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RESUMO

O cancer caracteriza-se pela proliferagdo descontrolada de células geneticamente
alteradas, configurando-se como um dos principais desafios para a saude publica em
razao de sua elevada incidéncia, recorréncia e complexidade terapéutica. Nesse
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antitumoral de
uma chalcona sintética em modelos celulares de cancer de bexiga (T24) e hepatoma
humano (HepG2). O estudo in vitro foi conduzido utilizando essas linhagens por
apresentarem caracteristicas bioldgicas distintas (mutagbes em gene TP53 e perfil
metabolizador), possibilitando uma melhor compreensao dos mecanismos de agao do
composto. Foram avaliados os efeitos sobre a viabilidade celular, sobrevivéncia
clonogénica, migragdo e morfologia celular, bem como sobre o ciclo celular e a
inducéo de apoptose. Os resultados demonstraram que a chalcona apresentou efeito
citotoxico dependente da concentragdo, promovendo reducdo significativa da
sobrevivéncia clonogénica em ambas as linhagens tumorais, indicando
comprometimento da capacidade proliferativa. Além disso, observou-se diminuigdo da
migragao celular, alteragées morfoldgicas, bloqueio do ciclo celular e indugéo de
apoptose nos grupos tratados. Dessa forma, os achados sugerem que a chalcona
sintética apresenta potencial antitumoral ao interferir em mecanismos fundamentais
para a progressdo do cancer, configurando-se como uma promissora candidata ao

desenvolvimento de novos farmacos.

Palavras-chave: Chalcona, T24, HepG2, Citotoxicidade, Proliferagao celular,
Migracao, Morfologia, Apoptose.



ABSTRACT

Cancer is characterized by the uncontrolled proliferation of genetically altered cells,
representing one of the major challenges to public health due to its high incidence,
recurrence, and therapeutic complexity. In this context, the present study aimed to
evaluate the antitumor potential of a synthetic chalcone in cellular models of bladder
cancer (T24) and human hepatoma (HepG2). The in vitro study was conducted using
these cell lines because they exhibit distinct biological characteristics (TP53 gene
mutations and metabolic profile), allowing a better understanding of the compound’s
mechanisms of action. The effects on cell viability, clonogenic survival, migration, and
cell morphology were evaluated, as well as cell cycle progression and apoptosis
induction. The results demonstrated that the chalcone exhibited a concentration-
dependent cytotoxic effect, promoting a significant reduction in clonogenic survival in
both tumor cell lines, indicating impairment of proliferative capacity. In addition,
decreased cell migration, morphological alterations, cell cycle arrest, and apoptosis
induction were observed in the treated groups. Thus, the findings suggest that the
synthetic chalcone presents antitumor potential by interfering with fundamental
mechanisms involved in cancer progression, representing a promising candidate for

the development of new anticancer drugs.

Key-words: Chalcone, T24, HepG2, cytotoxicity, cell proliferation, migration,
morphology, apoptosis.
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1 Revisao da Literatura

O cancer é uma doenca amplamente conhecida, caracterizada pela
proliferagcdo descontrolada de células geneticamente transformadas (Brown, 2023).
Trata-se de um importante desafio para a saude humana, em razdo de sua elevada
incidéncia, recorréncia e complexidade terapéutica. De acordo com a Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer, aproximadamente uma em cada cinco
pessoas € acometida por essa doenga (IARC, 2024). Além disso, projegcdes indicam
que, em decorréncia do crescimento populacional e do envelhecimento, até o ano de
2050 poderao ocorrer mais de 35 milhdes de novos casos de cancer, representando
um aumento de 77% em relagdo aos 20 milhdes registrados em 2022 em todo o
mundo (Bray et al., 2024).

No Brasil, estima-se que, no triénio de 2023 a 2025, ocorram cerca de 704 mil
novos casos de cancer, sendo o cancer de pele ndo melanoma o0 mais incidente
(31,3%), seguido pelos canceres de mama (10,5%), prostata (10,2%), célon e reto
(6,4%) e pulmao (5,3%) (INCA, 2022). Em 2022, o cancer de bexiga ocupou a oitava
posicdo em incidéncia e a décima segunda em mortalidade, considerando ambos os
sexos, com 17.028 novos casos e 6.146 oObitos, sendo aproximadamente trés vezes
mais frequente e letal em homens do que em mulheres (GLOBOCAN, 2022). No
mesmo periodo, o carcinoma hepatocelular apresentou 13.599 novos casos,
ocupando a décima posi¢cao em incidéncia, e 13.041 ébitos, correspondendo a sétima
colocacdo em mortalidade (GLOBOCAN, 2022).

Os fatores de risco associados a essas neoplasias sao diversos, destacando-
se o tabagismo, a exposi¢céo a poluentes ambientais e os riscos relacionados a dieta.
O tabagismo expde o individuo a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas
aromaticas, que promovem danos ao DNA por meio da formagao de adutos, quebras
e modificagdes das bases nitrogenadas (Cumberbatch et al., 2016). Embora o risco
seja menor em ex-fumantes quando comparado aos fumantes ativos, ainda
permanece superior ao observado em nao tabagistas (Cumberbatch et al., 2016).
Além disso, a exposicado a poluentes desempenha papel relevante nesse contexto. A

ingestao de agua contaminada com arsénio pode contribuir para o desenvolvimento
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de cancer de bexiga e de pulmao (Smith et al., 1998). Estudos epidemioldgicos
reforgcam a associagao entre a exposi¢cao ao arsénio e o surgimento e mortalidade por
cancer de bexiga e figado, especialmente em populagbes que utilizam agua
proveniente de pocgos artesianos, uma vez que o solo pode reter o elemento e
transferi-lo para aguas subterraneas (Baris, 2016). Embora essa relacdo nao esteja
completamente elucidada, acredita-se que envolva a formacdo de metabdlitos
carcinogénicos ou a interagdo do metal com micronutrientes do organismo (Anetor,
2007;).

A ingestdo de agua clorada, proveniente de sistemas de abastecimento ou
piscinas, também pode representar um fator de risco, especialmente para o cancer de
bexiga, em razdo da formagao de subprodutos denominados trihalometanos, como
cloroférmio e bromoférmio, resultantes da reacéo entre halogénios e matéria organica
(Affornalli, 2021; Weisman et al., 2022). Embora nao estabelecga relacdo causal direta,
estudos indicam associacao plausivel entre a exposig¢ao cronica a esses compostos e
o desenvolvimento de cancer, principalmente em tabagistas, sugerindo possivel efeito

sinérgico (Cantor et al., 1998).

O carcinoma urotelial de bexiga é a neoplasia maligna mais prevalente do trato
urinario, correspondendo a cerca de 90% dos casos no Ocidente, originando-se no
urotélio e apresentando elevada variabilidade clinica e molecular (Knowles, 2015).
Esses tumores sao classificados em baixo e alto grau, refletindo seu comportamento
biolégico. Tumores de baixo grau apresentam menor atipia celular e baixo potencial
invasivo, enquanto os de alto grau exibem elevada atipia nuclear, alta taxa mitética e

maior risco de progressao para formas invasivas e metastaticas (Humphrey, 2016).

Tumores de baixo grau tendem a apresentar mutagdes ou ativagdes no gene
FGFR3, enquanto os de alto grau geralmente exibem mutagées no gene TP53 e
alteragbes em vias relacionadas ao ciclo celular (Bakaar, 2009). O gene TP53 codifica
uma proteina fundamental na regulacéo do ciclo celular, apoptose e mecanismos de
reparo. Em condi¢gdes normais, a p53 é ativada em resposta a danos celulares,
promovendo bloqueio do ciclo celular. Sua mutagao resulta em perda da funcéo
supressora tumoral, favorecendo a proliferacao e o acumulo de mutagdes secundarias
(Soussi & Wiman, 2007).



Os sintomas do céncer de bexiga variam conforme o estagio e o grau
histologico, sendo a hematuria o sinal mais comum, podendo ser acompanhada por
dor pélvica, disuria, fadiga e perda de peso (Leslie, 2025). Tumores de alto grau
incluem os musculo-invasivos, geralmente associados a mutagdo do TP53, enquanto
os de baixo grau s&o menos agressivos e apresentam menos alteragdes genéticas
(Downes, 2025; Leslie, 2025). Essa diferenciagéo é fundamental para o prognéstico e

definigao terapéutica.

O diagndstico do cancer de bexiga baseia-se principalmente na citoscopia de
luz branca, considerada padrao-ouro, embora seja invasiva e apresente limitagdes
(Dyrskjat et al., 2023; Da Silva, 2025). A citologia urinaria constitui método
complementar, especialmente eficaz para tumores de alto grau, apesar de baixa
sensibilidade (Tran et al., 2021; Xu et al., 2021).

As opgdes terapéuticas incluem resseccao transuretral, cistectomia, terapia
intravesical, radioterapia e quimioterapia (Calzada, 2024). A cisplatina constitui o
tratamento padréao, porém apresenta elevada taxa de recidiva e efeitos adversos,
como neurotoxicidade e nefrotoxicidade, além da possibilidade de resisténcia tumoral
(Bellmunt, 2021; Minerva, 2023; Shi et al., 2022).

O carcinoma hepatocelular € a principal neoplasia maligna do figado,
caracterizada por elevada morbimortalidade e diagnéstico tardio (Villanueva, 2019).
Seu desenvolvimento estd associado ao consumo excessivo de alcool, infecgdes
persistentes e exposi¢cao a agentes hepatotoxicos, que promovem inflamagao crénica
e acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas (Farazi & DePinho, 2006). Esse
carcinoma envolve diversas vias relacionadas ao ciclo celular, apoptose, estabilidade
genbmica e metabolismo, destacando-se mutagées em TP53, TERT e CTNNB1
(Nault, 2013; Schulze, 2016). Essas altera¢des favorecem crescimento descontrolado

e resisténcia a apoptose.

Em estagios iniciais, o CHC é geralmente assintomatico. Com a progressao da
doencga, surgem sintomas como anorexia, perda de peso, ictericia, hepatomegalia e
ascite (Amin, 2025). Esta frequentemente associado a cirrose e hepatites B e C (Silva,
2025). O diagnostico tardio limita as opgdes terapéuticas devido ao comprometimento

da fungao hepatica (Tampaki, 2023).
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O diagnéstico do CHC envolve ultrassonografia, dosagem de AFP, tomografia
e ressonancia magnética. A RM é considerada padrao-ouro, apresentando maior
sensibilidade, especialmente com contraste (Frenette, 2019; Roberts, 2018). A

bidpsia, embora sensivel, apresenta limitagdes técnicas (Jain, 2014; Parra, 2023).

O sorafenibe € um dos principais tratamentos em estagios avangados, atuando
como inibidor de tirosina quinase, embora apresente eficacia limitada e efeitos
adversos relevantes (Geng, 2020; Llovet, 2008; Pang, 2022). Alternativas cirurgicas
incluem ressecgao hepatica e transplante, apesar das limitacbes impostas pela

escassez de orgaos (Ryder, 2003; Lin, 2012).

Os produtos naturais tém sido utilizados historicamente como fonte terapéutica,
apresentando diversas atividades biolégicas (Viegas, 2006; Parham et al., 2020).
Diversos farmacos modernos, como o acido acetilsalicilico, originaram-se dessas

fontes (Paez Espinosa, 2012).

Estudos demonstram a atividade citotoxica de compostos naturais sobre
linhagens tumorais, como HepG2 e T24 (Kuete, 2017; Liu, 2019; Bailly, 2020; Jiang,
2018). No céancer de bexiga, compostos como artesunato e acido abiético
demonstraram efeitos citotdxicos e indutores de apoptose e ferroptose (Zuo, 2014; Xu,
2023).

As chalconas pertencem a classe dos flavonoides e apresentam sistema a, B-
insaturado carbonilico, conferindo elevada reatividade biolégica (Rajendran et al.,
2022). Possuem atividades anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana e
antitumoral (Nowakowska, 2007). Seus mecanismos incluem indugdo de apoptose,
geragado de estresse oxidativo, ativagdo de caspases, liberagdo de citocromo c e
regulacao de Bax/Bcl-2 (Das & Manna, 2016). Ademais, interferem no ciclo celular,
podendo causar bloqueio nas fases G0/G1 ou G2/M por meio da regulagao negativa
de ciclinas e quinases dependentes de ciclinas (CDKs), contribuindo para supressao
tumoral e potencializagao da susceptibilidade de células cancerosas a apoptose.
(Michalkova et al., 2021).

Estudos demonstram efeitos antiproliferativos, antimigratérios e pro-

apoptoticos, como observado com a cardamomina em osteossarcoma (Zhang, 2021)
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e com a licochalcona A em cancer de bexiga (Hong, 2019). No carcinoma
hepatocelular, chalconas também demonstraram indugao de morte celular e apoptose
(Sahin, 2020).

Dessa forma, as chalconas (Figura 1) configuram-se como uma classe
promissora de compostos bioativos, com potencial para o desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas no tratamento do cancer.

I\\ Z |\\
A B
R1/{,/ .

Figura 1: Chalcona genérica. Em R1 e Rz pode haver substituices

Disponivel em: <https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Estrutura-geral-das-
chalconas_fig6 340284688>

1.1 Justificativa

Diante da elevada morbimortalidade e incidéncia associadas ao cancer (Poland
& Davies, 2024), bem como das limitagcbes dos esquemas terapéuticos atualmente
disponiveis, torna-se necessaria a investigacao de novas alternativas com potencial
antineoplasico (Wang, 2019). Nesse contexto, as chalconas destacam-se em razéo
de sua diversidade estrutural e dos multiplos mecanismos relacionados a sua
atividade antitumoral (Nowakowska, 2007). Entretanto, sua aplicabilidade pratica
apresenta desafios associados as suas propriedades farmacoldgicas, o que reforca a
importancia de estudos voltados a otimizagdo de seu desempenho (Chunarkar-Patil,
2024). Assim, o presente trabalho propde-se a avaliar o potencial antitumoral de uma
chalcona sintética modificada em modelos de cancer de bexiga e de carcinoma
hepatocelular, contribuindo para o avango do conhecimento e para o desenvolvimento

de novos agentes antineoplasicos mais eficazes e seguros.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais
Avaliar o potencial antitumoral de uma chalcona derivada do 2-metoxi-4-

propilfenol contra diferentes linhagens de células cancerigenas.

2.2 Especificos
o Estudar os efeitos citotoxicos e antiproliferativos do composto;

e Avaliar os efeitos do composto sobre a morfologia celular;
e Avaliar os efeitos do composto sobre o ciclo celular;
e Avaliar os efeitos do composto sobre a migragao e adesao celular;

e Estudar efeitos apoptéticos do composto.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura celular e composto quimico

As linhagens celulares de hepatoma, HepG2 (ATCC® HB-8065™), e de cancer
de bexiga, T24 (ATCC® HTB-4™), foram cultivadas para experimentagdo. Essas
células foram mantidas em meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco, DMEM,
(Sigma-Aldrich) e suplementadas com soro fetal bovino (Cultilab Ltda) a 10%, e
antibidticos (penicilina/estreptomicina). As culturas foram incubadas a 37°C e 5% CO:
em atmosfera umidificada. Grupos de células controle, que n&do foram expostas ao

tratamento, foram adicionadas aos experimentos, que foram realizados em triplicata.

A chalcona foi solubilizada em dimetilsulfoxido, DMSO (Synth), para os
experimentos. A solugdo estoque obtida possuia concentragdo de 1 mg/mL, que foi

diluida para atingir concentragdes necessarias para experimentacao.

3.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade foi determinada pelo método de reducdo de MTT (brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2-5 difenil tetrazolio) (Sigma-Aldrich), um sal que é reduzido
pela desidrogenases mitocondriais de células metabolicamente ativas, mudando a
cor, de amarelo para roxo. A linhagem MRC-5 (ATCC® CCL-171™) foi utilizada a fim
de verificar o indice de seletividade do composto para as tratadas linhagens celulares
cancerosas, uma vez que sao células saudaveis de fibroblastos de um feto masculino
de 14 semanas. Dessa maneira, € possivel avaliar a afinidade da chalcona por

componentes das células cancerosas, em detrimento de células saudaveis.

As suspensdes celulares mantidas em meio DMEM e suplementadas com 5%
de soro fetal bovino (FBS) e adicionadas de penicilina/estreptomicina (100 Ul/mL)
foram distribuidas em placas de 96 pogos, com densidade de 2x10* células para a
linhagem HepG2, e 1x104 células por pogo para as linhagens T24 e MRC-5 e mantidas
por 24 h, permitindo a formagao de uma monocamada celular no fundo dos pocos.
Apos formacao da monocamada, o meio foi removido e cada pogo recebeu 100 pL de
solugao contendo o composto, e 100 pL de meio DMEM novo, com 1% FBS. As placas
foram incubadas novamente e 2 h antes da analise, foi adicionado 20 uL de solucao

contendo 1.0 mg/mL de solugéo de MTT, preparado em salina estéril adicionada de
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fosfato (PBS). O tempo de tratamento, com diferentes concentragdées da chalcona foi
de 24 h (MRC-5), 48 h (T24) e 72 h (HepG2).

A quantificagao da reacao de reducdo do sal MTT foi avaliada pela medi¢ao da
absorbancia de cristais formazan a 490 nm usando um leitor de microplacas VICTOR
TM X3 (PerkinElmer) e o software WorkOut 2.5.

3.3 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

A fim de avaliar a capacidade das células de formar clones apds tratamento
com a chalcona, realizou-se o ensaio de sobrevivéncia clonogénica. Neste ensaio, as
células foram semeadas em placas de 24 pogos, com densidade de 1.0x10°
células/mL. Elas foram tratas com a chalcona glicosilada em concentragdes de 1.5, 3
e 6 pg/mL por 48 h. Apds o periodo de tratamento, foram lavadas com solugao de
Hanks, adicionadas de tripsina e aproximadamente 1,000 células destas foram
semeadas em placas de 12 pogos. Essas células foram incubadas por 10 dias em
uma estufa com atmosfera a 5% de COz, para permitir formacéo de colonias. Seguido
da incubagado, o meio de cultura foi removido e as células lavadas com solug¢do de
Hanks. A fixacdo foi feita com formaldeido 4% por 20 minutos, seguido de
desidratagdo com metanol 100% por 20 minutos adicionais. As células foram entao
coradas com solucado 0.5% cristal violeta preparada em metanol 25%. A coloracao
excessiva foi removida com solucdo de acido acético 35%. A absorbancia foi medida
a 570 nm usando um espectrofotdmetro e os resultados expressos como porcentagem

de colbnias formadas em comparacgao as células nao tratadas.

3.4 Ensaio de migracao celular e morfologia celular

A migracao celular € um importante fator a ser considerado em se tratando de
canceres, pois ele mede a capacidade metastatica das ceélulas. Para avaliar essa
caracteristica foi utilizado o ensaio de cicatrizagdo de ferida. As células foram
semeadas em placas de 24 pogos sob densidade de 1.0x10° células por pogo por um
periodo de 24 h, para permitir adesédo. Apds esse periodo, uma ponteira de pipeta
estéril de 200 uL foi utilizada para friccionar a monocamada celular, causando uma
ferida. A area inicial foi fotografada usando um microscépio invertido equipado com
camera. Em seguida as células foram lavadas com solucédo de Hanks e tratadas com
as concentragdes de 1.5, 3 e 6 pg/mL da chalcona glicosilada por 48 h. Ao fim do
periodo de tratamento a ferida foi novamente fotografada e a migragado das células
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para dentro da ferida foi medida e avaliada usando os softwares ImageJ® e GraphPad

Prism®, sendo expressas em porcentagem.

Para a morfologia celular, 2.0x10° células foram plaqueadas em placas de 12
pocos por 24 h para aderirem ao fundo do pogo. Apds esse tempo as células foram
tratadas com as mesmas concentragdes do teste de cicatrizagao de feridas por 48 h.
Apods o tratamento as células foram observadas e fotografadas em microscopio

invertido equipado com camera, sob aumento de 200X.

3.5 Avaliagao do ciclo celular

As células foram cultivadas em placas de 12 pogos com densidade de 1.0x10°
células/poco, e incubadas por 24 h para permitir aderéncia ao fundo. Apds essa
incubacao, as células foram tratadas com a chalcona, com as concentracdes de 0.7,
1.5 e 3 yg/mL por 48 h adicionais. Ao final deste periodo, as células foram lavadas
com solugao de Hanks, tripsinizadas e o sobrenadante coletado em tubos Falcon, e
em seguida, esses tubos foram centrifugados a 1,000 RPM por 10 minutos. Apds
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi ressuspendido
em 200 pL de solugao corante de iodeto de propidio (Pl) antes de serem transferidas
para tubos de citometria de fluxo. Esses tubos foram incubados no escuro, em gelo
por 30 minutos. A analise de 20,000 eventos foi feita em citdmetro de fluxo usando o
equipamento BD FACScalibur® (BD biosciences), e os dados analisados no software

FlowJo®.

3.6 Ensaio de apoptose

As células em fase de crescimento exponencial foram cultivadas em placas de

12 pocos, sob densidade de 1.0x10° células/poco, em 3 mL de meio DMEM completo.
Quatro grupos controle foram incluidos neste experimento, além dos grupos de teste:
Grupo sem nenhum marcador, um grupo marcado apenas com Pl, um grupo apenas
com Anexina V, e um grupo contendo Pl e Anexina V. Apds 24 h as células foram
tratadas com a chalcona glicosilada nas concentragdes de 6, 3 € 1.5 ug/mL por 48 h.
Findado este tempo, o sobrenadante de cada poco foi transferido para tubos de
citometria e centrifugados a 1,100 RPM por 10 minutos. As células que permaneceram
aderidas aos pocos foram lavadas com 1 mL de solugao de Hanks e 500 uL de tripsina
para se soltarem dos poc¢os. A tripsina foi inibida com 500 uL de meio DMEM completo
e o tanto o sobrenadante centrifugado quanto as células dos pogos foram reunidas
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em tubos de citometria e centrifugadas novamente a 1,100 RPM por 10 minutos. Apos

este tempo o sobrenadante foi descartado.

Para marcagéo, a solugado de Anexina V (1X), foi preparada a partir da diluigao
de 1 mL do componente C (56X) em 5 mL de agua destilada. Em seguida, a solugao
de Pl 100 pg/mL foi preparada diluindo-se 5 pL da solugdo estoque 1 mg/mL
(componente B) em 45 pyL de tampdo 1X. Em cada amostra as células foram
ressuspendidas em 100 pyL de tampéao 1X, adicionando 5 pyL de Anexina V conjugada
com FITC (componente A) e 1 uL de solugao de PI. Os tubos foram homogeneizados
utilizando um vortex e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, sob o abrigo
de luz. Apds periodo de incubacéo, outros 100 uL de tampé&o 1X foi adicionado as
amostras, que foram rapidamente homogeneizadas novamente e mantidas em gelo

até execucgao da citometria de fluxo e obtengédo dos dados da analise.
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4 RESULTADOS

Os resultados desse trabalho foram publicados em Nakao IA, Hermenegildo
AM, Vaz LBA, Reis ACC, Coutinho GG, Campbell GSG, Almeida TC, Amparo TR, de
Fatima Anunciagdo K, da Silva GN, Braga SFP, Branddo GC, de Souza TB.
Development of new glycosyl-chalcones targeting cancer cells through recognition of
cellular carbohydrate receptors. Future Med Chem. 2025 Dec;17(24):2999-3012. doi:
10.1080/17568919.2025.2589717 (Anexo 1).

4.1 Ensaio de citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade revelou afinidade da molécula pelas células
tumorais, observado pelo indice de Seletividade (IS) (Tabela 1). Esse resultado
confirma a escolha da molécula para prosseguimento com os futuros testes
realizados. Para isso, as células foram tratadas com diluigdes seriadas que variaram
de 100 a 0.78125 pg/mL.

CCso uM
Composto MRC-5 T24 IS HepG2 IS
MBO1D 17,33£1,65 | 4,41+1,47 | 3,93 4,91+2,20 | 3,53

Tabela 1: Resultados do ensaio de citotoxicidade do composto sobre a linhagem

celular MRC-5 e linhagens cancerosas T24 e HepG2, e indice de seletividade (IS).

4.2 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica mede a capacidade das células de
formarem colbnias apods tratamento. O resultado deste ensaio indicou que a
quantidade de colbnias de T24 teve significante reducdo apenas na maior
concentragao de tratamento, de 6 ug/mL, enquanto na linhagem HepG2 a quantidade
de colbnias foi significativamente reduzida em qualquer concentragcao de tratamento,

se comparados com a quantidade de coldnias do grupo controle (Figura 2).
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Figura 2: Resultados do ensaio de sobrevivéncia clonogénica de HepG2 (A) e T24
(B) apoés tratamento com o composto em relagao ao grupo controle nao tratado
(CNT).

4.3 Ensaio de migracao celular e morfologia celular

O ensaio de migracao celular visa avaliar o comportamento e capacidade
metastatica das células tumorais apds tratamento com o farmaco proposto, no nosso
caso, a chalcona glicosilada. Novamente, os resultados foram semelhantes aos da
sobrevivéncia clonogénica: A linhagem T24 teve resultados significativos de redugao
da migragao celular apenas na maior concentragao de tratamento (6ug/mL), enquanto
a linhagem HepG2 teve redugado significativa da migragdo em ambas as

concentragdes de tratamento testada (Figuras 3a - 3d).

A MBO1D (pg/mL) : B MBO1D (pg/mL)
CNT 15 3.0 60 CNT 15 3.0 6.0

48 h
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Figura 3: Ensaio de migracao celular das linhagens HepG2 (Ae C) e T24 (B e D)
apos tratamento com diferentes concentragdes do composto, em relagao ao grupo

controle nao tratado (CNT).

Sobre a morfologia celular, o objetivo foi avaliar se 0 composto causa alguma
alteracdo na aparéncia e caracteristicas morfolégicas. Em ambas as linhagens
celulares houve diminuicdo da densidade celular, bem como arredondamento das
células, surgimento de debris celulares e células mais alongadas que o normal,

indicando morte celular (Figuras 4a - 4b).
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Figura 4: Mudangas na morfologia celular das linhagens HepG2 (A) e T24 (B) apos
tratamento com diferentes concentragdes, e do grupo controle (CNT) n&o tratado.
Setas brancas indicam debris celulares, enquanto setas pretas indicam células

alongadas

4.4 Avaliagao do ciclo celular

O citbmetro de fluxo permite avaliar e quantificar as células nas diferentes fases
do ciclo celular, e essa caracteristica € muito utilizada para verificar se os mecanismos
dos compostos testados, pois permite visualizar em que ponto do ciclo celular houve
parada da progressao com o tratamento, portanto, redugéo da replicagao celular, ou

nao.

ApOs a execucao deste teste, foi possivel observar que as células T24, quando
tratadas com a chalcona glicosilada em questao, tiveram aumento no numero de
células na fase G0/G1, enquanto reduziram a quantidade de células na fase S,

demonstrando que a molécula causou parada no ciclo celular para esta linhagem.

Para a linhagem HepG2, em concentragées mais baixas a parada do ciclo

ocorreu na fase G0/G1, enquanto em concentragdes mais altas houve expressivo
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aumento de células na fase Sub-G1 e reducao de células na fase G0/G1, sugerindo

que levou essas células a morte (Figura 5).

Count

CNT

Sub-G1: 35£0.3
GO/G1: 769 £ 1.4
S:72+1.0
G2/M: 1.7 £1.1

MBO1D (pg/mL)

0.7

Sub-G1: 35+04
GO/G1: 853077
5:62+02

G2/M: 59+ 0.9

1.5

Sub-G1: 35108
GO0/G1: 849 £1.07
S:60+15

G2/M: 49 +£1.3*

3.0

Sub-G1: 145+ 42%
GO/G1: 68737
5:60+£09

G2M: 9.3 £1.5

Sub-G1: 16+05
GO/G1: 646+ 16
S 1154186
G2/M: 21.7 2.3

Sub-G1: 1.3+0.3
GO/GT: T26+36
S:93+11

G2M: 17513

Sub-G1: 1.4+04
GO/G1: TE8+1.1*
S:63x02

G2M: 162 £0.7

Sub-G1: 27+0.8
GO/G1: 73.2+£1.3

S 47117
G2/M: 182 4.0

Figura 5: Histograma do ciclo celular de HepG2 (A) e T24 (B) apds tratamento com a

chalcona glicosilada em diferentes concentragbes, em comparagdo com 0S grupos

controle nao tratados (CNT)

4.5 Ensaio de apoptose

Os resultados deste ensaio mostram que, em ambas as linhagens celulares,

T24 e HepG2, um aumento significante de células em apoptose foi detectado apds

tratamento com as concentragdes 3.0 e 6.0 yg/mL da chalcona glicosilada testada
(Figura 6).
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Figura 6: Taxas (%) de células vivas, apoptose precoce, apoptose tardia e necrose
causadas pela chalcona nas linhagens HepG2 (A) e T24 (B) em diferentes
concentragdes apoés tratamento. *p>0,05 comparadas com grupo controle. #p>0,05
comparadas com grupo controle.
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5 DISCUSSAO

O céancer é caracterizado por rapida progresséo, apresentando elevadas taxas
de incidéncia e mortalidade (Poland & Davies, 2024), especialmente quando
associado a sitios especificos ou a mutagdes que influenciam o grau de agressividade
da doenca. Diante desse cenario e das limitagcbes dos tratamentos atualmente
disponiveis, torna-se fundamental a investigacdo de novas moléculas com maior
efetividade terapéutica e menor incidéncia de efeitos adversos (Demain, 2011). Nesse
contexto, o presente estudo avaliou uma chalcona glicosilada sintética, produzida a

partir do 2-metdxi-4-propilfenol, com o objetivo de investigar seu potencial antitumoral.

A comparagdo dos perfis citotéxicos da chalcona glicosilada em células
tumorais (T24 e HepG2) e n&o tumorais (MRC-5) possibilitou o calculo do indice de
Seletividade (IS), parametro essencial para a avaliagdo do potencial terapéutico de
agentes antineoplasicos. Valores elevados de IS sdo desejaveis, pois indicam maior
seletividade pelas células tumorais, permitindo o uso de doses menores e reduzindo
a ocorréncia de efeitos adversos. Alguns autores afirmam que um IS maior que 2 é
considerado adequadamente seletivo (Badisa et al, 2009). Esse valor indica
citotoxidade 2 vezes maior para células cancerosas do que células saudaveis. Os
resultados deste trabalho indicam que a molécula avaliada apresenta bom indice de
seletividade, sugerindo potencial terapéutico com menor toxicidade para células nao
mutadas. De forma semelhante, estudos anteriores demonstram que chalconas
apresentam maior seletividade por células cancerosas em relagdo as células
saudaveis (Adhikari, 2025).

A capacidade de formacao de col6nias representa um importante indicador da
sobrevivéncia e do potencial proliferativo das células tumorais a longo prazo (Rafehi,
2011). Neste estudo, observou-se redugéao significativa da formagéo de colbénias nas
linhagens HepG2 e T24, com maior efeito na linhagem HepG2. Enquanto ambas as
concentragbes testadas foram eficazes nessa linhagem, na T24 os efeitos
significativos ocorreram apenas na maior concentragao, indicando maior sensibilidade

das células hepaticas ao tratamento.

Resultados semelhantes foram observados nos ensaios de migragao celular,

nos quais a linhagem HepG2 apresentou reducgao significativa da migragdo em todas
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as concentragbes testadas, enquanto a T24 respondeu apenas a maior dose,
sugerindo um efeito dependente da concentragdo. Esses achados corroboram
estudos prévios, como o de Zhang (2008), que também relatou redugdo da migragao

celular induzida por chalconas.

As analises morfolégicas demonstraram que o tratamento induziu alteragdes
estruturais, como arredondamento e alongamento celular, além da formagé&o de debris
celulares, indicativos de morte celular (Khalil, 2022). Na linhagem HepG2, a maior
concentracdo promoveu predominantemente morte celular, enquanto concentragdes
menores induziram alteragcbes morfolégicas mais evidentes. Ja na linhagem T24, os
efeitos foram menos expressivos, especialmente nas menores concentragoes,

reforgando a menor sensibilidade dessa linhagem ao composto.

A interferéncia no ciclo celular constitui um mecanismo relevante na atividade
antitumoral (Zhong, 2025). Neste estudo, o composto promoveu alteragdes distintas
entre as linhagens. Na T24, observou-se acumulo de células em G0/G1 e redugé&o em
S, indicando diminuicdo da sintese de DNA. Na HepG2, concentragdes mais baixas
induziram parada em G0/G1, enquanto concentragdes mais elevadas aumentaram a
populagdo em Sub-G1, sugerindo indugdo de morte celular (Michalkova et al., 2021).
Esses resultados evidenciam que o composto interfere diretamente nos mecanismos

regulatorios da proliferagao celular.

Os ensaios de apoptose confirmaram a participacdo desse mecanismo na acao
do composto, uma vez que, nas maiores concentragdes, houve aumento expressivo
de células em apoptose precoce em comparagado ao grupo. Esses achados indicam
que a inducdo da morte celular programada constitui uma das principais vias
envolvidas na atividade antineoplasica da chalcona avaliada, como controle foi o caso

de outro estudo, em células de cancer de bexiga (Hong, 2019).

As diferengas observadas entre as linhagens podem estar relacionadas aos
seus perfis genéticos. A linhagem T24 apresenta mutagdo no gene TP53 (Wang,
2016), resultando em maior desregulagao da proliferagéao celular, enquanto a HepG2
possui 0 gene em sua forma selvagem, semelhante as células normais (Hidalgo,
2024). Considerando que a proteina p53 exerce papel central na regulagao do ciclo

celular e da apoptose (Levine, 1997), é possivel que o composto atue, ao menos
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parcialmente, por meio da ativagao dessa via. Dessa forma, a maior sensibilidade da
HepG2 pode estar associada a presenca funcional da p53, favorecendo a reducgéo da
proliferacdo e a inducdo da morte celular. Em contrapartida, a resposta limitada da
T24 sugere a atuagado de mecanismos alternativos, especialmente em concentragdes

mais elevadas.

Além dos aspectos genéticos, o perfil metabolizador da linhagem HepG2 pode
ter contribuido para sua maior sensibilidade ao tratamento. Por ser derivada de tecido
hepatico, essa linhagem apresenta maior capacidade metabdlica (Qu et al., 2021), o
que pode resultar na formagao de metabdlitos citotdxicos, potencialmente mais ativos
que a molécula original. Essa hipotese é sustentada pelos resultados observados nos

ensaios de sobrevivéncia clonogénica, migragdo, morfologia e ciclo celular.

De modo geral, os resultados demonstram que a chalcona glicosilada
apresenta atividade antitumoral significativa, evidenciada por seus efeitos citotoxicos
e pré-apoptéticos, reducdo da formacdo de colbnias, inibicdo da migragéo celular,
alteracdes morfoldgicas e interferéncia no ciclo celular. Esses achados indicam que a
molécula possui potencial para futuras aplicagdes terapéuticas no tratamento do

cancer de bexiga e do carcinoma hepatocelular.

Assim, os resultados desse trabalho contribuem para o aprofundamento do
conhecimento sobre os mecanismos de agdo das chalconas, possibilitando sua
otimizagcdo estrutural e o desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e

Seguros.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que a chalcona
glicosilada apresenta atividade antitumoral em linhagens celulares de cancer de
bexiga e de figado. O tratamento com essa molécula promoveu a redugéo da
viabilidade celular e da formagédo de coldnias, inibiu a migracdo celular e induziu
alteragdes morfolégicas em ambas as linhagens tumorais avaliadas. Esses achados
evidenciam o potencial da chalcona glicosilada como uma alternativa terapéutica para
o tratamento do cancer de bexiga e do hepatoma. No entanto, para a consolidagéo de
sua aplicabilidade clinica, ainda sdo necessarios estudos adicionais, incluindo
investigacbes pré-clinicas e clinicas, visando a confirmacdo de sua eficacia e

seguranca.
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