que demonstrou atividade anti-angiogénica in
vitro em linhagem HUVECs (human umbilical vein endotelial cells) e robusta atividade anti-
angiogénica in vivo no modelo animal zebrafish. A chalcona isobavachalcona demonstrou que
sua citotoxicidade ¢ tanto em células tumorais normais quanto em linhagens resistentes a
multiplas drogas, e que a morte celular ocorre através da ativagdo de caspases, altos niveis de
EROs, alteracdo no potencial de membrana mitocondrial em células de leucemia (KUETE et
al.,2015; ROSSETTE et al., 2017).

Além dessas caracterisitcas, as chalconas possuem um importante caracteristica, que ¢

sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (FUCHIGAMI et al., 2014). Em
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trabalho recente do grupo foi demonstrado que a chalcona sintética C31, promoveu redugao
da viabilidade de células de glioma humano A172 e de GBMI. Esse efeito foi acompanhado
de aumento na apoptose e producdo de EROS nessas células, com alteracdo no ciclo celular
(Bittencourt et al, 2016). E importante assinalar que uma substincia antitumoral deve

apresentar acdo apoptotica, sem efeitos na morte celular por necrose (DUCKI, 2007).

1.4 Morte Celular

Dentre os tipos conhecidos de morte celular, as mais ocorrentes sdo a morte por apoptose
ou morte por necrose, sendo promovidos por eventos endégenos ou exdgenos. A morte por
necrose ¢ caracterizada pelo rompimento da membrana plasmatica com o extravasamento do
contetido celular, acarretando no aumento de EROs, deple¢do de adenosina trifosfato (ATP),
desregulagdo do equilibrio de célcio, ativagdo de proteases, recrutamento de células do
sistema imune, além de iniciacdo de processos inflamatorios, entre outros. Esse tipo de morte
normalmente advém de fatores fisicos externos, como ferimentos, infec¢des, radiagao,
farmacos e agentes quimicos (GOLSTEIN; KROEMER, 2007), e, devido a essas
caracteristicas, ndo ¢ desejavel que uma substancia antitumoral promova morte celular por
necrose.

A morte celular programada, ou apoptose, ¢ finamente controlada por diversas proteinas
que reduzem o tamanho celular, condensam a cromatina e fragmentam o nucleo em pequenos
corpos apoptoticos, que sao fagocitados por células competentes (COTTER, 2009).

A apoptose pode ser desencadeada através de trés vias alternativas: via extrinseca, via
intrinseca e da via Granzima B. A via extrinseca se inicia pela ativacdo das caspases (cysteine
aspartylspecific proteases) envolvendo uma liga¢do de ligantes extracelulares de morte a um
receptor trasmembrana de morte, culminando na ativagao das caspases que promovem a
proteolise do substrato e a morte celular (CREAGH; CONROY; MARTIN, 2003).

Na via intrinseca a propria célula sinaliza e ativa proteinas da familia BH3 (BCL-2
homologous 3), permitindo a montagem dos oligdmeros BAK (BCL2 Antagonist/Killer),
BAX (BCL2-associated X protein) nas membranas externas mitocondriais. Os oligomeros
permitem que o citocromo ¢ va para o citosol onde promove a montagem do apoptossomo que
culmina com a ativagdo da Caspase-9, resultando na cascata proteolitica (CREAGH;

CONROY; MARTIN, 2003; TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).
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A granzima B ¢ uma protease secretada pelos linfocitos T citotoxicos (CTL) e pelas
células natural killer (NK) que entra na célula através de granulos especializados ¢ que de
forma semelhante as caspases, também cliva os seus substratos e pode também ativar a BID
(BH3-interacting domain death agonist), caspases-3 e 7 para iniciar a apoptose (BROWNE et
al., 2000).

Semelhantes a outros tipos de tumores, em GBM ocorre um aumento na expressao das
proteinas antiapoptdticas (BCL-2), baixa expressdo de proteinas pro-apoptoticas (BAX) além
de elevados niveis de expressdo de proteinas inibitérias de apoptose (IAP). Nao obstante, o
GBM se utiliza da necrose, pois nesse tipo de morte, fatores de inflamagdo sdo liberados e
contribuem diretamente para a progressao tumoral (CHEN, G. et al., 2017; KRAJEWSKI et
al., 1997).

Diversos trabalhos vém demonstrando a agdo pré-apoptotica das chalconas em diferentes
tumores (MAIORAL et al, 2013; SINGH, N.; SARKAR; SASHIDHARA, 2014).
Recentemente, foi demonstrado em um trabalho do nosso grupo, que a chalcona sintética C31
promoveu apoptose em células de glioma humano A172 ¢ GBM, provavelmente induzida por
aumento na produg¢do de EROs e consequente parada no ciclo celular (Bittencourt et al.,
2016). De fato, EROs em excesso, bem como altos niveis de oxido nitrico (NO) sdo descritos

como indutores de apoptose em células tumorais (JEONG et al., 2010).

1.5 Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo subprodutos de radicais livres altamente
reativos. Dentre eles podemos citar o radical anion superoxido (O2 -) e o perdxido de
hidrogénio (H202), provenientes do consumo de oxigénio na fosforilagdo oxidativa da cadeia
transportadora de elétrons. Essas moléculas sao conhecidas por serem citotdxicas e por terem
uma relagdo etiologica com uma variedade de doengas humanas, incluindo o cancer. As EROs
sdo considerados como potenciais carcinogénicos, pois facilitam a mutagénese e a progressao
tumoral (MANDA; NECHIFOR; NEAGU, 2009).

A geracdo de EROs ocorre em um estado controlado em células saudaveis de organismos
aerdbicos, porém o acumulo dessas moléculas pode causar danos oxidativos nas membranas
de organelas e celulares e também em macromoléculas (lipideos, proteinas, dcidos nucleicos e

carboidratos) (HRYCAY; BANDIERA, 2015).
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Entre as principais consequéncias celulares da producao de EROs em gliomas, podemos
destacar a inducdo da apoptose diretamente na mitocondria e/ou na superficie celular,
ativando receptores proapoptoticos (JEONG et al., 2010; USHIO-FUKAI, 2006), e desta

forma, interferindo no ciclo celular destes tumores.

1.6 Ciclo Celular

Em um tecido tumoral, o ciclo celular encontra-se altamente desregulado levando as
células tumorais a uma intensa proliferacao celular. Em GBM, os mecanismos de controle do
ciclo celular através da proteina p53 assim como pelas CDKs (quinases dependentes de
ciclinas) (STEINBACH; WELLER, 2004), sao perdidos, tendo como consequéncia uma
intensa taxa proliferativa.

O ciclo celular pode ser definido como a reprodugao celular, na qual a célula segue uma
sequéncia de eventos que permite a mesma duplicar seu material genético e entdo dividir-se
em duas. As células eucarioticas possuem um ciclo celular dividido em duas grandes fases: a
intérfase e divisao celular (fase M). Dentro da intérfase, encontram-se as fases GO, G1, S, G2
(HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT, 2008).

A fase GO ¢ conhecida com uma fase de pausa no ciclo celular. A fase G1 ¢ a fase de
preparo, onde ocorre intensa sintese de proteinas e aumento do tamanho celular. A fase S ¢
devido a sintese do DNA, onde todo o material genético ¢ duplicado, ocorrendo a passagem
rapida na fase G2. Logo apods ocorre a fase M, culminando com duas células filhas
(HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT, 2008).

Porém, o ciclo celular ¢ um movimento extremamente orquestrado, possuindo check
point em cada fase. Essa verificacdo ¢ importante, pois evita qualquer tipo de erro seja
propagado para as cé€lulas filhas. As principais proteinas de controle direto do ciclo celular sdo
as CDKs, pois cada vez que ocorre ou ndo a fosforilagdo de um treonina ¢ um sinal para o
ciclo celular progredir ou estacionar (GREENALL et al., 2017). O controle destas CDKs ja
esta estabelecido com uma maneira eficiente de controlar a proliferacdo celular descontrolada
observada nos tumores (CHANG, Y. C. et al., 2004).

Em gliomas o ciclo celular ¢ altamente desregulado, tornando-o um importante alvo para
estudos com novos compostos. A bibliografia relacionando gliomas com ciclo celular ¢

escassa. Estudos demonstraram que as chalconas tem a capacidade de causar um atraso no



28

ciclo celular em alguma fase e problemas na sintese/polimerizagdo do citoesqueleto
(BITTENCOURT et al., 2016b; ZOLDAKOVA et al., 2010).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo estudar os efeitos de chalconas
sintéticas no tratamento de células de GBM humano, avaliando diversos processos celulares
importantes na progressdo tumoral, como migracdo e proliferacdo celular, além de estudar as

possiveis alteracdes no ciclo celular e apoptose destas cé€lulas.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar o efeito citotoxico de trés chalconas
sintéticas (Q1VA, Q2VA e QI8VA) em ce¢lulas de glioblastoma multiforme humanas
(GBM1).

2.2 Objetivos Especificos

- Comparar a viabilidade das células de GBM1 apos o tratamento com as chalconas Q1VA,
Q2VA e QI8VA;

- Avaliar a migracdo e proliferacdo das células GBM1 apos o tratamento com a chalcona
QIVA;

- Analisar o efeito da chalcona Q1VA no ciclo celular das células GBM1, determinando o
potencial pro-apoptético induzido por essa chalcona;

- Quantificar os niveis de espécies reativas de oxigénio em células GBMI1 apds tratamento
com a chalcona Q1VA, avaliando também uma possivel alteragdo no potencial de membrana

mitocondrial das células GBM1.
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3. Material e Métodos

3.1 Cultura Celular

A amostra de GBM foi obtida através de ressec¢do cirurgica realizada em paciente do
hospital Celso Ramos, em Florianopolis, Santa Catarina. A amostra foi coletada por
cirurgides, colocada em tubos conicos de 15 ml contendo DMEM-F12 e 10 % de soro bovino
fetal (SBF) e transportada para a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Em fluxo
laminar, o fragmento de tumor foi dissecado com remog¢do das meninges cerebrais € vasos
sanguineos. O tecido foi dissociado mecanicamente com tripsina e auxilio de uma pipeta
Pasteur. As células foram lavadas com salina tamponada por fosfato (PBS) e plaqueadas em
garrafas de cultura celular de 25 cm2 com meio de cultura DMEM-F12 suplementado com
acrescido de glicose (0,6 %), glutamina (2 mM), bicarbonato de sodio (0,06 %) e
penicilina/estreptomicina (1 U/1pg) e suplementado com 10 % de SBF. As células foram
mantidas em estufa de atmosfera timida contendo 5 % de CO2 a 37°C. Todos os
procedimentos e formularios de autorizacao para obteng¢dao das amostras foram aprovados pelo

comité de ética de pesquisa com seres humanos da UFSC (CEPSH — 108.286).

3.2 Chalconas

As chalconas (Tabela 2) foram obtidas de forma sintética no Laboratorio de Estrutura e
Atividade, LEAT, pelo doutorando Luiz Felipe Schimitz de Souza sob a orientacdo do
professor Dr. Ricardo José Nunes. Na figura 4 (A,B,C), sdo encontradas as estruturas

moleculares.

Tabela 2: Chalconas sintéticas com sua massa molecular

Chalcona Massa Molecular (G/MOL)
Q1VA 226,29
Q2VA 280,32
Q18VA 342,34




31

Figura 4: Estrutura Quimica das Chalconas

Estrutura quimica das chalconas utilizadas neste trabalho: Q1 VA (A), da Q2VA (B) e da
(C) Q18VA

3.3 Avaliacao do efeito das chalconas na viabilidade celular

A avalia¢do do potencial citotoxico das chalconas foi realizado através da reducdo do

MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazol brometo). O MTT ¢ um sal de tetrazélio
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soluvel em agua que, por a¢do de desidrogenases mitocondriais ¢ clivado em um anel de
formazana purpura insolavel (JACOBSSON; FOWLER, 1999).

Células de GBM foram plaquadas em placas de 96 pogos (1 x 105 células/pogo) até
atingirem a confluéncia necessaria. Ap6s o meio foi substituido pelo tratamento com as
chalconas nas concentragdes de 50 uM, 100 uM, 150 uM e 200 uM por 24 horas.

Com o fim do tratamento, o meio removido e substituido por PBS/MTT (0,2 mg/mL) e
incubado por duas horas a 37°C. Entdo o MTT foi removido e os cristais de formazana
reduzidos foram solubilizados pela adicdo de dimetil-sufoxido (DMSO). A leitura foi
realizada em espectrofotometro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) no comprimento

de onda de 550 nm e a viabilidade celular foi proporcional a absorbancia.

3.4 Analise do efeito das chalconas na migragao celular

A andlise foi realizada através do ensaio do scratch/woundhealing (DECAESTECKER et
al., 2007).

As células de GBM foram plaqueadas em placas de 24 pogos (2 x 105 células/pogo) até
formarem uma monocamada confluente. Com o auxilio de uma ponteira estéril de 200 pL. um
risco (scratch) foi feito na monocamada celular (conforme Figura 5) e o tratamento foi
realizado nas concentragdes descritas anteriormente, por 24 horas. Os pocos foram
fotografados no Microscopio Invertido Olympus IX83, no tempo 0 e 24 horas apos o risco (5
fotos por poco). No programa ImageJ® a largura de cada arranhdo foi mensurada

(horizontalmente).
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Figura 5: Ensaio de wound healing

Um risco ¢ feito em em uma monocamada confluente de células (A) com auxilio de uma ponteira
(B). A area sem células é utlizada para medir a largurado risco na pré-migracdo OH (C) e também para
apos a migragdo das células ao longo do risco(D).

Fonte: adaptado de Hulkover e Herber (2011)

3.5 Analise de Apoptose e Necrose

Células de GBM (2 x 105) foram plaqueadas em placas de 24 pogos até a obtencao da
confluéncia necessaria. O tratamento foi realizado e apds 24 horas, as células foram
descoladas da placa, centrifugadas (1500 rpm x 5 min) e ressuspensas em PBS gelado,
centrifugadas novamente e ressuspensas em tampao de ligacdo 1 x. Entdo foi adicionado
Anexina V-FITC e lodeto de Propideo. As amostras foram incubadas por 10 minutos em
temperatura ambiente no escuro e as a leitura foi realizada no citdmetro de fluxo FACS Canto

IT (10.000 eventos) e os dados foram analisados no Flowing Software.

3.6 Analise dos niveis de espeécies reativas de oxigénio (EROS)

Os niveis de EROS foram determinados através do composto DCFH-DA (2°-7’-diacetato
diclorofluoresceina). Apds a confluéncia, o tratamento foi realizado nas concentragdes
determinadas anteriormente € os EROS foram mensurados em 6, 12 e 24 horas.

A sonda DCFH-DA foi adicionada na concentragdo de 10 pM e a cultura foi incubada por

30 minutos a 37°C. Decorrido o tempo, as células foram lavadas com PBS e a fluorescéncia
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foi mensurada em espectrofotometro (Multimode Reader Infinite M200 TECAN) com

excitagdo de comprimento de onda de 485 mn e emissao 520 nm.

3.7 Andlise do potencial de membrana mitocondrial

A sonda trimetil rodamina etil éter (TMRE) serve para verificar mitocondrias ativas, pois
as mesmas mantém a capacidade de sequestrar € acumular o composto no seu interior. Com o
fim do tratamento o meio de cultura foi removido, as células foram incubadas por 20 minutos
a 37°C com TMRE (50 nM em PBS). Apos as células foram lavadas uma vez com PBS ¢ a
fluorescéncia foi mensurada em espectrofotometro (Multimode Reader Infinite M200
TECAN) com excitacao de comprimento de onda de 550 nm e emissao 590 nm. O controle
positivo da sonda foi através do FCCP (Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)
phenyllydrazone), um despolarizador de membrana mitocondrial. O nimero de fluorescéncia

foi dividido pelo nimero de células correspondente a cada grupo.

3.8 Analise do Ciclo Celular

O ciclo celular foi analisado nas células de GBM com e sem tratamento, para isso, as
células foram cultivas em placas de 24 pogos. Apos o tratamento com 50 uM de chalcona, as
mesmas foram lavadas com PBS, tripsinizadas, centrifugadas (7 min 1800 g) e fixadas com
etanol-PBS 70 % (4 ° C por 30 minutos). As amostras foram incubadas com uma solug¢do
contendo 0,002 mg/mL de RNAse A e 0,007 de Triton 1 % por 30 minutos no gelo. Decorrido
o tempo, adicionou-se 0,6 mg/mL de IP em cada amostra, incubando novamente por 30
minutos, no gelo protegidos da luz. Os dados foram obtidos em citometro de fluxo
FACSCanto II com obten¢do de 10 mil eventos por experimento e os dados foram analisados

no Flowing Software.

3.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia de uma via (ANOVA),

seguidado teste t ou de Newman-Keuls, conforme o caso. Os dados foram expressos como
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média e desvio padrdo. Foi utilizado o software GraphPad Prism 4.0 e valores com p < 0,05

considerados significantes.
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4. Resultados

4.1 Reducdo da Viabilidade Celular

Trés chalconas sintéticas (Q1VA, Q2VA e QI8VA) foram testadas para verificar o seu
efeito citotoxico em células de GBM. O tratamento foi realizado por 24 horas nas
concentracdes de 50 uM, 100 uM, 150 uM e 200 uM e as culturas foram submetidas ao
ensaio de MTT.

Pode-se observar, na Figura 6, que a chalcona Q1 VA promoveu reducdo da viabilidade
celular nas concentragdes de 100, 150 e 200 uM em 76, 90 e 92 %, respectivamente. A
concentracdo de 50 puM da chalcona ndo promoveu reducdo significativa da viabilidade
celular.

A chalcona Q2VA nao reduziu a viabilidade das células de GBM de forma significativa.
A concentracao de 50 uM reduziu a viabilidade em 15 % e as concentragdes de 100 uM, 150
uM e 200 uM se comportaram de forma semelhante, reduzindo a viabilidade celular em torno
de 20 % em relagdo ao controle (Figura 6).

A chalcona QI8VA apresentou citotoxicidade significativa, contudo, esse efeito so foi
observado nas concentracdes mais elevadas. A redugdo da viabilidade foi de 15 % para 50
uM, 31 % para 100 uM e 37 % para as concentracdes de 150 uM e 200 uM (Figura 6).

As chalconas foram diluidas no veiculo DMSO, e para verificar se o efeito observado ¢
induzido pelo veiculo ou pela chalcona, os ensaios de MTT foram conduzidos com um
controle de DMSO, onde se utilizou 0 mesmo volume de DMSO para atingir a maior
concentracdo de chalcona testada (200 pM). Para todos os experimentos testados, o DMSO
nao reduziu a viabilidade das células de GBM, mantendo-a em 99 % em relagdo ao controle
para todas as chalconas (dados nao mostrados).

Como foi observado, a chalcona Q1 VA apresentou os melhores resultados em relagao a

reducdo da viabilidade celular, sendo por esse motivo escolhida para os ensaios subsequentes.
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Figura 6: Viabilidade celular

As células de GBM, apds a confluéncia, foram tratadas com as concentragdes de 50 puM,
100 uM, 150 uM e 200 uM de cada chalcona por 24 horas e em seguida as células foram
submetidas ao ensaio do MTT. Os dados foram expressos como média = SEM (erro padrao)
de quatro experimentos independentes. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001. Diferencas
significativas sdo relativas ao grupo controle (CT- linha).

GBM 24 horas

150
;_  QIVA
g Q2VA
2 400 Q18VA
L]
s
e t
o 504
:“-_._-_, -
EE +__. i "
o
u L] L] L] 1
50 100 150 200

Concentracao (pM)

4.2 A chalcona Q1VA impede a migragdo celular

Para avaliar o efeito da chalcona Q1VA na migracdo das células de GBM1, foi realizado
o ensaio de Wound Healing (scratch).

A chalcona Q1 VA foi testada nas concentragdes de 25 uM, 50 uM e 100 uM, sendo que
todas a concentragdes impediram totalmente a migragado das células de GBM1, apds 24 horas
de tratamento. No controle (meio de cultura) as células fecharam a ranhura em torno de 50 %
e o controle com DMSO em 43 % (Figuras 7 A e B). Esses resultados indicam que a chalcona

QI1VA interfere na capacidade das células de GBM1 migrarem.
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Figura 7: A chalcona Q1VA diminui a migragdo celular em GBM1

Ap6s a confluéncia, foi feito um risco nos pogos com uma ponteira de 200 puL nas células
de GBMI1 e tratou-se por 24 horas nas concentracdes de 25 puM, 50 uM e 100 uM. (A)
Imagem representativa do scratch nos tempos de 0 e 24 horas. (B) Quantificagdo grafica do
ensaio de scratch. Dados foram expressos com média + desvio padriao de trés experimentos
independentes. ***p < 0,001; *p < 0,05 representando diferenca significativa em comparagao
ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).
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4.3 A chalcona Q1VA promove alteragdo na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) nas células de GBM1

As EROs foram quantificadas através da incorporacdo da sonda DCFH-DA, nos tempos
de 6, 12 e 24 horas apds o tratamento com a chalcona Q1 VA, nas concentracdes de 50 uM,
100 uM, 150 uM e 200 uM (Figura 8).

Com 6 horas de tratamento, os niveis de EROs para a concentracao de 50 uM 7,4 vezes
maior que o controle. Para 100 uM os niveis aumentaram em 8,2 vezes, em 150 uM 4,9 vezes
maior e para 200 uM os niveis de EROS foram aumentados em 5,1 vezes.

Para o tempo de 12 horas, observou-se diminui¢do dos niveis de EROs em relagdo ao
controle em 11,2, 6,7, 5,9 € 9,9 vezes para as concentracdes de 50 uM, 100 uM, 150 uM e 200
uM, respectivamente.

Com 24 horas ap0s o inicio do tratamento, os niveis de EROs também foram reduzidos
em 5,6, 7,5, 2,6 e 15,8 vezes em relacao ao controle, para as concentragdes de 50 uM, 100

uM, 150 uM e 200 uM, respectivamente.

Figura 8: A chalcona Q1VA promove altera¢ao na producio de EROs nas células de
GBML1.

Quantificacao grafica dos valores de fluorescéncia da sonda DCF-DA apds o tratamento
por com a chalcona por 6, 12 e 24 horas. Dados foram expressos como média + erro padrao
de trés experimentos independentes. ***p < 0,001; representando diferencga significativa em
comparagao ao grupo controle (ANOVA de duas vias).
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4.4 A Chalcona Q1VA altera o Potencial de Membrana Mitocondrial (A%¥m)

As mitocondrias s3o importantes desencadeadoras da cascata apoptotica. Desta forma foi
estudado o efeito da chalcona Q1VA no potencial de membrana mitocondrial (AY). Ao
investigar a funcionalidade das mitocondrias (AYW), através do ensaio de incorporacdo de
TMRE, identificou-se a fluorescéncia maxima nas células do controle, refletindo a
funcionalidade das mitocondrias nestas células.

O tratamento com a chalcona Q1VA nas concentragdes de 50 uM, 100 uM, 150 uM e 100
UM por 24 horas resultou numa reducdo do A¥m (Figura 9) em todas as concentracdes da
chalcona. Os resultados indicam que mesmo com o aumento da concentracao da chalcona, o

A¥m permanece semelhante, aparentemente sem ser um efeito dose dependente.

Figura 9: A chalcona Q1VA promove alteracio no A¥m.

Apos a confluéncia, as células de GBM1 foram tratadas com a chalcona Q1 VA e apos 24
horas foi realizado o ensaio TMRE. FCCP foi utilizado como controle positivo da sonda. Os
controles foram incubados com meio de cultura pelo mesmo periodo do tratamento. Os
valores de fluorescéncia foram divididos pelo numero total de células correspondente a cada
grupo. Dados expressos como média desvio padrao de trés experimentos independentes. ***p
< 0,0001 representando diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle (ANOVA
de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).
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Tabela 3: Percentuais de redu¢cdo do AWm apds o tratamento com a chalcona Q1VA por
24 horas.

FCCP 50 uM 100 M [ 150 pM | 200 uM

68 % 66 % 64 % 64 % 61 %

4.5 A chalcona Q1VA promove apoptose nas células de GBM1

Para avaliar se o efeito citotoxico da Q1 VA nas células de GBM1 estavam relacionados a
morte celular apoptdtica ou necrotica, as mesmas foram tratadas com 50 uM da chalcona por
24 horas e depois analisadas por citometria de fluxo utilizando o kit Anexina V-FITC.

Conforme a figura 10A, o tratamento aumentou significativamente o nimero de células
apoptdticas. A morte por apoptose no controle representou 24 %, enquanto no grupo tratado
observou-se uma taxa de 53 % na apoptose dessas células.

Os niveis de morte por necrose nao diferiram entre o grupo tratado em comparacao ao
grupo controle, ficando com um valor de p de 0,2011. Porém conforme o grafico c, os niveis

de morte por necrose ficou menor no grupo tratado em relagao ao grupo controle.
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Figura 10: Chalcona induz a morte por apoptose sem aumentar os niveis de necrose.

A) As células GBMI foram semeadas em placas de 24 pocgos; ap6s a confluéncia foram
tratadas com 50 uM de chalcona Q1VA; decorrido o tempo de 24 horas, foi realizado o ensaio
de citometria de fluxo. Grafico de % de visualizagdes de apoptose € necrose no controle € no
grupo tratado. B) Imagem dos Dot Plots obtidos através da andlise dos resultados para a
apoptose. Dados expressos como média + desvio padrao de trés experimentos independentes.
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4.6 A chalcona Q1VA altera o ciclo celular nas células de GBM1

Para analise da influéncia da chalcona Q1 VA no ciclo celular, as células de GBM1 foram
tratadas com 50 uM e 100 uM da chalcona. Foi observado que houve uma redu¢do no nimero
de células na fase GO/G1 em relagdo ao controle (Figura 11). No grupo controle 81 % das
visualizagdes correspondem a fase GO/G1. Com o tratamento com 50 uM da QI VA essa taxa
¢ reduzida para 64 % e com 100 uM em 67 % das visualizagoes.

Com relagdo a fase M, o tratamento com 50 pM representou a maior taxa visualizada,
correspondendo a 33 %, enquanto o tratamento com 100 uM ficou em 23 % e o controle em
10 % das visualizagdes, conforme tabela 4.

Na fase S, ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos e o controle.
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Figura 11: A chalcona altera o ciclo celular das células de GBM1.

As células GBMI1 foram semeadas em placas de 24 pogos ¢ apds a confluéncia foram
tratadas com 50 uM e 100 uM da chalcona Q1VA. Apds 24 horas de tratamento, foi realizado
o ensaio de ciclo celular por incorporagdo de iodeto de propideo. (A) Quantificacdo grafica
de % de visualizagdes das fases do ciclo celular no controle e no grupo tratado. (B)
Sobreposi¢do dos picos do ciclo celular com o grupo controle e o grupo tratado com 50 uM de
QIVA. Dados expressos com média = desvio padrao de trés experimentos independentes. ***

p <0,0001.
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Tabela 4: Porcentagens das visualizacdes das fases do ciclo celular

G0/G1 S M
Controle 81 % 7 % 10 %
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5. Discussio
Os gliomas representam um desafio para a pesquisa atual. Avangos no estudo desse tipo

de tumor nas abordagens molecular, genética e celular cresceram nos ultimos anos. Foram
identificados mecanismos de escape, de reincidéncia, de alteracdes de vias metabdlicas, entre
outras. Contudo, a letalidade dos gliomas continua elevada, pois nenhum avango promissor
foi encontrado no ambito terapéutico (DAVIS, M. E., 2016). Deste modo, estudos envolvendo
atividade antitumoral por compostos alternativos deve ser investigada principalmente na
busca de farmacos naturais que aumentem a qualidade e a sobrevida destes pacientes
acometidos por este tumor.

Com isto, esse trabalho buscou investigar a atividade antitumoral das chalconas
sintéticas, visto que diversos trabalhos na literatura correlacionam atividade antitumoral de
chalconas em linhagem de carcinoma, em linhagens de cadncer de mama, na linhagem de
glioblastoma U87, assim como em GBM1 (BITTENCOURT et al., 2016b; KHAN, N. S. et
al., 2018; MAKHDOUMI et al., 2017).

Neste trabalho, foi verificado que a chalcona Q1 VA possui efeito citotoxico a partir de 50
uM, diferente do que encontramos na literatura, pois estudos com outras chalconas
demonstraram que elas conseguiram reduzir a viabilidade celular com concentragdes abaixo
de 50 uM. Em células de GBM1 foi descrito concentragdes de 10 uM (BITTENCOURT et
al., 2016b), enquanto que em células HEK-293 (human embryonic kidney) e em células de
cancer de figado (HepG?2), foram descritas concentragdes abaixo de 20 uM (KHAN, N. S. et
al., 2018; MAKHDOUMI et al., 2017). As diferengas nas concentragdes podem ser
explicadas pelas diferentes estruturas quimicas das chalconas estudadas. Apos comprovar a
atividade citotoxica da chalcona, investigamos qual seria a via de morte induzida, assim como
as alteragoes celulares promovidas apos o tratamento com a Q1VA.

Foi identificado que a chalcona Q1 VA dobra os niveis de morte celular por apoptose sem
causar aumento significativo na morte por necrose, sendo essa taxa menor que a taxa
identificado no grupo controle. Esse efeito ¢ considerado positivo, visto que a morte por
necrose em GBM ¢ considerada com um fator de progressdao tumoral, pois a necrose causa a
liberagdo de fatores de crescimento tumoral e fatores angiogénicos, além de outros. Em um
estudo que avaliou a extensdo da necrose em diversos pacientes com GBM, foi mostrado uma
correlagdo inversamente proporcional do grau de necrose com a sobrevivéncia do paciente

(LACROIX et al., 2001).
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Bittencourt et al. (2016b) identificaram que as taxas de apoptose das células de GBM1
apos o tratamento com chalconas aumentam significativamente, o que ¢ um fator desejavel
para a diminui¢do da progressdo tumoral. A apoptose pode ser desencadeada por 3 vias: a via
intrinseca, a via extrinseca ¢ a via Granzima B. Estudos anteriores demonstraram que as
chalconas tém a capacidade de induzir um aumento nos niveis de Bcl-2 e Bcl-XL, ativando a
via apoptotica mitocondrial. Além disso, a apoptose pode ser também desencadeada pela
perda do potencial de membrana e como consequéncia ocorre a liberacdo de citocromo c
(NISHIMURA et al., 2007). Levando em considera¢do a importancia das mitocondrias, foi
investigado os efeitos da Q1 VA sobre o potencial de membrana mitocondrial.

Ao testar os efeitos da Q1 VA no potencial da membrana mitocondrial interna (Ay), foi
identificado que a chalcona ocasionou a despolarizagdo da membrana em mais de 60 % nas
células de GBM1 em todas as concentragodes testadas, sendo um indicativo da possivel via de
ativacdo de apoptose desse composto nas células GBMI, porém mais estudos serdo
necessarios para confirmar essa via. Resultados semelhantes foram observados com o
composto fenolico (xanthohumol) em células de GBM (798G), onde a apoptose foi mediada
pela via mitocondrial, pois o composto causou uma despolarizagdo da mitocondria, liberagao
de citocromo c e supressdo das proteinas antiapoptoticas Bcl-2 (FESTA et al., 2011).

Sabe-se que as mitocondrias desempenham um papel importante na regulagdo da morte
por apoptose, pois a perda do Ay induzido por algum composto acarreta na transicdo da
permeabilidade mitocondrial (TPM) (LOEFFLER; KROEMER, 2000). Essa transi¢do na
permeabilidade permite que a agua do espago entre as membranas passe para a matriz
mitocondrial, rompendo a organela e liberando por consequéncia proteinas pro-apoptoticas
como o citocromo ¢ e AIF (fator indutor de apoptose) para o citoplasma, iniciando assim a
cascata apoptdtica. Nao obstante, a perda do Ay e TPM acarretam na perda da homeostasia
celular, pois interrompem a sintese de ATP e aumentam a producao de EROs. Esse aumento
nos niveis de EROs leva a oxidacao de lipideos, proteinas e 4cidos nucléicos, aumentando o
colapso do Ay (GOTTLIEB; HEIDEN, VANDER; THOMPSON, C. B., 2000; GREEN;
KROEMER, 2004). Foi reportado também que algumas chalconas sdo capazes de induzir a
apoptose em linhagens de glioblastoma (T98G e U§7MG), por promover mudan¢as no Ay, na
fosforilagdo de MAPKSs (mitogen-activated protein kinase) e pelo aumento dos niveis de

EROs (FESTA et al., 2011).
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Visto que as EROs podem estar envolvidas com a perda do Ay, estudamos os efeitos da
QI1VA sobre a produgdo de EROs em células de GBM1. Estudos demonstraram que algumas
chalconas e flavonoides conseguem desencadear a apoptose por meio da modulagdo de vias
de transduc¢do de sinal, como a do fosfatidilinositol-3-quinase/serina treonina quinase
fasfatidilinositol-3-quinase/ proteina kinase B (PI3K/AKT) e alterando as fungdes celulares
por fosforilacao de proteinas e/ou regulacdes génicas (RAMOS, 2008).

O aumento na produg¢dao de EROs pode ainda levar a um fendmeno conhecido como
liberacdo de EROs induzida por EROs — RIRR (ROS-induced ROS release), ou seja, uma
cascata de produg¢do de EROs. Este fendmeno ocorre quando ha um pico na producdo de
EROs desencadeado por diversos fatores, como por exemplo, estresse celular, injuria,
isquemia, substancias téxicas ou no presente caso, substincia citotoxica (chalcona),
acarretando a abertura de canais mitocondriais, como o TPM e o canal de anion da membrana
interna da mitocondria — IMAC (inner membrane anion channel). Estas levam a um colapso
do Ay, causando um aumento transitério de EROs no citosol. No citosol, as EROs agem
como um segundo mensageiro para causar RIRR em mitocondrias proximas, causando um
efeito em cadeia positivo com injurias mitocondriais e celulares significativas (ZOROV;
JUHASZOVA; SOLLOTT, 2006).

Outra hipotese para o aumento dos niveis de apoptose poderia ser que compostos naturais
ao induzir aumento de EROS, provocam um estresse oxidativo no reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), desencadeando assim a apoptose (FAROOQI et al., 2015). Contudo, os
mecanismos bioquimicos e moleculares da agdo pro-apoptotica da QIVA em células de
cultura primaria de GBM devem ser investigados mais a fundo.

Nesse sentido, foi observado que a QIVA induz aumento das EROs nas 6 primeiras
horas, decaindo nas 12 e 24 horas apds o tratamento com diferentes concentragdes. Sabendo-
se que as EROs sdo fatores extremamente controlados intracelularmente e que seus altos
niveis no citosol podem estimular a apoptose (RAE et al, 2013), verificamos que as
chalconas utilizadas sdo capazes de causar aumento no nivel de EROs, podendo causar
apoptose em células GBM1.

Investigamos também o efeito da chalcona Q1 VA sobre as taxas de prolifera¢do celular.
Esta chalcona demonstrou ter capacidade de diminuir o nimero de células na fase GO/G1 e
aumentar na fase G2/M, sem interferir na fase S. Isso pode acontecer por varios motivos,

como por exemplo: dano no DNA causado pela chalcona, que ndo permite que a célula passe
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no check point da fase G/2M (YOON, J.-T. et al., 2002). Bittencourt et al. (2016b) também
identificaram que outro tipo de chalcona causava um atraso no ciclo celular, deixando as
células paradas na fase G/2M. Boumendjel et al. (2009) identificaram que estas moléculas
derivadas de chalconas s3o capazes de bloquear a despolimerizagdo dos microtibulos das
fibras do fuso, impedindo assim a proliferagao celular (BOUMENDIJEL, Ahcene et al., 2009).

Estudos anteriores demonstraram também que as chalconas modulam o atraso no ciclo
celular por diferentes mecanismos, sendo um destes por regulagdo negativa de CKD2 que
induz parada nas fases S e G2/M (BITTENCOURT et al., 2016b; LEON-GONZALEZ et al.,
2015). Esses efeitos causados pela chalconas poderiam afetar a capacidade dessas células de
migrarem.

Redugdes no comportamento de migracao celular de qualquer tipo de cancer também ¢
um importante alvo no estudo de compostos para atividade antitumoral. Estudos
demonstrando a agdo das chalconas sobre a capacidade migratéria ja foram publicados por
outros grupos de estudos, onde ocorre uma inibi¢do a transi¢ao epitélio-mesenquimal (TEM)
através da reducdo da expressdo de metaloproteases e N-caderina (HAFEEZ, B. Bin et al.,
2017; LIMA et al., 2012).

Ao investigar o poder da Q1VA na capacidade de migragdo das células de GBM1, foi
observado que as células ndo migraram pela ferida causada na monocamada celular apds o
tratamento, concluindo que o tratamento com a Ql1VA ocasionou a imobilidade dessas
c¢lulas. Em trabalhos avaliando a capacidade anti-migratoria das chalconas, foi demonstrado
que um hibrido de chalcona causa o mesmo efeito em células de cancer de mama (KHAN, N.
S. et al., 2018). Um composto sintético analogo a chalcona, teve um efeito semelhante na
migracdo de células HUVECs. Foi observado que essa molécula ¢ capaz de impedir a
migracdo e reduzir a expressdo de metaloproteases e, por consequéncia, diminuir o poder de
invasdo (PILATOVA et al., 2010). Porém, outros experimentos sdo necessarios para elucidar
o poder anti-invasivo da chalcona em GBM1.

Neste trabalho foi estudada a acao citotoxica de trés chalconas sintéticas (Q1 VA, Q2VA e
QI8VA) em células de glioblastoma. Observamos que a chalcona QIVA foi a que
demonstrou melhores resultados na redugdo da viabilidade destas células e por essa razdo, os
tratamentos subsequentes foram realizados com esta substancia. A chalcona Q1 VA reduziu a
migracdo das células de GBMI1, aumentou os niveis de EROs, alterando o potencial de

membrana mitocondrial e também o ciclo celular, o que pode explicar o aumento nos niveis



49

de apoptose causado nestas células. Apesar destes resultados positivos, outros estudos sao
necessarios a fim de se compreender os mecanimos moleculares envolvidos no efeito

citotoxico da chalcona Q1 VA sobre as células de GBM1.
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6. Conclusoes

Através dos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que:
* O tratamento com a chalcona Q1 VA diminuiu a viabilidade das células de GBM1,;
* A Q1VA induziu um aumento nos niveis de apoptose, sem aumentar os de necrose;
* A Q1VA causou despolarizagdo da membrana mitocondrial;
* A QIVA aumentou os niveis de EROs nas primeiras horas de tratamento;
* O tratamento alterou o ciclo celular, com atraso na proliferacao das células de GBM;

* Ap6s o tratamento, a Q1 VA impediu a migracao.

Com base nesses resultados, observamos que a Q1VA tem influéncia nos processos
basicos celulares. Porém, estudos adicionais se fazem necessario para elucidar os mecanismos

de a¢do, moleculares e bioquimicos da chalcona nas células de GBMI1.
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