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Resumo 

 

O osteossarcoma é um tumor ósseo relativamente raro quando comparado à outras 

neoplasias. Entretanto, este é um câncer com elevada capacidade de invadir e destruir tecidos 

moles, conferindo-lhe um caráter extremamente agressivo e metastático. A metástase está 

ligada principalmente com a transição epitélio mesenquimal (EMT) e degradação da matriz 

extracelular mediada por metaloproteinases (MMPs), pois esses processos aumentam a 

capacidade de migração e invasão celular, dois requisitos cruciais para que células tumorais 

provoquem metástase. A regulação de EMT e expressão de MMPs envolve a ação de diversos 

fatores transacionais, entre eles, a p53 e Sp1. A proteína supressora de tumor p53 é um 

regulador chave de importantes vias para a patogênese do osteossarcoma, incluindo 

metástase. A perda da função selvagem da p53 é um evento comum em osteossarcoma, bem 

como em outros tumores e está relacionada com proliferação celular, desenvolvimento de 

metástases e resistência à quimioterapia. Portanto, a busca por novas drogas antineoplásicas 

que levem em consideração o status da p53 pode melhorar o tratamento do osteossarcoma. 

Neste estudo, foi avaliado em linhagens celulares de osteossarcoma U2OS (p53 +/+), SAOS-

2 (p53 -/-) e MG-63 (p53 mutante), o potencial citotóxico e antimigratório de 67 chalconas 

derivadas da trans-chalcona, uma molécula capaz de induzir p53. No ensaio colorimétrico de 

MTT foi observado que, em geral, as chalconas foram mais citotóxicas contra linhagens 

expressando p53 e a presença de substituintes contendo NO2 ou átomos halogênicos (F, Br e 

Cl) contribuíram para a atividade das chalconas. No ensaio de wound-healing, para avaliar a 

atividade antimigratória, a maioria das chalconas foi mais ativa contra as linhagens com 

menor capacidade de migração (SAOS-2 e MG63), por outro lado, algumas chalconas 

demonstraram maior atividade antimigratória contra a linhagem expressando p53 selvagem 

(U2OS). Para estudar detalhadamente os mecanismos moleculares envolvidos na ação desses 

compostos, quatro chalconas  foram selecionadas. Duas chalconas (G24 e G25) com 

significante atividade citotóxica e antimigratória e duas chalconas (D14 e D15) com baixa 

citotoxicidade, mas elevada capacidade de inibir migração em células expressando p53. 

Análises de citometria de fluxo e Western Blot indicaram que a capacidade das chalconas 

G24 e G25 inibirem a viabilidade celular, está relacionada com a indução de apoptose 

dependente de caspases. Ensaios utilizando Transwell demonstraram o potencial das quatro 



 
 

chalconas em inibirem a invasão celular e confirmaram a atividade antimigratória dependente 

de p53 das chalconas D14 e D15. Através da técnica de zimografia observou-se que a inibição 

da migração e invasão celular provocadas por D14, D15, G24 e G25 podem estar 

relacionadas com a diminuição da atividade das metaloproteinases MMP-2 e MMP-9. Por 

fim, ensaios de PCR e Western Blot evidenciaram a capacidade dessas moléculas, 

especialmente das chalconas D14 e D15, em induzir a expressão da proteína p53, além de 

regularem o processo de EMT através da indução de marcadores epiteliais (E-caderina) e 

repressão de marcadores mesenquimais (Vimentina, Slug, N-caderina e Beta-catenina) de 

forma dependente da p53. Assim, os resultados encontrados confirmam o potencial de 

chalconas como moléculas inibidoras de metástase e poderão auxiliar no desenho de 

chalconas com atividade antimetastática mais potentes e seletivas, que poderão ser utilizadas 

como modelo para o desenvolvimento de novos agentes quimioterapêuticos contra 

osteossarcoma.  
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Abstract  

 

Osteosarcoma is a relatively rare bone tumor when compared to other neoplasms. However, 

this cancer has a high capacity to invade and destroy soft tissues, exhibiting an extremely 

aggressive and metastatic behavior. Metastasis is linked to activation of the epithelial-

mesenchymal transition (EMT) and degradation of the extracellular matrix mediated by 

metalloproteinases (MMPs), as these processes increase the cell migration and invasion 

capacity, which are two crucial requirements for tumor cell to cause metastasis. The 

regulation of the EMT and MMPs expression involves the action of several transactional 

factors, such as p53 and Sp1. The p53 tumor suppressor protein is a key regulator of 

important pathways for the pathogenesis of osteosarcoma, including metastasis. Loss of wild-

type p53 function is a common event in osteosarcoma as well as in other tumors and is related 

to cell proliferation, metastasis development, and resistance to chemotherapy. Therefore, the 

search for new anticancer drugs that accounts for p53 status may improve the treatment of 

osteosarcoma. In this study, the cytotoxic and antimigratory potential of 68 chalcones derived 

from trans-chalcone, which is a molecule capable of inducing p53, was evaluated in 

osteosarcoma cell lines U2OS (p53+/+), SAOS-2 (p53-/-) and MG-63 (p53 mutant). In the 

MTT colorimetric assay it was observed that chalcones were more cytotoxic against p53-

expressing cells and the presence of NO2-containing substituents or halogen atoms (F, Br, 

and Cl) contributed to chalcone's activity. In the wound-healing assay to evaluate anti-

migratory activity, most chalcones were more active against the cell lines with lower 

migration capacity (SAOS-2 and MG-63), on the other hand, some chalcones showed greater 

anti-migratory activity against wild type p53-expressing cells (U2OS). To study in detail the 

molecular mechanisms involved in the action of these compounds, four chalcones were 

selected. Two chalcones (G24 and G25) with significant cytotoxic and anti-migratory 

activity, and two chalcones (D14 and D15) with low cytotoxicity, but high ability to inhibit 

migration in p53-expressing cells. Flow cytometry and Western Blot analysis indicated that 

the ability of chalcones G24 and G25 to inhibit cell viability is related to the induction of 

caspase-dependent apoptosis. Transwell assays demonstrated the potential of the four 

chalcones to inhibit cell invasion and confirmed the p53-dependent anti-migratory activity 

of chalcones D14 and D15. Through zymography it was noted that inhibition of cell 



 
 

migration and invasion caused by D14, D15, G24 and G25 may be involved with decreased 

activity of MMP-2 and MMP-9. Finally, PCR and Western blot assays demonstrated the 

ability of these molecules, especially D14 and D15, to induce p53 protein expression, and to 

regulate the EMT process through the induction of epithelial markers (e-cadherin) and 

repression of mesenchymal markers (vimentin, slug, N-cadherin and beta-catenin) in a p53-

dependent manner. Thus, the results confirm the potential of chalcones as metastasis 

inhibitory molecules and may assist in the design of more potent and selective anti-metastatic 

chalcones, which could be used as a model for further development of chalcone based 

chemotherapeutic agents against osteosarcoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 CÂNCER 

 

O Câncer é um nome genérico usado para denominar um conjunto de mais de cem 

doenças. A principal característica compartilhada por essas doenças é a multiplicação 

desordenada de células que não respondem aos sinais de controle da divisão e morte celular. 

Além disso, algumas dessas células possuem a habilidade de infiltrar tecidos adjacentes 

(Figura 1), se desprender de seu local de origem (tumor primário) e migrar pelos tecidos, 

podendo se instalar em locais distantes formando tumores secundários, denominados 

metástases [1]. 

 

O câncer é resultado de uma desordem genética e hereditária, mas também pode 

resultar do efeito de fatores externos, como estilo de vida, alimentação, entre outros. Esses 

fatores são responsáveis por aproximadamente 90% dos casos de câncer (INCA).  

As bases genéticas do câncer normalmente estão associadas ao acúmulo de mutações 

no DNA e/ou de modificações epigenéticas, que conferem às células alteradas vantagens 

Figura 1. Tumores benignos comparados à tumores malignos. (A) Tumor benigno apresenta   

células similares às normais, crescimento lento, frequentemente é encaspsulado 

permanecendo localizado. (B) Tumor maligno (câncer) apresenta células extremamente 

desdiferenciadas, com grande variedade morfológica, crescimento rápido, não é encapsulado 

e as células malignas podem invadir e danificar tecidos adjacentes ou metastizar em 

diferentes partes do corpo. Fonte: Copstead-Kirkhorn e Banasik, 2010. 
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seletivas em relação as células normais (Figura 2) [2]. Estas alterações genéticas e 

epigenéticas modificam a expressão ou função de genes responsáveis pela regulação de 

processos celulares primordiais, como crescimento, sobrevivência e senescência. A 

desregulação desses e de outros processos permitem que as células tumorais obtenham as 

características necessárias para sustentarem seu desenvolvimento. As mesmas são 

denominadas como “características do câncer” e são: autossuficiência dos sinais de 

crescimento; ausência de resposta aos sinais inibidores de crescimento; evasão da morte 

celular; potencial de replicação ilimitado; angiogênese; capacidade de invasão; 

reprogramação das vias metabólicas e capacidade de escapar do sistema imune [3]. 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Evolução de tumores. Os tumores evoluem através de ciclos de mutação e 

multiplicação. Em cada ciclo uma célula sofre mutação aumentando a proliferação celular, 

resistência à morte celular ou ambos, de forma que suas células-filha tenham uma vantagem 

seletiva em relação às demais tornando-se o clone predominante no tumor. A propagação 

deste clone aumenta a quantidade de células malignas que podem sofrer novas mutações. 

Finalmente, após diversos ciclos de mutação e multiplicação, as células podem adquirir 

características que conferem a alta malignidade, ou seja, a capacidade de infiltrar e danificar 

tecidos próximos. Fonte:  Alberts et al., 2010a.   
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A incidência do câncer varia com idade, raça, fatores geográficos, bem como com os 

antecedentes genéticos. A maioria é esporádica, mas existem aqueles que são familiares. Os 

cânceres familiares têm a tendência de se apresentar numa fase mais precoce da vida [3].  

Estima-se que em 2012 surgiram cerca de 14,1 milhões de casos de câncer e 8,2 

milhões de óbitos. De um modo geral, as maiores taxas de incidência dessa doença foram 

observadas em países desenvolvidos. No Brasil, a estimativa para 2018-2019 é que ocorram 

600 mil novos casos de câncer. (INCA) 

 

1.2 BASES MOLECULARES DO CÂNCER 

 

No processo de carcinogênese, para que as células tumorais adquiram as chamadas 

“características do câncer”, é necessário que ocorra a desregulação (ativação ou inibição) de 

grupos específicos de genes, que são: os oncogenes, os supressores de tumor e genes de 

integridade do genoma [3].  

Alguns genes conduzem a um fenótipo transformado quando superexpressos em 

células. Esses genes são chamados de oncogenes. Os oncogenes, majoritariamente, são 

versões mutadas ou superexpressas de genes celulares normais, os proto-oncogenes [3].  

Os oncogenes são reguladores positivos da proliferação celular, por isso, devido a sua 

elevada ativação no câncer, estão diretamente relacionados com a multiplicação exacerbada 

de células tumorais. Eles codificam proteínas com diferentes funções, tais como, fatores de 

crescimento, receptores da superfície celular, transdutoras de sinal, reguladoras do ciclo 

celular e inibidoras de apoptose [3].  

Os oncogenes normalmente resultam de mutações dominantes, ou seja, uma mutação 

em um único alelo de um proto-oncogene é suficiente para provocar a sua hiperativação 

(Figura 3) [4].  Entre os oncogenes, os mais frequentemente hiperativos no câncer por meio 

de mutação dominante, são os genes da família RAS (HRAS, KRAS e NRAS). Genes RAS 

(Rat sarcoma viral oncogene) codificam proteínas transdutoras de sinal envolvidas na 

superativação de receptores de crescimento e, consequentemente, na produção elevada de 

sinais mitógenos, que provocam a proliferação descontrolada de células tumorais [3].  
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Os genes supressores de tumor são aqueles que impedem o crescimento celular 

descontrolado quando, ao sofrer mutação, permitem o desenvolvimento de um fenótipo 

transformado. Mutações em genes supressores de tumor são recessivas e inativadoras, ou 

seja, mutações em ambos os alelos do gene são necessárias para que ele se torne hipoativo 

(Figura 3) [4]. 

 

O gene retinoblastoma (Rb) é considerado um gene “governante”, sendo o principal 

responsável pelo ponto de checagem G1/S do ciclo celular. A proteína RB interrompe o ciclo 

em G1, apenas permitindo a progressão para fase S após a checagem da integridade do DNA 

e confirmação de que a célula está totalmente apta para a divisão celular. Desta forma, ela 

evita a proliferação de células defeituosas. O gene RB é um dos supressores de tumor mais 

mutados no câncer, com taxas de mutação de: 10-30% (câncer de mama), 10-70% (câncer de 

Figura 3. Mutações ativando oncogenes e inibindo genes supressores de tumor. Fonte: 

Alberts et al., 2010b.  
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bexiga, 30-60% (câncer de próstata), >90% (câncer de pulmão de células pequenas), 35-40% 

fígado e 35-60% (osteossarcoma) [5, 6].  

O gene TP53 é considerado um “guardião do genoma”, ele é o principal gene 

supressor de tumor. Age diretamente no reconhecimento e reparo de tipos específicos de 

dano ao DNA, evitando que células com o DNA danificado se propaguem. Entretanto, a 

perda da função desse gene permite e acelera a aquisição de mutação em oncogenes e genes 

supressores de tumor, podendo levar ao desenvolvimento do câncer [4].   

Mutações no gene TP53 estão presentes em mais de 50% dos cânceres conhecidos e 

em alguns casos, elas ocorrem com elevada frequência, como no carcinoma de ovário com 

95% de frequência, o carcinoma espinocelular com 84%, o carcinoma de cabeça e pescoço 

com 67% , o adenocarcinoma de esôfago com 65% e o osteossarcoma 40-60%  [7, 8]. 

 

1.3 OSTEOSSARCOMA 

 

O osteossarcoma é um tumor extremamente agressivo e apresenta alto potencial 

metastático. É classificado como uma neoplasia mesenquimal maligna, onde o tumor produz 

tecido osteóide defeituoso [9]. Comumente atinge crianças, adolescentes e adultos jovens, 

podendo incidir em pessoas com idade superior a 60 anos. Seu desenvolvimento se dá, em 

maior frequência, nas extremidades de ossos longos inferiores [10, 11], surgindo comumente 

em locais de rápido crescimento ósseo, como: o fêmur distal, a tíbia proximal e o úmero 

proximal. Esse fato reforça a relação entre crescimento ósseo e o surgimento do 

osteossarcoma [12]. Aproximadamente 80% dos casos de osteossarcoma em pacientes jovens 

tiveram sua origem nos ossos longos inferiores e 27-43% em pessoas de meia idade e 

idosos [11]. 

Por se tratar de um tumor com alta propensão para invasão local e metástase, a taxa 

de sobrevivência é afetada significativamente e a resistência à quimioterapia dificulta o 

sucesso do tratamento. Uma característica bem definida do osteossarcoma, que também é 

partilhada com outras neoplasias mesenquimais, é o fato de que a metástase ocorre através 

da via hematogênica, ou seja, através das vias sanguíneas. Essa é a principal causa de morte 

por metástase pulmonar [9]. 
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Apesar de ter havido tentativas de melhorias nas técnicas cirúrgicas, bem como na 

quimioterapia, estima-se que cerca de 30% dos pacientes acometidos por esse mal ainda 

venham a óbito em cinco anos, por metástase pulmonar [13].  

As bases moleculares da patogênese do osteossarcoma melhor estabelecidas são 

alterações genéticas nos genes supressores de tumor RB e TP53. Pessoas carregando 

mutações no gene RB apresentam uma incidência de osteossarcoma 500 vezes maior do que 

pessoas sem essas mutações [14]. A perda da função de RB está presente em até 60% dos 

casos de osteossarcoma e está relacionada com a severidade da doença e resposta ineficiente 

aos tratamentos [6]. 

A frequência de mutações no gene TP53 é de 40-60% nos osteossarcomas mais 

agressivos e 1% nos osteossarcomas não agressivos. A proteína p53 também é inativada em 

osteossarcomas através da elevada expressão da proteína MDM2 (“mouse double murine 2”), 

que é a principal inibidora da p53. O gene MDM2 está amplificado em 17% dos casos de 

osteossarcoma e a superexpressão desse gene está diretamente ligada com a inativação de 

p53 e desenvolvimento de metástases [9].   

          O osteossarcoma, assim como outros tumores, são resistentes à apoptose. Entretanto, 

o osteossarcoma é especialmente resistente a um tipo especial de apoptose, chamado de 

anoikis. A anoikis é uma forma de apoptose que é impelida quando as células se encontram 

desprendidas da membrana ou matriz basal. O osteossarcoma é altamente metastático, pois 

as células se apresentam propensas a se separar dos componentes da matriz. Assim, a 

resistência a anoikis é fundamental para que essas células sobrevivam e possam metastizar 

[15, 16]. 

       A propensão do osteossarcoma em causar metástases também está relacionada com a 

elevada capacidade de migração e invasão celular. Por sua vez, esses dois processos celulares 

estão ligados com a desregulação da transição epitélio mesenquimal (EMT) e expressão de 

metaloproteinases de matriz (MMPs). As MMPs promovem a degradação da matriz 

extracelular, permitindo que as células se desprendam da membrana basal e possam migrar 

e invadir outros tecidos [17, 18]. A EMT propicia que as células adquiram um fenótipo 

mesenquimal, ou seja, maior motilidade e invasividade. Por isso, tanto a expressão de 

metaloproteinases quanto o processo de EMT estão superativados em tumores metastáticos, 

incluindo osteossarcoma [17-19]. A regulação desses processos está fortemente associada à 
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expressão de fatores de transcrição desregulados no câncer, tais como, p53 e Sp1. A p53 

regula negativamente a EMT e a expressão de metaloproteinases, portanto, a  perda da função 

de p53 está envolvida com a ativação desses processos [20, 21]. Por outro lado, Sp1, um 

parceiro da p53 na regulação de muitos genes, atua induzindo o processo de EMT e a 

expressão de metaloproteinases e, diferentemente da p53, a proteína Sp1 encontra-se 

superativa em diferentes tipos de câncer, incluindo osteossarcoma [22-24]. 

 

1.4 p53 

 

A proteína p53 é um fator de transcrição que tem como função primária manter a 

homeostase celular em resposta a sinais de estresse.  Ela é regulada negativamente pela 

MDM2, uma ligase de ubiquitina E3 que ubiquitina a p53, sinalizando para que ela seja 

degradada pelo proteossoma. Da mesma forma, MDM2 é regulada transcricionalmente por 

p53. Em diversos tumores a MDM2 se apresenta superexpressa, consequentemente, a função 

da p53 é diminuída. Portanto, estudos corroboraram a ideia de que a diminuição dos níveis 

de MDM2 leva a um aumento na atividade da p53 [25]. Em células livres de stress, a p53 

tem meia vida curta. Quando a célula sofre stress a p53 é ativada por diversas moléculas 

sensoras, que catalisam modificações pós-traducionais da p53, por exemplo, a fosforilação. 

Essas modificações inibem a interação entre p53 e MDM2, aumentando a estabilidade e a 

atividade transcricional da p53. Como consequência dessa ativação, a p53 passará a regular 

positivamente um conjunto de genes. Esses genes podem promover morte celular, apoptose, 

senescência ou parada do crescimento (Figura 4) [26]. Estudos têm demonstrado que a p53 

pode reprimir a atividade promotora de vários genes antiapoptóticos e do ciclo celular 

promovendo apoptose. Do mesmo modo sua inativação pode causar uma diminuição da 

morte de células tumorais induzida por apoptose [25, 27]. 
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Figura 4. Regulação da proteína p53. Em condições normais, MDM2 promove a 

ubiquitinação e posterior degradação da p53. Estresses celulares como ativação de 

oncogenes, induzem a ação de p14arf que impede a interação de MDM2 com a p53. Danos 

no DNA ou agentes quimioterápicos induzem proteínas quinases (ATM e ATR) que ativam 

proteína quinase dependente de DNA (DNA-PK) e caseína quinase II que, por sua vez, 

fosforilam a p53, diminuindo a ligação dela com a proteína MDM2. Esses processos 

aumentam os níveis da proteína p53 que, então, promove a transcrição de genes dependentes 

da p53. Fonte: Bullock e Fersht, 2001. 
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No câncer, em adição à superexpressão de MDM2, a p53 é inativada por diferentes 

tipos de mutação. Algumas mutações podem provocar alterações conformacionais na p53, 

reduzindo sua capacidade de se ligar ao DNA e regular a transcrição. Além disso, em alguns 

tumores ocorre a deleção completa do gene p53 e isso tem uma significativa implicação na 

origem e desenvolvimento do tumor [28].   

As formas mutantes da p53 podem acumular-se na célula tumoral. Esse acúmulo tem 

sido atribuído à não indução da expressão de MDM2, dessa forma não acontece o ciclo 

regulatório entre p53 e MDM2. Esse alto nível de expressão da p53 mutante favorece o ganho 

de nova função (GOF), processo no qual a proteína p53 mutante não apenas perde a função 

supressora de tumor, mas também ganha novas atividades para promover tumorigênese [29].  

Supõe-se que a p53 selvagem seja inibidora de metástase por regular 

transcricionalmente alvos que estão ligados às principais vias metastáticas, incluindo EMT, 

migração celular, entre outros. Por outro lado, proteínas p53 com mutações GOF estão 

envolvidas com o fenótipo metastático de tumores, indução de proliferação e resistência a 

apoptose [29, 30]. Algumas moléculas pequenas de baixo peso molecular, como PRIMA-1 e 

CP-31398, são capazes de recuperar a conformação ativa de p53 mutante, restaurando sua 

capacidade de ativar a transcrição de genes supressores de tumor [31, 32]. A restauração da 

função selvagem da p53 em tumores avançados pode levar à uma significativa regressão do 

tumor. Estudos já comprovam que o reparo da p53 em tumores é uma estratégia efetiva em 

pacientes [28]. 

A eficácia de tratamentos antitumorais prejudiciais ao DNA, como a doxorrubicina, 

a cisplatina e a irradiação gama, depende, mesmo que parcialmente, da resposta mediada pela 

p53 a esses danos. Portanto, mutações na p53 levam, com frequência, à resistência a esse tipo 

de tratamento. Daí a importância de se encontrar mecanismos capazes de aumentar a 

atividade da p53 [9]. 

 

1.5 SP1 

 

Sp1 (proteína de especificidade 1) faz parte de uma família de fatores de transcrição 

que também inclui Sp2, Sp3 e Sp4. Esta família de genes está envolvida em uma extensa 

variedade de processos biológicos que são primordiais e se mostram significativos para o 
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crescimento celular, diferenciação, apoptose e carcinogênese. Sp1 é um fator de transcrição 

ubiquitamente expresso, que reconhece a sequência consenso rica em CG 5 ′ - (G / T) 

GGGCGG (G / A) (G / A) (C / T) -3 ′ e interage com o DNA através de três dedos de zinco 

localizados no seu domínio C-terminal [33].  

Sp1 é um dos ativadores transcricionais mais bem caracterizados. Ele atua se ligando 

a sequências ricas em CG. Tais sequências são necessárias para a expressão e regulação de 

uma variedade de genes. Sp1, bem como os outros membros de sua família, comumente 

encontram-se superexpressos em diversos cânceres humanos. Geralmente, Sp1 é considerado 

um fator prognóstico negativo correlacionando-se, ainda, com o estágio do tumor, bem como 

com o prognóstico ruim. Seus genes-alvo estão envolvidos, basicamente, com a proliferação 

celular e oncogênese. Esses genes alvo regulam as “características marcadoras do câncer”: 

autossuficiência em sinais de crescimento, insensibilidade a sinais anticrescimento, entre 

outras [33]. 

A proteína Sp1 passa por diversas modificações pós-transcricionais responsáveis por 

regular sua degradação e atividade transcricional, como: fosforilação, sumoilação, acetilação 

e glicosilação. Níveis alterados de fosforilação aparentemente resultam em mudanças nas 

atividades de ligação ao DNA. Ao que parece, a acetilação aumenta a ligação de Sp1 ao 

DNA, enquanto a sumoilação, supostamente, aumentaria sua degradação [34].  

Sp1 ativa a transcrição de genes codificadores de ciclina quinases, tais como ciclinas 

do tipo D e E, Cdk2, assim como os genes E2F-1 e c-myc, que participam ativamente da 

progressão do ciclo celular da fase G1 para fase S [34]. Sp1 também atua na regulação da 

expressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Altos níveis de expressão de 

Sp1 unido ao aumento da expressão de VEGF, acarretam baixa sobrevida em pacientes com 

câncer gástrico ressecado [35]. Sp1 também controla a expressão da proteína antiapoptótica 

survinina, gerando importantes consequências na terapia contra o câncer, como resistência à 

droga/radiação e recidiva do tumor [36].  

Identificou-se que o Sp1 atua como um determinante na apoptose induzida por p53. 

A p53 ativada medeia a repressão transcricional proapoptótica via recrutamento de Sp1. Sem 

o recrutamento de Sp1, a p53 não poderia conferir a repressão transcricional pró-apoptótica 

e, embora genes pró-apoptóticos sejam induzidos, a apoptose eficiente não seria 

desencadeada [37]. Estudos demonstram que Sp1 pode induzir apoptose dependente da 
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ativação de p53 em linhagens tumorais de pulmão, cólon e mama. O efeito da superexpressão 

de Sp1 no crescimento celular foi testado em diversas linhagens celulares e, em todas as 

linhagens com p53 selvagem, a apoptose foi induzida. Entretanto, nas linhagens celulares 

com p53 mutante ou deletado isso não aconteceu, demonstrando o importante papel da 

ativação de p53 juntamente com Sp1 superexpressa [38]. 

Sp1 é um dos diversos fatores de transcrição que se ligam ao promotor do gene MMP-

9 com o intuito de induzir sua transcrição. Estudos demonstram que a inibição de MMP-

9 ocorre devido ao aumento da degradação de SP1, diminuindo dessa forma sua atividade 

transcricional [39].  

Da mesma forma, a região reguladora do gene da MMP-2 humana contém elementos 

para ligação de Sp1. Estudos demonstram que a Sp1 desempenha um papel fundamental no 

controle da expressão de MMP-2 no câncer de pulmão, sugerindo uma provável ligação de 

Sp1 na regulação da transcrição do gene MMP-2 e, como resultado, causando um fenótipo 

invasivo e angiogênico nas células [23, 40].  

Em geral, a superexpressão de SP1 é apontada como uma das causas pela qual ocorre 

invasão de células cancerígenas via modulação de MMPs [41]. A redução da proteína Sp1 

pode inibir tanto a expressão transcricional quanto a atividade enzimática de MMP-2 e MMP-

9 e, consequentemente, diminuir a motilidade, invasividade e angiogênese de células 

tumorais [40, 42-44]. 

 

1.6 PROCESSOS ENVOLVIDOS NA METÁSTASE  

 

Os tumores se apresentam, inicialmente, como lesões delimitadas ao órgão no qual 

se manifestam. Eventualmente essas lesões podem progredir e ocupar locais secundários 

distantes. Essa ocorrência é denominada metástase. As mesmas têm sido consideradas como 

responsáveis pela letalidade dos tumores. Os mecanismos pelos quais as células tumorais se 

soltam de seu sítio primário, adentram a corrente sanguínea, extravasam para os órgãos 

distantes e estabelecem crescimento em locais secundários ainda não são completamente 

assimilados. A transição epitélio mesenquimal e a ativação de proteases que degradam a 

membrana basal e a matriz extracelular (MEC) têm sido consideradas como facilitadoras 
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nesse processo metastático. As proteínas da MEC que compõem a membrana basal atuam 

como uma barreira contra a invasão celular [45].  

A membrana basal é rica em colágeno IV, proporcionando um substrato para a adesão 

das células tumorais em migração. A degradação dessa membrana acarreta a ativação de 

diversos fatores de crescimento que são fundamentais para angiogênese, crescimento tumoral 

e metástase. Apesar desses processos atuarem contribuindo para a capacidade de uma célula 

tumoral sair de seu sítio primário e adentrar a circulação, genes responsáveis pela intervenção 

nesses passos iniciais, supostamente, não são os únicos responsáveis pela metástase. A célula 

para se mover em direção a um sítio secundário precisa sobreviver na circulação, extravasar 

a corrente sanguínea até o órgão secundário, crescer e se dividir (Figura 5). Portanto, a 

capacidade de uma célula tumoral em vencer esse processo metastático completo pode exigir 

uma abundância de mutações somáticas, alterações na expressão gênica e no metabolismo, 

permitindo a conclusão de cada uma das etapas necessárias [46, 47]. 
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As metaloproteinases de matriz (MMPs) são uma família de endopeptidases 

dependentes de zinco. Elas se encontram envolvidas em uma série de processos fisiológicos 

incluindo inflamação, cicatrização de feridas, embriogênese e desempenham um importante 

papel na degradação da membrana basal. No osteossarcoma, as gelatinases MMP-2 e MMP-

9 são de fundamental importância na progressão tumoral. Estudos demonstram que a 

deficiência combinada de MMP-2/MMP-9 em camundongos prejudicou significativamente 

a angiogênese e invasão tumoral [30]. Além disso, a metástase é inibida quando as MMP-

2/MMP-9 são reguladas negativamente em algumas linhagens celulares e, em contrapartida, 

a indução de MMP-2/MMP-9 facilita a metástase nessas linhagens [48]. 

Figura 5. Processo metastático. (A) As células tumorais presentes no tumor primário adquirem 

um fenótipo invasivo. (B) Células tumorais invadem a matriz extracelular e migram em direção 

aos vasos sanguíneos, onde intravasam e entram na circulação para serem transportadas para 

órgãos distantes. Células tumorais viajando pela circulação são células tumorais circulantes 

(CTCs) e possuem sobrevivência independente de ancoragem. (D) No sítio secundário, as CTCs 

saem da circulação e invadem o tecido. (E) Nesse novo microambiente, as células tumorais 

devem evitar a resposta imune e sobreviver como célula única ou pequeno conjunto de células 

(micrometástase). (F) Após adaptação ao novo tecido, as células tumorais podem iniciar a sua 

proliferação, formando macrometástases. Fonte: Chaffer e Weinberg, 2011. 



14 
 

Atualmente, as MMPs têm sido consideradas como exercendo um papel mais 

diversificado em diversas etapas da progressão tumoral, incluindo angiogênese, crescimento 

e diferenciação celular, apoptose, migração e invasão [49].  A proteína p53 é capaz de regular 

a expressão de MMPs [50]. A inativação da p53 está estreitamente relacionada à regulação 

positiva de MMPs 1, 2 e 9, bem como com a dissociação da membrana basal, demonstrando 

a complexidade da regulação das MMPs pela p53 [51].  

Os TIMPs (tissue inhibitors of metaloproteinases) são inibidores naturais da atividade 

de MMPs, portanto, existe a possibilidade de que um desequilíbrio nas concentrações de 

MMPs possa ocorrer quando há decréscimo simultâneo na produção de TIMP, levando a um 

consequente remodelamento da MEC dependente de MMPs, em locais de invasão tumoral. 

Durante a metástase, as células tumorais encontram-se comprometidas com inúmeras 

interações, tanto com a própria MEC quanto com proteínas, fatores de crescimento e citocinas 

relacionadas à MEC. Comumente a invasão, a migração de células cancerígenas e a 

remodelação tecidual mediada por células cancerígenas são os processos que se relacionam 

positivamente e mais amplamente com os níveis de MMPs [52].  

As MMPs geralmente são encontradas superexpressas em tumores metastáticos e essa 

superexpressão pode resultar em tumores invasivos por meio da indução da transição epitélio 

mesenquimal [53].   

O processo de EMT está diretamente envolvido com a perda de adesão celular e 

morfologia epitelial. Dessa forma, a célula epitelial diminui a expressão de proteínas 

juncionais, como E-caderina e tem um aumento de marcadores mesenquimais, como N-

caderina e Vimentina. A perda de E-caderina e ganho de N-caderina é a principal 

característica da EMT, tem sido observada em diversos tipos de câncer e o entendimento é 

de que essa troca pode ser a responsável por propriedades invasivas e móveis das células 

cancerosas, já que tais alterações nas moléculas de adesão celular causam grande impacto 

nos processos de adesão célula-célula e adesão célula-matriz e, consequentemente, em seu 

potencial metastático (Figura 6)  [30, 46, 54].  

A E-caderina, em conjunto com outros membros do complexo adesivo como a β-

catenina, regula a adesão celular, sinalização e transcrição, controlando a progressão 

metastática. Quando a β-catenina se desloca da estrutura adesiva para o núcleo, ocorre a 

ativação transcricional de diversos genes-alvo que também estão relacionados com a 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cdh2
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cdh2
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/vimentin
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propagação de um fenótipo mesenquimal [55].  Entende-se que  sinais de iniciação, como 

HGF, EGF e fator de crescimento transformador β (TGF-β), dão início ao processo de EMT, 

acarretando uma regulação positiva dos fatores de transcrição indutores de EMT, como Snail, 

Slug e Twist. Esses fatores têm sido considerados como causadores da expressão das 

proteínas envolvidas na EMT e estão, portanto, ligados à metástase [56]. Snail e Slug estão 

comprometidos com a regulação negativa da E-caderina e a expressão entre o Snail e E-

caderina, é inversamente proporcional em diversos tipos de câncer [57]. Snail e Slug também 

foram encontrados atuando na regulação positiva de MMP-2 e MMP-9 e subsequente 

iniciação e manutenção prolongada da EMT [58, 59]. 

 A ativação da proteína p53 é capaz de reduzir os níveis de Snail e Slug regulando 

negativamente a EMT [60]. Além disso, essa proteína regula a expressão do MDM2 que, por 

sua vez, degrada Slug com consequente aumento da expressão de E-caderina [61]. Como 

Snail e Slug são os principais reguladores da EMT, a capacidade da p53 de se opor à função 

desses genes destaca a importância da p53 para manutenção de um fenótipo 

epitelial. Observou-se, ainda, que Twist é capaz de se opor à função da p53, demonstrando 

que a perda de p53 é de fundamental importância para a capacidade das células de se 

submeterem a EMT [62].  

Estudos demonstram que a superexpressão de p53 em células epiteliais que sofreram 

EMT resultaram na sua reversão para um fenótipo epitelial [63-65].  Acredita-se que a p53 

inibe a metástase pela regulação transcricional de alvos que estão implicados nas principais 

vias de metástase, incluindo migração celular, EMT, stemness, interações de ECM e anoikis 

[66]. Sendo a EMT tão importante no processo metastático, a eficácia da p53 em regular 

negativamente a EMT pode auxiliar no entendimento da razão dos tumores deficientes em 

p53 terem um prognóstico ruim [67].  

Sabe-se que a EMT confere um fenótipo migratório às células tumorais, entretanto, 

tem sido considerado que células epiteliais também podem obter a capacidade de migração e 

invasão de tecidos circundantes, sem que o processo de EMT seja iniciado completamente. 

Dessa forma, apenas um ou alguns marcadores de EMT estariam ativados. Além do controle 

da expressão das proteínas de EMT, a proteína p53 tem a capacidade, ainda, de atuar nas vias 

de sinalização (WNT, TGF-beta, adesão célula-matriz) que modulam a MEC, a migração 

celular e as respostas que participam da invasão e metástase [68].  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transforming-growth-factor-beta
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1044579X15000231?via%3Dihub#bib1490
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Figura 6. Processo de transição epitélio mesenquimal (EMT). Durante o processo de EMT 

ocorre a perda do contato célula-célula e polaridade celular, o que direciona a célula epitelial 

em direção a um fenótipo mesenquimal, conferindo às células maior potencial de migração 

e invasão. A perda do marcador epitelial E-caderina, mediada pela elevada expressão de 

seus repressores transcricionais (Snail, Slug, Twist e Zeb) é um evento iniciador da EMT, 

enquanto a concomitante superexpressão de N-caderina e Vimentina ajuda a estabilizar o 

fenótipo mesenquimal adquirido. Fonte: Morandi et al., 2017. 
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1.7 CHALCONAS 

Chalconas, um grupo de enonas aromáticas, compõem o núcleo central de 

importantes compostos biológicos que são encontrados em plantas. Esses compostos 

fenólicos apresentam a estrutura de 1,3-difenil-2-en-1-ona (Figura 7) e são pertencentes à 

família dos flavonoides, comumente originadores da pigmentação amarela em plantas. Por 

outro lado, também podem ser encontrados em caules, raízes, folhas, frutos e sementes [69, 

70].  

 

 

 

 

As chalconas são originárias da via biossintética dos flavonoides, ou seja, são 

precursores comuns da biossíntese de outros flavonoides e isoflavonoides. Por sua ampla 

disponibilidade, bem como estrutura simples e variedade, esses compostos vêm sendo 

considerados na busca de moléculas que apresentam potencial terapêutico. Embora as 

chalconas surjam naturalmente, elas também podem ser disponibilizadas em maior 

quantidade através de sua síntese química e apresentam uma grande variedade sintética. A 

síntese por condensação de Claisen-Schmidt é o método mais empregado e consiste na 

condensação de um aldeído aromático e uma cetona apropriada em um solvente polar 

(metanol ou etanol), utilizando-se uma base (NaOH ou KOH) como catalisador (Figura 8) 

[71]. 

Figura 7. Estrutura geral das chalconas (1,3-difenil-2-en-1-ona). As chalconas são 

formadas pelos anéis aromáticos A e B unidos entre si por um grupo cetona α, β-insaturado. 

Fonte: Go et al., 2005 
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As chalconas são detentoras de uma ampla variedade de propriedades biológicas, 

como: analgésica, antioxidante, antifúngica, antibacteriana, antiprotozoária, “protetora 

gástrica”, antimutagênica, antitumorigênica, anti-inflamatória e anticancerígena [72].  

Suas atividades biológicas, especialmente anticancerígena, são comumente atribuídas 

ao grupo cetona α, β-insaturado, que pode reagir com grupos tióis, tais como aqueles 

presentes em resíduos de cisteína de proteínas envolvidas em vias desreguladas na 

carcinogênese [73]. Contudo, modificações estruturais dos anéis aromáticos A e B com 

grupos halogênios, hidroxilas, carboxílicos, entre outros, proporcionam a obtenção de 

derivados sintéticos, aumentando assim sua bioatividade e potencializando as suas aplicações 

terapêuticas contra o câncer (Figura 9) [74, 75].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Síntese de chalcona por condensação de Claisen-Schmidt. Fonte: Go et al., 

2005. 

Figura 9. Modificações estruturais de chalconas relacionadas com 

atividade antitumoral. Fonte: Karthikeyan et al., 2015. 
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As chalconas vêm demonstrando atuar em cada um dos processos envolvidos na 

carcinogênese. Desde a iniciação do tumor, onde elas apresentam propriedades anti-iniciação 

devido às suas atividades antioxidantes através da captura de espécies reativas de oxigênio 

(ROS); bem como na promoção do tumor, inibindo a constituição e estimulação de 

promotores tumorais endógenos como as prostaglandinas e, ainda, na progressão do tumor, 

devido às suas propriedades citotóxicas, antiproliferativas e apoptóticas [76-78]. Além disso, 

algumas chalconas podem reduzir a motilidade e invasividade de células tumorais. As 

mesmas apresentam, ainda, capacidade de inibir a angiogênese do tumor, demonstrando 

potencial para regulação da metástase, uma vez que o crescimento de tumores e 

desenvolvimento de metástases necessitam da formação de novos vasos sanguíneos. Esses 

vasos aumentam o crescimento do tumor por fornecerem oxigênio e nutrição. Também 

auxiliam as células tumorais a migrar, invadir e metastizar [5].  

Estudos recentes mostram que as chalconas possuem potenciais atividades inibitórias 

contra várias células cancerígenas, incluindo próstata, rim, cólon, pulmão, mama, fígado, 

bexiga, leucemia e cânceres de pele, atuando na indução de apoptose bem como na parada 

do ciclo celular através da regulação de diversas moléculas de sinalização, como a proteína 

supressora de tumor p53 [79-81]. Chalconas contendo substituições de cloro no anel 

aromático A nas posições 3 e 4, podem atuar rompendo a ligação entre MDM2 e p53, 

evitando a degradação da p53 mediada por MDM2 e, consequentemente, recuperando a 

atividade inibidora de crescimento da p53 [82, 83]. Do mesmo modo, já foi demonstrado que 

as chalconas podem regular a p53 via inibição de SIRT1. SIRT1 interage com a p53 e provoca 

a sua desacetilação, facilitando a degradação da p53, acarretando, dessa forma, a proliferação 

do tumor. A inibição da SIRT1 pode levar à re-expressão de genes supressores de tumor 

regulados pela p53, provocando a supressão do crescimento de células tumorais [84].  

Chalconas também ativam p53 através da inibição do proteossoma. O proteossoma é 

um complexo proteico multicatalítico que atua na degradação de proteínas intracelulares 

danificadas que se apresentam de forma incorreta e, até mesmo, aquelas inúteis para a célula. 

Chalconas que reprimem a atividade do proteossoma demonstraram elevada citotoxicidade 

contra linhagens de câncer de cólon mediada pela estabilização da p53 e de outras proteínas 

ubiquitinadas [85]. Através do seu grupo cetona α, β-insaturado algumas chalconas podem 

interagir com grupos sulfidrila de cisteínas no sítio ativo de enzimas deubiquitinantes, 
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diminuindo a quantidade de ubiquitina livre na célula e, assim, ocasionando uma rápida 

acumulação de proteínas poliubiquitinadas (p53) e repressão de proteínas que induzem 

progressão do ciclo celular (ciclina D1) [86]. As chalconas, ainda, através do grupo cetona α 

β-insaturado, podem interagir com resíduos de treonina N-terminal no sítio ativo do 

proteossoma, inibindo a atividade catalítica do mesmo [87].   

As chalconas, devido à sua estrutura química variada, podem induzir apoptose 

atuando diretamente em duas vias: mitocondrial e/ou estimulando receptores de morte. A via 

mitocondrial da apoptose é regulada pelas proteínas da família Bcl-2. Proteínas pró-

apoptóticas incluem Bak, Bad ou Bax, enquanto as antiapoptóticas, incluem Bcl-2, Bcl-xL, 

Bcl-W, XIAP e survivina. Tais proteínas atuam regulando a permeabilidade da membrana 

mitocondrial, induzindo uma desestabilização da mesma, levando à liberação do citocromo 

C e, por fim, a ativação de caspases que disparam o processo apoptótico. A chalcona 

Flavokawain A, por exemplo, induz apoptose pela via mitocondrial em células de câncer de 

bexiga através da ativação de BAX e repressão de Bcl-X [88].  A via de apoptose mediada 

por receptor de morte apresenta uma citocina denominada TRAIL (ligante indutor de 

apoptose relacionado ao TNF) que se liga a receptores de morte específicos, DR-5 e DR-4, 

ativando o processo de apoptose. Estudos demonstraram que as  chalconas flavokawain B, 

pandaturina A e cardamonina induziram apoptose por regulação positiva de receptores de 

morte DR-5 e DR-4  e do ligante TRAIL em linhagens de células de câncer de próstata, 

leucemia e colorretal [74, 89].  

Em adição ao efeito pró-apoptótico, a atividade antimigração e anti-invasão das 

chalconas mediada por regulação de metaloproteinases e EMT, também vem sendo relatada 

em alguns estudos. Por exemplo, a buteína 3,4,2’,4’-tetrahidroxichalcona reduz a migração 

e invasão celular em câncer de próstata, fígado e bexiga através da atenuação da atividade de 

MMPs mediada pelo bloqueio da atividade transcricional do NF-κB [90, 91]. Além disso, a 

buteína, assim como as chalconas cardamonina e licochalcona A, também pode reprimir a 

migração, invasão, angiogênese e atividade de MMPs através da regulação do  transdutor de 

sinal e ativador da transcrição 3 (STAT3), que é um fator de transcrição capaz de exercer um 

papel fundamental na transformação maligna, crescimento celular, migração, invasão, 

inflamação e angiogênese, levando ao aumento da expressão de vários genes, como MMP-2, 

MMP-9, Bcl-xL, Bcl-2, ciclina D1, Mcl-1 e VEGF [92-94].  
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A cardamonina também se mostra capaz de inibir a via de sinalização WNT/beta-

catenina, frequentemente ativada de forma descontrolada em tumores, contribuindo para a 

progressão tumoral e processo de EMT [95]. Essa chalcona promove a degradação da beta-

catenina intracelular e, consequentemente, reduz a expressão de oncogenes dependentes de 

beta-catenina [95, 96]. O bloqueio da via WNT em células de osteossarcoma pode levar a 

reversão da EMT através da indução de E-caderina e repressão de N-caderina, MMP-2 e 

MMP-14 [97]. A chalcona xanthohumol, a principal prenilcalcona do lúpulo, já demonstrou 

potencial em regular EMT e reprimir invasão celular através da indução de E-caderina [98].  

Como descrito anteriormente, as chalconas demonstram potencial antitumoral devido 

a capacidade destas moléculas de induzirem apoptose, inibirem migração e invasão celular, 

regularem a expressão de metaloproteinases e genes envolvidos com EMT, processos 

cruciais para o desenvolvimento tumoral e que são regulados por diversos fatores, entre eles, 

a proteína supressora de tumor p53. A reativação de p53 em células tumorais é considerada 

uma estratégia terapêutica relevante para o tratamento do câncer. Algumas chalconas já 

demonstraram potencial de ativar a p53 em diversas células tumorais [80, 81, 99], inclusive 

em osteossarcoma humano, no qual a trans-chalcona, que é a mais simples das chalconas, foi 

capaz de exercer efeito antitumoral através da indução da proteína p53 e repressão da Sp1 

[100].  

Alguns relatos têm sugerido que diversas chalconas podem exibir, com frequência, 

uma inibição preferencial  por células de câncer que possuem p53 selvagem do que em 

células de câncer que possuem p53 mutante ou nula, tendo suas atividades inibitórias 

dependentes da ativação da p53. A maioria destas chalconas seletivas para p53, contudo, 

exerceram uma atividade limitada, demonstrando a necessidade de desenvolver derivados de 

chalconas mais potentes [79]. 

Desta forma, neste trabalho foi avaliado o potencial citotóxico e antimigração de 67 

chalconas (derivadas da trans-chalcona), com substituições em seus anéis aromáticos, em 

linhagens de osteossarcoma humano com diferentes status de p53 (selvagem, mutante, nula). 

Objetivou-se identificar novos agentes para o tratamento do osteossarcoma por triagem de 

atividade envolvendo p53, o que se justifica pelo potencial de moléculas que modulam p53 

induzirem a regressão de tumores sem afetar, significativamente, tecidos normais. 
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2. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste projeto foi avaliar o efeito antimetastático de chalconas em 

linhagens celulares de osteossarcoma com diferentes status de p53. Nesse sentido, os 

objetivos específicos foram: 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar o IC50 de chalconas nas linhagens de osteossarcoma U2OS (p53+/+), 

SAOS-2 (p53-/-) e MG63 (p53 mutante). 

 Avaliar o efeito de chalconas selecionadas sobre a atividade da MMP2 e MMP9 nas 

linhagens de osteossarcoma. 

 Avaliar a capacidade de migração e invasão de linhagens de osteossarcoma tratadas 

com chalconas selecionadas. 

Analisar o perfil de expressão de Sp1, p53, MMP-9, MMP-2 e genes relacionados com 

EMT em células de osteossarcoma tratadas com chalconas selecionadas. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1) LINHAGENS CELULARES 

 Para ensaios in vitro, foram utilizadas as linhagens celulares de osteossarcoma U2OS 

(p53 selvagem), SAOS-2 (p53 -/-) e MG63 (p53 mutante), adquiridas do Banco de Células 

do Rio de Janeiro (BCRJ).  

 

3.1.1)    CULTIVO CELULAR 

 

O cultivo das linhagens foi feito em monocamada confluente em garrafas de cultura 

de 75 cm2, mantidas a 37°C sob uma atmosfera umidificada com 5% de CO2. As linhagens 

U2OS e SAOS-2 foram cultivadas em meio de cultura McCoy´s 5A (Sigma-Aldrich®) 

suplementado com 10% e 15% de soro fetal bovino, respectivamente. Para a linhagem 

MG63 foi utilizado meio de cultura DMEM (Sigma-Aldrich®) de baixa concentração de 

glicose contendo 10% de soro fetal bovino. A linhagem HCAT foi cultivada em meio 

RPMI-1640 com 10% de soro. Todos os meios foram suplementados com 100 µg/mL de 

penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina.  

 

3.2 CHALCONAS 

 

Para a realização dos experimentos foi utilizado um total de 67 chalconas sintéticas, 

com grau de pureza verificado por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC), sendo 

obtidos compostos com pureza acima de 95%. Tais moléculas foram cedidas pelo Prof. Dr. 

Luís Octávio Regasini do Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas da UNESP-SJRP 

e Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho, do Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

e Núcleo de Investigações Químico Farmacêuticas da Universidade do Vale do Itajaí, SC. As 

chalconas foram dissolvidas em DMSO (Dimetilsulfóxido), obtido da Sigma-Aldrich®. A 

diluição das chalconas sintéticas foi padronizada de tal maneira que a concentração final do 

solvente permanecesse inferior ou igual a 0,5%, no intuito de que o mesmo não interferisse 

nos resultados dos ensaios de citotoxicidade. 
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Tabela 1. Características estruturais das 67 chalconas.   

Chalcona Anel A Anel B 
 R’2 R’3 R’4 R’5 R’6 R2 R3 R4 R5 R6 

T10 H H H H H H OH H H H 

T33 H H H H H H OH OH H H 

T37 H H H H H OH H H F H 

T38 H H H H H OH H H CH3 H 

G2 NH2 H H H H H H CH3 H H 

G3 NH2 H H H H H H F H H 

G4 NH2 H H H H H H Cl H H 

G5 NH2 H H H H H H Br H H 

G6 NH2 H H H H H H OCH3 H H 

G14 NH2 H H H H Phenyl  H H H 

G15 NH2 H H H H Phenyl  CH3 H H 

G18 NH2 H H H H H H C-F3 H H 

G19 NH2 H H H H H Phenyl H H H 

G20 NH2 H H H H  Thiophene 

G21 NH2 H H H H  Furan 

G23 NH2 H H H H H H CN H H 

G24 NH2 H H H H H H NO2 H H 

G25 NH2 H H H H H NO2 H H H 

D1 H H NH2 H H H H H H H 

D2 H H NH2 H H H H CH3 H H 

D3 H H NH2 H H H H F H H 

D4 H H NH2 H H H H Cl H H 

D5 H H NH2 H H H H BR H H 

D6 H H NH2 H H H H OCH3 H H 

D14 H H NH2 H H Phenyl  H H H 

D15 H H NH2 H H Phenyl  CH3 H H 

D18 H H NH2 H H H H CF3 H H 

D19 H H NH2 H H H Phenyl  H H 

D20 H H NH2 H H Thiophene 

D21 H H NH2 H H Furan 

D23 H H NH2 H H H H CN H H 

D24 H H NH2 H H H H NO2 H H 

D25 H H NH2 H H H NO2 H H H 

A1 H OCH3 OH H H H H NO2 H H 

A2 H OCH3 OH H H H H H H H 

A3 H OCH3 OH H H Furan 

A4 H OCH3 OH H H Thiophene 

A5 H OCH3 OH H H H N H H H 
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A6 H OCH3 OH H H H Phenyl  H H 

A8 H OCH3 OH H H H NO2 H H H 

A9 H OCH3 OH H H H H CH3 H H 

A10 H OCH3 OH H H H H F H H 

A11 H OCH3 OH H H H OH H H H 

A12 H OCH3 OH H H H H OH H H 

A14 H OCH3 OH H H H H Cl H H 

A15 H OCH3 OH H H H H OCH3 H H 

A17 H OCH3 OH H H H H C-F3 H H 

A19 H OCH3 OH H H H NO2 H H OH 

A20 H OCH3 OH H H Phenyl  H H OH 

M1 Furan-2-il OH H CH3 H H 

M2 Furan-2-il H OCH3 OCH3 H H 

M3 Furan-2-il H H H H H 

M4 Furan-2-il H H Morfolino H H 

M7 Furan-2-il H H CH3 H H 

M8 Furan-2-il H H OCH3 H H 

M9 Furan-2-il H H Cl H H 

M10 Furan-2-il H Cl Cl H H 

M12 Furan-2-il H H Imidazol H H 

M13 Furan-2-il H benzodioxol  H H 

F1 Furan-3-il OH H CH3 H H 

F2 Furan-3-il H OCH3 OCH3 H H 

F3 Furan-3-il H H H H H 

F4 Furan-3-il H H Morfolino H H 

F7 Furan-3-il H H CH3 H H 

F8 Furan-3-il H H OCH3 H H 

F9 Furan-3-il H H Cl H H 

F10 Furan-3-il H Cl Cl H H 

 

 

3.3 ATIVIDADE CITOTÓXICA 

 

Para o screening de citotoxicidade dos 67 análogos sintéticos de chalcona foi utilizado 

o ensaio de MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium Bromide). 

Primeiramente, as células foram cultivadas em placas de 96 poços, em uma concentração de 

1x104 células por poço durante um período de 24h, aclimatadas a temperatura de 37°C e a 

5% de CO2, para aderência. Após este período, as células foram submetidas ao tratamento 

por 24 horas com os análogos de chalconas na concentração de 15 µg/mL. As chalconas 

foram dissolvidas em DMSO, por isso, esse solvente foi utilizado como controle negativo 
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(DMSO 0,5%), enquanto que a doxorrubicina (2,5 µg/mL), um quimioterápico padrão, foi 

utilizada como controle positivo.   

Após o período de tratamento, o meio foi retirado e adicionado 200 µL de meio novo 

juntamente com 20 μL de MTT (5 mg/ml) por poço, diluído em Hanks previamente aquecido 

a 37°C, por um período de 3h, com o intuito de que ocorresse uma reação catalisada por 

desidrogenases mitocondriais que converte (nas células viáveis) o substrato (MTT) em 

cristais de formazan. Após o período de incubação, as placas foram centrifugadas a 4000 rpm 

por 5 minutos, para sedimentação dos cristais. O sobrenadante foi descartado e adicionado 

200 μl de DMSO para dissolução dos cristais de formazan e, em seguida, foram reincubadas 

por 1 hora.  A leitura da absorbância foi feita em leitor de microplacas ELISA (Thermo Plate 

reader) num comprimento de onda de 550 nm. Os ensaios foram realizados em três 

experimentos independentes. A citotoxicidade dos compostos foi determinada pelo cálculo: 

 

 % de inibição da viabilidade celular = [1(absorbância do poço 

experimental/absorbância do poço controle negativo)] x 100.  

 

3.4 ENSAIO DE MIGRAÇÃO MÉTODO WOUND-HEALING 

 As atividades de migração, das três linhagens celulares de interesse, foram 

observadas através do ensaio de migração em monocamada in vitro.  As células foram 

semeadas em placas de 24 poços na concentração de 3 x 105 por poço, utilizando meio de 

cultura com soro e aclimatadas a temperatura de 37°C e a 5% de CO2 por 24h (ou até 

adquirirem confluência necessária). Após esse período, com auxílio de uma ponteira de 10 

µL, foi feita uma “ferida” na monocamada, criando uma área livre de células. O meio de 

cultura foi retirado e os poços foram lavados com Hanks aquecido previamente em banho 

maria a 37° C. Os poços foram tratados com 67 análogos de chalconas diluídas em meio de 

cultura, exceto os controles que receberam apenas o meio, e permaneceram na estufa por 24 

horas. Foi utilizada a concentração de 7,5 µg/mL para todas as chalconas. Os poços foram 

fotografados no tempo 0 h e 24 h. O índice de migração celular foi determinado pela diferença 

da área da “ferida” na comparação do tempo 0h com o tempo 24h, utilizando-se o programa 

Image J.  
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 Taxa de migração (%)  = [(área da ferida no tempo 0 h - área da ferida no 

tempo 24 h) / área da ferida no tempo 0 h] × 100%. 

 

3.5 ENSAIOS DE MIGRAÇÃO COM TRANSWELL  

 Para este ensaio foram usadas 4 chalconas, escolhidas a partir dos dados de Wound 

Healing e valores de IC50. Utilizou-se, ainda, placas do tipo Transwell® (Costar) contendo 

poros de 8µm de diâmetro. As células U2OS e SAOS-2, numa concentração de 2 x 105 células 

por Transwell, foram semeadas em meio isento de soro fetal bovino na câmara superior do 

Transwell e a câmara inferior foi preenchida com 850 μL de meio contendo 10% de soro fetal 

bovino. As 4 chalconas, em diferentes concentrações, foram adicionadas tanto na parte 

superior quanto inferior do Transwell. As placas permaneceram em estufa aclimatada a 

temperatura de 37°C e a 5% de CO2 por 24 horas. Decorrido o período de migração, os 

insertos foram lavados em PBS e as células fixadas em 3,7% formaldeído e incubadas por 2 

minutos. Após o processo de fixação, os insertos foram lavados em PBS e incubados por 20 

minutos em metanol. Em seguida, as células foram lavadas em PBS e coradas com Giemsa, 

incubadas por 15 minutos com a placa coberta. Por fim, as células que não foram capazes de 

atravessar a membrana porosa (parte superior do inserto), foram removidas com o auxílio de 

hastes flexíveis de algodão. Para se obter a porcentagem de células que migraram, as 

membranas foram descoradas com 100 µL de ácido acético 33%. Após a solubilização do 

corante, a absorbância foi mensurada em leitor de microplacas num comprimento de onda de 

492 nm. A inibição da migração celular (IMC) foi determinada pelo cálculo: 

 % de IMC = [1-(absorbância do poço experimental/absorbância do poço controle 

negativo)] x 100. 

 

3.6 ENSAIO DE INVASÃO 

Este ensaio foi realizado utilizando placas do tipo Transwell® (Costar) contendo 

poros de 8 µm de diâmetro revestidas com 1 mm de Matrigel. No compartimento inferior de 

cada poço, foi adicionado 850 μL de meio contendo 10% de soro fetal bovino. No 
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compartimento superior de cada Transwell adicionou-se 2 x 105 células tratadas com as 

chalconas escolhidas, em meio sem soro, sobre as membranas porosas. As placas foram 

incubadas em estufa a 37°C a 5% CO2 por um período de 24 horas para permitir a invasão 

das células para a face inferior da membrana. Decorrido o período de invasão, os insertos 

foram lavados em PBS e as células fixadas em 3,7% formaldeído e incubadas por 2 minutos. 

Após o processo de fixação, os insertos foram lavados em PBS e incubados por 20 minutos 

em metanol. Em seguida, as células foram lavadas em PBS e coradas com Giemsa, incubadas 

por 15 minutos com a placa coberta. Por fim, as células que não foram capazes de atravessar 

a membrana porosa revestida com Matrigel (parte superior do inserto), foram removidas com 

o auxílio de hastes flexíveis de algodão. Para se obter a porcentagem de células que invadiram 

as membranas foram descoradas com 100 µL de ácido acético 33%. Após a solubilização do 

corante a absorbância foi mensurada em leitor de microplacas, num comprimento de onda de 

492 nm. A inibição da invasão celular (IVC) foi determinada pelo cálculo:  

% de IVC = [1-(absorbância do poço experimental/absorbância do poço controle 

negativo)] x 100. 

 

3.7 APOPTOSE 

 

 A atividade apoptótica das chalconas sobre as linhagens celulares foi analisada por 

citometria de fluxo, utilizando-se o Kit BD PharmingenTM FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit I. Para esse ensaio foram utilizadas as linhagens U2OS e SAOS-2. As células 

foram semeadas em placas de seis poços (5 x 105 células por poço) e deixadas em estufa para 

aderência. Os poços, exceto controle, foram tratados com as chalconas desejadas, G24 e G25, 

utilizando-se os valores encontrados no cálculo do IC50. As placas permaneceram na estufa 

por 24h. Após esse tratamento, as células flutuantes e aderentes foram coletadas e 

centrifugadas. Em seguida, foram lavadas com PBS e ressuspendidas com tampão. 

Transferiu-se o coletado para tubo de ensaio, adicionou-se 5 µL de anexina-FITC e incubou-

se por 15 minutos. Após o período, adicionou-se 5 µL de iodeto de propídio (PI) e feita a 

leitura em citômetro de fluxo BD FACSCalibur™ Flow Cytometer (BD Biosciences). 
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3.8 ZIMOGRAFIA 

 

 Para verificação do efeito das chalconas sobre a atividade de metaloproteinases da 

matriz (MMPs 2 e 9) foi realizado o ensaio de zimografia. Com essa finalidade, foram 

utilizadas as linhagens celulares U2OS e SAOS-2. As células foram semeadas em placas de 

seis poços e incubadas em estufa até aderência. Em seguida, realizou-se o tratamento com as 

chalconas D14, D15 (concentração 27µM e 54µM para ambas) e com as chalconas G24 e 

G25 (valor encontrado no cálculo de IC50 e metade do valor de IC50), diluídas em meio sem 

soro fetal bovino. As células permaneceram na estufa por 24 horas. Após o período, o meio 

celular foi recolhido. À quantidade desejada da amostra adicionou-se tampão e os tubos 

foram deixados no banho por 10 minutos (50° C). Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas e separadas por eletroforese em gel SDS-PAGE 7% contendo 0,1% de gelatina. 

Após o tempo de corrida, o gel passou pela etapa de renaturação com solução de Triton 2,5% 

e, posteriormente, foi incubado com tampão Tris-CaCl2 e mantido overnight em estufa a 

37°C. Após o tempo determinado, o tampão foi substituído por corante Coomassie Blue e o 

gel permaneceu em agitação constante até ser corado. Em seguida, o corante foi substituído 

pelo descorante e o gel foi digitalizado em scanner e as atividades gelatinolíticas das MMPs 

foram mensuradas usando o software ImageJ.  

 

3.9 PCR 

 

 Nesse experimento, as células (U2OS; SAOS-2) foram semeadas em placas de seis 

poços, tratadas com as chalconas D14, D15, G24 e G25 em diferentes concentrações (D14 e 

D15 54 µM e G24 e G25 valores obtidos no IC50). Após o período necessário, as células 

foram colhidas e o RNA extraído seguindo o protocolo do Kit Reliaprep (Promega). Em 

seguida, realizou-se a síntese de cDNA utilizando-se o protocolo do Kit GoScript RT Mix 

(Promega), e as seguintes condições de ciclo térmico: 

 

 

 

Componentes Síntese cDNA                                         Volume 



30 
 

Nuclease-Free Water 4µl 

GoScriptTM Reaction Buffer, Random 

Primer 

4µl 

GoScriptTM Enzyme Mix 2µl 

Volume Final 10µl 

 

25ºC  10 minutos 

37ºC  120 minutos 

85ºC  5 minutos 

4ºC  Armazenamento 

 

As reações de PCR foram realizadas utilizando GoTaq® Green Master Mix (Promega) com 

os iniciadores (primers) descritos na tabela abaixo:  

Componentes Volume 

Master Mix 12,5 µl 

Primer F (10 µM) 1 µl 

Primer R (10 µM) 1 µl 

H2O 9,5 µl 

cDNA 1 µl 

Total 25 µl 

 

Tabela 2. Sequência dos iniciadores (primers) utilizados nas reações de PCR. 

Gene Sequência Fragmento  

   

MMP2-F 5’- TTCCCCTTCTTGTTCAATGG -3’ 376 pb 

MMP2-R 5’- ATTTGTTGCCCAGGAAAGTG -3’ 

   

MMP9-F 5’- TTGACAGCGACAAGAAGTGG-3’ 179 pb 

MMP9-R 5’- GCCATTCACGTCGTCCTTAT-3’ 

   

Vimentina-F 5’- TGTCCAAATCGATGTGGATGTTTC -3’ 117 pb 

Vimentina-R 5’- TTGTACCATTCTTCTGCCTCCTG -3’ 

   

E-caderina-F 5’- TGCCCAGAAAATGAAAAAGG-3’ 200 pb 
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E-caderina-R 5’- GTGTATGTGGCAATGCGTTC-3’ 

   

N-caderina-F 5’- GACAATGCCCCTCAAGTGTT-3’ 179 pb 

N-caderina-R 5’- CCATTAAGCCGAGTGATGGT-3’ 

   

Slug-F 5’- GAGCATACAGCCCCATCACT-3’ 208 pb 

Slug R 5’- GGGTCTGAAAGCTTGGACTG-3’ 

   

Snail-F 5’- TTTACCTTCCAGCAGCCCTA-3’ 207 pb 

Snail-R 5’- CCCACTGTCCTCATCTGACA-3’ 

   

   

β-catenina-F 5’- GAAACGGCTTTCAGTTGAGC-3’ 166 pb 

β-catenina-R 5’- CTGGCCATATCCACCAGAGT-3’ 

   

GAPDH-F 5’-GACCACAGTCCATGCCATCACT-3’  

GAPDH-R 5’- TCCACCACCCTGTTGCTGTAG -3’ 453 pb 

   

 

As condições de ciclo térmico foram as seguintes:  

1º Ciclo 94ºC 2 minutos 1 ciclo 

2º Ciclo 94ºC 30 segundos 

40 ciclos 3º Ciclo 60ºC 30 segundos 

4º Ciclo 72ºC 30 segundos 

5º Ciclo 72ºC 5 minutos 1 ciclo 

 

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (contendo 

1μg/ml de brometo de etídeo) e fotografados sob luz UV.  

 

 

3.10 QPCR 

 

 As células U2OS e SAOS-2 foram semeadas em placas de seis poços, tratadas com 

as chalconas D14, D15, G24 e G25 em diferentes concentrações (54 µM para D14 e D15 e o 

IC50 para as G24 e G25), diluídas em meio sem soro fetal bovino. Após o período necessário, 

as células foram colhidas e o RNA extraído seguindo o protocolo do Kit Reliaprep. Em 

seguida, realizou-se a síntese de cDNA utilizando-se o protocolo do Kit GoScript RT Mix. 
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PCR quantitativo foi realizado utilizando o sistema TaqMan Gene Expression Assay para os 

genes TP53, Sp1 e RPL30 (gene constitutivo).  

 

Gene  ID (Gene Expression Assay) Refseq(NCBI) Fragmento (pb) 

TP53 Hs01034249_m1 NM_000546.5 108 

Sp1 Hs00916521_m1 NM_001251825.1 72 

RPL30 Hs00265497_m1 NM_000989.3 149 

 

As reações de PCR em tempo real foram realizadas de acordo com o protocolo do Kit Taqman 

Universal Master Mix II.  

Reagentes Volumes 

TaqMan® Gene Expression Assay 20X 1,0 µL 

TaqMan® Gene Expression Assay Master Mix 2X 10 µL 

Água livre de RNAse 8 µL 

cDNA 1,0 µL 

Volume Final  20 µL 

 

 Após o preparo das reações, os tubos foram colocados no termociclador Mx3005P® 

(Agilent Stratagene) com as seguintes condições de ciclo térmico:   

1º Ciclo 95ºC 10 minutos 1 ciclo 

2º Ciclo 95ºC 15 segundos 
40 ciclos 

3º Ciclo 60ºC 1 minuto 

 

 Para a análise do padrão de expressão dos genes TP53 e Sp1, após os tratamentos 

com as chalconas D14, D15, G24 e G25, foi usado o método de quantificação relativa, no 

qual a amostra não tratada funciona como calibrador do ensaio (valor base da expressão do 

gene alvo) e o gene constitutivo RPL30 (expressão constante nas células tratadas e não 

tratadas) como normalizador. Assim, a diferença no valor do Ct (threshold cycle ou limiar de 

fluorescência) entre os tratamentos e o calibrador (amostra não tratada) é expressa como fold 

change, ou seja, regulação negativa ou positiva do gene em relação ao calibrador. Os valores 
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de fold change foram calculados automaticamente a partir da equação de Quantificação 

Relativa:  2- (ΔΔCt)  

ΔΔCt = (Ct gene alvo - Ct normalizador) tratamento - (Ct gene alvo -Ct normalizador) 

calibrador 

 

3.11 WESTERN BLOT 

 

 As linhagens celulares U2OS e SAOS-2 foram semeadas em placas de 6 poços até 

aderência. Em seguida, foram tratadas com as chalconas desejadas utilizando meio sem soro 

fetal bovino e permaneceram em estufa por 24 horas. Após o período, as células foram lisadas 

utilizando RIPA Buffer contendo inibidores de protease (1 mM de fluoreto de 

fenilmetilsulfonilo, 153 nM de aprotinina, 2,3 µM de leupeptina, 0,1 nM de ortovanadato de 

sódio e 25 mM de fluoreto de sódio). As células foram transferidas para tubos de 1,5 ml e 

colocadas imediatamente no gelo. Após as amostras serem agitadas por 30 minutos elas 

foram centrifugadas. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e quantificado. As 

amostras de proteína foram então colocadas no banho (95° C) por cinco minutos, 

centrifugadas e submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE 10% por 1 hora (100 volts, 360 

mAmp). Após o período fez-se a transferência das proteínas do gel para membrana de 

nitrocelulose (AmershamTMProtranTM 0,45 µm NC – GE Healthcare) por 1 hora (100 volts, 

360 mAmp) a 4°C. Por fim, a membrana foi corada com solução Biebrich Scarlet por cerca 

de 30 segundos, lavada com água destilada para remoção do excesso de corante e deixado 

sob agitação contínua com tampão TBST (25mM Tris, 3mM KCI, 0.14M NaCl, 0.1% Tween 

20) por cinco minutos. Em seguida, adicionou-se solução de bloqueio (TBST contendo 5% 

de leite sem gordura), para neutralização de sítios inespecíficos, pelo período de uma hora 

sob agitação contínua e em temperatura ambiente. Após tempo indispensável, a solução foi 

removida e adicionou-se os anticorpos primários anti-p53 (1:500), anti-Sp1 (1:500), anti-

Vimentina (1:1000), anti-E-caderina (1:250), anti-PARP (1:250), anti-Caspase 3 (1:250) e 

anti-β-actina (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) diluídos em solução de bloqueio, 

permanecendo sob agitação contínua overnight a 4° C. Passado o tempo necessário, a solução 

foi removida e a membrana lavada com TBST 3 vezes por 10 minutos sob agitação contínua, 

à temperatura ambiente, para retirada do anticorpo primário que não se ligou à membrana. 
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Em seguida, adicionou-se anticorpo secundário conjugado a HRP (horseradish-peroxidase) 

diluído em solução de bloqueio (1:10000), que permaneceu em agitação contínua à 

temperatura ambiente por uma hora. Lavou-se novamente a membrana com TBST 4 vezes 

por 10 minutos para retirada do anticorpo secundário não ligado e adicionou-se o reagente 

revelador ECL Prime WB Detection Reagent (GE Healthcare). A leitura foi realizada no 

Image Quant LAS 500 (GE Healthcare). 

 

3.12 VETOR DE EXPRESSÃO E TRANSFECÇÃO 

  

 O vetor de expressão de p53 foi generosamente cedido pelo Dr. Seung Baek (Seoul 

National University, Korea). A transfecção foi realizada utilizando Lipofectamine 3000 

Reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), de acordo com as instruções do fabricante. 

Basicamente, células SAOS-2 (p53 nula) foram crescidas em placas de 6 poços e 

transfectadas por 48h com 5 µg do vetor expressando p53. Após a transfecção um clone 

estável de SAOS-2 expressando p53 (SAOS-2 exp p53) foi selecionado em meio de cultura 

suplementado com 500 μg/ml G418 (antibiótico) por duas semanas.  

 

3.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância (ANOVA). Os dados 

são expressos como média ± desvio padrão, de no mínimo três experimentos independentes. 

Os resultados foram considerados estaticamente significativos para p<0,05, p<0,01 e 

p<0,001. 

Os valores de IC50 foram calculados a partir das curvas dose-resposta (concentração 

x inibição da viabilidade) obtidas nos experimentos de MTT. Os cálculos foram executados 

com o programa GraphPad Prism 6, utilizando-se o método de regressão não linear.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 ANÁLISE DA CITOTOXICIDADE (INIBIÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR) 

PELO ENSAIO DE MTT 

A citotoxicidade das 67 chalconas contra as linhagens de osteossarcoma U2OS (p53 

selvagem), SAOS-2 (p53 nula) e MG63 (p53 mutante) foi avaliada numa concentração inicial 

de 15 µg/ml. 

Dentre as 67 chalconas testadas, quatro apresentavam a estrutura básica das chalconas 

e hidroxilação no anel B e, portanto, são denominadas hidroxichalconas. As hidroxichalconas 

T10, T37 e T38 que possuem apenas uma hidroxila (na posição 2 ou 3) apresentaram elevada 

citotoxicidade (64,9-82,6% de inibição celular) contra as 3 linhagens de osteossarcoma. Por 

sua vez, a chalcona T33 que apresenta uma dihidroxilação nas posições 3 e 4, apresentou 

menor citotoxicidade contra todas as linhagens testadas, sugerindo que a adição de uma 

hidroxila na posição 4 do anel B teve um efeito negativo na atividade citotóxica. Resultado 

semelhante foi encontrado em estudo anterior, no qual uma chalcona portando um 

substituinte 4-OH apresentou menor potencial para induzir citotoxicidade e apoptose em 

células de câncer de próstata [101].  

Dentre as chalconas testadas, 14 possuíam um grupo NH2 na posição 2’ do anel A e, 

portanto, foram denominadas de 2’-aminochalconas. As 2’-aminochalconas G4 e G18 que 

possuem como substituintes, na posição 4 do anel B, os grupos captores de elétrons Cl e CF3, 

respectivamente, foram as mais eficientes em reduzir a viabilidade das 3 linhagens de 

osteossarcoma (74-82% de inibição). Chalconas que possuem átomos halogênicos como 

substituintes no anel B, seja na forma de um único átomo de Cl ou trifluorometil (CF3), têm 

demonstrado melhor atividade citotóxica contra diferentes linhagens tumorais [102, 103]. A 

presença de halogênio pode aumentar a lipofilicidade das chalconas e, assim, facilitar a 

passagem através da membrana de células tumorais [103]. Além disso, em alguns casos, 

como na presença de flúor, as fortes ligações entre C-F resistem à oxidação metabólica, 

aumentando a estabilidade da molécula e, portanto, prolongando sua atividade [104].  

A presença de grupos fenil, metila e metoxila no anel B reduziu a atividade citotóxica 

das 2’-aminochalconas. A presença conjunta de fenil e metila como substituintes no anel B 
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reduziu de forma ainda mais acentuada a citotoxicidade, como observado para a chalcona 

G15, que reduziu a viabilidade das linhagens de osteossarcoma em apenas 30-32%. Já foi 

reportado que esses tipos de substituições no anel B podem reduzir a atividade citotóxica de 

aminochalconas contra linhagens de câncer de mama, pulmão, cólon, ovário e cervical [105, 

106].  Assim, o presente estudo reforça essa ideia para o osteossarcoma. 

A substituição do anel B por um anel heterocíclico de 5 membros contendo um átomo 

de oxigênio (anel furano) ou enxofre (anel tiofeno), reduziu consideravelmente a atividade 

citotóxica contra as 3 linhagens de osteossarcoma, como observado para as chalconas G20 e 

G21. Efeito similar foi reportado por Reddy et al. 2008, no qual a substituição do anel B por 

furano ou tiofeno afetou negativamente a atividade de chalconas contra linhagens de câncer 

de próstata, mama e carcinoma nasofaringeal [107]. Entretanto, quando o anel furano é 

fusionado ao anel A de chalconas, ele pode aumentar a atividade antiproliferativa contra 

células de leucemia promielocítica humana [108]. Por sua vez, o grupo tiofeno aumenta a 

atividade citotóxica de chalconas em que o anel A consiste de um grupo fenotiazina [109].  

Também foi avaliado o efeito de 15 chalconas com um grupo NH2 na posição 4’ do 

anel A que foram denominadas de 4’-aminochalconas. Assim como observado para as 2’-

aminochalconas, a presença de Cl e CF3 na posição 4 do anel B contribuiu para o aumento 

da citotoxicidade das 4’- aminochalconas. Por outro lado, a presença de CH3, fenil, furano e 

tiofeno reduziu a atividade citotóxica. As 4’-aminochalconas mais efetivas foram a D4 e D18 

que reduziram a viabilidade das células de osteossarcoma em 52-82%.   

Em geral, a presença de grupo amino aumenta a efetividade de chalconas como 

“Michael acceptors” e consequentemente sua atividade citotóxica contra células tumorais, 

pois em pH mais ácidos (como em tumores), a função de amônio protonado aumentaria o 

efeito de remoção de elétrons  [110]. Isso pode explicar, em parte, porque a presença de 

halogênios captores de elétrons influenciou positivamente na atividade das aminochalconas.   

Testou-se, ainda, chalconas derivadas de apocinina, que apresentam como 

característica estrutural um grupo metoxila (OCH3) na posição R3 do anel A. A presença de 

N, na posição R3’ do anel B, contribuiu para o aumento da atividade contra as linhagens 

U2OS e SAOS-2, como observado na chalcona A5. Diferentemente do observado para as 

aminochalconas, a presença dos grupos Cl ou CF3 não contribuiu significativamente para o 

aumento da atividade, pelo contrário, no caso específico do CF3 houve uma drástica redução 
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na atividade citotóxica, como observado para a chalcona A17. A presença de grupo furano e 

tiofeno também diminuiu a atividade citotóxica das chalconas derivadas de apocinina. 

Também foi avaliada a atividade citotóxica de 11 chalconas furano-2-il. A 

substituição de um grupo metil na posição 4 do anel A aumentou levemente a atividade da 

chalcona M7, enquanto a presença de substituintes NH2 ou morfolino diminuiu a atividade 

das chalconas, especialmente na linhagem SAOS-2.  

Outra classe avaliada foi de chalconas carregando o grupo furano-3-il. As chalconas 

mais citotóxicas dessa classe, contra as três linhagens celulares, foram as chalconas F7, F9 e 

F10, que apresentam 4-CH3, 4-Cl e 3,4-Cl no anel A, respectivamente. A chalcona menos 

eficiente dessa classe foi a F4 que apresenta um grupo morfolino. 

 

Tabela 3. Efeito das chalconas sobre a viabilidade celular das linhagens de osteossarcoma 

U2OS, SAOS-2 e MG63. 

Chalcona  Inibição (%)  Inibição (%)  Inibição (%) 

 U2OS (p53 selvagem) SAOS-2 (p53 nula) MG63 (p53 mutante) 

T10 64,95 ± 3,5 (h) 70,11 ± 3,3 (i) 82,65 ± 4,61 (l) 

T33 53,88 ± 0,49 (g) 50,57 ± 3,21 (g) 55,45 ± 6,7 (g) 

T37 72,27 ± 2,59 (i) 69,22 ± 6,9 (i) 74,52 ± 3,27 (j) 

T38 75,69 ± 3,09 (j) 69,26 ± 5,01 (i) 72,7 ± 2,31 (i) 

G2 38,81 ± 1,31 (f) 43,92 ± 1,07 (f) 64,19 ± 3,66 (h) 

G3 63,27 ± 3,78 (h) 51,37 ± 3,83 (g) 71,28 ± 1,93 (i) 

G4 78,13 ± 2,34 (j) 74,09 ± 5,40 (i) 82,38 ± 0,97 (l) 

G5 78,6 ± 2,43 (l) 67,85 ± 3,16 (i) 52,49 ± 7,85 (g) 

G6 26,69 ± 2,35 (d) 35,45 ± 3,93 (e) 63,81 ± 5,19 (h) 

G14 44,78 ± 0,99 (f) 38,64 ± 3,55 (e) 68,28 ± 1,91 (i) 

G15 30,25 ± 1,92 (e) 32,29 ± 6,37 (e) 28,76 ± 0,7 (d) 

G18 80,47 ± 2,66 (l) 75,95 ± 3,95 (j) 80,6 ± 6,06 (l) 

G19 30,96 ± 0,96 (e) 32,56 ± 2,86 (e) 57,32 ± 1,51 (h) 

G20 32,41 ± 4,59 (e) 33,88 ± 6,12 (e) 45,51 ± 2,7 (f) 
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G21 18,61 ± 4,85 (c) 21,84 ± 5,65 (c) 36,86 ± 6,49 (e) 

G23 56,17 ± 0,68 (h) 53,61 ± 5,24 (g) 67,52 ± 6,15 (i) 

G24 60,43 ± 2,30 (h) 50,41 ± 5,85 (g) 69,47 ± 4,15 (i) 

G25 61,14 ± 1,92 (h) 59,74 ± 5,27 (h) 75,07 ± 6,39 (j) 

D1 26,41 ± 3,51 (d) 47,52 ± 6,98 (g) 64,70 ± 5,88 (h) 

D2 13,69 ± 2,57 (c) 44,19 ± 3,94 (f) 49,43 ± 7,13 (g) 

D3 25,27 ± 4,94 (d) 53,32 ± 2,06 (g) 58,42 ± 5,93 (h) 

D4 52,08 ± 5,61 (g) 50,56 ± 5,41 (g) 73,75 ± 4,29 (i) 

D5 46,26 ± 2,14 (f) 55,08 ± 4,62 (g) 75,06 ± 0,88 (j) 

D6 28,02 ± 2,11 (d) 36,7 ± 3,36 (e) 34,38 ± 4,17 (e) 

D14 0.0 ± 4,43 (b) 16,21 ± 5,5 (c) 60.23 ± 5.5 (h) 

D15 16,48 ± 2,46 (c) 4.18 ± 2,95 (b) 56.64 ± 7,85 (h) 

D18 63,64 ± 1,53 (h) 68,24 ± 1,39 (i) 82,28 ± 2,72 

D19 2,32 ± 1,79 (b) 21,32 ± 8,11 (c) 56,9 ± 6,1 (h) 

D20 34,99 ± 0,93 (e) 15,67 ± 1,83 (c) 50,15 ± 3,82 (g) 

D21 19,57 ± 0,82 (c) 25,36 ± 1,11 (d) 35,58 ± 7,54 (e) 

D23 52,91 ± 2,43 (g) 32,93 ± 3,93 (e) 57,03 ± 2,23 (h) 

D24 37,63 ± 5,24 (e) 40,04 ± 3,29 (f) 49,10 ± 3,54 

D25 34,15 ± 1,19 (e) 29,8 ± 3,65 (d) 50,90 ± 3,18 (g) 

A1 41,37 ± 5,9 (f) 30,95 ± 5,94 (e) 41,16 ± 3,86 (f) 

A2 45,78 ± 4,15 (f) 38,86 ± 3,48 (f) 41,70 ± 7,18 (f) 

A3 7,04 ± 1,90 (b) 17,45 ± 0,11 (c) 27,54 ± 6,18 (d) 

A4 8,71 ± 3,99 (b) 5,73 ± 0,83 (b) 11,05 ± 0,05 (c) 

A5 74,41 ± 7,56 (i) 79,97 ± 5,60 (l) 34,33 ± 5,96 (e) 

A6 27,17 ± 4,44 (d) 19,46 ± 3,44 (c) 47,18 ± 4,64 (g) 

A8 54,14 ± 3,44 (g) 52,34 ± 5,33 (g) 58,08 ± 7,29 (h) 

A9 42,73 ± 3,10 (f) 25,35 ± 6,95 (d) 44,84 ± 3,02 (f) 

A10 49,17 ± 4,58 (g) 30,42 ± 6,23 (e) 54,34 ± 7,35 (g) 

A11 54,06 ± 6,06 (g) 30,92 ± 5,65 (e) 49,61 ± 5,90 (g) 
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A12 29,15 ± 0,37 (d) 20,54 ± 1,39 (c) 35,19 ± 3,94 (e) 

A14 39,87 ± 3,59 (f) 20,62 ± 6,07 (c) 62,01 ± 7,52 (h) 

A15 18,66 ± 3,62 (c) 52,30 ± 7,23 (g) 40,97 ± 6,10 (f) 

A17 -13,22 ± 4,79 (a) 8,22 ± 2,96 (b) 0,53 ± 5,75 (b) 

A19 47,22 ± 4,15 (g) 20,39 ± 8,22 (c) 40,46 ± 5,63 (f) 

A20 29,52 ± 3,79 (d) 34,59 ± 1,51 (e) 61,21 ± 3,45 (h) 

F1 57,39 ± 7,9 (h) 42,94 ± 2,93 (f) 49,25 ± 2,74 (g) 

F2 56,22 ± 8,58 (h) 39,23 ± 1,42 (f) 63,57 ± 2,15 (h) 

F3 75,3 ± 5,2 (j) 54,69 ± 4,20 (g) 62,82 ± 4,72 (h) 

F4 49,93 ± 6,13 (g) 25,23 ± 3,57 (d) 31,70 ± 6,17 (e) 

F7 78,10 ± 5,68 (j) 80,02 ± 2,20 (l) 71,01 ± 3,47 (i) 

F8 76,47 ± 4,95 (j) 52,45 ± 5,95 (g) 69,06 ± 5,37 (i) 

F9 81,21 ± 4,83 (l) 65,72 ± 5,98 (h) 75,65 ± 3,10 (j) 

F10 88,33 ± 0,80 (l) 74,85 ± 1,90 (j) 79,05 ± 2,94 (l) 

M1 63,05 ± 5,52 (h) 42,34 ± 2,98 (f) 64,83 ± 3,88 (h) 

M2 67,71 ± 5,96 (i) 48,78 ± 4,91 (g) 65,80 ± 2,79 (i) 

M3 58,88 ± 6,48 (h) 50,54 ± 3,26 (g) 69,78 ± 1,17 (i) 

M4 52,51 ± 5,84 (g) 32,49 ± 5,93 (e) 53,81 ± 2,06 (g) 

M7 74,05 ± 6,21 (i) 69,52 ± 1,10 (i) 77,79 ± 0,82 (j) 

M8 67,44 ± 2,98 (i) 44,63 ± 3,44 (f) 58,71 ± 4,77 (h) 

M9 56,99 ± 0,40 (h) 50,45 ± 2,81 (g) 66,25 ± 1,94 (i) 

M10 60,4 ± 5,60 (h) 31,20 ± 4,10 (e) 44,31 ± 3,70 (f) 

M12 55,79 ± 7,10 (h) 49,17 ± 4,86 (g) 71,42 ± 1,35 (i) 

M13 44,71 ± 3,84 (f) 43,19 ± 4,27 (f) 57,86 ± 3,12 (h) 

DOXO 63,1 ± 11,03 (h) 50,27 ± 1,40 (g) 69,67 ± 0,35 (i) 

DMSO 1,47 ± 0,95 (b) 0,016± 3,85 (b) 2,15 ± 1,33 (b) 

ANOVA - Scott-Knott (p < 0,05) 

Das 67 chalconas testadas na triagem inicial, 16 foram selecionadas para 

determinação dos valores de IC50 (concentração que inibe 50% da viabilidade celular). A 
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partir das curvas dose-resposta, obteve-se os valores de IC50 apresentados na tabela 4, onde 

observa-se que, a maioria das chalconas apresentaram valores de IC50 menores para as 

linhagens expressando p53 (U2OS e MG63) do que para a linhagem p53 nula (SAOS-2), 

indicando uma possível participação da expressão de p53 no efeito dessas chalconas. 

Entretanto, não se pode descartar que isto ocorreu apenas por uma maior resistência 

intrínseca, independente de p53, da linhagem SAOS-2. A tabela 4 também contém os valores 

de IC50 das chalconas para a linhagem normal de queratinócito humano (HACAT). Em 

diversos casos, os valores de IC50 para essa linhagem foram superiores aos encontrados para 

as linhagens de osteossarcoma, o que indica uma certa seletividade das chalconas testadas 

contra células tumorais. Conforme demonstrado na tabela 4, as chalconas que apresentaram 

os menores valores de IC50 foram as 2’-aminochalconas G18 e G24 e as hidroxichalconas 

T10, T37 e T38. Comparando-se os valores de IC50 para as linhagens U2OS e HACAT, as 

chalconas G18 e G24 foram as mais seletivas, pois apresentaram um IC50 quase 3 vezes 

menor para a linhagem tumoral U2OS. Estes resultados indicam o potencial dos grupos 

substituintes 4-CF3 e 4-NO2 de aumentar tanto a atividade citotóxica quanto a seletividade 

das 2’-aminochalconas. Um aspecto interessante observado foi que a chalcona G24 

demonstrou maior citotoxicidade e seletividade que a chalcona G25, estas chalconas 

apresentam o mesmo grupo substituinte (NO2), mas em posições diferentes no anel B, o que 

indica que a presença do grupo NO2 na posição 4 é mais efetiva do que na posição 3.  

Tabela 4. Valores de IC50 das chalconas para as linhagens de osteossarcoma U2OS, SAOS-

2 e MG-63 e para a linhagem normal HACAT. 

  IC50 (µM) 

Chalconas U2OS SAOS-2 MG-63 HACAT 

F7 25,44 ± 1,68 (d) 44,49 ± 2,14 (g) 22,93 ± 0,56 (c) 47,96 ± 0,97 (g) 

M9 43,26 ± 9,79 (f) 64,11 ± 1,46 (i) 40,58 ± 0,21 (f) 49,23 ± 0,86 (h) 

M10 41,08 ± 5.19 (f) 76,00 ± 4,26 (j) 61,99 ± 1,93 (i) 90,33 ± 5,92 (l) 

M11 36,10 ± 1,39 (e) 72,52 ± 3,41 (j) 37,40 ± 3,00 (e) 63,17 ± 6,59 (i) 

D23 34,73 ± 4,70 (e) > 60 26,63 ± 0,74 (d) > 60 
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A5 51,29 ± 1,53 (h) 46,44 ± 1,47 (g) > 60 > 60 

G4 17,02 ± 1,70 (b) 21,76 ± 3,05 (c) 12,97 ± 0,23 (b) 28,70 ± 1,11 (d) 

G18 8,63 ± 0,84 (a) 15,99 ± 0,41 (b) 14,89 ± 2,09 (b) 23,03 ± 0,63 (c) 

D14 > 100 >100 52,33 ± 0,65 (h) >100 

D15 > 100 > 100 46,79 ± 0,99 (g) > 100 

G23 17,73 ± 2,49 (b) 35,10 ± 5,81 (e) 10,25 ± 2,16 (a) 29,97 ± 3,54 (d) 

G24 7,24 ± 1,21 (a) 17,79 ± 2,02 (b) 10,84 ± 0,63 (a) 19,46 ± 0,68 (c) 

G25 16.77 ± 1,32 (b) 34,51 ± 1,10 (e) 14,51 ± 0,86 (b) 22,14 ± 1,16 (c) 

T10 8,93 ± 0,75 (a) 29,67 ± 3,58 (d) 11,37 ± 0,65 (a) 20,25 ± 2,20 (c) 

T37 7,54 ± 0,20 (a) 8,64 ± 0,34 (a) 8,37 ± 0,23 (a) 13,37 ± 0,54 (b) 

T38 8,23 ± 0,45 (a) 8,81 ± 0,34 (a) 7,66 ± 0,63 (a) 12,34 ± 1,67 (b) 

ANOVA - Scott-Knott (p < 0,05) 

OBS: Nesse estudo, citotoxicidade e inibição da viabilidade celular, estão sendo empregadas 

como sinônimo, por motivo de didática. Há ciência da diferença pontual entre ambos.  

 

4.2  ANÁLISE DA MIGRAÇÃO CELULAR PELO ENSAIO WOUND-HEALING 

Células tumorais necessitam se dissociar do tumor primário para migrar e invadir a 

membrana basal, invadir o sistema vascular e viajar através dele até atingir sítios distantes, 

onde poderão aderir e crescer formando metástases. Ou seja, a migração e invasão celular 

são duas etapas fundamentais para o processo de metástase e, assim, são consideradas alvos 

promissores para bloquear o processo metastático. Por isso, realizou-se a avaliação do efeito 

inibitório das 67 chalconas sobre a migração celular através da técnica da ferida (Tabela 5). 

Em geral, todas as hidroxichalconas foram extremamente eficazes em reprimir a 

migração nas três linhagens celulares, exceto a chalcona T33. Essa chalcona é a única que 

possui um grupo 4-OH no anel B, o que sugere que essa substituição atuou de forma negativa 

no efeito dessa chalcona. Entretanto, estudos mostram que a 4- hidroxichalcona tem grande 

potencial de inibir migração celular e angiogênese através da regulação de VEGF e FGF 
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[111, 112]. Assim, é provável que o efeito negativo do grupo 4-OH dependa da presença de 

outra hidroxila na molécula, como ocorre na chalcona T33. 

A chalcona T38 foi extremamente eficaz nas duas linhagens que carregam p53 

selvagem ou mutante. Por outro lado, seu efeito sobre a linhagem p53 nula decaiu cerca de 

dezessete vezes, demonstrando a possível participação da p53 na inibição da migração 

promovida por esta chalcona.  

Entre as chalconas do grupo 2’-aminochalconas, as chalconas G3 e G5 inibiram 

fortemente a migração na linhagem U2OS (mais de 90%). No entanto, este efeito foi reduzido 

em mais de dez vezes na linhagem SAOS-2, indicando a possível participação da p53 no 

efeito inibitório dessas chalconas. A p53 também pode estar envolvida no efeito da chalcona 

G24, uma vez que ela provocou uma inibição 2,7 vezes maior na migração da U2OS do que 

na SAOS-2. A presença de grupos halogênios 4-F e 4-Br no anel B contribuíram para o 

aumento da atividade das chalconas, como observado para as chalconas G3 e G5, 

demonstrando que a adição de grupos halogênios no anel B das 2’-aminochalconas pode 

contribuir tanto para o aumento da atividade citotóxica quanto no aumento da capacidade de 

inibir migração celular. Chalconas contendo o grupo 4-F no anel B já demonstraram grande 

potencial antimetastático [113], o que confirma o potencial desse grupo substituinte em 

melhorar a atividade antimigratória de chalconas.  

Entre as aminochalconas da classe G, a mais efetiva, considerando o efeito sobre as 

três linhagens, foi a chalcona G25, que possui um grupo NO2 na posição R3 no anel B. Em 

geral, todas as aminochalconas inibiram significativamente a migração da linhagem MG63, 

entretanto, as chalconas com substituições de 4-CH3, 1-tiofeno e 1-furano, apresentaram 

reduzido efeito sobre a migração dessa linhagem. Estas substituições também prejudicaram 

a atividade contra as linhagens U2OS e SAOS-2.  

De forma geral, as 4’-aminochalconas com adição dos grupos 4-Cl e 4-CF3 no anel B 

(D4 e D18) foram as mais eficientes em inibir a migração celular, demonstrando que esses 

substituintes contribuem tanto para a atividade citotóxica quanto antimigratória destas 

aminochalconas. Chalconas carregando Cl e CF3 como grupos substituintes no anel B vêm 

demonstrando potencial em inibir a atividade da MMP-2 [114]. Esta metaloproteinase 

desempenha um papel fundamental na indução de invasão e migração celular. Portanto, os 

resultados aqui encontrados confirmam o potencial destes substituintes em incrementar a 
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atividade antimetastática de chalconas. O efeito das chalconas D4 e D18 sobre a migração 

celular parece dependente da presença de p53, uma vez que a inibição sobre a linhagem 

U2OS foi consideravelmente maior (6-10 vezes) do que sobre a linhagem SAOS-2. Estudos 

vêm demonstrando a capacidade de chalconas, contendo o grupo substituinte 4-Cl, em 

induzir a acumulação de p53 [115], o que reforça o resultado aqui encontrado.    

A presença do grupo 3-fenil na 4’-aminochalcona D14 e dos grupos 3-fenill e 4-CH3 

na chalcona D15, reduziu a atividade citotóxica contra as linhagens U2OS e SAOS-2, mas 

aumentou de forma dependente da p53 a capacidade destas chalconas inibirem a migração 

celular, como observado pela significante inibição sobre a migração da linhagem U2OS (> 

75%).  

Outra característica interessante observada, comparando-se as 4’-aminochalconas 

(D3, D5, D24 e D25) com as 2’-aminochalconas (G3, G5, G24 e G25) que possuem os 

mesmos grupos substituintes no anel B, foi notar que a presença do grupo amino na posição 

2’ do anel A aumentou de forma drástica o efeito das chalconas G3, G5, G24 e G25 sobre a 

migração da linhagem U2OS. Este efeito não foi observado na linhagem SAOS-2, exceto 

para a chalcona G25.  

Dentre o grupo das 3’-metoxichalconas derivadas de apocininas, a adição dos grupos 

contendo nitrogênio, 4-NO2 (A1), 3-NO2 (A8) e 3-N (A5), aumentou a atividade 

antimigratória, sendo que a chalcona A5 foi a mais eficiente e inibiu a migração celular das 

três linhagens testadas em mais de 90%. A presença de 4-NO2 ou 3-NO2 parece aumentar a 

atividade das chalconas de forma dependente da p53.  

A adição de grupos halogênios (F e Cl) no anel B, que em geral aumentou a atividade 

citotóxica e antimigratória das aminochalconas, prejudicou a atividade das 3’-

metoxichalconas (A10 e A14), especialmente sobre a linhagem U2OS. A presença de 4-OH 

também reduziu a capacidade de inibir a migração das células U2OS, como o observado para 

3’-metoxichalcona A12. Este efeito prejudicial do grupo 4-OH foi semelhante ao encontrado 

para a classe das hidroxichalconas, como demonstrado pelo menor efeito da chalcona T33 

em relação as demais hidroxichalconas.  

Também foi avaliada a atividade antimigratória de chalconas furano-3-il. Em geral, 

esta classe de chalconas demonstrou baixo potencial em reduzir a migração celular, exceto 

em alguns casos na linhagem MG63.  Entretanto, a chalcona F10, que possui um grupo 3,4-
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diclorofenil, apresentou elevada capacidade em inibir a migração celular de forma 

dependente da p53. 

As chalconas furano-2-il também apresentaram baixa capacidade de reduzir a 

migração celular, exceto pela chalcona M7, que possui um grupo metil na posição 4 do anel 

A e demonstrou forte atividade antimigratória contra as linhagens U2OS e MG63 e, portanto, 

dependente de p53.  

 

 

Tabela 5. Efeito das chalconas sobre a migração celular das linhagens de osteossarcoma 

U2OS, SAOS-2 e MG63. 

 
% Migração 

 
U2OS SAOS-2 MG63 

A1 8,2 ± 3,5 (b) 41,9 ± 3,7 (f) 38,5 ± 0,6 (f) 

A2 91,1 ± 2,2 (m) 41,3 ± 7,6 (f) 39,9 ± 7,2 (f) 

A3 84,9 ± 2,9 (l) 58,9 ± 5,6 (i) 67,4 ± 0,7 (i) 

A4 100,0 ± 0,0 (m) 59,1 ± 2,8 (i) 65,9 ± 4,6 (j) 

A5 6,1 ± 0,05 (a) 3,2 ± 0,7 (a) 5,8 ± 2,0 (a) 

A6 35,3 ± 2,8 (f) 16,9 ± 2,3 (c) 16,5 ± 4,9 (c) 

A8 12,9 ± 0,6 (b) 33,8 ± 1,4 (e) 0,8 ± 0,8 (a) 

A9 97,3 ± 2,7 (m) 47,7 ± 3,5 (g) 58,7 ± 2,1 (i) 

A10 94,1 ± 5,85 (m) 72,4 ± 5,9 (l) 53,8 ± 5,9 (h) 

A11 60,9 ± 1,9 (i) 46,1 ± 5,9 (g) 16,5 ± 4,5 (c) 

A12 83,9 ± 0,62 (l) 50,5 ± 3,9 (h) 30,5 ± 4,3 (e) 

A14 86,5 ± 1,9 (l) 45,5 ± 5,9 (g) 39,4 ± 5,7 (f) 

A15 56,5 ± 2,8 (i) 61,2 ± 1,4 (i) 27,2 ± 5,8 (e) 

A17 87,8 ± 2,9 (l) 63,7 ± 5,0 (j) 59,8 ± 2,7 (i) 

A19 44,5 ± 4,0 (g) 47,6 ± 2,5 (g) 42,5 ± 5,6 (g) 

A20 51,2 ± 4,4 (h) 44,7 ± 1,7 (g) 22,7 ± 4,7 (d) 

D1 65,7 ± 2,1 (j) 36,9 ± 5,4 (f) 17,3 ± 4,4 (c) 

D2 43,8 ± 4,8 (g) 39,1 ± 5,7 (f) 25,6 ± 4,9 (d) 

D3 51,7 ± 3,1 (i) 38,7 ± 5,3 (f) 20,5 ± 2,3 (d) 

D4 4,8 ± 0,5 (a) 49,9 ± 7,2 (h) 15,0 ± 2,7 (c) 

D5 30,1 ± 1,6 (e) 29,7 ± 4,6 (e) 23,1 ± 4,2 (d) 

D6 61,3 ± 5,7 (i) 50,6 ± 5,8 (h) 24,4 ± 3,9 (d) 
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D14 14,7 ± 4,46 (c) 65,9 ± 2,2 (j) 6,8 ± 2,2 (a) 

D15 14,8 ± 1,0 (c) 58,9 ± 3,8 (i) 51,3 ± 3,1 (h) 

D18 6,2 ± 2,7 (a) 38,3 ± 3,4 (f) 4,1 ± 0,9 (a) 

D19 57,3 ± 3,7 (i) 54,3 ± 1,25 (h) 44,9 ± 1,9 (g) 

D20 60,5 ± 1,41 (i) 58,8 ± 3,7 (i) 19,8 ± 3,6 (d) 

D21 96,8 ± 4,5 (m) 56,9 ± 5,6 (i) 51,8 ± 1,7 (h) 

D23 52,5 ± 5,2 (h) 37,1 ± 6,1 (f) 11,9 ± 4,4 (b) 

D24 67,6 ± 4,47 (j) 39,4 ± 1,8 (f) 6,3 ± 1,15 (a) 

D25 70,5 ± 3,5 (l) 53,6 ± 4,0 (h) 22,4 ± 0,19 (d) 

F1 62,7 ± 4,0 (i) 54,4 ± 5,4 (h) 13,4 ± 2,8 (b) 

F2 75,4 ± 3,25 (l) 62,0 ± 3,1 (i) 16,1 ± 5,2 (c) 

F3 49,9 ± 5,36 (g) 47,1 ± 4,9 (g) 42,6 ± 2,5 (g) 

F4 84,3 ± 4,39 (l) 35,9 ± 0,8 (f) 51,9 ± 6,3 (h) 

F7 36,8 ± 5,31 (f) 19,7 ±5,9 (d) 3,8 ± 3,8 (a) 

F8 58,5 ± 4,5 (i) 44,9 ± 4,39 (g) 21,8 ± 1,8 (d) 

F9 55,4 ± 2,88 (i) 51,7 ± 5,9 (h) 12,4 ± 2,8 (b) 

F10 6,3 ± 1,64 (a) 46,7 ± 4,94 (g) 0,8 ± 0,3 (a) 

G2 54,4 ± 3,4 (h) 40,9 ± 1,7 (f) 16,9 ± 4,2 (c) 

G3 3,2 ± 2,4 (a) 37,5 ± 3,5 (f) 4,4 ± 4,4 (a) 

G4 44,5 ± 5,3 (g) 27,6 ± 2,6 (e) 20,6 ± 0,6 (d) 

G5 3,2 ± 1,0 (a) 45,7 ± 3,3 (g) 15,2 ± 0,6 (c) 

G6 47,6 ± 0,8 (g) 48,2 ± 3,1 (g) 20,2 ± 4,2 (d) 

G14 47,3 ± 0,9 (g) 38,8 ± 4,4 (f) 2,2 ± 3,0 (a) 

G15 48,6 ± 2,1 (g) 65,5 ± 4,4 (i) 52,6 ± 1,9 (h) 

G18 27,1 ± 5,5 (e) 20,6 ± 1,4 (d) 12,0 ± 1,3 (b) 

G19 40,4 ± 3,5 (f) 60,5 ± 0,9 (i) 22,3 ± 3,7 (d) 

G20 55,9 ± 3,3 (i) 41,9 ± 1,6 (g) 38,7 ± 2,2 (f) 

G21 62,9 ± 5,1 (i) 58,1 ± 5,2 (i) 65,6 ± 0,6 (i) 

G23 25,0 ± 5,1 (d) 42,3 ± 4,1 (g) 0,3 ± 0,3 (a) 

G24 11,8 ± 2,1 (b) 31,5 ± 3,1 (e) 1,1 ± 1,0 (a) 

G25 13,1 ± 1,8 (b) 15,2 ± 1,7 (c) 0,0 ± 0,0 (a) 

M1 35,4 ± 3,6 (f) 56,8 ± 7,5 (i) 45,0 ± 1,9 (g) 

M2 50,4 ± 3,3 (h) 42,6 ± 1,9 (g) 16,5 ± 5,4 (c) 

M3 46,2 ± 9,5 (g) 32,2 ± 0,5 (e) 23,4 ± 3,4 (d) 

M4 56,4 ± 4,9 (i) 49,8 ± 1,7 (g) 38,5 ± 2,5 (f) 

M7 12,4 ± 3,0 (b) 36,4 ± 2,2 (f) 17,2 ± 2,4 (c) 
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M8 41,7 ± 1,0 (f) 44,0 ± 3,5 (g) 30,5 ± 4,6 (e) 

M9 63,3 ± 2,0 (j) 46,3 ± 3,1 (g) 44,7 ± 2,9 (g) 

M10 51,2 ± 4,8 (h) 54,7 ± 0,2 (h) 25,4 ± 5,1 (d) 

M12 48,2 ± 4,0 (g) 32,4 ± 2,8 (e) 18,4 ± 4,3 (c) 

M13 66,7 ± 1,7 (j) 49,0 ± 5,9 (g) 34,5 ± 2,7 (e) 

T10 7,9 ± 3,3 (b) 10,7 ± 1,5 (b) 3,9 ± 0,4 (a) 

T33 40,9 ± 2,5 (f) 33,2 ± 3,1 (e) 16,3 ± 5,1 (c) 

T37 2,1 ± 2,0 (a) 8,9 ± 1,6 (b) 3,1 ± 0,3 (a) 

T38 1,7 ± 0,6 (a) 30,1 ± 1,2 (e) 0,0 ± 0,0 (a) 

ANOVA - Scott-Knott (p < 0,05) 

 

4.3 ANÁLISE DA MIGRAÇÃO CELULAR COM TRANSWELL 

A partir do resultado de migração com a técnica Wound-healing, assim como IC50, 4 

chalconas foram escolhidas para os testes de migração e invasão celular utilizando Transwell. 

As chalconas D14 e D15, apesar de não terem apresentado uma atividade citotóxica elevada, 

foram capazes de inibir a migração de forma acentuada.  As chalconas G24 e G25 

apresentaram bons resultados nos dois experimentos realizados.  

As 4 chalconas demonstraram a capacidade de inibir migração, entretanto, 

novamente, as chalconas D14 e D15 inibiram a migração celular de forma significativa 

apenas nas linhagens expressando p53 U2OS e SAOS-2 exp p53, conforme apresentado na 

Figura 10.  
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Por outro lado, as chalconas G24 e G25 inibiram a migração celular tanto na linhagem 

U2OS quanto na SAOS-2, conforme Figura 11.  

Figura 10. Inibição da migração celular das linhagens de osteossarcoma U2OS, SAOS-2 e   

SAOS-2 exp p53, provocada pelas chalconas D14 e D15 após 24 horas de tratamento. 

Figura 11. Inibição da migração celular das linhagens de osteossarcoma U2OS e SAOS-2 

provocada pelas chalconas G24 e G25 após 24 horas de tratamento. Valores de IC50 em µM 

da chalcona G24 na linhagem U2OS (IC50 = 7,24, IC50/2 = 3,62) e SAOS-2 ((IC50 = 17,79; 

IC50/2 = 8,89) e da chalcona G25 U2OS (IC50 = 16,77; IC50/2 =8,39) e SAOS-2 ((IC50 = 

34,51; IC50/2 = 17,55). 
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4.4 ANÁLISE DA INVASÃO CELULAR COM TRANSWELL 

Após avaliar a capacidade das chalconas em inibir migração celular, mensurou-se a 

inibição do processo de invasão. As chalconas inibiram a invasão celular de forma 

significativa, como apresentado nas figuras 12 e 13 e, diferente do observado para a 

migração, as chalconas D14 e D15 inibiram a invasão celular de forma considerável, tanto 

na linhagem U2OS quanto na SAOS-2, entretanto, a inibição sobre as células U2OS foi mais 

proeminente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Inibição da invasão celular das linhagens de osteossarcoma U2OS e SAOS-2 

provocada pelas chalconas D14 e D15 após 24 horas de tratamento. 
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As chalconas D14 e D15 não reduziram significativamente a migração da célula 

SAOS-2, tanto nos experimentos de Wound-healing quanto nos experimentos com 

Transwell, entretanto, as mesmas reduziram significativamente a migração da linhagem 

celular U2OS. Isto sugere que, possivelmente, a inibição da migração celular provocada por 

essas duas chalconas é dependente da presença de p53, uma vez que a linhagem U2OS 

expressa a proteína p53 enquanto a linhagem SAOS-2 não. Este resultado foi confirmado 

utilizando-se uma linhagem de SAOS-2 expressando p53 (SAOS-2 exp p53), que se mostrou 

susceptível à inibição da migração provocada pelas chalconas D14 e D15 (Figura 10). 

Recentemente, a expressão de p53 em adição ao controle do ciclo celular e apoptose, tem 

sido relacionada com a inibição da metástase, através da regulação negativa do processo de 

transição-epitélio mesenquimal e diminuição da capacidade de migração de células tumorais 

[66].    

As chalconas D14 e D15 não inibiram de forma considerável a migração na linhagem 

SAOS-2, porém, reduziram significativamente a capacidade de invasão dessas células. 

Embora os ensaios de migração e invasão usando Transwell sejam bem similares, não é 

Figura 13. Inibição da invasão celular das linhagens de osteossarcoma U2OS e SAOS-2 

provocada pelas chalconas G24 e G25 após 24 horas de tratamento. Valores de IC em µM 

da chalcona G24 na linhagem U2OS (IC50 = 7,2, IC50/2 = 3,6) e SAOS-2 ((IC50 = 17,8; 

IC50/2 = 8,9) e da chalcona G25 U2OS (IC50 = 16,8; IC50/2 =8,4) e SAOS-2 ((IC50 = 34,6; 

IC50/2 = 17,3). 
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novidade que diferentes tratamentos tenham maior efeito sobre a invasão do que sobre a 

migração celular [116, 117]. Em células de câncer de pâncreas, por exemplo, a inibição de 

MMPs não influenciou a migração, mas reduziu a capacidade de invasão dessas células em 

até 60 % [116]. 

Algumas chalconas, como a isoliquiritigenina e licochalcona A, já demonstraram 

inibir a migração e invasão celular em diferentes células tumorais, através de diferentes 

mecanismos de ação, entre eles a inibição da atividade de metaloproteinases [118, 119]. 

Desta forma, os resultados encontrados confirmam o potencial antimetastático das chalconas, 

evidenciando o potencial antitumoral desses compostos, uma vez que a metástase é a 

principal causa de morte em pessoas com câncer.   

 

4.5 APOPTOSE 

 
No intuito de avaliar se a inibição da proliferação celular, das células U2OS e SAOS-2, 

provocada pelas chalconas G24 e G25 estava relacionada com a indução de apoptose, foi 

utilizada a técnica de citometria de fluxo. Conforme demonstrado na Figura 14, as chalconas 

induziram significativamente a apoptose. A chalcona G24, nas concentrações de 22 e 44 µM, 

aumentou o número de células apoptóticas em 4,08 e 5,35 vezes, respectivamente, na 

linhagem U2OS. Por sua vez, na linhagem SAOS-2, a chalcona G24 aumentou a apoptose 

em 2,35 e 2,68 vezes, nas concentrações de 22 e 44 µM, respectivamente. 

A chalcona G25 demonstrou uma diferença na indução de apoptose nas linhagens U2OS 

e SAOS-2 ainda mais acentuada do que a provocada pela chalcona G24. Nas concentrações 

22 e 44 µM houve uma indução de apoptose de 3,86 e 7,08 vezes respectivamente, na 

linhagem U2OS. Por sua vez, na linhagem SAOS-2, a chalcona G25 aumentou a apoptose 

em 1,73 e 2,3 vezes, nas concentrações de 22 e 44 µM, respectivamente. 

Esses resultados sugerem que a indução de apoptose provocada pelas chalconas G24 e 

G25, provavelmente é dependente da expressão da proteína p53, uma vez que as mesmas 

induziram apoptose de forma mais significativa na linhagem que expressa p53 (U2OS), do 

que na linhagem p53 nula (SAOS-2). A p53 tem um papel fundamental para desencadear o 

processo de apoptose nas células, a perda da expressão da proteína p53 aumenta a resistência 
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de células tumorais, incluindo osteossarcoma, à indução de apoptose provocada por agentes 

antineoplásicos [120-122], o que corrobora com os resultados aqui encontrados. 

 

4.6 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE GENES RELACIONADOS AO PROCESSO DE 

EMT 

Com o objetivo de compreender melhor os efeitos moleculares das chalconas, 

utilizamos a técnica de PCR para avaliar o efeito de inibição e/ou indução das mesmas sobre 

a expressão gênica dos principais marcadores de transição epitélio-mesenquimal (EMT). A 

EMT é um processo importante para que células tumorais adquiram maior capacidade de 

migração e invasão e, portanto, maior potencial de causar metástase. Esse processo é 

caracterizado pela redução de marcadores epiteliais (ex: E-caderina) e indução de marcadores 

mesenquimais (ex: Vimentina e N-caderina) [123]. 

Como mostra a Figura 15, as chalconas D14, D15 e G25 inibiram significativamente 

a transcrição da Vimentina na linhagem celular U2OS. Por outro lado, o mesmo efeito não 

foi observado na linhagem SAOS-2, sugerindo uma atuação da p53 na repressão 

transcricional da Vimentina. 

Figura 14. Indução de apoptose em linhagens de osteossarcoma U2OS e SAOS-2 provocada 

pelas chalconas G24 e G25 após 24 horas de tratamento. 



52 
 

As chalconas D14 e D15 induziram significativamente a expressão da E-caderina na 

linhagem celular U2OS. Na linhagem SAOS-2 pode-se observar uma leve indução pela 

chalcona D15, mas o melhor efeito foi visto nas chalconas G24 e G25.  Esses resultados são 

relevantes, pois é importante que a E-caderina, como marcadora de células epiteliais, tenha 

sua expressão aumentada, assim como a Vimentina tenha sua expressão diminuída, pois estas 

alterações poderão resultar na diminuição da capacidade de migração e invasão de células 

tumorais [124, 125].  

O gene Slug tem sido apontado como um repressor transcricional da E-caderina, 

conferindo às células cancerígenas uma maior predisposição metastática [126]. Portanto, é 

importante encontrar compostos capazes de inibir esse gene. As chalconas D14 e D15, na 

linhagem U2OS, inibiram transcricionalmente a expressão de Slug e a chalcona G25 conferiu 

uma inibição ainda mais acentuada. Já na linhagem SAOS-2, a chalcona G25 teve efeito 

contrário, induzindo esse gene. Pode-se inferir, que a p53 teve papel na inibição 

transcricional do gene Slug. Ainda na SAOS-2, as chalconas D15 e G24 tiveram capacidade 

considerável de inibição desse gene. Deste modo, é provável que a repressão de Slug 

desempenhe um papel na indução transcricional de E-caderina provocada pelas chalconas.   

O gene Snail representa papel crítico na progressão do câncer por estar envolvido 

ativamente na transição epitélio mesenquimal (EMT). Estudos apontam o envolvimento 

desse gene atuando de forma a conferir, às células tumorais, características de célula tronco, 

acarretando, dessa forma, recorrência tumoral, bem como metástase e, ainda, promovendo 

resistência a drogas [127].  Não foi possível notar grande efeito repressor das chalconas sobre 

a expressão desse gene. Na linhagem U2OS, a chalcona G25 induziu fortemente a expressão 

de Snail. Na linhagem SAOS-2, observou-se pequena indução tanto para a chalcona D14, 

quanto para a chalcona D15 e forte indução nas demais chalconas. Uma das funções de Snail 

é inibir transcricionalmente a E-caderina, portanto, a indução de Snail na linhagem SAOS-2 

provocada pelas chalconas D14 e D15 pode estar relacionada com a incapacidade dessas 

chalconas de induzirem a transcrição de E-caderina nessa linhagem celular. Entretanto, 

considerando-se que as chalconas G24 e G25 induziram Snail e E-caderina na linhagem 

SAOS-2, é possível que o efeito sobre a transcrição de Snail não resulte em alteração dos 

níveis da proteína Snail.   
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O aumento da motilidade celular, proveniente da perda de adesão, é um dos principais 

fatores que confere às células cancerígenas capacidade de invasão. A N-caderina é 

considerada um dos principais marcadores de transição epitélio mesenquimal [128]. Na 

linhagem U2OS, as chalconas D14 e D15 foram capazes de inibir consideravelmente esse 

marcador e a chalcona G25 apresentou capacidade ainda mais elevada nessa inibição. Na 

linhagem SAOS-2 a chalcona D14 não teve essa mesma capacidade. Dessa forma, pode-se 

inferir que a p53 teve participação na inibição da N-caderina pela chalcona. As chalconas 

D15 e G25 também foram capazes de inibir a N-caderina, mas foi a chalcona G24 que 

apresentou o melhor resultado nessa linhagem.  

A elevada expressão de N-caderina está associada com a formação de metástase 

[129], enquanto o seu silenciamento resulta na diminuição do potencial metastático de células 

tumorais [130]. Portanto, a repressão de N-caderina pode estar envolvida no efeito inibitório 

das chalconas sobre a migração e invasão das células de osteossarcoma.  

A β-catenina tem papel fundamental, junto com a E-caderina, na formação de 

complexos adesivos intercelulares essenciais para manutenção da integridade tecidual. 

Entretanto, o acúmulo e fosforilação da β-catenina pode induzir a degradação e consequente 

quebra do complexo de adesão da E-caderina, impulsionando o processo de EMT [131]. Na 

linhagem U2OS as chalconas D14 e D15 foram capazes de reprimir significativamente a β-

catenina, enquanto na linhagem SAOS-2 apenas a chalcona D15 foi capaz de reprimir 

levemente a β-catenina. Pode-se inferir, então, a importante atuação da p53 na repressão 

transcricional de β-catenina promovida pelas chalconas D14 e D15.  

As metaloproteinases da matriz, especificamente a MMP-2 e MMP-9, são da família 

das gelatinases, capazes de degradar colágeno IV, que é o principal componente da lâmina 

basal. Essa degradação promove a capacidade de invasividade de células cancerígenas e, a 

perda da membrana basal, tem sido considerada como um dos sinais mais confiáveis de mau 

prognóstico em pessoas acometidas pelo câncer [132, 133]. Na linhagem U2OS, todas as 

chalconas foram eficientes na inibição da MMP-2, enquanto para MMP-9 as chalconas D14, 

D15 e G24 foram as que inibiram de forma significativa essa MMP. Da mesma forma, na 

linhagem SAOS-2 todas as chalconas inibiram significativamente a MMP-2, mas não foi 

possível detectar a MMP-9 nessa linhagem, possivelmente por causa da sua baixa expressão, 
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o que condiz com o reduzido potencial de migração dessa linhagem celular comparada com 

a linhagem U2OS. 

A alta expressão da N-caderina aumenta fortemente a atividade transcricional da β-

catenina e regula positivamente a expressão da MMP-9 em células do carcinoma escamoso 

oral [134]. O knockdown de β-catenina inibe drasticamente a invasão pela regulação negativa 

da atividade de MMP-2 e MMP-9 [135]. Estes dados sugerem que a inibição das MMPs 

causadas por D14 e D15 pode estar relacionada com a repressão da β-catenina, enquanto o 

efeito inibitório sobre a expressão β-catenina pode ser mediado pela inibição da N-caderina 

induzida por estas chalconas (Figura 15). 

Figura 15. Efeito das chalconas D14, D15, (54 µM), G24 e G25 (IC50) sobre a expressão de 

marcadores de transição epitélio-mesenquimal. 
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4.7 ANÁLISE DA ATIVIDADE DAS MMPs COM ENSAIO DE ZIMOGRAFIA 

 

A análise da atividade das MMPs tem sido alvo de pesquisa. Estudos demonstram 

que a migração e invasão de tumores é possível através da degradação de diferentes 

componentes da matriz e da membrana basal. As metaloproteinases de matriz (MMPs) são 

responsáveis pela degradação de vários componentes da matriz extracelular (MEC). Existem 

mais de 20 MMPs reconhecidas e cada uma delas possui seus requisitos específicos de 

substrato e domínios estruturais. Entre elas, duas têm sido apontadas por suas associações 

com a disseminação do tumor e invasividade: MMP-2 e MMP-9 [136]. Portanto, através da 

técnica de zimografia, foi avaliada a capacidade das chalconas modularem a atividade da 

MMP-2 e MMP-9.  

Conforme demonstrado na Figura 16, as chalconas D14 e D15 tiveram efeito 

inibitório da MMP-9 na célula U2OS, mas a chalcona G25 foi quem inibiu fortemente essa 

enzima. A MMP-2 foi inibida por todas as chalconas. Tem sido observado que maior 

produção de  MMP-2 e MMP-9 acarreta aumento da migração e invasão de células tumorais 

[137]. Portanto, é provável que as chalconas reduzam, mesmo que parcialmente, a migração 

e invasão celular em células de osteossarcoma através da repressão da atividade da MMP-2 

e MMP-9. De fato, estudos mostram que a inibição de MMP-2 e MMP-9 está envolvida com 

o mecanismo de ação de diversos compostos que inibem migração/invasão celular [138-141]. 

Além disso, a inibição de MMP-2 e MMP-9 pode levar à redução da expressão de Vimentina 

e aumento de E-caderina [142, 143], portanto, é mais um mecanismo pelo qual as chalconas 

podem reverter ou atrasar o processo de EMT e, consequentemente, diminuir o potencial 

metastático de células tumorais.    
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Na célula SAOS-2 não foi possível detectar a atividade da MMP-9, provavelmente 

devido à baixa expressão dessa metaloproteinase nesta linhagem celular, o que condiz com 

o seu baixo potencial para causar metástase. Com relação a atividade da MMP-2, pode-se 

observar uma inibição provocada pelas 4 chalconas testadas, mas a chalcona G25 foi quem 

demonstrou capacidade inibitória superior. 

Vale destacar que a chalcona D14, na célula U2OS, reduziu a atividade da MMP-2 

em 5 vezes, enquanto que na linhagem SAOS-2 a redução foi de 1,66 vezes. Este resultado 

indica um possível envolvimento da expressão da proteína p53 no efeito inibitório da 

chalcona D14 sobre a atividade da MMP-2. Embora a p53 possa atuar como um ativador 

transcricional de MMP-2, ela pode ativar genes responsáveis por reprimir a expressão de 

MMP-2 ou induzir a sua degradação, tais como os genes ATF-3 e ERG1 [144-146]. Além 

disso, a p53 é capaz de reduzir os níveis da proteína MMP-14 [147], que é responsável por 

ativar metaloproteinases solúveis como a MMP-2 [148]. Dados do nosso grupo de pesquisa 

demonstram que chalconas e seus derivados podem atuar sobre esses genes regulados pela 

Figura 16. Inibição da atividade gelatinolítica das MMPs 2 e 9 provocada pelas chalconas 

D14, D15, G24 e G25 após 24 horas de tratamento. 
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p53 [149, 150], o que reforça a possível participação da p53 na ação da chalcona D14 sobre 

MMP-2.    

 

4.8 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE FATORES DE TRANSCRIÇÃO COM QPCR 

 
A técnica de PCR quantitativo foi empregada a fim de verificar a ação das chalconas 

na expressão dos fatores de transcrição Sp1 e p53. Estes fatores estão envolvidos com o 

potencial metastático de células tumorais através da regulação de metaloproteinases e 

marcadores de EMT [151].  

Como demonstrado na Figura 17, todas as chalconas selecionadas reprimiram a 

transcrição de Sp1 e p53, exceto a chalcona D14 que induziu a p53. Nosso grupo de pesquisa 

tem observado que chalconas agem apenas marginalmente sobre a transcrição de p53, porém 

têm um forte efeito estabilizador sobre a proteína p53, o que pode explicar a redução nos 

níveis de RNAm de p53 provocada pelas chalconas. Portanto, essa repressão transcricional 

provavelmente não resultará na redução dos níveis da proteína p53. Por outro lado, chalconas 

têm demonstrado o potencial tanto de reduzir os níveis de RNAm de Sp1 quanto da proteína 

[100].  

Tem sido demonstrado que a inibição de Sp1 reduz a expressão de metaloproteinases 

e marcadores mesenquimais e, consequentemente, diminui a capacidade migratória e a 

invasividade de células tumorais [23, 44]. Contrariamente, a perda da expressão de p53 leva 

ao aumento do potencial metastático de células tumorais através da indução de EMT [21],  

enquanto que a superexpressão de p53 reverte o processo de EMT através da indução de 

marcadores epiteliais (E-caderina) e repressão de marcadores mesenquimais (Vimentina) 

[30].    

 

 



58 
 

 

 

 

 

Figura 17. Efeito das chalconas D14, D15, (54 µM), G24 e G25 (IC50) sobre a 

expressão dos fatores de transcrição Sp1 e p53 
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4.9 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS MARCADORAS DE APOPTOSE 

E EMT 

 

 A fim de verificar a ação das chalconas sobre a expressão de proteínas marcadoras de 

apoptose e EMT, foi utilizada a técnica de Western Blot. A proteína supressora de tumor p53 

está relacionada à transição epitélio mesenquimal (EMT), desempenhando um papel na 

regulação celular. A perda da p53 nas células epiteliais ativa a EMT e sua ativação reverte o 

fenótipo mesenquimal [63]. Conforme demonstrado na Figura 18, na linhagem celular U2OS, 

as chalconas D14 e D15 induziram fortemente a expressão da p53, enquanto as chalconas 

G24 e G25 tiveram efeito indutor menos acentuado. Esses resultados indicam que a indução 

de p53 pode ser um dos mecanismos pelos quais as chalconas, especialmente D14 e D15, 

modularam genes ligados a EMT e inibiram a migração e invasão celular. De fato, estudos 

mostram que a ativação da p53 pode promover a regulação positiva da E-caderina e a 

regulação negativa de β-catenina, Slug, Vimentina e N-caderina, consequentemente, 

suprimindo o crescimento e a metástase de células tumorais [20, 152-156]. 

A ativação da p53 provada pelas chalconas G24 e G25, ainda que discreta, reforça a 

provável participação dessa proteína na indução de apoptose desencadeada por essas 

chalconas, uma vez que elas demostraram induzir uma maior taxa de apoptose em células 

que expressam p53 (U2OS) do que em células deficientes de p53 (SAOS-2).  

A superexpressão da Vimentina tem sido relacionada, em casos de câncer, ao 

aumento da rigidez celular, capacidade de motilidade celular e migração. As chalconas D14, 

D15 e G25 apresentaram forte inibição da proteína Vimentina nas células U2OS. Isso pode 

estar relacionado ao fato da linhagem celular U2OS expressar p53 selvagem, gerando uma 

melhor resposta, uma vez que a p53 tem potencial para reprimir a Vimentina [157].  

Na linhagem celular SAOS-2 foi possível observar uma repressão da Vimentina 

provocada pelas chalconas D14 e G24 na maior concentração e pela chalcona G25 em ambas 

as concentrações. Por outro lado, diferente do observado na linhagem U2OS, a chalcona D15 

não inibiu a expressão de Vimentina na linhagem SAOS-2 (p53 nula), o que indica um forte 

papel da p53 na repressão de Vimentina provocada pela chalcona D15 (Figura 19). Na 

linhagem MG63 também foi possível observar uma inibição de Vimentina provocada pelas 
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chalconas, especialmente pela chalcona D14, que reprimiu a Vimentina nas duas 

concentrações testadas (Figura 20).  

O fator de transcrição Sp1 está ligado à indução de EMT. Ele atua como um 

mecanismo de ativação do gene mesenquimal no decorrer da transição epitélio mesenquimal, 

podendo estar envolvido na regulação transcricional da EMT e invasão [158]. Estudos 

recentes vêm demonstrando que o Sp1 pode atuar aumentando ou reprimindo a atividade 

promotora de genes que estão envolvidos na progressão, diferenciação e oncogênese do ciclo 

celular. Portanto, seria interessante encontrar compostos capazes de atuar diretamente na 

inibição do Sp1, dada sua atuação oncogênica [159]. Entretanto, as chalconas testadas não 

diminuíram a expressão da proteína Sp1 nas linhagens U2OS e SAOS-2 (Figuras 18 e 19), 

demonstrando que a inibição transcricional de Sp1 observada na linhagem U2OS não resulta 

em redução dos níveis da proteína Sp1. Por sua vez, na linhagem MG63, as chalconas D15 e 

G25 provocaram forte inibição da proteína Sp1 (Figura 20). Isso pode estar relacionado ao 

fato de que, a linhagem MG63, carrega uma mutação na p53 ainda pouco conhecida que pode 

alterar a função da proteína p53 de maneira que interfira na relação da p53 com expressão de 

Sp1. Além disso, tal efeito pode ter ocorrido devido a maior sensibilidade da linhagem MG63 

à ação das chalconas. 

O processo de apoptose é disparado em grande parte pela ação das caspases efetoras 

3 e 7. Essas caspases são expressas em uma forma inativa (procaspase) e, após ativação por 

meio de clivagem, elas podem clivar diversas proteínas celulares, causando a condensação 

da cromatina, fragmentação do DNA, desestabilização do citoesqueleto celular e, por fim, 

apoptose [160]. Entre os muitos alvos clivados pelas caspases, está a proteína PARP, que 

desempenha papel importante em processos celulares, tais como, replicação e reparo de DNA 

[161]. Durante a apoptose, a PARP é clivada e inativada pela ação das caspases 3 e 7, essa 

inativação da PARP é capaz de direcionar as células que tiveram seu DNA danificado, à 

apoptose, ao invés de degradação necrótica. Por isso, a clivagem da PARP é considerada um 

marcador de apoptose [162].  

Como demostrado na Figura 18, as chalconas G24 e G25 provocaram um aumento 

das formas clivadas das proteínas Caspase-3 e PARP na linhagem U2OS, confirmando o 

potencial dessas chalconas induzirem apoptose nessas linhagens e indicando que essa ação é 
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mediada por ativação de Caspase. Estes resultados estão de acordo com a literatura, pois 

diversos estudos sugerem que indução de apoptose, mediada por caspases, é um mecanismo 

clássico de ação de diferentes chalconas [100, 163-165]. O mesmo não foi observado nas 

chalconas D14 e D15, que apresentaram uma clivagem fraca da PARP, isso condiz com a 

baixa citotoxicidade e capacidade de induzir apoptose dessas chalconas.  

   

 

  

 

 

 

 

 

Figura 18. Efeito das chalconas sobre a expressão de proteínas relacionadas a apoptose e 

transição epitélio-mesenquimal na linhagem U2OS. 
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Figura 20. Efeito das chalconas sobre a expressão de proteínas relacionadas a apoptose e 

transição epitélio-mesenquimal na linhagem SAOS-2. 

Figura 19. Efeito das chalconas sobre a expressão de proteínas relacionadas a apoptose e 

transição epitélio-mesenquimal na linhagem MG-63. 
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5. CONCLUSÃO 

Neste estudo, uma biblioteca de 67 derivados de chalconas sintéticas foram utilizadas 

e tiveram sua atividade citotóxica e antimigração celular avaliadas contra linhagens de 

osteossarcoma humano U2OS (p53 selvagem), SAOS-2 (p53 nula) e MG63 (p53 mutante).  

A presença de grupos substituintes halogênicos captores de elétrons no anel B, como 

Cl, F e Br, aumentou a atividade citotóxica e antimigratória das chalconas, especialmente 

daquelas carregando grupo amino no anel A.  

Em chalconas contendo um grupo 3’-metoxi, a presença de grupos substituintes no 

anel B contendo átomos de nitrogênio, foi mais eficiente em melhorar tanto a citotoxicidade 

quanto o efeito antimigração celular exibidos por essas chalconas.  

A substituição do anel B por um anel heterocíclico furano ou tiofeno afetou 

negativamente a atividade citotóxica e antimigratória das chalconas.  

A análise dos efeitos moleculares de 4 chalconas selecionadas (D14, D15, G24 e G25) 

sobre células de osteossarcoma demonstraram que: 

• A redução da migração e invasão celular provocada por essas 4 chalconas pode 

estar relacionada com a inibição da expressão e atividade das metaloproteinases 

MMP-2 e MMP-9. 

• A atividade antimigratória e anti-invasão, especialmente das chalconas D14 e D15, 

parece associada com a regulação de genes do processo de EMT através da indução 

de marcadores epiteliais (E-caderina) e repressão de marcadores mesenquimais 

(Vimentina, N-caderina e Slug).  

• As chalconas G24 e G25 induzem discretamente a expressão da proteína p53. Por 

outro lado, D14 e D15 provocam uma elevada indução da p53. 

• A inibição da migração e regulação de genes associados ao processo de EMT 

provocada pelas chalconas D14 e D15 são, pelo menos parcialmente, dependentes 

da ativação da p53. 

• As chalconas G24 e G25 induzem apoptose, especialmente em célula expressando 

p53 (U2OS), através da ativação de Caspase 3. 

Em geral, a presença da p53 foi importante para atividade biológica das chalconas 

aqui estudadas, como demostrado pelo maior efeito citotóxico, apoptótico e antimigração 

contra as linhagens expressando p53. 
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Figura 21. Conclusão: um modelo para o mecanismo de ação das aminochalconas D14, D15, G24 e G25 em 

osteossarcoma.  
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