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RESUMO

O cancer permanece como uma das principais causas de mortalidade global, com
destaque para os canceres de bexiga e figado, que apresentam elevada incidéncia,
letalidade e limitagbes terapéuticas. Nesse contexto, compostos naturais de origem
vegetal tém despertado interesse no desenvolvimento de novas estratégias
antineoplasicas, sendo as chalconas uma classe promissora de flavonoides fendlicos
caracterizados pela estrutura 1,3-diaril-2-propen-1-ona. Essas moléculas,
amplamente distribuidas em diferentes espécies vegetais, apresentam diversidade
estrutural e propriedades farmacologicas relevantes, incluindo efeitos
antiproliferativos, indutores de apoptose, moduladores do ciclo celular e inibidores de
vias de sinalizagdo associadas a progressdo tumoral. Evidéncias recentes
demonstram sua eficacia em linhagens de céncer de bexiga e hepatocelular,
reforcando seu potencial como candidatos a novos farmacos. Diante disso, o
presente estudo teve como obijetivo investigar os efeitos bioldgicos da metilchalcona
em linhagens tumorais de bexiga (T24) e figado (HepG2). Para isso, foram
empregados o ensaio colorimétrico MTT para determinac&o da viabilidade celular, a
técnica de cicatrizagdo de feridas para analise de migracdo, o ensaio de
sobrevivéncia clonogénica para analisar interferéncia na formagao de coldnias, a
microscopia de contraste de fase para observagdo de mudangas morfologicas, a
citometria de fluxo para estudo da cinética do ciclo celular e a marcacido com
anexina V e iodeto de propidio para deteccao de apoptose/necrose. Os resultados
indicaram que o composto inibiu de forma significativa a proliferacdo e a migragao
celular, induziu alteragdes morfolégicas e modulou a morte e o ciclo celular de
maneira dependente da linhagem. Além disso, o composto foi seletivo e demonstrou
efeito citostatico na linhagem HepG2 e pro-apoptético na linhagem T24. A
elucidagdo do potencial terapéutico desse composto podera contribuir para o
desenvolvimento de terapias mais eficazes e menos toxicas, oferecendo novas

perspectivas para o tratamento dessas neoplasias.

Palavras-chave: metilchalcona, cancer de bexiga, céancer de figado, acgéo

antitumoral, agentes antineoplasicos, chalcona.



ABSTRACT

Cancer remains one of the leading causes of global mortality, with bladder and liver
cancers standing out due to their high incidence, lethality, and therapeutic limitations.
In this context, natural plant-derived compounds have attracted interest in the
development of new antineoplastic strategies, with chalcones being a promising class
of phenolic flavonoids characterized by the 1,3-diaryl-2-propen-1-one structure.
These molecules, widely distributed in different plant species, have structural
diversity and relevant pharmacological properties, including antiproliferative effects,
apoptosis inducers, cell cycle modulators, and inhibitors of signaling pathways
associated with tumor progression. Recent evidence demonstrates its efficacy in
bladder and hepatocellular cancer cell lines, reinforcing its potential as a candidate
for new drugs. Given this, the present study aimed to investigate the biological effects
of methylchalcone on bladder (T24) and liver (HepG2) tumor cell lines. For this
purpose, the MTT colorimetric assay was used to determine cell viability, the wound
healing technique to analyze migration, the clonogenic survival assay to analyze
interference in colony formation, phase contrast microscopy to observe
morphological changes, flow cytometry to study cell cycle kinetics, and annexin V
and propidium iodide staining to detect apoptosis/necrosis. The results indicated that
the compound significantly inhibited cell proliferation and migration, induced
morphological changes, and modulated cell death and the cell cycle in a
lineage-dependent manner. In addition, the compound was selective and
demonstrated cytostatic effects in the HepG2 cell line and proapoptotic effects in the
T24 cell line. Elucidation of the therapeutic potential of this compound may contribute
to the development of more effective and less toxic therapies, offering new

perspectives for the treatment of these neoplasms.

Keywords: methylchalcone, bladder cancer, liver cancer, antitumor action,

antineoplastic agents, chalcone.
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1. INTRODUGAO

O cancer constitui um dos principais problemas de saude publica em escala
global, caracterizando-se como uma das principais causas de morbimortalidade em
diferentes regides do mundo. De acordo com estimativas recentes, observa-se um
crescimento continuo na incidéncia de neoplasias malignas, impulsionado por
fatores como envelhecimento populacional, exposicdo ambiental a agentes
carcinogénicos, habitos de vida inadequados e desigualdades no acesso ao
diagndstico e ao tratamento (GLOBOCAN, 2025). Nesse contexto, o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes, seguras e acessiveis

permanece como um dos grandes desafios da oncologia contemporanea.

Entre os diferentes tipos de cancer, destacam-se o cancer de bexiga e o
cancer de figado, ambos associados a elevada carga clinica e impacto significativo
na qualidade de vida dos pacientes. O cancer de bexiga figura entre as neoplasias
urolégicas mais frequentes, apresentando altas taxas de recorréncia e progresséo,
especialmente nas formas ndo musculo-invasivas, o que exige acompanhamento
continuo e intervengdes terapéuticas repetidas. O cancer de figado, particularmente
o carcinoma hepatocelular, esta entre as principais causas de morte por cancer no
mundo, sendo frequentemente diagnosticado em estagios avangados e associado a
doencas hepaticas crénicas, como cirrose, hepatites virais e esteatose hepatica nao
alcoodlica (GLOBOCAN, 2025).

Apesar dos avangos obtidos nas ultimas décadas, as opcbes terapéuticas
atualmente disponiveis para esses canceres ainda apresentam limitacdes
relevantes. Os tratamentos convencionais, como quimioterapia sistémica, terapias
intravesicais, imunoterapia, terapias-alvo e abordagens locorregionais, estdo
frequentemente associados a toxicidade significativa, desenvolvimento de
resisténcia tumoral, eficacia limitada em determinados subgrupos de pacientes e
elevados custos. Além disso, a heterogeneidade molecular dessas neoplasias
dificulta a obtencéo de respostas terapéuticas duradouras, reforcando a necessidade
de novas abordagens que atuem de forma mais seletiva e multialvo
(LOPEZ-BELTRAN et al., 2024; MORIS et al., 2025).

Nesse cenario, os produtos naturais tém despertado crescente interesse

como fontes promissoras para o desenvolvimento de novos agentes anticancer.



Historicamente, uma parcela expressiva dos farmacos utilizados na oncologia teve
origem direta ou indireta em metabdlitos secundarios produzidos por organismos
naturais, especialmente plantas. A diversidade estrutural e funcional desses
compostos confere vantagens importantes, como a possibilidade de modular
multiplas vias envolvidas na carcinogénese, menor toxicidade sistémica e potencial
para atuar como agentes adjuvantes as terapias convencionais, contribuindo para a
superacgao da resisténcia tumoral (MUHAMMAD et al., 2022).

As chalconas, pertencentes a classe dos flavonoides e caracterizadas por sua
estrutura a,p-insaturada, emergem como um grupo de metabdlitos secundarios de
grande relevancia farmacolégica. Compostos dessa classe podem ser encontrados
naturalmente em diversas espécies vegetais ou obtidos por modificagdes sintéticas,
0 que possibilita a otimizagcdo de suas propriedades fisico-quimicas e biologicas.
Estudos pré-clinicos tém demonstrado que as chalconas apresentam amplo espectro
de atividades anticancer, incluindo efeitos antiproliferativos, pro-apoptéticos,
anti-inflamatérios e antiangiogénicos, além da capacidade de modular vias de

sinalizagao cruciais para a sobrevivéncia e progresséo tumoral (JASIM et al., 2021).

No contexto especifico dos céanceres de bexiga e figado, evidéncias
experimentais indicam que chalconas e seus derivados sdo capazes de reduzir a
viabilidade de células tumorais, interferir no ciclo celular e promover morte celular
programada, frequentemente com menor impacto sobre células ndo neoplasicas.
Ademais, o carater multialvo dessas moléculas sugere um potencial diferencial frente
as terapias convencionais, especialmente no enfrentamento da resisténcia
farmacoldgica e na reducéo de efeitos adversos (HONG et al., 2019; MICHALKOVA
et al., 2023).

Apesar desses achados promissores, a maioria das evidéncias disponiveis
ainda se restringe a estudos in vitro e in vivo, havendo lacunas importantes quanto a
caracterizagcdo do perfil de seletividade, seguranga e aplicabilidade dessas
substancias. Nesse sentido, a investigacdo de derivados especificos, incluindo
chalconas sintéticas, representa uma estratégia relevante para aprofundar o
conhecimento sobre seu potencial terapéutico e contribuir para o desenvolvimento
de novas alternativas no tratamento de neoplasias de alta prevaléncia e dificil
manejo clinico (NAEEM et al., 2022).



Assim, o presente trabalho insere-se no contexto da busca por novas
abordagens terapéuticas para o cancer de bexiga e o cancer de figado,
fundamentando-se nas limitagbes dos tratamentos atualmente disponiveis e no
potencial descrito na literatura para as chalconas como agentes anticancer. A
avaliacdo de compostos sintéticos, como a metilchalcona (Figura 1), surge como
uma proposta para ampliar o arsenal terapéutico oncolégico e fornecer subsidios
cientificos para futuras aplicagdes translacionais.

Figura 1 - Estrutura quimica do composto (E)- 3-(2,3-dimetoxi-5-propilfenil)-1-( p
-tolil)prop-2-en-1-ona (Metilchalcona).

>0 0
0 X

Fonte: Autoria propria.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O céancer é um conjunto de mais de cem doengas marcadas pela proliferagéo
anormal e desordenada de células, capazes de invadir tecidos adjacentes ou se
disseminar para outras regides do organismo por meio da metastase. Esse processo
forma tumores e compromete o funcionamento normal dos érgaos, em decorréncia
de mutagdes genéticas que desregulam o ciclo celular e levam células normais a se
tornarem malignas (OMS, 2025).

Os numeros de casos de cancer seguem aumentando em escala mundial,
impondo uma grande presséo fisica, emocional e financeira sobre individuos,
familias e sistemas de saude. Dados do Global Cancer Observatory (GLOBOCAN,
2025), estimaram a incidéncia global de 21,3 milhbes de casos e 10,4 milhdes de
mortes por cancer em 2025. No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima
que, para cada ano do triénio 2023-2025, ocorram cerca de 704 mil novos casos de
cancer. O cancer de pele ndo melanoma permanece como o mais incidente (220 mil
Novos casos anuais), seguido pelos canceres de mama (74 mil), prostata (72 mil),
célon e reto (46 mil), pulmao (32 mil) e estbmago (21 mil) (INCA, 2022).

Em ambito global, o cancer de bexiga € o 10° tipo de cancer mais frequente,
com cerca de 656 mil novos casos e 234 mil mortes em 2025. E aproximadamente
quatro vezes mais comum em homens, nos quais figura como o 6° cancer mais
incidente. O cancer de figado ocupa a posigao de 6° mais diagnosticado no mundo e
representa a 32 principal causa de morte por cancer, evidenciando seu elevado
impacto na mortalidade (GLOBOCAN, 2025). No Brasil, o INCA estima, para o
periodo de 2023-2025, a ocorréncia anual de 11.370 novos casos de cancer de
bexiga e cerca de 10.700 novos casos de cancer de figado, sendo ambos mais
frequentes na populacdo masculina (INCA, 2022). O cancer de bexiga esta
principalmente relacionado ao tabagismo e a exposi¢cdo ocupacional a aminas
aromaticas, enquanto o cancer de figado associa-se sobretudo as infecgdes cronicas
pelas hepatites B e C, consumo excessivo de alcool, cirrose e exposicdo a
aflatoxinas (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

Cerca de metade dos casos de cancer de bexiga esta associada ao
tabagismo (FREEDMAN et al., 2011). Um estudo de coorte envolvendo 422.010

individuos evidenciou um aumento de duas a trés vezes no risco de



desenvolvimento dessa neoplasia entre fumantes (JACOB et al., 2018). Estudos
epidemioldgicos reforgam que o tabagismo é o fator de risco comportamental mais
impactante para o crescimento de casos da doenca (LAAKSONEN et al., 2020). A
fumacga do tabaco contém aminas aromaticas que, apds metabolizacdo hepatica e
excregcdo urinaria, induzem danos ao DNA das células uroteliais por meio da
formacgédo de adutos de DNA, um processo que esta associado a carcinogénese da
bexiga (BESARATINIA et al., 2013; TURESKY; SMITH, 2018).

Além do tabaco, a exposi¢cao ocupacional em industrias de corantes, tintas e
borracha constitui um fator de risco estabelecido e evitavel (IARC, 2012;
CUMBERBATCH et al., 2016). Aproximadamente uma em cada cinco ocorréncias de
carcinoma urotelial esta ligada a exposi¢cdo no ambiente de trabalho. Esse risco €
mais acentuado em profissionais de areas industriais que lidam diretamente com
substancias quimicas, com destaque para os setores de produgdo de pigmentos,
processamento de derivados de petréleo e metalurgia (Burger et al., 2013). Por fim,
a predisposicao genética e as alteragbes moleculares sdo fundamentais para
explicar o surgimento desta neoplasia. No cancer urotelial, destacam-se alteragdes
nos genes FGFR3, RB1, HRAS e TP53, além de perdas no cromossomo 9 como
eventos precoces (KNOWLES; HURST, 2015; NORDENTOFT et al., 2018).

O cancer de bexiga é classificado principalmente com base no tipo
histolégico, sendo o carcinoma urotelial o mais frequente, responsavel por cerca de
90% dos casos, originando-se do urotélio que reveste internamente a bexiga
(JONOSKY; ADAM; WADEE, 2025). Esse tipo pode apresentar-se como nao
invasivo, quando permanece restrito a mucosa ou a lamina prépria, incluindo lesdes
papiliferas ndo invasivas, carcinoma in situ, caracterizado por lesdo plana de alto
potencial maligno, e tumores T1, nos quais ha invasdo da lamina propria sem
acometimento muscular; ou como invasivo, quando ocorre infiltragdo da camada
muscular prépria, condi¢do associada a maior agressividade, risco de metastases e
pior prognostico (BABJUK et al., 2021).

Além da profundidade de invasao, o carcinoma urotelial é classificado quanto
ao grau histologico, sendo os tumores de baixo grau menos agressivos, com
crescimento mais lento e menor risco de progressdo, enquanto os de alto grau

apresentam maior atipia celular, maior probabilidade de invas&do muscular e



disseminagdo metastatica (CLAPS et al., 2024). Outros tipos histolégicos menos
comuns incluem o carcinoma espinocelular, frequentemente associado a inflamagao
cronica e infecgbes persistentes, como a esquistossomose (HOEGGER et al., 2023),
o adenocarcinoma, de comportamento geralmente mais agressivo, e formas raras

como o carcinoma de pequenas células, altamente maligno (KWON et al., 2025).

O diagnéstico do cancer de bexiga baseia-se na associagao entre avaliagao
clinica, exames de imagem, analise citolégica da urina e, principalmente, na
confirmagao histopatolégica (AHMADI; DUDDALWAR; DANESHMAND, 2021). A
presenca de hematuria, especialmente indolor, constitui o principal sinal clinico inicial
e geralmente motiva a investigacao (WAISBROD et al.,, 2021). A cistoscopia é
considerada o exame padrao-ouro para a deteccao de lesdes vesicais, permitindo a
visualizacdo direta da mucosa e a realizagao de bidpsias ou ressecgao transuretral
da bexiga (RTU-B), procedimento essencial para confirmagdo diagndstica,

estadiamento inicial e classificagao histolégica do tumor (DEVLIES et al., 2023).

Métodos de imagem, como a ultrassonografia, a tomografia computadorizada
e a ressonancia magnética, sao utilizados como exames complementares, auxiliando
na avaliagdo da extensao tumoral, do comprometimento da parede vesical e da
presenca de metastases (AHMADI; DUDDALWAR; DANESHMAND, 2021). A
citologia urinaria, embora apresente maior sensibilidade para tumores de alto grau e
carcinoma in situ e menor sensibilidade para tumores de baixo grau, desempenha
papel adjuvante no diagndstico e no acompanhamento da doenga (FIGAROA et al.,
2023).

O tratamento do cancer de bexiga é definido principalmente de acordo com o
estagio da doencga, especialmente pela presenca ou n&do de invasdo da camada
muscular, além de caracteristicas histolégicas e risco de recorréncia (WITJES et al.,
2020). Nos tumores ndo musculo-invasivos, a abordagem inicial consiste, em geral,
na ressecgao transuretral da bexiga (RTU-B), que tem finalidade diagnéstica e
terapéutica (MCNALL et al., 2024). Em muitos casos, essa estratégia é
complementada por terapia intravesical, com destaque para a instilacdo de
quimioterapicos ou do bacilo de Calmette-Guérin (BCG), indicada para reduzir o
risco de recorréncia e progressao tumoral, sobretudo em pacientes classificados
como de risco intermediario ou alto (LOPEZ-BELTRAN et al., 2024).



Nos casos de cancer de bexiga musculo-invasivo, o tratamento padrao
envolve a cistectomia radical, associada a linfadenectomia pélvica, frequentemente
precedida por quimioterapia neoadjuvante a base de platina, que demonstrou
beneficio em sobrevida. Em situagdes selecionadas, estratégias de preservagao
vesical podem ser consideradas, combinando RTU-B, quimioterapia e radioterapia
(WITJES et al., 2020). Para doenga localmente avancada ou metastatica, o manejo
inclui quimioterapia sistémica, imunoterapia com inibidores de checkpoint
imunoldgico e, mais recentemente, terapias-alvo, ampliando as opg¢des terapéuticas
e permitindo abordagens mais individualizadas conforme o perfil clinico e biolégico
do tumor (WANG et al., 2025).

No que tange ao cancer de figado, o carcinoma hepatocelular (HCC) é o tipo
mais prevalente e esta fortemente ligado a processos de leséo crénica e inflamagéo.
As infecgbes pelos virus das hepatites B e C (HBV e HCV) sdo os principais
determinantes de risco (WANG et al., 2025). Somado a isso, 0 consumo excessivo
de alcool, que pode levar a doenga hepatica alcodlica e cirrose (um estado de
fibrose hepatica que predispde ao cancer) e a exposigao a aflatoxinas (toxinas
fungicas em alimentos contaminados) potencializam a carcinogénese, especialmente
quando em conjunto com o HBV (LIU et al., 2018; WANG et al., 2025).

Nas ultimas décadas, fatores metabdlicos como obesidade, diabetes e
doenga hepatica gordurosa néo alcodlica (NAFLD) emergiram como riscos cada vez
mais importantes a medida que se tornam mais prevalentes globalmente. A NAFLD,
que pode evoluir para esteato-hepatite e cirrose, esta associada a um aumento do
risco de HCC mesmo em auséncia de cirrose franca, implicando mecanismos
metabdlicos inflamatorios e resisténcia a insulina na carcinogénese hepatica (WANG
et al., 2025; YIN et al., 2024). Além disso, 0 HCC apresenta mutagdes em CTNNB1
(B-catenina), AXIN1 e TERT (LLOVET et al., 2021; ZUCCHINI et al., 2022).

Um evento genético compartilhado é a mutagdo no promotor do gene TERT,
que contribui para a reativagao da telomerase e a imortalizagao celular em ambos os
tipos tumorais (KINDE et al., 2013; NAULT; ZUCMAN-ROSSI, 2016). O gene TP53
exerce papel central como "guardido do genoma". Mutagdes nesse gene estao entre
as mais comuns na oncogénese humana, levando a perda da capacidade de reparo

ou apoptose (YAN et al., 2025). No HCC, mutagcées em TP53 associam-se a agentes



ambientais como a aflatoxina B1 e indicam pior prognéstico (VILLANUEVA, 2019).
Contudo, a linhagem celular HepG2 é um exemplo de HCC que mantém o TP53
selvagem, sendo util para estudos de resposta funcional ao dano (LLOVET et al.,
2021). Em contrapartida, no cancer de bexiga, mutagdes em TP53 sao frequentes
em tumores de alto grau, como observado na linhagem T24, refletindo um fenaotipo
mais agressivo e invasivo (KNOWLES; HURST, 2015). Esses fatores combinados,
infeccbes virais, lesbes hepaticas cronicas, intoxicagdbes ambientais e condigoes
metabdlicas, explicam a maior parte da etiologia do cancer de figado na populagao

mundial.

O cancer de figado também é classificado de acordo com o tipo histologico,
como dito anteriormente, o carcinoma hepatocelular (CHC) é o mais frequente,
responsavel por aproximadamente 75-85% dos casos (CHOI; THUNG, 2023). Outros
tipos relevantes incluem o colangiocarcinoma intra-hepatico, que se desenvolve a
partir do epitélio dos ductos biliares (SARCOGNATO et al.,, 2021), além de
neoplasias mais raras, como o hepatoblastoma, predominante na infancia (JIAO;
SAXENA; MOROTTI, 2025), e os tumores mistos hepatocolangiocelulares
(carcinoma hepatocelular-colangiocarcinoma combinado) (BEAUFRERE;
CALDERARO; PARADIS, 2021).

Do ponto de vista morfolégico, o CHC pode manifestar-se sob a forma de
lesdes nodulares unicas, multinodulares ou infiltrativas, sendo estas ultimas
associadas a maior agressividade bioldgica e pior progndstico, em razdo de maior
extensdo tumoral e invasdo vascular (CALDERARO et al., 2019). Assim como no
cancer de bexiga, o cancer de figado também pode ser classificado quanto ao grau,
usualmente descrito em baixo ou alto grau, informagdo que contribui para a
compreensao de seu comportamento biolégico e de diferengas na evolugéo da
doenga entre os pacientes (CHOI; THUNG, 2023). A avaliagao conjunta do tipo
histolégico, do padrao de lesdo e do grau tumoral € fundamental para a definigdo da
conduta terapéutica e para a estimativa do prognostico em pacientes com esses

canceres.

O diagnéstico do céncer de figado baseia-se na integragao de dados clinicos,
laboratoriais, de imagem e, em situagdes especificas, histopatologicos (CANDITA et

al.,, 2023). Em pacientes com doenga hepatica crénica ou cirrose, métodos de



imagem como a ultrassonografia, a tomografia computadorizada e a ressonancia
magneética com contraste desempenham papel central, permitindo a identificagao de
lesdes focais com padrbes vasculares caracteristicos, especialmente no carcinoma
hepatocelular (DE LA IGLESIA; GUERRERO, 2024). Marcadores séricos, como a
alfafetoproteina, podem ser utilizados como ferramenta complementar, embora
apresentem sensibilidade e especificidade limitadas (ZHAO et al., 2024). A bidpsia
hepatica é reservada para casos em que os achados de imagem nao sao
conclusivos ou quando ha suspeita de tumores menos frequentes, sendo
fundamental para a confirmagdo diagnostica e caracterizagdo histologica da
neoplasia (BRUSSET et al., 2023).

No carcinoma hepatocelular, as opgdes terapéuticas com intengado curativa
incluem a ressecgdo cirurgica, indicada para tumores iniciais em pacientes com
funcdo hepatica preservada (ALLAIRE et al.,, 2020), e o transplante hepatico,
recomendado em casos selecionados que atendem a critérios especificos de
tamanho e numero de lesdes, como os critérios de Milao (MEHTA et al., 2020). Para
pacientes n&o candidatos a cirurgia, técnicas locorregionais, como a ablagédo por
radiofrequéncia ou micro-ondas e a quimioembolizacado transarterial, desempenham
papel central no controle da doenga em estagios intermediarios (MAKARY et al.,
2020).

Em estagios avangados, ou quando ha progressdo apos terapias
locorregionais, o tratamento baseia-se principalmente em terapias sistémicas,
incluindo agentes alvo-moleculares e imunoterapia, que tém demonstrado melhora
na sobrevida e no controle tumoral (TSUNG; QUINN; EJAZ, 2024). Para outros
tumores hepaticos primarios, como o colangiocarcinoma, a ressecgao cirurgica
permanece a principal estratégia com potencial curativo (ORCUTT; ANAYA, 2018),
sendo frequentemente complementada por quimioterapia adjuvante (SUN et al.,
2024), enquanto, em casos irressecaveis, priorizam-se abordagens sistémicas e
paliativas (TSUNG; QUINN; EJAZ, 2024).

Tanto no cancer de bexiga quanto no cancer de figado, as terapias
atualmente disponiveis apresentam limitagdes clinicas e toxicologicas significativas.
No cancer de bexiga, procedimentos como a ressecgao transuretral e a cistectomia

radical podem implicar em morbidade cirurgica elevada e impacto na qualidade de



vida (LOPEZ-BELTRAN et al, 2024), enquanto terapias intravesicais e
quimioterapicas convencionais frequentemente exibem recorréncia tumoral e
resisténcia medicamentosa, reduzindo sua eficacia a longo prazo (LI; YOUSSEF;
BUANZ, 2022). No cancer de figado, opgdes curativas como ressecgao hepatica e
transplante sido restritas a pacientes com doenca inicial e funcdo hepatica
preservada, com muitos individuos sendo inaptos a esses procedimentos (MORIS et
al., 2025). Além disso, terapias sistémicas e locorregionais podem apresentar
eficacia limitada e toxicidade sistémica, sem controle satisfatério da progressao
tumoral em estagios avangados. Esses pontos negativos destacam a necessidade
de abordagens terapéuticas mais eficazes, especificas e com menor perfil de efeitos
adversos (SADRINASAB et al., 2025).

O uso de produtos naturais no tratamento do cancer tem sido amplamente
investigado devido as vantagens que essas substancias oferecem no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (NAEEM et al.,, 2022).
Compostos de origem natural representam uma fonte vasta e quimicamente diversa
de metabdlitos secundarios produzidos por plantas, microrganismos e outros
organismos, como alcaloides, terpenoides e compostos fendlicos como os
flavonoides, associadas a inibicdo da proliferagdo celular, indugcao de apoptose,
regulacdo do ciclo celular e modulacdo de vias de sinalizagdo envolvidas na

carcinogénese, angiogénese e progressao tumoral (MUHAMMAD et al., 2022).

Além disso, produtos naturais podem atuar como agentes adjuvantes as
terapias convencionais, aumentando a sensibilidade das células tumorais aos
tratamentos padrédo e auxiliando na superagcdo de mecanismos de resisténcia
tumoral, como ja demonstrado em diversos estudos pré-clinicos e alguns clinicos
com fitoquimicos que revertem quimiorresisténcia e reduzem toxicidade induzida por
quimioterapia (CASTANEDA et al., 2022). Esses achados sugerem fortemente os
produtos naturais como fontes estratégicas para o desenvolvimento de agentes
anticancer, embora sejam necessarios mais estudos clinicos para consolidar sua

eficacia e seguranga em larga escala (HUANG; LU; DING, 2021).

As chalconas constituem uma importante classe de compostos fendlicos
pertencentes ao grupo dos flavonoides, amplamente distribuidas em alimentos de

origem vegetal e em diversas plantas usadas tradicionalmente como fitoterapicos,



com destaque para alcaguz, Angelica, fingerroot, lupulo e varias leguminosas
(RUDRAPAL et al., 2021). Estruturalmente, sdo caracterizadas por um sistema
a,B—insaturado de cetona aromatica (1,3-diaril-2-propen-1-ona), o que lhes confere
elevada reatividade e versatilidade para modificagdes estruturais, facilitando a
sintese de numerosos derivados com propriedades farmacoldgicas otimizadas
(JASIM et al., 2021).

No contexto oncologico, chalconas naturais e sintéticas exibem um amplo
espectro de atividades antitumorais em modelos in vitro e in vivo, incluindo inibigao
da proliferagdo, indugédo de morte celular programada e parada do ciclo celular
(LEITE et al.,, 2023). Adicionalmente, chalconas exibem efeitos anti-inflamatdrios,
antiangiogénicos e antimetastaticos, inibindo etapas da angiogénese tumoral, a
invasdo celular e a formacado de metastases em modelos pré-clinicos (ADHIKARI et
al., 2025). Em linhagens de céancer de bexiga, a licochalcona A inibiu a proliferacéo
celular por meio de parada de ciclo (predominantemente em G2/M), aumento de
p21/p27, redugao de ciclinas e Cdc2, e indugcdo de apoptose via via mitocondrial,
com aumento de Bax/Bak, reducdo de Bcl-2/Bcl-xL, liberagdo de citocromo c e
ativacao de caspases-9 e-3, muitas vezes associadas a estresse oxidativo e inibigcado
de NF-kB (HONG et al., 2019).

Em modelos de carcinoma hepatocelular, diversos derivados de chalcona
reduzem a viabilidade de células tumorais com baixa toxicidade para células nao
neoplasicas, promovendo parada de ciclo (G0/G1 ou SubG1), disfungao
mitocondrial, producédo de espécies reativas de oxigénio, ativacdo de p53 ou p21, e
morte celular por apoptose ou autofagia (SAHIN et al., 2020). Além disso, chalconas
podem modular vias centrais na carcinogénese hepatica, como PI3K/Akt, NF-kB e
STAT3, suprimindo sinais de sobrevivéncia, proliferagao e inflamagao em células de
carcinoma hepatocelular (MICHALKOVA et al., 2023).

Diante das limitagbes associadas as terapias atualmente disponiveis para os
canceres de bexiga e figado, bem como dos potenciais antineoplasicos atribuidos as
chalconas em estudos pré-clinicos, a literatura aponta para a necessidade de
aprofundar a investigacdo de novas moléculas com esse perfil quimico. Nesse
contexto, compostos sintéticos, como a metilchalcona, surgem como candidatos de

interesse para avaliagao antitumoral.



2.1 Justificativa

O cancer de bexiga e o cancer de figado figuram entre as neoplasias de maior
impacto clinico e epidemioldgico, sendo frequentemente associados a opgodes
terapéuticas limitadas, elevada toxicidade sistémica e desenvolvimento de
resisténcia aos tratamentos convencionais, especialmente em estagios avangados
da doenga. Nesse contexto, os produtos naturais e seus derivados tém se destacado
como fontes relevantes para a descoberta de novos agentes antineoplasicos, com
destaque para as chalconas, uma classe de flavonoides amplamente descrita na
literatura por seu potencial antitumoral e pela capacidade de modular multiplas vias
envolvidas na carcinogénese. Alguns estudos pré-clinicos demonstram que
chalconas apresentam atividade citotoxica seletiva, indugdo de morte celular e
interferéncia em processos relacionados a proliferacdo e sobrevivéncia tumoral em
diferentes tipos de cancer. No entanto, apesar desses achados, ainda sdo escassos
os estudos que investigam de forma sistematica o potencial de chalconas sintéticas,
como a metilchalcona, nos canceres de bexiga e figado. Diante dessa lacuna, o
presente trabalho justifica-se pela necessidade de aprofundar a avaliagdo do perfil
antitumoral dessa molécula, visando contribuir para a identificagdo de novas

alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras no tratamento dessas neoplasias.



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Investigar o potencial antineoplasico do composto Metilchalcona em linhagens

celulares tumorais de cancer de bexiga e de figado.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a seletividade da Metilchalcona frente as linhagens celulares selecionadas;
e Investigar os efeitos citotdxicos e antiproliferativos da metilchalcona;

e Observar as alteragdes morfolégicas induzidas pela metilchalcona;

e Examinar a influéncia do composto sobre a migragao celular;

e Verificar o impacto do tratamento na formagao de coldnias;

e Analisar como o composto modula o ciclo celular;

e Determinar o tipo de morte celular induzido pela metilchalcona.



4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Linhagens celulares e compostos quimicos

As linhagens celulares T24 (tumor de bexiga) e HepG2 (hepatoma) foram
obtidas da Universidade Federal do Rio de Janeiro e a linhagem MRC-5 foi
prontamente doada pelo Prof Geraldo Célio Branddao (UFOP). A linhagem MRC-5,
células normais de fibroblastos de pulm&o humano, foi empregada para analise de
seletividade (indice de seletividade superior a 2), ou seja, da capacidade do
composto de ser citotdxico somente para células tumorais em determinadas

concentracdes.

Essas células foram armazenadas em nitrogénio liquido (-195 °C), em
aliquotas contendo 1x10° células/ml em solu¢do de congelamento com 10% de
DMSO. Para os experimentos, as células foram descongeladas e cultivadas em
monocamadas, utilizando os meios DMEM e HAM F10 (Sigma), suplementados com
10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de penicilina (Sigma) e 1% de estreptomicina
(Sigma), mantidas em incubadora a 37 °C com 5% de CO: até atingirem a
confluéncia (DA SILVA et al., 2012).

No subcultivo, o meio foi descartado, seguido pela adicao de 5 ml de solugao
de Hanks 1X (0,4 g de KCI, 0,06 g de KH:PO. 0,04 g de Na:HPO., 0,35 g de
NaHCOs, 1 g de glicose, 8 g de NaCl, H.O g.s.p. 1000 ml) por 2 minutos. Apos a
retirada da solugdo de Hanks, foram adicionados 2 ml de solugao de tripsina/EDTA

0,25% 1X (Invitrogen) por 5 minutos, até que as células se desprendessem.

Os experimentos foram conduzidos com células em fase de crescimento
exponencial. As células foram tratadas com uma metilchalcona sintética, a (E)-
3-(2,3-dimetoxi-5-propilfenil)-1-( p -tolil)prop-2-en-1-ona, derivada do
2-metoxi-4-propilfenol, em concentragbes definidas previamente nos ensaios de

citotoxicidade.
4.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade foi avaliada por meio do método de redugédo do MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazdlio). As células foram cultivadas em

placas de 96 pocos e, apds 24 horas, foram expostas a diferentes concentracdes do



composto por periodos de 24 e 48 horas. Células ndo tratadas serviram como
controle, e os resultados foram apresentados como a porcentagem de viabilidade
celular (MOSMANN, 1983). Neste teste, foram determinados os valores de ICs, IC;5
e ICq, que indicam as concentracbes a serem empregadas nos experimentos

subsequentes, além do tempo ideal de tratamento.

4.3 Morfologia Celular

Para investigar o potencial dos compostos em induzir alteragbes na
morfologia celular, 1 x 10° células foram semeadas em placas de 24 pocos. Apos 24
horas de incubacao, as células foram tratadas com o composto por um periodo de

48 horas. Como controle (CNT), foram utilizadas células nao tratadas.

Ao final do tratamento, as células foram examinadas utilizando um
microscoépio invertido com contraste de fase, sob aumento de 200x. As alteragbes
morfolégicas observadas foram registradas por meio de fotografias, capturadas com

uma camera digital acoplada ao microscopio por um adaptador especifico.
4.4 Migragao celular

A migracao celular foi avaliada por meio do ensaio de cicatrizagdo de feridas.
Para isso, 1 x 10° células foram semeadas em placas de 24 pocos. Apds 24 horas, a
monocamada formada foi raspada com uma ponteira estéril de 200 pL, criando uma
"ferida". Em seguida, as células foram lavadas, fotografadas e tratadas com o

composto por 48 horas. Células nao tratadas serviram como controle (CNT).

Ao final do tratamento, a migracdo celular foi registrada por meio de
fotografias. A quantificacdo da motilidade foi realizada utilizando o software ImageJ
(version 1.54), medindo a disténcia entre as frentes invasoras das células em trés

campos escolhidos de forma aleatéria.
4.5 Sobrevivéncia clonogénica

Cerca de 1 x 10° células foram semeadas em placas de 24 pogos e, apos 24
horas para aderéncia, foram tratadas com o composto por 48 horas. Apds o periodo
de tratamento, as células foram lavadas, removidas com tripsina e aproximadamente

1 x 10° células foram redistribuidas em placas de 12 pocgos para realizagcao de trés



experimentos independentes. As placas foram incubadas em uma estufa a 37 °C por
um periodo de 7 a 10 dias, até que os pogos de controle (sem tratamento) atinjam a

confluéncia.

Em seguida, o meio de cultura foi descartado, as células foram lavadas
novamente com solugdo de Hanks, fixadas em formaldeido 4% por 20 minutos,
hidratadas com metanol 100% por 20 minutos e coradas com violeta cristal a 0,5%
dissolvida em metanol 25%. O excesso de corante foi removido utilizando uma
solugéo de acido acético a 33%. A absorbéancia foi medida em um espectrofotdmetro
a 570 nm, e os resultados foram apresentados como a porcentagem de col6nias em

relagao ao controle (células nao tratadas) (Huang et al., 2018).

EFC = n° de colbnias apods o tratamento x 100

n° de coldnias no controle

4.6 Analise do ciclo celular

Para analisar a cinética do ciclo celular, foram plaqueadas 1 x 10° células em
placas de 12 pocgos. Apds 24 horas, as células foram expostas a diferentes
concentragbes do composto por 48 horas. Apds o tratamento, elas foram lavadas
com solugdo de Hanks, destacadas com tripsina e centrifugadas a 1000 rpm por 10
minutos. O sedimento celular obtido foi fixado em etanol a 70% e armazenado a -20
°C por pelo menos 12 horas (NAKAO et al., 2023).

Antes da andlise, o etanol foi removido por centrifugagdo a 1100 rpm por 10
minutos, seguido de lavagem com solucédo de Hanks. As células foram centrifugadas
novamente e ressuspensas em 200 yL de uma solugcdo de marcagao composta por
0,0914 g de cloreto de magnésio, 0,0774 g de citrato de sddio, 0,04766 g de hepes,
10 pL de Triton-X, 0,5 mL de iodeto de propideo e 9,490 mL de agua.

As células foram mantidas no gelo e protegidas da luz por pelo menos 30
minutos antes da analise. A distribuigcdo percentual das células nas fases G0/G1, S e
G2/M foi determinada por citometria de fluxo (BD FACSCalibur) e os dados foram
analisados com o software FlowJo. Foram avaliados 20.000 eventos, e as analises

foram realizadas em triplicata.



4.7 Avaliagao de apoptose/necrose

Células em fase de crescimento exponencial foram semeadas em placas de
12 pocgos, na densidade de 1 x 10° células por poco, utilizando-se 3 mL de meio de
cultura completo. Paralelamente aos grupos experimentais, foram incluidos quatro
grupos controle: células nao marcadas, células marcadas exclusivamente com
iodeto de propidio (IP), células marcadas apenas com Anexina V e células marcadas

simultaneamente com IP e Anexina V.

Apoés 24 horas de incubagado, os grupos experimentais foram tratados com o
composto em concentragdes de 2.15, 4.62 e 9.25 yM para a linhagem HepG2 e
4.62, 9.25 e 18.50 yM para a linhagem T24, por um periodo de 48 horas. Decorrido
o tratamento, o sobrenadante de cada pogo foi coletado em tubos apropriados para
citometria e centrifugado a 1.100 rpm por 10 minutos. As células aderentes
remanescentes foram lavadas com 1 mL de solugdo de Hanks, seguidas da adi¢gao
de 500 uL de tripsina para promover o destacamento celular. A agao da tripsina foi
neutralizada pela adigdo de 500 uL de meio de cultura completo, sendo o material
celular obtido combinado ao sobrenadante previamente centrifugado e novamente
centrifugado sob as mesmas condigdes. Apos a centrifugagédo, o sobrenadante foi

descartado.

Para a etapa de marcagdo, o tampao de ligagdo da Anexina V (1x) foi
preparado pela diluicdo de 1 mL da solugao concentrada (componente C, 5x) em 5
mL de agua destilada. A solugao de trabalho de iodeto de propidio (100 ug/mL) foi
obtida pela diluicdo de 5 uL do estoque a 1 mg/mL (componente B) em 45 pL do
tampao 1x. As células de cada amostra foram ressuspensas em 100 uL do tampéo
1x, seguidas da adigao de 5 yL de Anexina V conjugada ao FITC (componente A) e
1 uL da solugdo de IP. Os tubos foram brevemente homogeneizados em vortex e
incubados por 15 minutos a temperatura ambiente, em condi¢cdes de protecido da
luz. Ao término da incubacédo, adicionaram-se 100 pyL adicionais do tampéao 1x, as
amostras foram homogeneizadas e mantidas em gelo até a aquisi¢ao dos dados por

citometria de fluxo.



5. RESULTADOS

Os resultados desse trabalho foram publicados em Hermenegildo AM, Nakao
IA, Vaz LBA, Coutinho GG, Toledo JLM, Almeida TC, Roquete Amparo T,
Anunciagcdo KF, da Silva GN, Branddo GC, Braga SFP, de Souza TB. Design and
Synthesis of Novel Chalcone Derivatives Targeting Bladder and Liver Cancer:
Cytotoxicity Evaluation and Preliminary Mechanistic Studies. ACS Omega. 2025 Dec
2;10(49):60612-60626. doi: 10.1021/acsomega.5c08480 (Anexo 1).

5.1 Ensaio de citotoxicidade

A atividade citotoxica da nova chalcona foi avaliada contra duas linhagens
celulares cancerosas HepG2 e T24, e uma linhagem celular ndo tumoral, a MRC-5
(fibroblastos pulmonares humanos), a fim de determinar o perfil de seletividade. Os
resultados foram expressos como concentracio citotoxica capaz de reduzir 50% da
viabilidade celular (CC50, em pM), com respectivos desvios-padrao, bem como

indices de seletividade (IS) e sao apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Atividades citotdxicas das chalconas obtidas contra células MRC-5, HepG2 e T24

(concentragéo citotoxica de 50 % - CC 50 ), desvios-padrao (n = 3) e indices de seletividade (IS).

CC 5 uM
Composto MRC-5 HepG2 Sl T24 Sl
Metilchalcona 555+1.2 45+1.2 12.2 50+1.6 11.1

Fonte: autoria propria

Com base nos valores de CC50 apresentados na Tabela 1, foram realizados
os calculos do indice de seletividade (IS), a partir dos quais foram definidas as
concentragcdes a serem utilizadas nos experimentos subsequentes. Para a linhagem
HepG2, foram estabelecidas as concentragdes de 2.15 uyM, 4.62 uM e 9.25 yM. Para
a linhagem T24, foram definidas as concentragdes de 4.62 uM, 9.25 yM e 18.50 uM.
O tempo de tratamento adotado foi de 48 horas para ambas as linhagens celulares,
sendo essas condi¢gdes padronizadas e mantidas em todos os experimentos que se

seguem.



5.2 Morfologia celular

A analise morfolégica por microscopia de contraste de fase demonstrou
alteragdes significativas nas células Hep-G2 e T24 apds o tratamento com a
metilchalcona. As células apresentaram perda da adesao ao substrato, reducéo do
volume citoplasmatico, arredondamento e presenca de corpos apoptoticos,
caracteristicas que se tornaram mais evidentes a medida que a concentragao do
composto aumentava. Em contrapartida, as células do grupo controle mantiveram

morfologia tipica, com adesdo e alongamento caracteristicos.

Figura 2 - Alteragbes morfologicas nas linhagens celulares Hep-G2 (A) e T24 (B) apds tratamento

com a metilchalcona.

CNT

Chalcone 3 (M)

9.25
Chalcone 3 (uM)

As setas brancas sao restos celulares, indicando morte celular; as setas pretas sao células

alongadas, sugerindo altera¢des no citoesqueleto.

Fonte: Autoria propria.

5.3 Migragao celular

A atividade antimigratoria da metilchalcona foi avaliada pelo ensaio de
cicatrizagdo de feridas nas linhagens Hep-G2 e T24. Os resultados demonstraram
que ela reduziu de forma significativa a migragao celular em ambas as linhagens, em

comparagao com 0s grupos controle. Apos 24 horas de incubacdo, a taxa de



fechamento da ferida foi consideravelmente menor nas células tratadas com a

metilchalcona, especialmente nas concentragcbes mais elevadas.

Figura 3. Efeito da metilchalcona na migracao das linhagens celulares HepG2 (A, C) e T24
(B, D).
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* p < 0,05 em comparagao com as células nao tratadas (CNT), determinado por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os

resultados sao expressos como média e desvio padrao (barras).

Fonte: Autoria propria.

5.4 Sobrevivéncia clonogénica

Os resultados mostraram uma redugao na formacido de colbnias em células
Hep-G2 nas concentragcdes de 4.62 pM e 9.25 uM. Para as células T24, um efeito

significativo foi observado somente na concentracdo maxima testada (18.50 uM).



Figura 4 - Efeito da metilchalcona na viabilidade clonogénica das linhagens celulares HepG2
(A) e T24 (B).
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* p < 0,05 em comparagédo com as células nao tratadas (CNT), determinado por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. Os experimentos foram realizados em ftriplicata e os

resultados sao expressos como média e desvio padrao (barras).

Fonte: Autoria propria.

5.5 Analise do ciclo celular

Nas células HepG2, observou-se um aumento significativo na populagao de
células na fase GO0/G1 em todas as concentracbes testadas (0.92-4.62 uM),
acompanhado por uma reducgao correspondente na fase G2/M. Notavelmente, a
fracdo de células na fase subG1 (indicativa de apoptose) permaneceu estavel. Em
contraste, as células T24 apresentaram um perfil de resposta distinto; nenhuma

diferenca foi observada apdés o tratamento.



Figura 5 - Analise do efeito da metilchalcona na distribuigdo do ciclo celular das células HepG2 (A, C)
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seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados sdo expressos como média e desvio padrao (barras).

Fonte: Autoria propria.



5.6 Avaliacao de apoptose/necrose

Consistente com as observagdes sobre a progressdao do ciclo celular, a
modalidade de morte celular induzida pela metilchalcona foi dependente da
linhagem celular. Em células HepG2, o tratamento com a metilchalcona em
concentragcdes de 2.15, 4.62 ou 9.25 uM néao resultou em um aumento significativo
na porcentagem de células apoptodticas ou necroticas. Por outro lado, nas células
T24, a metilchalcona, na dose de 18.5 uM, reduziu a porcentagem de células viaveis
e aumentou a porcentagem de células em apoptose precoce.

Figura 6 - Percentagem de células HepG2 (A) e T24 (B) viaveis, apoptéticas e necréticas apds o

tratamento com metilchalcona durante 48 h.
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p < 0,05 em comparagédo com as células nao tratadas (CNT), determinado por ANOVA de uma via
seguida pelo teste post-hoc de Dunnett. Os experimentos foram realizados em triplicata e os

resultados sdo expressos como média e desvio padrao (barras).

Fonte: Autoria propria.



6. DISCUSSAO

Os protocolos terapéuticos atualmente empregados no tratamento do cancer
de bexiga e do carcinoma hepatocelular, embora tenham proporcionado avangos
significativos na sobrevida dos pacientes, ainda apresentam limitagdes clinicas

importantes.

No cancer de bexiga musculo-invasivo, a quimioterapia baseada em cisplatina
permanece como padrao terapéutico, especialmente em esquemas neoadjuvantes e
no contexto metastatico. Contudo, sua elevada toxicidade, associada a efeitos
adversos como nefrotoxicidade, neurotoxicidade e mielossupressao, restringe sua
utilizacdo em parcela significativa dos pacientes. Estima-se que uma proporgéo
expressiva dos individuos seja considerada inelegivel para esquemas a base de
cisplatina devido a comorbidades, fungcao renal comprometida ou fragilidade clinica,
limitando as opg¢des terapéuticas disponiveis e impactando negativamente o
prognostico (JIANG et al., 2021).

De forma semelhante, no carcinoma hepatocelular, as estratégias
terapéuticas com potencial curativo, como ressecgdo cirurgica e transplante
hepatico, séo restritas a pacientes diagnosticados em estagios iniciais e com fungao
hepatica preservada. Em fases mais avangadas, o tratamento baseia-se
predominantemente em terapias sistémicas, incluindo inibidores multiquinase e
imunoterapia (SINGAL; KUDO; BRUIX, 2023). Embora essas abordagens tenham
ampliado as perspectivas terapéuticas, sua eficacia ainda é limitada, além de
estarem associadas a custos elevados, toxicidade sistémica e desenvolvimento de
resisténcia tumoral (CHAKRABORTY; SARKAR, 2022). Esses fatores evidenciam a
necessidade continua de novas estratégias terapéuticas que apresentem maior
seletividade, menor toxicidade e capacidade de modular multiplos alvos moleculares

envolvidos na progressao tumoral.

Nesse contexto, produtos naturais desempenham papel central no
desenvolvimento de agentes antineoplasicos. Diversos farmacos atualmente
utilizados na oncologia tém origem direta ou indireta em metabdlitos secundarios
vegetais, como o paclitaxel, derivado de Taxus brevifolia, e os alcaloides da vinca,

como a vincristina, extraida de Catharanthus roseus (ASMA et al., 2022).



Entre as classes de compostos fendlicos com potencial antitumoral, as
chalconas destacam-se por sua versatilidade estrutural e ampla gama de atividades
biolégicas. Compostos como licochalcona A, xanthohumol e flavokawain A vém
sendo amplamente investigados em diferentes modelos tumorais, incluindo canceres
urologicos e hepaticos, apresentando efeitos antiproliferativos e pro-apoptéticos.
Alguns desses derivados ja avangaram para estudos clinicos iniciais em oncologia,

reforgando o potencial translacional dessa classe (YANG et al., 2021).

No presente estudo, a metilchalcona foi avaliada nas linhagens T24 e HepG2,
modelos experimentais amplamente utilizados para investigagdo de mecanismos
moleculares no cancer de bexiga e no carcinoma hepatocelular, respectivamente. A
linhagem T24, caracterizada por perfil mais agressivo e mutagao inativadora em
TP53, representa um modelo relevante para analise de compostos com potencial
pré-apoptotico independente de p53 (ALMEIDA et al., 2019). Ja a linhagem HepG2,
que mantém TP53 funcional, permite avaliar respostas associadas a regulagdo do
ciclo celular e mecanismos citostaticos dependentes de vias classicas de checkpoint
(CONSTANTINESCU; LUNGU, 2021). A utilizagdo desses dois modelos possibilita
compreender de maneira comparativa como compostos derivados de chalconas

podem atuar em diferentes contextos moleculares tumorais.

A avaliagdo da citotoxicidade teve como objetivo verificar o efeito
antiproliferativo da metilchalcona em células tumorais e seu potencial de seletividade
frente a células ndo neoplasicas. Observou-se reducao significativa da viabilidade
nas linhagens HepG2 e T24 apds 24 horas de tratamento, enquanto a MRC-5
apresentou menor sensibilidade, padrao consistente com a maior susceptibilidade de
células tumorais a derivados de chalcona em comparacdo a células normais
(NIKOLIC et al.,, 2025). Os indices de seletividade obtidos indicam que
concentracbes cerca de doze vezes maiores foram necessarias para reduzir a
viabilidade das células saudaveis. Esses valores sdo considerados elevados em
estudos in vitro, especialmente quando comparados a Sls relatados na literatura
para chalconas seletivas (=3-10) (SAFWAT et al., 2021), sugerindo perfil citotdxico

diferencial favoravel.

A seletividade € fundamental no desenvolvimento de agentes antineoplasicos,

visto que terapias convencionais frequentemente apresentam toxicidade sistémica



devido a baixa distingdo entre células tumorais e normais. Compostos como
chalcone-tienopirimidinas, hibridos triazoloquinoxalina-chalcona e chalconas
O-alquiladas apresentam potente atividade antiproliferativa e indices de seletividade
entre aproximadamente 5 e 10 (SAFWAT et al.,, 2021; VILLENA et al., 2021),
reforcando que os valores observados para HepG2 e T24 sdo compativeis com um

perfil seletivo desejavel em agentes antitumorais em fase pré-clinica.

As andlises morfolégicas das linhagens HepG2 e T24 tratadas com a
metilchalcona revelaram alteragdes celulares pronunciadas. Em ambas as linhagens,
observou-se uma reducdo na densidade celular, presenga de detritos (indicando
morte celular) e o aparecimento de células alongadas, sugerindo alteragbes no
citoesqueleto. Notavelmente, a linhagem HepG2 exibiu essas alteragdes de forma
gradual e dose-dependente em todas as concentragbes testadas, enquanto a
linhagem T24 apresentou mudangas morfolégicas significativas apenas na

concentracdo maxima.

Essas observacbes sido consistentes com a capacidade de derivados de
chalcona de induzir morte celular e alteracdes estruturais em células tumorais, como
demonstrado, por exemplo, pelo composto prenilado xanthohumol, que promove
morte celular e profunda remodelagcdo morfofuncional em células neoplasicas
humanas, incluindo desorganizagédo de estruturas celulares essenciais (FUJII;
KAWADA; JSG-NAFLD, 2020).

A migragao celular desempenha papel central no processo de invaséo e
metastase tumoral, sendo determinante para a progressdo do cancer. Esse
fendbmeno pode ser avaliado por meio do ensaio de cicatrizagdo de ferida, que
permite analisar a capacidade das células de se deslocarem e preencherem uma

area previamente delimitada em monocamada (MIGLIACCIO et al., 2023).

No presente estudo, a metilchalcona demonstrou efeito antimigratério. Para a
linhagem HepG2, a reducdo na migragao foi observada em todas as concentracdes
estudadas, enquanto para as células T24 a inibicdo significativa ocorreu
exclusivamente na concentracdo mais elevada, evidenciando sensibilidade
diferencial entre as linhagens avaliadas, fenbmeno também descrito para diferentes
linhagens tumorais frente a compostos antitumorais e antimigratorios
(PAPACHRISTOU et al., 2021).



A variagdo na resposta entre HepG2 e T24 pode estar relacionada as
particularidades moleculares de cada linhagem, incluindo diferencas em vias
associadas a adesao celular, reorganizagdo do citoesqueleto e sinalizagao
proliferativa (CHASTNEY et al., 2024). Achados semelhantes ja foram descritos para
outras chalconas e seus derivados, que apresentam inibigdo da migragao e invasao
em diferentes modelos tumorais, com sensibilidade variavel entre linhagens, como
observado em osteossarcoma, cancer de pulmdo e glioblastoma, nos quais
respostas distintas a compostos da mesma classe foram documentadas (CEVIK et
al., 2022). Esses efeitos tém sido associados a modulagao de proteinas envolvidas
na dindmica do citoesqueleto, na expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs)
e em vias de sinalizagdo relacionadas a progressdo tumoral (HAMIDI; IVASKA,
2018).

A capacidade de formar colénias € um parametro fundamental para avaliar o
potencial proliferativo e a sobrevivéncia a longo prazo de células tumorais apos
exposigao a agentes antineoplasicos, sendo o ensaio de sobrevivéncia clonogénica
amplamente utilizado para esse fim. No presente estudo, o efeito antiproliferativo da
metilchalcona foi confirmado por esse ensaio, evidenciando redug¢ao na formagao de
colénias pela linhagem HepG2 em todas as concentracbes testadas, em
consonancia com relatos de chalconas que reduzem viabilidade, proliferacdo e
clonogenicidade em modelos de cancer, incluindo hepatocarcinoma (MICHALKOVA
et al.,, 2021). Em contraste, para a linhagem T24, a inibicdo significativa da
clonogenicidade foi observada apenas na concentragdo maxima, indicando diferencga
de sensibilidade entre as linhagens avaliadas, fenbmeno bem descrito para
chalconas e outros agentes antineoplasicos em diferentes tipos celulares (YANG et
al., 2021).

A maior sensibilidade da linhagem HepG2 pode estar relacionada a sua
elevada capacidade metabdlica, caracteristica de células hepaticas, que pode
favorecer a biotransformacdo da metilchalcona em metabdlitos biologicamente mais
ativos, potencializando o efeito antiproliferativo. Estudos prévios demonstram que
compostos fendlicos, incluindo chalconas e flavonoides, podem ter sua atividade
modulada por enzimas de metabolizagao hepatica, resultando em efeitos citotoxicos
mais pronunciados em linhagens derivadas de figado quando comparadas a outros
modelos tumorais (YANG et al., 2021).



Esses achados reforgam que a metilchalcona ndo apenas reduz a viabilidade
celular em ensaios de curta duracdo, mas também compromete a capacidade de
sobrevivéncia e proliferacdo a longo prazo, especialmente em células HepG2. A
inibicdo da formacao de col6nias é considerada um indicador relevante de eficacia
antitumoral, pois reflete a perda da capacidade de uma unica célula tumoral originar
uma populagao clonal, caracteristica associada a progressao e recorréncia tumoral
(FRANKEN et al., 2006). Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que a
metilchalcona apresenta potencial antiproliferativo sustentado, com resposta

dependente do tipo celular.

A avaliagédo da progressao do ciclo celular por citometria de fluxo revelou um
mecanismo de acgao distinto e dependente da linhagem. Na linhagem HepG2, o
tratamento com a metilchalcona induziu um bloqueio no ponto de checagem G1/S,
resultando em um aumento significativo da populagédo de células na fase GO/G1 em
todas as concentragdes testadas, acompanhado por uma redugao correspondente
na fase G2/M, padrdao tipico de farmacos que promovem parada em G1/S
(KANDEEL et al., 2025). E importante destacar que a fragdo de células em sub-G1
(um marcador de apoptose) manteve-se estavel, indicando que o efeito primario
nesta linhagem é citostatico nas concentragcbes avaliadas, o que é compativel com
compostos que causam parada de ciclo sem aumento de sub-G1 em HepG2 e
outras linhagens (CRISPO et al., 2025).

Em contraste, a linhagem T24 nao apresentou alteragdes significativas na
distribuicdo das fases do ciclo celular apdés o tratamento, mostrando relativa
resisténcia a este efeito, fendmeno amplamente descrito para inibidores de ciclo
celular, nos quais diferentes linhagens exibem perfis de sensibilidade distintos ao
mesmo agente (KUMARASAMY et al.,, 2020). Esta disparidade na resposta
evidencia diferengas intrinsecas na regulacdo do ciclo celular entre as linhagens,
conforme documentado na literatura para outros inibidores, em que variagdes em
vias de checkpoint, CDKs, p53/p21 e plasticidade do ciclo determinam sensibilidade
ou resisténcia a bloqueios em G1/S ou G2/M (CHEN et al., 2012).

Por fim, a analise do perfil de morte celular por citometria de fluxo (anexina
V/IP) corroborou a natureza dependente do contexto da agdo da metilchalcona. Nas

células HepG2, o tratamento nao resultou em um aumento significativo nas



populagdes apoptdoticas ou necréticas, reforcando a conclusdo de que a morte
nessas ceélulas, nas concentracdes testadas, pode ocorrer por outros mecanismos,
como autofagia ou ferroptose, tal como observado para outros derivados de
chalconas e flavonoides que induzem morte nao exclusivamente apoptética,
incluindo autéfago-morte e necroptose (DA SILVA SIQUEIRA et al., 2020).

Em oposicao, na linhagem T24, a metilchalcona reduziu significativamente a
porcentagem de células viaveis e aumentou a populagdo em apoptose precoce, em
concordancia com estudos que mostram que chalconas induzem apoptose em
células de céncer de bexiga T24 detectada por anexina V/IP (SHEN et al., 2007) e
em multiplas linhagens tumorais por via mitocondrial e ativagdo de caspases
(NIKOLIC et al., 2025). Este efeito & particularmente notavel por ocorrer de forma
independente da p53, uma vez que as células T24 abrigam uma mutagao inativadora
no gene TP53, e diversas chalconas conseguem ativar vias pro-apoptoticas mesmo
em contextos de p53 mutante ou de modulacgéo da via p53/MDM2 (MICHALKOVA et
al., 2022).

Em conjunto, os resultados demonstram que a metilchalcona atua de forma
multifacetada, inibindo a migracdo e a proliferagdo celular, induzindo alteragdes
morfolégicas e modulando vias de morte e ciclo celular de maneira dependente do
contexto celular. Seu efeito citostatico em HepG2 e pré-apoptético em T24, aliado a
sua baixa toxicidade para células normais (alto indice de seletividade), reforga seu
potencial como candidato para o desenvolvimento de novas terapias

antineoplasicas.



7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a metilchalcona atua como um agente
antineoplasico promissor contra linhagens tumorais de bexiga e figado, exibindo uma
acao multifacetada e seletiva. Os resultados indicam que o composto inibiu de forma
significativa a proliferacdo e a migragao celular, induziu alteragcbes morfologicas e
modulou a morte e o ciclo celular de maneira dependente da linhagem.
Notavelmente, o composto demonstrou um efeito citostatico na linhagem HepG2 e

pré-apoptético na linhagem T24, reforcando seu possivel potencial terapéutico.



8. ANEXOS

Artigo completo (acesso aberto): https://Inkd.in/dFi7N6zZ.
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