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RESUMO

O cancer é considerado uma doenca multifatorial de carater mutacional e proliferativa que
possui um crescimento desordenado de células com alta capacidade invasiva, podendo se
espalhar por tecidos e 6rgéos. Muitos sdo os esfor¢os na busca de novos compostos efetivos no
tratamento do cancer e as chalconas ultimamente tem se destacado como promissoras devido
ao seu potencial anticaAncer. Porém, ainda sdo escassos 0s estudos relatando sua atividade
citotoxica e citostatica. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito
antiproliferativo das bischalconas (sintéticas) LO1 e LO3 em linhagens tumorais e 0s
mecanismos de acdo envolvidos na sua atividade inibitoria, por meio de ensaios in vitro. As
amostras (LO1 e L03) foram testadas em oito linhagens tumorais (NCI-H460, Mel501, B16-
F10, MDA-MB-231, HCT-116, HL-60, KG-1a, K-562) e duas linhagens ndo-tumorais (L929 e
MCF10a) pelo método de MTT em concentracdes seriadas pelo periodo de 24, 48 e 72h.
Através do teste de MTT, apds 72 h de tratamento, foi observado que as amostras obtiveram
valores de Clso que variaram de 9,25 a 78,8 uM em células tumorais e 47,6 UM em células ndo
tumorais. Diante dos resultados, a amostra bischalcona (L01) foi escolhida para prosseguir com
os testes na linhagem tumoral de colon humano HCT-116. Inicialmente foi realizado o
tratamento de pulso do composto (L01) por 24 e 48 horas, no entanto, a amostra ndo apresentou
perfil de tempo-dependéncia. Apos os testes de MTT foi avaliado o perfil citotoxico da amostra
através do teste azul de tripano onde comprovamos que as concentracfes de 8 e 16 uM
interferiam na viabilidade das celulas HCT-116 ap0s o tempo de 24h. Mediante a analise
morfologica pela coloracdo com panotico rapido foi possivel observar alteragcbes nas
concentracdes de 4, 8 e 16 UM como rarefacdo celular, alteracdo na membrana citoplasmatica,
figuras mitoticas, vacuolos e aparecimento de algumas células com corpos apoptéticos. Posto
isto, possivelmente o efeito citotoxico da LO1 em células HCT-116 pode estar relacionado com
inducdo de morte celular por apoptose, autofagia e/ou anoikis.

Palavras-chave: Chalconas; Bischalconas; Cancer; Atividade antiproliferativa.



ABSTRACT

Cancer is considered to be a multifactorial disease of a mutational and proliferative nature that
involves the disorganized growth of cells with a high invasive capacity, which can spread to
tissues and organs. Many efforts have been made to find new compounds that are effective in
the treatment of cancer and chalcones have recently stood out as promising due to their
anticancer potential. However, studies reporting their cytotoxic and cytostatic activity are still
scarce. In this context, this work aims to evaluate the antiproliferative effect of (synthetic)
bischalcones LO1 and LO3 on tumor cell lines and the mechanisms of action involved in their
inhibitory activity, through in vitro assays. The samples (LO1 and L03) were tested on eight
tumor cell lines (NCI-H460, Mel501, B16-F10, MDA-MB-231, HCT-116, HL-60, KG-1a, K-
562) and two non-tumor cell lines (L929 and MCF10a) using the MTT method in serial
concentrations for 24, 48 and 72 hours. Through the MTT test, after 72 h of treatment, it was
observed that the samples obtained CI50 values ranging from 9.25 to 78.8 puM in tumor cells
and 47.6 uM in non-tumor cells. In view of the results, the bischalcone sample (L01) was
chosen to continue the tests on the HCT-116 human colon tumor line. Initially, pulse treatment
of the compound (L01) was carried out for 24 and 48 hours, however, the sample did not show
a time-dependent profile. After the MTT tests, the cytotoxic profile of the sample was evaluated
using the trypan blue test, where we found that the concentrations of 8 and 16 uM interfered
with the viability of the HCT-116 cells after 24 hours. Morphological analysis using rapid
panoptic staining revealed alterations at concentrations of 4, 8 and 16 puM, such as cell
rarefaction, alterations to the cytoplasmic membrane, mitotic figures, vacuoles and the
appearance of some cells with apoptotic bodies. That said, the cytotoxic effect of LO1 on HCT-
116 cells may possibly be related to the induction of cell death by apoptosis, autophagy and/or
anoikis.

Keywords: Chalcones; Bischalcones; Cancer; Antiproliferative activity.
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1 INTRODUCAO

O termo céancer refere-se a um conjunto de doencas de origem genética e/ou epigenética,
que implica na proliferacdo de células anormais que crescem além de seus limites habituais
(WEINBERG, 2013; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). As células mutadas possuem
mecanismos como prevencdo contra supressores de crescimento, angiogénese e resisténcia a
morte celular, caracteristicas associadas a habilidade adquirida na formacdo de tumores
malignos (HANAHAN, 2022). Atualmente, a intervengédo para o tratamento de céncer ainda
requer o uso da quimioterapia e radioterapia. Todavia, 0s pacientes em seus tratamentos
demonstram ter efeitos colaterais e as consequéncias causadas por essa terapia continuam sendo
contestadas (BANERJEE, 2017).

Os quimioterapicos atuam tanto em células de tecidos saudaveis quanto em tecidos
malignos, por ndo possuir uma grande seletividade podem causar danos a qualidade de vida do
paciente durante e ap0s o tratamento, limitando, assim, a dose terapéutica de medicamentos
anticancer (FERREIRA et al., 2015). Portanto, a busca por compostos que apresentam amplas
propriedades antitumorais e baixa toxicidade ao organismo humano, demonstrando-se uma
melhor alternativa para desenvolvimento de novos alvos terapéuticos (ANDRICOPULO et al.,
2009).

As chalconas sdo substancias derivadas da familia dos flavonoides e isoflavondides
adquiridas a partir da biossintese desses compostos fendlicos. Sdo moléculas que tém se
demonstrado promissoras ao adicionad-las grupos organicos, como substituintes do anel
aromatico (OUYANG et al, 2021). Para realizar sua sintese, as moléculas, denominadas
bischalconas simétricas, sdo obtidas a partir de duas partes de chalconas, assim sendo, a unido
delas é possivel obter cadeias carbdnicas de proporcdo e arranjos distintos, com simetria
molecular (GANESA, 2017; YUSUF, 2013).

Na literatura hd descricdes em que essas moléculas possuem atividades biologicas
importantes como potencial anticancerigeno, antibacteriano e antimalarico (BONAKDAR,
2017). Estudos que exploraram a introducdo de nucleos entre os anéis aromaticos, com um
grupo clorofenil no carbono carbonilico e um grupo tiazolinico no carbono P insaturado, em
derivados da acetamido chalcona, revelaram uma atividade citotoxica promissora em varias
linhagens de células tumorais distintas. (SANTOS, 2008).

10



Modzelewska et al. (2006) examinaram uma série de novas chalconas e bischalconas
contendo &cido bor6nico em sua composi¢do. Seus resultados demonstraram que cinco desses
compostos inibem o crescimento de linhagens celulares de cancer de mama humano (MDA-
MB-231 e MCF7) com valores de Clso na ordem de nanomolar. Além disso, Winter et al. (2014)
mencionaram em seu estudo que as bischalconas simétricas tém a capacidade de inibir proteinas
resistentes responsaveis pela progressdo do cancer de mama do tipo ABCG2. Esses compostos
exibiram um excelente potencial anticancer.

Existem diversos estudos com a classe, mas é necessario explorar novas moléculas que
apresentem melhores efeitos e mecanismo de acdo que supere as técnicas de evasdo que as
células tumorais apresentam (HASSAN et al., 2014). Diante disso, o presente trabalho visa a
investigacdo do efeito antiproliferativo de bischalconas sintéticas ineditas (LO1 e L03) em

linhagens tumorais e ndo tumorais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cancer

O céncer é uma doenca hiperproliferativa, no qual ha alteracdes no aparato celular,
levando a desordem na multiplicagdo das células. E considerado um dos principais e mais
complexos problemas de salude puablica mundial, corroborado por sua magnitude
epidemioldgica, social e econdmica (INCA, 2022). No organismo normal, as células crescem e
se multiplicam conforme necessario. Ao atingirem sua vida Util ou sofrerem danos, genes
normalmente ajudam a controlar as células quando se dividem para produzir novas células,
reparar erros no DNA ou leva-las a morte celular programada. As células cancerigenas, por sua
vez, resultam de equivocos geneticos que podem ser hereditarios ou causados por fatores
ambientais (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022).

Estas alteracbes podem ser anomalias cromossdmicas, ganho de funcdo, perda de
funcéo, polimorfismos ou implicacdes na integridade genética. Essa instabilidade genética, que
pode levar a resisténcia aos medicamentos utilizados ainda durante o tratamento, pode levar ao
desenvolvimento das seguintes condigdes oncogénicas: evasao de supressores crescimento,
resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa, inducdo a angiogénese, destruicdo
imunologica, invasdo tecidual e metéstase caracterizam a complexidade das doencas
neoplasicas. Uma vez que apresentam estes mecanismos de evasdo, as células tumorais acabam
burlando o organismo celular e até mesmo o tratamento quimioterapico por ndo ser especifico
para células malignas (Figura 1) (HANAHAN, 2022).
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Figura 1: Marcas de Cancer.
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Fonte: Adaptado de HANAHAN, 2022;

Segundo o IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer), a estimativa é de
mais de 35 milhdes de novos casos de cancer em 2050, um aumento de 77% em relacdo aos 20
milhdes de casos estimados em 2022. Os cénceres mais incidentes no mundo, conforme o
Observatorio Mundial do Cancer da IARC, tém-se em destaque o cancer de pulmao com 2,5
milhdes de novos casos, representando 12,4% de todos 0s novos casos. Por outro lado, o cancer
de mama feminino encontra-se em segundo lugar (2,3 milhdes de casos; 11,6%), seguido pelo
cancer colorretal (1,9 milh&o de casos; 9,6%) (IARC, 2024).

As formas de tratamento do cancer incluem cirurgias, radioterapia e tratamento
sistémico, abrangendo quimioterapia, terapia direcionada, terapia hormonal e imunoterapia
(MILLER, 2019). Conforme Banerjee (2017), as reacdes adversas causadas pela toxicidade dos
medicamentos ainda é uma questdo desafiadora associada a quimioterapia. Uma vez que, 0s
agentes quimioterapicos atuam em tecidos ou Orgdos saudaveis, ndo direcionados pelo
tratamento, podem prejudicar a qualidade de vida do paciente durante e ap6s o tratamento
limitando fazendo-se necessario a definicdo de alvos terapéuticos mais pertinente para essa
populacdo (FERREIRA et al,. 2015).

Diante disso, a pesquisa oncoldgica estad a procura de novas e eficazes terapias que
possam reduzir os efeitos colaterais causados pelos tratamentos convencionais. Exemplo de
novas alternativas para terapia sdo 0s compostos naturais puros denominados de chalconas,
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varias moléculas derivadas da mesma foram aprovadas para uso clinico e pesquisas em
humanos (VIERA et al., 2020).

2.2 Chalconas

As chalconas sdo moléculas precursoras na biossintese dos flavondides e isoflavonoides
sendo metabdlitos secundarios naturais encontrados em pigmentos de plantas nas folhas, frutas
e outras partes das plantas (KARTHIKEYAN et al., 2015; OUYANG, 2021). As chalconas
foram incialmente sintetizadas, em laboratério no final dos anos 1800, e isoladas de recursos
naturais apenas em 1910 (AKSOZ, 2011). Apds serem descritas, as Chalconas vém
apresentando propriedades antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, citotoxica
imunossupressora e anticancer (Figura 2) (ORLIKOVA, et al., 2011; LEON-GONZALEZ et
al., 2015).

Figura 2: Propriedades das chalconas.
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Fonte: Autoria prépria, 2024.

A condensacdo aldolica, tipo Claisen-Schmidt, é um meétodo na area da quimica
sintética, na qual é adquirida as chalconas, através de uma acetofenona e o benzaldeido na
presenca de um catalisador acido ou béasico. Devido sua acessibilidade, a condensacéo alddlica
catalisada por base € geralmente a rota mais utilizada para a sintese da chalcona (DAVEY,
1957; SAIYAD, 1937).

A relevancia destes compostos decorre da sua simplicidade quimica, facilidade de
sintese e capacidade de substituir um grande nimero de atomos de hidrogénio para formar

grande nimero de derivados biologicamente ativos. Uma particularidade associada as
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chalconas é que estes compostos constituem facilmente ligacbes carbono-carbono, carbono-
enxofre, e ligacBes carbono-nitrogénio, que sdo precursoras da sintese de varios compostos
heterociclos como pirimidinas, piridinas, benzodiazepinicos, pirazois, 2-pirazolinas, imidazol
e todos os outros flavonoides (CONSTANTINESCU, 2021).

Derivados sintéticos de chalcona-triazol também foram mencionados recentemente na
literatura e demonstraram serem eficazes como agentes antibacterianos, anticancerigenos,
antioxidantes, antituberculosos e antimalaricos (BHUKAL et al., 2023). Este estudo relatou
resultados relevantes sobre a atividade antibacteriana in vitro contra Bacillus cereus,
Escherichia coli e Aspergillus niger (PRASAD et al., 2023). Em relacdo ao potencial
anticancerigeno, observaram-se que os derivados de chalcona-1,2,3 triazol apresentam efeitos
anti-osteossarcoma em linhagens celulares de cancer, cancer de figado, cancer de pulméo e
celulas de cancer cervical (SU et al., 2022).

Segundo o estudo de Karthieyan e colaboradores (2015), as chalconas desempenham o
papel de citototoxicidade mediante a variedade de mecanismos como bloqueio na formacéo de
NOVOoS vasos sanguineos, parada no ciclo celular, inibicdo da polimerizacéo da tubulina e morte
celular programada. Uma pesquisa realizada com derivados heterociclicos de chalcona em
linhagens cancerosas de MCF-7 (mama), A549 (pulm&o), HepG2 (figado) e HCT-116
(colorretal), revelou o potencial anticancer dessa classe de moléculas particularmente contra a
linhagem celular MCF-7. Os compostos também podem exercer atividade contra a proteina
tubulina, um fato relevante, devido a tubulina desempenhar um papel essencial na estrutura e
funcdo do citoesqueleto e a sua inibicdo pode interferir no processo de divisdo celular,
levando & morte das células cancerosas (MAGALHAES, 2019; SHEIKH et al., 2023).

Além disso, € mencionado no estudo de SHEIKH et al., (2023) que os compostos se
direcionam ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), o que é pertinente, pois
0 EGFR ¢é um receptor de membrana celular que se encontra superexpresso em células
cancerigenas e desempenha um papel fundamental na regulacdo do crescimento celular, na
sobrevivéncia e na propagacdo do cancer. Os inibidores de EGFR sdo uma alternativa
terapéutica, uma vez que podem interferir nessas vias de sinalizacdo e ajudar a controlar o
crescimento do tumor (HUANG, 2015; TOMASELLO et al., 2018).

Outro aspecto indicado pelo estudo ¢ a atividade significativa desses compostos contra
as enzimas topoisomerases (SHEIKH et al., 2023), isto €, enzimas responsaveis pela resolucéo
das dificuldades geradas durante processos que requerem o desenrolamento das fitas de DNA

incluindo a replicacdo celular. Nesse sentido, 0s compostos inibidores da topoisomerase tém
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sido alvos de varias pesquisas devido sua superexpressdao em processos fisioldégicos de
proliferagdo celular (BUZUN et al., 2020). Logo, essas moléculas possuem um amplo espectro
de acdo contra o cancer, interferindo em multiplos processos essenciais para a sobrevivéncia e
proliferacdo das células tumorais. 1sso 0s torna candidatos promissores para o desenvolvimento

de terapias anticancer mais eficazes e direcionadas.

2.3 Bischalconas

Na década de 70, foram publicados os primeiros estudos acerca das bischalconas em
que havia a busca por amplas propriedades das chalconas pelo pesquisador Tsukerman et al.
(1970), visto que realizava a avaliagdo da atividade luminescente das “dichalconas” e
“isodichalconas” e consecutiva investigacdo das atividades biologicas (DOROTEIO, 2016).
Para alcancar a estrutura das moléculas denominadas bischalconas simétricas sdo utilizadas
duas partes de chalconas, a partir da unido delas é possivel obter cadeias carbonicas de
proporcao e arranjos distintos, com simetria molecular (GANESA, 2017; YUSUF, 2013).
Dessarte, foram descritas inUmeras condicBes de rota sintética por varios autores, tendo em
vista que as vias de catalise acida e basica sdo as mais notaveis (BERNARDES et al., 2017,
SIDDIQUI, 2014).

As propriedades biologicas e sua estrutura estdo sujeitas a modificacdes devido ao
posicionamento de cada por¢do chalcona. As bischalconas apresentam um anel aromatico
consistente na por¢do central e pode ser substituido em C1, C3 ou C1, C4 (TUTAR, 2019;
GHONEIM, 2020). Conforme o estudo de Pereira et al. (2023), a classe dos compostos deve
dispor de dois anéis arila ligados as extremidades de um dos sistemas centrais de cetonas a, -
insaturadas. Existem uma variedade de compostos que possuem a estrutura quimica similar as
bischalconas por apresentarem o sistema o,B-insaturado, entretanto, ndo podem ser
classificados como bischalconas.

De acordo com Doroteio (2016), a sintese das bischalconas se da por meio da selecdo
de um nudcleo aromatico que proporcione a condensacdo alddlica, comumente, o tereftaldeido
ou o diacetilbenzeno. O procedimento de sintese mais utilizado nos estudos para a obtencédo de
bischalconas simétricas envolve 1 mol do ndcleo escolhido para 2 mols de um aldeido ou
cetona, ndo se distinguindo muito das chalconas, porquanto acontece através da condensacao
de Claisen-Schimdt.

16



Em seu estudo, Abou-zied e colaboradores (2019) sintetizaram e caracterizaram novos
compostos hibridos de xantina/chalcona para investigar seu efeito antiproliferativo e citotoxico
em linhagens de células cancerigenas de Panc-1 (pancreas), MCF-7 (mama), HT-29 (cblon) e
A-549 (epitelial). Nos resultados, sete compostos demonstraram-se mais ativos, dentre eles os
derivados de xantina substituida por 1,3-dimetil e xantina substituida por 1-metil exibiram
inibicdo potente do crescimento de celulas cancerigenas com Clsp variando de 1,0+0,1 a 3,5+0,4
uM em comparagdo com a doxorrubicina com Clso variando de 0,90+ 0,62 a 1,41+0,58 uM.

A morte programada das células, conhecida como apoptose, desempenha um papel
fundamental na formacdo corporal e na manutencdo do equilibrio dos tecidos. Contudo, em
situacdes patoldgicas, principalmente no caso do cancer, as células perdem a habilidade de
passar por esse processo de morte celular, resultando em um crescimento irregular e
descontrolado (LESHCHINER et al., 2013). Pande e colaborabores (2017) observaram por
meio da andlise do ciclo celular que os derivados de chalconas hidroxiladas apresentaram
inducdo a apoptose em mais de 30% das células de cancer colorretal (HCT-116) com parada do

ciclo celular na fase G2/M.

Os conjugados de ligantes bischalcona e lisina foram sintetizados através de reacoes de
alquilacéo e testados contra cancer de figado (MHCC-97H), cancer colorretal (HCT-116) e
cancer gastrico (TMKZ1), cujo composto conjugado bischalcona 3a demonstrou uma supressdo
tumoral promissora para certos tipos de cancer gastrico (LI, ZHIFEN, et al., 2023). Uma distinta
série de bishalconas do tipo terpendide com substituintes halogénicos foi mencionada no estudo
de Lima et al. (2019) e demonstraram valores inibitorios semelhantes aos da doxorrubicina
quando testados em trés linhagens celulares de cancer, sistema nervoso central (SF29), mama
(OVCAR-8) e célon (HCT-116).

A vista disso, o presente trabalho tem por objetivo a avaliacio do efeito antiproliferativo
de bischalconas sintéticas inéditas (LO1 e L03) em diversas linhagens de células tumorais e ndo

tumorais.

17



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Auvaliar do efeito antiproliferativo de bischalconas sintéticas inéditas (L01 e L03) em
linhagem de células tumorais e ndo tumorais.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito citotdxico das bischalconas LO1 e L03 contra linhagens de células

tumorais e ndo tumorais in vitro, por meio do método de MTT;

e Analisar o perfil tempo-dependéncia da bischalcona LO1 em linhagem de céncer de
célon humano (HCT-116);

e Avaliar a viabilidade celular utilizando o ensaio de exclusdo por azul de tripano e

identificar possiveis alteracbes morfoldgicas induzidas pela bischalcona LO1;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Obtencao das Bischalconas

As bischalconas sintéticas (LO1 e L03) foram sintetizadas por condensacdo de Claisen-
Schmidt na Universidade Federal de Goias (UFG) em colaboracdo com a Prof?. Dr? Caridad
Noda Peres e a pos-graduanda Mirian Rita Carrilho de Castro e gentilmente cedidas para a

realizacdo dos ensaios in vitro.

Figura 3. Estrutura quimica

Fonte: Autoria prépria, 2024.
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4.1.2 Cultura celular

As linhagens celulares foram cultivadas em frasco de cultura celular de 25 cm? com
volume de 50 mL ou de 75 cm? com volume de 250 mL de meio de cultura DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina. As
células foram manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical e mantidas
em incubadora a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. A manutencéo foi realizada sempre que
as células alcangcavam aproximadamente 80 a 90 % de confluéncia. O crescimento das linhagens
foi acompanhado diariamente por microscépio invertido.

As linhagens de células tumorais e ndo tumorais que foram utilizadas neste projeto

para avaliar a citotoxicidade dos compostos estéo dispostas na Tabela 1 a seguir.

Tabela 1. Linhagens celulares testadas.

Linhagem | Tipo histolégico Origem | e
NCI-H460 Cigimggn r?é?)epilélurgigsde Humano 1x10*
Mel501 Melanoma Humano 5x10*
Tumorais B16-F10 Melanoma Murino 5x10*
MDA-MB-231 Adenm:;:rizoma de Humans 110"
HCT-116 Can-cer de c-olon | MUrinG 1x10°
HL-60 Leucemlaaz[]%rglelomtlca T 610"
KG-1a Leucerggi;(rjr;ieléide Humano 810"
K562 Leuceg:ci; ir(r:glel()ide Humans 35105
N&o tumorais MCF10a Linhage(rj]; rrﬁ;)r;:: e Humano 3x10°

Fonte: Autoria propria, 2024.
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4.2 Métodos

4.2.1 Ensaio de citotoxicidade MTT

Principio do método

Oteste do MTT é um ensaio colorimétrico utilizado para avaliar a atividade metabdlica
celular. Seu método se baseia na reducdo do MTT, um sal amarelo solivel em &gua, pelo efeito
da atividade metabdlica celular ligada ao NADH e NADPH, formando cristais insollveis
de formazan, de coloracdo azul ou roxa. A coloragdo purpura €, portanto, um quantificador
indireto da viabilidade das células (NILES, 2013; MOSMANN, 1983).

Procedimento experimental

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos em diferentes concentracdes e
incubadas a 37 °C e 5% de CO> por 24 horas. Apos esse periodo, foi adicionado 100 pL das
amostras (bischalconas LO1 e L03) diluidas em meio suplementado, em concentracdes seriadas
que variaram de 0,07 a 10 pM. Apds o periodo de incubacdo de 69h, o meio de cultura foi
removido e 150 pL de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL) foi adicionada em todos 0s pocos e
a placa foi incubada por mais 3 horas. Por fim, o sobrenadante foi retirado e 150 uL de DMSO
foram adicionados para solubilizar os cristais de formazan. Apds completa solubilizacéo,

realizou-se a leitura em espectrofotémetro de placas, em comprimento de onda de 595 nm.

21


https://pt.wikipedia.org/wiki/NADH
https://pt.wikipedia.org/wiki/NADPH
https://pt.wikipedia.org/wiki/Formazan

4.2.2 Ensaio de citotoxicidade MTT com SDS

Principio do método

O método consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3- (4,5-
dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-brometo de tetrazolium (MTT) para o formazan, salvo
especificagdo utilizou-se SDS a 10% para solubilizagéo dos cristais de formazan, uma vez que
a utilizacdo do MTT ainda demonstra limita¢fes devido a ndo dissolucdo total dos cristais de
formazan apresentando assim a formacdo de precipitados no meio de cultura. Portanto, o
dodecil sulfato de s6dio (SDS) é um solvente que tem sido utilizado para aprimorar 0 método,
de modo que o mesmo n&o necessita ser removido do meio de cultura, no entanto exige um

prazo maior para a dissolucéo do formazan (NGA et al., 2020).

Procedimento experimental

As celulas foram dispostas em placas de 96 pocos (KASVI K12-096). Apds 24 horas de
incubacéo em estufa a 37°C com 5% CO, foi adicionado 100 pL da amostra (bischalcona L01)
diluidas em meio suplementado, em concentracdes seriadas decrescentes 0,07 a 10 uM. Como
controle positivo, sera utilizada a Doxorrubicina (DOX) em concentracdes seriadas
decrescentes iniciadas em 8,6 UM. Apds o tempo de tratamento, foi adicionado 20 pl de
reagente MTT atodos 0s pogos e as placas foram incubadas por 4 horas em incubadora a 37°C
com atmosfera de 5% de CO., Posteriormente, adicionou-se 70 uL de reagente SDS 10% em
cada poco. A placa foi mantida na estufa por 12 horas (overnight). A absorbancia de cada poco
a 570 nm e 595 nm foi medida e os espectros de absor¢édo dos pocos foram registados utilizando

um espectrofotémetro.
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4.2.3 Teste em pulso de tempo-concentracao

Principio do método

O principio do método consiste em investigar o perfil tempo-dependéncia e a exposicao

minima necessaria para a acdo de um determinado composto (ALMEIDA et al., 2019).

Procedimento experimental

A linhagem utilizada foi disposta em placas de 96 pocos. Apds 24 horas de incubacéo
em estufa a 37 °C com 5% CO;, foi acrescentado 100 pL da amostra (LO1) teste diluida em
meio suplementado, em concentracdes de 0,07 a 10 uM. Delimitou-se a partir da Clso 0S tempos
de 24 e 48 horas de tratamento. Apos cada tempo pré-determinado, retirou-se o tratamento e 0s
pocos foram lavados duas vezes com PBS e, em seguida, 200 pL de meio suplementado foram
adicionados.

Apos 69 horas, 0 sobrenadante foi retirado e adicionado em cada pogo 150 pL de
solugdo de MTT (0,5 mg/mL), diluido em meio DMEM, e as placas foram reincubadas por 3
horas. Apds isso, 0 sobrenadante sera retirado. O formazan foi ressuspenso em 150 L de
Dimetilsulféxido (DMSO) adicionado em cada pogo. A leitura das placas foi realizada em

espectrofotémetro, utilizando comprimento de onda de 595 nm.

4.2.4 Ensaio Azul de tripano

Principio do método

O ensaio de exclusdo do azul de tripano é um ensaio amplamente utilizado para
determinar o nimero de células viaveis presentes numa suspensdo de células. E um método em
que se avalia a citotoxicidade por meio da integridade da membrana celular, em que as células
viaveis terdo o citoplasma limpo enquanto que as células ndo viaveis terdo o citoplasma azul,
devido a perda da seletividade da membrana. A contagem de células vivas e mortas € realizada
por meio da cAmara de Neubauer e o calculo da viabilidade de células é feita pela razdo entre o

namero de células vidveis e o numero total de células por mL de aliquota (ADAN, 2016).
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Procedimento Experimental

As células HCT-116 foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL em
placas de 24 pogos. Apos 24 horas de incubacdo, as células foram tratadas com a bischalcona
LO1 nas concentracdes definidas a partir da Clso 2, 4, 8 e 16 UM por 24 e 48 horas. As
concentracdes e o periodo de incubagdo foram determinados a partir dos resultados obtidos
pelos ensaios de MTT. A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na concentragdo
de 0,1 uM. Apds o periodo de incubacdo as células foram transferidas para tubos eppendorf,
que em seguida foram centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm. O pellet foi ressuspenso em 1
mL de PBS. Em uma aliquota de 90 pL de suspensao de células, foram adicionados 10 pL de

azul de tripano 0,4%. As células viaveis e ndo viaveis foram contadas em camara de Neubauer.

4.2.4 Teste da analise morfoldgica - coloracdo por pandtico rapido

Principio do método

A coloragdo com kit panotico rapido (Laborclin®) permite a visualizacdo das
caracteristicas morfologicas das células por meio da coloracdo diferenciada da membrana
celular, do citoplasma e do nucleo, sendo possivel observar, por exemplo, alteracfes

morfologicas que caracterizam diferentes processos de morte celular (GURR, 2012).

Procedimento experimental

As células HCT-116 foram plaqueadas na concentragéo de 1 x 10° células/mL em placas
de 24 pocos e, apos 24 horas, foram tratadas com diferentes concentrac@es de LO1 (2, 4, 8 e 16
UM), sendo incubadas por 24 e 48 horas em incubadora com 5% de CO2 a 37 °C. A
doxorrubicina (0,5 uM) foi utilizada como controle positivo. Apds os periodos de incubacéo,
as células foram submetidas ao citospin em 1500 rpm por 5 min sendo dispostas em laminas
em seguida fixadas com solucdo de triarilmetano a 0,1%, coradas com solucdo a 0,1% de
xantenos e com solucdo de 0,1% de tiazinas (Laborclin®) para coloracdo de nicleo e
citoplasma. As laminas foram lavadas para remover o excesso de corante e, em seguida, as

células foram visualizadas em microscopio Optico e fotografadas no aumento de 200x.
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4.2.5 Analises de dados

Os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism versdo 8.0 e 0s
valores das absorbancias foram utilizados para o calculo da média + desvio padrdo da média
(DPM) da porcentagem de inibigdo do crescimento celular a partir de experimentos em

triplicata.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacéo do efeito citotoxico utilizando o ensaio do MTT

O efeito antiproliferativo dos compostos consistiu na realizacdo do método do MTT em
oito linhagens de células tumorais (cancer de pulmdo de células ndo pequenas NCI-H460,
melanoma Mel501, melanoma murino B16-F10, adenocarcinoma de mama MDA-MB-231,
cancer colorretal HCT-116, leucemia promielocitica aguda HL-60, leucemia mieloide aguda
KG-1a, leucemia mieloide cronica K-562) e duas linhagens ndo-tumorais (fibroblastos — L929,
glandula maméria MCF10a) ap6s 72 horas de incubagdo. A doxorrubicina foi utilizada como
controle positivo no estudo. A tabela 2 apresenta os valores de Clso obtidos no ensaio.

As bischalconas apresentaram efeito citotoxico em cinco linhagens testadas, com
valores de Clsg variando de 78,8 a 9,25 uM. A bischalcona LO1 apresentou o melhor efeito
citotoxico, com valores de Clso menores que 100 UM nas cinco linhagens de células tumorais
testadas, sendo mais ativo nas linhagens tumorais Mel501 e HCT-116, com Clso de 19,6 uM e
9,25 UM, respectivamente, e menos ativo na linhagem B16-F10 (Clso = 71,8 uM.) As
bischalconas LO1 e LO3 obtiveram valores de Clso maiores que 100 uM (acima da maior
concentracéo testada) nas linhagens leucémicas (HL-60, KG-1a e K-562) testadas.

A amostra LO1 se mostrou mais sensivel para as linhagens tumorais de cancer de célon
(HCT-116) e melanoma humano (MEL501), j& a amostra LO3 mostra uma seletividade
apresentando valores de Clsop maiores que 100 pM em linhagens ndo tumorais de fibroblastos

(L929), mama (MCF10a) e linhagens tumorais de melanoma murino (B16-F10).
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Tabela 2. Efeito antiproliferativo de bischalconas em linhagens tumorais e ndo tumorais
avaliado pelo ensaio do MTT, apds 72 h de incubagéo.

Intervalo de confianca 95%

LINHAGENS LO1 L03 Doxorrubicina

755 67.9 0,13

NCI-H460 (42,1-48,7) (56,1-78,2) (0,12- 0,15)
19,6 31,6 0,15

Mel501 (15,39-22,2) (25,07- 43.5) (0,12-0,17)
718 0,01

Tumorais B16-F10 (58,1- 91,4) >100 (0,00-0,02)
69,2 788 14

MDA-MB-231 (52,9-92,9) (61,03-101) (1,24-1,72)
9,25 13,8 0,39

HCT-116 (7,18-12,17) (11,94 - 16) (0,18-0,67)

HL-60 >100 >100 ( 38 f% 53)

KG-1a >100 >100 o 58 ! % a5)

K562 >100 >100 (1 822 £563 73)
MCF10 0:22

N3o tumorais a >100 >100 (0,01-0,65)
476 0,29

1929 (32,23-62,5) >100 (0,20-0,39)

Fonte: Autoria Prépria, 2024

A partir dos resultados do ensaio de citotoxicidade de 72 horas pelo método do MTT,

as bischalconas apresentaram efeitos citotoxicos na linhagem tumoral HCT-116, com valores
de Clso de 9,25 pM para a LO1 e 13,8 uM para a L03. Assim, foi escolhida a amostra (LO1)

para a realizacdo do ensaio de citotoxicidade em 24 e 48 horas. Quanto a linhagem selecionada

para dar seguimento ao estudo, optou-se pela linhagem HCT-116 (células tumorais de

carcinoma colorretal), pois, apresentou-se como a linhagem mais sensivel ao tratamento de 72

h de incubacao.

Os resultados da Tabela 3 demonstram que a moléculas ndo apresentou perfil de tempo

dependéncia. Os valores de Clso variaram entre 9,06 a 6,73 uM quando observamos os indices

encontrados do tratamento com as moléculas.
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5.2 Teste em pulso de tempo - concentragdo

Tabela 3. Ensaio de pulso de tempo com a linhagem de células tumorais HCT-116. O gréfico
de barras indica a duracédo do tratamento com (LO1) — bischalcona (barra azul) e o tempo de
incubagdo em meio sem drogas (barra laranja).

CIzo (UM)
Tempo (h) Intervalo de confianca - 95%
0 12 24 36 48 60 72 HCT-116
Lo01 Doxorrubicina
] 6,73 625-7,21 0.25 0,13 - 63
| 906  7.58-10,6 | 039 024 -0,63
B Tratamento Meio livre

Fonte: Autoria Propria, 2024.
Com a pretensdo de definir o tempo a ser trabalhado e padronizar um método para o

estudo de viabilidade celular realizou-se o ensaio de citotoxicidade do MTT com SDS.

5.3 Avaliacéo do efeito citotoxico utilizando o ensaio do MTT com SDS

Durante a realizacdo do ensaio de citotoxicidade com MTT foi observado uma
interferéncia na analise de dados, visto que é necessario remover 0 meio de cultura para
adicionar o DMSO para solubilizacéo dos cristais de formazan o que pode ter levado a diferenca
nos valores de Clso. Ao adicionar somente o SDS ap0ds o tempo de tratamento foi obtido um
valor de Clsode 22 uM para LO1 na linhagem de HCT-116 enquanto o valor anterior foi 9,25
HM.

Tabela 4. Efeito antiproliferativo da bischalcona L01 em HCT-116 avaliado
pelo ensaio do MTT com SDS, apds 72h de incubacao e mais 12 horas overnigth.

Clso (UM)
Intervalo de confianca 95%

LINHAGEM LO01 Doxorrubicina
22,2 0,10
HCT-116 (17— 29.,8) (0,05 - 0,17)

Fonte: Autoria Prépria, 2024.
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5.4 Quantificacéo da viabilidade celular utilizando o ensaio de excluséo por azul de tripano

O ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de tripano foi realizado para
quantificar individualmente células viaveis e ndo viaveis, apos 24 e 48 horas de incubagdo com
a bischalcona LO1. Como observado (Figuras 4A e 4B) no periodo de 24 horas, as
concentragdes escolhidas interferiram na viabilidade das células HCT-116 quando comparadas
ao controle negativo. Por meio do ensaio de viabilidade celular por excluséo de azul de tripano
foi possivel observar que a LO1 foi capaz de reduzir o nimero de células viaveis nas
concentragdes de 4, 8 e 16 UM (*p<0,05). Sendo mais significativa nas concentracdes de 8 e 16
MM no tempo de 24h e em 48h a concentragdo de 16 pM foi mais relevante interferindo no
namero de células ndo viaveis. A concentracdo de 2 UM nédo reduziu o numero de células

viaveis.

Figura 4. Efeito da bischalcona LO1 na viabilidade de HCT-116 determinado pelo ensaio por

exclusdo de azul de tripano apds 24 e 48 horas de tratamento.
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3 Il nviaveis
éé 60
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=
2 201 ﬁ . *

x
U | | [ W
c- 5 2 4 8 16, (M)
Doxorrubicina Bischalcona L01

Os dados correspondem a média = E.P.M. de no minimo dois experimentos independentes.
(*p<0,05) comparado ao controle negativo por ANOVA, seguido de pds teste de Tukey.
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5.5 Teste da analise morfoldgica — coloragdo por panoético rapido

Com o objetivo de verificar o mecanismo de morte envolvido no efeito citotoxico da
bischalcona L01, foi realizada a analise morfoldgica das células HCT-116 tratadas com LO1
por coloracdo com o kit pandtico répido, utilizando microscopia oOptica (Figura 7). Apos 24
horas de incubacdo, a menor concentracdo de 2 UM ndo apresenta alteracdes significativas
quando se comparado com o controle negativo. Entretanto, nas células tratadas com as
concentracdes de 4 e 8 UM, podemos observar corpos apoptoticos na membrana de algumas
células, com formacédo de blebs, figuras mitoticas, alteracbes na membrana citoplasmatica e
frequente aparecimento de vacuolos. Foi possivel observar também, o aparecimento de restos
celulares nas células tratadas com LO1 na concentragdo de 16 pM.

Apos incubacdo de 48 horas, as laminas apresentavam encolhimento celular, rarefagdo
celular, alteracdo na membrana citoplasmatica, restos celulares e aparecimento de algumas
células com corpos apoptdticos nas concentracdes de 2, 4, 8 e 16 pM, além de alteracdo na
membrana citoplasmatica e restos celulares mais frequente na maior concentracéao testada (16
MM). Em células tratadas com doxorrubicina (0,5 puM), utilizada como controle positivo, foi
observada rarefacdo celular, alteracbes de membrana citoplasmatica com formacao de blebs e
aumento do tamanho celular apos 24 e 48 horas de incubacéo, caracteristicas estas compativeis
com morte celular por apoptose. Com isso, possivelmente o efeito citotoxico da L01 em células

HCT-116 pode estar relacionado com indugdo de morte celular por apoptose e/ou autofagia.
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Figura 5. Avaliacdo das alteraces morfoldgicas pela bischalcona LO1 apds 24 e 48 horas de

tratamento.
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Legenda: setas azuis — corpos apoptdticos, formacdo de “blebs”; setas verdes — alteracbes na membrana
citoplasmatica e vactolos; setas vermelhas — figuras mitéticas; setas amarelas — condensagdo da cromatina; setas

pretas — encolhimento celular. Fonte: Autoria Propria, 2024
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6 DISCUSSAO

O céancer é um dos principais problemas de satude publica em razéo da alta morbidade e
baixa seletividade dos métodos de tratamento atuais. 1sso ocorre perante as caracteristicas
especificas das células cancerigenas, como alto potencial de crescimento celular, inducéo de
angiogénese, resisténcia a sinais de apoptose e diversos medicamentos. Por consequéncia, 0
cancer tornou-se um importante desafio para a comunidade cientifica na busca por novos e
melhores medicamentos que tenham como alvo os tecidos e células cancerigenas e causem

menos danos ao organismo (VIEIRA, et al., 2020)

Portanto, é de grande interesse dos pesquisadores a busca por moléculas que possam ter
um papel antitumoral mais apropriado. Por sua vez, moléculas de ocorréncia natural tornaram-
se as principais fontes de novos medicamentos devido a sua diversidade farmacolédgica
(NEWMAN; CRAGG, 2020). Entre elas estdo as chalconas, que possuem diversas atividades
biologicas, incluindo efeitos antitumorais que podem ser potencializados pela conjugacao

molecular com uma série de compostos e agentes terapéuticos (BONAKDAR, et al., 2017).

Considerando o significativo potencial bioldgico de chalconas e seus derivados, suas
funcbes metabdlicas e estrutura estdo sujeitas a modificagdes através da adicdo de anéis
aromaticos devido o posicionamento de cada porcdo chalcona com o intuito de obter novas
moléculas com potencial terapéutico otimizado. Algumas atividades biologicas de tém sido
descritas, tais como a do receptor de crescimento (MAGHRABY, et al., 2023), inibi¢ao da via
de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR (SU, et al., 2022), anticancer (YANG, 2020), antioxidante
(BHALE, et al., 2021).

Yang e colaboradores (2020), relataram atividade citotoxica e antiproliferativa de
analogos de bischalconas em linhagem de células de cancer de pulméao (A549). Conforme SU
et al. (2022), compostos derivados de chalcona triazolicas proporcionaram um potencial
inibitorio significativo em linhagens celulares humanas de osteossarcoma (MG-63), cancer de
figado (HepG2), cancer de pulmao (A549) e cancer cervical (HeLa). Outrossim, apresentou
taxas ndo toxicas para células normais de epitélio pulmonar (BEAS-2B) e mama (MCF-10A).
Insuasty e seus colaboradores (2021) revelaram em sua pesquisa que as bischalconas simétricas
e assimétricas a base de quinolina demonstraram um nivel elevado de citotoxidade contra as
linhagens de cancer de colon HCT-116 (Clso=0,16) e HT29 (Clso = 0,42 uM).
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Li e colaboradores (2023) avaliaram o efeito antiproliferativo de oito conjugados de
bischalconas com ligante de lisina | em linhagens de cancer de figado (MHCC-97H), cancer
colorretal (HCT116), cancer gastrico (TMK1) e adenocarcinoma gastrico (AGS), em que seus
resultados apresentaram seis compostos com atividade contra a linhagem de céncer gastrico
(TMK1), em especifico um composto que relevou a Clso = 22,29 uM, préximo ao medicamento
de referéncia 5-fluorouracil (5-FU) e AGS (Clso = 22,14 uM). Assim, neste estudo, o painel de
linhagens celulares teve ampliacdo para as amostras com potencial efeito antiproliferativo das
bischalconas (LO1 e L03), sendo testadas frente a oito linhagens de células tumorais e duas ndo
tumorais, com distintas origens histoldgicas, utilizando método do MTT.

No presente estudo, duas novas bischalconas sintéticas com estrutura quimica similar
foram testadas inicialmente contra oito linhagens de células tumorais. Possivelmente, mudangas
na estrutura quimica das bischalconas, como o grupo meta-halogenado (F e Cl), podem estar
relacionados com a diferenca de atividade desses compostos, uma vez que foram capazes de
modificar a poténcia do efeito citotoxico destas moléculas e variagdo do valor de Clsp. O
posicionamento meta do anel benzénico das bischalconas LO1 e LO3 pode estar relacionado
com a reducdo da atividade das moléculas em algumas linhagens. Também, o grupo meta-
halogenado CI pode estar associado com menor efeito da LO3 frente as linhagens B16F10,
MDA-MB-23, MEL501 e NCIH460, no entanto, apresentou uma seletividade contra a
linhagem HCT-116.

Considerando a natureza agressiva do cancer colorretal, resultando em uma alta
incidéncia de morte de individuos que possuem esse tipo de tumor (WHO, 2023), a procura por
novos compostos com efeitos seletivos sobre essas células e seus mecanismos de acéao
associados ao potencial antiproliferativo é crucial. Neste sentido, ao observar atividade
citotoxica da bischalcona LO1 contra as células de cancer colorretal tém-se oportunidades para

um estudo mais aprofundado dos mecanismos de acdo desta molécula.

Sharma e colaboradores (2013) evidenciam que a presenca e a forca de grupos
retiradores de elétrons no anel fenil de chalconas e metoxichalconas derivadas de B-ionona
tém um efeito significativo na citotoxicidade (SINGH et al., 2014; BANGDAR et al., 2010).
De acordo com o estudo de Dias et al. (2013), a presenca de um grupo nitro na posicdo para
do grupo fenil elevou muito a citotoxicidade da chalcona 2a derivada da p-ionona, na qual o
grupo orto-hidroxifenil esta ligado ao carbono carbonilico e ao meta- ou para-, ou seja, na

posicédo do anel halobenzeno (F, Cl ou Br) ligado ao carbono f, o valor Clso para a linhagem
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celular de céancer colorretal HCT-116 esta na faixa de 10,9 a 20,9 puM. Ademais, a o-
hidroxichalcona substituida por um halogénio na posicdo para é menos ativa do que a o-
hidroxichalcona halogenada na posicdo meta. Contra a mesma linhagem celular HCT-116, a
o-hidroxichalcona semi-halogenada contendo Br e Cl apresentou valores de Clso de 19,1 e
20,9 uM respectivamente (Dias et al., 2013), enquanto nossos compostos LO1 e LO3 com as

posicdes de halogenacdo meta F e Cl séo 9,25 e 13,8 uM, respectivamente.

Kudli¢kova e colaboradores (2021) elaboraram a sintese de 20 derivados de chalcona
modificadas pela adi¢do de grupos nitro (NO2) e fluorocarbono (CF3). Ao testa-las contra a
linhagem de células leucémicas linfoblastica aguda foi observado que apenas quatro derivados
apresentaram valores de Clsg entre 6,1 e 8,9 uM expressando um potencial antiproliferativo.
Entretanto, em nosso estudo as bischalconas halogenadas LO1 e L03, apresentaram valores de
Clso maiores que 100 uM (acima da maior concentracéo testada) nas linhagens leucémicas (HL-
60, KG-1A e K-562) testadas. Considerando que as linhagens leucémicas sdo células em
suspensdo, é possivel inferir uma hipdtese de que tais células tenham experimentado um
processo de morte celular programada conhecido como anoikis, 0 qual se manifesta quando néo
ha presenca de matriz extracelular (KHAN, 2022). Anoikis é conhecido por ser um processo
muito importante do ponto de vista fisiologico, que assegura o desenvolvimento adequado e a
manutencdo do equilibrio nos tecidos, desempenhando um papel significativo na protecéo do
organismo ao evitar que células soltas se fixem em novos lugares inadequados e crescam de
forma anémala (PAOLI, 2013).

A fim de dar inicio ao estudo do mecanismo de a¢édo da bischalcona L01, foi avaliada a
relacdo tempo dependéncia do efeito antiproliferativo deste composto frente a linhagem de
cancer colorretal, HCT-116. Porém, ndo foi observado na molécula a relacdo tempo-
dependéncia nos ensaios de citotoxicidade (24, 48 e 72 horas). Para corroborar com o0s
resultados do MTT, realizou-se o ensaio de exclusdo com Azul de Tripan, em que o Tripan é
um corante com carga negativa, que pode entrar apenas nas membranas rompidas e ser
absorvido pelas células mortas, enquanto em células viaveis, a membrana celular permanece
intacta (STROBER, 2015). Por meio deste método, comprovamos que as concentracdes 8 uM
e 16 uM da bischalcona LO1 interferiam na viabilidade das células HCT-116.

As alteracBes morfologicas induzidas por esta molécula em células HCT-116 foram
avaliadas por coloragdo com kit panotico rapido, utilizando microscopia optica. A partir da

concentracdo de 4 UM, células HCT-116 tratadas com LO1 durante 24 horas exibiram formacéo
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de blebs na membrana de algumas células, presenca de alteracdo de membrana citoplasmaética,
alguns vacuolos e restos celulares na concentracdo de 16 pM. As alteracbes celulares
observadas nas concentracdes de 8 e 16 uM indica um perfil citotdxico iniciado pelo composto
ja nas primeiras 24 horas de tratamento. Apos 48 horas, foi possivel observar esse perfil
citotoxico desde a concentracdo de 4 UM, sendo observadas alteraces, como rarefacao celular,
alteracdo na membrana citoplasmatica, figuras mitéticas, vactolos e aparecimento de algumas

células com corpos apoptoticos.

Diante todos os dados obtidos nesse trabalho, pode-se relatar que a molécula
bischalcona LO1 demonstra um bom potencial anticancer sobre as linhagens de céncer
colorretal, comportando-se como potenciais moléculas candidatas para o tratamento do céncer,
sendo necessarios analises complementares do mecanismo de morte celular apoptoético,

autofagico e/ou anoikis.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste trabalho, foi possivel determinar efeito
citotdxico dos compostos bischalconas L01 e L03 frente a oito linhagens de células tumorais e
duas ndo tumorais. As bischalconas reduziram a viabilidade celular nas linhagens tumorais
Mel501, MDA-MB-231 e HCT-116 e na linhagem ndo tumoral L929, mas ndo apresentou
efeito significativo para o composto L0O3 no periodo de 72h. Quanto a linhagem MC-F10A os
compostos ndo apresentaram efeito significativo. O composto LO1 induziu, possivelmente,
morte celular por apoptose na linhagem HCT-116. Contudo, mais estudos devem ser realizados
a fim de verificar seus efeitos na toxicidade e sua capacidade de indugdo a apoptose em outras

linhagens celulares e/ou em modelos animais in vivo.
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