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RESUMO
Cancer de mama ¢ o cancer que mais acomete mulheres no mundo. Os tratamentos atuais tém
demonstrado resisténcia e taxas de reincidéncia, de acordo com cada subtipo da doenga,
portanto a busca por novas substancias capazes de atuar contra essas neoplasias se torna
premente. No presente trabalho objetivou-se a sintese de chalconas, hibridos chalconas-
inibidores de Histona Desacetilases (HDAC) e andlogos, bem como a avaliacdo bioldgica
dessas substancias para o cancer de mama por ensaios celulares, moleculares e enzimaticos. No
segundo capitulo discorre-se da sintese de 20 aminochalconas pela condensacdo de Claisen-
Schmidt com rendimentos variando de 30 a 96 %. Essas substancias foram avaliadas contra as
linhagens de células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. As cinco substancias mais
ativas contra cada linhagem tiveram seus valores de Clsy determinados, destacando-se as
substancias 11 ((£)-2-flior-4'-aminochalcona) e 17 ((E)-3-piridil-4'-aminochalcona), que foram
as mais ativas contra ambas linhagens com valores de Clso de 13,2 = 3,5 ¢ 15,7 £ 5,9 pmol L!
respectivamente, contra MCF-7, e de 33,9 = 7,1 e 34,7 = 5,2 pmol L respectivamente, contra
MDA-MB-231. Essas chalconas induziram a morte celular por apoptose em ambas linhagens, e
aumentaram a expressao da proteina pro-apoptdtica p53 na linhagem MCF-7. As chalconas 11
e 17 foram ainda capazes inibir a proliferacdo celular mesmo em condi¢des de acidose,
demonstrando serem substancias promissoras para o tratamento de cancer de mama. No
capitulo III foi planejada e realizada a sintese de dois novos hibridos chalcona-inibidor de
HDAC, utilizando subunidades de chalconas, dos farmacos belinostato e entinostato, bem
como, de analogos sulfonamidicos, com rendimentos variando de 14 a 83 %. Essas substancias
foram testadas contra cinco isoformas de HDAC (HDACI, 2, 4, 6 ¢ 11) a 10 umol L. A
substancia 23a foi o hibrido mais potente, e seu analogo 27¢ a substancia mais potente triada,
exibindo valores de Clso de 3,6 e 0,15 pmol L'l, respectivamente, contra HDAC2. O anélogo
sulfonamidico 27¢ foi tdo potente quanto o inibidor de HDAC, 4&cido hidroxamico
suberoilanilida (SAHA). O hibrido 23a demonstrou ser classe I-seletivo, enquanto 27¢ foi ativa
contra as classes I e II. As substancias 23a e 27¢ tiveram a atividade antiproliferativa contra
células de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) avaliadas e exibiram valores de Clso que
variaram de 9,10 = 2,5 a 10,51 = 1,0 pmol L. Portanto, o trabalho realizado conduziu a

substancias potentes inibidoras de HDAC e antiproliferativas contra o cancer de mama.

Palavras-chave: chalconas, cancer de mama, p53, inibidor de HDAC, hibridos



ABSTRACT
Breast cancer is the type of cancer more incident in women worldwide. Current treatments have
demonstrated resistance and recurrence rate, according to each subtype of disease, therefore the
search for new compounds capable to act against these neoplasms becomes urgent. In the
present work it was aimed the synthesis of chalcones, chalcone-HDAC inhibitors hybrids and
analogues, as well as, biological evaluation of these compounds to breast cancer by cellular,
molecular and enzymatic assays. In the second chapter is discussed the synthesis of 20
aminochalcones by Claisen-Schmidt condensation in yields ranging from 30 to 96 %. These
compounds were evaluated against breast cancer cell lines MCF-7 and MDA-MB-231. The five
most active compounds against each line had their 1Cso values determined, highlighting 11
((E)-2-fluoro-4'-aminochalcone) and 17 ((E)-3-pyridil-4'-aminochalcone) were the most active
compounds against both cell lines with 1Csy value of 13.2 + 3.5 and 15.7 &£ 5.9 umol Lt
respectively, against MCF-7, and of 33,9 + 7,1 and 34.7 + 5.2 pmol L™ against MDA-MB-231.
These chalcones induced apoptosis death on both lines, and upregulated the p53 pro-apoptotic
protein expression on MCF-7 cells. Chalcones 11 and 17 were capable to inhibit cell
proliferation even in acidosis condition, demonstrating to be promising compounds to breast
cancer treatment. In the chapter III it was designed and synthesized two new chalcone-HDAC
inhibitor hybrids, using chalcones, belinostat and entinostat subunits, as well as sulfonamidic
analogues, in yields ranging from 14 to 83 %. These compounds were tested against five
HDAC isoforms (HDACI, 2, 4, 6 and 11) at 10 pmol L. Compound 23a was the most potent
hybrid, and analogue 27¢ was the most potent compound, showing ICsy values of 3.6 ¢ 0.15
umol L', respectively, against HDAC2. Sulfonamidic analogue 27¢ was as potent as the
HDAC inhibitor suberanilohydroxamic acid (SAHA). Hybrid 23a demonstrated to be class I-
selective, and 27¢ was active against class I and II. Compounds 23a and 27c¢ had their
antiproliferative activity against breast cancer cells (MCF-7 and MDA-MB-231) evaluated and
exhibited 1Csg values ranging from 9.10 + 2.5 to 10.51 = 1.0 pmol L™, Therefore, the work has

led to potent HDAC-inhibitors compounds and antiproliferative against breast cancer.

Keywords: chalcones, breast cancer, p53, HDAC-inhibitor, hybrids
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1. Capitulo I
1.1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1.1. Cancer e Ciancer de mama

Cancer ¢ o conjunto de doencas também denominadas neoplasias, as quais sao
caracterizadas por um crescimento celular invasivo e descontrolado. A carcinogénese
ocorre em c¢lulas que sofrem distirbios homeostéticos. Os agentes carcinogénicos podem
ser fisicos, quimicos e biologicos, estando correlacionados principalmente a mudangas
moleculares, incluindo alteragdes nos acidos nucléicos e proteinas (SARKAR et al., 2013).

As neoplasias podem ser classificadas segundo sua origem embrionaria, histologica
bem como do estdgio clinico de desenvolvimento (HASSANPOUR & DEHGHANI,
2017). Os tratamentos convencionais para os diversos tipos de cancer sdo definidos pelas
classificacbes das doencas e envolvem cirurgias, terapias hormonais, terapias
antiangiogénicas, radioterapia, imunoterapia e quimioterapia cldssica com agentes
citotoxicos/antiproliferativos (BARNES et al., 2017).

De acordo com a Organizagdao Mundial da Saude, o cancer ¢ a principal causa de
morte no mundo, sendo responsavel por 9,6 milhdes em 2018. Nesse mesmo ano, entre os
18,1 milhdes de novos casos, os tipos de cancer mais diagnosticados foram de pulmao e
mama (BRAY et al., 2018). No Brasil, estima-se uma incidéncia de 324 mil novos casos de
cancer em mulheres e 310 mil em homens entre os anos de 2018 € 2019 (INCA, 2017).

O cancer de mama ¢ a neoplasia que mais acomete as mulheres em todo o mundo,
sendo estimado como responsavel por 626.679 mortes entre os 2,08 milhdes de casos no
ano de 2018 (BRAY et al., 2018). Em 2018 estimou-se a ocorréncia de 59.700 novos casos
de cancer de mama feminina no Brasil (INCA, 2017).

O cancer de mama compreende um grupo de doencas com caracteristicas
morfologicas e de comportamentos clinicos diferentes (GOLDHIRSCH et al., 2011). A
presenca de receptores de membranas nas células malignas permite classificar essa
neoplasia em trés subtipos: (i) HR positivo (hormone receptor): apresentam células com
expressao dos receptores de estrogeno (ER) ou receptores de progesterona (PR); (i7) HER2
(human epidermal growth factor 2): apresentam células com receptores tipo 2 do fator de
crescimento epidérmico humano; (iii) TNBC (triple negative breast cancer) as células que

nao possuem os receptores HER2, ER ou PR (EISNER & LUOH, 2011).
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A carcinogése de mama envolve estagios fisioldgicos que resultam em células
malignas invasivas, os estagios da doenca sdo classificados em trés principais: iniciacao,
progressao e metastase (GATENBY et al., 2007).

O tratamento para o cancer de mama ¢é sistémico e se baseia nos seus subtipos,
incluindo a quimioterapia adjuvante, a qual abrange taxanos como paclitaxel e docetaxel
(Figura 1, p. 24), vinorelbina e eribulina, firmacos que s3o utilizados atualmente,
principalmente para o tipo TNBC. Para o subtipo ER a terapia se baseia principalmente no
uso de moduladores de receptores de estrogeno, como tamoxifeno, e inibidores de
aromatase, como o anastrozol (Figura 1, p. 24), que antagonizam os receptores de
estrogeno, esse tipo de agdo farmacologica pode culminar em resisténcia endocrina. Para o
tipo HER2, o tratamento envolve a administracdo de trastuzumab, um anticorpo
monoclonal, como agente adjuvante (GOLDHIRSCH et al., 2011).

O subtipo de cancer de mama TNBC ¢ o de dificil tratamento, pois ndo ha terapia
molecular dirigida, culminando na maioria das ocorréncias de mortes de pacientes até o
quinto ano apds inicio do tratamento, e com recorréncia da doenca entre o primeiro e
terceiro ano (FEDELE; ORLANDO; CINIERI, 2017). Sulaiman e coautores demonstraram
que para o subtipo TNBC invasivo a co-supressao de proteinas histona desacetilases
(HDAC) e Wingless/Integrate (Wnt) permite que as células-tronco tumorais (CTT) do tipo
TNBC sejam convertidas a apenas células tumorais TNBC, demonstrando assim que essa
pode ser uma abordagem molecular efetiva no tratamento desse subtipo de neoplasia de
mama (SULAIMAN et al., 2016; GARMPS et al., 2017). Essa abordagem ¢ corroborada
pelo fato de que nas linhagens de cancer de mama subtipo TNBC ocorre aumento da
expressao das HDAC 1-3 e 5-8, mais exacerbada do que nas linhagens receptor de
estrogeno positivo, de forma inversamente proporcional a expressao dos receptores ER e
PR (SULAIMAN et al., 2018).

Nesse contexto, Tate e coautores (2012) demonstraram a¢ao do inibidor de histona
desacetilase (HDAC) panobinostato: a) na hiperacetilacdo das histonas H3 e H4 de células
TNBC; b) citotoxicidade contra células TNBC das linhagens MDA-MB-157 e 231 em
ensaios de viabilidade celular; e c) atividade in vivo, demonstrando capacidade de
diminui¢do do volume tumoral de 3 a 4 vezes sem apresentar toxicidade em camundongos

(TATE et al., 2012).
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Figura 1. Farmacos utilizados para o tratamento do cancer de mama
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1.1.2. Microambiente Tumoral e Acidose no Cincer de Mama

O surgimento e desenvolvimento dos tumores, conhecido como tumorigénese, ¢ um
processo complexo e dinamico, e pode ser dividido em trés estagios principais: iniciagao,
progressdo e metastase. Esses estdgios estdo diretamente correlacionados com o
microambiente tumoral, o qual ¢ composto por matriz extracelular e células estromais
(WANG et al., 2017).

Nas células tumorigénicas, como forma de adaptacio a pouca demanda de
nutrientes e de manutencdo das elevadas taxas de proliferacdo, ocorre o efeito Warburg.

Este consiste no metabolismo distinto de glicose entre as células tumorigénicas e nao-
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tumorigénicas, de forma que as tumorigénicas metabolizam prioritariamente via
fermentativa com produgdo de lactato, do que via fosforilagdo oxidativa mitocondrial
(VANDER HEIDEN; CANTLEY; THOMPSON, 2009). Consequentemente, no
microambiente tumoral, a produgdo de lactato e de prétons promove a diminui¢ao do pH
extracelular (pHe), uma vez que o lactato e os hidrogénios sao secretados (XU et al., 2013;
DAMAGHI; WOJTKOWIAK; GILLIES, 2013).

Em tecidos ndo-tumorais, os valores de pH intracelular (pHi) tendem a ser similares
ou mais baixos do que do meio extracelular (pHe). Nas células tumorais, o pHi € mais alto
(7,3 — 7,5 do que o pHe (6,8 — 7,3) (MCINTYRE & HARRIS, 2016; DAMAGH]I;
WOJTKOWIAK; GILLIES, 2013; HASHIM et al., 2011). O mecanismo de controle do
pHi das células pode envolver tampdes e varias proteinas, incluindo anidrases carbdnicas,
que sao responsaveis pelo transporte de CO,, e prétons, contribuindo para a secrecao de
lactato para o meio extracelular. Destaca-se que as anidrase carbOnicas estdo
superexpressas nas células tumorigénicas (XU et al., 2013).

A mudanca de pH na massa tumoral em relacdo aos tecidos normais caracteriza o
processo de acidose no microambiente tumoral, um dos estados fisiolégicos prévios a

metastase tumoral no cancer de mama (GATENBY et al., 2007; HASHIM et al., 2011).

1.1.3. Fator de Transcricdo p53 e sua Relacdo com Cancer de Mama

Fatores de transcrigao sdo proteinas que se ligam ao DNA de eucariotos durante o
processo de transcricdo, permitindo a interagao entre uma enzima RNA-polimerase ¢ o
material genético, sdo proteinas que regulam a quantidade de RNA mensageiro produzida
pela célula (LATCHMAN, 1997).

A p53 ¢ uma proteina tetramérica que possui 393 residuos de aminoacidos em cada
subunidade e apresenta um dominio de ligacdo ao DNA (JOERGER & FERSHT, 2010).
Fisiologicamente, ¢ um fator de transcricdo que regula diretamente a transcri¢do de genes
de RNA-polimerase II, e indiretamente, a expressdao de outros tipos de RNA-polimerases.
Para desenvolver sua funcdo biologica, p53 pode recrutar enzimas modificadoras de
histona tais como as HDAC, enzimas remodelantes de cromatina ¢ subunidades de
complexos mediadores. E uma proteina com efeito supressor de tumores, podendo induzir
a senescéncia celular, parada do ciclo celular, bem como apoptose, tendo sua expressao

diminuida em diversos tipos de cancer (BECKERMAN & PRIVES, 2010).
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O gene TP53 codifica a p53, e pode sofrer mutagdes em diversos tipos de cancer.
Contudo, no cancer de mama essa mutagdo ¢ menos acentuada ocorrendo em apenas em 30
% dos casos, sendo correlacionada diretamente com os subtipos da doenca. Nos subtipos
de cancer de mama que expressam os receptores de estrogeno (ER), ocorre a expressao de
p53 selvagem. Nos subtipos que ndo expressam receptor de estrogeno (subtipos HER2 ou
TNBC), a p53 ocorre na sua forma mutada (BERTHEAU et al., 2013).

No céancer de mama receptor de estrogeno positivo (ER), a expressao de p53 tem
sido correlacionada a um fenétipo de senescéncia dos genes 7P53, € consequente aumento
da proliferagcdo, devido ao efeito antagonico que os receptores de estrogeno podem ter na
inducdo de apoptose via p53. Esse efeito tem sido correlacionado a resisténcia ao
tratamento realizado com farmacos indutores de apoptose, como a doxorrubicina
(SAYEED et al.,, 2007; BERTHEAU et al.,, 2013). No entanto, Bailey e coautores
demonstraram que a inibi¢do total dos receptores de estrogeno pelo fArmaco antagonista
fulvestranto, associada aos indutores de apoptose via p53 culminam em quimioterapia

eficaz (BAILEY et al.,, 2012).

1.1.4. Fator de Transcricdo Sp1 e sua Relacdo com Cancer de Mama

A proteina de especificidade 1 - Spl (Specificity Protein 1) pertence a familia
multigene Sp. Fisiologicamente, ¢ um fator de transcricdo ubiquo e apresenta 785
aminoacidos. Destes aminoacidos, 164 sdo serina ou treonina, sendo sitios reativos a
acetilagdes, glicosilacdes e fosforilagdes, as quais regulam sua estabilidade e agao. Em sua
estrutura ocorre um dominio de ligagdo ao DNA formado por dedos de zinco, o qual se liga
a regidoes do DNA conhecidas como caixas GC. Essa proteina pode ter acdo ativadora ou
repressora do processo transcricional (DENIAUD et al, 2009, BEISHLINE &
AZIZKHAN-CLIFFORRD, 2015).

Spl est4d correlacionada a diversos processos celulares, tais como: proliferagao,
diferenciagdo e apoptose. A superexpressdo de Spl ¢ relatada em diversos tipos de cancer,
incluindo o cancer de mama. Beishline e coautores indicam que Spl como um alvo nos
processos de carcinogénese pode ndo ser adequado, pois a mesma estd correlacionada a
diversos processos celulares complexos, e demonstraram a necessidade de validagdo da
mesma como alvo terapéutico. Ainda assim, Spl ¢ caracterizada como um marcador para

diversos tipos de cancer (BEISHLINE& AZIZKHAN-CLIFFORRD, 2015).
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Wang e coautores relataram a expressao de Spl no cancer de mama, como um
marcador relacionado a prognéstico negativo, e estdgio clinico da doenga, bem como,
indicaram a participacdo de Spl em processos de invasdo e metéastase do cancer de mama
(WANG et al.,, 2007). Além disso Spl tem sido reportado por se ligar a uma extremidade
da proteina histona desacetilase 2 (HDAC2), promovendo o silenciamento transcricional
do gene ATERT que codifica a enzima telomerase, uma das enzimas correlacionadas a

carcinogénse (WON; YIM; KIM, 2002)

1.1.5. Histonas Desacetilases (HDAC)

As histonas sdo proteinas globulares e nucleares, as quais interagem por ligacdes
i0nicas com os grupos fosfato do DNA, por meio de seus residuos de lisina, constituindo
assim os nucleossomos da cromatina (ECKSCHLAGER et al., 2017).

Processos epigenéticos correspondem as mudangas de carater reversivel na
cromatina, principalmente nas histonas, ndo promovendo alteracdo na estrutura da
sequéncia do DNA. As cadeias laterais dos residuos de lisina histonicos sdao suscetiveis a
diversas reacdes regulatorias dos processos epigenéticos, tais como: acetilagdao, metilagcdo e
fosforilagdo (DELCUVE; KHAN; DAVIE, 2012). A acetilagdo das histonas esta
correlacionada a ativacdo da transcricdo de genes, enquanto que a desacetilagdo, a
condensacao da cromatina e a repressdao da transcricdo. As enzimas responsaveis pela
acetilagdo e desacetilagdo das histonas sdo as Histona-Acetil-Transferases (HAT), e
Histona-Desacetilases (HDAC), respectivamente (CECCACCI & MINUCCI, 2016).

As proteinas HDAC sdao subdividas em quatro classes, de acordo com sua
dependéncia de cofator e similaridade na sequéncia de aminoacidos, bem como em duas
familias: tradicional e sirtuinas (SETO, 2014). As classes de HDAC sao: (classe I) HDAC
1,2, 3 e 8; (classe Ila) HDAC 4, 5, 7; (classe IIb) HDAC 6 ¢ 10; e (classe IV) HDAC 11.
As classes 1, Ila, IIb e IV sdo zinco-dependentes para atividade hidrolitica. A classe I ¢
presente no nucleo e as classes Ila, IIb e IV podem ser encontradas no nucleo ou
citoplasma. A classe III de HDAC ¢ composta pela familia de proteinas sirtuinas (SIRT 1—
7) que sdo dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), sendo encontradas
no nucleo, citoplasma e nas mitocondrias. No entanto, o interesse pelas sirtuinas ainda ¢
pouco explorado (DAMASKOS et al., 2017; HABERLAND; MONTGOMERY; OLSON,
2009).
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A superexpressdo de HDAC das classes I, II e IV tem sido correlacionada com
doengas como: cancer e disfungdes neurodegenerativas (FALKENBERG & JOHNSTONE,
2014). A superexpressao da HDAC 2 (classe I) tem sido reportada na doenca de
Alzheimer, tendo sua acdo na supressdo de genes responsaveis pela fun¢do cognitiva e de
neuroplasticidade, enquanto que HDAC (classe Ila) tém sua relevancia na doenca de
Parkinson, e a HDAC 6 (classe IIb) na regulagdo do humor (CHUANG et al., 2009).

Em diversos tipos de cancer tais como: linfoma cutaneo de células T, carcinomas
colorretal, hepatocelular, de prostata e de mama, as HDACs sdo superexpressas e
correlacionadas ao processo de carcinogénese (WEICHERT, 2009).

A abordagem epigenética no tratamento antineoplasico envolve a inibi¢do das
HDAC, visando a manutengdo das histonas acetiladas, permitindo a expressao de genes
que conduzam a apoptose das cé€lulas malignas. Sendo, portanto consideradas alvos para o
tratamento antineoplasico (CECCACCI & MINUCCI, 2016).

No cancer de mama ocorre superexpressao da atividade das HDACs. Shan e
colaboradores (2017) demonstraram que ocorre superexpressao do gene HDAC2 em
células de cancer de mama, enquanto que Ververis e colaboradores demonstraram
superexpressao da classe I (SHAN et al., 2017; VERVERIS & KARAGIANNIS, 2012).
Muller descreveu que as HDACs 2 e 3 sao altamente expressas nos subgrupos de cancer de

mama, ¢ destacou a superexpressao das HDACs da classe I (MULLER et al., 2013).

1.1.6. Inibidores de Histona-Desacetilases

Os inibidores de HDAC compdem uma classe promissora de antineoplasicos. Em
2006, o vorinostato ou SAHA (&cido hidroxamico suberoilanilida, Figura 2, p. 29) foi o
primeiro inibidor de HDAC aprovado pela Food and Drug Administration (FDA), para
tratamento de linfoma cutaneo de células T. E um firmaco administrado por via oral, e
inibe as HDACs 1 e 3 (BEHERA; JAYAPRAKASH; SINHA, 2015).

Mottamal e coautores (2015) demonstraram que as regides farmacoforicas de
inibidores de HDACs das classes I, II e IV, tais como o vorinostato (SAHA, Figura 2, p.
29), sdo compostas pelas subunidades: A (representada em azul) uma regido com
capacidade quelatogénica responsavel pela interagdo com o zinco; B (representada em
vermelho) um espacador hidrofobico; e C (representada em preto) uma regido de superficie
de dominio, que promove o bloqueio estérico para o substrato ao sitio catalitico

(MOTTAMAL et al., 2015).
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Figura 2. Subunidades farmacoforicas do vorinostato (SAHA)
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A romidepsina (Figura 3, p. 30), foi aprovada em 2009 para tratamento de linfoma
cutaneo de células T, devido a sua a¢do inibitéria sobre as HDACs 1 e 2. Em 2014, foi
aprovado o belinostato (Figura 3, p. 30) para tratamento de linfoma de células T periférico,
por via intravenosa, um inibidor das HDACs 3 e 4. O panobinostato (Figura 3, p. 30) inibe
as HDACs 3 e 4, e foi aprovado em 2015 para tratamento de mieloma multiplo por
administracao por via oral (FDA, 2017).

Os inibidores de HDAC (Figura 3, p. 30) podem ser classificados de acordo com
sua estrutura quimica em; (f) hidroxamatos: vorinostato (SAHA), belinostato,
panobinostato; (if) peptideos ciclicos: romidepsin; (iii) acidos graxos: acido valproico e
(iv) benzamidas: entinostato, 20Y (BEHERA; JAYAPRAKASH; SINHA, 2015;
SHARMA et al., 2015; LAUFFER et al., 2013).
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Figura 3. Inibidores de Histona Desacetilases
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Benzamidas vem sendo considerada uma classe preferéncial frente aos acidos
hidroxamicos, quando avaliados quanto a estabilidade metabolica (BEHERA
JAYAPRAKASH; SINHA, 2015) O inibidor de HDAC pertencente a classe das
benzamidas, entinostato, encontra-se em estudos clinicos de fase III para tratamento de
cancer de mama do tipo HR, localmente avancado ou em estagio metastatico, como
alternativa para a resisténcia enddcrina aos tratamentos hormonais (YERUVA et al., 2018).
Lauffer, e coautores desenvolveram uma nova benzamida, a substancia 20Y, com potente
inibi¢cdo contra HDAC2 e com tempo de meia vida maior do que o entinostato (LAUFFER
et al., 2013).

Os inibidores de HDAC também sao classificados de acordo com sua atuagdo
inibitoria, inibidores pan-HDAC sdo substancias capazes de inibirem as classes I, II e IV
de HDAC, ou seja, substancias ndo-seletivas para isoformas de HDAC zinco-dependentes
(BEHERA; JAYAPRAKASH; SINHA, 2015). A maioria dos acidos hidroxamicos sao
inibidores pan-HDAC, enquanto que inibidores benzamidicos sdo seletivos para as classes

I ou II (CECCACCI & MINUCCI, 2016; KHAN et al., 2008).
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1.1.7. Chalconas

Chalconas sdo substancias compostas por duas fenilas (anéis A e B), unidas por
uma ponte cetdnica o,B-insaturada (Figura 4, p. 31). Sdo substancias exploradas e
privilegiadas pela Quimica Medicinal por serem de sintese simples e apresentarem um
amplo espectro de bioatividades, tais como: antifingica (WANG et al., 2016),
antibacteriana (MARLIYANA; SYAH; MUJAHIDIN, 2017), antiviral (GAN et al., 2017),
antioxidante (LAHSASNI; AL KORBI; ALJABER, 2014; ZHUANG et al., 2017).

Figura 4. Nucleo chalconico

FONTE: autora

A atividade citotoxica das chalconas vem sendo investigada devido a capacidade de
atuacdo em diversos alvos moleculares relacionados a carcinogenese, tais como:
proteassoma, p53, So-redutase, aromatases, sirtuina-1 e via Wnt/B-catenina
(MAHAPATRA; BHARTI; ASATI, 2015; IFTIKHAR et al., 2017).

Mai e co-autores (2014) demonstraram que a 2'-aminochalcona (Figura 5, p. 32)
exibiu atividade contra linhagens de cancer, entre elas a linhagem de mama, receptor de
estrogeno positivo (MCE-7), com valor de Clsy de 5,42 pmol L. Adicionalmente, a 2'-
aminochalcona demonstrou atividade pro-apoptotica, atuando sobre as caspases 3 e 8 (MAI
et al., 2014).

Tseng e coautores (2013) demonstraram que a chalcona quinolinica (Figura 5, p.32)
foi toxica contra linhagem de mama MDA-MB-231, com valor de Clsy de 0,41 pmol L,
bem como ndo se mostrou toxica para a linhagem de células ndo-tumorigénicas de mama
H184B5F5/M10, sendo indutora de apoptose, via ativacdo de caspase-3 (TSENG et al.,
2013).

A 4'-aminochalcona (Figura 5, p. 32) foi ativa contra as linhagens de células de
carcinoma de ovario humano ES-2 e Hey-AS8, segundo Su e co-autores (2017),
demonstrando supressdo do gene C-MYC, um oncogene envolvido na regulacdo do ciclo

celular, diferenciacdo, metabolismo, crescimento celular, apoptose (SU et al., 2017).
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Mokale e coautores (2015) reportaram que a chalcona pirrolidinica (Figura 5, p. 32)
foi efetiva contra a linhagem MCF-7, devido ao estudo por modelagem molecular de
possiveis interagdes com receptores de estrogeno (MOKALE et al., 2015).

A chalcona tetrahidroxilada foi reportada por Kahyo e colaboradores (2008), como
inibidora da atividade de sirtuina-1 sobre p53, promovendo aumento de p53 acetilada

enddgena, suprimindo assim a proliferagdo celular (KAHYO et al., 2008).

Figura 5. Chalconas citotoxicas
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Cho e colaboradores (2009) reportaram que a cardamonina (Figura 5, p. 32), foi
capaz de inibir a pigmentacao de melanodcitos devido ao bloqueio da via Wnt/B-catenina e
degradacao da [-catenina (CHO et al., 2009). Shrivastava e coautores (2017)
demonstraram que a cardamonina foi téxica para MDA-MB-231, devido a inibi¢ao
especifica da sinalizagdo canonica via Wnt3a, sendo capaz de inibir a transicdo epitélio-

mesenquimal (SHRIVASTAVA et al., 2017).

1.1.8. Hibridacao Molecular

A hibridacdo molecular ¢ uma ferramenta da quimica medicinal empregada no
planejamento de substancias farmacologicamente ativas. Consiste na unido de subunidades
estruturais de duas ou mais substancias bioativas, para obtengdo de um hibrido, com
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas otimizadas em relacao as substancias

parentais (FRAGA, 2009).
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A hibridacdo molecular tem sido utilizada para o desenvolvimento de novos
farmacos, principamente antineoplasicos. Lai e coautores (2010) empregaram a hibridag¢ao
molecular entre subunidades farmacofoéricas do erlotinibe, um inibidor de fator de
crescimento epidérmico (EGFR) e HER2, com uma subunidade do inibidor de HDAC,
vorinostato (SAHA), permitindo a obtengdo do hibrido CUDC-101 (Figura 6, p. 33). O
hibrido apresentou atividade citotoxica potente contra mais de 15 tipos de células de
cancer, incluindo linhagens de mama, sendo mais potente do que seus precursores SAHA e
erlotinib, e com capacidade de inibigcdo multi-alvos: HDAC, EGFR ¢ HER2 (LAI et al.,
2010). CUDC-101 ¢ um atual candidato a firmaco, em estudos clinicos de fase I para

tratamento das neoplasias da cabega e pescoco, gastricas, figado e mama.

Figura 6. Planejamento do Hibrido CUDC-101
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Gryder e coautores (2013) empregaram a hibridagdo molecular entre o tamoxifeno,
um farmaco antagonista de receptores alfa de estrogeno (ER-a), e 0 SAHA, um inibidor de
HDAC, permitindo a obtengcdo de um hibrido SAHA-tamoxifeno (Figura 7, p. 34) com
atividade antiproliferativa em células de mama semelhante ao do SAHA, e com capacidade
de inibigdo de ER-a semelhante ao do tamoxifeno (GRYDER et al., 2013). Desse modo, a
hibridacdo molecular utilizando inibidores de HDAC para tratamento do cancer de mama

tem se mostrado como uma abordagem efetiva.
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Figura 7. Planejamento do hibrido SAHA-tamoxifeno
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Abou-Zied e colaboradores empregaram a hibridagdo entre chalconas e xantinas
com estruturas baseadas na teofilina (Figura 8, p. 34), para desenvolvimento de uma série
de hibridos, os quais tiveram atividade antiproliferativa potente e pro-apoptdtica contra
células de cancer, incluindo células de cancer de mama (MCF-7), bem como demonstraram

atividade inibitoria de EGFR (ABOU-ZIED et al., 2019).

Figura 8. Planejamento do hibrido teofilina-chalcona
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against HDAC2. We found the analogue 27¢ was active against HDACI, 2, 4 and 6, and it
was a potent inhibitor of HDAC2, with ICsovalue similar to SAHA.

Antiproliferative assays demonstrated 23a was more active than the chalcone
precursor against breast cancer cells (MCF-7 and MDA-MB-231), and that the analogue
27¢ also demonstrated antiproliferative activity against these cells.

Docking studies with HDAC2 protein structure demonstrated that hybrids and
analogues aligns near to the co-crystallized compound 20Y, and interacts with similar

aminoacids.
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4. Capitulo IV
4.1. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Foi realizada a sintese de 20 aminochalconas, as quais tiveram suas estruturas
confirmadas por RMN de 'H e "°C. Essas substincias foram ensaiadas 4 20 umol L™ contra
as linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231. As substancias 11 ¢ 17 foram as
mais ativas contra as duas linhagens com valores de Clsyo de 13,2 +3,5a 37,4+ 5,2 umol L
' Além disso, demonstraram ser capazes de manter a atividade antiproliferativa contra
essas células mesmo em condi¢ao de acidose. Essas chalconas induziram a morte celular
por apoptose, € superexpressaram a proteina pro-apoptotica p53 na linhagem MCF-7.

Foram planejados e sintetizados dois novos hibridos chalcona-inibidor de HDAC, e
quatro analogos com rendimentos variando de 14 a 83 %. Essas substancias foram
avaliadas contra 5 isoformas de HDAC (HDACI, 2, 4, 6 ¢ 11) a 10 pmol L. O hibrido
23a e seu analogo 27¢ exibiram Clso de 3,6 € 0,15 pmol L' contra HDAC?2. As substancias
23a e 27¢ tiveram a atividade antiproliferativa contra células de cancer de mama (MCF-7 e
MDA-MB-231) avaliada e exibiram valores de Clsy que variaram de 9,10 + 2,5 pmol L'a
10,51 + 1,0 pmol L, sendo que 23a demonstrou ser mais ativo do que sua chalcona
precursora contra as duas linhagens. Estudos de modelagem molecular demonstraram que
os hibridos e o analogo 27¢ posicionam-se proéximos ao inibidor co-cristalizado 20Y.

O presente trabalho conduziu a substancias antiproliferativas e potentes inibidoras
de HDAC. Estudos sobre o tipo de morte induzido pelo hibrido (23a) e analogos (25, 27a—
27¢) em células de cancer de mama, assim como a agao dessas substancias em linhagem de

células de mama nao tumorigénicas (MCF-10A) serdo realizados.
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