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RESUMO 

Neuroblastoma é a neoplasia mais frequentemente diagnosticada na infância. 
O termo é comumente usado para se referir a uma ampla variedade de 
tumores neuroblásticos, incluindo os neuroblastomas, ganglioneuroblastomas e 
ganglioneuromas. Estimativas mostram que 8 milhões de crianças até 15 anos 
de idade por ano são atingidas por esta neoplasia, onde 80% dos casos são 
acometidos em até 4 anos de idade, o tumor é derivado de células malignas 
embrionárias advindas de células neuronais primordiais, desde gânglios 
simpáticos até medula adrenal e outros pontos. Neste estudo, foi avaliado o 
potencial citotóxico do composto 4,2´,3´,4´ tetrametoxi chalcona em modelo in 
vitro de neuroblastoma B103 de rato. Foram preparadas soluções estoques da 
droga a 50mM em dimetilsulfóxido (DMSO) e armazenadas a -20ºC para o 
preparo de novas concentrações (150µM, 100 µM, 75 µM e 50 µM). A 
viabilidade celular foi testada a partir de cultura de células da glia do córtex de 
rato e de neuroblastoma b103. Ensaios de migração celular e formação de 
colônias também foram realizados. Para a análise estatística foi realizado a 
análise de variância um critério (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey, 
utilizando-se o programa BioEstat 5.0. Na avaliação do efeito citotóxico das 
chalconas, foi observado que o tratamento com o composto 4,2`3`4´-
tetrametoxi chalcona não demonstrou nenhum efeito citotóxico contra células 
normais do córtex de rato para as concentrações testadas, enquanto que em 
culturas de células de neuroblastoma B103 foi demonstrado que esta droga 
promove a morte celular de forma significativa.  

 

Palavras chaves: Câncer, Neuroblastoma, Chalconas, Antineoplásico e  

apoptose. 

  



 
 

ABSTRACT 

Neuroblastoma is the most frequently diagnosed malignancy in childhood. The 
term is commonly used to refer to a wide variety of neuroblastic tumors, 
including neuroblastomas, ganglioneuromas and ganglioneuroblastomas. 
Estimates show that 8 million children under 15 years of age per year are 
affected by this cancer, where 80% of cases are affected in up to 4 years of 
age, the tumor is malignant cells derived from embryonic arising from primary 
neuronal cells, since nodes adrenal medulla and sympathetic to other points. In 
this study, we assessed the cytotoxic potential of the compound 4,2 ', 3', 4'-
tetrametoxchalcone in vitro model B103 rat neuroblastoma. Drug stock 
solutions were prepared at 50mM in dimethylsulphoxide (DMSO) and stored at -
20 ° C for the preparation of new concentrations (150µM, 100 mM, 75 mM and 
50 mM). Cell viability was assayed from culture of glial cells from rat cortex. Cell 
migration assays and colony formation were also conducted. For statistical 
analysis, analysis of variance criterion (ANOVA) followed by Tukey test using 
the BioEstat 5.0 program was conducted. In the evaluation of cytotoxic effect of 
chalcones, it was observed that treatment with the compound 4,2’,3’,4’-
tetrametoxchalcone showed no cytotoxic effect against normal cells of rat cortex 
for the concentrations tested, whereas in cell cultures neuroblastoma B103 was 
shown that the drug promotes cell death significantly. 

 

Keywords: Cancer, Neuroblastoma, Chalcones, Antineoplastic and apoptosis 



 
 

LISTA DE FIGURA 

Figura 1: Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais 
incidentes estimados para 2014 por sexo, exceto pele não melanoma. (Fonte: 
INCA, 2014) 

Figura 2: Ciclo Celular: Divisão de uma célula eucarionte hipotética 
com dois cromossomos. Dando origem a duas células-filhas geneticamente 
idênticas que darão inicio a um novo ciclo celular. Fonte: ALBERTS, 2004. 

Figura 3: As fases do ciclo celular. As células crescem continuamente 
na interfase, a qual esta dividida em três fases: A fase S de replicação do DNA; 
G1 é o intervalo entre a fase M e a fase S; A G2 é o intervalo entre a fase S e a 
fase M; A fase M é representada pela divisão do núcleo e depois do 
citoplasma. Fonte: ALBERTS, 2004. 

Figura 4: Foto mostrando cultura de células de neuroblatoma B103. 
(Fonte: YANAGIDA, et al.; 2009). 

Figura 5: Estrutura geral da chalconas.  

Figura 6: Estrutura das 3’,4’,5’- trimetoxi chalconas (R=substituinte). 

Figura 7: Estrutura plana da 2`-hidroxichalcona. 

Figura 8: Estrutura plana da dibenzalacetona. 

Figura 9: Estrutura plana da 4,2`,3`,4´- tetrametoxi chalcona 

Figura 10: Viabilidade celular de cultura de astrócitos tratados por 24h 
com o composto 2`-hidroxichalcona nas concentrações de 100 e 150 µM. 
Grupo controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 (ANOVA, 
seguido do teste de Tukey). 

Figura 11: Viabilidade celular de cultura de astrócitos tratados por 24h 
com o composto dibenzalacetona nas concentrações de 100 e 150 µM. Grupo 
controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 (ANOVA, seguido do 
teste de Tukey). 

Figura 12: Viabilidade celular de cultura de astrócitos tratados por 24h 
com o composto 4,2`,3`,4´- tetrametox chalcona nas concentrações de 100 e 
150 µM. Grupo controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 
(ANOVA, seguido do teste de Tukey). 

Figura 13: Viabilidade celular de neuroblastoma B103 tratado por 24h 

com o composto 4,2`,3`,4´-tetrametox chalcona nas concentrações de 50, 75, 

100 e 150 µM. Grupo controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 

(ANOVA, seguido do teste de Tukey).   



 
 

Figura 14: Migração celular em cultura de neuroblastoma B103 
observada nos tempos 0 e 24h para o controle e veículo (DMSO 0,3%). 

Figura 15: Migração celular em cultura observada nos tempos 0 e 24h 
de tratamento com o composto 4,2`3`4´-tetrametoxichalcona nas 
concentrações de 50, 75, 100 e 150 µm. 

Figura 16: Capacidade de formação de colônia de células da linhagem 
de neuroblastoma B103 após o tratamento prévio por 24h com o composto 
4,2`,3`,4´- tetrametoxi chalcona a 100 e 150µm. Análise realizada após 14 dias 
de cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................ 1 

1.1. CÂNCER  E SUA FORMAÇÂO ............................................................................ 1 

1.1.1. Ciclo Celular .................................................................................................... 6 

1.1.2. Apoptose e Necrose ........................................................................................ 9 

1.2. NEUROBLASTOMA ........................................................................................... 14 

1.3. CHALCONAS ....................................................................................................  20 

1.4. OBJETIVO  ......................................................................................................... 24 

1.4.1. Objetivo Geral ................................................................................................ 24 

1.4.2. Objetivos Específicos ................................................................................... 24 

2. MATERIAL E MÉTODOS ...................................................................................... 25 

2.1. CULTURA CELULAR DE LINHAGEM NEOPLÁSICA ........................................ 25 

2.2. COMPOSTOS  ................................................................................................... 25 

2.3. CULTURA PRIMÁRIA DE ASTRÓCITOS DE RATO  ......................................... 27 

2.4. VIABILIDADE CELULAR  ................................................................................... 27 

2.5. ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR  ................................................................. 28 

2.6. ENSAIO DE FORMAÇÃO DE COLÔNIA  .......................................................... 28 

2.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA  .................................................................................... 29 

3. RESULTADOS  ..................................................................................................... 30 

3.1. A VALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO DAS CHALCONAS 2`-

HIDROXICHALCONA, DIBENZALACETONA E 4,2’,3’,4’-

TETRAMETOXICHALCONA SOBRE CÉLULAS NORMAIS DO CÓRTEX DE 

RATO  ........................................................................................................................ 30 



 
 

3.2. AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO DO COMPOSTO 4,2`,3,`4´-

TETRAMETOXICHALCONA SOBRE A LINHAGEM DE NEUROBLASTOMA DE 

RATO B103  .............................................................................................................. 31 

3.3. AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO 4,2’,3’,4’ - 

TETRAMETOXICHALCONA SOBRE A MIGRAÇÃO CELULAR DA LINHAGEM 

DE NEUROBLASTOMA B103 DE RATO  ................................................................. 31 

3.4. AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO 4,2`,3,`4´ - 

TETRAMETOXICHALCONA SOBRE A FORMAÇÃO DE COLÔNIA EM 

LINHAGEM DE NEUROBLASTOMA B103  .............................................................. 31 

4. DISCUSSÃO ..............................................................................................  39 

5. CONCLUSÃO  ....................................................................................... 45 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS  



1 
 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. O CÂNCER E SUA FORMAÇÃO  

A denominação comum de câncer abrange mais de 100 tipos diferentes 

de doenças, já que cada tecido do organismo humano pode desenvolver uma 

ou mais doenças malignas. O que todas essas doenças têm em comum é, 

principalmente, a proliferação desordenada das células e a capacidade que 

algumas têm de invadir o tecido ao seu redor. Sua origem se dá por 

condições multifatoriais, e esses fatores causais podem agir em conjunto ou 

em sequência para iniciar ou promover o câncer (RICH & EYLER, 2008; 

INCA, 2012).  

O processo de formação do câncer é chamado de carcinogênese e, em 

geral, acontece de forma lenta, podendo levar vários anos para que uma 

célula cancerosa origine um tumor detectável. Esse processo é composto por 

três estágios: estágio de iniciação, no qual os genes sofrem ação dos agentes 

cancerígenos; estágio de promoção, no qual os agentes oncopromotores 

atuam na célula já alterada; e o estágio de progressão, caracterizado pela 

multiplicação descontrolada e irreversível da célula (INCA, 2012).    

A doença é classificada de acordo com o tipo de célula normal que a 

originou, e não de acordo com os tecidos para os quais se espalhou. Sendo 

assim, os carcinomas são os tipos mais comuns de câncer, originando-se de 

células que revestem o corpo, incluindo a pele e uma série de revestimentos 

internos, como os da boca, garganta, brônquios, esôfago, estômago, intestino, 

bexiga, útero e ovários, e os revestimentos dos dutos mamários, próstata e 

pâncreas. Há também os carcinosarcomas, tumores geralmente de alta 

malignidade, derivados de dois tipos de tecidos embrionários e os teratomas, 

derivados de três tipos de tecidos embrionários. Os sarcomas originam-se de 

tecidos de suporte em vez dos de revestimento, tais como ossos, tecido 

gorduroso, músculo e tecido fibroso, encontrados na maior parte do corpo. Os 

linfomas originam-se de linfócitos, e podem ser dividos em linfomas de 

Hodgkin e não-Hodgkin, de acordo com o tipo de célula afetada. A leucemia é 

um câncer que se origina de células da medula óssea. Os melanomas 

originam-se das células da pele que produzem pigmento, os melanócitos. Os 
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gliomas originam-se a partir de células do tecido cerebral ou da medula 

espinhal. Os neuroblastomas são tumores geralmente pediátricos derivados 

de células malignas embrionárias advindas de células neuronais primordiais 

(HUNT et al.; 2011; NCI, 2014). 

Em termos de comportamento, uma vez que as células cancerosas não 

têm a capacidade de invadir o tecido adjacente, o tumor é considerado 

benigno, com possibilidade de completa remoção. Os tumores benignos são 

geralmente de crescimento lento, formados por massas expansivas que 

comprimem ao invés de invadir o tecido circundante. Como tal, eles 

geralmente representam pouca ameaça, a não ser quando crescem em um 

espaço confinado, como o crânio, por exemplo. No entanto, muitos chamados 

de tumores benignos tem potencial maligno, nomeadamente aquelas que 

ocorrem no intestino grosso, e estes devem ser removido antes que a 

malignidade se desenvolva. Contudo, quando as células tumorais apresentam 

a capacidade de se espalhar para outros tecidos, invadindo o tecido 

circundante e, mais significativamente, colonizando órgãos distantes, este 

tumor se torna maligno e passa a ser chamado de câncer propriamente dito. 

Os tumores malignos em geral apresentam crescimento rápido, além disso, 

podem apresentar resistência ao tratamento e levar à morte do paciente 

(ALISSON, 2001; HUNT et al.; 2011).   

A formação das neoplasias se dá pelo desequilíbrio entre a proliferação 

celular e a apoptose (morte celular programada) (ALMEIDA et al.; 2005). 

Estes eventos são controlados por uma grande quantidade de genes, que, ao 

sofrerem mutações, podem ter seus produtos expressos de maneira alterada, 

iniciando a formação do tumor. As células neoplásicas podem se espalhar por 

todo o corpo, através da circulação sanguínea ou do sistema linfático, num 

processo conhecido como metástase (ALISON, 2001).  

Assim, o câncer é resultado de uma série de acontecimentos 

moleculares que, fundamentalmente, alteram as propriedades de células 

normais. Resultam de disfunções genéticas, mutações em células somáticas 

que podem ser ativadas ou exacerbadas por fatores ambientais. Essas 

mutações podem causar um mau funcionamento de processos bioquímicos e 
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resultar em uma proliferação desregulada de células (LARANJEIRO et al.; 

2013). 

O desenvolvimento do câncer pode envolver dezenas, até centenas, de 

genes, por meio de mutações gênicas, quebras e perdas cromossômicas, 

amplificações gênicas, instabilidade genômica e mecanismos epigenéticos, 

sendo os principais grupos de genes envolvidos nesse processo: proto-

oncogenes e genes supressores de tumor (DANTAS et al.; 2009). Estes são 

denominados genes críticos do câncer. Os proto-oncogenes, entre outros, 

estão relacionados com o controle das atividades normais da célula, e ao 

sofrerem mutação resulta em aumento de função e seu mutante, as suas 

formas hiperativas, são denominados de oncogênes. Esses genes são 

responsáveis por aumentar a proliferação celular, ao mesmo tempo em que 

inibem a apoptose. Os genes supressores de tumor são genes que 

expressam produtos que regulam negativamente o ciclo celular. Quando 

mutados deixam de exercer seus papéis através de processos específicos 

para cada gene. Apesar do meio mais comum de perda de função desses 

genes se darem através de mutação na estrutura do DNA, em alguns casos, 

pode ocorrer silenciamento do gene por um processo epigenético (não altera 

a estrutura do DNA), como a hipermetilação do DNA, que é transmitida de 

maneira estável por mitose (ROBERT, 2010). 

Muitos dos genes críticos do câncer regulam o ciclo celular visto que 

seus produtos são componentes das vias de sinalização que controlam o 

comportamento da célula com a sua vizinhança, principalmente os sinais da 

vizinhança celular que leva à divisão celular, à diferenciação e apoptose. 

Muitas mutações levam ao aumento da síntese de componentes que 

estimulam a proliferação, ativando vias de crescimento, síntese de DNA e a 

divisão celular.  

Células cancerosas precisam bloquear as vias que regulam a apoptose 

para inibirem a morte celular. Muitas mutações relacionadas com a inibição da 

apoptose já foram encontradas, por exemplo, a do gene Bcl-2 que produz 

uma proteína com o mesmo nome que bloqueia a apoptose em cânceres 

humanos.  
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Outro gene muito importante para o desenvolvimento do câncer é o 

p53, um gene supressor de tumor que está envolvido em diversas funções da 

divisão celular. Este gene apresenta mutação em mais de 50% dos casos de 

câncer. A disfunção desse gene faz com que o ciclo celular prossiga mesmo 

que haja uma mutação no DNA, permitindo sua transmissão às células 

descendentes e iniciando um processo neoplásico (OZAKI & NAKAGAWARA, 

2010). 

Outras vias de sinalização levam à inibição do ciclo celular como a 

família das proteínas TGFβ que possuem o efeito anticrescimento. A perda 

dessa inibição do crescimento mediada por TGFβ, está presente em um 

grande número de cânceres humanos (RAVITS, 1997). 

Muito se sabe acerca da origem do câncer. Todavia, ainda se fazem 

necessários estudos mais aprofundados sobre o assunto. Hoje sabe-se que a 

base da doença é genética e que a chance de desenvolvê-la aumenta ao 

herdar mutações ou ao se expor a diversos fatores de risco, como agentes 

químicos, físicos e virais, que podem provocam mutações e alterações no 

material genético. 

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da 

International Agency for Research on Cancer (IARC), da Organização Mundial 

da Saúde (OMS), houve 14,1 milhões de casos novos de câncer e um total de 

8,2 milhões de mortes por câncer, em todo o mundo, em 2012. O número de 

casos de câncer continuará aumentando nos países em desenvolvimento e 

crescerá ainda mais em países desenvolvidos se medidas preventivas não 

forem amplamente aplicadas. Nesses, os tipos de câncer mais frequentes na 

população masculina foram próstata, pulmão e cólon e reto; e mama, cólon e 

reto e pulmão entre as mulheres. Nos países em desenvolvimento, os três 

cânceres mais frequentes em homens foram pulmão, estômago e fígado; e 

mama, colo do útero e pulmão nas mulheres (INCA, 2014). 

O número anual de casos de câncer no mundo deverá aumentar 50% 

nas duas próximas décadas, segundo a IARC e a OMS. O índice de mortes 

pela doença também deverá crescer de forma preocupante no período. Um 

relatório publicado recentemente mostra que os países da África, da Ásia e 
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das Américas do Sul e Central concentram 60% dos casos mundiais de 

câncer e 70% das mortes pela doença. Estima-se que em 2030, a carga 

global será de 21,4 milhões de casos novos de câncer e 13,2 milhões de 

mortes por câncer, em consequência do crescimento e do envelhecimento da 

população, bem como da redução na mortalidade infantil e nas mortes por 

doenças infecciosas em países em desenvolvimento (INCA, 2014). 

De acordo com os dados do INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER, 

para os anos de 2012 e 2013, a estimativa foi de 518.510 casos novos de 

câncer no Brasil. Já as estimativas para o ano de 2014, que será válida 

também para o ano de 2015, apontam para a ocorrência de aproximadamente 

576 mil casos novos de câncer, incluindo os casos de pele não melanoma, 

reforçando a magnitude do problema do câncer no país (INCA, 2012;2014).  

O câncer de pele do tipo não melanoma (182 mil casos novos) será o 

mais incidente na população brasileira, seguido pelos tumores de próstata (69 

mil), mama feminina (57 mil), cólon e reto (33 mil), pulmão (27 mil), estômago 

(20 mil) e colo do útero (15 mil). Sem considerar os casos de câncer de pele 

não melanoma, estimam-se 395 mil casos novos de câncer, 204 mil para o 

sexo masculino e 190 mil para sexo feminino. Em homens, os tipos mais 

incidentes serão os cânceres de próstata, pulmão, cólon e reto, estômago e 

cavidade oral; e, nas mulheres, os de mama, cólon e reto, colo do útero, 

pulmão e glândula tireóide (Figura 1) (INCA,2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 
para 2014 por sexo, exceto pele não melanoma. (Fonte: INCA, 2014) 
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1.1.1. Ciclo Celular 

A função básica do ciclo celular (Figura 2) é duplicar todo o material 

genético de forma exata, e garantir a correta segregação dos cromossomos 

para as células-filha geneticamente idênticas. As células eucarióticas 

possuem um sistema complexo de proteínas regulatórias, conhecidas como 

sistema de controle do ciclo celular, que coordena todo o avanço do ciclo 

celular. O cerni do sistema é um conjunto de mudanças bioquímicas 

coordenadas que controlam os principais eventos do ciclo celular, desde o 

início da replicação do DNA até a segregação dos cromossomos replicados 

(DRINKS, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Ciclo Celular: Divisão de uma célula eucarionte hipotética com 
dois cromossomos. Dando origem a duas células-filhas geneticamente idênticas 
que darão inicio a um novo ciclo celular. Fonte: ALBERTS, 2004. 
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O sistema de controle do ciclo celular realiza um papel central na 

regulação do número de células que compõe os tecidos do corpo. Alterações 

relacionadas ao mau funcionamento deste sistema podem levar ao 

desenvolvimento de doenças como o câncer devido às divisões celulares 

excessivas (LARANJEIRO et al.; 2013). 

O ciclo celular eucariótico é comumente dividido em quatro fases: G1, 

S, G2 e M (Figura 3), sendo que as principais são a interfase (G1, S, G2), que 

compreende a duplicação do material celular incluindo o material genético e a 

mitose (fase M), onde ocorre a divisão celular propriamente dita conhecida 

por citocinese (VIALLARD, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com a duplicação do genoma as células também têm que duplicar 

suas organelas e macromoléculas, para evitar reduzirem de tamanho a cada 

divisão. Para isso as células devem organizar seu crescimento, aumentando a 

Figura 3: As fases do ciclo celular. As células crescem continuamente 
na interfase, a qual esta dividida em três fases: A fase S de replicação do DNA; 
G1 é o intervalo entre a fase M e a fase S; A G2 é o intervalo entre a fase S e a 
fase M; A fase M é representada pela divisão do núcleo e depois do 
citoplasma. Fonte: ALBERTS, 2004. 
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massa celular na divisão. Para isto, três intervalos distintos ocorrem durante a 

intérfase: o primeiro, denominado de fase G1, ocorre entre a mitose e o 

período de duplicação do DNA. O segundo intervalo é a fase de síntese de 

DNA (fase S) e por fim, ocorre o período compreendido entre as fases S e M 

denominado de fase G2. A fase G1 inicia-se com o aumento de síntese de 

proteínas e RNAs depois da mitose, além de dar tempo para células 

monitorarem o ambiente se é favorável ou não a duplicação. Na fase S, a 

célula está comprometida com a duplicação do DNA e na fase G2 a célula se 

prepara para a mitose sintetizando os componentes que terão papel nesta 

fase (LARANJEIRO et al.; 2013; HUNT et al.; 2011).  

Terminada a interfase, inicia-se a fase M que inclui a divisão nuclear 

(mitose) e a divisão citoplasmática (citocinese). A mitose começa com a 

montagem do fuso mitótico e a condensação dos cromossomos. Em seguida, 

o envelope nuclear é desfeito e os cromossomos condensados são pareados 

como cromátides irmãs tornam-se presos aos microtúbulos do fuso mitótico. 

Continuando a mitose a célula para brevemente em um estado chamado de 

metáfase, onde os cromossomos são alinhados no plano equatorial formando 

o fuso mitótico. O início da anáfase é marcado pela separação das cromátides 

irmãs, onde os cromossomos migram para os pólos opostos da célula e 

formam novos núcleos. A célula divide-se em duas na citocinese, o que 

completa a mitose (HUNT et al.; 2011). 

O sistema de controle do ciclo celular possui pontos de checagem 

específicos que podem interromper o ciclo caso ocorra o mau funcionamento 

dos processos anteriores, dando tempo para que a maquinaria da célula 

repare o erro, evitando a catástrofe se esse erro fosse repassado a diante. 

Existem três pontos principais de checagem: na fase G1, na fase G2 e na fase 

M na checagem da metáfase. O atraso nas fases G1 e G2 servem para dar 

tempo para que nestes pontos de checagem de danos no DNA corrijam os 

erros caso ocorram. Esses pontos servem ainda para regular o sistema de 

controle por sinais extracelulares de outras células. Tais sinas podem 

promover ou inibir a proliferação celular regulando os processos na fase G1 

(HUNT et al.; 2011). 
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O sistema de controle do ciclo celular funciona utilizando cinases 

dependentes de ciclinas (Cdks) da família de poteíno-quinase que é ativado 

de forma cíclica e que catalisam a fosforilação de proteínas que participam do 

ciclo. A seqüência dos eventos do ciclo celular ocorre pelo acoplamento das 

Cdks as proteínas conhecidas como ciclinas que regulam as atividades de 

fosfolilação das Cdks, que por sua vez, dá seqüência nos eventos do ciclo 

celular (VIALLARD, 2001). 

1.1.2. Apoptose e Necrose 

Vários sinais modulam a proliferação celular, a sobrevida e a morte 

celular e essa ação coordenada leva a célula normal ao crescimento e a 

divisão até a sua senescência (FOSTER, 2008; MESTER & REDEUILH, 

2008). No entanto, as células tumorais perdem a capacidade de regular esses 

sinais, resultando num descontrole da proliferação e escape da morte celular, 

contribuindo para o desenvolvimento dos tumores. Os estímulos tóxicos ou 

deletérios podem desencadear a morte celular por necrose ou apoptose, as 

quais são diferenciadas pela morfologia e vias bioquímicas celulares (BAYLY 

et al.; 1997; COTRAN, et al.; 2000; FOSTER, 2008; KUWANA & 

NEWMEYER; 2003). 

A necrose é definida como uma forma de morte celular iniciada por 

estímulos ambientais que resultam num rompimento abrupto da membrana e 

exposição do conteúdo intracelular (BRAS et al.; 2005). Durante a necrose, 

ocorre condensação da cromatina e a célula aumenta de volume, ocorre um 

inchaço das mitocôndrias, juntamente com o retículo endoplasmático, e 

ocorre a desorganização dos ribossomos (UCHIYAMA, 1995). Há aumento da 

permeabilidade da membrana, por diminuição nos níveis de ATP, que tem 

como conseqüência comprometimento da bomba de Na+/K+ e de outros 

fenômenos que são ATP-dependentes (TRUMP et al.; 1997). Levando ao 

rompimento de organelas e da membrana plasmática e liberação de 

componentes intracelulares, promovendo uma reação inflamatória local 

(BOUJRAD et al.;2007, KERR et al.; 1995). Ainda que o material necrótico 

seja removido por fagócitos, a inflamação causa danos locais significativos 

(KERR et al.; 1995). 



10 
 

Não há evidencia de remodelamento de cromatina durante a necrose, e 

a célula entra em citólise imediata, com perda da integridade da membrana 

plasmática. A citolise é o estágio final da decadência celular evidente no 

processo de necrose (HAIL et al.; 2006). 

Todavia, a apoptose é um processo fisiológico muito bem regulado de 

morte celular programada e desempenha um papel relevante na homeostase 

de diferentes tecidos em resposta a numerosos estímulos. Esse processo é 

caracterizado por diversas alterações morfológicas e bioquímicas das células 

e é de crucial importância para o desenvolvimento embrionário, maturação do 

sistema imune, defesa contra infecções virais e eliminação de tumores 

(BERGANTINI et al.; 2005; BRAS et al.; 2005). É caracterizada por alterações 

no citoesqueleto que induzem contração celular, fragmentação do DNA, 

condensação da cromatina levando a aparência de núcleos picnóticos, 

formação de vesículas sem perda de integridade da membrana e sem 

resposta inflamatória (LAVIN, 1993; LIAO et. al.; 2005; YASUHARA et al.; 

2003). 

A apoptose pode ser dividida em três fases: de iniciação, efetora e de 

degradação. A fase de iniciação é altamente dependente do tipo de estímulo 

apoptótico recebido pela célula por via endógena ou por receptores de 

superfície com domínios de morte (estresse oxidativo, erros no DNA e 

presença de citocinas). A maneira como se inicia essa primeira fase pode 

influenciar as características e a eficácia  das fases seguintes (efetora e de 

degradação). A fase efetora há ativação da cascata de caspases, constituída 

da ativação de proteases, nucleases, e de outros intermediários que 

participam dessa fase. Na fase de degradação, a célula adquire as 

características bioquímicas e morfológicas características desse processo 

(GREEN & KROEMER, 1998). 

As características estruturas típicas da apoptose são resultantes dos 

eventos ocorridos nas fases efetora e de degradação: diminuição do volume 

celular, condensação da cromatina, cariorex, e eventuais brotamentos nas 

membranas, formando corpos apoptóticos (KROEMER et al.; 2007; HAIL et 

al.; 2006).  
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Há duas vias principais de regulação da apoptose: 1) Apoptose 

mediada por receptores de morte (TNF, TNFR1, TRAMP, TRAIL e de Fas) 

presentes na membrana plasmática, denominada via extrínseca e 2) 

Apoptose mediada pela mitocôndria, denominada via intrínseca (HAJRA & 

LIU, 2004; HAIL et al.; 2006). Tanto a via extrínseca quanto a intrínseca 

possuem um grupo independente de caspases iniciadoras que convergem 

sinais para o mesmo grupo de caspases efetoras, com finalidade de executar 

os eventos intracelulares de morte celular programada (HAJRA & LIU, 2004; 

ZHANG et al.; 2004). 

A via extrínseca é iniciada por associação de diferentes receptores de 

morte na membrana plasmática e, ao se agruparem, promovem o 

recrutamento de proteínas adaptadoras (COHEN, 1997; HAIL et al.; 2006). 

Dentre os receptores na membrana plasmática, o receptor fas/CD95 recruta 

procaspase 8 e/ou procaspase 10, e a  elevação nos níveis de procaspases 

próxima a membrana garantem interação dessas caspases inativas com 

proteínas adaptadoras associadas a fas/CD95. A ligação desse complexo 

protéico promove a autocatálise das procaspases que se tornam nesse 

momento em caspases iniciadoras ativadas. A ativação proteolítica 

sequencial de outras caspases culmina na ativação de caspases efetoras 3, 6 

e 7 que estão no citoplasma (HAJRA & LIU, 2004). Ainda, a ativação de 

outros receptores de morte na membrana plasmática, especialmente do 

receptor de estresse celular, junto a ação das caspases iniciadoras 8 e 10, 

integram os sinais de apoptose de via extrínseca aqueles de via intrínseca 

(HAJRA & LIU, 2004; HAIL et al.; 2006). Assim, é preciso avaliar sinais na 

membrana plasmática capazes de agir sinergicamente com sinais 

mitocondriais, na indução de apoptose.  

Na via intrínseca, diversos sinais atuam modulando a permeabilização 

da membrana mitocôndrial externa. O caminho mitocondrial pode ser ativado 

por vários estímulos incluindo hipóxia, espécies reativas de oxigênio, 

irradiação ultravioleta ou gama, a falta de fatores de crescimento e vários 

compostos citotóxicos, resultando na ativação de proteínas pro-apoptóticas. 

Estas proteínas alteram a permeabilidade da membrana externa mitocondrial 

através da formação de canais que causam a liberação e redistribuição de 
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pequenos íons, solutos, metabólitos, citocromo c e de proteínas carreadoras 

de elétrons da cadeia respiratória para o citosol. (BELIZÁRIO et al.; 2007; 

ANTONSSON et al.; 2004). O citocromo c liberado no citosol é necessário 

como co-fator e rapidamente se associa com a região C-terminal a uma 

proteína adaptadora (Apaf-1), esta interação facilita a ligação a procaspase 9 

formando um complexo chamado de apoptossomo, e através da clivagem 

proteolitica a caspase 9 se torna ativa e subseqüentemente ativando outras 

caspases (GREEN & KROMER, 1998; THORMBERRY & LAZEBNIK, 1998). 

O complexo catalítico gerado pelos sinais mitocondriais e a ação das 

caspases ativadas de via extrínsica são sinais convergentes responsáveis 

pela ativação das caspases efetoras 3 e 7. (HAIL et al.; 2006).  

Até o momento, já foram caracterizadas mais de doze isoformas de 

caspases e aproximadamente dois terços destas enzimas apresentam função 

no processo de apoptose. Dois tipos de caspases atuam nas vias de 

sinalização para apoptose e são denominadas de iniciadoras (caspases 8 - 9 

e 10) e efetoras ou executoras (caspases 3, 6 e 7) (THORMBERRY & 

LAZEBNIK, 1998). 

As caspases clivam seus alvos nos resíduos de ácido aspártico. Como 

mecanismo de proteção contra ativação inadvertida, essas enzimas são 

sintetizadas na forma de precursores inativos (zimogênios), necessitando de 

clivagem para iniciar sua ativação (HENGARTNER 2000). As pró-enzimas 

contém 3 domínios: um domínio aminoterminal, uma subunidade menor de 10 

kDa (cadeia β interna) e uma subunidade maior, com 20kDa (cadeia α 

externa). A forma ativa da enzima possui duas subunidades maiores e duas 

menores é um tetrâmero α1β1β2α2 , entre as quais forma dois sítios ativos da 

enzima (EARNSHAW et al.; 1999). A ativação envolve processo proteolítico, 

com formação de heterodímeros entre as subunidades menor e maior 

(THORNBERRY & LAZEBNIK, 1998). 

As caspases clivam proteínas envolvidas na regulação do 

citoesqueleto, incluindo gelsolina, fodrina, Gas-2, proteina quinase de adesão 

focal (FAK), proteína quinase p21, isoformas da proteína quinase C e Mekk-1. 

A destruição da rede de microtúbulos provoca o arredondamento e 
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deslocamento da célula do tecido. Várias alterações do núcleo apoptótico são 

dependentes da ação da caspase-6, caspases que degradam as laminas A, e 

C do envólucro nuclear. O rompimento dessas estruturas parece facilitar o 

acesso e degradação das fitas de DNA na região internucleossomal pela 

nuclease CAD (Dnase Ativada por Caspase). Em células não apoptóticas, 

CAD está presente como um complexo inativo com ICAD (inibidor de Dnase 

Ativada por Caspase). Após a indução da apoptose, ICAD é inativada pelas 

caspases 3 e 7, deixando CAD livre para funcionar como uma nuclease 

(ENARI et al.; 1998). 

Outro fator mitocondrial pró-apoptótico é o Smac/DIABLO que atua 

inibindo as IAPs (inibidores de apoptose) de bloquear a atividade das 

caspases. As IAPs pertencem uma família de proteínas com atividade anti-

apoptótica que atuam como inibidores endógenos de caspases. Após dano 

mitocondrial, a Smac/DIABLO é liberada do espaço intermembrana para o 

citoplasma, juntamente com o citocromo c. Enquanto o citocromo c liga-se à 

APAF-1 e ativa diretamente a caspase-9, Smac/DIABLO remove as IAP de 

sua ligação inibitória com as caspases (GRIVICICH, 2007). A permeabilização 

de membrana mitocondrial e liberação de citocromo c são fundamentais para 

os sinais de via intrínseca, as quais dependem da modulação de proteínas 

anti e pró-apoptícas da família Bcl-2 (TJALMA et al.; 1998).  

A família Bcl-2 possui cerca de vinte proteínas já identificadas, cada 

uma delas com duas ou mais isoformas. Dentre essas proteínas, bax, bak, 

bcl-Xs, bok, bad, bid exercem função pro-apoptóticas enquanto as proteínas 

bcl-2, bcl-XL, bl-w, mcl-1 têm função anti-apotótica. Na mitocôndria, durante a 

apoptose, algumas modificações dessas proteínas podem ocorrer (ZHANG et 

al.; 2004). É conhecido que, durante a apoptose, membros da família Bcl-2 

podem ser fosforilados (bcl-2 e bad), clivados (bid) e podem ter mudanças de 

conformação e oligomerização (bax e bak). Os sinais mitocondriais anti ou 

pró-apoptóticos estão em equilíbrio e a predominância de um desses sinais, 

conduz, respectivamente, a sobrevida ou morte celular programada (CHAN & 

YU, 2004). A interação de proteínas anti e proapoptóticas ocorre por domínio 

hidrofóbicos gerados por membros da família Bcl-2 que interage com 

proteínas próapoptóticas (BRAS et al.; 2005). Proteínas BH3 (Bid e Bim), 
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Clinicamente é classificado em cinco estágios diferentes, de acordo com 

o Sistema Internacional de Estadiamento de Neuroblastoma (INSS). Os 

tumores em fase inicial (estágios 1 e 2) não sofrem metástase para o osso ou 

medula óssea e são tratáveis com medicamentos quimioterápicos e 

irradiação. Os tumores em estágio avançado (estágios 3 e 4) são altamente 

metastáticos e geralmente respondem positivamente ao tratamento inicial. No 

entanto, eles muitas vezes se tornam resistentes à quimioterapia e 

irradiação. O quinto estágio dos tumores neuroblásticos (estágio 4S) sofre 

regressão espontânea com tratamento mínimo ou mesmo sem intervenção 

médica (JIANG et al.; 2011). A Tabela 1 descreve mais detalhes acerca do 

estadiamento do neuroblastoma, de acordo com o INSS (DAVIDOFF, 2013). 

 

Tabela 1. Sistema Internacional de Estadiamento de Neuroblastoma (INSS). 

Estágio 1 Tumor localizado, confinado à área de origem, do 
qual é possível efetuar excisão completa; com ou sem 
doença residual; nódulos linfáticos epsilaterais 
histologicamente negativos. 

Estágio 2A Tumor localizado, do qual não é possível efetuar 
excisão completa; nódulos linfáticos epsilaterais e 
colaterais histologicamente negativos. 

Estágio 2B Tumor localizado, do qual é possível efetuar 
excisão completa ou incompleta; nodulos linfáticos 
epsilaterais histologicamente positivos e nódulos 
linfáticos colaterais histologicamente negativos. 

Estágio 3 Tumor irressecável unilateral com infiltração na 
linha média, com ou sem nódulos linfáticos envolvidos ou 
tumor localizado unilateral com nódulos linfáticos 
colaterais envolvidos ou ainda tumor irressecável da linha 
média com infiltração bilateral ou envolvimento dos 
nódulos linfáticos. 

Estágio 4 Tumor primário com metástases em nódulos 
linfáticos distantes, osso, medula óssea, fígado, pele e/ou 
outros orgãos. 

Estágio 4S Tumor primário, como definido nos estágios 1, 2A 
e 2B, com metástases restrita à pele, fígado e/ou medula 
óssea (crianças com <1 ano – Lactentes). 
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Além da classificação em estágios da doença, os neuroblastomas 

também são classificados de acordo com as variáveis de prognóstico em três 

grupos de risco: baixo, médio e alto risco. A probabilidade de sobrevida em 

cada grupo é de 95% a 100%, 85% e 90%, e inferior a 30%, respectivamente 

(JIANG et al.; 2011; DAVIDOFF, 2012).  

O prognóstico pode variar de acordo com os fatores de risco clínicos e 

biológicos como idade, estadiamento, histologia e a presença do gene N-myc, 

sendo este último extremamente importante na determinação acurada dos 

grupos de alto risco e na previsão de resposta do paciente (GEORGE et al.; 

2005).  

O neuroblastoma é o tumor sólido extracraniano mais comum na 

infância, sendo responsável por cerca de 7 a 10% das neoplasias pediátricas 

e 15% de todas as mortes por câncer em pacientes pediátricos com menos de 

15 anos de idade (MARIS et al.; 2007; COLON & CHUNG, 2011). Trata-se de 

uma doença extremamente heterogênea, os tumores podem regredir 

espontaneamente, mesmo sem terapia, ou exibir um fenótipo extremamente 

agressivo, pouco sensível as atuais terapias antineoplásicas. Alguns dos 

fatores responsáveis por esta heterogeneidade foram identificados e 

crescentes evidências indicam que as características biológicas e moleculares 

do neuroblastoma são altamente preditivas quanto ao seu comportamento 

clínico (DAVIDOFF, 2012). O tumor pode surgir em qualquer lugar ao longo 

do sistema nervoso simpático, porém é mais frequente na medula adrenal 

(BRODEUR, 2003; MARIS et al.; 2007). 

Noventa por cento das crianças com neuroblastoma são 

diagnosticadas antes dos 5 anos de idade. Enquanto crianças que 

apresentam estágios inferiores da doença (fase 1, 2 e 4s) tendem a ter um 

melhor prognóstico, mais de 75% dos pacientes com idade superior a um ano 

apresentam a doença em fases avançadas (estágios 3 e 4), caracterizadas 

por metástase (BRODEUR, 2003; JIANG et al.; 2011).  

O quadro clínico dos neuroblastomas é extremamente variado, 

dependendo das características do tumor primário, de sua integridade, do 

comprometimento de estruturas vizinhas e da presença de metástases, pois 
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uma vez que são tumores que crescem a partir das células ganglionares 

primitivas do sistema nervoso simpático, eles podem ser encontrados ao 

longo de todo sistema nervoso simpático (MAHONEY et al.; 2006).  

O neuroblastoma manifesta-se frequentemente em fases avançadas, 

surgindo sintomatologia apenas quando o tumor se torna volumoso ou 

quando se desenvolvem metástases. O tumor se dissemina através das vias 

linfática e hematogênica para a medula óssea, osso, fígado, pele e raramente 

pulmão e cérebro. A maioria dos tumores primários (65%) ocorre dentro do 

abdome, com pelo menos metade desses surgindo na medula adrenal. Outros 

sítios comuns da doença incluem a garganta, tórax e pelve (SCHWAB et al.; 

1993, SCHWAB et al.; 2000). 

Os tumores podem acometer raramente o sistema nervoso central, e 

em cerca de 1% dos casos o tumor primário não pode ser identificado. A 

localização preferencial do tumor primário varia de acordo com a idade do 

paciente, sendo que as crianças com menos de 1 ano de idade têm maior 

incidência de tumores torácicos, quando comparadas às crianças maiores. Os 

sinais e sintomas variam de acordo com o território acometido (SCHWAB et 

al.;1993, 2000). 

O aumento de volume abdominal devido ao crescimento do tumor é um 

dos principais sintomas, com massas irregulares e dolorosas (GOLDEN & 

FEUSNER, 2002). O tumor pode ser detectado acidentalmente, durante 

consultas por outros motivos, exames radiológicos, ou mesmo antes do 

nascimento, numa ecografia de rotina. As crianças podem queixar-se de 

desconforto abdominal. Se a massa for volumosa poderá provocar sintomas 

compressivos como retenção urinária, constipação ou oclusão intestinal, 

edema escrotal e dos membros inferiores ou hipertensão vascular. Tumores 

volumosos podem sangrar, provocando distensão abdominal, que também 

pode estar associada ao envolvimento hepático secundário (KEDAR,1981). 

Na região torácica, os tumores apresentam-se muitas vezes como uma 

massa, podendo permanecer assintomáticos por longo tempo, causando 

distúrbios respiratórios, por compressão das vias aéreas (KAPLAN et al.; 

1980; PARISI et al 1993). 
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O neuroblastoma cervical surge comumente sob a forma de uma 

massa. A metastização ganglionar cervical pode confundir-se inicialmente 

com uma linfadenopatia inflamatória. A síndrome de Horner por compromisso 

da inervação simpática superior também é característica. A sintomatologia 

relacionada com a presença de metástases é muito rica, frequentemente as 

crianças apresentam um aspecto visivelmente doente, com sintomas 

constitucionais que incluem má evolução ponderal, febre ou irritabilidade. As 

metástases da medula óssea podem originar um quadro semelhante a uma 

leucemia. As metástases ósseas podem provocar redução da atividade, 

claudicação e a criança poderá queixar-se de dor óssea ou articular, muitas 

vezes confundida com artrite. Um achado muito característico do 

neuroblastoma é o desenvolvimento de equimose peripalpebral (KAPLAN et 

al.; 1980). 

A ocorrência do neuroblastoma na idade adulta é excepcional, sendo a 

incidência de 0,2 casos por milhão de pessoas por ano, o que torna esse tipo 

de tumor extremamente raro nesta fase da vida. Os locais mais comuns de 

ocorrência desta neoplasia em adultos, considerando alguns casos relatados, 

são regiões como retroperitônio (30%), seguido de supra-renal, pélvis e 

mediastino, além de outros locais mais raros, como cabeça e pescoço, 

mesentério e coluna torácica. A idade média de ocorrência em adultos 

compreende a faixa etária de 38 a 49 anos, com igual incidência em ambos 

os sexos masculino e feminino (FRANKS et al.; 1997; HASEGAWA et al.; 

2001; MCLEAN et al.; 2004; SINGH et al.; 2010).  

Vários fatores de risco para o desenvolvimento do neuroblastoma 

foram propostos e são objetos de estudos devido ao início precoce da 

doença. Diversos estudos têm investigado fatores pré-natais, de gestação e 

concepção. Estes fatores têm incluído a ocupação dos pais, o tabagismo, o 

consumo de álcool, o uso de medicamentos durante a gravidez, exposição à 

infecção nos primeiros anos de vida, o uso de pesticidas, entre outros 

(MICHALEK et al.; 1996; OLSHAN et al.; 1999; DE ROOS et al.; 2001; 

DANIELS et al.; 2001; MENEGAUX et al.; 2004). Contudo, nenhum desses 

estudos apresentou resultado definitivo. Assim, nenhuma exposição pré ou 
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pós-natal à drogas, produtos químicos ou radiação pode ser considerada 

como sendo responsável pelo desenvolvimento desta neoplasia. 

Alguns pacientes com neuroblastoma demonstram uma predisposição 

para desenvolver a doença, e isto segue um padrão hereditário autossômico 

dominante. Estes apresentam características distintivas: surgimento mais 

precoce, múltiplos tumores primários e bom prognóstico (TONINI et al.; 2003).  

Mesmo considerando-se a predisposição genética para desenvolver a 

doença, deve ficar claro que a maioria dos neuroblastomas ocorem 

espontaneamente. Mutações somáticas como ganha ou perda de alelos, 

ativação oncogênica ou alterações no índice de DNA das células tumorais 

têm sido considerados fatores importantes no desenvolvimento de 

neuroblastoma esporádico (BRODEUR, 2003). 

Há um discreto predomínio da ocorrência de neuroblastoma em 

crianças do sexo masculino sobre o feminino (DAVIS, 1987), além de 

acometer mais crianças de cor branca, que são diagnosticados antes dos 15 

anos de idade (GOODMAN et al.; 1991; GURNEY et al.; 1996). 

A incidência de neuroblastoma por ano é de 10,5% por milhão de 

crianças e corresponde a mais de 7% das neoplasias malignas em doentes 

com menos de 15 anos e cerca de 15% dos óbitos pediátricos. O pico de 

incidência é com a idade de 0 a 4 anos, com uma idade media de 23 meses. 

Quarenta por cento dos pacientes que apresentam sintomas clínicos no 

diagnóstico são menores de 1 ano de idade e menos de 5% com os sintomas 

clínicos são de idade superior a 10 anos ( PARK et al.; 2008; BENEDETTI & 

CIMINI, 2010). 

Nos últimos anos têm-se evidenciado muitos esforços no 

desenvolvimento de drogas extremamente eficazes para o tratamento de 

neoplasias (DEVITA & CHU, 2008). Na atualidade, o tratamento do câncer 

compreende cada vez mais a quimioterapia combinada e, às vezes, em 

associação com outras formas de tratamento. Tais drogas farmacológicas são 

empregadas para promover a morte das células doentes sem causar danos 

ao tecido normal. 
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No momento em que uma quantidade de células susceptíveis é 

exposta a um agente antineoplásico apropriado, estas geralmente morrem 

seguindo uma cinética de primeira ordem, isto é, uma porcentagem constante 

de células é morta. Por isso, a chance máxima de cura existe quanto menor 

for o número de células tumorais presentes. O tratamento quimioterápico 

antineoplásico tem como objetivo impedir que as células cancerosas se 

multipliquem e invada estruturas adjacentes, evitando o processo de 

metástase e, em última instância a morte do paciente. 

O primeiro quimioterápico antineoplásico foi desenvolvido a partir do 

gás mostarda, usado nas duas grandes Guerras Mundiais como arma 

química. Após a exposição de soldados a este agente, verificou-se que eles 

desenvolveram hipoplasia medular e linfóide, o que levou ao seu uso no 

tratamento dos linfomas malignos. Com sua publicação, em 1946, dos 

estudos clínicos feitos com o gás mostarda e das observações sobre os 

efeitos do ácido fólico em crianças com leucemias, verificou-se um crescente 

avanço da quimioterapia antineoplásica (SCOTT, 1970; GHANEI & HARANDI, 

2007). Desde então, quimioterápicos mais ativos e menos tóxicos encontram-

se disponíveis para uso na prática clínica. Os avanços verificados nas últimas 

décadas, na área da quimioterapia antineoplásica, têm levado a aplicação de 

outros tipos de tratamentos de câncer e permitindo maior número de curas 

(SCOTT, 1970; DEVITA & CHU, 2008). 

1.3.  CHALCONAS 

Os produtos naturais têm sido utilizados como compostos promissores 

para o tratamento de muitas doenças, incluindo o câncer, devido à sua 

capacidade para inibir o crescimento de células anormais e induzir a apoptose 

(JOHNSEN, 2007). Entre os compostos que têm sido descobertos e que 

apresentam atividades antiproliferativa e com bom potencial terapêutico, 

estão os flavonóides, os quais são  sintetizado a partir de chalconas em 

plantas.  

Chalconas (1,3-difenil-2-propen-1-onas) compreendem uma classe de 

compostos orgânicos naturais presentes em uma variedade de espécies de 
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plantas. São comumente conhecidos como pigmentos amarelos encontrados 

em diferentes órgãos vegetais, sobretudo nas flores, tendo fundamental papel 

no processo de polinização das plantas em função da pigmentação produzida, 

o que atrai pássaros e insetos (ZUANAZZI, 2001; ZHANG ET AL.; 2013). 

Quimicamente as chalconas consistem em uma cadeia aberta no qual 

os dois anéis aromáticos são unidos por um sistema ceto-α,β-insaturado,  

sendo 1,3-difenil-2-propen-1-ona a estrutura básica, conforme a Figura 5 

(ECHEVERRIA  ET AL.; 2009; ÁVILA, 2008; CHIARADIA, 2008).  

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

São compostos precursores da via de biossíntese dos flavonóides, que 

possuem diversas propriedades biológicas, incluindo antitumoral, 

antimutagênicas, anti-inflamatória, antioxidante, antifúngicas, antibacterianas, 

antiprotozoárias, analgésica, entre outras (DUCKI, 2007; KONTOGIORGIS, 

2008; BANDGAR, 2010; ZHANG et al.; 2013).  

Essa vasta gama de atividades é em grande parte atribuída às 

inúmeras possibilidades de substituições nos anéis aromáticos das chalconas, 

possibilitando a obtenção de uma grande quantidade de compostos, uma vez 

que existem inúmeros benzaldeídos e acetofenonas comerciais que podem 

ser combinados, fornecendo a variedade estrutural pretendida (DUCKI, 1998). 

Figura 5. Estrutura geral da chalconas.  
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As chalconas podem ser obtidas sinteticamente através de vários 

métodos, onde a reação de condensação aldólica entre aldeídos e 

acetofenonas é a forma mais simples e geral para obter estes compostos 

(VOGEL, 1989; YADAV et al.; 2011). 

Chalconas sintéticas apresentaram uma potente capacidade na 

regulação da biossíntese de GSH, baixas concentrações, não tóxicas, 

demonstraram inibir a síntese do óxido nítrico sintase (NOS) do tipo induzível, 

induz a expressão HO- e a síntese de Glutationa (GSH). Sua toxicidade tem 

sido associada com a produção de espécies reativa de oxigênio (ROS) e 

disfunção mitocondrial (KACHADOURIAN, 2006, 2011, 2012; BAN, 2004). 

As chalconas com substituição de três hidrogênios por metoxilas em 

um dos anéis aromáticos são descritas na literatura como potenciais agentes 

antitumorais (SRINIVASAN, 2009; BHAT, 2005).   

Bhat et al. (2005) destacaram que a presença do padrão de 

substituição 3’,4’,5’-trimetoxifenil é essencial para a atividade citotóxica 

observada para as chalconas testadas frente a 12 linhagens celulares de 

câncer humano.  

Em outro estudo Quintin et al. (2009) observaram que a presença de 

metoxilas como substituintes dos hidrogênios do anel A das chalconas 

aumenta a citotoxicidade, definindo que as 3’,4’,5’-trimetoxichalconas (Figura 

6) são as que demonstram maior potencial citotóxico. Estudos recentes de 

Boumendjel et al (2008) mostraram que a dimetoxilação ou trimetoxilação em 

carbonos das posições 2’,4’,6’ foram altamente benéficos para a parada do 

ciclo celular em G2/M, enquanto que a hidrixilação na posição 2’ foi 

prejudicial. Esta ultima observação foi contraria aos resultados de Rao et al 

(2004), que demonstraram alta citotoxicidade da 2’-hidroxi chalcona, contra 

células de câncer U937.  
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Dados da literatura sugerem que a atividade anti-câncer de algumas 

chalconas é resultado de sua ligação à tubulina, impedindo a polimerização 

dos microtúbulos (LAWRENCE, 2005). A avaliação da atividade antimitótica 

de trimetoxichalconas descreve uma chalcona comparável, e em alguns 

casos melhor, que a da combrestatina-A4 (PETTIT, 1989). Essa comparação 

pode ser feita, uma vez que o padrão de substituição do anel A nesses 

compostos é o mesmo (3,4,5-trimetoxifenil), os quais se ligam ao sítio de 

ligação da colchicina na tubulina (LAWRENCE, 2005).  As estruturas da 

Combrestatina inibem a polimerização da tubulina, causando um dano ao 

sistema de microtúbulos do tumor e inibindo o processo de mitose celular 

(GO, 2002; LAWRENCE, 2005). 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estrutura das 3’,4’,5’-trimetoxichalconas (R=substituinte). 
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1.4.  OBJETIVOS 

1.4.1. Objetivo Geral 

Avaliar o potencial efeito antineoplásico de diferentes chalconas (2`-

Hidroxichalcona, Dibenzalacetona e 4,2´3´4´ tetrametox chalcona) em modelo 

in vitro de neuroblastoma B103 de rato. 

1.4.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar o efeito citotóxico das chalconas 2`-Hidroxichalcona, 

Dibenzalacetona e 4,2`3`4´-tetrametox chalcona  em astrócitos do 

córtex de rato.  

• Avaliar o efeito do tratamento da droga 4,2´3´4´ tetrametox chalcona 

sobre a linhagem  de neuroblastoma B103 de rato. 

• Avaliar do efeito da droga 4,2´3´4´ tetrametox chalcona sobre a 

capacidade de migração de células de neuroblastoma B103 de rato. 

• Avaliar o efeito da droga 4,2´3´4´ tetrametox chalcona sobre a 

capacidade de formação de colônia de células de neuroblastoma B103 

de rato. 

• Avaliar o efeito do tratamento com a droga 4,2´3´4´ tetrametox 

chalcona sobre o padrão de morte apoptótico ou necrótico de células 

da linhagem de neuroblastoma B103 de rato por marcação com DAPI 

(4',6-diamidino-2-fenilindole). 

 

 

 

 

 

 



 

2. MATERIAL E MÉTO

2.1. CULTURA CELULAR DE LINHAGEM NEOPLÁSICA
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Figura 7: Estrutura plana da 

  

 

E MÉTODOS 

CELULAR DE LINHAGEM NEOPLÁSICA 

A linhagem neoplásica utilizada neste trabalho foi a de neurob

de rato B103 as quais foram mantidas em crioproteção em nitrogênio liquido.

Após o descongelamento, as células foram cultivadas em garrafas para 

cultura de células de 25 cm2 de área com 5 ml meio nutriente DEMEM 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 10U/ml penicilina e 10µg 

mantidas em estufa de CO2 a 37 ºC, efetuando

do meio a cada dois dias. 

 2`-hidroxichalcona PM=224u, dibenzalacetona PM= 

tetrametoxi chalcona PM= 328u foram sintetiza
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Figura 8: Estrutura plana da 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Estrutura plana da 

 

Estrutura plana da dibenzalacetona 

Estrutura plana da 4,2`,3`,4´- tetrametoxi chalcona
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Foram preparadas soluções estoques dos compostos a 50mM em 

dimetilsulfóxido (DMSO) e armazenadas a -20ºC para o preparo de novas 

concentrações (150µM, 100 µM, 75 µM e 50 µM) usadas nos experimentos. 

 

2.3. CULTURA PRIMÁRIA DE ASTRÓCITOS DE RATO 

As culturas foram feitas utilizando-se ratos com um dia pós-

nascimento. Os animais foram anestesiados, sendo este processo seguido 

por craniotomia e dissecação do córtex cerebral. Fatias de tecido cerebral 

foram submetidos à dissociação química com tripsina 1% por 10 minutos com 

posterior dissociação mecânica. As células foram plaqueadas em meio 

DEMEM com 10% de soro bovino fetal em uma confluência de 5 x106/ placa e 

mantidas em estufa de CO2 durante 14 dias para se ter total confluência e 

realização dos experimentos de citotoxicidade das drogas testadas em células 

normais do córtex de rato em diferentes concentrações. 

 

2.4. VIABILIDADE CELULAR  

Utilizando o método proposto por Mosmann (1983) a viabilidade celular 

foi avaliada baseando-se na conversão do cromógeno solúvel, brometo de 3-

[4,5-dimetil-triazol-2-il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT), pela ação das 

desidrogenasses presentes em células viáveis, em formazan pouco solúvel, o 

qual forma cristais na cor violeta no interior das células que pode ser 

solubilizado e lido em espectrofotômetro com comprimento de onda igual a λ= 

570 nm. 

No ensaio de citotoxicidade, culturas de células da glia do córtex de 

rato feitas em placas de 24 poços, foram expostas as drogas 2`-Hidroxi 

chalcona, Dibenzalacetona e 4,2`,3`,4´-tetrametoxi chalcona em diferentes 

concentrações (150µM e 100µM), para determinar a droga com melhor efeito. 

Para o ensaio de concentração, após 24 h de cultivo na placa de 24 

poços, as células foram tratadas com diferentes concentrações da chalcona 
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4,2’,3’,4’-tetrametoxi chalcona (150µM, 100µM, 75µM e 50µM). No controle, 

utilizamos apenas DEMEM e no grupo veículo 0,3% de dimetilsulfóxido 

(DMSO) em meio DMEM, n=4 para todos os grupos. 

 

2.5. ENSAIO DE MIGRAÇÃO CELULAR 

Após 24h de cultivo em placa de 24 poços, foi realizada uma lesão 

transversal na área central da superfície de cultivo, com a utilização de uma 

ponteira de 10µl. A cultura foi lavada com PBS e os grupos foram: controle 

(apenas DMEM); veículo (0,3% de DMSO em DMEM) e os tratados com a 

droga A4 nas concentrações de 150, 100, 75, 50µM. 

A migração celular para a área lesionada foi acompanhada por captura 

de imagens usando câmera digital acoplada ao microscópio invertido com 

contraste de fase com objetiva 40X, nos tempos zero, 24h e 48h após o 

tratamento. 

 

2.6. ENSAIO DE FORMAÇÃO DE COLÔNIA  

As células foram plaqueadas em garrafas de culturas numa densidade 

de 4x105 células, e após 24h de cultivo foram tratadas com a chalcona 

4,2`,3`,4´-tetrametoxi chalcona nas concentrações de 150, 100, 75 e 50µM, 

além do controle (DMEM) e do veículo (0,3% de DMSO). 

Após 24h de tratamento as células foram lavadas 2x com PBS e 

dissociadas quimicamente com tripsina por 5 minutos, seguido de inativação 

com DMEM e centrifugação (3000 rpm/3 min). O conteúdo celular foi 

ressuspenso em 1ml de meio de cultivo e efetuado a contagem de células 

utilizando a câmara de Neubauer e o corante azul trypan 0,4%. 

 Uma densidade de 400 células viáveis de cada tratamento foram 

semeadas em novas placas de cultura e cultivadas por 14 dias, realizando-se 

a troca de meio a cada 3 dias. Ao final deste período as culturas foram 

lavadas com PBS e coradas com cristal violeta 0,25% / etanol 50% por 30 
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minutos, em seguida lavadas 2x com PBS e realizado a captura de imagem 

com câmera digital para avaliar a capacidade de formação de colônia. 

 

2.7.  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Para a análise estatística foi realizado a análise de variância um critério 

(ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Todos os testes foram realizados no 

programa através do programa BioEstat 5.0 (Ayres et al.; 2008). 
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3. RESULTADOS 

3.1. A VALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO DAS CHALCONAS 2`-

HIDROXICHALCONA,  DIBENZALACETONA  E 4,2`,3`,4´-

TETRAMETOXICHALCONA  SOBRE CÉLULAS NORMAIS DO CÓRTEX DE 

RATO. 

 

Ensaios de viabilidade celular foram realizados para avaliar o efeito 

citotóxico dos compostos testados.  

O tratamento com as chalconas em cultura de células de córtex de 

rato, mostrou que o composto 2`-hidroxi chalcona nas concentrações de 

100µM (45,98±2,28) e 150µM (6,87±1,14) promoveu  morte celular de 

maneira significativa em relação a porcentagem do controle, foi realizado a 

análise de variância um critério (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 

*p<0,01 (Figura 10).  

O tratamento com o composto dibenzalacetona demonstrou diferença 

estatisticamente significativa do efeito citotóxico em ambas as concentrações 

experimentais 100µM (24,52±10,67) e 150µM (16,98±1,43), foi realizado a 

análise de variância um critério (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 

*p<0,01 (Figura 11 ).  

Já o tratamento com o composto 4,2`,3`,4´- tetrametoxi chalcona  não 

demonstrou nenhuma diferença estatisticamente significativa em relação ao 

efeito citotóxico contra células normais do córtex de rato para as duas 

concentrações testadas 100µM (111,61±11,54) e 150µM (121,86±12,36), foi 

realizado a análise de variância um critério (ANOVA) seguido pelo teste de 

Tukey. (Figura 12). 
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3.2. AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO DO COMPOSTO 4,2`,3`,4´-

TETRAMETOXICHALCONA  SOBRE A LINHAGEM DE NEUROBLASTOMA 

B103 DE RATO. 

O tratamento com o composto 4,2`,3`,4´- tetrametoxi chalcona  em 

culturas de células de Neuroblastoma B103 demonstrou que este composto 

promove a morte celular de forma estatisticamente significativa em todas as 

concentrações testadas 50µM (47,02±3,13), 75µM (44,38±1,64), 100µM 

(37,37±2,84) e 150µM (37,38±3,97) (Figura 13). 

 

3.3. AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO 4,2’,3’,4’- TETRAMETOXI 

CHALCONA SOBRE A MIGRAÇÃO CELULAR DA LINHAGEM DE 

NEUROBLASTOMA B103 DE RATO  

A capacidade migratória das células de neuroblastoma B103 perante o 

tratamento com o composto 4,2`,3`,4´-tetrametoxi chalcona foi avaliado pelo 

ensaio de migração celular (Figura 14 e 15). De acordo com as imagens, 

podemos observar que tanto no controle (DMEM) quanto no veículo (DMSO 

0,3%), após 24 horas houve migração de células com o fechamento completo 

da área de lesão. Contudo o tratamento com o composto 4,2`,3`,4´-

tetrametoxichalcona nas concentrações de 50, 75, 100 e 150µM promove 

alteração na capacidade de migração e invasão das células após 24h de 

tratamento .  

 

3.4. AVALIAÇÃO DO EFEITO DO COMPOSTO 4,2`,3`,4´-TETRAMETOXI 

CHALCONA SOBRE A FORMAÇÃO DE COLÔNIA EM LINHAGEM DE 

NEUROBLASTOMA B103. 

 

No ensaio de capacidade de formação de colônia (Figura 16) podemos 

observar que o tratamento com o veículo (DMSO 0,3%) não apresentou 

diferença em relação ao controle. No tratamento com a droga 4,2`,3`,4´-

tetrametoxi chalcona observamos que na concentração de 100µM houve 
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redução do número de colônias formadas. Já na concentração de 150µM a 

reduziu a capacidade de formação de colônia de forma significativa. Além 

disso, o diâmetro destas colônias mostrou-se relativamente menor do que as 

do controle e veículo (dados não mostrados).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Viabilidade celular de cultura de astrócitos tratados por 24h com o 

composto 2`-hidroxi chalcona nas concentrações de 100 e 150 µM. Grupo controle 

(DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 (ANOVA, seguido do teste de Tukey). 
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Figura 11: Viabilidade celular de cultura de astrócitos tratados por 24h com a 

composto dibenzalacetona nas concentrações de 100 e 150 µM. Grupo controle 

(DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 (ANOVA, seguido do teste de Tukey). 
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Figura 12: Viabilidade celular de cultura de astrócitos tratados por 24h com o 

composto 4,2`,3`,4´-tetrametoxi chalcona nas concentrações de 100 e 150 µM. Grupo 

controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 (ANOVA, seguido do teste de 

4,2’,3’,4’-tetrametoxi chalcona 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Viabilidade celular de neuroblastoma B103 tratado por 24h com a 

droga 4,2`,3`,4´-tetrametoxi chalcona nas concentrações de 50, 75, 100 e 150 

Grupo controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *

teste de Tukey). 

: Viabilidade celular de neuroblastoma B103 tratado por 24h com a 

tetrametoxi chalcona nas concentrações de 50, 75, 100 e 150 

Grupo controle (DMEM), veículo (0,3% DMSO). n=6 e *p<0,01 (ANOVA, seguido do 

4,2’,3’,4’-tetrametoxi chalcona 
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: Viabilidade celular de neuroblastoma B103 tratado por 24h com a 

tetrametoxi chalcona nas concentrações de 50, 75, 100 e 150 µM. 

<0,01 (ANOVA, seguido do 
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Figura 14: Migração celular em cultura de neuroblastoma 
B103 observada nos tempos 0 e 24h para o controle e veículo 
(DMSO 0,3%), 40x. 
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Figura 15: Migração celular em cultura observada nos tempos 0 

e 24h de tratamento com a droga 4,2`,3`,4´-tetrametoxi chalcona nas 

concentrações de 50, 75, 100 e 150 µM; 40x. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: 

linhagem de neuroblastoma B103 após o tratamento prévio por 24h 

com o composto 

Análise realizada após 14 dias de cultivo.

 Capacidade de formação de colônia de células da 

linhagem de neuroblastoma B103 após o tratamento prévio por 24h 

com o composto 4,2`,3`,4´-tetrametoxichalcona a 100 e 150

Análise realizada após 14 dias de cultivo.  
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Capacidade de formação de colônia de células da 

linhagem de neuroblastoma B103 após o tratamento prévio por 24h 

a 100 e 150µM. 
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4. DISCUSSÃO 

 

Apesar dos protocolos de tratamento agressivo, incluindo altas doses 

de quimioterapia e ampla ressecção cirúrgica, a sobrevivência a longo prazo 

de pacientes com câncer localizado permanece entre 60-70% durante as 

duas últimas décadas (FRIEDRICH, 2013). Embora tenha havido um aumento 

da dose máxima de quimioterapia utilizada no tratamento, ainda não existe 

um ganho significativo na melhora do estado clinico do paciente. O uso de 

drogas anti-tumorais, tais como doxorrubicina e metotrexato, é geralmente 

limitada devido à sua toxicidade sistêmica e à falta de especificidade (FOTIA, 

2012). 

 As terapias convencionais causam efeitos colaterais graves e, na 

melhor das hipóteses, apenas prolongam a vida útil do paciente por alguns 

anos. Neste contexto, torna-se imperativo a necessidade de encontrar, 

desenvolver, e introduzir novas modalidades terapêuticas mais eficientes que 

possam oferecer aos pacientes com câncer, oportunidades reais de cura 

(REDDY, 2003). 

A história dos medicamentos anticâncer está intimamente relacionada 

aos produtos naturais, sendo que mais de 60% dos medicamentos utilizados 

tem em alguma instância sua origem relacionada a uma fonte natural. Dados 

da literatura sugerem que compostos naturais podem ser eficazes no 

tratamento do câncer (HO, 2013; GULLETT, 2010; REDDY, 2003). 

Considerando o potencial citotóxico de muitos produtos naturais, a 

síntese de compostos derivados da estrutura básica das chalconas pode ser 

uma estratégia no desenvolvimento de novos fármacos antitumorais. As 

chalconas representam uma importante classe de compostos que possuem 

atividades citotóxicas e antineoplásicas (LETAFAT, 2013). Em busca de 

novas chalconas com atividade antineoplásica, realizou-se uma triagem com 

três diferentes chalconas utilizando cultura de células do córtex de rato e a 

linhagem celular de neuroblastoma B103 de rato. 
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Neste trabalho demonstramos o efeito citotóxico das chalconas 2’ 

hidroxichalcona, dibenzalacetona e 4,2’,3’,4’-tetrametoxichalcona em culturas 

de células normais do córtex de rato.  

Usando um modelo in vitro, demonstramos que as chalconas 2’ 

hidroxichalcona e dibenzalacetona em concentrações de 100 e 150µM, 

reduziram de formar significativa a viabilidade de células normais do córtex de 

rato, conforme mostrado nas Figuras 10 e 11. Diferentemente, quando 

tratamos as células normais do córtex de rato com o composto 4,2’,3’,4’-

tetrametoxichalcona nas concentrações de 100 e 150µM não houve redução 

da viabilidade celular (Figura 12). 

Nosso resultados sugerem um efeito citotóxico da 2´-hidroxichalcona  

em células normais. Estudo de ECHEVERRIA et al. (2009)  demonstrou o 

efeito desse composto sobre o crescimento celular, citotoxicidade e o padrão 

de morte por apoptose em linhagem de hepatocarcinoma HepG2, entretanto, 

o efeito do composto não foi demonstrado em células normais.  Outros 

estudos descrevem a importância das moléculas não apresentarem 

citotoxicidade em células normais, uma vez que, podem trazer graves efeitos 

colaterais aos pacientes, por esses agentes não diferenciarem câncer de 

células normais (LETAFAT, 2013; SIERRA, 2010; ECKHARDT, 2002). 

A dibenzalacetona possui uma estrutura química semelhante às 

chalconas. No presente trabalho, procuramos observar se, além da 

semelhança estrutural, a dibenzalacetona possui uma semelhança atuando 

como agente citotóxico. Por isso fazendo uma comparação com outros 

estudos, que demonstram a utilização de chalconas e seus derivados exibem 

uma ampla diversidade de atividades farmacológica incluindo, entre outros, 

citotóxica, antineoplásica, antivirais e antiprotozoaria (QUINTIN,2009; GO, 

2005). No entanto, a dibenzalacetona nas concetrações utilizadas de 100 e 

150µM mostrou-se citotóxica para células normais, deixando de ser 

interessante no tratamento da doença, uma vez que causaria danos ao tecido 

normal. 

Em nosso modelo de estudo demonstramos que o composto 4,2’,3’,4’-

tetrametoxichalcona se apresenta como possível candidato para terapia 
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anticâncer  uma vez que não promoveu redução da viabilidade de células 

normais do córtex de rato. Estudos anteriores mostram que as chalconas 

possuem atividade antineoplásicas, via inibição da proliferação celular, 

carcinogenesis e metástase (JI, 2013; JHOO, 2006; ZI & SIMONEAU, 2005; 

STEINER, 2000). Estudos recentes mostraram que as chalconas são 

indutores de apoptose e agentes anticancerígenos (ZHANG, 2013; SYAM, 

2012). 

Utilizando linhagens de células neoplásicas, diversos estudos 

demonstram que as chalconas inibem o crescimento de células cancerosas e 

induzem a apoptose, como no estudo de Ji et al. (2013) com a Flavokawaina 

B, uma chalcona da kava, inibindo o crescimento de células de 

osteossarcoma humano através da parada do ciclo celular em  G2 / M e 

promovendo a apoptose. 

Os dados obtidos neste trabalho com células de neuroblastoma B103 

de rato, tratadas com o composto 4,2’,3’,4’-tetrametoxichalcona em diferentes 

concentrações de 50, 75,100 e 150µM, para realização do ensaio de 

motilidade e invasão, apoiam o uso desse composto como um possivel 

candidato ao tratamento anticancerígeno, impedindo a migração e invasão de 

células neoplásicas. A inibição da motilidade e invasão foi dependente da 

concentração utilizada. Estes dados estão em acordo com os resultados 

obtidos por Ji et al. (2013) quando utilizando a Flavokawaina B (FKB), inibiu a 

migração e invasão de células de osteossarcoma humano. 

Uma das principais características da metástase de células neoplásica 

é a capacidade de alterar a aderência entre as células e a matriz extracelular, 

que está associada com a invasão e migração de células tumorais 

(COUSSENS, 2002). Liao et al. (2012) investigaram o mecanismo das 

propriedades anticancer do ácido gálico sobre a migração de células de 

osteossarcoma, demonstrou que o ácido galico  inibi a migração destas 

células, diminuindo a expressão das metaloproteinases de matriz (MMPs) do 

tipo 2 e 9. 

O aumento da expressão das MMPs em células metásticas, 

demonstram estarem envolvidas na invasão e metástase de varias 
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neoplásias. É bem definido que a inibição da atividade enzimática de MMPs é 

alvo inicial para prevenir a metástase do câncer. Tanto MMP-2 e MMP9 estão 

envolvidas na capacidade de células tumorais sofrerem metástase (ZHANG, 

2004; COUSSENS, 2002; HIMELSTEIN, 1998). Nosso resultado mostrou 

claramente que o composto 4,2’,3’,4’-tetrametoxichalcona inibe a migração e 

invasão de células de neuroblastoma B103 de rato in vitro, o qual pode ser 

utilizado para inibir a metástase desta neoplasia.  

Os resultados do ensaio de formação de colônia de células de 

neuroblastoma B103, tratadas com o composto 4,2’,3’,4’-tetrametoxichalcona 

por 24 horas, mostrou uma significativa redução no número e no tamanho das 

colônias. O resultado sugere ainda que o tratamento das células de 

neuroblastoma B103 com a 4,2’,3’,4’-tetrametoxichalcona produziu uma 

inibição  significativa do crescimento de maneira dependente da 

concentração. 

Muitos dos tratamentos de câncer, causam pequenos danos ao DNA 

de células, sem selectividade específica para células doentes, o que leva os 

pacientes a sofrerem os efeitos colaterais, devido à perda de células 

saudáveis. Percepções anti-cancer derivadas de pesquisas sobre ciclo 

celular, deu inicio a idéia de revogação do checkpoint em G2 do ciclo celular 

como uma terapia específica de células de câncer, baseada na descoberta de 

que muitas células cancerosas têm um posto de controle G1 defeituosa, 

resultando em uma dependência do checkpoint G2 durante a replicação 

celular (KAWABE, 2004). Varios estudos revelam que chalnonas podem 

induzir um congelamento do ciclo celular G2/M (ESKANDER, 2012; KO, 2011; 

KUO, 2010).  

Os nossos resultados demonstraram que a tetrametoxi chalcona usada 

inibiu a proliferação de uma forma dependente da dose, e que este efeito anti-

proliferativo pode ser associado com uma parada na fase G2/M. Estes dados 

estão de acordo com estudos anteriores que demonstram a capacidade de 

temozolomida, choque térmico, ou a ativação do receptor de neurotrofina 

TrkA, induzem uma parada em G2 / M do ciclo celular e autofagia em células 

de glioma maligno (HANSEN, 2007; KANZAWA, 2004). 
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Dados da literatura sugerem que o bloqueio do ciclo celular pode estar 

associado com uma redução nos niveis de ciclina B1, Cdc25C e aumento 

Myt1, e fosforilação Cdc2. Durante G2, o complexo Cdc2/ciclina B é mantido 

inativo pela fosforilação feita pela Myt1 quinase (ZHAO, 2005; WELLS, 1999). 

No início da mitose, os resíduos são desfosforilado por Cdc25C 

(KRISTJÁNSDÓTTIR, 2004; DRAETTA, 1997). Repressão a ciclina B1 e 

Cdc2 impõe uma parada G2 / M. A fosforilação inibitória de Cdc2 é essencial 

para a detenção em G2 independente de p53 que ocorre em resposta a 

danos no DNA, e é dependente da proteína quinases Atm e Atr. A Cdc2 é 

inativada pela Atm e Atr através do aumento da fosforilação dos resíduos de 

tirosina, que causam parada em G2 em resposta a danos no DNA (TAYLOR 

& STARK, 2001). 

Bandgar et al (2010), relataram a sintese e atividade biologica de 

metoxi chalconas como agentes anit-câncer, anti-inflamatório e anti-oxidante. 

Mostraram ainda o efeito da 2,4-dimetoxi chalcona inibindo o crescimento de 

cinco linhagens diferentes  de câncer. A 2,4-dimetoxi chalcona apresentou 

aitvidade anti-câncer inibindo 90-95% o crescimento das células. Sugerindo 

que adição de mais gupos metoxi em um composto, é benefico a sua 

atividade anti-mitótica obeservada em células HeLa. 

Entre os agentes anti-tumorais atualmente identificados, as chalconas 

representam uma importante classe de moléculas que são abundantes 

plantas comestíveis (frutas e legumes) e que são facilmente sintetizados por 

diversos metodos químicos. A atividade antineoplásica de certas chalconas 

pode ser um resultado da ligação à tubulina e impedindo a polimerização dos 

microtúbulos (LAWRENCE, 2006). A Tubulina é um heterodímero de duas 

subunidades homólogo α e β. Este dímero pode se combinar para fazer 

protofilamentos que consistem da alternancia das unidades α e β, 12 ou mais 

protofilamentos podem, então, se unir para formar estruturas chamadas de 

microtúbulos. Estas estruturas desempenham um papel importante em vários 

processos bioquímicos vitais à sobrevivência celular e ao crescimento, um 

deles é a formação do fuso mitótico, sem o qual a mitose não seria possivel. 
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Tubulina e microtúbulos são os alvos de uma série de drogas 

anticâncer clinicamente úteis, tais como produtos naturais de paclitaxel e 

vincristina. Outro importante ligante é a colchicina. Muitas moléculas 

pequenas são conhecidos por se ligarem no local de ligação da colchicina 

com a tubulina. Estes incluem combretastatina A4. Os compostos causam 

danos seletivos a vascularização do tumor, um efeito que está relacionado 

com sua propriedade de ligação com a tubulina (LI, 2002; TORZER, 2005). 

Dessa forma os tumores estão sem suprimentos de oxigênio e nutrientes e as 

suas células constituintes morrerem. Compostos como estes que têm como 

alvo a vasculatura tumoral representam possiveis tratamentos clínicos do 

câncer. A molécula de tubulina tem três sítios de ligação conhecidos, os quais 

são identificados pelos produtos naturais conhecidos por se ligarem a eles: 

Taxol e os seus derivados se ligam a um local e evitam a despolimerização de 

microtúbulos, alcalóides vinca, tais como vincristina ligam-se a um outro local 

e colchicina se liga ao terceiro. As chalconas, que são estruturalmente 

semelhantes a colchicina, acredita-se que se ligam a este último. 

Estudos que avaliaram o mecanismo de regulação do efeito apoptótico 

da chalcona FKB em células de osteossarcoma, mostraram que a apoptose é 

controlada pelas vias mitocondrial e receptores de morte presentes na 

membrana plasmática. A proteína de pró – sobrevivência Bcl - 2 , combinado 

com a Bax , pode regular a apoptose. A Bax induz a liberação de citocromo c 

e ativa a via mitocôndrial iniciada por Bax e a via de apoptose dependente de 

capsese 3. A proteina Bcl - 2 inibe a liberação de citocromo c 

contra Bax . O desbalanço entre as proteínas Bcl-2/Bax tem sido reconhecida 

como um fator que contribui para apoptose induzida pro FKB (ZHAO, 2011; 

KO, 2011; HSU, 2006) . A via extrínseca é iniciada pela ligação de receptores 

transmembrana de morte, incluindo Fas (CD95) , TRAIL e receptores TNFR 

(ZIMMERMANN, 2001) . A ativação do receptor Fas leva a formação de um 

complexo de sinalização que induz a morte celular, que resulta na ativação de 

procapase -8. Tornando-se caspase-8 ativa que pode então iniciar o  gatilho 

da cascata de caspases envolvidas na apoptotise.  
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5. CONCLUSÂO 

Este trabalho demonstrou o efeito citotóxico seletivo do composto 

4,2’,3’,4-tetrametoxi chalcona sobre a linhagem de neuroblastoma B103 de 

rato. O composto reduz a capacidade de crescimento, migração e invasão 

das células da linhagem B103, sem, contudo, alterar a viabilidade de células 

normais do córtex cerebral de ratos in vitro.   
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