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RESUMO 

 

O tratamento antitumoral disponível atualmente representa um grande avanço científico 

na luta contra o câncer. Apesar disso, observam-se, ainda, muitos efeitos adversos 

concomitantes ao efeito terapêutico e/ou uma elevada taxa de resistência ao tratamento 

quimioterápico. Adicionalmente, as estatísticas têm demonstrado que o câncer continua 

sendo um grave problema de saúde pública e que, portanto, merece atenção especial 

reforçando a necessidade de se desenvolver moléculas anticâncer mais efetivas e com 

menos efeitos adversos. Nesse âmbito, a classe química das chalconas tem sido alvo de 

interesse de muitos pesquisadores, os quais têm sintetizado inúmeras moléculas com 

promissores efeitos antitumorais in vitro e in vivo. Baseado em estudo prévio de uma série 

de 20 chalconas, foi identificada uma pequena molécula (Chalc6a) detentora de forte 

atividade citotóxica em linhagem celular de carcinoma colorretal humano HCT-116 (CI50 

= 3.56 ± 0.73 µM). Sendo assim, o objetivo geral do presente trabalho consistiu em 

estudar o efeito citotóxico de Chalc6a em células tumorais humanas, em especial a 

linhagem HCT-116, visando ao desenvolvimento de um novo composto com potencial 

anticâncer. Os resultados do teste do MTT revelaram forte atividade citotóxica para 

Chalc6a em diferentes linhagens celulares tumorais humanas após 72 h de incubação com 

valores de CI50 variando de 5,65 a 10,52 M. Nesse tempo de incubação, não foi 

observado efeito citotóxico em modelo não-tumoral L-929 (CI50> 20 M). Após 48 e 24 

h de incubação com células tumorais HCT-116, Chalc6a apresentou valores de CI50 de 

5,67 e 9,81M, respectivamente, que, em conjunto com a CI50 de 72 h, sugerem um efeito 

citotóxico tempo dependente. Buscando analisar o início do efeito citotóxico promovido 

pelo composto teste, realizaram-se análises morfológicas e de citometria de fluxo após 24 

h de incubação de células HCT-116 tratadas com Chalc6a. Os resultados revelaram 

indução de apoptose independente de despolarização mitocondrial relacionada com 

parada do ciclo celular na fase G2/M. Assim, o presente estudo corrobora o potencial 

citotóxico antitumoral de Chalc6a em linhagem celular HCT-116 possibilitando o avanço 

de seu estudo usando modelos in vivo. 

 

Palavras-chave: Neoplasia; Apoptose; Chalconas.  



 
 

ABSTRACT 

 

The antitumor treatment currently available represents a major scientific breakthrough in 

the fight against cancer. Despite this, there are still many adverse effects concomitant 

with the therapeutic effect and/or a high rate of resistance to chemotherapy treatment. In 

addition, statistics have shown that cancer remains a serious public health problem and, 

therefore, deserves special attention, reinforcing the need to develop more effective 

anticancer molecules with less adverse effects. In this context, the chemical class of 

chalcones has been the target of interest for many researchers, who have synthesized 

countless molecules with promising antitumor effects in vitro and in vivo. Based on a 

previous study of a series of 20 chalcones, a small molecule (Chalc6a) with strong 

cytotoxic activity in human colorectal carcinoma cell line HCT-116 (IC50 = 3.56 ± 0.73 

µM) was identified. Thus, the general objective of the present work was to study the 

cytotoxic effect of Chalc6a on human tumor cells, especially the HCT-116 strain, aiming 

at the development of a new compound with anticancer potential. The results of the MTT 

test revealed strong cytotoxic activity for Chalc6a in different human tumor cell lines 

after 72 h of incubation with IC50 values ranging from 5.65 to 10.52 µM. During this 

incubation time, no cytotoxic effect was observed in a non-tumor model L-929 (IC50 > 

20 µM). After 48 and 24 h of incubation with HCT-116 tumor cells, Chalc6a showed 

IC50 values of 5.67 and 9.81µM, respectively, which, together with the IC50 of 72 h, 

suggest a time-dependent cytotoxic effect. Trying to analyze the beginning of the 

cytotoxic effect promoted by the test compound, morphological and flow cytometric 

analyzes were performed after 24 h of incubation of HCT-116 cells treated with Chalc6a. 

The results revealed induction of apoptosis independent of mitochondrial depolarization 

related to cell cycle arrest in the G2 / M phase. Thus, the present study corroborates the 

anti-tumor cytotoxic potential of Chalc6a in HCT-116 cell line, enabling the advancement 

of its study using in vivo models. 

 

Keywords: Neoplasia; Apoptosis; Chalcones. 
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INTRODUÇÃO GERAL E RELEVÂNCIA 

 

Os tratamentos antitumorais disponíveis atualmente representam um grande 

avanço científico na luta contra o câncer. Entretanto, muitos pacientes experimentam 

graves efeitos adversos ou, ainda, chegam a óbito mesmo cumprindo rigorosamente o 

esquema terapêutico. De fato, as estatísticas têm demonstrado que o câncer continua 

sendo um grave problema de saúde pública e que, portanto, merece atenção especial, 

justificando a necessidade continuada do desenvolvimento de novos ou melhores 

tratamentos (KEUM & GIOVANNUCCI, 2019). Grande parte dessa necessidade ocorre 

devido a problemas de falha terapêutica, seja devido a custos insustentáveis, alvos 

moleculares errados ou surgimento de resistência por parte das células tumorais 

(MAEDA & KHATAMI, 2019). 

Dados disponibilizados pela Organização Mundial da Saúde (OMS), para dados 

mundiais de forma consolidada, com base em informações da International Agency for 

Research on Cancer (IARC), indicam mais de 17 milhões de novos casos em 2018 além 

de estimativa de mais de 27 milhões de novos casos em 2040 (excetuando os casos de 

câncer de pele não melanoma). Dentro os casos em 2018, os mais incidentes são câncer 

de pulmão (12,3%), mama (12,3%) e colorretal (10,9%).  

Segundo o INCA/BR (2021), números para o Brasil no ano de 2020 estimam a 

ocorrência de mais de 310 mil e 316 mil casos novos de câncer em homens e mulheres, 

respectivamente. O perfil epidemiológico encontrado assemelha-se ao da América Latina 

e do Caribe, onde os cânceres de próstata (68 mil) em homens e mama (59 mil) em 

mulheres seriam os mais frequentes. Sem contar os casos de câncer de pele não 

melanoma, os tipos mais frequentes em homens serão próstata (31,7%), pulmão (8,7%), 

cólon e reto (8,1%), estômago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os cânceres 

de mama (29,5%), cólon e reto (9,4%), colo do útero (8,1%), pulmão (6,2%) e tireoide 

(4,0%) eram os principais tipos de câncer detectados. Em relação a mortalidade, em 2018, 

houve um total de 117 mil e 107 mil mortes em homens e mulheres, respectivamente. 

Entre os homens, os tipos de câncer com maior mortalidade foram pulmões (13,9%), 

próstata (13,3%) e cólon e reto (8,2%). Entre mulheres, os tipos de câncer com maior 

mortalidade foram os de mama (16,4%), pulmões (11,5%) e cólon e reto (9,3%). Este 

cenário reforça a necessidade de se continuar a pesquisa para o desenvolvimento de novas 

moléculas com potencial anticâncer. 
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Dessa maneira, observa-se que, apesar do avanço no conhecimento da doença e 

nas formas de tratamento, as estatísticas de mortalidade em virtude do câncer ainda são 

inaceitavelmente altas. Mesmo alguns tratamentos mais atuais ainda possuem efeitos 

colaterais excessivos, piorando gravemente a qualidade de vida dos pacientes. Assim, os 

dados reforçam que continua sendo relevante a busca de novas opções terapêuticas para 

o tratamento do câncer (AGGARWAL, 2019). 

Nesse contexto, a síntese química de moléculas tem se destacado como uma 

importante ferramenta de pesquisa na busca por novos medicamentos para o tratamento 

de diversas doenças, inclusive o câncer. Essa importância é fortalecida pelo fato de que a 

obtenção de fármacos que são produtos naturais é dificultada, muitas vezes, pelo baixo 

rendimento no processo de extração aliada às dificuldades de cultivo das espécies 

produtoras em larga escala. Neste sentido, os processos químicos de síntese total ou de 

semissíntese têm resolvido muitos problemas, principalmente na obtenção de fármacos 

anticâncer mais potentes e estáveis, com propriedades farmacocinéticas melhoradas e 

com menos efeitos adversos. É válido ressaltar que os estudos químicos de relação 

estrutura-atividade dos compostos são ferramentas complementares que fundamentam e 

orientam o processo de obtenção de uma segunda geração de fármacos (ORTHOLAND 

& GANESAN, 2004; ISMAEL et al., 2008).  

Nesse âmbito, a classe química das chalconas tem sido alvo de interesse de muitos 

pesquisadores, os quais têm sintetizado inúmeras moléculas com promissores efeitos 

antitumorais in vitro e in vivo (KARTHIKEYAN et al., 2015). De fato, muitas chalconas 

têm demonstrado a capacidade de induzir morte celular por apoptose in vitro e in vivo em 

diversas linhagens tumorais humanas. Em parte, esta habilidade pode ser explicada pela 

inibição da polimerização da tubulina e/ou interação com o DNA celular que são alvos 

anticâncer importantes uma vez que participam ativamente do processo de proliferação 

celular (LINDAMULAGE et al., 2017; HASSAN et al., 2017; SHANKARAIAH et al., 

2017). 

Recentemente, o Laboratório Nacional de Oncologia Experimental (LabNOE) da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) em parceria com o Centro de Ciências Exatas da 

Universidade Estadual Vale do Acaraú de Sobral (UVA), Ceará, iniciou o estudo 

citotóxico anticâncer de uma série de 20 chalconas oriundas de síntese química (dados 

não publicados). Os resultados preliminares identificaram a nova chalcona Chalc6a 

(Figura 2) como detentora de forte e seletiva atividade citotóxica em linhagem celular de 

carcinoma colorretal humano HCT-116 (IC50 = 2.37 ± 0.73 µM). A análise da relação 
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estrutura-atividade dos compostos avaliados indicou que o potencial anticâncer da 

Chalc6a foi favorecido pelo efeito combinado de dois grupos retiradores de elétrons com 

a ausência de um sistema adicional de ligações duplas. Estes dados mostram um potencial 

quimioterapêutico da Chalc6a, o que mostra a necessidade de continuidade do estudo para 

uma melhor compreensão do seu mecanismo de ação. 

Percebe-se, então, que o uso de estratégias de síntese química aliado a estudos 

biológicos in vitro e in vivo constituem um caminho promissor na obtenção de novos 

fármacos anticâncer que superem as dificuldades identificadas na quimioterapia 

disponível atualmente. Com essa base, buscou-se avaliar a ação da Chalc6a como um 

composto promissor para tratamento de câncer colorretal devido a classe das chalconas 

já mostrarem resultados promissores agindo na indução de apoptose (CHEN et al., 2017; 

DONG et al., 2018), promovendo a geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) 

(ZHANG et al., 2017), regulação do p53 (SANTOS et al., 2019), fragmentando DNA e 

induzindo a despolarização de membrana mitocondrial (KUBALKOVA et al., 2009) ou 

promovendo aprisionamento do ciclo celular na fase G2/M (KELLO et al., 2016). 
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PARTE 1 – REVISÃO DE LITERATURA E OBJETIVOS 

 

I. REVISÃO DE LITERATURA 

a) O câncer 

 

Câncer é relacionado a mais de 100 tipos de doenças que promovem o crescimento 

desordenado de células que podem invadir tecidos e órgãos. Sua rápida divisão faz com 

que tenha comportamento agressivo e incontrolável na formação de tumores que em 

estágios mais avançados se espalham para outras regiões do corpo. A classificação do 

câncer está relacionada ao tipo de tecido de origem. Sua origem é múltipla, podendo ser 

relacionada a fatores ambientais ou genéticos.  

O câncer é o principal problema de saúde pública no mundo, sendo uma das quatro 

principais causas de mortes antes dos 70 anos na maior parte dos países. A incidência e 

mortalidade associadas ao câncer gradualmente crescem devido ao envelhecimento da 

população, pelo crescimento populacional e, também, devido a mudanças nos padrões de 

vida por questões socioeconômicas (INCA, 2020). As células que se tornam cancerígenas 

são diferenciadas de células normais por algumas características comuns, apesar da 

grande variedade gênica que é possível encontrar em uma massa tumoral específica. Essas 

características comuns são basicamente a capacidade crônica de proliferação, evasão de 

sistemas de supressão do crescimento, ativação de invasão celular e metástase, promoção 

de imortalidade, indução de angiogênese e resistência a morte celular (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011). 

Nesse contexto, as células cancerosas são diferentes das células saudáveis por 

apresentarem potencial proliferativo ilimitado, autossuficiência para os sinais de 

crescimento e resistência aos sinais antiproliferativos e apoptóticos. Formação de novos 

vasos sanguíneos (angiogênese), invasão tecidual e capacidade de sofrer metástase são 

outras propriedades que podem ser acrescentadas (HANAHAN e WEINBERG, 2000; 

HANAHAN e WEINBERG, 2011). Alguns trabalhos têm sugerido a adição de outras 

características que são: fuga do sistema imune (KROEMER e POUYSSEGUR, 2008) e 

fenótipos de estresse (metabólico, proteotóxico, mitótico, oxidativo e de dano ao DNA) 

(LUO et al., 2009). Assim, Hanahan e Weinberg (2011), considerando o progresso 

conceitual no entendimento da biologia do câncer, publicaram um trabalho de revisão que 

revalida os seis marcos do câncer registrados por eles em 2000, e estabelece a adição de 
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4 marcos que são: estresse energético, instabilidade genômica, evasão do sistema imune 

e promoção tumoral por inflamação (Figura 1). 

 

 

FIGURA 1. Os marcos do câncer. Fonte: adaptado de Hanahan e Weinberg (2011). 

 

Com esse perfil, as células cancerosas tornam-se menos especializadas em suas 

funções e, aos poucos, substituem as células saudáveis comprometendo o funcionamento 

dos órgãos, levando quase sempre, o indivíduo à morte (ALMEIDA et al., 2005). 

É importante ressaltar que as múltiplas características adquiridas pela célula 

tumoral são as que as diferenciam das demais do organismo, sendo essas a base 

oncológica da busca de novas moléculas no combate ao câncer. 

 

b) Câncer colorretal 

 

O câncer colorretal (CCR) é um tipo de câncer que se desenvolve na parede interna 

do colón e reto do sistema digestório e que possui grande relevância no cenário 

epidemiológico mundial por se tratar de um câncer com alta incidência. Segundo o 

Instituto Nacional de Câncer (INCA, 2021), o CCR é o terceiro que mais acomete homens 

em todo o mundo e o segundo acometendo as mulheres. A ocorrência, estimada para 
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2020, desse tipo de câncer ultrapassa 41.010 mil casos novos em 2018 sendo 20.540 para 

homens e 20.470 para mulheres, como mostra nas tabelas abaixo (INCA, 2021). A figura 

2 mostra a evolução temporal de tecido saudável até CCR. 

 

 
FIGURA 2. Desenvolvimento temporal do CCR. Fonte: adaptado de Keum e 

Giovanucci, 2019. CCR: câncer colorretal; CIMP: fenótipo de ilha CpG metiladora. 

 

O CCR é uma doença multifatorial influenciada por fatores genéticos 

(componente hereditário, como polimorfismos) e/ou fatores ambientais (forma 

esporádica, hábitos tabagistas e etilistas) (FLEMING, 2018). Nesse contexto, estima-se 

que 20% dos casos sejam hereditários, sendo 5% na forma não polipoide e 1% do tipo 

polipose adenomatosa familiar (FAP).   Já a forma esporádica, mais ligada aos fatores 

ambientais, corresponde a 80% dos casos (VALADÃO 2007; INCA 2018). 

O CCR, como outros tipos de câncer, tem início assintomático, o que dificulta 

muito o seu diagnóstico na fase inicial, onde, geralmente, se tem os melhores resultados 

de tratamento. Alguns sinais e sintomas podem ser utilizados para um possível 

diagnóstico: dor abdominal, sangue oculto e alteração nas fezes ou alterações de hábito 

intestinal. Há possibilidade de haver outros tais como muco nas fezes, obstrução intestinal 

aguda ou dor no baixo ventre. O CCR é um tipo de câncer que responde ao controle de 

fatores de risco e rastreamento precoce. Um desses tipos de controle é através de retirada 

de pólipos que podem ser detectados em exames diagnósticos que são indicados a partir 

dos 40 anos para pacientes com alto risco ou dos 50 anos para pacientes com menor risco 

(MENEZES et al., 2016). Além dos exames por imagem, comuns para diagnóstico nesse 

tipo de câncer, há outros tipos de diagnóstico e prognóstico sendo desenvolvidos como 

através de níveis séricos de cálcio (SILVEIRA, 2018), miRNAs (MORIDIKIA et al., 

2017) ou flora bacteriana nas fezes (LIANG et al., 2017). 
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Este tipo de câncer, como a grande maioria, é uma doença multifatorial. O CCR é 

influenciado, por exemplo, por fatores genéticos, apresentando mutações em genes que 

participam diretamente das vias responsáveis por regular o crescimento celular, como os 

genes supressores de tumor e os proto-oncogenes (BHALLA, 2018; HUANG, 2018). 

Outros fatores que influenciam no surgimento de CCR são idade, gênero e fatores 

ambientais, como o estilo de vida e os hábitos alimentares (MALEY, 2014). A soma de 

todos esses fatores, com variações que ainda não conseguem ser determinadas quanto à 

sua importância, podem então levar a predisposição à doença (VLAYKOVA 2009; 

GORUKMEZ, 2016; GLOBOCAN, 2017). O tabagismo e o etilismo são outros dois 

fatores de risco para o CCR. O tabaco tem em sua composição diversas substâncias 

carcinogênicas, como os hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP), nitrosaminas, 

entre outros, aumentando assim a agressão ao DNA (LIANG, 2009; XUE, 2014; 

FERNANDES, 2016). 

O CCR é tratável e, na maioria dos casos, curável ao ser detectado no início, 

quando não está espalhado por outros órgãos (INCA 2018). As formas atuais de 

tratamento do CCR são basicamente as mesmas utilizadas em outros tipos de câncer: 

radioterapia, quimioterapia e cirurgia. O processo cirúrgico é extremamente eficaz 

embora muitas vezes não realizado devido aos riscos relacionados ao local de instauração 

do tumor. A radioterapia tem seu uso evitado por promover diversos efeitos colaterais nos 

pacientes por não possuir especificidade causando, assim, morte de células que crescem 

rapidamente, sejam saudáveis ou tumorais. A vantagem do uso de quimioterápicos é 

marcante quando não há possibilidade cirúrgica e para evitar efeitos colaterais da 

radioterapia. Contudo, esse tipo de tratamento pode promover a seleção de células 

resistentes aos fármacos (VASAN et al., 2019). Os quimioterápicos podem ser utilizados 

para tratamento paliativo, curativo, adjuvante ou neoadjuvante. Alguns dos 

quimioterápicos usados são: 5-fluorouracil, doxorrubicina, paclitaxel, irinotecano entre 

outros (DICKENS e AHMED, 2018). O aumento da eficiência quimioterápica tem sido 

alcançado com a aplicação de formulações funcionalizadas caracterizando um sistema de 

drug-delivery para o tumor a ser tratado (SENAPATI et al, 2018). 

Por fim, apesar de novas terapias (terapia celular, vacinas antitumorais e drogas 

biotecnológicas) estarem sendo avaliadas com o preceito de serem mais eficazes que a 

quimioterapia convencional, a necessidade de mais estudos sobre suas ações ainda faz a 

quimioterapia como uma importante ferramenta para tratamento de câncer (FALZONE 

et al., 2018). 
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c) Screening de novas “drogas” com potencial anticâncer 

 

As estratégias para o desenvolvimento de novas drogas anticâncer tem mudado ao 

longo dos anos. Os programas de screening começaram no início dos anos 50 no National 

Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), e consistiam no teste inicial de novos 

compostos, principalmente produtos naturais, em camundongos inoculados com 

leucemias L-1210 e P-388. Esse modelo foi bastante questionado, uma vez que não era 

considerado representativo dos tumores humanos, na sua maioria tumores sólidos 

(SCHWARTSMANN & WORKMAN, 1993).  

  O modelo foi reconsiderado e os programas de screening do NCI incluem uma 

etapa inicial de testes in vitro em linhagens tumorais humanas utilizando técnicas 

automatizadas HTS (high troughtput screening) com o intuito de avaliar a capacidade 

antiproliferativa dos compostos. Os testes de investigação do mecanismo de ação desses 

compostos são realizados a partir de ensaios bastante sensíveis e que avaliam o efeito em 

alvos celulares mais específicos e pontuais – sistemas enzimáticos, metabólicos, 

funcionais ou estruturais (NEWMAN et al., 2003; CRAGG et al., 2009). 

Em seguida, os compostos selecionados são submetidos ao teste do HollowFiber 

antes de serem avaliados em modelos xenográficos de tumores humanos. O HollowFiber 

combinado ao modelo xenográfico constitui o modelo básico do teste antitumoral pré-

clínico in vivo. Os testes in vivo são conduzidos com os compostos selecionados nas 

etapas iniciais de screening para avaliar seu efeito antitumoral em animais de laboratório 

portadores de tumor. São propostos diversos esquemas de tratamento, alguns em 

combinação com outras drogas, particularmente aquelas utilizadas na clínica (revisado 

por WAGNER-DÖBLER et al., 2002; NEWMAN & CRAGG, 2004).  

Vale ressaltar a importância dos estudos pré-clínicos sobre a toxicologia 

(KRAMER et al., 2007) e farmacocinética (WEBBORN, 2014) do composto que são 

essenciais para conhecer seus padrões metabólicos e parâmetros fisiológicos assim como 

a dose tolerada e os efeitos adversos. Essas informações são fundamentais para a 

discussão dos possíveis efeitos em humanos, antes de prosseguir para a etapa dos ensaios 

clínicos (ANDRADE et al., 2016; SMIETANA et al., 2016; PACEY et al., 2017).  

Todo esse contexto acelerou a pesquisa de novas drogas anticâncer, levando a uma 

grande demanda por bibliotecas de novas e promissoras moléculas. Dessa maneira, 
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muitas companhias farmacêuticas são dotadas de estrutura capaz de realizar o screening 

rápido de inúmeros compostos em relação a muitas atividades biológicas 

simultaneamente (citotoxicidade, antibacteriana, anti-inflamatória e antiviral). Os testes 

são desenvolvidos com o mínimo de intervenção humana, sendo o trabalho realizado, em 

sua maioria, por sistemas robóticos acoplados a novas técnicas de fluorescência, 

ressonância magnética nuclear e de DNA (MANN, 2002; CRAGG et al., 2009; LI & XIA, 

2019). 

Além disso, há plataformas de testes in silico capazes de predizer 

matematicamente possíveis efeitos tóxicos e características cinéticas (SZYMAŃSKI et 

al., 2012), além de realizar testes computacionais com combinações de grupos 

farmacofóricos de drogas diferentes (LIU et al., 2019) e realizar os primeiros testes in 

vitro em culturas 3D com objetivo de ter melhores respostas sobre como as drogas agirão 

em tumores (LANGHANS, 2018). Algumas das ferramentas disponíveis são: TEST 

(https://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-estimation-software-tool-test), 

eMolTox (http://xundrug.cn/moltox),  PreADMET (https://preadmet.bmdrc.kr/), 

MouseTox (http://enalos.insilicotox.com/MouseTox/), SwissADME 

(http://www.swissadme.ch/), ADMETLab (http://admet.scbdd.com/calcpre/index/), 

entre outros. 

Outra abordagem que tenta melhorar o arsenal de drogas contra o câncer incluem 

o reposicionamento de drogas (NOSENGO, 2016; ANTOSZCZAK et al., 2019). Nesta 

área, são utilizadas diversas ferramentas de bioinformática para a busca de fármacos 

conhecidos, que possuem comprovada ação, para o tratamento de doenças diferentes, a 

exemplo do tratamento para diversos tipos de câncer. Exemplos de drogas que estão em 

fases de testes são o ácido tolfenâmico (uma droga AINE), celecoxibe (AINE seletivo 

para COX-2) e pleconaril (antirretroviral) (NOWAK-SLIWINSKA et al., 2019). 

Nos últimos 5 anos, foram lançados 55 novos compostos para tratamento do 

câncer. Os custos tornam-se cada vez maiores, sendo que alguns tratamentos podem 

chegar a 150 mil dólares por paciente ao ano. No Brasil ainda se tem um outro agravante 

que é a disponibilidade de tratamentos mais inovadores só estarem acessíveis a pacientes 

em determinados centros, promovendo um tratamento desigual entre a população 

(AGUIAR et al., 2019). Todos esses fatores convergem para o que Scannell et al (2019) 

consideram como um declínio na eficiência do processo de pesquisa e desenvolvimento 

de fármacos pela indústria, o que reforça a necessidade de buscar moléculas ligadas a 

processos menos custosos de desenvolvimento e produção. 

https://www.epa.gov/chemical-research/toxicity-estimation-software-tool-test
http://xundrug.cn/moltox
https://preadmet.bmdrc.kr/
http://enalos.insilicotox.com/MouseTox/
http://www.swissadme.ch/
http://admet.scbdd.com/calcpre/index/
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d) As chalconas 

 

As chalconas são espécies químicas distribuídas, principalmente, em plantas 

arbóreas e rasteiras consideradas precursoras essenciais para a biossíntese de flavonóides 

(RAO, FANG E TZENG, 2004). Possuem nomenclatura oficial básica (2E)-1,3-

difenilprop-2-en-1-ona, sendo caracterizadas como cetonas aromáticas , -insaturadas 

que possuem dois anéis benzênicos (anel A e B) ligados por ponte formada por 3 

carbonos, conjugando grupamentos carbonílicos e porção olefínica (Figura 3). Não são 

caracterizados como flavonóides devido a presença de anel pirânico, este sendo formado 

por adição de oxigênio na posição 2 das chalconas e consequente ciclização com cadeia 

de 3 átomos de carbono e o anel A (CESARIN. FERREIRA E BRAZ, 2001). 

 

FIGURA 3. Estrutura química base das chalconas (Jeon et. al., 2016). 

 

  As chalconas podem ser obtidas por síntese química pela reação de condensação 

aldólica conhecida como reação Claisen-Schimidt entre cetonas e aldeídos aromáticos na 

presença de catalisadores básicos ou ácidos. O mecanismo de reação por catalização de 

Claisen-Shimidt via catalise básica está representado na figura 4. 
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FIGURA 4. Reação por condensação via catálise básica de Claisen-Shimidt. 

 

  A reação de condensação aldólica é uma reação geral para todas as cetonas e 

aldeídos com átomos de hidrogênio alfa (α), enquanto as reações de condensação de 

Claisen-Shimidt são restritas as cetonas que possuem alfa (α) e aldeído que não os tenham 

(MURRY, 1997). A reação de condensação de reações por Claisen-Shimidt em meio 

básico é inicializada a partir da retirada de um hidrogênio α ácido, de uma molécula de 

cetona para formar o ionenolato, o qual se estabiliza com a ressonância. Apesar da carga 

negativa estar deslocalizada no ionenolato, o carbânion ataca a molécula de aldeído por 

adição nucleofilica e forma de ionalcoxido (intermediário tetraédrico). A protonação do 

ionalcóxido gera o produto de condensação e regenera o catalisador básico (MURRY, 

1997). 

A reação de Claisen-Shimidt em meio ácido, por sua vez, é inicializada com a 

protonação do oxigênio de carbonila tornando-a mais eletrofilica. Logo após, através de 

um equilíbrio ceto-enólico sobrevém a formação do enol. Este será ligado a carbonila 

protonada, formando um íon oxônio, que sofre prototroprismo. Finalmente, ocorre a saída 

de água com a formação de cetona α,β-insaturados e a regeneração do catalisador ácido 

(COSTA, 2005). 
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FIGURA 5. Reação por condensação de Claisen-Shimidt via catálise ácida. 

  

As chalconas são interessantes quimicamente devido a sua versatilidade para 

modificações em suas estruturas ampliando sua capacidade e potência do ponto de vista 

farmacológico. As alterações mais frequentemente relatadas nas chalconas são as 

substituições nos anéis A e B em diferentes posições (JURCSAK E ZAMINI, 1999), 

isomerizações cis-trans (IWATA et al, 1995), além de adições halogênicas na dupla 

ligação olefínica (BIEBER, 1999). Vogel et. al. (2010) destacam que substituições no 

anel A propiciaram maiores ações anti-inflamatórias e menor capacidade citotóxica nos 

compostos estudados. 

As chalconas, seguindo sua grande variabilidade, tem apresentado atividade 

antiviral (COLE et. al., 2016), antiprotozoária (LUNARDI et al, 2003), antibacterianas 

(ALVAREZ et al 2004), anti-inflamatória (HERENCIA et al, 2002; ROJAS et al, 2002), 

antiplaquetária (KO et al, 2004), inibição de tirosinase (THANIGAIMANI et. al., 2015). 

  Em relação ao câncer, as chalconas tem surgido como interessantes protótipos 

para o desenvolvimento de moléculas com potencial antitumoral e têm mostrado, 

basicamente, três tipos de ações: ação antioxidante, citotóxica e indutora de apoptose. 

Essas ações têm sido relacionadas nos estudos de relação estrutura atividade com 

substituições dos anéis arila ou introdução de porções heterocíclicas (LÉON-

GONZALEZ, A. J. et. al., 2015). Alvos de ação das chalconas podem ser: inibição da 

ATM (ASHRAF et. al., 2017), ativação de caspases 3 e 9, além de ciclina dependente de 

quinase 2 (CKD-2) (MORENO-LONDOÑO et. al., 2017), modulação de Bcl-2 com 

ativação de Bax e Bad (CHEN et. al., 2017), inibição de proliferação celular através de 
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desfosforilação de Akt e Erk (SHI et. al., 2017) e, em linhagem tumoral de cólon HCT-

116, Shin et. al. (2016) mostraram que houve parada de ciclo celular, dano ao DNA 

marcado por fosforilação de H2AX e externalização de fosfatidilserina identificados por 

citometria de fluxo. Ainda em linhagem de células HCT-116, Pande et. al. (2017) 

demonstraram que chalconas promoveram parada do ciclo celular em G2/M e inibição de 

histona desacetilase (HDAC) com efeitos citotóxicos em HCT-116. Outros autores, como 

Fonseca et. al. (2015), Kuete et. al. (2015), Wu et. al. (2016), Semaan et. al. (2016), e Ng 

et. al. (2017), também tem relatado a ação de inibição de proliferação celular em linhagem 

HCT-116 através de outros mecanismos, tais como alterações em funcionamento em ias 

de sinalização e alterações de ciclos celulares.  

 

 

FIGURA 6. Reação de sequestro da glutationa por chalconas. 

 

 

e) Morte celular e estratégias para o tratamento do câncer 

 

  O processo de morte celular foi descrito primeiramente por Carl Vogt em 1842. 

Desde a descoberta inicial, diferentes modos de morte e suas condições morfológicas 

associadas têm sido identificadas e estudadas. Por um longo tempo, a morte celular foi 

considerada como somente um acidente e todo seu processo regulatório permanecia 

desconhecido (CLARGALLUZI et al., 2015). O processo de morte celular, 

historicamente, passou a ser dividido em três processos morfologicamente distintos: 

apoptose (tipo 1), autofagia (tipo 2) e necrose (tipo 3). Todos esses tipos são ativados por 

estímulos únicos de sinalização que muitas vezes passam a sobrepor outras vias. Apesar 

dessa classificação, há diversos outros tipos de morte celular, tais como: ferroptose, 

senescência, morte celular imunogênica, necrose dirigida por transição de permeabilidade 
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mitocondrial, necroptose, morte celular dependente de lisossomos, piroptose, catástrofe 

mitótica entre outros (GALLUZI et al., 2018). 

  Morte celular pode ocorrer em múltiplas formas como resposta a diferentes tipos 

de estresse, especialmente estresse oxidativo. A perda de controle sobre um ou mais tipos 

de morte celular contribuem para doenças tais como câncer, doenças neurodegenerativas, 

doenças autoimunes e doenças infecciosas. É importante que haja um entendimento 

aprofundado dos processos celulares que ocorrem no câncer para que se possa 

criar/modificar formas mais eficientes de tratamento (TANG et. al., 2019).  

  A apoptose é o tipo de morte celular mais estudado (WONG, 2011) por se tratar 

de um mecanismo fundamental para organismos multicelulares, tanto em processos 

fisiológicos quanto em processos patológicos. As células que entram em apoptose 

possuem características morfológicas, bioquímicas e fisiológicas específicas. (Kerr et 

al.1972; Liu et al.,1996). A apoptose pode ser dividida em duas formas: extrínseca e 

intrínseca. Na via intrínseca a morte celular é caracterizada por perturbações do 

microambiente celular que incluem retiradas de fator de crescimento, dano ao DNA, 

estresse de retículo endoplasmático, aumento de espécies reativas de oxigênio, alterações 

em microtúbulos, defeitos mitóticos entre outros. Outra característica importante é a 

manutenção de integridade de membrana. O desencadear da morte por via extrínseca é 

iniciada com a ligação a receptores específicos (como o TNFRSF1A) ou com a alteração 

de níveis de sinalizações a níveis específicos (TANG et al., 2019), a figura 7 mostra as 

vias e as moléculas envolvidas em cada tipo. 

 

 
FIGURA 7. Vias de morte celular por apoptose. Fonte: adaptado de Tang et al (2019). 
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  Apoptose é um processo geneticamente controlado e conservado por evolução 

sendo desencadeado por várias vias de sinalização quando o dano celular é considerado 

irreparável. Os dois principais tipos de vias apoptóticas, a via extrínseca (receptor de 

morte) e via intrínseca (mitocondrial), são ligados para aumentar o sinal apoptótico e 

ambos levam para a ativação de caspases, que são enzimas chave no processo apoptótico, 

que clivam proteínas que levam à morte celular (Figura 8). É importante citar que o 

conhecimento do funcionamento dessas vias, aliado ao desenvolvimento de novas formas 

de modular esses pontos podem ser cruciais no surgimento de novas ferramentas 

terapêuticas contra o câncer (FULDA & DEBATIN, 2006; BAIG et al., 2016). 

 

 
FIGURA 8. Vias instrínseca e extrínseca da apoptose. Fonte: adaptado de Kumar et al., 

(2013). 

 

  Sendo um dos principais fatores envolvidos da morte celular, como descrito 

anteriormente, as caspases estão, usualmente, na forma inativa de pró-enzima e depois de 

sua ativação ou clivagem própria pode tornar ativa outras caspases, resultando em cascata 

de proteases, amplificando o sinal apoptótico e acelerando o processo de morte celular. 

A maioria das caspases são pró-apoptóticas, mas algumas delas podem fazer parte do 

processo inflamatório, tais como as caspases 1, 4, 5 e 11 (JIMENEZ FERNANDES, 2015) 

ou estarem envolvidas em processos de diferenciação de queratinócitos, como a caspase 

14 (RENDL et al., 2002). Existem dois grupos de caspases apoptóticas, caspases 
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iniciadoras (caspase 2, 8, 9 e 10) e caspases efetoras (caspase 3, 6 ou 7). As caspases 

iniciadoras, tais como sinalizado pelo nome, ativam outros complexos e caspases efetoras. 

As caspases efetoras, por exemplo, a caspase 3, cliva proteínas antiapoptóticas, tais como 

inibidor de caspase ativado por DNAse ou BCL-2 (THORNBERRY et al., 1998; CHENG 

et al., 1997), além de estruturas celulares como proteínas reguladoras do citoesqueleto 

(TAKAHASHI  et al., 1996). Ativação de caspases resultará em ativação de fragmentação 

de DNA e encolhimento celular. Outra importante característica da apoptose é a 

exposição da fosfatidilserina na superfície da célula para que haja atração de macrófagos 

para as células apoptóticas (BRATTON et al., 2010). 

  A maioria das drogas anticâncer iniciam apoptose pela via intrínseca. Entretanto, 

uma das razões para a resistência a terapias são mutações frequentes nos genes 

relacionados a apoptose por via mitocondrial. Por exemplo, mutações no gene p53 são as 

mais prevalentes do câncer em humanos, detectados em 80% das linhagens celulares 

tumorais e em 40% dos tumores humanos, que além do mais afeta a efetividade da via 

intrínseca de apoptose (YU et al., 2010). Além disso, mutações no gene bax, tais como 

substituições simples de nucleotídeos, foram identificadas tanto em tumorais sólidos 

como em hematológicos (KITADA et al., 2002). Em adição a isso, células cancerígenas 

possuem altos níveis de proteínas pró-apoptóticas, embora sua ativação seja inibida de 

diversas formas (YANG et al., 2003). A apoptose intrínseca pode ser suprimida pela 

superexpressão de proteínas inibidoras da apoptose (PIAs). Assim sendo, a inibição das 

PIAs é um importante caminho para avaliação de novas drogas contra o câncer. Por 

exemplo, superexpressão de Smac/DIABLO ou administração de ligantes de PIAs, tal 

como Smac-N7, pode sensibilizar células tumorais ao tratamento (BARTLING et al., 

2004; MCNEISH et al., 2003; ZHAO et al., 2006). Contudo, PIAs não aparentam ser os 

principais reguladores de indução de apoptose. Outra via que regula proteínas apoptóticas 

é por modulação transcricional e pós-transcricional. Por exemplo, família de proteínas 

antiapoptóticas Bcl-2 são reguladas por transcrição por meio do NF-kB de células B 

ativadas (CATZ et al., 2001). 

  As células cancerígenas também desenvolveram várias estratégias para evitar os 

sinais apoptóticos extrínsecos. A morte celular é evitada por um aumento nas moléculas 

antiapoptóticas ou por uma diminuição ou disfunção nas proteínas pró-apoptóticas. Por 

exemplo, as células tumorais podem ter mutações (DEBATIN et al., 200; DECHANT et 

al., 2004; PAI et al., 1998) ou regular negativamente a expressão nos receptores de morte 

da superfície celular (FRIESEN et al., 1997). Além disso, a sinalização do receptor de 
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morte nas células tumorais também pode ser evitada afetando a atividade de seus 

domínios citoplasmáticos. Um desses reguladores é a proteína FLIP, inibidora da caspase-

8, que é altamente expressa em muitas células cancerígenas (KRUEGER et al., 2001; 

FULDA et al., 2000; LONGLEY et al., 2006). 

  Numerosas drogas anticâncer induzem a expressão de CD95L e a morte extrínseca 

das células via receptor CD95. Este processo é independente de p53 e é especialmente 

útil para pacientes com p53 excluído, mutado ou inativado (EL-DEIRY, 2001). No 

entanto, CD95L e TNFα mostraram efeitos colaterais graves e, portanto, seu uso clínico 

é questionável (WALCZAK et al., 2002), enquanto TRAIL tem sido candidato mais 

promissor (LEBLANC et al., 2003). O efeito sinérgico do TRAIL e dos medicamentos 

quimioterapêuticos resulta em uma regulação negativa das proteínas antiapoptóticas 

(OLSSON et al., 2001) e na regulação positiva das moléculas pró-apoptóticas (GUO et 

al., 2014), o que leva à ativação da via apoptótica intrínseca e extrínseca, promovendo 

efeito contra células tumorais bem maior. 

  Apesar dos vários possíveis alvos para tratamento do câncer CCR, há espaço para 

busca de outros alvos e novas drogas para o tratamento dessa doença considerando que 

ainda não se tem tratamento tão efetivo. Assim sendo, drogas melhores que as disponíveis 

atualmente são necessárias. 

 

f) Ciclo celular e o câncer 

 

  A divisão celular consiste em dois processos consecutivos caracterizados pela 

replicação do DNA e sua divisão em duas células novas que são formadas. A repetição 

desse processo de proliferação celular denomina-se ciclo celular. O ciclo celular é 

controlado por numerosos mecanismos que garantem seu funcionamento correto. Esse 

processo é controlado por maquinaria celular específica que consiste de quinases 

dependentes de clicina (CDKs), ciclinas e inibidores de CDKs (VERMEULEN et al., 

2003). Sabe-se que defeitos no ciclo celular associados a tumores são frequentemente 

relacionados com alterações na atividade das CDKs. Essa desregulação induz 

proliferação desordenada além de instabilidade genômica e cromossômica 

(MALUMBRES e BARBACID, 2009). O ciclo celular de células de mamíferos é um 

processo altamente organizado de modo a garantir seu correto funcionamento, sendo que 

conta com a participação de sinais reguladores de crescimento bem como proteínas que 
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monitoram a presença e ausência de danos ao DNA, como H2AX, por exemplo (OTTO 

e SICINSKI, 2017).  

  Danos ao DNA e anormalidades cromossômicas podem ocorrer em diferentes 

estágios do ciclo celular, que é o processo regulador da divisão celular (COLLINS et al., 

1997; MORGAN, 2007). O ciclo celular é separado nos 2 estágios seguintes: (i) interfase 

e (ii) fase M (CAMPBELL & REECE, 2006). 

  A interfase começa com a fase G1, onde a célula possui 46 cromossomos e 46 

cromátides. Na fase G1, o conteúdo celular (organelas) cresce, com exceção dos 

cromossomos. Antes de completar a fase G1, a nutrição precisa ser suficiente, fatores de 

crescimento precisam estar presentes e nenhum dano ao DNA ocorrer. Essa verificação 

no final da fase G1 é chamada de ponto de verificação G1 (ou checkpoint), que pode ou 

não permitir a entrada na próxima parte da fase. O próximo estágio da interfase é a fase 

de síntese (fase S), na qual o DNA é replicado e os cromossomos são duplicados, 

deixando-nos 46 cromossomos e 92 cromátides. O estágio final da interfase é o G2, no 

qual a célula cresce e se prepara para a mitose. Esse ponto de verificação é o ponto de 

verificação chamado G2, que garante que a replicação cromossômica seja concluída e que 

nenhum dano ao DNA tenha ocorrido (MORGAN, 2007). Essas fases são demonstradas 

na figura 8. 

 

   

Figura 9. Ciclo celular eucariótico. Fonte: adaptado de Nature Education, 2020. 
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  Após a finalização bem-sucedida da intérfase, a célula entra na fase M, que é 

separada em dois estágios: (i) mitose e (ii) citocinese. A mitose é a separação dos 

cromossomos dentro da célula original e a citocinese é a divisão da célula em duas células 

filhas presumivelmente idênticas. A mitose é ainda separada em (i) prófase, (ii) 

prometáfase, (iii) metáfase, (iv) anáfase e (v) telófase. O material cromossômico da 

prófase é condensado, o envelope do nucléolo é disperso, o citoesqueleto é desmontado 

e o fuso mitótico é montado. Na prometáfase, os cromossomos estão associados ao fuso 

mitótico, o que significa que os microtúbulos se conectam ao centrossomo orientado de 

forma polar. Na anáfase, as cromátides irmãs são separadas pelos centrossomas e movem-

se para os pólos opostos. Na telófase, os cromossomos se agrupam em pólos opostos do 

fuso, os cromossomos se dispersam novamente, o envelope nuclear se remonta e reforma 

das organelas. Finalmente, a célula está pronta para iniciar a citocinese, que separa as 

duas células filhas. Essas células filhas podem reiniciar na fase G1 ou permanecer em 

uma parada reversível do ciclo celular chamada G0 (CAMPBELL & REECE, 2006; 

MORGAN, 2007). 

  A perda do controle do ciclo celular é uma marca registrada do câncer, onde há 

aumento da proliferação celular sem mecanismos de controle evitando senescência 

celular ou apoptose (HANAHAN & WEINBERG, 2011; LODISH et al., 2000). Além 

disso no câncer, há diversos eventos de perda de função de reguladores importantes, como 

RB, p16CDKN2A e p27CDKN1B. A funcionalidade do TP53 e do p21CDKN1 também 

é frequentemente perdida para contornar a resposta a danos no DNA, a parada do ciclo 

celular e a apoptose. Por outro lado, CDKs (cell cycle dependente kinases ou ciclinas 

dependentes de quinases) e ciclinas são reguladas em muitos tipos de câncer para 

aumentar o potencial proliferativo. A figura 10 mostra um esquema com complexos de 

ciclina-Cdk envolvidos no controle do ciclo celular. Em seguida, a tabela 1 mostra as 

ciclinas e quinases envolvidas em diversas etapas do ciclo celular.  
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FIGURA 10. Complexos proteicos envolvidos com ciclo celular (ALBERTS et al., 

2017). 

 

 

Tabela 1. Principais ciclinas e Cdks envolvidas no ciclo celular. 

Complexo de ciclina-Cdk Ciclina Parceiro de Cdk 

G1-Cdk Ciclina D Cdk4, Cdk6 

G1/S-Cdk Ciclina E Cdk2 

S-Cdk Ciclina A Cdk2, Cdk1 

M-Cdk Ciclina B Cdk1 

Fonte: adaptado de Alberts et al., 2017. 

 

 A compreensão da função das CDKs e de seus inibidores deu origem a vários produtos 

químicos desenvolvidos para atingir CDKs específicas (BESSON et al., 2008; SHERR 

& ROBERTS, 1999), por exemplo, RO-3306 (CDK1i), CGP-082996 (CDK4i), THZ-2-

102-1 (CDK7i), AT-7519 (CDK9i), KIN001-270 (CDK9i) ou THZ-2-49 (CDK9i). 

Existem também inibidores para múltiplas CDKs, por exemplo palbociclib (CDK4 / 6i) 

ou inibidores pan-CDK, por exemplo, CGP-60474 (CDK1 / 2/5/7 / 9i), roscovitina 

(CDK1 / 2/4/5 / 6i), PHA-793887 (CDK1 / 2/4/5/7 / 9i). Todos esses compostos visam a 

reduzir a atividade do ciclo celular. 

  Uma abordagem terapêutica alternativa para desacelerar o ciclo celular pode ser 

acelerá-lo ainda mais, permitindo que as células com DNA danificado prossigam nos 

pontos de verificação do ciclo celular. A princípio, isso pode parecer controverso, pois o 

câncer visa à proliferação descontrolada; no entanto, sua carga mutacional acumulada 

pode torná-las mais vulneráveis do que as células normais (HUBER et al., 2014). 

Compostos experimentais como o 681640, que têm como alvo WEE1 e CHK1, são 

capazes de remover o 'freio de ciclo celular'. A inibição de WEE1 e CHK1 leva a alta 

atividade de CDKs, início prematuro da replicação e estruturas aberrantes que causam 
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susceptibilidade a danos no DNA (SØRENSEN & SYLJUÅSEN, 2012). Podendo todas 

essas abordagens servirem como formas de tratamento do câncer. 

  As limitações ao uso de agentes moduladores de ciclo celular na clínica se 

relacionam ao tipo de componente que será modulado. A inibição de CDK1, 2, 4, 7 ou 9 

por drogas como Flavopiridol pode ocasionar diarreia severa e eventos vasculares. A 

inibição de CDK1, 2, 5, 7, 8 ou 9 por R-roscovitina é responsável por distúrbios 

eletrolíticos e efeitos adversos gastrointestinais. A inibição de CDK4 ou 6 seja por 

palbociclib, ribociclib ou abemaciclib é causadora de neutropenia, leucopenia, fadiga, 

náuseas e efeitos gastrointestinais adversos (BAI et al., 2017). O correto planejamento do 

uso de agentes inibidores de ciclo celular é extremamente importante para evitar maiores 

prejuízos ao paciente que já sofre com o câncer (LAPENNA et al., 2009; INGHAM et 

al., 2017).  

  Dessa maneira, percebe-se a importância do desenvolvimento de moléculas com 

potencial de interferir no ciclo celular de células neoplásicas uma vez que a multiplicação 

descontrolada é uma característica fundamental do câncer. 
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II. OBJETIVOS 

 

a) Geral 

Estudar o efeito citotóxico de Chalc6a em células tumorais humanas, em especial 

a linhagem HCT-116, por meio de ensaios in vitro visando ao desenvolvimento de um 

novo composto com potencial anticâncer. 

 

b) Específicos 

 

i. Avaliar a citotoxicidade do composto-teste em diferentes linhagens 

celulares tumorais humanas e em linhagem celular não-tumoral; 

ii. Descrever a morfologia de células HCT-116 tratadas com o composto-

teste; 

iii. Investigar a indução de apoptose (densidade celular/integridade de 

membrana, externalização da fosfatidilserina e despolarização mitocondrial) em células 

HCT-116 tratadas com o composto-teste; 

iv. Determinar o conteúdo de DNA (subG0/G1, G0/G1, S e G2M) de células 

HCT-116 tratadas com o composto-teste; 
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PARTE 2 - TRABALHO EXPERIMENTAL: MATERIAIS E MÉTODOS 

 

a) Desenho experimental 

 

O presente trabalho foi executado de acordo com o desenho experimental indicado 

pela figura 11. Nesta figura, percebe-se que o estudo foi dividido em 2 fases: 

Citotoxicidade (Fase 1) e Mecanismo de ação citotóxica (Fase 2).  

 

 

FIGURA 11. Representação esquemática do desenho experimental utilizado nesta pesquisa. 

 

Na primeira fase, buscou-se responder as seguintes perguntas sobre o composto-

teste: 

- Qual o efeito citotóxico em linhagens celulares tumorais humanas de diferentes origens? 

- Qual o efeito citotóxico em células não-tumorais? 

- O efeito citotóxico antitumoral é tempo dependente? 

Na segunda fase, buscou-se estudar o efeito citotóxico do composto-teste em 

células de câncer colorretal humano HCT-116 por ter apresentado elevada sensibilidade 

ao tratamento experimental realizado inicialmente. Para tanto, células HCT-116 (0,7 × 

104 células/poço) foram tratadas por 24 h com o composto-teste em 3 diferentes 

concentrações (2,5; 5,0 e 10 µM) definidas com base nos valores de CI50 obtidos pelo 

Ensaio do MTT. Assim, a fase 2 consistiu em duas etapas: Morfologia celular e apoptose; 

e Ciclo celular. Nas etapas 1 e 2, buscou-se responder as seguintes perguntas, 

respectivamente:  

- Qual o padrão de morte celular induzido pelo composto-teste?  
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- O composto-teste promove parada do ciclo-celular? 

  Doxorrubicina (2 μM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) e/ou menadiona 

(20 μM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA) foram utilizadas como controle 

positivo devido aos seus conhecidos efeitos citotóxicos relacionados à indução de 

apoptose e/ou parada do ciclo celular na fase G2/M. As soluções dos compostos testados 

foram preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO) e diluídos em meio de cultura para obter 

as concentrações desejadas. A concentração final de DMSO no meio de cultura foi 

mantido constante e abaixo de 0,5%. 

  Todos os ensaios foram realizados no Laboratório de Oncologia Experimental 

(LOE) do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) com o apoio científico dos seguintes 

pesquisadores: Profa. Dra. Claudia do Ó Pessoa e Prof. Dr. Odorico de Moraes Filho. 

 

b) Obtenção do composto-teste 

 

O composto-teste, a chalcona N- {4 '- [(E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-

1-ona]}acetamida identificada pelo código Chalc6a (Figura 12), foi produzido por síntese 

química pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Paulo N. Bandeira do Centro 

de Ciências Exatas e Tecnologia da Universidade Estadual Vale do Acaraú, Sobral, Ceará, 

Brasil (BANDEIRA et al., 2019). 

Para os testes in vitro, Chalc6a foi dissolvido em DMSO na concentração estoque 

de 1 mM. O estoque foi mantido sob refrigeração (- 20 °C) até o momento do uso 

respeitando um máximo de 10 ciclos de congelamento e descongelamento. 

 

 

FIGURA 12. Fórmula estrutural plana de Chalc6a. Obtido com ChemSketch. 

 

 



38 
 

 
 

c) Linhagens celulares 

 

As linhagens celulares de câncer humano (HCT-116, carcinoma de cólon; PC-3, 

adenocarcinoma de próstata; HL-60, leucemia promielocítica; K-562, leucemia mieloide 

crônica; e KASUMI-1, leucemia mieloide aguda) usadas neste estudo foram, gentilmente, 

cedidas pelo Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos da América (INCA – 

EUA). A linhagem de fibroblasto murino L-929 foi, também, utilizada neste estudo como 

modelo celular não tumoral, para avaliação do índice de seletividade do composto, sendo 

adquirida por compra do Banco de Células do Rio de Janeiro, Brasil. 

As linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 

10% de soro fetal bovino fetal (Gibco) e 1% penicilina/estreptomicina (Invitrogen) (para 

uma concentração final de 100U/mL penicilina e 100 µg/mL estreptomicina), e mantidas 

em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Para a linhagem L-929 foi utilizado o meio DMEM em 

condição igual a descrita anteriormente e para linhagem Kasumi-1 foi utilizado meio 

RPMI com 20% de soro fetal bovino. 

 

d) Ensaio do MTT 

 

A citotoxicidade do composto-teste foi determinada pelo Ensaio do MTT 

(Mosmann, 1983) usando células HCT-116, PC-3, HL-60, K-562, Kasumi-1 e L-929 após 

72h de incubação. Em células HCT-116, a citotoxicidade, também, foi determinada após 

24 e 48 h por apresentarem elevada sensibilidade ao tratamento após 72 h de incubação 

com o composto-teste. 

O Ensaio do MTT é um teste colorimétrico que permite a quantificação indireta 

de células metabolicamente viáveis baseado na conversão enzimática do sal de MTT, um 

composto de cor amarela, a formazan, de coloração púrpura. 

Neste ensaio, as células foram plaqueadas 7 × 104 células/poço para HCT-116,  

1×105 para PC3 e L-929 e 3x106 para HL-60, K-562 e Kasumi-1 (células/poço para 

células suspensas) em placas de 96 poços e o composto-teste (0,02 - 10 µM) dissolvido 

em Dimetilsulfóxido (DMSO; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) foi adicionado 

usando o sistema high-troughtput screening Biomek 3000 (Beckman Coulter, Inc. 

Fullerton, California, USA). Três horas antes do término do tempo de incubação, as placas 

foram centrifugadas (1500 rpm/15 min; Centrifuge 5810R, Eppendorf) e o sobrenadante 

descartado. Em seguida, cada poço recebeu 150 μL da solução de MTT (0,5 mg/mL em 
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meio de cultura; Sigma Aldrich) e a placa foi reincubada em estufa a 37 °C e 5 % de CO2 

para completar o tempo total do teste. As placas foram, então, centrifugadas (3000 

rpm/10min) e o sobrenadante desprezado. O precipitado de formazan (sal reduzido) 

obtido foi dissolvido em 150μLde DMSO e quantificado em espectrofotômetro (DTX 

880 Multimode Detector, Beckman Coulter, Inc. Fullerton, California, USA) por medida 

da absorbância no comprimento de onda de 595 nm.  

As absorbâncias obtidas a partir de 3 experimentos independentes realizados em 

triplica foram utilizadas para calcular a concentração capaz de inibir/reduzir a viabilidade 

celular em 50 % (CI50) pelo programa GraphPad Prism versão 6.0. O quimioterápico 

anticâncer doxorrubicina (0.07–8.6 μM; Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) foi 

dissolvido em DMSO e utilizado como controle positivo do ensaio. Todos os dados foram 

normalizados, transformados em log, considerado o percentual de morte celular e criada 

curva de resposta por regressão não linear. 

 

e) Morfologia celular 

 

As características morfológicas das células HCT116 foram avaliadas usando 

microscopia óptica (Olympus, Tóquio, Japão). Para tanto, as células foram transferidas 

para lâminas Cytospin. Em seguida, as células foram fixadas com metanol, coradas 

usando kit Panóptico Rápido (Laborlin, Brasil) e contracoradas com 0,1% de xantanose 

tiazinas a 0,1% antes da análise. 

 

 

f) Citometria de fluxo 

 

A citometria de fluxo é uma ferramenta estratégica de pesquisa para a análise e 

quantificação acurada de eventos celulares morfológicos e bioquímicos baseado, 

principalmente, em mecanismos de fluorescência (ADAN et al., 2016). Esta ferramenta 

foi utilizada, como descrito abaixo, para avaliar as seguintes características de acordo 

com Moura (2015): densidade celular, integridade de membrana, externalização da 

fosfatidilserina, despolarização mitocondrial e conteúdo de DNA. Para tanto, foram 

considerados 10.000 eventos para a análise e o citômetro utilizado foi o da marca 

EasyCyte/Guava Technologies. Os resultados foram expressos como média ± erro padrão 

da média (E.P.M) de três experimentos independentes realizados em triplicata e 
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calculados pelo programa GraphPad Prism versão 5.0. Para a verificação da ocorrência 

de diferenças significativas entre os diferentes grupos, os dados foram comparados por 

análise de variância (ANOVA) seguida pelo Teste Tukey com nível de significância de 

5% (p < 0,05). 

i. Integridade da membrana e densidade celular 

 

O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídio de penetrar nas células cuja 

membrana esteja com integridade alterada e, após a ligação ao DNA, emitir alta 

fluorescência quando é excitado pelo laser. As células com membrana íntegra emitem 

baixa fluorescência que, em conjunto com os dados anteriores, permitem quantificar a a 

integridade de membrana e a densidade celular. Neste ensaio, as células tumorais não-

tratadas e tratadas com a composto-teste foram recolhidas (250μL) e misturadas com 

25μL do iodeto de propídio (2μg/mL em PBS) por 10 minutos antes da leitura no 

citômetro de fluxo.  

 

ii. Externalização da fosfatidilserina 

 

 

A apoptose foi examinada por coloração com anexina V/7-AAD seguido de 

citometria de fluxo. Ao entrar em apoptose, a externalização do fosfolipídio de membrana 

fosfatidilserina é um dos primeiros eventos celulares a ocorrer. Este ensaio permite 

diferenciar células apoptóticas das necróticas pela coloração diferencial por 

fluorescência. A detecção das células apoptóticas é feita pela ligação da anexina V 

conjugada a fico eritrina (PE), que emite fluorescência amarela, com a fosfatidilserina 

externalizada. Células necróticas ou em apoptose tardia são coradas com o 7-AAD 

(emitem fluorescência de cor vermelha) que penetra as membranas celulares 

desintegradas e aderem ao núcleo. Células positivas para os dois corantes devem ser 

consideradas como necróticas (VERMES et al., 1995). Anexina V é uma proteína ligada 

a um fosfolipídio que tem alta afinidade por FS. 7AAD é um corante hidrofílico 

impermeável em células intactas, e é utilizado como indicador da integridade da 

membrana celular. A fluorescência da anexina V conjugada com a fico eritrina será 

mensurada por fluorescência amarela a 583nm e o 7AAD na fluorescência vermelha a 

680nm. A percentagem de células viáveis e de células apoptóticas inicial e tardia foi 

calculada. 
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Neste ensaio, as células foram tripsinizadas e lavadas duas vezes com PBS e 

ressuspendidas em50 μL de PBS. Em seguida,50L do reagente principal (mistura de 

corantes fluorescentes: anexina V e 7-AAD) foram adicionados e as células foram, 

gentilmente, agitadas e incubadas por 20 min em temperatura ambiente (20–25 °C) no 

escuro antes da leitura pelo equipamento. Posteriormente, as células foram analisadas por 

citometria de fluxo. Foram criados gates específicos para cada situação em que a célula 

pudesse estar e verificado o percentual de células em cada um. Posteriormente esses 

percentuais foram tratados no GraphPad Prism para avaliação de significância estatística. 

 

iii. Despolarização mitocondrial 

 

O teste baseia-se na capacidade da mitocôndria de sequestrar a rodamina 123, um 

corante fluorescente nucleofílico, quando esta apresenta potencial transmembrânico 

normal. Dessa forma, células contendo rodamina emitem alta fluorescência quando 

atingidas pelo laser. No entanto, ao entrar em apoptose por via intrínseca, a célula sofre 

um influxo de íons H+ através da membrana mitocondrial interna, induzindo uma 

alteração de seu potencial transmembrânico. Alterações no potencial mitocondrial 

transmembrânico levam ao efluxo da rodamina 123, gerando eventos que emitirão menor 

fluorescência quando comparada com as células que possuem mitocôndrias normais. 

Assim, é possível diferenciar populações de células com potencial transmembrânico 

mitocondrial normal daquelas com potencial alterado usando a citometria de fluxo. É 

importante ainda destacar que essa alteração de potencial não é exclusividade de 

apoptose. 

Para tanto, as células não tratadas e tratadas com o composto-teste foram 

recolhidas (250μL) e lavadas duas vezes com PBS. Em seguida, as células foram 

ressuspendidas em 250L de solução contendo rodamina 123(1g/mL) e mantidas em 

eppendorfs abertos, dentro de incubadora de CO2 a 5% por 15 min, sendo homogeneizado 

a cada 5 minutos. Após esta incubação no escuro, a suspensão de células foi centrifugada 

(2000 rpm/5min) e o sobrenadante descartado. O pellet foi ressuspendido em 250μL de 

PBS e a amostra lida em citômetro de fluxo após 30 min.  

 

iv. Conteúdo de DNA 
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O teste baseia-se na capacidade do iodeto de propídio (IP) de ligar-se ao DNA 

celular permitindo sua determinação e qualificação em DNA fragmentado, G0/G1, S ou 

G2/M. Inicialmente, a membrana plasmática das células é lisada por um detergente para 

que o IP possa se ligar ao núcleo.  

Assim, células tumorais não tratadas e tratadas com o composto-teste foram 

recolhidas (250μL) e misturadas com 2,5μL de solução de lise (0,1% de citrato de sódio 

e 0,1 % de Triton X-100) e ,25L de solução de iodeto de propídio (2μg/mL em PBS e 5 

μg.mL−1 RNase). Após incubação de 40 min no escuro e a temperatura ambiente, as 

amostras foram analisadas em citômetro de fluxo. Os dados obtidos do citômetro foram 

analisados com auxílio do software ModFit LT para obtenção de percentual de células 

em cada fase do ciclo celular. Posteriormente, esses valores foram transferidos para o 

software GraphPad para avaliação de significância estatística. 

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

a) Citotoxicidade 

 

  A avaliação inicial da atividade citotóxica do composto-teste Chalc6a foi realizada 

por meio do Ensaio do MTT em diferentes linhagens celulares tumorais humanas (HCT-

116, carcinoma de colorretal; PC-3, adenocarcinoma prostático; HL-60, leucemia 

promielocítica aguda; K-562, leucemia mieloide crônica e Kasumi-1, leucemia 

mieloblástica aguda) e células não tumorais (L-929, fibroblasto murinho) após 72h de 

incubação. Os resultados obtidos estão apresentados na tabela 2 e revelam que os valores 

de CI50 de Chalc6a em células tumorais variaram de 5,65 a 10,52. Em células L-929, o 

composto 6a não apresentou efeito citotóxico (CI50 > 20 μM) nas concentrações testadas, 

que pode ocorrer por características específicas das células tumorais que devem estar 

sendo afetadas pelo composto-teste nas concentrações testadas, mas não sendo possível 

ter certeza de tal efeito. De fato, as células neoplásicas apresentam características 

biológicas marcantes como manutenção de sinalização proliferativa, evasão de 

supressores de proliferação e resistência à morte celular (Hanahan e Weinberg 2011). 

Nesse contexto, Karthikeyan et al. (2015) relataram que a atividade citotóxica de 

chalconas apresenta múltiplos mecanismos incluindo bloqueio do ciclo celular 
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(envolvendo inibição de cinases reguladoras), inibição da polimerização da tubulina, 

indução da apoptose e bloqueio da via de sinalização de NF-κB. 

 

Tabela 2. Citotoxicidade de Chalcona 6a (Chalc6a) em diferentes concentrações (0,02 – 

20 M) em diferentes linhagens celulares tumorais humanas e células não tumorais após 

72h de incubação usando o Ensaio do MTT. 

Composto 
 

 
 

Linhagem celular 

HCT-116 PC-3 HL-60 K-562 KASUMI-1 L-929 

CI50 ± E.P.M (µM) 

Chalc6a 3,56 ± 0,03 9,33 ± 0,05 5,65 ± 0,41 7,49 ± 1,35 10,52 ± 0,10 > 20 

Dox 0,11 ± 0,03 0,44 ± 0,10 0,02 ± 0,002 0,46 ± 0,01 0,13 ± 0,007 0,66 ± 0,17 

Dados são apresentados como concentração capaz de inibir/reduzir a viabilidade celular em 50 % (CI50 em 

M) ± Erro Padrão da Média (E.P.M.) linhagens celulares tumorais humanas (HCT-116,  carcinoma de 

colorretal; PC-3, adenocarcinoma prostático; HL-60, leucemia promielocítica aguda; K-562, leucemia 

mielógena crônica e Kasumi-1, leucemia mieloblástica aguda) e células não tumorais (L-929, fibroblasto 

murino) obtidos de três experimentos independentes realizados em triplicata. 

   

 

  Considerando a elevada sensibilidade de células HCT-116 ao tratamento com 

Chalc6a após 72h de incubação, decidiu-se prosseguir com o estudo do composto-teste 

usando essa linhagem tumoral humana de câncer colorretal, na presente investigação. 

Sendo assim, o próximo passo consistiu em determinar a CI50 de Chalc6a em células 

HCT-116 após 24 e 48h de incubação com o intuito de avaliar se o efeito citotóxico do 

composto-teste teria perfil tempo-dependente. Os resultados revelam valores de CI50 de 

9,81 ± 0,49 e 5,67 ± 0,32 µM em 24 e 48 h de incubação, respectivamente. Esses dados, 

em combinação com a CI50 de 72 h, sugerem que a citotoxicidade de Chalc6a tem relação 

direta com o tempo de exposição, o que é razoável conjecturar para compostos que, 

provavelmente, tenham potencial de bloquear o ciclo celular.  

  Sendo assim, todas as análises posteriores (morfologia celular, padrão de morte 

celular e conteúdo de DNA) foram realizadas após 24 h de incubação, buscando avaliar 

o início do efeito citotóxico, com o composto-teste em 3 diferentes concentrações (2,5; 5 

e 10 µM), a fim de avaliar se o efeito citotóxico tem perfil concentração dependente. 

 

b) Morfologia celular e apoptose 
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  A morfologia de células HCT-116 após 24 h de incubação com Chalc6a foi 

analisada por microscopia ótica e está apresentada na figura 13. A necessidade e a 

importância desse tipo de análise são ressaltadas por Chernobrovkin e Zubarev (2016) e, 

também, por Xu e colaboradores (2015) por se tratar de um excelente ponto de partida na 

elucidação de possíveis mecanismos de ação e indução de morte celular por drogas 

experimentais. No teste realizado, Chalc6a foi capaz de induzir alterações morfológicas, 

em células HCT-116, características de apoptose (fragmentação, condensação da 

cromatina, corpos apoptóticos e encolhimento celular) e mais evidentes nas 

concentrações de 5 e 10 μM (Figura 13 D e E) (KROEMER e POUYSSEGUR, 2008). 

Padrão similar de indução de apoptose foi observado no tratamento com os controles 

positivos doxorrubicina (2 M) e menadiona (20 M) (Figura 13 B e F). 

 

 



45 
 

 
 

FIGURA 13. Alterações morfológicas em células HCT-116. Células foram fixadas com metanol, 

coradas e analisadas em microscópio óptico com aumento de 400x após 24h de incubação com 

veículo (A), doxorrubicina 2 µM (B), Chalc6a 2.5 µM (C), 5 µM (D), 10 µM (E) e menadiona20 

µM (F). Setas mostram células com características celulares que se associam a apoptose 

(fragmentação nuclear, condensação de cromatina, corpos apoptóticos e diminuição celular). 

 

  A hipótese de indução de apoptose por Chalc6a levantada a partir da análise 

morfológica de células HCT-116 foi confirmada pela externalização da fosfatidilserina 

acompanhada de manutenção da integridade da membrana celular e redução do número 

de células determinadas por citometria de fluxo (Figuras 14 e 15). Na concentração de 10 

μM, por exemplo, Chalc6a induziu significativo aumento de células apoptóticas (9,60 ± 

1,68%) quando comparado com o controle negativo (1,55±0,18%). Nesta concentração, 

também, observamos 90,29 ± 0,62% de integridade de membrana (nenhuma diferença 

quando comparada com o valor do controle negativo de 95,10 ± 0,55%) e 4,21 ± 0,19 × 

105 células/mL (estatisticamente significante quando comparado ao controle negativo, 

7,34 ± 0,35 × 105 células/mL) de densidade celular após 24 h de incubação.  

  Corroborando com esses resultados, diversos trabalhos tem mostrado uma forte 

relação entre o efeito citotóxico de chalconas e a indução de apoptose (Zhao et al., 2017, 

Mielcke et al., 2017 e Zhang et al., 2017). Das e Manna (2016) destacaram a participação 

da apoptose na atividade antitumoral de chalconas por meio da ativação de caspases, 

superexpressão de bax, bak e bid, reduzida expressão de bcl-2, bcl-xl e superexpressão 

de p53. No estudo realizado por James e colaboradores (2017), a chalcona cardamonina 

foi capaz de induzir apoptose em tecido tumoral de câncer colorretal após análise de 

cortes histológicos. Os autores ressaltaram que dois fatores foram importantes para esse 

processo: alteração da expressão de MicroRNAs e inibição da via Wnt/-catenina, que é 

fundamental na biologia do câncer colorretal. 

  Em se tratando, especificamente, de células de câncer de cólon humano, a indução 

de apoptose por chalconas pode estar relacionada com parada do ciclo celular na fase 

G2/M, envolvendo o comprometimento do aparato microtubular mitótico e/ou dano ao 

DNA. O aparato microtubular mitótico é essencial para o processo de divisão celular, 

sendo seu comprometimento um importante sinal para deflagrar o processo de morte por 

apoptose (DI CESARE et al. 2017). 
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FIGURA 14. Teste de externalização de fosfatidilserina em células HCT-116 após tratamento com Chalc6a 

(nas concentrações de 2.5, 5.0 e 10.0mM) e menadiona (concentração 20M) por 24h avaliadas através de 

citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significância estatística (p < 0,05). 

 

 

 

FIGURA 15. A-Percentual de células viáveis após tratamento por 24h com Chalc6a avaliadas através de 

citometria de fluxo. B- Número de células totais após tratamento por 24 horas com Chalc6a avaliadas 

através de citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significância estatística (p < 0,05). 

   

  Com o objetivo de reforçar a sugestão de indução de apoptose pelo tratamento das 

células com Chalc6a, bem como, verificar a via envolvida nesse processo de morte 

celular, buscou-se, então, realizar a avaliação da despolarização da membrana 

mitocondrial por citometria de fluxo. A figura 16 mostra o resultado do teste utilizando o 

corante Rodamina123 após 24 h de incubação. Os controles positivos testados, 

doxorrubicina e menadiona, promoveram aumento significativo do percentual de células 
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com membranas mitocondriais despolarizadas (5.54 ± 1.47M e 4.767 ± 0.05M, 

respectivamente). Todavia, esse efeito não ocorreu em células tratadas com Chalc6a nas 

concentrações testadas. Esse processo pode ser explicado devido a mecanismos 

apoptóticos que não envolvam (pelo menos inicialmente) estruturas mitocondriais.  

  Vale ressaltar, ainda, que vários autores já demonstraram que a morte celular 

promovida por chalconas pode envolver os mais diferentes mecanismos, tais como: 

modulação do p53 (Santos et al., 2019), produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(Zhang et al., 2017), inibição da polimerização da tubulina (Wang et al., 2018) ou, 

mesmo, inibição de MRP1 (Lindamulage et al., 2017).  

 

 

FIGURA 16. Percentual de membranas mitocondriais despolarizadas após tratamento com Chalc6a por 24h 

avaliadas através de citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significância estatística (p 

< 0,05). 

 

c) Ciclo celular 

 

  Baseado em estudos prévios (SHEN et al., 2007; DONG et al., 2018; e ZHU et 

al., 2019), é sabido que chalconas induzem parada no ciclo celular de células neoplásicas. 

Assim, esta etapa do estudo consistiu em determinar o conteúdo de DNA de células HCT-

116 após 24h de incubação com Chalc6a através de citometria de fluxo (Figura 17). 

Similar ao efeito do controle positivo doxorrubicina (2 μM: % G2/M = 79,78 ± 1,35%), 

Chalc6a induziu parada significativa de células HCT-116 em G2/M (59,87 ± 5,15%) 

quando comparado com o controle negativo (tratado apenas com veículo; % G2/M = 
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36,70 ± 2,47%). O resultado sugere que Chalc6a pode estar interferindo com o processo 

de divisão celular detectável pelos pontos de verificação do ciclo celular (Das eManna, 

2016). Consequentemente, os mecanismos apoptóticos de morte celular podem estar 

sendo ativados, como observado nos resultados apresentados acima (dados morfológicos 

e de citometria de fluxo).  

  Vale a pena mencionar que Chalc6a não foi capaz de induzir fragmentação do 

DNA nas concentrações testadas e no tempo de incubação utilizado (dados não 

mostrados). Assim, sugere-se que a fragmentação do DNA não está diretamente 

envolvida com a parada do ciclo celular induzida por Chalc6a em células HCT-116, pelo 

menos, não como evento deflagrador. Essa evidência reforça a hipótese de interferência 

no aparato mitótico microtubular que precisa ser investigado. De fato, Martel-Frachet et 

al. (2015) identificaram um novo derivado de chalcona capaz de induzir parada em 

prometáfase e apoptose subsequente em células cancerígenas da bexiga atuando como 

inibidor de microtúbulos. Assim, é importante observar que testes adicionais são 

necessários para avaliar o mecanismo de ação específico envolvido na citotoxicidade 

seletiva da Chalc6a em células HCT-116. 

 

 

FIGURA 17. Ciclo celular de HCT-116 após tratamento com Chalc6a por 24h avaliadas através de 

citometria de fluxo. Resultados mostrados com * possuem significância estatística (p < 0,05). 
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DISCUSSÃO GERAL 

 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública em todo o mundo. 

Vários fatores da vida moderna contribuem para que haja um aumento no número de 

casos, tais como aumento da longevidade e mudança em hábitos alimentares. Os gastos 

com esse problema de saúde só aumentam a cada ano e ainda continuamos sem tratamento 

curativo, exceto determinados tipos de câncer. Quimioterapia convencional e radioterapia 

são tratamentos que oferecem tratamento parcial, mas com muitos efeitos adversos e a 

cirurgia, que poderia trazer a cura, somente se aplica a poucos casos (PATHAK et al., 

2018). 

O câncer é determinado por desordens multigenéticas que iniciam mutações, 

promovendo alteração de vias de sinalizações proteínas, resultando em descontrole da 

proliferação celular, divisão celular entre outros (VAN DER ZANDEN et al., 2020). 

Nesse contexto há a produção de diversas proteínas que estarão ou presentes ou alteradas 

em sua expressão. Essa característica pode ser utilizada como forma de terapia 

direcionada contra o câncer, buscando essas características específicas para melhor 

identificar essas células (ZHANG et al., 2019).  

O processo de transição entre um tratamento quimioterápico puramente citotóxico 

para uma abordagem com direcionamento molecular para o câncer vem mudando o 

paradigma na área e resultando em melhora de número de casos com tratamento bem-

sucedido ao longo dos últimos anos. Por exemplo: o uso de moléculas antiestrogênicas e 

antiandrogênicas para tratamento de câncer de mama e próstata, respectivamente 

(BROUGH et al., 2011). Outro exemplo bem-sucedido é o uso do imatinib que tem ação 

inibidora de ABL para tratamento de leucemia mieloide crônica, pois possui translocação 

no gene BCR-ABL (CHAN et al., 2011). 

O uso de moléculas com ações inibidoras múltiplas ou seletivas pode ser 

ferramenta chave no processo de tratamento do câncer com pequenas moléculas 

(BEDARD et al., 2020). As chalconas são conhecidas por suas múltiplas ações. Entre 

elas podem ser destacadas as atividades contra câncer podendo ocorrer por indução da 

apoptose, dano ao DNA, inibição de tubulina, dano a mitocôndrias, inibição de quinases 

entre outros (DAS e MANNA, 2016). É também conhecida a atividade inibitória para 

canais de resistência a múltiplas drogas (MDR – multiple drug resistance), inibição 

hormonal, inibição de histona desacetilases (HDACs – histone deacetylases), inibição de 
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degradação de p53, inibição de angiogênese, inibição de vias da JAK (Janus Kinase) e 

inibição de CDKs (MAHAPATRA et al., 2015). 

No presente estudo foi avaliada a ação de uma nova chalcona sintética 

denominada Chalc6a, ou somente, C6a. Para tanto, no primeiro momento, foi avaliada 

sua citotoxicidade seletiva contra diversas linhagens tumorais, como de câncer de colón 

e reto, câncer de próstata e alguns tipos de leucemias, e contra linhagem não tumoral para 

que houvesse avaliação de sua seletividade. Ao se analisar sua seletividade, inclusive 

perante outras chalconas similares, verificou-se a maior atividade em células de câncer 

colorretal do tipo HCT-116. Uma característica importante dessas células é a expressão 

de antígeno carcinoembrionário, responsável pelo processo de adesão celular no estágio 

de desenvolvimento fetal e que possui quantidade elevadas em pacientes que possuem 

câncer colorretal. Além de também ser um indicador de possíveis metástases. 

Em seguida, foram realizados testes para avaliação da ação tempo-concentração 

dependente do composto na linhagem que obteve a maior ação. Foi verificado após os 

testes em diversos tempos, 24, 48 e 72h que o composto agia de forma tempo e 

concentração dependente, tal como ocorreu no trabalho publicado por Silva e 

colaboradores (2016), Mori e colaboradores (2017) e Zhao e colaboradores (2017). Isso 

sugere que a ação da classe das chalconas pode ser tempo e concentração dependente 

pois, mesmo em linhagens e tipos diferentes de câncer, essa classe de compostos agiu de 

forma semelhante. 

A avaliação de alterações morfológicas promovidas pela C6a em células após o 

tratamento por 24h e analisadas por microscopia óptica com coloração panótica 

mostraram um padrão de morte com características morfológicas semelhante ao 

observado por apoptose. Essas características se assemelham aos padrões descritos por 

Galluzzi e colaboradores (2018) e que poderiam apontar, pelo menos inicialmente, 

alguma participação mitocondrial nesse padrão de morte.  

Para melhor entendimento de qual seriam as características fenotípicas e 

moleculares das ações promovidas pela C6a nas células da linhagem HCT-116 foram 

então realizados testes de citometria de fluxo. A primeira avaliação foi a verificação da 

integridade de membrana onde observou-se que a C6a não promoveu perda da integridade 

da membrana das células tratadas em nenhuma das concentrações testadas aqui. 

Entretanto, observou-se que as células tratadas tiveram redução no seu número total de 

forma concentração dependente, em que somente a menor concentração testada, 2.5M, 

não promoveu diminuição no número de células. Efeitos citostáticos de chalconas 
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também já foram observados em trabalhos de Champelovier e colaboradores (2011) 

utilizando linhagem de glioblastoma (LN229) e também no trabalho de Lima e 

colaboradores (2016) em linhagens de câncer de mama (OVCAR-8), câncer de sistema 

nervoso central (SF-295) e também câncer colorretal (HCT-116). É importante ainda 

ressaltar que em ambos os trabalhos também foram encontradas as mesmas características 

de morte celular obtidas nesse estudo: parada em G2/M e ação citostática. 

A avaliação do ciclo celular após tratamento com a C6a em linhagem de HCT-

116 revelou um padrão de parada de ciclo celular na fase G2/M, com diferença 

significativa apenas na maior concentração testada. A promoção da parada do ciclo 

celular na fase G2/M por moléculas da classe das chalconas já é bem descrita na literatura 

e diversas publicações relatam isso, tais como nos trabalhos de Hseu e colaboradores 

(2012), Wu e colaboradores (2013), Jandial e colaboradores (2017) e Takac e 

colaboradores (2018).  

Após a avaliação da despolarização da membrana mitocondrial com o tratamento 

de células HCT-116 por 24h com C6a observou-se que não houve diferença significativa 

entre o grupo controle e o grupo tratado, independente da concentração utilizada. Essa 

ação pode demonstrar que os mecanismos de apoptose, observados por microscopia e no 

ensaio de anexina V, podem ocorrer de forma independente de despolarização 

mitocondrial. Tal tipo de ação também foi encontrado nos trabalhos de Ruis-Ruis e 

Lopez-Rivas (2002), Xu e colaboradores (2013) e Arciuch e colaboradores (2012). 

Todavia, de todos os trabalhos envolvendo chalconas encontrados para a discussão desse 

trabalho, esse seria o único que teria essa característica. Alguns exemplos de trabalhos 

que envolvem apoptose com participação mitocondrial após o tratamento com chalconas 

são os de Zhang e colaboradores (2017), Zhu e colaboradores (2019) e Ramirez-Tagle e 

colaboradores (2016). 

Como explanado anteriormente, o uso de chalconas se torna importante por ter 

fácil manipulação/síntese química e por agir em diversos alvos moleculares, tais como: 

MDM2/p53, tubulina, proteossoma, NF-kappa B, TRIAL/receptores de morte e vias 

apoptóticas mediadas por mitocôndria, ciclo celular, STAT3, PPAR-γ e β-catenin/Wnt 

(JANDIAL et al., 2014). Essa possibilidade de efeitos diferentes de chalconas é notada 

ao verificar que compostos dessa família podem promover aprisionamento do ciclo 

celular em G1 (MIELCKE et al., 2017) ou em G2/M (KELLO et al., 2016), sendo esse 

último também verificado no presente trabalho. Essas características mostram a 

possibilidade da chalcona aqui testada continuar em mais experimentos para avaliação de 
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seus efeitos em modelos in vivo, como em trabalho realizado por Maeda & Khatami, 

2018). 

Por fim, as próximas etapas para continuação do presente trabalho serão para 

confirmação da hipótese aqui levantada, onde serão realizados teste de avaliação de 

inibição de CDKs através de kits e, também, avaliação de expressão de ciclinas do ciclo 

celular através da metodologia de western blot. Após esses passos, poderão ser feitos os 

testes toxicológicos in vivo para avaliação da ação da Chalc6a. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

A chalcona N- (4 ′ - [(E) -3- (3-nitrofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona]) acetamida 

(Chalc6a) apresentou forte e seletivo efeito citotóxico em linhagens celulares tumorais 

humanas, sendo capaz de induzir em células de câncer colorretal HCT-116 morte celular 

por apoptose independente de despolarização mitocondrial e relacionada com parada do 

ciclo celular em G2/M. A figura 15 mostra o possível mecanismo de ação do composto 

testado com indicação de pontos a serem futuramente investigados para melhor 

elucidação.  

 

 

FIGURA 18. Possível mecanismo de ação da Chalc6a em células HCT116. 
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