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1. INTRODUCAO

O céancer de mama afeta 1,38 milh6es de mulheres em todo o mundo por ano,
tornando-se a causa mais comum de morte por cancer entre as mulheres,
especialmente nos paises menos desenvolvidos (RAU et al., 2015). No Brasil, a
estimativa de novos casos para 2016 € de 57.960 (INCA, 2016).

A doxorrubicina (DOX) € um antibiético glicosidico pertencente ao grupo das
antraciclinas amplamente utilizada como agente quimioterapico para cancer de
mama. No entanto, apesar de sua alta atividade anticancerigena, sua utilizacao
terapéutica na pratica € limitada pela sua toxicidade, principalmente a
cardiotoxicidade (DAMIANI et al., 2016). Dessa forma, o tratamento combinado
com outros medicamentos para reduzir a sua concentracdo e toxicidade é
desejavel.

Chalconas séo cetonas a,fB-insaturadas com um anel aromético ligado a
carbonila e outro ligado a insaturacdo. Essas moléculas sdo extremamente
versateis devido a possibilidade de variacdes estruturais nos anéis aromaticos, que
podem conter ou ndo heteroatomos em sua estrutura, bem como diferentes
substituintes (RITTER et al., 2014; RITTER et al., 2015).

A literatura tem reportado importantes atividades biolégicas em chalconas e
seus derivados diversamente substituidos, como anticancer, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, antiviral, antiparasitaria, entre outras (RITTER et al., 2015;
VASCONCELOS et al.,, 2012). Devido a importancia dessas propriedades
farmacoldgicas, nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido
estudos relacionados a sintese de chalconas e seus derivados (VASCONCELOS
etal., 2012; RITTER et al., 2014; RITTER et al., 2015).

Tendo em vista a importancia de estudos na area da terapéutica do cancer de
mama e, em continuacdo aos nossos estudos relacionados a chalconas e
derivados, o objetivo do presente estudo foi sintetizar uma classe de chalconas
derivadas no 2-acetiltiofeno e determinar os efeitos da combinacdo dessas
moléculas com DOX no tratamento de células de cancer de mama humano.

2. METODOLOGIA

2.1 Sintese das Chalconas

Para sintese das chalconas 3a-d (Figura 1), uma soluc¢do de hidroxido de
potassio (5%, 10 ml) foi adicionada a uma mistura de 2-acetiltiofeno (0,01 mol) e
diferentes benzaldeidos substituidos (0,01 mol) em etanol (50 ml). A mistura foi
agitada durante 6h. O sodlido precipitado foi filtrado, lavado com agua, seco e
recristalizado a partir de etanol. As estruturas das moléculas sintetizadas foram
confirmadas por cromatografia gasosa acolpada a espectrometria de massas
(CG/MS).
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Figura 1- Estruturas das chalconas sintetizadas

2.2 Determinacéao da Citotoxicidade

O potencial citotoxico das chalconas aplicadas isoladamente e em
combinacédo com DOX foi avaliado através do ensaio colorimétrico de MTT (3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) em linhagem celular de céncer de mama
humano (MCF-7). Nesse ensaio, MTT de coloracdo amarela € reduzido a cristais
de formazan de cor azul-purpura pelas células viaveis. As células foram tratadas
com 0,5; 1 e 2uM de DOX, com 10; 20 e 40uM das diferentes chalconas e com
combinagdes dessas concentragbes de tratamento. A citotoxicidade foi avaliada
apos 24 horas de exposicdo aos tratamentos. Como controle negativo foram
utilizados pog¢os com células sem tratamento. A porcentagem de inibicdo do
crescimento foi determinada através da formula: % de inibicdo = (1- Absag2 células
tratadas/Absae2 células controles) x 100 (VASCONCELOS et al., 2012).

2.3 Efeito das Combinacdes

O efeito das combinacdes de tratamentos foi avaliado através do indice de
combinacao (Cl). O ClI é amplamente utilizado para quantificar o sinergismo entre
drogas com base na equacédo de Chou-Talalay (2010): Cl = (D1) / (DX1) + (D2) /
(DX2), onde D1 e D2 séo as concentragdes utilizadas de DOX e da chalcona em
combinacédo e DX1 e DX2 séo as concentracdes dessas moléculas que quando
utilizadas isoladamente apresentam o mesmo efeito obtido na combinacdo dos
tratamentos. Dessa forma, CI<0,9 indica sinergismo, CI=0,9-1,10 indica efeito
aditivo, e CI>1,10 indica antagonismo.

2.4 Concentracéo Intracelular de DOX

As células MCF-7 foram pré-cultivados durante 12h com 20 e 40uM das
diferentes chalconas e posteriormente tratadas com 2uM de DOX por 1 h. As
células foram entédo lavadas e ressuspensas em 1 ml de PBS. Posteriormente, a
concentragéo intracelular de DOX foi avaliada por citometria de fluxo através das
intensidades de fluorescéncia emitidas por DOX.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As chalconas foram sintetizadas com rendimentos entre 60 e 88,7% e alto
grau de pureza (96 a 100%). O ensaio de citotoxicidade demonstrou alta atividade
antiproliferativa das chalconas. Na concentracdo de 40uM as chalconas 3a-d foram
capazer de inibir respectivamente 73,92; 78,32, 80,57 e 50,24% do crescimento
celular apds 24h de exposig¢ao aos tratamentos (Figura 2).

DOX na concentragéo de 2uM foi capaz de inibir 32,23% do crescimento das
celulas; por outro lado, em combinacdo com 40uM das chalconas 3a-d, esse efeito
foi potencializado e as inibigcdes do crescimento foram de respectivamente 67,75;
64,65; 84,20 e 44,86% (Figura 2).

O efeito das combinacdes de tramentos avaliado pelos valores dos indices de
combinacdo demostraram que as chalconas 3b e 3d exibiram efeito sinérgico (ClI
<0,9) nas combinacdes de 10 e 20uM das chalconas com 0,5 e 1uM de DOX;



engquanto um efeito sinérgico foi observado na combinacdo de 40 uM da chalcona
3c com 2uM de DOX.
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Figura 2. Inibicdo do crescimento (%) das células MCF-7 tratadas com DOX e
com as chalconas 3a (A), 3b (B), 3c (C), 3d (D) isoladamente e em combinacao
apos 24h de exposicdo aos tratamentos. Os dados séo expressos como Média +

EPM. Diferentes letras indicam diferencas significativas entre os grupos de
tratamento. P <0,05 foram considerados significativos (teste Tukey).

O potencial anticancer de diferentes chalconas tem sido demostrado em
diferentes linhagens tumorais (KETABLOROOSH et al., 2014; KUMAR et al., 2014).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa demostrou o efeito antitumoral das
chalconas 3a-d em células de adenocarcinoma de célon (VASCONCELOS et al.,
2012). Os principais mecanismos relatados sédo alteragbes mitocondriais;
alteracdes no metabolismo; expressao alterada de genes apoptéticos e inducdo de
apoptose (KETABLOROOSH et al., 2014; KUMAR et al., 2014; VASCONCELOS et
al., 2012). Além disso, a literatura tem reportado que algumas classes de chalconas
podem aumentar a concentracao intracelular de DOX (ALY et al., 2011).

Para avaliar se o efeito sinérgico observado na combinacdo com chalconas
estaria associado a um aumento da concentracdo intracelular de DOX, as
concentracdes intracelulares desse quimioterapico foram analisadas com e sem
pré-tratamento com as diferentes chalconas. Verificou-se que a intensidade de
fluorescéncia das células tratadas com DOX foi significativamente mais elevada em
relacdo ao grupo controle sem tratamento. No entanto, a intensidade de
fluorescéncia no tratamento combinado foi idéntica ao grupo tratado apenas com
DOX, indicando que o pré-tratamento com a chalconas 3a-d n&o influenciaram na
concentracéo intracelular de DOX.

Apesar da efetividade de DOX na terapéutica do cancer, o tratamento com
esse quimioterapico pode ocasionar efeitos cardiotoxicos (DAMIANI et al., 2016).
Nosos resultados demostraram que a chalconas 3a-d podem potencializar o efeito
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de DOX quando utilizadas em combinacdo, o que poderia reduzir a sua dose de
administrac@o e consequentemente seus efeitos toxicos.

4. CONCLUSOES

As chalconas estudadas demostraram potencial citotoxico in vitro sobre a
linhagem de cancer de mama humano MCF-7 e atuaram de forma sinérgica com
DOX em determinadas concentracdes, sem influenciar na concentragao intracelular
desse quimioterapico. Ainda que preliminares, nossos resultados indicam que a
combinacdo com chalconas pode aumentar a eficacia terapéutica de DOX, o que
poderia reduzir a sua dose de administracdo e consequentemente seus efeitos
cardiotoxicos.
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