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RESUMO 

 

Pontes, Susy Ricardo Lemes, Me. Universidade Federal de Goiás, Setembro de 

2017. Avaliação das atividades angiogênica, antiangiogênica, mutagênica e 

antimutagênica de uma bischalcona αβ7 sintética. Orientador: Dr. Nelson Jorge 

da Silva Júnior. Co-orientadora: Dra. Lígia Maria Rodrigues Macedo. 

 

A biodiversidade vegetal é considerada a principal fonte de metabólitos secundários 

úteis para a síntese química. Dentre as diferentes classes de metabólitos vegetais 

com propriedades terapêuticas estão as chalconas. Este grupo representa uma 

importante classe de compostos orgânicos com inúmeras atividades biológicas, tais 

como anti-inflamatória, anti-HIV, antibacteriana, antifúngica e anticâncer. Este 

estudo objetivou investigar o potencial angiogênico, antiangiogênico, mutagênico, 

antimutagênico da bischalcona αβ7 sintética 1E, 4E-1- (4-clorofenil) -5- (2,6,6-

trimetilciclohexen-1-il) penta-1,4-dien-3-ona (CAB7β), além de suas propriedades 

ópticas. Para tanto, foi utilizado o teste de angiogênese com a membrana 

corioalantóide (CAM) de ovos embrionados de galinha (Gallus domesticus) com a 

linhagem tumoral do sarcoma S180, os testes de mutagenicidade de Ames e do 

micronúcleo em medula óssea de camundongos e as técnicas espectroscópicas de 

absorção de dois fótons (2PA), ultravioleta visível (UV-vis) e Z-Scan, 

respectivamente. No teste angiogênico, a CAB7β promoveu uma redução 

significativa (p < 0,05) do total de vasos, junções, comprimento e calibre dos vasos 

sanguíneos estimulados pelas células S180, além de reduzir a presença dos 

elementos inflamatórios nos vasos das CAMs. Outra observação foi que as MCAs 

tratadas apenas com a CAB7β apresentaram reduções significativas (p < 0.05) no 

processo angiogênico em comparação ao grupo controle negativo utilizado neste 

estudo. No teste de Ames a CAB7β apresentou efeito protetor ao DNA diante da 

ação mutagênica da 4-nitroquinolina-1-óxido e azida sódica, e também contra a ação 

da doxorrubicina nos modelos de co, pré e pós-tratamento pelo teste do 

micronúcleo. A CAB7β nas doses de 12,5 e 50 µg/placa, apresentou um moderado 

perfil citotóxico na cepa TA98 de S. typhimurium. No teste do micronúcleo, sua maior 

dose (50mg/Kg p.c) também exibiu atividade citotóxica. No entanto, um pertil 

anticitotóxico deste composto foi observado em todas as doses testadas nas cepas 
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TA100 e TA-98 de S. typhimurium e durante o co, pré e pós-tratamento no teste do 

micronúcleo. Os resultados experimentais e teóricos das propriedades ópticas da 

CAB7β demonstraram que o espectro de absorção deste composto possui uma 

intensa absorção na região do UVA, a qual está associada a uma transição do tipo 

π→π* entre os orbitais HOMO – LUMO, com uma transferência intramolecular de 

carga do anel trimetilciclohexen-1-il para o anel clorofenil. Assim, concluímos que os 

resultados deste estudo demonstraram, portanto, a versatilidade da CAB7β. Esta 

molécula pode ser um alvo promissor no desenvolvimento de novas terapias contra 

o câncer, em especial contra o sarcoma, devido ao potencial antiangiogênico 

associado à redução de elementos inflamatórios e a seus significativos efeitos 

antimutagênico e anticitotóxicos. Além disso, de apresentar potencialidades para o 

desenvolvimento de filtros fotoprotetores e na terapia fotodinâmica dada suas 

propriedades ópticas.  

 

Palavras-chave: Antiangiogênico, Antimutagênico, CAB7β, Óptico, 

Quimioprevenção.  
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ABSTRACT 

 

Pontes, Susy Ricardo Lemes, Me. Universidade Federal de Goiás, September 2017. 

Assessment of the angiogenic, antiangiogenic, mutagenic and antimutagenic 

activities of bischalcona αβ7 synthetic. Advisor: Dr. Nelson Jorge da Silva Júnior. 

Co-advisor: Dr. Lígia Maria Rodrigues Macedo. 

 

Plant biodiversity is considered the main source of secondary metabolites useful for 

chemical synthesis. Among the different classes of plant metabolites with therapeutic 

properties are chalcones. This group represents an important class of organic 

compounds with numerous biological activities, such as anti-inflammatory, anti-HIV, 

antibacterial, antifungal and anticancer. This study aimed to investigate the 

angiogenic, antiangiogenic, mutagenic and antimutagenic potential of bischalcone 

synthetic αβ7E, 4E-1- (4-chlorophenyl) -5- (2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl) penta-1,4-

dien -3-one (CAB7β), besides its optical properties. The angiogenesis test with the 

chorioallantoic membrane (CAM) of embryonated chicken eggs (Gallus domesticus) 

with the S180 sarcoma tumor line, the Ames and micronucleus mutagenicity tests in 

mouse bone marrow, and the techniques spectroscopic two-photon absorption 

(2PA), visible ultraviolet (UV-vis) and Z-Scan, respectively. In the angiogenic test, 

CAB7β promoted a significant reduction (p <0.05) in the total vessels, junctions, 

length and caliber of the blood vessels stimulated by the S180 cells, besides 

reducing the presence of the inflammatory elements in the vessels of the CAMs. 

Another notable observation was that MCAs treated with CAB7β only showed 

significant reductions (p <0.05) in the angiogenic process compared to the negative 

control group used in this study. In the Ames test, CAB7β showed a protective effect 

on DNA against the mutagenic action of 4-nitroquinoline-1-oxide and sodium azide, 

and also against the action of doxorubicin in co, pre and post-treatment models using 

the micronucleus test. CAB7β at the doses of 12.5 and 50 μg / plate presented a 

moderate cytotoxic profile in TA98 strain of S. typhimurium. In the micronucleus test, 

its higher dose (50mg / kg p.c.) also exhibited cytotoxic activity. However, an anti-

cytotoxic pertituent of this compound was observed at all doses tested in TA100 and 

TA-98 strains of S. typhimurium and during co, pre and post-treatment in the 

micronucleus test. The experimental and theoretical results of the optical properties 
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of CAB7β demonstrated that the absorption spectrum of this compound has an 

intense absorption in the region of the UVA, which is associated to a transition of the 

type π → π * between the HOMO - LUMO orbitals, with a transfer intramolecular 

charge ratio of the trimethylcyclohexen-1-yl ring to the chlorophenyl ring. Thus, we 

conclude that the results of this study demonstrated, therefore, the versatility of 

CAB7β. This molecule may be a promising target in the development of new 

therapies against cancer, especially against sarcoma, due to the antiangiogenic 

potential associated with the reduction of inflammatory elements and their significant 

anti-mutagenic and anti-cytotoxic effects. In addition, to present potential for the 

development of photoprotective filters and in photodynamic therapy given their 

optical properties. 

 

Key-words: Antiangiogenic, Antimutagenic, CAB7β, Optical, Chemoprevention. 
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1. INTRODUÇAO 

 

A biotecnologia, em sua abrangência, possui relação com a exploração 

tecnológica da biodiversidade contribuindo assim para a saúde do homem. Dessa 

forma, em projetos de identificação, exploração e avaliação da biodiversidade 

vegetal, por exemplo, é fundamental que metodologias científicas e procedimentos 

biotecnológicos especiais sejam aplicados, especialmente aqueles relacionados com 

a biologia celular e molecular, fitoquímica, fitofarmacologia e taxonomia (Garcia, 

1995; Carvalho & Ferreira, 2013). 

A biodiversidade vegetal possui uma significativa contribuição na medicina 

moderna, uma vez que, que pode favorecer a detecção de moléculas com variadas 

atividades biológicas. Os vegetais também fornecem compostos que podem ser 

quimicamente modulados, a fim de torná-los mais eficientes ou menos tóxicos. Além 

disso, os compostos naturais são amplamente utilizados como protótipos na 

produção de fármacos sintéticos com inúmeras atividades terapêuticas (Turolla & 

Nascimento, 2006; Atanasov et al., 2015). 

As estratégias utilizadas no delineamento de novos fármacos possuem uma 

variedade de aplicações através do monitoramento de indicadores celulares ou 

bioquímicos que incluem desde as etapas de identificação de mudanças fisiológicas 

ou metabólicas provocadas pelo estado de doença, até a análise dos efeitos dos 

fármacos sobre o organismo (Guido et al., 2010). 

A identificação de moléculas utilizadas na produção de novos fármacos ocorre 

geralmente pela identificação e explicação de um alvo para o composto, baseado no 

conhecimento dos efeitos biológicos, alterações químicas da molécula e triagem de 

inúmeros produtos naturais ou sintéticos com atividade biológica (Hughes et al., 

2011).  

Importantes estudos envolvendo ensaios com estes compostos apontam que 

suas atividades biológicas são variadas. Alguns exemplos importantes são: atividade 

antimicrobiana, antioxidante, analgésica, antiúlcera, inseticida, anticâncer anti-

inflamatória, cicatricial, além de atuarem no tratamento de doenças do trato digestivo 

ou intestinal (Viegas-Junior, 2003; Toscan, 2010; Lima 2014). 

A análise das substâncias vegetais ativas pode em determinadas situações, 

ser complexa e demandar tempo (Sasidharan et al., 2011). Neste sentido, a síntese 
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de novas moléculas e o estudo de seus potenciais farmacológicos surge como 

alternativa e, atualmente, tem contribuído significativamente no desenvolvimento de 

novas terapias. As moléculas sintéticas baseadas em grupos farmacofóricos de 

substâncias naturais permitem a comprovação de uma dada substância, análise de 

atividades biológicas e obtenção de análogos sintéticos com potencial efeito 

farmacológico (Montanari & Bolzani, 2001; Costa, 2009).  

Através da síntese química, os compostos naturais podem ser melhorados e 

tal melhoramento permite que os compostos sintéticos consigam apresentar um 

maior efeito desejado em doses reduzidas quando comparados aos compostos 

naturais, além de não sofrerem, por vezes uma rápida metabolização (Montanari & 

Bolzani, 2001, Viegas-Jr et al., 2006). Estudos em biotecnologia envolvendo a 

prospecção farmacológica de compostos sintéticos do tipo alcaloides e chalconas, 

por exemplo, têm revelado o potencial destes compostos para o tratamento de 

doenças como, gliomas malignos, câncer de mama e osteossarcoma (Oliveira, 2013; 

Silva et al., 2016; Bortolotto et al., 2017). 

As chalconas (cetonas α,β–insaturadas que possuem um núcleo 1,3- 

diarilprop-2-en-1-ona21  e um esqueleto C6-C3-C6) são precursoras da biossíntese 

de flavonoides e são amplamente encontradas nos vegetais, em especial nas 

pétalas das flores onde contribuem na polinização vegetal, visto que sua cor amarela 

e aroma são atrativos para insetos e pássaros (Dimmock  et al., 1999; Zuanazzi, 

2002). 

Compostos baseados em chalconas apresentam uma estrutura molecular π 

conjugada, onde os elétrons são delocalizados por toda a extensão da molécula. Isto 

lhes proporciona interessantes propriedades ópticas, como intensa absorção na 

região UV, que as tornam potenciais candidatos para aplicações na medicina como 

agente fotoprotetores e na fotônica (Ramkumar et al., 2013; Kiran et al., 2014; 

Abegão et al., 2016).   

Estudos apontam que as chalconas apresentam importantes atividades 

biológicas, tais como antibacteriana, antifúngica, anti-inflamatória, antimutagênica e 

anti-HIV (Frölich et al., 2005; Ku et al., 2010; Mohamad et al., 2010; Abdula, 2013).  

Um estudo anterior com a chalcona sintética 1E, 4E-1- (4-clorofenil) -5- (2,6,6-

trimetilciclohexen-1-il) penta-1,4-dien-3-ona (CAB7β) demonstrou que este composto 

possui atividade anticâncer, in vitro, para as seguintes linhagens de células tumorais: 
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SF-295 (sistema nervoso central), HCT-116 (câncer de cólon) e OVCAR-8 

(carcinoma de ovário) (Lima et al., 2016). 

A ação das chalconas e seus derivados também têm proporcionado novas 

perspectivas para estudos posteriores visando à descoberta de potenciais agentes 

contra diferentes condições patológicas associadas à doenças imunes, por exemplo 

(Kim, 2013; BukharI et al., 2014; Rizvi et al., 2014).   

Com isso, o presente estudo foi projetado para investigar as propriedades 

ópticas e o potencial angiogênico, antiangiogênico, mutagênico e antimutagênico da 

chalcona sintética CAB7β. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. O uso da Biodiversidade vegetal como fonte de grupos farmacofóricos 

utilizados no desenho de moléculas sintéticas 

 

A cultura humana tem sido influenciada pela biodiversidade, em especial, 

pelas espécies de plantas identificadas como detentoras de propriedades 

medicinais. Esta influência foi estabelecida por um longo processo de seleção 

realizada por populações antigas em todo o mundo. Atualmente, o conhecimento 

sobre as propriedades medicinais das plantas tem sido o foco de pesquisas 

científicas e das sociedades em todo o mundo devido aos grandes avanços que a 

ciência vegetal proporcionou (Valli et al., 2012; Atanasov et al., 2015). 

Muitos compostos farmacológicos são obtidos a partir de fontes naturais, 

sintéticas ou semi-sintéticas. O ambiente natural representa a fonte mais significativa 

na detecção de novos compostos terapêuticos visto que, na medicina alternativa, os 

vegetais constituem o alvo dominante devido à biodiversidade de seus componentes 

e à sua diversidade química e estrutural a qual permite a detecção de grupos 

farmacofóricos (grupos moleculares funcionais que conferem ação farmacológica a 

um determinado medicamento) (Mathur & Hoskins, 2017).  

A biodiversidade vegetal do Brasil, por exemplo, considerada a mais rica do 

mundo, com mais de 56.000 espécies catalogadas, representando quase 19% da 

flora mundial, é amplamente estudada devido ao grande potencial para o 

desenvolvimento de protótipos de fármacos. Importantes exemplos de plantas 

medicinais brasileiras incluem a Spiranthera odoratissima (manacá), Achyrocline 

satureioides (marcela) e Carapa guianensis (andiroba), as quais possuem 

metabólitos que lhes conferem atividade anti-inflamatória, antibacteriana e cicatricial 

(Matos et al., 2003; Penido et al., 2006; Mota et al., 2011; Mello et al., 2013; Steege 

et al., 2015). 

Ainda no Brasil, os vegetais Lychnophora ericoidis (arnica), Croton 

antisiphiliticus (pé-de-perdiz), Alibertia sp. (marmelo) e Dypterix alata (barú) são 

utilizados popularmente como anti-inflamatórios, antirreumáticos e calmantes (Vila-

Verde et al., 2003). Algumas espécies com atividade cicatrizante detectadas em 

estudos científicos são: Jatropha multifida (flor-de-coral), Caryocar coriaceum 
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(pequi), Caesalpinia ferrea (jucá) e Mauritia flexuosa (buriti) (Buch et al., 2008; 

Oliveira et al., 2010; Batista et al., 2012). 

Um aspecto relevante sobre os vegetais com propriedades medicinais é que 

das 280 drogas consideradas básicas e essenciais pela OMS, 11% são 

exclusivamente de origem vegetal e um número significativo é de drogas sintéticas 

baseadas nos metabólitos secundários de plantas (Dias et al., 2012). Segundo 

Veeresham (2012) cerca de 50% das drogas aprovadas nos últimos 30 anos são 

direta ou indiretamente provenientes de produtos naturais. Embora existam desafios 

no campo metodológico relativo à descoberta de novas drogas, os produtos naturais 

continuam a produzir importantes alvos clínicos adicionais. Estes compostos 

continuam a ser uma base fundamental de novos medicamentos, particularmente 

em terapias anti-câncer, onde importantes exemplos incluem a vincristina, 

vinblastina e paclitaxel (Demain & Vaishnav, 2011).  

As espécies vegetais produzem uma grande variedade de metabólitos 

secundários que desempenham um papel essencial em sua sobrevivência, bem 

como na manutenção do equilíbrio ambiental. Esses compostos naturais também 

desempenham funções importantes na interação planta / planta e planta / inseto, 

resistência contra pragas e doenças, atração de polinizadores e interação com 

microrganismos simbióticos (Ota & Ulrih, 2017). Portanto, a biodiversidade vegetal é 

considerada como verdadeiro tesouro para a descoberta de novas drogas e como 

modelo no desenho de drogas semi-sintéticas ou totalmente sintéticas (Mathur & 

Hoskins, 2017).  

Os metabólitos secundários dos vegetais se encontram dispostos em 

quantidades muito baixas na planta, o que, muitas vezes, inviabiliza sua obtenção. 

Para adquirir 1 kg do paclitaxel (composto ativo de Taxol®), por exemplo, são 

necessárias mais de três mil árvores de Taxus baccata (teixo) (Milen, 2011). Além 

disso, apesar dos evidentes progressos alcançados pelas pesquisas relativas à 

domesticação das plantas medicinais, a exploração da biodiversidade com intuito de 

detectar novos compostos apresenta dificuldades em seu desenvolvimento devido, 

especialmente, às leis ambientais relativas a exploração mundial de espécies 

vegetais, a qual tem provocado um elevado impacto sobre as caracteriscticas 

ecológicas (padrão de distribuição geográfica, biologia da reprodução, taxa de 

crescimento, sucessão florestal) e genéticas (conhecimento da variabilidade 
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genética dentro de populações, tamanho efetivo populacional, sistema reprodutivo e 

fluxo gênico) dos vegetais nas regiões endêmicas (Joly et al., 2011).   

Neste sentido, a síntese química junto à biotecnologia tem buscado recursos 

que visam preservar a biodiversidade e desenvolver novos medicamentos como 

alternativa à produção dos metabólitos secundários correspondentes (Milen, 2011; 

Atanasov et al., 2015). Mesmo quando os produtos naturais bioativos não são 

identificados com a potência ideal ou propriedades farmacológicas esperadas para o 

desenvolvimento de novos medicamentos, suas estruturas químicas podem ser 

utilizadas como modelos valiosos para o projeto de novos análogos com 

propriedades biológicas otimizadas. Atualmente, existem inúmeros medicamentos e 

produtos farmacêuticos de síntese total que foram inspirados por moléculas naturais 

isoladas da biodiversidade, especialmente de espécies vegetais (Valli et al., 2012).  

A produção de análogos sintéticos a partir de metabólicos secundários de 

vegetais já conhecidos por suas propriedades farmacológicas tem sido 

desenvolvida, principalmente, em virtude da complexidade de obtenção do composto 

ativo e dos custos elevados no desenvolvimento do produto (Valli et al., 2012; 

Lahlou, 2013; Atanasov et al., 2015). 

Alguns exemplos incluem a síntese de (originalmente obtidos da Betula alba) 

aplicados no tratamento de gliomas, da Kavaína (obtida da Piper methysticum) 

utilizada como agente analgésico e do Lapachol (isolados da Tabebuia impetiginosa) 

utilizado no tratamento do câncer (Kormann et al., 2012; Ackermann et al., 2017; 

Hussain & Green, 2017). 

Entre 2001 e 2010 a Food and Drug Administration (FDA) aprovou 16 novos 

medicamentos derivados de plantas, dentre os quais, a maioria foi obtida através da 

modificação química. Um exemplo é o brometo de tiotrópio, um derivado de atropina 

(Spiriva®) usado no tratamento de doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) 

(Alvarado-Gonzalez & Arce, 2015). 

O Taxol®, também aprovado pela FDA, é considerada uma das drogas 

antineoplásicas mais importantes no mercado farmacêutico. Sua molécula, 

paclitaxel, é considerada complexa e devido à dificuldade de sua extração e 

formulação, bem como a crescente demanda pelo composto, novos análogos do 

Taxol® com propriedades melhoradas foram desenvolvidos por síntese total 

(Expósito et al., 2009). 
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Um exemplo é o Docetaxel (Taxotere®), um análogo semi-sintético do 

paclitaxel, com maior atividade em relação ao produto natural e possui melhores 

propriedades farmacocinéticas, como solubilidade. Este medicamento foi aprovado 

pela FDA em 2006 para o tratamento do câncer de cabeça, pescoço, mama, gástrico 

e próstata (Jimenez et al., 2011; Fridlender et al., 2015). 

Outro interessante exemplo é a cafeína a qual contribuiu para a descoberta 

do citrato de sildenafila (Viagra®). Este fármaco, lançado no Brasil no final da década 

de 90, teve sua estrutura química planejada a partir do zaprinaste (derivado 

triazolopirimidinônico), um inibidor de fosfodiesterase (PDE) mais seletivo que a 

trimetilxantina que o inspirou (Barreiro & Bolzani, 2009). 

Os pesquisadores têm buscado, portanto, a melhoria contínua das drogas, 

visando alcançar uma maior disponibilidade dos medicamentos comercializados. 

Neste sentido, a biodiversidade é vista como a principal fonte de metabólitos 

secundários úteis para a síntese química. No entanto, a identificação e a análise 

funcional dos compostos naturais implicam atualmente no uso de diferentes 

estratégias metodológicas capazes de determinar rapidamente os dados físico-

químicos em concentrações muito baixas de compostos bioativos aliados com o 

rastreamento de alto rendimento para favorecer a aplicação de ensaios biológicos 

(Lahlou, 2013; Mathur & Hoskins, 2017). 

Além disso, a necessidade de novas drogas para o tratamento de doenças 

atualmente sem uma cura efetiva, como o Alzheimer e Parkinson, é clara, assim 

como a necessidade de detecção de medicamentos para o tratamento de doenças 

infecciosas causadas por bactérias resistentes e o câncer, para os quais os produtos 

farmacêuticos atualmente disponíveis não são totalmente eficazes (Valli et al., 

2012).  

Nesta perspectiva, a biodiversidade continuará, portanto, a representar o 

principal alvo para a descoberta de fármacos, uma vez que sua disponibilidade de 

modelos estruturais completamente novos, que são essenciais para o desenho de 

drogas novas, é imensurável (Ramesha et al., 2011). 

 

2.2. Generalidades sobre as Chalconas 
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Dentre os principais grupos de metabólitos secundários vegetais estão os 

terpenos (piretroides, carotenolídeos, saponinas), compostos fenólicos (lignina, 

fitoalexinas, taninos) e compostos nitrogenados (Corrêa et al., 2008). Alguns 

metabólitos secundários apresentaram papel significativo na indústria farmacêutica 

visto que uma grande parcela dos atuais fármacos comercializados foi desenvolvida 

por meio sintético com sua estrutura química baseada em diferentes metabólitos. 

Estes compostos apresentam, em geral, grandes potencialidades para a detecção 

de diferentes variedades de moléculas bioativas em virtude de sua diversidade 

química, podendo apresentar diversas atividades em alvos celulares (Gu et al., 

2013).  

Pesquisas envolvendo ensaios para a detecção de potencialidades biológicas 

dos metabólitos secundários apontam que suas atividades são variadas, incluindo, 

por exemplo, ação antimicrobiana, antioxidante, antimutagênica, analgésica, 

antiúlcera, antitumoral, anti-inflamatória e cicatricial (Viegas-Junior, 2008; 

Bhattacharya, 2011; Batista et al., 2012; Sousa et al., 2014; Carneiro et al., 2016). 

Uma importante classe de metabólitos secundários de vegetais que tem 

ganhado destaque em estudos científicos relativos ao desenvolvimento de fármacos 

são as chalconas e seus derivados.  As chalconas são definidas quimicamente como 

cetonas α,β–insaturadas, que possuem o núcleo 1,3- difenil-2-propen-1-ona. 

Apresentam dois anéis aromáticos conjugados por uma porção olefina e um grupo 

carbonilo.  Um dos anéis (anel A) está ligado diretamente no grupamento cetona e 

outro (anel B) à dupla ligação (Figura 1) (Zuanazzi, 2002; Nowakowska, 2007). Esta 

classe de metabólitos é precursora da biossíntese de flavonoides e isoflavonóides 

dos vegetais (Dyrager et al., 2011; Ngaki et al., 2012).  

 

Figura 1.   Esquema estrutural do núcleo fundamental das chalconas. Adapatado de 

Ribeiro (2015). 
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Ao longo dos últimos anos, uma crescente atenção foi dedicada a estes 

compostos devido às suas atividades biológicas. As chalconas representam uma 

das classes mais comuns de compostos encontrados em nossa dieta diária. Elas 

são especialmente abundantes em frutos (laranja, maçã, tomate), verduras e 

legumes (alface, brotos de feijão, batatas) e em folhas e pétalas, atuando na 

polinização vegetal, visto que sua cor amarela é atrativa para insetos e pássaros os 

quais polinizam outros vegetais (Dao et al., 2011; Orlikova et al., 2011). 

Embora as chalconas ocorram naturalmente, elas podem ser sintetizadas em 

maiores quantidades através de um mecanismo eficiente e simples. 

Resumidamente, pela síntese através da condensação de Claisen-Schmidt (tipo de 

reação química orgânica que ocorre com a condensação entre cetonas e aldeído na 

presença de catalisadores básicos ou ácidos) que permite a aquisição de inúmeros 

compostos, uma vez que existem diversos benzaldeídos e acetofenonas comerciais 

que, quando combinados, podem fornecer a variedade estrutural pretendida. Além 

disso, o efeito farmacológico desejado pode ser potencializado através de 

substituintes nas moléculas de chalconas (Alcaraz et al., 2004; Rao et al., 2004; 

Nowakowska, 2007; Chiaradia et al., 2008; Findik et al., 2009; Mai et al., 2014).  

Sabe-se que o desenvolvimento de novas moléculas e o estudo de seus 

potenciais farmacológicos é imprescindível no desenvolvimento de novas terapias 

para o tratamento de inúmeras doenças. Neste sentido, a síntese de moléculas 

baseadas em grupos farmacofóricos de substâncias naturais, como as chalconas, 

apresenta grande relevância, visto que a diversidade de efeitos farmacológicos das 

chalconas se deve, em grande parte, às inúmeras possibilidades de substituições 

em seus anéis aromáticos (Montanari & Bolzani, 2001; Costa, 2009). 

Algumas chalconas isoladas das espécies vegetais Dorstenia turbinata e 

Dorstenia barteri, por exemplo, são capazes de inibir em células de glioblastoma 

(U87), a secreção da metaloproteinase (MMP) do tipo 2 a qual é um pré-requisito no 

processo de degradação da matriz celular extracelular e progressão tumoral 

(Ngameni et al., 2006, 2007).  

Estudos realizados com derivados de chalconas sintéticas demonstraram que 

estes compostos também apresentam inúmeras propriedades biológicas, tais como 

atividade antibacteriana, antifúngica, citotóxica, antinociceptiva e anti-inflamatórias 

através da inibição da fosfolipase A2, ciclo-oxigenase (COX), lipoxigenases, 
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produção de citocinas pró-inflamatórias, quimiotaxia de neutrófilos, fagocitose e 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Maria et al., 2008; Kim et al., 

2013; Razmi et al., 2013; Vasconcelos et al., 2013;  Božić  et al., 2014; Bukhari et al., 

2014; Jantan et al., 2014; Gupta & Jain, 2015). 

Alguns diarilpirazóis sintetizados a partir de chalconas contendo a porção 

fenilsulfona ou carbonitrilo, demonstraram atividade anti-inflamatória e efeito anti-

ulcerogênico mais efetivos quando comparados ao Indocid® (medicamento de 

referência no tratamento de inflamações gastrointestinais) (Nassar et al., 2011). 

Os análogos sintéticos da 2,6-bis-benzilidina-ciclo-hexanona extraída da 

curcumina (substância encontrada no pó extraído da raiz da Curcuma 

longa),  apresentaram efeitos inibitórios sobre células de câncer de adenocarcinoma 

gástrico (AGS) e carcinoma de células escamosas esofágicas (KYSE30). Além 

disso, um dos análogos [2,6-Bis- (3-metoxi-4-propoxi-benzilideno) – ciclohexanona] 

apresentou uma citotoxicidade17 vezes maior sobre as células tumorais quando 

comparado a curcumina (Alibeike et al., 2017). 

Outra chalcona, 2'-hidroxi-3,4,4 ', 5,6'-pentametoxiquocona (2), apresentou 

citotoxicidade por interrupção do processo mitótico em células do adenocarcinoma 

de mama (MCF-7) e do câncer de pulmão (NCI-H460). Este composto interferiu na 

qualidade do fuso mitótico, onde o mesmo se encontrou colapsado e com 

cromossomos distribuídos aleatoriamente. Além disso, o composto induziu um 

atraso prolongado (até 14 h) na mitose, culminando na morte celular maciça pela 

formação de protrusões na membrana plasmática (blebbing) (Fonseca et al., 2016). 

Outros relatos sobre a atividade citotóxica das chalconas correlacionam esse 

efeito com o potencial anticâncer destes compostos, uma vez que podem reagir com 

grupos tióis intracelulares. A adição de porções nucleofílicas em cetonas α-β-

insaturadas, como a glutationa (GSH), através de uma adição está relacionada com 

o potencial inibitório das chalconas sobre o crescimento tumoral. Essa característica 

da reação também demonstra que dupla ligação presente nas chalconas possui um 

papel fundamental para o efeito antitumoral (Guzy et al., 2010; Maydt et al., 2013). 

Derivados de chalconas sulfonamidas demonstraram atividade antimalárica e 

antiparasitária, in vitro, contra o Plasmodium falciparum (Domínguez et al., 2005). 

Alguns derivados de chalconas sulfonamidas podem inibir a atividade de enzimas α-

glucosidases, as quais são fundamentais no metabolismo dos carboidratos e 
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representam um importante alvo no tratamento da diabetes tipo 2, além de inibir a 

enzima β-secretase (BACE1) a qual possui relação no desenvolvimento de 

Alzheimer (Bharatham et al., 2008; Lee et al., 2009).  

Baseado nas potencialidades das chalconas obtidas a partir da biodiversidade 

vegetal, pesquisas envolvendo a síntese química destes compostos têm sido 

desenvolvidas a fim de aprimorar a obtenção e os efeitos farmacológicos destes 

compostos.  Uma grande variedade de chalconas sintéticas foi desenvolvida para 

identificar, por exemplo, qual a estrutura mais eficiente para inibir a proliferação de 

células cancerosas (Lee et al., 2009; Liu & Go, 2007; Ducki et al., 2009; Quintin et 

al., 2009; Yang et al., 2009; Kong et al., 2010; Lima et al., 2016) (Tabela 1). A ação 

das chalconas e seus derivados têm proporcionado, portanto, novas perspectivas 

para diversos estudos de farmacologia, bioquímica e biotecnologia vegetal em união 

à química medicinal visando à descoberta de potenciais agentes que atuem contra 

diferentes condições patológicas (Guido et al., 2010; Milen, 2011; Lee et al., 2015).   

 

Tabela 1. Derivados sintéticos de chalconas como agentes antiproliferativos 

Derivado  Vegetal de origem (se 
disponível) 

Processos 
celulares 
direcionados 

Referência 

15 dihydro artemisinina Artemisinina (Artemisia 
annua) 

Viabilidade celular Yang et al. 
(2009) 

Derivados polioxigenados 
no anel A 

Tangeretin (Citrus) Proliferação celular Quintin et 
al. (2009) 

Análogos de CA-4: cis-6, 
trans-6 do ácido borônico 

Combretastatina A4 
(Combretum caffrum) 

Proliferação celular 
Inibição da 
formação de 
tubulinas 

Kong et al. 
(2005) 

4 análogos de chalconas 
de ácido borônico 

Combretastatina A4 
(Combretum caffrum) 

Proliferação celular 
Inibição da 
formação de 
tubulinas durante a 
angiogênese  

Kong et al. 
(2010) 

97 chalconas do tipo 
combretastatina 

Combretastatina A4 
(Combretum caffrum) 

Viabilidade celular 
Ciclo celular 
Inibição da 
formação de 
tubulinas 

Ducki et al. 
(2009) 
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2,6-Bis- (3-metoxi-4-
propoxi-benzilideno) – 
ciclohexanona 

2,6-Bis-benzilidina-
ciclo-hexanona 
(Curcuma longa) 

Apoptose Ciclo 
celular 

Alibeike et 
al. (2017) 

65 derivados com 
funcionalidades de base 

- Proliferação celular Liu & Go 
(2007) 

19 derivados metoxilados - Proliferação celular 
Viabilidade celular 
durante a 
inflamação 

Bandgar et 
al. (2010) 

17 derivados de piperidinas 
chalconas 

- Ciclo celular 
Proliferação celular 

Liu & Go 
(2006) 

4 '- (p-tolueno 
sulfonilamida) -4-
hidroxichalcona 

- Proliferação celular Lee et al. 
(2009) 

1E, 4E-1- (4-clorofenil) -5- 
(2,6,6-trimetilciclohexen-1-
il) penta-1,4-dien-3-ona 

 -  Proliferação celular Lima et al. 
(2016) 

 

 

2.3. O mecanismo de angiogênese  

 

A angiogênese é definida pelo crescimento de novos vasos sanguíneos a 

partir de uma vasculatura pré-existente. A formação e crescimento dos vasos nos 

indivíduos apresenta um constante mecanismo regulatório e sua ativação ocorre sob 

condições específicas, tais como na cicatrização de feridas, ovulação, nidação, 

crescimento, dentre outros. No entanto, este mecanismo também possui importante 

relação com eventos patológicos, tais como o desenvolvimento de doenças 

reumáticas, psoríase, retinopatia diabética, aterosclerose, síndrome do ovário 

policístico, doença cardíaca isquêmica, além de neoplasias malignas (Nordlie et al., 

2006; Peitsids & Agrawal, 2012; Sankar et al., 2017; Vanlandingham et al., 2017). 

A estimulação das células do endotélio vascular pelas citocinas angiogênicas 

permite a liberação de proteases as quais promovem a degradação da lâmina basal 
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das células endoteliais. Assim, estas células acabam migrando até a região do 

estroma perivascular e se dividem para iniciar o brotamento capilar. A migração se 

destina no sentido do local estimulado por fatores angiogênicos, onde o broto 

endotelial se estende, assumindo uma conformação tubular, e forma novos vasos 

(Figura 2). Na regulação da angiogênese existe um amplo sistema de regulação o 

qual é constituído por fatores pró e antiangiogênicos (Karamysheva, 2008; Ucuzian 

et al., 2010). 

 

 

Figura 2. Representação do processo angiogênico (Clapp et al., 2009). 

 

Diversos peptídeos são reconhecidos por apresentarem atividade regulatória 

no mecanismo de angiogênese, dentre eles estão os fatores ácido e básico de 

crescimento de fibroblastos (aFGB e bFGF), angiogeninas, fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), 

dentre outros (Valiatti et al., 2011). 

Segundo Karamysheva (2008) o principal evento relacionado com a regulação 

da angiogênese fisiológica e patológica é a cascata de sinalização que envolve o 

VEGF, em virtude das propriedades biológicas desse fator. Este é fundamental para 

a sobrevivência das células endoteliais in vitro e in vivo visto que, na ausência de 

nutrientes, ele inibe o processo apoptótico nestas células. O VEGF também possui 

um potencial indutor na permeabilidade vascular cerca de 50.000 vezes maior que a 

histamina (Cotran et al., 1999).  
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Atualmente existem sete membros na família VEGF: VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e o fator de crescimento placentário 

(PlGF)  (Figura 3). Todos eles apresentam um domínio comum de homologia VEGF. 

Destes fatores, o VEGF-A possui maior influência no processo angiogênico 

(Pourgholami & Morris, 2008). O VEGF-A é uma glicoproteína altamente expressa 

em tecidos normais do pulmão, rins, coração e glândula adrenal. As menores 

concentrações deste fator são detectadas no fígado, baço e mucosa gástrica 

(Hoeben et al., 2004). Todos estes fatores podem ativar um ou mais receptores 

conhecidos (VEGFR-1, VEGFR-2 e VEGFR-3) (Cross et al., 2003; Pourgholami & 

Morris, 2008). 

  

Figura 3. Ligação entre as  moléculas de VEGF e seus receptores (Cross et al., 

2003). 

 

A angiogênese também é considerada um mediador-chave no 

desenvolvimento de tumores. Um estudo realizado por Muthukkaruppan et al. (1982) 

revelou diferentes comportamentos de células cancerígenas presentes em diferentes 

regiões da íris ocular. As células cancerosas na porção da íris sem circulação 

sanguínea cresceram cerca e 1-2 mm3 de diâmetro e depois pararam, no entanto, na 

região em que havia circulação, estas células cresceram além de 2 mm3. A ausência 

de vasos sanguíneos resulta em hipóxia e permite que os tumores se tornem 

necróticos ou mesmo apoptóticos (Ribatti & Nico, 2016).  

Há um consenso geral de que VEGF e seu receptor, VEGFR-2, são os 

reguladores mais proeminentes da angiogênese. A sinalização do VEGF estimula as 

vias celulares que levam à formação e ramificação de novos vasos sanguíneos 
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tumorais, promove rápido crescimento do tumor e favorece o potencial metastático 

(Zhao & Adjei, 2015).  

O principal estímulo para a expressão do VEGF é a presença de hipóxia, 

onde nesta condição o VEGF é ativado através do Fator induzível por hipóxia-1 

(HIF-1). O HIF-1 é regulado principalmente por uma mudança na concentração de 

oxigênio, pela ativação de oncogenes e por mutação em genes supressores de 

tumor. Em condições hipóxicas, HIF-1 induz a expressão da isoenzima ciclo-

oxigenase 2 (COX-2) a qual medeia a maioria dos efeitos proangiogênicos através 

da produção de prostaglandinas, como a E2 resposável pela vasodilatação (Yao et 

al., 2011; Jin  et al, 2014). 

Na iniciação da angiogênese tumoral, as células produzem e liberam fatores 

de crescimento angiogênicos, como a angiogenina 1, VEGF, aFGF, bFGF e PDGF 

(Figura 4). Quando esses fatores se ligam aos seus receptores específicos 

correspondentes localizados nas células endoteliais de vasos sanguíneos pré-

existentes, várias vias de transdução de sinal são ativadas para promover a ativação 

de células endoteliais (Niu & Chen, 2010). Posteriormente, os vasos originais sofrem 

alterações morfológicas significativas, incluindo o aumento do diâmetro, a 

degradação da membrana basal, aumento do número de vasos, diminuição e 

desprendimento das células mesenquimais associadas às paredes de vasos 

sanguíneos  (pericitos) (Dudley, 2012).  

Um importante aspecto na angiogênese tumoral ocorre quando o PDGF inicia 

a proliferação dos pericitos e migração dos novos brotos capilares. Na extremidade 

do broto endotelial, as células secretam de modo intenso as MMPs para facilitar a 

degradação da matriz extracelular e invasão celular (Figura 4) (Coussens et al., 

2000; Deryugina & Quigley, 2015). As moléculas de adesão à superfície celular, 

como as integrinas, também desempenham um papel importante na migração das 

células endoteliais e em contato com a matriz do tumor extracelular, facilitando a 

sobrevivência celular (Foubert & Varner, 2012). Após essas etapas, os vasos recém-

formados são estabilizados através do recrutamento de células musculares lisas e 

pericitos (Cao, 2009). 

As células endoteliais vasculares se dividem em média a cada 1000 dias e a 

angiogênese é estimulada quando os tecidos tumorais requerem nutrientes e 

oxigênio. Este processo é regulado por moléculas que ativam e inibem a 
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angiogênese, no entanto, o aumento da regulação da atividade de fatores 

angiogênicos não é suficiente para que a angiogênese tumoral ocorra. Os 

reguladores do crescimento de vasos também são regulados (Nishida et al., 2006). 

 

 

  Figura 4. Esquematização da angiogênese tumoral (Adaptado de 

Su   et al., 2007). 

 

 A alta expressão de VEGF e outros fatores angiogênicos tem sido observada 

em diversos tipos de tumores. O VEGF é um importante mediador da angiogênese 
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tumoral, e sua regulação ocorre pela expressão de oncogenes e por outros fatores 

de crescimento (Fator de Crescimento Epidérmico - EGF, αTGF e βTGF, FGF, Fator 

de Crescimento semelhante à Insulina tipo 1 – IGF1, PDGF, dentre outros) e hipóxia. 

(Carmeliet, 2003; Virrey et al., 2008). Em angiossarcomas, tumores malignos de 

origem endotelial, há uma significativa associação entre sua ocorrência e a alta 

expressão de VEGF.  Nesses tumores, as endoglinas (glicoproteínas cruciais no 

desenvolvimento da angiogênese) são reguladas pela inibição da expressão de 

VEGF (Wilky et al., 2017). A alta expressão dos receptores VEGFR também está 

relatada em diferentes tumores, como o sarcoma de kaposi, câncer de ovário e 

melanoma (Gutierrez et al., 2013; Lim et al., 2014; Lund et al., 2016).  

Dados de experimentos in vitro indicam que o VEGF-A atua no 

desenvolvimento e metástase de cânceres de mama. Este fator está relacionado 

com o crescimento dos vasos sanguíneos das células deste tipo de câncer, uma vez 

que promove um aumento na neovascularização, vasodilatação e maturação dos 

vasos, atuando através de efeitos autócrinos seletivos para estimular a proliferação, 

sobrevivência, adesão e quimiotaxia das células tumorais (Lee et al., 2007; Hervé et 

al., 2008) . 

A produção de VEGF por células tumorais do câncer de mama e a ativação 

de receptores de VEGF na superfície de células cancerosas indicam a existência de 

um ciclo de sinalização autócrino distinto o qual permite que estas células promovam 

seu próprio crescimento, sobrevivência e migração por fosforilação e ativação de 

VEGFR -1/2 ou de neuropilinas (NRP1 ou NRP2) induzida por VEGF (Parker et al., 

2012a,b). 

 

2.3.1. Antiangiogênese 

 

Em virtude da significativa relevância do mecanismo angiogênico sobre 

eventos fisiológicos e patológicos, diversos estudos relativos à descoberta de fatores 

antiangiogênicos têm sido conduzidos (Goel & Mercurio, 2013). Terapias 

direcionadas apenas na inibição de VEGF ou em associação com a quimioterapia, 

tem sido utilizada no tratamento de diferentes tumores (Ellis & Hicklin, 2008).  

Pesquisas envolvendo mecanismos de inibição de fatores angiogênicos como o 
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VEGF demonstraram que a inibição deste fator promove a apoptose destas células 

do câncer de mama (Falah et al., 2017).  

A inibição de VEGFA em carcinomas escamosos também promoveu a 

regressão tumoral (Beck et al., 2011). A quimiotaxina-2 derivada de células 

leucocitárias (LECT2) humanas, uma vez expressa, pode suprimir a proliferação de 

células de hepatocarcinoma (HCC) induzidas por VEGF, a migração e a formação 

de vasos in vitro e in vivo. Sua atividade está relacionada especificamente com a 

redução da fosforilação de tirosina do VEGFR2, o que pode inibir a angiogênese 

tumoral (Chen et al., 2016). O anticorpo monoclonal Vanucizumab, também 

apresenta atividade antitumoral em células de câncer de cólon (Colo205) através de 

um mecanismo antiangiogênico sobre a expressão da Angiogenina-2 e VEGF-A 

(Baker et al., 2016). 

A atividade antiangiogênica de inúmeros compostos vegetais também tem 

sido relatada em alguns estudos.  As antraquinonas do Rheum rhabarbarum 

(ruibarbo), por exemplo, inibiram a angiogênese através de uma redução na 

expressão de fatores pró-angiogênicos, tais como citoquinas pró-inflamatórias, NF-

kB e proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) (Hu et al., 2014). 

O extrato metanólico da casca do caule de Balanite aegyptiaca demonstrou 

propriedades antiangiogênicas em modelo experimental utilizando a artéria aorta de 

rato, através da inibição de VEGF, bem como pela interrupção da migração de 

células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) e a formação de novos vasos 

sanguineos (Hassan et al., 2016). 

O extrato bruto da Salvia triloba apresentou atividade antiangiogênica no teste 

aórtico em ratos, além de inibir a proliferação de HUVEC e o crescimento de vaso 

recém formado na membrana corioalantóide (MCA) de ovos embrionados de 

galinha. Este extrato também apresentou potencial inibitório sobre a expressão de 

VEGF e do fator induzido por hipoxia-1 (HIF-1a) em células de câncer de mama 

(MCF 7) sob condições normoxicas e hipóxicas (Zihlif et al., 2013). O extrato das 

flores de Hibiscus sabdariffa, também demonstrou atividade antiangiogênica em 

experimento com a MCA e este efeito foi atribuído ao potencial que a hibiscetina, 

composto isolado das flores deste vegetal, apresenta em se ligar ao VEGFR2 

(Joshua et al., 2017).  
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Dentre os compostos análogos de isolados vegetais com atividade 

antiangiogênicas, as chalconas também têm sido investigadas. Lee et al. (2006), por 

exemplo, demonstrou que uma chalcona sintética (2'-hidroxi-4'-metoxichalcona) 

apresenta atividade antiangiogênica mediante ensaio na MCA com inibição do bFGF 

e da COX-2, além de reduzir o crescimento de células da artéria pulmonar vitelina.  

Derivados sintéticos de chalconas também apresentaram atividade inibitória 

da angiogênese induzida por VEGF in vitro e in vivo pelo teste da MCA com inibição 

de receptores de tirosina cinases incluindo Tie-2 receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGF), bFGF, receptores de efrina do tipo B (EphB2) e do receptor do 

fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1) (Lee et al., 2012). Karki et al. 

(2012) relatou algumas Di-hidroxichalconas inibem a expressão de VEGF em 

ensaios com a MCA e apresentam maior potencial para esta atividade em relação as 

Mono-hidroxichalconas.  

Duas chalconas isoladas de Medicago sativa L.  também exibiram moderada 

atividade antiangiogênica induzida in vitro pelo VEGF, com inibição da proliferação 

de HUVEC (Ma et al., 2016). Outro estudo realizado com a MCA também 

demonstrou que o precursor de flavonoides 4-hidroxialcalona (Q797) suprime o 

processo de angiogênese devido ao seu efeito seletivo sobre células do endotélio e 

do câncer epitelial humano pela modulação e expressão do VEGF e b-FGF, sem 

demonstrar quaisquer sinais de citotoxicidade (Varinska et al., 2012).  

Embora existam inúmeros relatos científicos sobre a eficácia da atividade 

antiangiogênica na regressão do desenvolvimento de diversos tumores, alguns 

medicamentos antiangiogênicos direcionados em especial ao VEGF, promoveram 

uma resistência tumoral adquirida, levando à progressão da doença. O mecanismo 

sobre como os tumores se tornam resistentes ainda carece de maiores 

esclarecimentos. Porém, uma possível explicação para este evento seria o efeito 

direto dos inibidores de VEGF em células tumorais que expressam VEGF-R (Goel & 

Mercurio 2013).  

Um estudo realizado por Tomida et al. (2015) demonstrou que a inibição 

crônica de VEGF em células do câncer de colon humano (HCT116) por 3 meses 

promoveu um aumento na resistência das células à apoptose induzida por hipóxia. 

Além disso, as células tumorais aumentaram significativamente a expressão de 

outros fatores angiogênicos, membro da família VEGF (PlGF, VEGF-B, VEGF-R1 e 
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VEGF-R2), sugerindo, portanto, que a inibição crônica de VEGF pode aumentar a 

expressão de fenótipos malignos em células de câncer de cólon. 

Essa resistência também pode ser causada pelo aumento da sinalização 

VEGF no receptor VEGF-R2 ou na sinalização VEGF através de sua ligação em 

outros co-receptores. Um estudo em indivíduos com câncer de mama, por exemplo, 

demonstrou que o aumento da sinalização autócrina de VEGF / VEGFR2 através de 

MAPKs em células MCF7 que adquiriam resistência ao tamoxifeno (agente anti-

estrógeno utilizado na quimioterapia do tratamento de câncer de mama) (Aesoy et 

al., 2008). O reconhecimento de vias autônomas do VEGF através dos sinalizadores 

autócrinos, fornece, portanto, novas visões sobre terapias anticâncer uma vez que 

estes sinalizadores podem representar um novo alvo terapêutico em associação 

com os fatores antiangiogênicos (Perrot-Applanat & Di-Benedetto, 2012). 

Ressalta-se, porém, que os estudos relativos ao potencial antiangiogênico de 

diferentes substâncias, naturais ou sintéticas, têm apresentado significativa 

contribuição na descoberta de novas terapias que auxiliem na terapia anticâncer e 

tratamento de doenças neovasculares não controladas, incluindo a degeneração 

macular relacionada à idade. Alem disso, estes estudos favorecem na escolha de 

diferentes modelos experimentais, in vivo e in vitro, possibilitando a investigação dos 

diferentes mecanismos de ação dos compostos (Chang et al., 2012; Al-Shabrawey 

et al., 2013;   Agarwal et al., 2015). 

 

2.4. Ensaio de angiogênese em membrana corioalantóide (MCA) de ovos 

embrionados de galinha  

  

O procedimento experimental da MCA em ovos embrionados de galinha 

(Gallus domesticus) foi descrito pela primeira vez em 1974 por Auerbach e 

colaboradores. Inicialmente se tratava de um método que permitia a verificação do 

crescimento de embriões em placas de Petri a partir do 20º dia de incubação dos 

ovos. O ensaio tem a vantagem de proporcionar acesso imediato ao embrião e sua 

MCA sobre a qual é possível realizar a inoculação de agentes teratogênicos e fazer 

a observação microscópica da morfogênese e crescimento do embrião (Auerbach et 

al., 1974). Além disso, esse modelo experimental tem sido usado em diferentes tipos 



37 

 

 

de estudos que buscam identificar compostos que induzem ou inibem o processo 

angiogênico (Nowak-Sliwinska et al., 2014; Rabhi et al., 2015).  

A MCA é uma membrana responsável pela nutrição e trocas gasosas de 

embriões de galinha. Embora a maior atenção seja dada ao seu sistema vascular, é 

importante enfatizar que a MCA possui um sistema linfático totalmente desenvolvido 

o qual possui semelhanças funcionais e moleculares com o sistema linfático de 

mamíferos (Papoutsi et al., 2001).  

O desenvolvimento da MCA ocorre de maneira semelhante ao anexo 

alantoide de mamíferos e se forma pela expansão caudal do saco vitelínico. No 

entanto, nas aves este anexo se funde ao anexo córion para formar a membrana 

corioalantóide. Inicialmente esta membrana é avascular, mas rapidamente forma um 

rico complexo vascular com o surgimento de artérias e veias (Figuras 5 e 6). O 

crescimento da MCA ocorre desde o terceiro dia do desenvolvimento embrionário e 

é completado no 10° dia, no entanto, o sistema vascular da MCA se torna 

completamente diferenciado por volta do 13° de incubação (Shapiro, 1992; Nowak-

Sliwinska et al., 2014).  

 

 

Figura 5. (A) Visão do complexo vascular de uma MCA no 3° dia de incubação do 

ovo embrionado; (B) MCA em crescimento e anastomose observados no 7° de 

incubação (Adaptado de Nowak-Sliwinska et al., 2014). 
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Figura 6. Ilustração de uma MCA obtida no 16° dia de maturação. A MCA apresenta 

artérias e veias bem estabelecidas que podem ser observadas a partir do 10° dia do 

desenvolvimento da rede vascular (Acervo S. R. L. Pontes). 

 
 
 

Histologicamente, a MCA consiste em dois folhetos epiteliais que limitam uma 

fina camada no estroma (Figura 7). O epitélio superior possui origem ectodérmica, 

enquanto o estroma e o epitélio inferior são de origem mesodérmica e endodérmica, 

respectivamente (Hammer-Wilson et al., 2002). A vasculatura sanguínea e linfática 

da MCA reside no estroma. Desta forma, é importante ressaltar que qualquer 

substância fornecida na superfície da MCA deve passar pelo epitélio e atingir os 

vasos no estroma. As condições de baixa umidade, quando as MCAs são cultivadas 

fora do ovo, induzem uma divisão celular significativa, além da queratinização da 

camada epitelial superior o que dificulta o processo de absorção de substâncias e 

passagem de moléculas solúveis à rede vascular subjacente. Portanto, o controle de 

umidade representa um fator crítico durante o uso experimental desse sistema 

(Wutzler et al., 2003). 
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Figura 7. Fotomicrografia de uma MCA corada com hematoxilina-eosina (HE). O 

plexo capilar menor se localiza na porção mais superficial do epitélio da MCA em 

comparação com os vasos maiores localizados na região mesodérmica (Acervo S. 

R. L. Pontes). 

 

 

Visto que a MCA possui um complexo vascular denso e de fácil visualização, 

o método experimental para avaliação do potencial angiogênico ou antiangiogenico 

de diferentes substâncias, naturais e sintéticas, tem sido comumente utilizado 

(Quesada et al., 2006; Melo-Reis et al., 2010; Lee et al., 2012; Almeida et al., 2014; 

Araújo et al., 2015; Chaves et al., 2016).  

 

2.5. Mutagenicidade, Carcinogênese e Antimutagenicidade 

 
A informação genética dos organismos vivos está armazenada no DNA, sob 

sequências nucleotídicas, e é transmitida de célula a célula durante o 

desenvolvimento e de geração a geração durante a reprodução. No entanto, esta 

transmissão não possui total estabilidade e, por vezes, alterações ou mutações 

podem ocorrem e gerar uma variabilidade genética (Snustad & Simmons, 2001).  
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A mutação representa um processo natural no qual as sequências de DNA 

são alteradas em organismos vivos. Essa variação pode ser identificada através de 

traços contínuos e discretos, além disso, as mutações promovem mudanças 

evolutivas que se baseiam no acúmulo de mutações múltiplas. A perpetuação do 

material genético depende, entretanto, de uma manutenção em níveis mínimos nas 

taxas de mutação (Peterson & Müller, 2016). 

As principais alterações que ocorrem no material genético podem ocorrer 

através de mutações pontuais (alteração em apenas nucleotídeo ou de um grupo 

reduzido de nucleotídeos) rearranjos os quais acometem segmentos cromossômicos 

abrangendo inúmeros nucleotídeos. As mutações que ocorrem nas células 

somáticas (células não reprodutivas) aumentam a probabilidade de ocorrência do 

câncer, contudo essas mutações somáticas não são transmitidas para as gerações 

seguintes (Lodish et al., 2000). 

As mutações denominadas de espontâneas são oriundas de eventos 

celulares normais e resultam de baixos níveis de erros metabólicos. Por outro lado, 

as mutações induzidas, resultantes da exposição do organismo a agentes 

mutagênicos (físicos, químicos ou biológicos) podem causar maiores danos no DNA 

e consequentemente erros metabólicos mais elevados (Griffiths et al., 2000). 

A relação entre a mutação e câncer foi estabelecida em inúmeros estudos. 

Um exemplo a ser citado, são as mutações presentes nos sarcomas os quais 

representam um grupo heterogêneo de tumores que são tradicionalmente 

classificados segundo a morfologia e o tipo de tecido em que ocorrem, como o 

osteossarcoma, que ocorre no tecido ósseo (Sreekantaiah et al., 1993; Amankwah et 

al., 2013).  

Atualmente a classificação molecular baseada na mutação genética, divide os 

sarcomas em duas categorias: 1) sarcomas com alterações genéticas específicas, 

que podem ainda ser subclassificados com base nas translocações que resultam em 

transcrições de fusão oncogênicas (por exemplo, fusão dos oncogenes EWSR1 e 

FLI1 no osteossarcoma de Ewing) e nas mutações oncogênicas específicas (por 

exemplo, mutações no gene receptor tirosina quinase - KIT e no receptor do fator de 

crescimento PDGF em tumores estromais gastrointestinais) e 2) sarcomas que 

apresentam múltiplas anormalidades cariotípicas sem padrão um específico, 
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incluindo o osteossarcoma, leiomiossarcoma e lipossarcoma pleomórfico (Martins et 

al., 2012; Shaker et al., 2014; Zong & Chen, 2014; Grünewald et al., 2015). 

O ambiente em que os organismos estão inseridos, por inúmeras vezes, 

também os expõe a uma grande variedade de agentes químicos tais como, 

cosméticos, conservantes de alimentos, pesticidas, compostos utilizados na 

indústria, poluente, dentre outros. Muitos desses compostos têm sido 

comercializados e demonstraram ser cancerígenos e mutagênicos em vários 

estudos científicos e alguns, posteriormente, foram submetidos a um processo de 

controle de uso decretado pelo governo de diferentes países (Cruzan, 2009; 

Magnuson  et al., 2013; Adad et al., 2015; Ferrini et al., 2015; Marie et al., 2016). 

Essas substâncias com capacidade de gerar mudanças no DNA são 

denominadas genotóxicas e a ciência responsável pelo estudo dos eventos relativos 

à lesões no DNA segundo a ação de tais substâncias é conhecida como 

mutagênese (Erdtmann, 2003). 

Os compostos genotóxicos atuam como promotores tumorais, modificadores 

endócrinos, imunossupressores ou indutores de toxicidade. A Agência Internacional 

de Pesquisa sobre o Câncer (IARC), através de estudos científicos, considera que 

as substâncias genotóxicas representam 88% de todos os agentes cancerígenos e 

possivelmente cancerígenos para seres humanos (Kang et al., 2013).  

Além da existência de substâncias genotóxicas, existem múltiplos fatores que 

induzem a perca de função de um determinado gene responsável pela regulação do 

ciclo celular, dentre eles está a predisposição genética hereditária (Stare & 

Jozefowicz, 2008).   

A alimentação também é uma via de exposição à agentes com propriedades 

genotóxicas. Estudos predizem que cerca de um terço de todos os tipos de cânceres 

possui relação com o habito alimentar. Neste sentido, inúmeras pesquisas 

demonstram a importância de determinadas dietas como modelo preventivo ao 

desenvolvimento do câncer (Jansen et al., 2013; White et al., 2013; Freedman et al., 

2014; Thomson et al., 2014). As dietas ricas em vegetais, frutas, peixes e produtos 

lácteos com baixo teor de gordura estão associadas a um menor risco de câncer de 

mama, por exemplo. No entanto, as evidências se determinados vegetais, frutas ou 

outros alimentos podem reduzir o risco não estão totalmente elucidadas (Boggs et 

al., 2010; Farvid et al., 2016). 
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Embora o processo de mutagenicidade não seja um fator determinante para a 

ocorrência da carcinogênese (evento no qual as células normais se modificam em 

células cancerígenas), ele é um dos fatores frequentemente associados ao 

surgimento do câncer e a presença de alterações no DNA representa um elemento 

importante no desenvolvimento de inúmeros tipos de cânceres. Além disso, segundo 

a teoria da mutação somática do câncer, os agentes mutagênicos ao induzirem a 

mutação das células somáticas, contribuem para a ocorrência de erros nas proteínas 

transcritas, ocasionando alterações celulares as quais podem desencadear o 

processo carcinogênico (Baba & Cátoi, 2007; Vogelstein et al., 2013). 

Em virtude da influência do mecanismo de mutagenicidade com o 

desenvolvimento da câncinogênese, inúmeros compostos tem sido testando quando 

a sua atividade antimutagênica (Oliveira et al., 2013; Słoczyńska et al., 2014; 

Hanusch  et al., 2015; Horta et al., 2016). O termo antimutagênico foi inicialmente 

descrito em 1952 para definir substancias com capacidade de reduzir a frequência 

de mutações espontâneas ou induzidas, de modo independente dos eventos 

envolvidos. Deste modo, os compostos naturais ou sintéticos que possuem a 

capacidade de modular a atividade de inúmeros agentes mutagênicos são 

denominados, geneticamente, antimutagênicos (Novick & Szilard, 1952). 

O mecanismo de ação das substâncias antimutagênicas pode ser classificado 

em dois eventos principais: bio-antimutagênese e desmutagênese. Kada e 

colaboradores (1982, 1987) descreveram que na bio-antimutagênese, um elemento 

com atividade antimutagênica age em nível celular, sendo capaz de modular o 

reparo e a replicação do DNA inibindo, deste modo, possíveis erros decorrentes no 

sistema de reparo. Na desmutagênese, os compostos podem neutralizar ou inativar 

diretamente a atividade mutagênica de uma determinada substância através de uma 

ação química ou enzimática posterior ao processo metabólico, ou ainda atuam 

sequestrando e absorvendo os agentes mutagênicos e radicais livres, inibindo sua 

interação com o DNA (Bhattacharya, 2011).   

No entanto, sabe-se que determinadas substâncias podem apresentar, em 

diferentes condições de tipo celular ou dose, podem apresentar atividade 

mutagênica e antimutagênica. Estas substâncias são denominadas mutágenos e 

carcinógenos Janus. Alguns exemplos destes compostos são: 5-aminoacridina e 9-

aminoacridina, tiabendazol, tabaco, radiação ionizante, β-caroteno, quercetina, 
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testosterona e a chalcona sulfonamida sintética 4-N[fenilsulfonilamida] acetofenona 

3 (Von-Borstel & Higgins, 1998; Mazumdar et al., 2011; Bhattacharya, 2011; Silva et 

al., 2015). 

Ensaios de mutagenicidade em curto prazo têm sido amplamente usados 

para detectar agentes com atividade mutagênica e potenciais substâncias 

cancerígenas ambientais. As mesmas metodologias também podem ser utilizadas 

na detecção de potenciais compostos com ação antimutagênica e anticancerígena 

(Szikriszt et al., 2016).  Os sistemas celulares de mamíferos usados na análise 

citogenética da mutagênese e antimutagênese, englobam experimentos in vitro e in 

vivo, onde nos ensaios in vivo, camundongos e ratos são usados com maior 

frequência. In vitro, o principal organismo utilizado são as linhagens TA 100 e TA 98 

da bactéria Salmonella typhimurium (Eastmond et al., 2009). 

Dentre os principais ensaios da genética toxicológica para a investigação de 

substâncias mutagênicas e antimutagênicas estão os testes de Ames em linhagens 

de bactérias do gênero Salmonella; teste do Micronúcleo em peixes, medula óssea 

de camundongos, linfócitos de sangue periférico e na mucosa bucal; teste cometa e 

Allium cepa (Dourado et al., 2017). 

A potencial atividade quimiopreventiva de uma dada substância é analisada 

através do uso de reconhecidos agentes indutores de lesões no DNA, associados 

aos compostos testes. Nessas análises, inúmeros mutágenos reconhecidos têm sido 

amplamente utilizados, dentre eles se destacam a ciclofosfamida (CP), mitomicina C 

(MMC), doxorrubicina (DXR), azida sódica e 4-nitroquinolina (4NQO) (Maron & 

Ames, 1983; Krishna et al., 1995; Attia et al., 2010; Oliveira et al., 2017).  

Muitos destes compostos mutagênicos, como a MMC e CP, atuam pela 

atividade alquilante em virtude de uma ativação redutiva gerada durante sua 

metabolização, que forma metabólitos intermediários, como a semiquinona e 

hidroquinona, os quais podem se ligar ao DNA. Esta ligação por sua vez, promove 

ligações cruzadas na dupla fita do material genético (Słoczyńska et al., 2014).  

Neste sentido, identificar substâncias naturais ou sintéticas com potencial 

ação mutagênica e antimutagênica possui relevante aplicação como medida 

preventiva ou medicamentosa, visto que a exposição a agentes antimutagênicos 

pode limitar ou mesmo impedir o efeito de substâncias mutagênicas e assim reduzir 
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os níveis de danos genéticos e consequentemente diminuir a ocorrência de 

cânceres e outras doenças com base genética (Eventi et al., 2009). 

 

2.6. Teste do Micronúcleo em medula óssea de camundongos  

 

O teste do micronúcleo é considerado um dos mais utilizados em estudos de 

mutagenicidade. Seu uso abrange diferentes classes de compostos naturais e 

produtos químicos, como os farmacêuticos, agrícolas e aditivos alimentares. Embora 

exista uma maior tendência na avaliação de segurança destas substâncias em 

sistemas in vitro, os sistemas de testes in vivo recebem mais atenção no campo da 

genética toxicológica em virtude do seu peso de evidências (Hayashi, 2016).  

O micronúcleo (MN) foi inicialmente descrito no final do século 19 quando os 

pesquisadores Howell e Jolly encontraram pequenas inclusões no sangue retirado 

de gatos e ratos. Estas inclusões, denominadas corpúsculo de Howell-Jolly também 

são observadas em eritrócitos do sangue periférico de pacientes com anemia grave 

(Searts & Udden, 2012). Em 1959, Evans et al. detectaram que os raios-gama 

induziram a formação de MNs nas coifas de raízes de feijão e tentaram avaliar 

quantitativamente a aberração cromossômica gerada. Este foi o primeiro relatório 

que avaliou a aberração cromossômica pela frequência de células que 

apresentavam MNs e, assim, estimaram que cerca de 60% dos fragmentos 

cromossômicos contribuíram para a formação de MNs observados. 

Em 1970, Boller e Schmid desenvolveram um método para avaliar a 

frequência de eritrócitos micronucleados entre os eritrócitos normais que não 

apresentam seus próprios núcleos durante a hematopoiese, através do uso da 

medula óssea e células do sangue periférico do Hamster chinês o qual foi tratado 

com um agente alquilante Tremimon. Na metade da década de 1970, Heddle (1973) 

e Schmid (1975) construíram então os conceitos básicos do teste do MN. 

As características desse teste utilizando a medula óssea de camundongos, 

por exemplo, constituem na observação do efeito do agente testado sobre eritrócitos 

policromáticos jovens (EPC), RNA-positivos, ou seja, são corados de azul ao invés 

de vermelho, para a coloração convencional (Giemsa). Os MNs são contados nos 

EPCs e apresentam um diâmetro de 1/20 a 1/5 em relação ao núcleo do EPC 

(Figura 8) (Heddle, 1973; Schmid, 1975). Os MNs são formados por cromossomos 
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inteiros ou fragmentos acêntricos oriundos de quebra cromossômica que se atrasam 

em relação aos demais durante a anáfase na divisão celular (Terradas et al., 2010).  

 

 

Figura 8. Formação de micronúcleos em eritrócitos da medula 

óssea (Adaptado de Ribeiro, 2003). 

 

Durante a hematopoiese, os eritroblastos expelem seus núcleos e se 

convertem em eritrócitos e mantêm os micronúcleos no citoplasma o que facilita seu 

reconhecimento. A presença de micronúcleos em EPC demonstra que estes 

corpúsculos foram gerados na mitose anterior, ou seja, na presença de um 

composto mutagênico. Visto que o período entre a última divisão e a formação do 
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EPC é de aproximadamente 8 a 12 horas, os micronúcleos formados pela indução 

do agente mutagênico serão detectados cerca de 10 horas após a administração da 

substância. Outro dado importante é que o tempo mínimo onde os micronúcleos são 

detectados ocorre entre 10 e 24 horas, período onde se têm a conformação de 

policromático (Rabello-Gay et al., 1991; Ribeiro, 2003). 

Em geral, um total de 2000 eritrócitos são contados, devido a transição do 

EPC maduro para eritrócito normocromático (ENC) ser um processo constante. Em 

virtude dessa transição, é importante que haja uma separação na contagem de 

micronúcleos em EPC e ENC, visto que a presença destes elementos em ENC é 

indicativa de mutagenicidade na ausência de uma dada substância mutagênica. Nas 

substâncias utilizadas como controle negativo no teste do micronúcleo, as quais não 

afetam a proliferação da medula, a relação entre EPC e ENC é de aproximadamente 

1:1 (Ribeiro, 2003).  

A relação EPC/ENC também é utilizada como parâmetro para investigação da 

citotoxicidade de diferentes substâncias. Em geral, quando a substância teste 

apresenta efeito citotóxico, a presença de EPCs tende a ser maior que a de ENCs. A 

frequência de EPC micronucleado (EPCMN) em organismos tratados com uma 

substância que possui atividade mutagênica é superior (p < 0,05) ao controle 

negativo (Maistro, 2014).   

 

2.7. Teste de Mutagenicidade de Ames 

 

O teste de mutagenicidade de Ames foi desenvolvido na década de 70 por 

Bruce Ames, professor de Bioquímica na Universidade da Califórnia, em Berkeley. 

Este ensaio é amplamente utilizado em sistema in vitro para detectar possíveis 

agentes químicos ou naturais com potencial atividade mutagênica (Maron & Ames, 

1983).  

O procedimento se baseia no uso de diferentes estirpes da bactéria 

Salmonella typhimurium (S. typhimurium) oriundas da linhagem parental LT2, 

auxotróficas para o aminoácido histidina (his-) e se diferem entre si pelas diferentes 

mutações no operon desse aminoácido. As cepas mais utilizadas são TA97, TA98, 

TA100, TA102, TA104, TA1535, TA1537 e TA1538. Além das cepas de Salmonella, 

a estirpe Escherichia coli também pode ser testada neste método uma vez que 
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possui semelhança com a cepa TA102 de S. typhimurium na detecção de agentes 

mutagênicos (Mortelmans & Zeiger, 2000). 

Todas as cepas bacterianas de S. typhimurium usadas no teste de Ames 

possuem um gene mutante que as impede de sintetizar o aminoácido histidina o 

qual é essencial para sua sobrevivência. No entanto, na presença de um composto 

potencialmente mutagênico, os genes defeituosos podem ser novamente mutados 

para seu estado funcional, permitindo que a bactéria cresça em meio padrão que 

não contenha histidina suplementar. Essas mutações que levam a uma recuperação 

da atividade ou função normal são chamadas de reversas. As colônias mutantes, 

que podem sintetizar histidina são chamadas de revertentes (Mortelmans & Riccio, 

2000).  

As cepas TA 98 e TA 100, utilizadas no presente estudo, são as mais 

utilizadas no protocolo de Ames e são eficazes na identificação de inúmeros 

compostos mutagênicos (Tejs, 2008). A presença da mutação hisG46 na estirpe 

TA100 promove uma substituição da leucina (GAG/CTC) pela prolina (GGG/CCC), 

podendo ser retomada para o estado selvagem através de uma substância 

mutagênica que gere uma substituição de pares de bases em um dos pares GC 

(Umbuzeiro & Vargas, 2003). 

A mutação hisD3052 que ocorre no gene hisD que codifica a histidinol 

desidrogenase, está presente na cepa TA 98 e se baseia em um erro no quadro de 

leitura do DNA (frameshift mutation) afetando a correta leitura de uma sequência 

próxima com oito resíduos GC – C-G-C-GC-G-C-G- repetitivos. Essa mutação pode 

se reverter a partir de substâncias mutagênicas como o 2-nitrofluoreno. Deste modo, 

o uso destas duas cepas promove a detecção de agentes mutagênicos ou 

antimutagênicos com diferentes mecanismos de ação (Maron & Ames, 1983).  

Algumas substâncias cancerígenas não apresentam atividade mutagênica em 

sua forma original, mas podem ser convertidas em substâncias mutagênicas ao 

serem metabolizadas no fígado. Uma vez que as bactérias não têm a mesma 

capacidade metabólica que os mamíferos, alguns protocolos do teste de Ames 

utilizam extratos de enzimas hepáticas de ratos ou hamster (fração S9) para 

promover a conversão metabólica do produto testado. Isso permite que o 

investigador determine se a substância teste expressa atividade mutagênica após a 

metabolização. Alguns compostos são mutagênicos com e sem metabolismo, 
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enquanto outros são ativos apenas sob uma ou outra condição (Hakura et al., 2001, 

2003). 

No protocolo padrão do teste de Ames as cepas bacterianas são cultivadas 

em placas de Petri que contém meio ágar mínimo, na ausência de histidina, 

simultaneamente com a substância teste. Os agentes com atividade mutagênica 

promovem uma indução na reversão da mutação, recuperando a capacidade de 

sintetizar o aminoácido histidina. As colônias revertentes que crescem no meio 

mínimo são quantificadas depois de um período de incubação entre 48 e 72 h (Ames 

et al., 1973). A substância teste é considerada mutagênica quando o número de 

colônias revertentes ultrapassa em cerca de 2 a 3 vezes o total de colônias 

revertentes do controle negativo, ou caso este aumento seja estatisticamente 

significativo (Figura 9) (Goodson-Gregg & De Stasio, 2009). 

 

 

Figura 9. Esquematização do teste de mutagenicidade de Ames em cepas de 

Salmonella typhimurium (Adaptado de Zanoni, 2010). 
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2.8. Técnicas Espectroscópicas 

 

Para que a elucidação da estrutura de uma determinada substância ocorra é 

essencial que o isolamento ou síntese, purificação e utilização de técnicas 

espectroscópicas sejam empregadas. Na caracterização de uma substância como o 

princípio ativo responsável pelas atividades medicinais atribuídas a um vegetal, é 

imprescindível a realização de estudos que investiguem suas potencialidades 

farmacológicas, mecanismo de ação, toxicidade, determinação de seus efeitos 

colaterais e, ainda, obtenção de análogos sintéticos mais potentes e menos tóxicos 

(Chaves, 2006; Heinke et al., 2011). 

Umas das principais técnicas utilizadas na determinação da estrutura das 

substâncias são as espectroscópicas, onde os dados físico-químicos são 

investigados por meio da transmissão, absorção ou reflexão da energia de radiação 

incidente em uma amostra. Essas técnicas são representadas principalmente pela 

espectrometria de massa (EM), espectroscopia de infravermelho (IV), 

espectroscopia UV/Visível, espectroscopia de fluorescência, rotação óptica 

específica, cristalografia de raios X, etc. (Albarici et al., 2010; Mahajan & Pai, 2010). 

As técnicas espectroscópicas permitem a investigação da análise de forças 

de ligação molecular, identificação de ligações específicas entre átomos em uma 

molécula, além da identificação da pureza de um determinado composto (Ross et 

al., 2011). 

O princípio básico da espectroscopia centra-se nas interações entre a 

radiação eletromagnética e a matéria. A luz é utilizada como uma forma de radiação 

eletromagnética, onde uma dada substância é exposta a uma faixa de luz e o 

instrumento espectroscópico mede o comportamento molecular resultante da 

exposição à luz (Albarici et al., 2010). 

Tratando-se de substâncias novas, é imprescindível para a caracterização de 

suas estruturas o uso de técnicas avançadas e análise adaptada dos vários 

espectros obtidos. Todavia, a condição principal consiste no isolamento de 

compostos com estruturas já conhecidas, porém, ainda assim, na maior parte dos 

casos, a confirmação das estruturas é realizada através do uso de metodologias 

sofisticadas, resultando em gastos desnecessários de tempo e custos (Eldahshan, 

2011). 
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2.8.1. Espectroscopia na região do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) 

 

A absorção de energia de uma determinada substância depende de sua 

estrutura molecular, e por isso, a espectroscopia Ultravioleta-Visível (UV-Vis) 

consiste em um método útil para caracterizar a absorção, transmissão e 

reflexividade de uma variedade de compostos orgânicos e inorgânicos (Brown et al., 

2009).  

A espectroscopia UV-Vis estuda as transições eletrônicas das moléculas à 

medida que absorvem a luz nas regiões UVs visíveis no espectro eletromagnético. 

Visto que a energia absorvida é quantificada, o espectro de uma única transição 

eletrônica deveria corresponder a uma linha discreta. No entanto, esta previsão não 

se concretiza, uma vez que a absorção eletrônica gera sobreposições dos átomos a 

subníveis rotacionais e vibracionais; assim, um espectro de UV-Vis tem o aspecto de 

uma banda (Agatonovic-Kustrin et al., 2012). 

As bandas de absorção são caracterizadas pelo valor do comprimento de 

onda onde ocorre a máxima absorção de energia. Este comprimento corresponde, 

portanto, ao comprimento de onda cuja luz UV irradiada é suficiente para promover 

uma transição na estrutura eletrônica da substância testada (Figura 10). A 

intensidade desta transição depende, em especial, da interação entre a energia 

incidente e o sistema eletrônico. Essa transição de elétrons ocorre do orbital 

molecular ocupado mais elevado (HOMO) ao menor orbital molecular desocupado 

(LUMO) (Muthu et al., 2014).  
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Figura 10. Resumo esquemático da técnica de espectroscopia 

UV-Vis (Adaptado de Schultz, 2009). 

 
A espectroscopia UV-Vis representa o principal método óptico no estudo de 

parâmetros considerados relevantes no desenvolvimento tumoral, tais como o 

volume vascular, oxigenação, extensão da matriz extracelular, presença de 

metabólicos que atuam como radicais livres e biomarcadores, além da proliferação 

celular (Brown et al., 2009). O estudo destes parâmetros pela espectroscopia UV-Vis 

ocorre devido a possibilidade desta técnica fornecer informações precisas dos 

espectros de absorção integral de uma amostra (fármaco, tecido tumoral, por 

exemplo) em tempo real (Yang et al., 2016).  

O mais amplo uso da espectroscopia UV-Vis no campo da clínica médica 

consiste no diagnóstico de danos teciduais, pois quando as células são danificadas 

por determinadas condições, patológicas ou não, algumas enzimas tendem a ―vazar‖ 

para a corrente sanguínea e a quantidade presente indica a gravidade do dano 

tecidual. As proporções relativas de diferentes enzimas podem também ser usadas 

para diagnosticar, por exemplo, doenças hepáticas, pâncreaticas bem como de 

outros órgãos (Pence & Mahadevan-Jansen, 2016). 

Nos campos da bioquímica e genética a espectroscopia UV-Vis é utilizada na 

quantificação do DNA e proteína / atividade enzimática, bem como na desnaturação 

térmica do DNA (Porterfield & Zlotnick, 2010; Banihashemian et al., 2016).   



52 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral  

  

Investigar a atividade angiogênica, antiangiogênica, mutagênica e 

antimutagênica da chalcona 1E, 4E-1- (4-clorofenil) -5- (2,6,6-trimetilciclohexen-1-il) 

penta-1,4-dien-3-ona (CAB7β) em sistemas-teste bacteriano e animal.  

  

3.2. Objetivos Específicos  

  

 Avaliar a atividade angiogênica e antiangiogênica da CAB7β pelo ensaio de 

angiogênese em membrana corioalantóide (MCA) de ovos embrionados de 

galinha.   

 Avaliar pelo ensaio da MCA, a atividade angiogênica de células tumorais do 

sarcoma da linhagem S180 e investigar a influência angiogênica ou 

antiangiogênica da CAB7β sobre a linhagem S180. 

 Avaliar o potencial mutagênico e antimutagênico da CAB7β pelo teste de 

mutagenicidade de Ames com as cepas TA98 e TA100 de Salmonella 

typhimurium. 

 Avaliar a possível atividade mutagênica e antimutagênica da CAB7β pelo 

teste do micronúcleo em medula óssea de camundongos. 

 Avaliar a ação citotóxica e anticitotóxica da CAB7β pelo teste do micronúcleo 

em medula óssea de camundongos.  

 Verificar as propriedades ópticas da CAB7β através dos métodos 

espectroscópicos de absorção UV/Vis. 

 Identificar a conformação de menor energia da CAB7β através da análise de 

geometrias moleculares e mapeamento da superfície de energia potencial 

deste composto em fase gasosa e em solução de dimetilsulfóxido. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Síntese da CAB7β 

 

A bischalcona do tipo αβ7-ionona, CAB7β, com fórmula molecular C20H23ClO, 

foi sintetizada no Laboratório de Síntese e Estudos Cristalográficos do Instituto de 

Química da Universidade Federal de Goiás. Inicialmente foi realizada a síntese da 

cetona e posteriormente esta foi condensada ao p-clorobenzaldeído, através da 

reação de Claisen Schmidt, para obtenção da chalcona AB7β-ionona. 

Como reagentes, foram utilizados metanol, β-ionona e p-clorobenzaldeído, 

com purezas de 99%. Como catalisador foi utilizado hidróxido de sódio com pureza 

de 85%. Os solventes utilizados foram acetona e álcool isopropílico.  

 

4.1.2. Procedimento experimental 

 

Em um balão reator estéril (50 mL), foi utilizado 15 mL de metanol e 3,0 mmol 

de hidróxido de sódio em 0.3 mL de água destilada, em seguida foi adicionado 1,5 

mmol de β-ionona, após 5 minutos foi adicionado 2,5 mmol de p-clorobenzaldeído, a 

reação foi mantida sob agitação magnética á temperatura ambiente (Figura 11).   

 

 

 

Figura 11. Esquema da síntese da 1E, 4E-1- (4-clorofenil) -5- (2,6,6-

trimetilciclohexen-1-il) penta-1,4-dien-3-ona 

 

 O tempo total da reação durou cerca de 1 h e 30 min. Após este período foi 

realizada a verificação da formação de precipitado. Com a formação do precipitado, 

o composto foi removido do balão reator e adicionado em um funil estéril com papel 
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filtro e Becker para sua filtração. Após filtrado, o precipitado foi lavado com água 

destilada e seco no papel de filtro, em seguida solubilizado com álcool isopropílico 

onde permaneceu em repouso durante 15 dias, até a total evaporação destes 

solventes. Posteriormente, os cristais da chalcona formada foram removidos e 

adicionados em tubos de eppendorf para a caracterização físico-química. 

 

4.2 Células S180 

 

As células de Sarcoma 180 (S180) foram cedidas pelo Laboratório de 

Genética Molecular e Citogenética da Universidade Federal de Goiás. Inicialmente 

as células foram mantidas em camundongos Swiss, com idade de 6 a 8 semanas e 

peso corporal entre 30 a 40 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da UFG, por 

meio de passagens sucessivas intraperitoneais na quantidade de 2 x 106células 

ajustadas para um volume final de 0,2 mL. Após 7 dias de inoculação tumoral, o 

líquido da cavidade peritoneal foi aspirado, as células foram lavadas em solução 

salina de tampão fosfato (PBS) e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. 

Posteriormente, as células foram suspensas em meio RPMI (Sigma-Aldrich Corp. St. 

Louis, MO) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 µg mL-1 de 

penicilina e 100 µg mL-1 de estreptomicina e quantificados com o corante Azul de 

Tripano 1% (m/v) (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO) em Câmera de Neubauer. A 

viabilidade das células utilizadas para o estudo foi ≥ 90% (Menezes et al., 2007). 

   

4.3. Ensaio da angiogênese em membrana corioalantóide (MCA) de ovos 

embrionados de galinha 

 

4.3.1. Ovos embrionados 

 

 Foram utilizados 120 ovos férteis de galinha (Gallus domesticus) linhagem 

Rhoss, adquiridos na granja da chácara São Domingos localizada no Km 9 da 

estrada velha para Bela Vista, Vale dos Pampas, Aparecida de Goiânia - GO.  

 

4.3.2. Substâncias utilizadas no teste da MCA 
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a) Cloreto de Sódio 0,9%, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: CDI. Validade: 

dezembro de 2017. 

b) Controle negativo: Água para Injeção, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: OUW, 

Validade: outubro de 2017. 

c) Substância veículo: Dimetilsulfóxido – DMSO (99%): Neon Comercial®, lote 

20881. Validade: Dezembro de 2019. 

d) Controle inibidor: Solução de dexametasona (C22H29FO5) 4mg/mL - Aché 

Laboratórios Farmacêuticos S. A., Lote: 1510580. Validade: setembro de 2017. 

e) Controle indutor: Creme cicatrizante de feridas, Regederm® - Pelenova 

Biotecnologia S. A., Lote: 00134061. Validade: janeiro de 2018. 

f) Os cristais da CAB7β foram diluídos em DMSO para obtenção das concentrações 

de 25 e 50 µg/µL. 

 

Ressalta-se que a escolha do controle indutor se baseou nas evidências 

cientificas relacionadas ao potencial do soro da Hevea brasiliensis (principal 

componente do REGEDERM®) em estimular o processo angiogênico (Ferreira et al., 

2009, Mendonça et al., 2010). 

 

4.3.3. Procedimento experimental para a avaliação da atividade angiogênica na 

MCA 

 

Os ovos embrionados de galinha foram incubados em estufa automática 

a temperatura de 38ºC, em ambiente úmido (65%) e deslocados lateralmente 

a cada 15 minutos durante os cinco primeiros dias de incubação.  No quinto 

dia, foi realizada, na base maior da casca do ovo, uma abertura circular (1,0 

cm de diâmetro) com auxílio de uma micro-retífica para exposição da MCA 

(Figura 12) (Melo-Reis et al., 2010).  
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Figura 12. Abertura do ovo embrionado para exposição da 

MCA. A) Procedimeto da abertura circular na base maior 

do ovo com auxílio de micro-retífica; B) Visão da MCA. 

(Acervo S. R. L. Pontes). 

 

No 13º dia de incubação, os ovos foram divididos em oito grupos com 15 ovos 

cada: 1) Controle negativo: solução de água destilada; 2) Substância veículo: 

DMSO; 3) Controle inibidor de angiogênese: Solução de dexametasona (4mg/Ml); 4) 

Controle indutor de angiogênese: Regederm®; 5) CAB7β na maior dose (50 µg/µL); 

6) células tumorais S180 na concentração de 6 x 105 por CAM; 7) Co-tratamento da 

CAB7β na dose de 25 µg/µL com as células do sarcoma S180 (6 x 105); 8) Co-

tratamento da CAB7β na dose de 50 µg/µL com as células do sarcoma S180 (6 x 

105).  

Um volume total de 20 µL dos tratamentos foi colocado diretamente sobre a 

MCA onde decorridas 72 horas, a resposta angiogênica foi avaliada e as MCAs 

foram fixadas em solução formaldeído por 5 minutos, posteriormente cortadas, 

retiradas e mantidas em placa de petri para analisar e quantificar a rede vascular 

formada (Melo-Reis et al., 2010; Araújo et al., 2015; Reji & Ragunathan, 2015; 

Chaves et al., 2016). As imagens das MCAs obtidas foram fotografadas em tamanho 

padrão de 640x480 pixels com 96 dpi horizontal e vertical, através do Microscópio 
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Digital USB, 2.0 megapixels e capturadas pelo software AMCAP versão 9.016 

acoplado a um microcomputador DELL, adaptado a uma lupa. Os parâmetros: 

número de complexos, tamanho dos vasos, calibre e número de junções das MCAs 

foram quantificados utilizando o software Angioquant Toolbox, MATLAB 6.5, o qual 

fornece uma mensuração dos valores dada em Pixels (Vermareji et al., 2012; 

Fergelot et al., 2013; Reji & Ragunathan, 2015). 

 

4.3.4. Análise histológica da MCA 

 

Após a obtenção das fotografias, as MCAs foram fixadas em álcool a 70% 

durante 24 horas e posteriormente foram incluídas em blocos de parafina. Em 

seguida, foram preparados cortes histológicos de 5 µm que foram corados com 

solução de HE, segundo técnica clássica padronizada. As laminas dos cortes 

histológicos foram analisadas em microscópio óptico (Ribatti et al., 2001). 

Foram avaliados diferentes parâmetros: integridade da camada epitelial 

coriônica e alantoide, presença de elementos inflamatórios, neovascularização 

(angiogênese), presença de fibroblastos, hemácias e picnose. Os resultados foram 

classificados visualmente segundo a intensidade e os dados foram convertidos em 

variáveis quantitativas através da atribuição dos seguintes escores: ausente (0), 

discreto (1), moderado (2) e intenso (3).  

 

4.4. Avaliação das atividades mutagênica e antimutagênica da CAB7β pelo 

teste do micronúcleo 

 

4.4.1. Controles utilizados  

 

a) Água para Injeção, Samtec Biotecnologia Ltda, Lote: OUW, Validade: outubro de 

2017. 

b) Soro Bovino Fetal: Laborclin®, Lote: 60428001. Validade: abril de 2018. 

c) Controle negativo: Substância veículo - Dimetilsulfóxido – DMSO (99%): Neon 

Comercial®, lote 20881. Validade: dezembro de 2019. 

d) Controle positivo: Doxorrubicina (5mg/mL), DXR - Glenmark®, Lote: A4150116. 

Validade: agosto de 2017. 



58 

 

 

e) Coloração Panótico para células hematológicas (corante 1 - triarilmetano a 0,1%, 

corante 2 - solução de xantenos a 0,1%, corante 3 – solução de tiazinas a 0,1%): 

New Prov®, Lote: 15314E. Validade: julho de 2017. 

 

4.4.2. Animais 

  

Foram utilizados 70 camundongos machos e fêmeas, saudáveis, da espécie 

Mus musculus linhagem Swiss Webster, oriundos do Biotério da Pontifícia 

Universidade Católica de Goiás, apresentando peso corpóreo entre 30 e 40 gramas 

e idade entre 45 e 60 dias. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno 

com medidas de 40x30x16 cm com 4 animais cada, forradas com maravalha e foram 

alimentados ad libitum com ração labina, Presence® e água filtrada. A sala de 

experimentação onde os animais permaneceram foi mantida em temperatura 

ambiente (25ºC) e com sistema de ventilação, ciclo de claro- escuro (claridade 07: 

00 - 19: 00, escuro 19: 00 - 07: 00). 

 Foram necessários 55 camundongos para os testes de mutagenicidade e 

antimutagenicidade, além de 15 animais para os controles negativo e positivo. O 

protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Pontifícia Universidade Católica de Goiás sob protocolo de nº 

2831100316. 

Treze grupos foram formados, cada qual contendo cinco animais, para 

obtenção dos grupos controle e experimental. Os animais foram marcados 

individualmente e pesados no mesmo dia da administração das substâncias 

químicas. Os grupos consistiram em Co-tratamento (grupos 1, 2, 3, 4 , 5 e 6 da 

Tabela 2), Pré-tratamento (grupos 7, 8, 9, 10 e 11 da Tabela 2 e Pós-tratamento 

(grupos 12, 13 e 14 da Tabela 2).Todos os tratamentos ocorreram via intraperitoneal 

(ip). 

Co-tratamento: Os animais dos grupos 1, 2, 3 foram respectivamente tratados 

com 12,5, 25, 50 mg/kg  de peso corpóreo (pc), via ip, com a CAB7β concomitante à 

administração da DXR na dose de 5 mg/kg pc, via ip  e os animais dos grupos 4, 5 e 

6 receberam respectivamente uma única administração, via ip, da CAB7β na dose 

de 50 mg/kg pc, DMSO (controle negativo) na proporção de 0,1 mL/10g pc e da DXR 

(controle positivo) na dose de 5 mg/kg pc. 
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Pré-tratamento: Os grupos 7, 8 e 9 foram tratados respectivamente, via ip 

com a CAB7β nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg pc durante cinco dias, seguido pela 

administração da DXR na dose de 5 mg/kg pc, via ip, duas horas após o último 

tratamento com a CAB7β. O grupo 10 foi tratado apenas com a CAB7β na maior 

dose, 50 mg/kg pc, via ip, por cinco dias, afim de verificar seu possível efeito 

mutagênico. Os animais do grupo 11 receberam via ip DMSO na proporção de 0,1 

mL/10g durante cinco dias e serviram como controle negativo. 

Pós-tratamento: Os animais dos grupos 12, 13 e 14 foram primeiramente 

tratados com a DXR e após 6 e 12 horas foram respectivamente tratados via ip nas 

doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg pc da CAB7β. 

 
Tabela 2. Substâncias administradas nos grupos de tratamento 
  Grupos Substâncias e doses administradas  

  
 
 
 

Grupos de 
Co-

tratamento 

 
1 

 
CAB7β 12,5 mg/kg  + DXR 
 

 2 CAB7β 25 mg/kg + DXR 
 

 3 CAB7β 50 mg/kg  + DXR 
 

 4 CAB7β 50 mg/kg sozinha por 24 h 
 

 5 Controle negativo* - Substância veículo por 24 h 
 

  6 Controle positivo DXR 5 mg/kg por 24 h 

  
 

 
Grupos de 

Pré-
tratamento 

 
7 

 
CAB7β 12,5 mg/kg  durante 5 dias 
 

 8 CAB7β 25 mg/kg durante 5 dias 
 

 9 CAB7β 50 mg/kg durante 5 dias 
 

 10 
 

CAB7β 50 mg/kg sozinha durante 5 dias 
 

 11 Controle negativo* - Substância veículo durante 5 dias 

 
 
 

 
 
 

Grupos de 
Pós-

tratamento 

 
 

12 

 
Todos os grupos foram tratados inicialmente com a DXR 
 
6h depois: 12,5 mg/kg da Chalcona; 12h depois: 12,5 
mg/kg da Chalcona 
 

 13 6h depois: 25mg/kg da CAB7β; 12h depois: 25 mg/kg da 
CAB7β 
 

  14 6h depois: 50 mg/kg da CAB7β; 12h depois: 50 mg/kg da 
CAB7β 

*DMSO (0,1 mL/10g p.c.).  
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4.4.3. Procedimento experimental  

 

O procedimento experimental seguido em conformidade com o método de 

Heddle (1973). Todos os animais tratados com a DXR foram eutanasiados por 

deslocamento cervical após 24h da administração; e os animais que receberam 

apenas a CAB7β foram sacrificados 24h após a última administração do composto. 

Após o processo de eutanásia por deslocamento cervical, conforme descrito 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) como procedimento 

mais rápido e conciso, a epífise proximal do fêmur foi removida e a medula óssea 

hematopoiética foi aspirada com 1mL de soro bovino fetal. Após a homogeneização 

da medula no soro, esta foi centrifugada a 1000 rpm por cinco minutos. O 

sobrenadante foi parcialmente descartado e o precipitado de células foi 

homogeneizado com pipeta. Posteriormente a preparação laminar foi realizada com 

uma gota (10 µg do precipitado). Após a secagem das lâminas, estas foram coradas 

segundo método rápido de coloração hematológica de Romanowsky, com uso do kit 

Panótico.  

 

4.5. Avaliação das atividades mutagênica e antimutagênica da CAB7β pelo 

teste de Ames 

 

4.5.1. Cepas Bacterianas  

 

As cepas de S. typhimurium TA98 e TA100 utilizadas no teste de Ames, foram 

fornecidas pelo Laboratório de Radiobiologia Molecular do Instituto de Biofísica 

Carlos Chagas Filho, localizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de 

Janeiro, Brasil.  

 

4.5.2. Reagentes, soluções e meios de cultura utilizados no teste de Ames  

 

Solução de sais de Vogel-Bonner  

 Sulfato de magnésio P. A. (1 g), ácido cítrico monohidratado P.A. (10 g), 

fosfato de potássio dibásico P. A. (50 g), fosfato de sódio e amônio P. A. (17,5 

g), água destilada (65 ml). 
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 Solução de Dextrose 40%  

 Dextrose P. A. (60g), água destilada (90 ml). 

 

Meio Mínimo Glicosado (placa-teste)  

 Ágar (15 g), solução de sais de Vogel-Bonner (20 ml), solução de dextrose 

(50 ml), água destilada (930 ml). 

 

Para a preparação das placas-teste contendo o Meio Mínimo Glicosado, 

foram distribuídos 25 mL do meio de cultura em placas de Petri as quais 

permaneceram por 12 horas em estufa a 37ºC.  

 

Soluções de histidina e biotina 

 Histidina (50 mg), água destilada (10 ml), biotina (18 mg), água destilada (125 

ml). 

 

Traços de histidina e biotina  

 Biotina (30,9 mg), L-Histidina (24 mg), água destilada (250 ml). 

 

Ágar de superfície (top-ágar) 

 Ágar Bacto (0,6 g), cloreto de Sódio (NaCl) (0,5 g), solução de 

histidina/biotina (10 ml), água destilada (250 ml). 

Caldo Nutritivo 

 Caldo Nutritivo (2,5 g), água destilada (100 ml). 

 

Controle Positivo: 

 TA98 – 4 nitroquinolina (4NQO - 0,005 µg).  

 TA100 - Azida sódica (0,005 µg), água destilada (1ml).  

 

Controle Negativo: 

 TA 98 e 100 – DMSO 
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4.5.3. Procedimento experimental  

 

O teste de mutagenicidade de Ames foi realizado conforme a metodologia 

proposta por Maron & Ames (1983). As cepas de S. typhimurium TA98 e TA100 

foram incubadas por 12h em caldo nutriente, a 37°C, sob agitação e aeração 

constantes em banho-maria agitador, até atingirem a fase estacionária de 

crescimento (1-2 x 109 cells/mL). Na investigação do efeito mutagênico, alíquotas 

de100 µl das culturas de cada cepa bacteriana foram incubadas com 12,5, 25 e 50 

µg/placa da CAB7β por 25 minutos à 37ºC, em tubos de ensaio em triplicata com 

agitação e aeração constantes. Os controles negativo (10 µL de DMSO) e positivo 

(1,5 µg de 4NQO por placa para TA98, e 3 µg de azida sódica para TA100) também 

foram incluídos nos experimentos.  

Na avaliação da atividade antimutagênica, os controles positivos foram co-

administrados com diferentes doses da CAB7β (12,5, 25 e 50 µg/placa). Após a 

incubação, foi adicionado ágar glicosado liquefeito (top-ágar) à temperatura de 45ºC, 

contendo solução de histidina/biotina (0,5 mM), 0,6% de ágar Difco e 0,5% de NaCl. 

O conteúdo foi vertido em placas de Petri, em triplicata, contendo ágar mínimo 

glicosado (1,5% de ágar, 2% de glicose e solução de sais de Vogel-Bonner), que 

foram incubadas a 37°C durante 48 horas em estufa de Demanda Bioquímica de 

Oxigênio (D.B.O.). Após este período, os números de colônias revertentes 

prototróficas para histidina foram contados, considerando a média aritmética dos 

resultados entre as placas (Figura 13). 
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Figura 13. Etapas do teste de Ames para investigação de atividade antimutagênica da 

CAB7β. A) Incubação da cepa S. typhimurium TA98 em caldo nutriente; B) Remoção da 

cepa TA98 após 12h de incubação; C) Adição de top-ágar em tubos de triplicata contendo a 

cepa bacteriana incubada com a CAB7β; D) Reversão do conteúdo dos tubos em placas de 

Petri, em triplicata, contendo ágar mínimo glicosado; E) Incubação das placas de Petri em 

estufa D.B.O.; F) Placa de Petri contendo colônias revertentes da cepa TA98 após 

incubação em B.O.D. com a CAB7β (Acervo S. R. L. Pontes). 

 

4.6. Análise de dados 

 

Na análise da atividade angiogênica e antiangiogênica da chalcona sobre as 

MCAs e em concomitância com as células S180, além da análise de todos os 

parâmetros investigados no ensaio histológico das MCAs, foi utilizada a análise de 

variância (ANOVA) seguida pelo teste não paramétrico de Tukey. Os resultados 

foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. 
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Para analisar a mutagenicidade da chalcona pelo teste do micronúcleo, foi o 

utilizado o teste t de Student para a comparação das frequências dos resultados 

obtidos dos grupos tratados com as substâncias testes com o grupo controle 

positivo.  Esses resultados também foram comparados ao grupo de controle 

negativo pelo mesmo teste. O valor de p foi considerado significativo quando menor 

que 0,05. Para avaliar a ação de citotóxica, considerou-se a relação de micronúcleos 

presentes em EPC e ENM das amostras que receberam a chalcona, nas três 

concentrações utilizadas, comparando-a ao controle positivo pelo teste de qui-

quadrado.   

Na avaliação da mutagenicidade da chalcona pelo teste de Ames, após a 

contagem do número de revertentes foi calculada a razão de mutagenicidade (RM) 

para cada dose utilizada. A RM consiste na seguinte equação: 

 

                                                                                               

                                                                       
 

 

Considera-se como resultado positivo para a mutagenicidade, quando o 

número de colônias revertentes nas placas teste for igual ou superior ao dobro do 

número de colônias revertentes espontâneas do controle negativo (Maron & Ames, 

1983). Os resultados também foram avaliados pelo teste estatístico ANOVA e post 

hoc Tukey. 

Na avaliação da antimutagenicidade, a normalidade dos resultados foi 

determinada pelo teste estatístico ANOVA e post hoc Tukey. O valor de p < 0,05 foi 

considerado significativo quando comparado ao controle positive. A análise 

estatística foi realizada utilizando o software Bioestat BioStat LE, versão 6.2.2.0. A 

porcentagem de inibição da mutagenicidade (PI) foi calculada utilizando-se a 

seguinte equação: 

 

      [   (
                                   

                                                  
)]        

 

Placa teste: placas incubadas com mutágeno e composto. 

Placa do controle positivo: placa incubada somente com o mutágeno. 
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RE: revertentes espontâneos (cepas testes incubadas na ausência de composto e 

mutágeno). 

 

4.7. Caracterização Fotofísica da CAB7β  

 

4.7.1. Procedimento experimental 

 

A amostra da CAB7β foi avaliada pela técnica de espectroscopia de absorção 

UV/Vis. A amostra foi devidamente pesada e então diluída em DMSO P.A. e sua 

concentração foi ajustada para 200 µM. A leitura do seu espectro foi adquirida no 

Laboratório de Fotofísica do Instituto de Física da Universidade Federal de Goiás 

(IF/UFG), em um espectrofotômetro UV-Vis U-2900 – Hitachi e em uma cubeta de 

quartzo de 2,0 mm x 10 mm (Isaac et al., 2005). 

O monitoramento da dependência do valor da absorbância da CAB7β em 

função de sua concentração foi realizado para obtenção do coeficiente de absorção 

molar (ɛ). Este coeficiente ε é um parâmetro que reporta a probabilidade de 

absorção da radiação de uma amostra em função do comprimento de onda da 

radiação. Para determinar o valor de ε com precisão, foram realizadas medidas de 

absorção variando a concentração da amostra da CAB7β. Para isso, foi utilizada a 

relação de Lambert-Beer, dada por (Galo & Colombo, 2009): 

 

A = ɛCl (1) 

 

Esta expressão relaciona a absorbância (A) da amostra com o coeficiente de 

absorção molar (ɛ), a concentração molar (C) e o caminho óptico que a luz irá 

percorrer, ou seja, o comprimento da cubeta (l). Em um gráfico que monitora a 

absorbância em função da concentração molar, a inclinação da curva pelo seu 

coeficiente angular da reta é dada por: 

 

tg = A / C (2) 
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onde  representa o ângulo formado entre a curva e o eixo da concentração. 

Igualando as equações (1) e (2) e considerando o valor de um ponto da curva com 

determinada absorção e concentração, obtém-se: 

 

 = tg / l (3) 

 

Evidentemente, o coeficiente de absorção molar depende do comprimento de 

onda da radiação. 

 

4.7.2. Análise dos efeitos de DMSO sobre o espectro de absorção da CAB7β 

   

4.7.2.1. Métodos Computacionais 

 

Foram utilizados cálculos B3LYP para obtenção das geometrias moleculares 

de mínima energia da molécula da CAB7β. Cálculos TD-DFT com o funcional CAM-

B3LYP foram usados para determinar os resultados teóricos do espectro de 

absorção e dos orbitais moleculares de fronteira. Todos os cálculos foram realizados 

no pacote de estrutura eletrônica do programa Gaussian (Tomasi et al., 1999; Frisch 

et al., 2009).  
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Abstract  

Chalcones and their derivatives exhibit numerous pharmacological activities such as 

antibacterial, antifungal, cytotoxic, antinociceptive and anti-inflammatory. Recently, they 

have been assessed aiming for novel application in nonlinear optics and in the treatment 

of immune diseases and cancers. In this study, we investigate the optical properties of 

synthetic chalcona 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl)penta-

1,4-dien-3-one (CAB7β) and its antiangiogenic potential using the chorioallantoic 

membrane (CAM) with the S180 sarcoma cell line. Experimental and theoretical results 

show intense absorption in the UVA-UVC region, which is associated with a π→π* 

transition with intramolecular charge transfer from the trimethyl-cyclohexen-1-yl ring to 

the chlorophenyl ring. Quantum chemical calculations of the first hyperpolarizability, 

accounting for both solvent and frequency dispersion effects, are in very good 

concordance with hyper-Rayleigh scattering measurements. In addition, two-photon 

absorption allowed band centered at 650 nm was observed. Concerning antiangiogenic 

activity, CAB7β causes a significant reduction in the total number, junctions, length and 

caliber of blood vessels stimulated by S180 cells reducing the presence of blood 

vessels, inflammatory cells and others elements related to angiogenic process. It is 

found that CAB7β is a versatile compound and a promising candidate for linear and 

nonlinear optical applications, in therapy against sarcoma and phototherapy.  

 

Keywords: Antiangiogic activity, Chalcona, Optical properties, Sarcoma  

 

 



98 

 

 

 

 

1. Introduction 

Chalcones are organic molecules widely found in plants and precursors of 

flavonoid biosynthesis. They correspond chemically to α,β–unsaturated ketones with an 

ideal structure for  the synthesis and planning of new drugs [1,2]. It is well known that 

chalcones and their derivatives exhibit numerous pharmacological activities, such as 

antibacterial, antifungal, cytotoxic, antinociceptive and anti-inflammatory [3-6]. However, 

in recent years, these compounds have been assessed for novel application in the 

treatment of immune diseases and cancers [7,8]. 

On the other hand, chalcones show good crystallizability and may exhibit intense 

absorption in the UV and/or visible spectral region and high optical nonlinearities with 

ultrafast response, including two-photon absorption [9-12]. In addition, these molecules 

allow easy structural manipulation by binding different substituents to the aromatic rings, 

meaning their pharmacological and optical/photophysical properties can be adjusted [9-

11]. In particular, the inclusion of electron donor and acceptor groups at the sites of 

these molecules is an effective procedure for obtaining large nonlinear properties [10].  

In recent years, chalcones and derivatives have been employed in oncology as 

molecular targeted approaches for cancer prevention and are considered promising 

antiangiogenic agents [11-14]. Anti-cancer activity has been attributed to inhibitory 

potential against several targets, such as multidrug resistance pathways, hormones, 

proteins, and cell proliferation, among others [15,16]. Tumor growth and metastasis 

depend on an important process called angiogenesis, namely, the growth of blood 

vessels from a pre-existent vasculature [17]. In antiangiogenic therapy, the blood supply 

for cancer cells would be cut off, thereby depriving the tumor of nutrients and impeding 

its growth [18-20].  

One of the most widely used animal models for analyzing the angiogenic process 

is the chick chorioallantoic membrane (CAM) assay [17]. Moreover, the CAM is highly 

sensitive and commonly used in tumor cell grafts, drug toxicity testing and for its 

angiogenic or antiangiogenic potential, among others [21-24]. Some reports suggest that 

human tumor cells or tissues implanted in the chorioallantoic membrane (CAM) can 

induce angiogenesis. This potential is being used to develop antiangiogenic agents to 
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provide better therapy and prevent tumor progression [25,26]. Osteosarcoma cells, for 

example, can induce vascularization and tumor growth in the CAM, interposed with the 

capillaries present in this membrane to induce angiogenesis ]27,28]. 

Lima et al [2] recently synthesized a new class of chalcones by applying the 

Claisen–Schmidt condensation reaction, using - or β- ionone with substituted 

benzaldehydes. The 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl)penta-

1,4-dien-3-one chalcone (CAB7ß) exhibited cytotoxic activity against cancer cell lines 

(SF-295, HCT-116 and OVCAR-8). Given their alleged optical properties, this has 

stimulated interest in testing these compounds in cancer therapy. 

In the present article, we investigated the linear and nonlinear optical properties of 

synthetic chalcone (CAB7β) and its antiangiogenic potential, using the chorioallantoic 

membrane (CAM) with the cell line to induce angiogenesis. Therefore it was verified first 

molecular hyperpolarizability and two-photon absorption (2PA) were characterized using 

UV-vis absorption, hyper-Rayleigh scattering (HRS) and Z-Scan techniques 

respectively. In addition, quantum calculations applying second-order Møller–Plesset 

perturbation theory (MP2) and Density Functional Theory (DFT) methods were used to 

broaden the understanding of the linear and nonlinear optical (NLO) properties of this 

molecule. The antiangiogenic potential of the chalcone was assessed using the 

chorioallantoic membranes (CAMs) assay using  tumor cells S180 to induce 

angiogenesis . We also conducted an analysis of the histological parameters of the 

CAMs obtained. 

 

2. Material and methods  

 

2.1 Chalcone synthesis  

The chalcone 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl)penta-

1,4-dien-3-one (CAB7ß) was synthesized at the Synthesis and Crystallographic Studies 

Laboratory of the Institute of Chemistry at the Federal University of Goiás and are 

described in [2]. The ketone was synthesized and then condensed to p-

chlorobenzaldehyde via the Claisen Schmidt reaction to obtain CAB7ß-ionone. 
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Methanol, ß-ionone and p-chlorobenzaldehyde were used as reagents, with 99% purity. 

Sodium hydroxide (85% pure) was used as a catalyst, with acetone and isopropyl 

alcohol as solvents. 

Methanol (15 mL), sodium hydroxide (3.0 mmol) and 0.3 mL of distilled water 

were placed in a sterile reactor flask (50 mL), added with 1.5 mmol of β-ionone. After 5 

minutes, 2.5 mmol of p-chlorobenzaldehyde was added and the reaction was maintained 

under magnetic stirring at room temperature (Figure 1).  

 

 

Figure 1. Diagram depicting the synthesis of 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6- 

trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one The compound was previously 

synthesized and presented. 

 

The total reaction time was 1 h and 30 min. Next, the precipitate was removed 

from the reactor flask and filtered into a beaker through a sterile funnel lined with filter 

paper. After filtering, the precipitate was washed with distilled water, dried on filter paper, 

solubilized with isopropyl alcohol and then left to rest for 15 days, until the solvents had 

completely evaporated.  Next, the CAB7β crystals were removed and placed into 

Eppendorf tubes for optical and photophysical characterization and for use in the 

angiogenesis assay. 

 

2.2 Linear absorption  

The CAB7β sample was initially assessed by UV/vis spectroscopy. It was 

weighed and then diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) P.A. The molar absorption 

coefficient was obtained by analyzing the absorption spectra for different concentrations 

of the sample [29]. Absorption spectra were obtained in a Hitachi U-2900 UV-Vis 
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spectrophotometer at room temperature (~27ºC), using a 2.0 mm × 10 mm quartz 

cuvette. 

 

2.3 Hyper Rayleigh Scattering Technique (HRS) 

 In order to measure the first order hyperpolarizability (βHRS) of the Chalcone 

(CAB7β) dissolved in DMSO, we used concentration ranged from 1018 up to 1019 

molecules/cm3. An extension of the conventional HRS technique involving picosecond 

pulses was used to obtain βHRS [29]. Briefly, in this experimental technique, a Q-

switched and modelocked Nd:YAG laser, which delivered pulse of 100 ps at 1064 nm, 

was employed as the excitation source. The laser beam is focused at the middle point of 

a 1cm fused silica cuvette. The HRS signal emitted by the sample is collected 

perpendicularly to the pump beam direction by a photomultiplier tube (PMT, Hamamatsu 

H5783p). Between the sample and the PMT a telescope was mounted in order to 

achieve high solid angle. The excitation intensity was measured in real time with a fast 

(~1ns rise time) silicon detector and used as reference intensity channel. Computer 

software controls the acquisition system with a homemade LabView interface. More 

details about our experimental apparatus can be found elsewhere [29,30]. 

 

2.4 Z-scan technique 

With the Z-Scan technique, the nonlinear optical effect induced in the sample is 

obtained by analyzing changes in optical transmittance due to an intense laser beam. In 

order to measure it, the sample is translated symmetrically to the focal region of a 

focused laser beam. Optical transmittance is recorded for each position of the sample in 

relation to the focal point and normalized by the transmittance at the far field (furthest 

from the focal point). As a result, a typical normalized transmittance curve,      is 

obtained as a function of the z position and is described by the following equation [31]. 

 

     
 

√        
∫   [          

   ]
  

  
      (1) 
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in which,                     
    . In this equation   is the nonlinear 

absorption coefficient, which is related to the TPA process in the present case;    is the 

intensity of the laser pulse at the focal point; L  the sample optical path; and    the 

Rayleigh length associated with the beam and lens parameters.  

The highest intensity is achieved at the lens focal plane, in which the nonlinear 

optical effect (two-photon absorption) has the highest magnitude. As such, for a two-

photon absorption process, the light field creates  intensity-dependent absorption 

        , in which    is the linear absorption coefficient (zero for the sample 

described here).   is obtained by fitting Z-can data with Eq. (1). Thus, the experimental 

TPA cross section         is obtained with              , in which N is the number of 

molecules per cm3. The 2PA cross-section was expressed in Göppert-Mayer (GM) units 

(1 GM = 1 × 10-50cm4.s.photon-1). Further details about the Z-scan technique can be 

found elsewhere [30,32]. 

In the present study, the two-photon absorption (2PA) spectrum was measured by 

building several open aperture Z-scan curves for distinct laser wavelengths using an 

optical parametric amplifier (OPA) (Quantronix, model TOPAS), which allowed us to 

tune the light source from 480 nm to 790 nm. The pulse width of our OPA in the 

wavelength range is about 120 fs. Our OPA is pumped by 150-fs laser pulses (775nm) 

with a 1kHz repetition rate delivered by a Ti:Sapphire chirped pulse amplified system 

(1kHz MxR-CLARK). To ensure a Gaussian spatial profile for the laser beam used, 

spatial filtering is performed before the Z-scan setup. On the Z-scan line, the beam was 

focused by a 15-cm-focal-length converging lens. The sample was placed on a 

motorized translation stage and its position varied along the focused beam. The light 

intensity transmitted through the sample was monitored at different sample positions by 

a Silicon photodetector, amplified by a Locking amplifier and recorded with a 

microcomputer. The experiment was conducted using a homemade LabView program.  

 

2.5 Computational Procedure 

 Geometry optimization calculations of the chalcone were performed in gas-phase 

and in DMSO solution with the B3LYP functional. The solvent effects were included 
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using the polarizable continuum model within integral equation formalism (IEFPCM) [33], 

where the solvent is treated as a continuous medium characterized by its dielectric 

constant (DMSO: ε = 46.83) [34]. Theoretical results for the UV-Vis absorption spectra of 

CAB7β were obtained using time-dependent density functional theory (TDDFT) [30] with 

the CAM-B3LYP functional. Static and dynamic first hyperpolarizabilities were calculated 

analytically using the coupled perturbed Hartree–Fock (CPHF) procedure. At the MP2 

level, the calculations of the static properties were performed numerically through the 

finite field (FF) method using field strengths of the order of 0.001 a.u. For comparison, 

we have performed extra calculations using the standard B3LYP and a long-range 

corrected CAM-B3LYP functionals. To estimate the correlated dynamic results at the 

MP2 and DFT levels we have employed the multiplicative correction scheme used in the 

literature [35]. The cc-pVTZ basis set have has been adopted in all quantum chemical 

calculations, that were performed using the Gaussian 09 electronic structure program 

[36]. 

 

2.6 S180 cells 

The sarcoma 180 (S180) cells used here were supplied by the Laboratory of 

Molecular Genetics and Cytogenetics of the Federal University of Goiás. The cells were 

initially maintained inside 6 to 8-week-old Swiss mice, weighing between 30 and 40 

grams, provided by the University’s vivarium, via successive intraperitoneal injections of 

2 × 106 cells adjusted for a final volume of 0.2 mL. After 7 days of tumor cell inoculation, 

the ascetic fluid was aspirated and the cells were washed in phosphate buffered saline 

(PBS) and centrifuged at 1500 rpm for 5 minutes. Next, the cells were suspended in 

RPMI medium (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO), supplemented with 10% fetal bovine 

serum (FBS), 100 µg mL-1 of penicillin and 100 µg mL-1 of streptomycin, and quantified 

using 1% Trypan Blue solution (m/v) (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO) in a Neubauer 

chamber. The viability of the cells used for this study was ≥ 90% [27, 37,38]. 

 

2.7 Angiogenesis assay in the chick chorioallantoic membrane (CAM) 
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We used 120 fertile Ross broiler chicken (Gallus domesticus) eggs purchased 

from the São Domingos farm, located at Km 9 on the road to Bela Vista in Vale dos 

Pampas, Aparecida de Goiânia, Goiás state (GO), Brazil. The eggs were incubated in 

an automatic oven at 38ºC, in a humid environment (65%) and turned every 15 minutes 

for the first five days.  On the fifth day, a circular hole (1.0 cm wide) was made in the 

shells using a small drill to expose the CAM and the eggs were returned to the 

incubator. On the 13th day of incubation, the eggs were divided into eight groups of 15 

eggs: Neutral control: distilled water solution – H2O; 2) Carrier substance: solvent used 

to dilute CAB7β - DMSO; 3) Angiogenesis inhibitor control: dexamethasone solution  - 

DE (4mg/mL); 4) Angiogenesis inducer control: Regederm® - RE; 5) Highest CAB7β 

dose (50 µg/µL); 6) S180 cells at 6 x 105 per CAM; 7) Co-treatment with 25 µg/µL of 

CAB7β and S180 cells – C.25 + S180 (6 × 105); 8) Co-treatment with 50 µg/µL of 

CAB7β and S180 cells - C.25 + S180 (6 × 105) [39,40]. A total volume of 20 µL of the 

treatments was placed directly over the CAMs and the angiogenic response was 

assessed after 72 hours. Next, the CAMs were fixed in formaldehyde for 5 minutes, then 

cut, removed and kept in Petri dishes to analyze and quantify the vascular network 

formed [40]. The CAMs were photographed under standardized conditions with a 2.0 

megapixel USB digital microscope adapted to a magnifying glass. The images were 

captured in AMCAP software (version 9.016) on a DELL laptop. The parameters 

(number of complexes, vessel size and number of junctions) were quantified using 

Angioquant Toolbox software, MATLAB 6.5, which provides measurements in pixels 

[41]. 

 

2.8 Histological Analysis of CAMs 

 The CAMs were fixed in 70% alcohol for 24 hours and then inserted in paraffin 

blocks. Next, 5 µm histological sections were stained with hematoxylin and eosin (HE), 

according to the classic standardized technique. The slides of the histological sections 

were analyzed in an optical microscope [42]. 

The following parameters were assessed: integrity of the choroidal and allantois 

layers, presence of inflammatory elements, neovascularization (angiogenesis), presence 
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of fibroblasts, red blood cells and pyknosis. The results were visually classified 

according to intensity and the data were converted into quantitative variables by 

attributing the following scores: absent (0), slight (1), moderate (2) and intense (3).  

 

2.9 Statistical analysis 

 Analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test were used to assess the 

antiangiogenic activity of CAB7β alone or in conjunction with S180 cells, and to analyze 

the parameters investigated in the histological test of CAMs. Results were considered 

statistically significant when p < 0.05.  

 

3. Results and Discussion 

 

3.1 Theoretical molecular structure 

The B3LYP/cc-pVTZ results for bond length, bond and dihedral angles obtained 

in the gas-phase and DMSO solution are depicted in Table 1. Figure 2 shows the 

minimum energy geometry obtained in the presence of DMSO 

 

Table 1. B3LYP/cc-pVTZ results for the geometric parameters of the chalcone molecule 
in gas-phase and in DMSO solution. BLA6-7=8-9=(dC6-C7 + dC8-C9 – 2.dC7=C8)/2 and BLA9-

10=11-12=(dC9-C10 + dC11-C12 – 2.dC10=C11)/2 

 Gas-phase DMSO  

 Bond length (Å) 

C1─C2 1.542 1.542 0.000 
C1─C6 1.546 1.547 0.001 
C1─C18 1.544 1.544 0.000 
C1─C19 1.543 1.543 0.000 
C2─C3 1.521 1.521 0.000 
C3─C4 1.522 1.522 0.000 
C4─C5 1.509 1.508 -0.001 
C5=C6 1.352 1.354 0.002 
C5─C20 1.506 1.505 -0.001 
C6─C7 1.465 1.462 -0.003 
C7=C8 1.342 1.345 0.003 
C8─C9 1.481 1.475 -0.006 
C9─C10 1.484 1.478 -0.006 
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C9─O22 1.224 1.234 0.010 
C10=C11 1.340 1.343 0.003 
C11─C12 1.457 1.457 0.000 
C15─Cl21 1.749 1.756 0.007 

 Angle (º) 

A(C18─C1─C19) 108.4 108.4 0.0 
A(C5=C6─C7=C8) -42.3 -41.1 1.2 
A(C6─C1─C2─C3) 42.3 42.2 -0.1 
A(C1─C2─C3─C4) -61.3 -61.5 -0.2 
A(C2─C3─C4─C5) 46.0 46.3 0.3 
A(C3─C4─C5=C6) -14.6 -14.5 0.1 
A(C4─C5=C6─C1) -4.6 -5.2 -0.6 
A(C5─C6─C1─C2) -9.2 -8.7 0.5 
A(C7=C8─C9─C10) 178.5 176.5 -2.0 
A(C8─C9─C10=C11) 179.2 178.0 -1.2 
A(C1─C6─C7=C8) 138.3 139.8 1.5 
A(C10=C11─C12─C13) -0.4 -0.7 -0.3 
A(C10=C11─C12─C17) 179.5 179.1 -0.4 
A(C9─C10=C11─C12) -179.6 -179.6 0.0 

 BLA (Å) 

BLA6-7=8-9 0.131 0.124 -0.007 
BLA9-10=11-12 0.131 0.125 -0.006 

    

 

 

Figure 2. Molecular geometry of the chalcone obtained in energy minimization 

calculations at DFT-B3LYP/cc-pVTZ level in the presence of DMSO. 
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In general, the effects of the solvent cause slight changes in the geometric 

parameters. The 1,4-pentadien-3-one bridge (C7=C8−C9(O22)−C10=C11) is coplanar 

with the chlorophenyl ring. However, the value of dihedral angle C5=C6−C7=C8 shows 

that the chalcone geometry is non-planar in the gas-phase (42.3º) and in DMSO solution 

(41.1º). The most pronounced variations in bond length are observed in the bonds 

between the carbons of the 1,4-pentadien-3-one (0.006Å) bridge, the C9=O22 bond 

(0.010Å) and the C15−Cl21 bond (0.007Å). The bond length alternation (BLA) in the 

bridge between the two rings, estimated as BLA(dC6-C7 + dC8-C9 – 2.dC7=C8)/2, is about 

0.131Å in the gas-phase and 0.124Å in DMSO. The decrease in the BLA parameter in 

solution indicates an increase in the degree of electron delocalization, which, in turn, 

affects solvatochromic displacement to the lowest energy absorption band of the 

chalcone, demonstrating the important role played by the BLA. 

 

3.2 Linear absorption 

Figure 3 shows the UV/vis absorption spectra of the sample at different 

concentrations. It can be observed that their absorption is in the ultraviolet (UVA) region, 

between 250 and 400 nm, with the presence of an intense, well-defined peak centered 

at 328 nm. The molar absorption coefficient () was determined by evaluating sample 

absorbance (at 328 nm) as a function of concentration (6 to 200 µM), from which a value 

of   = 2.32 × 104 M-1cm-1 was obtained. 
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Figure 3. UV/Vis absorption spectra as a function of chalcone concentration. The inner 

box shows the absorbance values at 328 nm as a function of concentration. 

 

For the chalcone absorption band, the TD-CAM-B3LYP results show a higher 

intensity band (λ = 334 nm) in the UVA region of the electromagnetic spectrum, as 

shown in Figure 4. This lowest energy absorption band is associated with a π→π* 

transition between the highest occupied molecular orbital (HOMO, H) and the lowest 

unoccupied molecular orbital (LUMO, L) (Figure 5). 
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Figure 4. Experimental (in DMSO solution) and theoretical (in the gas-phase and DMSO 
solution) results obtained at TD-CAM-B3LYP/cc-pVTZ level for the absorption spectrum 
of CAB7β. 
 

 

Figure 5. HOMO and LUMO orbitals of the CAB7β molecule obtained at DFT-CAM-
B3LYP/cc-pVTZ level. 
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The H→L excitation is characterized by intramolecular charge transfer from the 

trimethyl-cyclohexen-1-yl ring to the chlorophenyl ring. The maximum absorption peak 

obtained in DMSO solution exhibits excellent agreement with the experimental result (λ 

= 328 nm), with a deviation of 6 nm (Figure 4). The calculations show an additional band 

centered at λ = 220 nm, indicating the possibility of optical activity in the UVC region of 

the electromagnetic spectrum. The dominant excitation in this higher energy absorption 

band is H→L+1 and the solvatochromic displacement observed is negligible. One of the 

main characteristics of sunscreen molecules is related to the molar absorption 

coefficient in the UVA region. An organic compound with a molar absorption coefficient  

value larger than 2 × 104 M-1cm-1 can be considered a good candidate for sunscreen 

applications [43]. Thus, the linear absorption coefficient observed by CAB7β in the UVA 

region ( = 2.32 × 104 M-1cm-1, at 328 nm) suggests its potential use in sunscreens. 

 It is illustrative to analyze how the environment might affect the charge 

distribution of the functional groups, where solvent effects are more pronounced. Figure 

6 shows a comparison between partial atomic charges obtained at the CAM-B3LYP/6-

311+G(2d) level in gas-phase and in DMSO by fitting an electrostatic potential in a grid-

based method (CHELPG) [24].  One can see that, in solution, there is an accumulation 

of charge on oxygen and sulfur atoms, indicating that specific solvent–solute interactions 

enhance the acceptor character of these functional groups. As such, the dipole moment 

changes with the solvent effect, increasing from 1.31 a.u. (gas-phase) to 1.93 a.u. 

(DMSO), approximately 47%. 
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Figure 6. DFT-CAM-B3LYP/6-311+G(2d) results of atomic charges obtained using the 

CHELPG method. 

 

3.3 First-order hyperpolarizability 

Figures 7(a) and 7(b) show typical experimental Hyper-Rayleigh scattering 

signals, respectively, for p-Nitroaniline (pNA ―reference sample‖) and CAB7β molecules 

dissolved in DMSO. The HRS signal scattered by the sample and reference shows a 

typical parabolic dependence with the excitation intensity. The insets of Figure 7(a) and 

7(b) depicts the linearization intensity of the first-hyperpolarizability signal I(2ω)/I2(ω) as 

a function of the sample concentration (I(2ω) is the intensity from the scattered beam at 

2ω and I(ω) corresponds to the intensity of excitation beam). The linear behavior as a 

function of the concentration is expected for the first-order hyperpolarizability. From the 

ratio between the slopes of the two curves (inset of 7(a) and 7(b), βCAB7β can be 

calculated comparing with the pNA well-known β. pNA dissolved in DMSO presents a 

βPNA = 26.2 × 10-30 cm5/esu at 1064 nm [44,45]. Consequently, the value for the first-

order hyperpolarizability of CAB7β is βCAB7β = 23.1 × 10-30 cm5/esu. This value is of the 

same order compared with unsubstituted chalcone previous studies [12]. 
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Figure 7. Dependency of the first hyperpolarizability scattering signals as a function of 

pump intensity for the (a-bottom) pNA and (b-bottom) CAB7β molecule dissolved in 

DMSO. Solid lines show the second order polynomial dependence of the signal for each 

concentration. (a-Top) and (b-Top) show the linear dependence between the 

hyperpolarizability signal (I(2ω)/I2(ω)) and the concentrations for the corresponding 

molecules. 

 

 

Table 2 shows static and dynamic results for HRS first hyperpolarizability of the 

CAB7β molecule obtained at the MP2/cc-pVTZ, B3LYP/cc-pVTZ and CAM-B3LYP/cc-

pVTZ levels in the gas-phase and in DMSO solution with the PCM solvation model. The 

dynamic results were estimated using the multiplicative correction scheme for the 

standard wavelength at λ = 1064 nm.  
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Table 2 - HRS first hyperpolarizability (×10-30 cm5/esu) calculated at different levels of 

approximation with the DFT-B3LYP/cc-pVTZ optimized geometry. 

Level Gas-phase 
 

DMSO 

 
λ=∞ λ=1064nm 

 
λ=∞ λ=1064nm 

MP2/cc-pVTZ 8.6 12.2 
 

22.3 22.3 

DFT-B3LYP/cc-pVTZ 11.2 23.7 
 

32.90 49.4 

DFT-CAM-B3LYP/cc-pVTZ 8.4 14.1 
 

22.9 26.3 

Experimental - - 
 

- 23.1 

 

The effect of solvent on the static HRS β values causes marked increases by 

factors of 2.6 and 2.9 at the MP2/cc-pVTZ and CAM-B3LYP/cc-pVTZ levels respectively, 

compared with the gas-phase results. The corresponding increase for the dynamic 

results is 85%. The effect of frequency dispersion is far less significant in solution, and 

the dynamic results at λ = 1064 nm increase by factors of 1.4 and 1.7 (gas-phase) and 

1.0 and 1.2 (DMSO), with respect to the corresponding static values. In this way, both 

MP2/cc-pVTZ and CAM-B3LYP/cc-pVTZ calculations, including solvent and frequency 

dispersion effects, predict similar values of HRS β (22.3 × 10-30 and 26.3 × 10-30 

cm5/esu) that are in very good agreement with the experimental result (22.1 × 10-30 

cm5/esu), while the B3LYP model predicts a value (49.4 × 10-30 cm5/esu) that is 

overestimated in 122%. This latter comparison also shows that the performance of the 

CAM-B3LYP (a long-range corrected functional) is better than the B3LYP (a standard 

functional) in predicting the NLO property in DMSO. The nonlinear response presented 

here was obtained for molecules in solution, which are only a first approximation to 

molecules in the material environment. For chalcones in particular, large first-order 

hyperpolarizability can be achieved by including donor and acceptor groups at their 

extremities, which exhibit intense electronic absorption in low energy regions associated 

with charge transfer between the ground and the first excited states [46]. Nevertheless, 

the nonlinear material can be put to practical use if the crystal is non-centrosymmetric. 

 

3.4 Two-photon absorption properties 
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In Figure 8, the open circles (left axis) represent the experimental two-photon 

(2PA) cross-section spectrum for the CAB7β, determined by performing open-aperture 

Z-scan measurements with femtosecond laser pulses. For comparison purposes, the 

one-photon (1PA) cross-section spectrum of the CAB7β is also presented in Figure 8 

(red dashed line – right axis). The result on Figure 8 reveals a well-defined 2PA band in 

the visible region. We can observe the existence of one 2PA allowed band centered at 

650 nm with a maximum value for the 2PA cross-section of about 32 GM.  

This 2PA band matches very well the linear absorption, as can be seen. In general, 

1PA and 2PA dipolar selection rules are antagonist. However, for CAB7β, which 

presents a low molecular symmetry, the parity of the excited state is not precisely 

defined. Consequently, the same electronic state may be accessed via both, one and 

two-photon absorptions, which explain both spectra have the same shape. The results 

also show two-photon absorption in the therapeutic window (600 – 700 nm), where 

biological tissues are relatively transparent. This makes it possible to increase light 

penetration into human tissue and could consequently increase photodynamic efficacy. 

Given that chalcones have been used in photodynamic therapy via one-photon 

absorption [47,48], the compound under study can also be considered a promising 

candidate for photodynamic therapy via one- and two-photon absorption [49,50]. 
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Figure 8. Open circles (left axis) represent the experimental 2PA cross-section 

spectrum, while the red dashed line (right axis) shows the 1PA cross-section spectrum 

of the CAB7β molecule. 

 

3.5 Angiogenesis assessment using the CAM test 

Figure 9 shows the results of angiogenisis test of CAB7β and human S180 

sarcoma cells. The CAM group treated with only the highest CAB7β with dose 50 μg/μL 

(CAB7β50) exhibited reductions in the tubule complexes, junctions, length and size of 

blood vessels (p < 0.05) when compared with the neutral control group (H2O). 

The results show that the S180 cell line causes a significant increase (p < 0.05) in 

the tubule complexes, junctions, lenghts and size of CAM blood vessels when compared 

to the neutral control (H2O) and carrier group (DMSO). Additionally, there was no 

significant difference in blood vessel length (p > 0.05) in relation to the inducer control 

group (RE).  
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Figure 9. Box Plot of the number of tubule complexes, junctions, length and sizes for 

vessels formed in CAMs treated with the test substances and controls. Fifteen CAMs 

were obtained per treatment group, * p < 0.05 compared to the neutral control (H2O), # p 

< 0.05 compared to the angiogenesis inhibitor control (DE), □ p < 0.05 compared to the 

carrier substance (DMSO), € p < 0.05 compared to the angiogenesis inducer control 

(RE), ◊ p < 0.05 compared to CAB7β (50 µg/µL), § p < 0.05 compared to S180 cells. 

The key shows a comparison between CAM groups treated with 25 and 50 µg/µL of 

CAB7β along with S180 cells. 

 

In the group treated with 25 μg/μL of CAB7β and S180 cell lines (6 × 105 

cells/volume), there was a significant decrease (p < 0.05) in the length and size of blood 

vessels compared to the inducer control group (RE) and S180 cells. 
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The co-treatment of CAM with CAB7β (50 μg/μL) and S180 cells (6 × 105 

cells/volume) reduced the number of tubule complexes, junctions and size of vessels 

present in the membranes with significant difference (p <0.05) in the parameter of the 

number of tubule complexes when comparated to the inducer control group (RE).  

It is interesting to note that the length and size were higher (p < 0.0001) in the 

group that received 50 μg / µL of CAB7β and S180 cells when compared to those 

treated with 25 μg/μL and S180 cells. However, the number of tubule complexes and 

junctions were lower (p < 0.0001) in the group administered 50 μg/μL of CAB7β and 

S180 cells than those administered a dose of 25 μg/μL and S180 cells. 

Figure 10 shows the vascular network of the control and test substances, with 

more blood vessels present in the following groups: inducer control, S180 sarcoma cells, 

CAB7β 25 + S180 and CAB7β 50 + S180. There are fewer vessels in inhibitor controls 

(DE) and the group treated with the chalcone alone (50 μg/μL). There is notable 

potential for S180 cells to induce the growth of allantois vessels in the mesenchyme, 

indicating tumor cell interaction in the ectodermal vascular compartments of CAMs. 

However, the CAMs treated with 50 μg/μL of CAB7β and S180 cells lines exhibited 

fewer vessels and junctions than the inducer control and S180 groups. 

 

 

Figure 10. Micrographs of CAMs 72 hours after treatment with H2O (neutral control - 20 

μL), DMSO (carrier substance - 20μL), DE (angiogenesis inhibitor - 4 μg / μL), RE 
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(angiogenesis inducer - 30 μg / μL), CAB7β 50 (50 μg / μL), S180 cells (20 μl of cells at 

6 × 105), CAB7β 25 + S180 and CAB7β 50 + S180. The skeletonized images of the 

CAMs were obtained after quantification, using Angioquant software, and indicate the 

presence of blood vessels in the CAM (shown as red lines), suggesting the angiogenic 

capacity of the substances tested. (scale bar=20μm). 

 

The CAM assay has been used to induce blood vessel growth in order to 

understand the interactive and invasive traits of different tumor cell lines, since vessel 

growth and the presence of inflammatory elements may demonstrate angiogenic 

capacity in these cells, which, in turn, favor tumor growth and metastasis [51, 52, 53].  

Research using osteosarcoma (SaOS2), ovarian cancer (IGROV-1 , OVCAR-3, SKOV-3 

and OV-90) and human larynx carcinoma (Hep3) cell lines in the CAM model has 

demonstrated their angiogenic potential [17, 22, 54]. Some studies indicate high 

expression of angiogenic factors such as tumor necrosis factors TNF-α and TNF-β, 

interleukins IL-1 and IL-2, rEGF, MMPs and VEGF in mice transplanted with S180 cells 

[55-58]. In this respect, the present study found angiogenesis induction by S180 cells, 

suggesting that angiogenesis stimulation of the S180 cell line in the CAM assay may be 

related to the increased expression of certain angiogenic factors. 

Some studies on the antiangiogenic activity of chalcones indicate that these 

compounds can inhibit angiogenic factors. Chalcones were found to hinder angiogenic 

activity in the CAM model, inhibiting fibroblast (FGFs) and epidermal growth factors 

(EGFs) as well as the insulin-like growth factor 1 (IGF-1) and cyclooxygenase 2 (COX-2) 

[59-61]. In the CAM assay, the flavonoid precursor 4-hydroxychalcone (Q797) 

suppresses angiogenesis due to its selective effect on endothelial cells and human 

epithelial cancer by modulating and expressing VEGF and b-FGF, with no signs of 

cytotoxicity [62]. 

The antiangiogenic activity of CAB7β may be a promising target for the 

development of new anti-cancer therapies, especially against sarcoma, due to its 

antiangiogenic potential, caused by the inhibition of new blood vessel growth. S180 cells 

induce blood vessel growth, since they display high expression of angiogenic factors 
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[55-58], favoring tumor development. The results of CAM histological analysis (Table 3) 

corroborate the CAM test. 

 

3.6 Histological analysis of CAMs  

The results of histological analysis of CAMs (Table 3) corroborate with CAM test. 

In CAMs treated with CAB7β alone (50 μg / μL), the results for the histological 

parameters indicate no significant difference for mean pyknosis and vessel thickness in 

relation to the neutral control group (p > 0.05), whereas means for the presence of 

fibroblasts, inflammatory cells and red blood cells did not differ significantly (p > 0.05) 

from inhibitor controls (DE) thus demonstrating the anti-inflammatory activity of CAB7β. 

The S180 group exhibited a significant increase in number of blood vessels 

similar (p > 0.05) to the inducer control group (RE). The presence of fibroblasts, 

inflammatory cells, vessel thickness and red blood cells in the S180 group was also 

similar (p > 0.05) to the means detected in the group treated with the inducer control 

substance (RE). Interestingly, as shown in Figure 11, vessels in the allantoic epithelium 

(AE) and mesenchyme (M) showed an irregular growth pattern in the S180 group, as 

well as large caliber vessels in the allantoic epithelium and clustered red blood cells. 

Another noteworthy feature of this group was the presence of blood vessels in the 

chorionic epithelium (ChE) containing nucleated erythrocytes, red blood cells and 

numerous monocytes. 

In our study, CAMs co-treated with 25 μg / μL of CAB7β and S180 cells exhibited 

similar means (p > 0.05) to inducer controls (RE) for all the parameters, except pyknosis. 

However, CAMs co-treated with 50 μg / μL and S180 cells showed a significant 

reduction (p < 0.05) in the presence of inflammatory cells and red blood cells in relation 

to the inducer control, S180 and S180 + CAB7β (25) groups, with values similar to those 

of neutral control and carrier substance (p > 0.05). Figure 11 shows fewer blood vessels 

and inflammatory elements in the 50 μg / μL CAB7β + S180 groups when compared to 

the S180 and CAB7β 25 + S180 groups. 
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Table 3. Histological analysis of chick chorioallantoic membranes (CAM). Mean ± standard deviation (SD) of the 
histological parameters classified on a 3-point scale (five membranes were obtained in each treatment)1. 

Treatments 
(µg/µL) Angiogenesis 

 
Fibroblasts Inflammatory 

Cells Pyknosis 
Thickness of 
CAM vessels 

Presence of 
red 
blood cells 

H2O 1.4±0.2 
 
1.3±0.3 1.8±0.4 0.9±0.4 1.5±0.3 1.6±0.3 

DMSO 1.3±0.4 
 
1.4±0.5 2.1±0.4 1±0 1.5±0.3 1.35±0.5 

DE 1±0 
 
0.5±0.35 1.13±0.6 1±0.4 1±0 1±0.3 

RE 2.7±0.4 
 
2.2±0.6 2.7±0.4 1.12±0 2.4±0.4 2.4±0.4 

CAB7β (50) 
 
1.7±0.3 a, b, c, d, f 

 
0.8±0.3 a, b, d, f 

 
1.3±1 a, b, d, f 1.3±0.4 

 
1.7±0.3 a, b, c, f 

 
1.2±0.6 b, d, f 

S180 
 
2.4±0.5 a, b, c 

 
2.13±0.3 a, b 

 
3±0.5 a, b, c 

 
1.5±0.7 a, b, c, d 

 
2.12±0.6 a, b, c 

 
2.25±0.7 a, b, c 

S180 + CAB7β 
(25) 

 
2.25±0.5 a, b, c, e 

 
2.5±0.6 a, b, c 

 
2.5±0.4 a. c, e, f, g 

 
1.58±0.5 a. b, c, d 

 
2.4±0.5 a. c. b. e 

 
2.4±0.6 a. c, e, g 

S180 + CAB7β 
(50) 

 
2.5 ± 0.5 a, b, c, e 

 
2.4±0.6 a, c, b, e 

 
2 ± 0.7 c, d, f 

 
1.3 ± 0.4 a, b, c 

 
2.4 ± 0.5 a, b, c, e 1.8 ± 0.4 b, c, d, e, f 

                                                           
1
ANOVA, Tukey’s test. a: Compared to neutral control - H2O (p < 0.05); b: Compared to the carrier substance – DMSO (p < 0.05); c: Compared to 

inhibitor controls - DE (p < 0.05); d: Compared to inducer controls – RE (p < 0.05); e: Compared to CAB7β (50 μg / μL) (p < 0.05); f: Compared to 
S180 (p < 0.05); g: Compared to S180 + CAB7β 50 (p < 0.05). 
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Figure 11. Micrograph of CAMs stained with hematoxylin and eosin (HE) for groups 

treated with H2O (neutral control - 20 μl), DMSO (carrier substance - 20μL), DE (4 μg 

/ μL – angiogenesis inhibitor), RE (30 μg / μL – angiogenesis inducer), CAB7β 50 (50 

μg / μL), S180 cells (20 μl of cells as 6 × 105), CAB7β 25 + S180 cells and CAB7β 50 

+ S180 cells. Black arrows indicate blood vessels, red arrows red blood cells, green 

arrows indicate fibroblasts and blue arrows inflammatory elements. AE indicates 

allantoic epithelium; ChE, chorionic epithelium; M, mesenchyme. (scale bar=20μm). 

 

Thus, the antiangiogenic activity of CAB7β may be associated with its anti-

inflammatory potential, since there was a notable decline in inflammatory elements in 

both the CAMs treated with CAB7β alone and in conjunction with sarcoma 180 cells. 

Additionally, the antiangiogenic properties of this compound may also be related to 

its structure. 

It is important to underscore that proinflammatory factors such as leukocytes, 

macrophages, red blood cells, neutrophils, monocytes, mast cells and fibroblasts can 

produce a significant number of proangiogenic growth factors, including VEGF, FGF, 

MMP2, MMP9, TNF, IL-6 and IL-8, which stimulate angiogenesis by the 

proinflammatory mechanism and can favor metastasis [63-66]. 

Synthetic chalcones such as 3-phenyl-1-(2,4,6-tris (methoxymethoxy) phenyl) 

prop-2-in-1-one (16) display anti-inflammatory activity by inhibiting the production of 

nitric oxide (NO) in RAW 264.7 macrophages [67]. In tests with mice, 30 mg/kg of 2'-

hydroxy-4'-methoxychalcone administered subcutaneously over 20 days inhibited the 

tumor volume of Lewis lung carcinoma cells by up to 27.2%, whereas the same dose 

administered over 10 days reduced tumor volume by 33.7% in sarcoma 180 cells 

[59]. These factors may be related to the anti-inflammatory and anti-tumorigenic 

power of CAB7β. 

Inflammatory elements, such as monocytes, are also capable of producing 

large numbers of pro-angiogenic factors, including MMP2, MMP9 and TNF, which 

significantly stimulate angiogenesis and increase the occurrence of metastases [64-

66]. Therefore, the efficiency of CAB7β in reducing inflammatory elements suggests 

its application as an antiangiogenic compound in anticancer therapy. 
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4. Conclusions 

This study analyzes the angiogenic potential and optical properties of the 

synthetic chalcone CAB7β and the results obtained showed the considerable 

versatility of this chalcone. Experimental and theoretical results show intense 

absorption in the UVA and UVC regions, which demonstrate its potential for 

sunscreen applications. In addition, CAB7β showed nonlinear optical properties with 

first hyperpolarizability and a two-photon absorption band centered at 650 nm. The 

CAM assay showed that sarcoma 180 cells can induce the angiogenic response. We 

believe this method might be useful in analyzing the phases of tumor development in 

different types of sarcoma. It was also observed that CAB7β can inhibit the 

development of sarcoma S180 cells through its antiangiogenic and anti-inflammatory 

activities. In this respect, considering that therapeutic approaches using 

antiangiogenic agents have proved to be efficient against certain tumors, it may be a 

promising compound in the treatment of sarcoma 180 due to its antiangiogenic 

potential associated with a reduction in inflammatory elements. 
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Presence of antigenotoxic and anticytotoxic effects of the chalcone 1E,4E-1-(4-

chlorophenyl)-5-(2,6,6- trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one using in 

vitro and in vivo assays. 
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Abstract 

Chalcones are chemically defined as α,β–unsaturated ketones with a 1,3- diphenyl-2-

propen-1-one nucleus. These compounds occur naturally in plants and are 

considered precursors of flavonoids. Given that evaluating genetic toxicology tests is 

essential in investigating the safe use and chemopreventive potential of different 

natural and synthetic compounds, this study aimed to assess the genotoxic, 

cytotoxic, antigenotoxic and anticytotoxic activity of the chalcone 1E,4E-1-(4-

chlorophenyl)-5-(2,6,6-trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one (CAB7β). The 

CAB7β was synthesized via Claisen Schmidt reaction. The Ames test was applied 

using the co-treatment model as well as a micronucleus assay of mouse bone 

marrow with co-, pre- and post-treatment models. Our results indicate no genotoxic 

effect for CAB7β in any of the tests applied. At all the concentrations used, CAB7β 

showed a significant DNA protective effect against the mutagenic action of 4-

nitroquinoline-1-oxide and sodium azide according to the Ames test, and against 

doxorubicin in the co-, pre- and post-treatment models of the micronucleus assay. 

CAB7β alone displayed cytotoxic activity in the micronucleus test. At concentrations 

of 12,5 and 50 µg/plate, CAB7β showed a moderate cytotoxic profile only in S. 

typhimurium strain TA98. However, an anticytotoxic effect was observed against S. 

typhimurium strain TA100 for all the concentrations tested and during co-, pre- and 

post-treatment in the micronucleus assay. It was concluded that CAB7β exhibited a 

slightly cytotoxic effect in S. typhimurium strain TA98 and significant antigenotoxic 

and anticytotoxic effects in cells of mouse, making it a promising candidate in 

chemoprevention and possibly in the development of new cancer treatments.   

 

Keywords: Ames test; Anticytotoxic; Antigenotoxic; Chalcone; Micronucleus test; 
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Introduction 

Chalcones are chemically defined as α,β–unsaturated ketones with a 1,3- diphenyl-2-

propen-1-one nucleus. These compounds occur naturally in plants and are 

considered precursors of flavonoids. Chalcones can be synthesized via a Claisen-

Schmidt condensation reaction between benzaldehydes and acetophenones using a 

basic or acidic catalyst (Findik et al., 2009; Mai et al., 2014). Different biological 

properties have been reported for chalcones, including antibacterial, antifungal, 

antinociceptive, anti-inflammatory, antiangiogenic, anticancer and antioxidant activity 

(Jantan et al., 2014; Gupta and Jain, 2015; Ma et al., 2016, Lima et al., 2016; 

Eichenberger et al., 2017). 

Developing new molecules and studying their pharmacological potential is important 

in devising treatments for a variety of diseases. In this respect, synthesizing 

molecules based on pharmacophoric groups of natural substances, such as 

chalcones, is a rational model in the production of drugs and for use in 

pharmacological screening. Synthesizing compounds makes it possible to identify a 

specific substance, analyze biological activities, obtain synthetic analogues with 

potential pharmacological effects, and develop new reactions and reagents (Siddiqui 

et al., 2012; Wilson and Roberts, 2012).  

 Given the importance of chalcones in developing new therapies, genetic toxicology 

tests must be evaluated to ensure their safe use and chemopreventive potential.  

Identifying genotoxic and antigenotoxic compounds and assessing their mechanisms 

of action deserve special attention considering their therapeutic potential in human 

health (Narayan et al., 2010). 

Short-term genotoxicity assays are widely used to identify mutagenic substances and 

possible carcinogens in natural environments, as well as antimutagens and 
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anticancer agents. One such assay is the Ames test, used to analyze different 

Salmonella typhimurium strains and determine different types of genetic alterations, 

such as base substitutions and small errors in the DNA reading frame (Mortelmans 

and Zeiger, 2000).  

Another important test is the micronucleus assay in mouse hematopoietic bone 

marrow, considered one of the most widely used in genotoxicity studies. It can be 

used to test different classes of natural compounds and chemical products, including 

pharmaceuticals, agricultural products and food additives (Hayashi, 2016; Lemes et 

al., 2017). The minimum time in which micronuclei are detected is between 10 and 

24 hours and the frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCEs) 

is an isolable measurement of chromosomal loss and damage. In the same assay, 

the ratio of PCEs to normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) is an indicator of the 

cytotoxic or anticytotoxic activity of a specific compound (Ribeiro, 2003). 

 As such, considering that chalcones exhibit different biological properties and that 

identifying their genotoxic and mutagenic effects is vital in establishing the safe use 

of a substance, this study aimed to assess the genotoxic, cytotoxic and protective 

effects of the chalcone 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6-trimethylcyclohexen-1-

yl)penta-1,4-dien-3-one (CAB7β), using a S. typhimurium reversed mutation assay 

(Ames test) and micronucleus assay in mouse bone marrow. 

 

Materials and Methods 

 

Synthesis of 1E, 4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6- trimethylcyclohexen-1-yl)penta-

1,4-dien-3-one  
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The chalcone 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6- trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-

dien-3-one (CAB7β), molecular formula C20H23ClO, was synthesized at the Synthesis 

and Crystallographic Studies Laboratory of the Institute of Chemistry at the Federal 

University of Goiás. The ketone was synthesized and then condensed to p-

chlorobenzaldehyde via the Claisen Schmidt reaction to obtain CAB7β-ionone. 

Methanol, β-ionone and p-chlorobenzaldehyde were used for this reaction, with 99% 

purity. Sodium hydroxide (85% pure) was used as catalyst and acetone and isopropyl 

alcohol as solvents.  

 

Experimental Procedure 

A sterile reactor flask containing 0.3 mL of distilled water was added with 15 mL of 

methanol and 3.0 mmol of sodium hydroxide. Next, 1.5 mmol of β-ionone was added 

to the mixture, followed by 2.5 mmol of p-chlorobenzaldehyde after 5 minutes, with 

the reaction remaining under magnetic stirring at ambient temperature (Figure 1).   

 

Figure 1. Diagram depicting the synthesis of 1E,4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6- 

trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one The compound was previously 

synthesized and presented. 

 

Ames Test 

Bacterial Strains  
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The S. typhimurium strains TA98 and TA100 used in the Ames test were supplied by 

the Laboratory of Molecular Radiobiology of the Carlos Chagas Filho Biophysics 

Institute at the Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brazil.  

 

Experimental Procedure  

The test was conducted according to the methodology developed by Maron and 

Ames (1983). For mutagenicity assessment, S. typhimurium strains TA98 and TA100 

were incubated for 12 hours in nutrient broth at 37°C, under constant agitation and 

aeration in a water bath shaker until reaching steady-state growth (1-2 x 109 

cells/mL). In the analysis of mutagenic effect, 100 µl aliquots of the cultures of each 

bacterial strain were incubated in triplicate test tubes with 12.5, 25 and 50 µg/plate of 

CAB7β for 25 minutes at 37ºC, under constant agitation and aeration. Negative (10 

µL of DMSO) and positive controls (1.5 µg of 4NQO per plate for TA98 and 3 µg of 

sodium azide for TA100) were also included in the experiments.  

The CAB7β concentrations used were 12.5, 25 and 50 μg / plate and each 

concentration was diluted in 10 μL of DMSO (lot no. 20881, Neon Comercial®, 

Suzano, São Paulo, SP, Brazil). A 0.1 ml aliquot of bacterial suspension (1-2 × 109 

cells / mL) of each strain (TA98 and TA100) was incubated with different CAB7β 

concentrations at 37 ° C for 25 min. A 2.0 mL aliquot of top agar (0.6% Kasvi 

bacteriological agar, 0.5% NaCl, 50 μM of L-histidine and 50 uM of biotin at 45ºC) 

was added to the test tubes and the contents poured onto Petri dishes containing a 

minimal agar medium (1.5% agar, 2% glucose and 2% Vogel-Bonner solution). Next, 

the Petri dishes were placed in a biochemical oxygen demand (BOD) incubator at 

37°C for 48 hours. Each test was performed three times and did not include negative 

(10 μL of DMSO) or positive controls (for TA98: 1.5 μg/plate of 4NQO – lot 
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WXBC1554V, Sigma-Aldrich®, São Paulo, SP, Brazil, and for TA100: 3 μg/plate of 

sodium azide – lot no. 100GR, Sigma-Aldrich®, São Paulo, SP, Brazil).  

In the assessment of antimutagenic activity, the different CAB7β concentrations 

(12.5, 25 and 50 µg/plate) were co-administered with the respective positive controls. 

After incubation at 37ºC for 48 hours in a DBO incubator, the His+ revertant colonies 

were counted, considering the arithmetic mean of the results between plates. 

 

Statistical analysis 

The data obtained in mutagenicity and antimutagenicity tests of CAB7β and controls 

via the Ames test were tabulated and the experimental values were expressed as 

mean ± standard deviation (SD). ANOVA and Tukey’s post hoc were used for 

statistical analyses.  A p-value < 0.05 was considered significant. The magnitude of 

induced mutagenesis was determined using the mutagenic index (MI), calculated as 

the ratio between the number of colonies in the test substance treatment and the 

number in the treatment with the negative control.  The inhibition percentage (IP) of 

mutagenicity induced by each mutagen (4-NQO or sodium azide) was calculated 

using the formula below (Sghaier et al., 2011). 

 

      [   (
                                     

                                                 
)]        

Where:  

TP: number of His+ revertant colonies in test plates (plates incubated with the 

mutagenic compound and CAB7β); 

PC: number of His+ revertant colonies in positive control plates (plates incubated 

with only the mutant compound); 
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SR: Number of spontaneous His+ revertant colonies in negative control plates (plates 

incubated without the mutagenic compound and CAB7β). 

 

Micronucleus assay 

Animals 

Seventy healthy male and female Swiss Webster mice (Mus musculus), aged 

between 45 and 60 days and weighing 30 to 40 grams, were supplied by the vivarium 

of the Pontifical Catholic University of Goiás. The animals were housed in 40x30x16 

cm polypropylene cages lined with wood shavings, each containing 4 mice, which 

received Labina pellets (Presence®) and filtered water ad libitum. The room where 

the animals were housed was kept at ambient temperature (25ºC), with a ventilation 

system and light-dark cycle (light 7:00 a.m. – 7 p.m., dark 7 p.m. - 7:00 a.m.). 

Fifty-five mice were used in mutagenicity and antimutagenicity testing, as well as 15 

for the positive and negative controls. The experimental protocol was approved by 

the Animal Ethics Committee (CEUA) of the Pontifical Catholic University of Goiás, 

under protocol number 2831100316. 

The control and experimental groups consisted of 14 groups of five mice, which were 

individually marked and weighed on the same day the chemical substances were 

administered. The groups consisted of co-treatment, pre-treatment and post-

treatment. We emphasize that in all treatment models we used the doses of 12.5, 25, 

50 mg / kg CAB7β due to the availability of our compound and previous mutagenicity 

studies using other synthetic chalcones have also used similar doses (Yamamoto et 

al., 1992; Qu et al., 2014; Lima et al., 2016; Lima et al., 2017). 

In co-treatment, CAB7β was intraperitoneally (i.p.) administered to three groups of 

mice at doses of 12.5, 25, 50 mg/kg of body weight (bw), respectively, concomitantly 
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to 5 mg/kg bw of doxorubicin (DXR, lot A4150116, Glenmark®, São Paulo, SP). 

Another three groups received single administration i.p.  of 50 mg/kg bw of CAB7β, 

proportion of  0.1 ml/10g according to bw of the negative control dimethyl sulfoxide 

(99% DMSO, lot no. 20881, Neon Comercial®, Suzano, São Paulo, SP, Brazil) and 5 

mg/kg bw of DXR (positive control), respectively. 

In the pre-treatment model, three groups were treated (i.p.) with 12.5, 25 and 50 

mg/kg bw of CAB7β respectively for five days, followed by 5 mg/kg bw (i.p.) of DXR 

two hours after the last CAB7β treatment. One group was administered (i.p.) only the 

highest CAB7β dose (50 mg/kg bw) for five days in order to determine its mutagenic 

effect. Another group received (i.p.) 0.1 ml/10g of DMSO for five days and served as 

negative control.  

In post-treatment, three groups of mice were initially treated with DXR and after 6 

and 12 hours, with 12.5, 25 and 50 mg/kg bw of CAB7β (i.p). After, the animals were 

euthanized by cervical dislocation 24 hours after administration of the DXR. 

 

Experimental Procedure  

The experimental procedure was in accordance with von Ledebur and Schmid 

(1973). All the animals treated with DXR were euthanized by cervical dislocation 24h 

after administration and the mice that received only CAB7β were euthanized 24h 

after receiving the compound. 

Following cervical dislocation, described by the Brazilian College of Animal 

Experimentation (COBEA) as the fastest and most concise method, the proximal 

femoral epiphysis was removed and the hematopoietic bone marrow was aspirated 

with 1mL of fetal calf serum (FCS, lot number 60428001, Laborclin®, Pinhais, 

Paraná, Brazil). After homogenization in serum, the marrow was centrifuged (1000 
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rpm x 5 min). The supernatant was partially discarded and the cell pellet was 

homogenized using a pipette. Next, a smear slide was made using one drop (10 µg) 

of the cell pellet. After 24 hours, the slides were stained by Romanowsky staining, 

using a Panotico kit (New Prov®, lot no. 15314E, Pinhais, Paraná, Brazil). 

Three slides were prepared per animal and a total of 4.000 polychromatic 

erythrocytes (PCEs) were counted using a fluorescence microscope (Olympus BH-2 

10x100, Tokyo, Japan) to determine the frequency of micronucleated polychromatic 

erythrocytes (MNPCEs). The genotoxic and antigenotoxic activity of CAB7β was 

established based on MNPCE frequency, while the cytotoxicity and anticytotoxicity of 

the compound were assessed according to the PCE/NCE ratio, analyzing a total of 

2000 cells for the bone marrow of each animal.  

 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed using Excel 2010 and BioStat software, version 

6.2.2.0, and the results were expressed as mean ± standard deviation (SD). In order 

to analyze the genotoxic and antigenotoxic activity of CAB7β by micronucleus 

testing, the MNPCE frequency of the experimental groups was compared to the 

results obtained in the negative controls using one-way ANOVA followed by Tukey’s 

test. The cytotoxicity and anticytotoxicity of CAB7β were assessed by comparing the 

frequencies of the PCE/NCE ratios of each group using the chi-squared test. Results 

were considered statistically significant for p < 0.05. 

 

Results 

The results of the mutagenic and antimutagenic analysis of CAB7β using the Ames 

test, in three independent experiments, are shown in Table 1. The values recorded in 
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the positive (4NQO for TA98 and sodium azide for TA100) and negative controls 

(DMSO) were consistent with the guidelines established by Maron and Ames (1983) 

and Mortelmans and Zeiger (2000).  

In mutagenicity assessment using TA98, a reduction was observed in the means of 

the number of revertants treated with CAB7β concentrations of 12.5 and 50 μg / 

plate. However, there was no significant difference between this result and that 

obtained for the negative control (p > 0.05). Only a concentration of 25 μg / plate 

showed a slight increase in the number of His+ revertants, but reached MI = 1.16 and 

showed no significant difference in relation to the negative control (p > 0.05). For all 

three CAB7β concentrations tested in TA100, a decline was observed in the number 

of revertants in relation to the negative control; however, the results were not 

statistically significant when compared to each other (p > 0.05).  

In antimutagenicity analysis, the groups co-treated with 4-NQO for TA98 exhibited a 

concentration-response effect, with significant reductions in the number of His+ 

revertants and IP values of 62,7%, 73,5% and 82,7% for 12.5, 25 and 50 μg / plate of 

CAB7β, respectively. When compared to each other, the concentration of 50 μg / 

plate displayed the highest IP, with a statistically significant difference in relation to 

12.5 μg / plate (p < 0.05). For TA100, all three CAB7β concentrations (12.5, 25 and 

50 μg / plate) also prompted significant reductions in the number of revertants in 

relation to the positive control (p < 0.05), with IPs of 48,5%, 47,4% and 47,4%, 

respectively. When compared, none of the concentrations showed a statistically 

significant difference (p > 0.05). 
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Table 1. Means ± Standard Deviation (SD) of histidine revertant colonies (obtained from three independent experiments carried out 

in triplicate), mutagenic index (MI)4, and inhibition percentage (IP) of mutagenicity for two tester strains of Salmonella typhimurium 

(TA98 and TA100), after treatment with different doses of chalcone AB7β (CAB7β). 

1
Negative control: 10 μl dimethylsulfoxide (DMSO).  

²Positive control: 0.5 μg 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO)/plate for TA98 and 1.5 μg sodium azide/plate for TA100.  

All values are means ± SD of three independent experiments.  

3
Statistical analysis: one-way ANOVA and the Tukey test.  

4
MI was calculated for each concentration tested of the CAB7β, this being the average number of revertants per plate with the test compound divided by the 

average number of revertants per plate with the negative control. 

a, b, c, d
 Letters in common in the same column do not exhibit a significant difference (p > 0.05). Different letters in the same column exhibit significant a 

difference (p < 0.05). 

Treatments Mutagenicity3   Antimutagenicity3 

 
TA 98 TA 100   TA 98 TA 100 

  Means ± SD IM Means ± SD IM   Means ± SD PI (%) Means ± SD PI (%) 

Negative control1 33.1 ± 6.9a 1 205.2 ± 20.6a 1 
 

24.6 ± 7.6a – 128.4 ± 12.6a – 

Positive control2 886.3 ± 174.9b  28.1 5.400 ± 91.8b 26.3 
 

840.5 ± 106.5b – 4161.2 ± 254.2b – 

CAB7β 12.5 µg/plate 21 ± 4.9a 0.63 115.6 ± 5.1a 0.56 
 

329± 47.5c 62.7 2208.8 ± 29.5c 48.5 

CAB7β 25 µg/plate 38.7 ± 11.16a 1.16 118.4 ± 4.9a 0.57 
 

241.6 ± 34.7c,d 73.5 2252 ± 57.6c 47.4 

CAB7β 50 µg/plate 27.2 ± 1.15a 0.82 162.8 ± 15.3a 0.79   170.7 ± 13.6d 82.7 2252.4 ± 44.3c 47.4 
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Table 2 shows the results of MNPCE frequencies in the bone marrow of mice co-, 

pre-and post-treated with CAB7β and DXR. As expected, the negative controls 

(DMSO) exhibited a relatively low mean MNPCE frequency in relation to the positive 

control group (p < 0.05).  These data confirm the sensitivity of the micronucleus test.  

In the co-treatment model, the group treated with CAB7β alone (50 mg / kg) showed 

no effect on MNPCE frequency when compared to the negative controls (p > 0.05), 

indicating the absence of genotoxic activity. In all three groups co-treated with 

CAB7β (12.5, 25 and 50 mg / kg) and DXR, there was a significant decrease in 

MNPCE frequency in relation to positive controls (p > 0.05).  Of these three groups, 

the CAB7β dose of 50 mg / kg showed the greatest capacity to mitigate the genetic 

damage caused by DXR (p < 0.05), presenting an MNPCE frequency similar to the 

negative control and CAB7β alone (p > 0.05). 

In pre-treatment, the MNPCE frequency percentage (per 4000 PCEs) in mice only 

treated with the highest CAB7β dose (50 mg / kg) for five days was similar (p > 0.05) 

to that recorded in the group that received DMSO over a five-day period, with values 

of 0.21% and 0.11%, respectively. Additionally, the presence of MNPCEs at the three 

CAB7β doses tested (12.5, 25 and 50 mg / kg) was similar in mice treated with 

CAB7β alone (50 mg / kg) and negative controls (p > 0.05).  

In post-treatment, animals treated twice with the different CAB7β doses (12.5, 25 and 

50 mg / kg) showed a significant decline (p < 0.05) in MNPCE frequency when 

compared to positive controls.  

In this treatment model, of the three CAB7β doses analyzed, 50 mg / kg displayed 

the largest reduction in MNPCE frequency, with a similar mean frequency to that 

observed in mice treated only with CAB7β and negative control (p < 0.05). A 

comparison of the three treatment models used indicated that CAB7β caused 
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significant declines (p < 0.05) in the number of MNPCEs in relation to positive 

controls, with the highest reductions recorded primarily in the pre-treatment groups, 

demonstrating the genoprotective property of this compound against the genotoxic 

effects of DXR. Additionally, the dose-response effect was observed in the three 

types of treatment.    



145 

 

 

 

 

Table 2. Assessment of genotoxic and antigenotoxic activity in different treatments of 4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6- 

trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one (CAB7β) based on the frequency of micronucleated polychromatic erythrocytes 

(MNPCEs) in mouse bone marrow. 

1
 Negative control: dimethylsulfoxide (DMSO) applied (i.p.) in the proportion of  0.1 mL/10 g body weight (b.w.).  

2
 Positive control: Doxorubicin (DXR) 5 mg/kg. All values are mean ± SD of five mice.  

3
 Statistical analysis: one-way ANOVA and Tukey’s test.  

a, b, c, d
 Same letters in in the same column show no significant difference (p > 0.05). Different letters in the same column exhibit a significant difference (p < 

0.05). 

Treatment (mg/Kg bw 

i.p.) 

MNPCE/2000 PCE3 

 Co - treatment (At 24 h) 

 

Pre - treatment (At 5 days) 

 

Post- treatment (At 24 h) 

 (Mean ± SD) % 

 

 (Mean ± SD) % 

 

(Mean ± SD)  % 

Negative control1 3.7 ± 0.4ª 0.1 

 

4.4± 0.6ª 0.11 

 

3.7 ± 0.4ª 0.09 

Positive control2 64 ± 9.1b 1.6 

 

64 ± 9.1b 1.6 

 

64 ± 9.1b 1.6 

CAB7β 50 11.5 ± 2.3ª,c 0.28 

 

8.7 ± 1.9a 0.21 

 

11.5 ± 2.3ª,c 0.28 

CAB7β 12.5 + DXR 30.6 ± 3.8d 0.76 

 

9.5 ± 2.3a 0.23 

 

29.3 ± 2.9d 0.73 

CAB7β 25 + DXR 26.1 ± 2.7d,e 0.65 

 

8.7 ± 1.6a 0.21 

 

28.7 ± 2.4d 0.71 

CAB7β 50 + DXR 14.9 ± 3.4a,c,e 0.37 

 

8.3 ± 0.6a 0.2 

 

11.4 ± 1.3ª,c 0.28 
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The results of PCE/NCE ratios, an indicator of cytotoxicity, are shown in Table 3. The 

PCE/NCE ratio of the group treated only with a CAB7β at its highest dose (50 mg / 

kg) was different to that observed in negative controls (p < 0.05), demonstrating 

presence of cytotoxic activity for CAB7β. Groups co-treated with 12.5, 25 and 50 mg / 

kg of CAB7β exhibited higher PCE/NCE ratios of 0.65, 0.71 and 0.75, respectively. 

These values show a statistically significant difference (p < 0.05) when compared to 

the PCE/NCE ratio recorded in the positive control group (0.47), suggesting 

anticytotoxic activity for CAB7β before the cytotoxic action caused by DXR.  

The PCE/NCE ratio in the group pre-treated for five days with only 50 mg / kg of 

CAB7β was 0.70, different (p < 0.05) to that observed in the negative controls (0.90). 

The groups that received three CAB7β doses (12.5, 25 and 50 mg / kg) obtained 

mean PCE/NCE ratios of 0.73, 0.85 and 0.84, respectively, which were higher than 

those recorded in positive controls, showing a significant difference (p < 0.05). 

Among the three doses administered, 25 and 50 mg / kg achieved the highest mean 

PCE/NCE ratio, similar to that in the negative control group (p > 0.05).  

In the post-treatment model, there was an increase in the mean PCE/NCE ratios for 

groups treated twice with doses of 12.5, 25 and 50 mg / kg, which were 0.66, 0.72 

and 0.74, respectively, exhibiting a significant difference when compared to positive 

controls (p < 0.05) and similarity to the mean PCE/NCE ratio obtained in the treated 

group with CAB7β alone (50 mg / kg).  As such, all the doses analyzed demonstrated 

anticytotoxic activity for CAB7β against the cytotoxic effects of DXR in all three 

treatment models. 
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Table 3. Assessment of cytotoxic and anticytotoxic activity in different treatments of 4E-1-(4-chlorophenyl)-5-(2,6,6- 

trimethylcyclohexen-1-yl)penta-1,4-dien-3-one (CAB7β) based on the ratio of polychromatic erythrocytes to normochromatic 

erythrocutes (PCE / NCE) of mouse bone marrow. 

1
 Negative control: dimethylsulfoxide (DMSO) 0.1 mL/10 g body weight (b.w.).  

2
 Positive control: Doxorubicin (DXR) 5 mg/kg. All values are mean ± SD of five mice.  

All values are mean ± SD of five mice. 
3 
Statistical analysis: chi-squared (χ

2
) test. Mean values followed by the same letter in the column show no significant 

difference at 5% probability. 

a, b, c, d
 Same letters in in the same column show no significant difference (p > 0.05). Different letters in the same column exhibit a significant difference (p < 

0.05).

Treatment (mg/Kg bw i.p.) 

PCE/NCE3 

Co - treatment (At 24 h) 

 

Pre - treatment (At 5 days) 

 

Post - treatment (At 24 h) 

(Mean ± SD) 

 

(Mean ± SD) 

 

(Mean ± SD)  

Negative control1 0.94 ± 0.05a 

 

0.90 ± 0.01a 

 

0.94 ± 0.05a 

Positive control2 0.47 ± 0.05b 

 

0.47 ± 0.05b 

 

0.47 ± 0.05b 

CAB7β 50 0.81 ± 0.02c 

 

0.70 ± 0.08c 

 

0.81 ± 0.02c 

CAB7β 12.5 + DXR 0.65 ± 0.01d 

 

0.73 ± 0.08c 

 

0.66 ± 0.07c 

CAB7β 25 + DXR 0.71 ± 0.03d 

 

  0.85 ± 0.05ª,c 

 

0.72 ± 0.08c 

CAB7β 50 + DXR   0.75 ± 0.03c,d 

 

  0.84 ± 0.04ª,d 

 

0.74 ± 0.08c 
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Discussion 

Chalcones are compounds with a variety of pharmaceutical applications in the 

treatment of diseases. As such, this study aimed to assess the genotoxicity, 

cytotoxicity, antigenotoxicity and anticytotoxicity of CAB7β using the micronucleus 

assay of mouse bone marrow and the Ames test. Both methods are recommended 

by international regulatory authorities and can determine the genetic risk of different 

types of substances (Kang et al., 2013).  

In the Ames test, CAB7β showed cytotoxic activity in strains T98 and TA100. 

Sashidhara et al. (2015) also observed strong toxic activity against Staphylococcus 

aureus in chalcone-thiazole hybrids. Our compound was able to protect DNA against 

the harmful effects of the mutagens 4-NQO and sodium azide. The results suggest 

that the greater decline in the number of His+ revertants at the higher CAB7β 

concentrations (25 and 50 μg / plate) may be due to the possible toxic effect of this 

compound, evident in the reduction in His+ revertants (TA98 and TA100) in the 

mutagenic assessment.  

Other chalcone, sulfonamide, N- {4- [3- (4-nitrophenyl) prop-2-enoyl] phenyl} 

benzenesulfonamide (CPN), at concentrations of 10 to 50 μg / plate, exhibited 

cytotoxicity and antimutagenicity in strains TA98 and TA100, with IP between 49 and 

51% for TA98 and between 13 and 20% for the TA100 strain (Silva et al., 2015).  

In our study, CAB7β which differs structurally from CNP, interestingly presented IP 

between 62.7 and 82.7% for TA98 strain and between 47.4 and 48.5% for TA100. 

Our results demonstrate that this compound has greater effectiveness as to its 

antimutagenic action in relation to CPN, for example. 

4-Nitroquinoline-1-oxide (4NQO) yields three major DNA adducts, namely N- 

(desoxyguanosine-8-yl)-4AQO, 3- (desoxyguanosine-N2-yl)-4AQO and 3- 
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(deoxyadenosine- N 6-yl) -4AQO, which can bind to DNA, particularly guanine 

residues, causing mutations (Kanojia and Vaidya, 2006; Brüsehafer et al., 2016). 

Sodium azide also generates reactive metabolites that can bind to DNA and cause 

mutations (Al-Qurainy and Khan, 2009).  

Thus, as previously described, CAB7β may have inhibited the oxidative effect of free 

radicals of 4NQO and sodium azide in the Ames test. The antigenotoxic and 

antimutagenic properties of CAB7β observed in this study may also be attributed to 

the presence of the chloro functional group. Some chalcones containing the chloro 

radical exhibit significant antioxidant activity by inhibiting nitric oxide induced by RAW 

264.7 macrophages and microglial cells (Lee et al., 2015).  

The results of the micronucleus assay allowed us to infer that a 50 mg / kg dose of 

CAB7β administered in 24 h and over 5 days showed no cytotoxic activity, since the 

PCE/NCE ratios for these periods exhibiting significant difference in relation to 

negative controls.  

The micronucleus assay allowed the detection of cytotoxic effects through the 

PCE/NCE ratio. When the proliferation of bone marrow cells is affected by a toxic 

agent, the number of immature erythrocytes (PCEs) declines in relation to mature 

erythrocytes (NCEs), reducing the PCE/NCE ratio (Carneiro et al., 2016, Melo-Reis 

et al., 2011). 

Indeed, Wu et al. (2011) found that synthetic chalcones displayed toxicity in different 

human cancer cell lines (HT29 and SGC7901). Vogel et al. (2010) reported that the 

synthetic chalcone 3′-coumaroyl-2′,4,4′-trihydroxy-6′-methoxychalcone showed the 

highest cytotoxic activity against HeLa cells. De Vasconcelos et al. (2013) also 

detected the cytotoxic and apoptotic effects of chalcone derivatives of 2-

acetylthiophene on human colon adenocarcinoma cells. 
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 It is important to underscore that, in the present study, CAB7β alone displayed 

cytotoxicity but no genotoxic activity in the micronucleus assay in mouse bone 

marrow. However, in the Ames test, all the concentrations studied showed moderate 

cytotoxicity and no mutagenicity, with the exception of 25 µg/plate in S. typhimurium 

strain TA98, which displayed no cytotoxicity.   

In general, cytotoxic substances are recommended in different therapies, especially 

when they cause no damage to the DNA of normal cells (Swift and Golsteyn, 2014), 

which was the case for CAB7β in the present study. Lima et al. (2016) conducted a 

study with CAB7β and found that the presence of chloro in the para (p) position, 

which exhibits less electron loss, in addition to the cyclohexene portion present in the 

compound, decreases its cytotoxic effect in some cell lines (SF-295, HCT-116 and 

OVCAR-8) when compared to chalcones containing a nitro fraction.  

In our study, CAB7β showed antigenotoxic activity in all the treatments used. The 

greatest inhibition of DXR-related genotoxic action occurred in the groups of mice 

pre-treated for 5 days with different doses of CAB7β, exhibiting micronucleated cell 

(MN) frequencies similar to those of negative controls.  

 DXR is a chemotherapeutic agent belonging to an anthracycline class isolated from 

Streptomyces peucetius. DXR-related damage to genetic material can occur through 

oxidative stress, whereby the quinone structure of DXR is oxidized to the 

semiquinone radical, which reacts rapidly with oxygen, generating superoxide and 

hydrogen peroxide and damaging DNA (Meyers, 1998).  

In this respect, the antigenotoxic activity of CAB7β may be associated with the 

inhibition of oxidative stress caused by DXR. It is important to note that, according to 

scientific reports of in vitro and in vivo experiments, some chalcones show potential 

to inhibit oxidative stress (Padhye et al., 2009; Zhou et al., 2015; Zhong et al., 2015). 
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A study found that i.p, administration of Cl-chalcone (50 μg / kg) and F-chalcone (100 

μg / kg) significantly increased antioxidant enzyme levels in mice (Annapurna et al., 

2012).  

Research shows that DXR can also interact with DNA, likely due to the formation of 

hydrogen bonds between DXR and guanine, forming DNA adducts. This induces cell 

death independently of topoisomerase II (Swift et al., 2006; Forrest et al., 2012). 

Additionally, DXR can intercalate with DNA, causing torsional stress and cell death 

(Yang et al., 2014). 

As such, considering this in DXR, a noteworthy observation in our study was the 

ability of CAB7β to repair DNA damage in the post-treatment model. Exposing mice 

to CAB7β after DRX treatment caused a significant decline in the number of 

MNPCEs and an increase in the PCE/NCE ratio. Thus, it can be inferred that CAB7β 

may inhibit DXR-DNA interaction, thereby preventing the formation of adducts and 

torsional stress. Research indicates that natural and synthetic chalcones show weak 

interaction with DNA and a low risk for mutagenicity (Abu et al., 2013; Zhang et al., 

2013; Rozmer and Perjési, 2014). Some clinically useful anticancer agents exhibit 

genotoxicity due to their interaction with amine groups in nucleic acids; chalcones 

may be devoid of these side effects owing to their structural flexibility, resulting in 

significant chemopreventive activity (Das and Manna, 2016). 

 

Conclusion 

Thus, based on the results obtained, we concluded that CAB7β did not increase the 

number of His+ revertant colonies in strains TA98 and TA100 in the Ames test, 

therefore indicating no in vitro mutagenic activity. The CAB7β promoted a protective 

effect on bacterial DNA against the mutagenic action of 4-NQO and sodium azide. 
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The concentration of 50 μg / plate showed highest IP in TA98 strain. In TA100 strain, 

the three concentrations of CAB7β (12.5, 25 and 50 μg / plate) also promoted 

significant reductions in the number of revertants in relation to the positive control. 

Moreover, the compound displayed no genotoxic activity in the micronucleus assay, 

thus exhibiting significant antigenotoxic and anticytotoxic effects in cells of mouse. In 

this treatment models used in the micronucleus assay, of the three CAB7β doses 

analyzed, 50 mg / kg displayed the largest reduction in MNPCE frequency. We 

believe that CAB7β is a promising candidate for chemoprevention or the 

development of new cancer treatments. However, further research is needed to 

better clarify the chemopreventive mechanisms of this compound through the DNA 

repair process. 
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7. CONCLUSÕES GERAIS  

 

Considerando os objetivos propostos e os resultados obtidos no presente 

estudo, concluiu-se que:  

  

 Utilizando o modelo MCA em ovos embrionados de galinha, a CAB7β quando 

administrada sozinha exibiu atividade antiangiogênica e redução de 

elementos inflamatórios nas MCAs, demonstrando valores inferiores aos 

detectados no grupo controle inibidor de angiogênese (Dexametasona). 

 As células tumorais do Sarcoma S180 foram capazes de induzir o 

crescimento dos vasos sanguíneos, bem como a presença de elementos 

inflamatórios; 

 A CAB7β exibiu atividade antiangiogênica e redução de elementos 

inflamatórios quando associada às células S180, com a maior atividade 

detectada na dose mais alta (50 μg/μL).  

 CAB7β não induziu mutações de substituição nos pares de base e 

―frameshift‖ (mudança no quadro de leitura) nas cepas de TA98 e TA100 de 

Salmonella typhimurium, pelo teste de Ames. 

 As doses de 12,5 e 50 µg/placa da CAB7β apresentaram um moderado perfil 

citotóxico na cepa TA98, porém os valores não foram estatisticamento 

significativos quando comparados ao controle negativo (p > 0,05). 

 Ainda no teste de Ames, a CAB7β promoveu um efeito protetor o DNA 

bacteriano diante da ação mutagênica da 4-NQO e azida sódica.  

 No teste do Micronúcleo em medula óssea de camundongos, a CAB7β não 

exibiu efeito mutagênico em nenhuma das doses testadas, tanto nos modelos 

de co, pré e pós-tratamento. Porém foi detectado um perfil citotóxico deste 

composto em sua maior dose (50 mg/Kg p.c.) em todos os três modelos de 

tratamento utilizados. 

 As três doses utilizadas (12,5, 25 e 50 mg/Kg p.c.) no ensaio do micronúcleo 

apresentaram efeito anticitotóxico no modelos de co, pré e pós-tratamento em 

células da medula óssea de camundongos diante da citotoxicidade causada 

pelo controle positivo (Doxorrubicina – 5mg/Kg p.c). 
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 Em todas as doses da CAB7β testadas no co, pré, e pós-tratamento com a 

doxorrubicina houve redução significativa na frequência de MN induzida por 

esse agente de alquilação no DNA.  

 No pré-tratamento a dose de 50 mg/Kg p.c. da CAB7β exibiu a maior proteção 

contra danos no DNA induzidos pela doxorrubicina no presente estudo, 

demonstrando que este composto possui alta capacidade de indução no 

reparo do DNA. 

 No método de espectroscopia de absorção UV/Vis, a absorção da CAB7β se 

encontrou na região do UVA, de 250 a 400 nm, com a presença de um pico 

intenso bem definido centrado em 328 nm e um coeficiente de absorção 

molar > 104 M-1cm-1. 

 Na identificação da conformação de menor energia da CAB7β em fase 

gasosa e em solução de DMSO através da análise de geometrias 

moleculares, este composto demonstrou uma intensa absorção na região do 

UVA, a qual está associada a uma transição do tipo π→π* entre os orbitais  

HOMO – LUMO, com uma transferência intramolecular de carga do anel 

trimetilciclohexen-1-il para o anel clorofenil, indicando que esta região da 

molecular possui maior reatividade e pode estar associada as propriedades 

biológicas da CAB7β. 

 

 

Os resultados deste estudo demonstraram, portanto, a versatilidade da 

CAB7β. A atividade antiangiogênica da CAB7β aponta que este composto pode ser 

um alvo promissor para o desenvolvimento de novas terapias anticâncer, 

especialmente contra o sarcoma, devido ao seu potencial antiangiogênico, causado 

pela inibição do crescimento de novos vasos sanguíneos, e por seus significativos 

efeitos antimutagênico e anticitotóxicos possivelmente associados a sua estrutura 

química.   

Além disso, a eficiência da CAB7β na redução dos elementos inflamatórios 

também sugere sua aplicação como composto antiangiogênico na terapia 

antineoplásica. Entretanto, novos estudos são necessários para esclarecer os 

mecanismos de ação antiangiogênica, citotóxica e quimiopreventiva da CAB7β. 
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Pela análise espectroscópica empregada nesta pesquisa, o espectro de 

absorção molar obtido pela CAB7β indica o potencial desta substância para o 

desenvolvimento de filtros fotoprotetores.  Além disso, a absorção de dois fótons da 

CAB7β infere que esse composto pode ser considerado um candidato promissor 

para terapia fotodinâmica via absorção de um e dois fótons.  
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Anexo I. Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais da PUC – GO
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Anexo II. Comprovante de aceite do manuscrito 1  
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Anexo III. Comprovante de aceite do manuscrito 2  

 

 


