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RESUMO

INTRODUCAO: O carcinoma escamocelular oral é um cancer altamente invasivo e que
frequentemente ocasiona metastase, principal responsdvel pela alta letalidade desta condigdo
patoldgica. Nesse ambito, a quimica medicinal surge como alternativa promissora para descoberta
de novas moléculas capazes de impedir a progressao tumoral. Entre os compostos mais estudados,
as chalconas destacam-se devido ao seu potencial bioldgico, em especial por sua atividade
anticancer. OBJETIVO: Avaliar o potencial citotoxico e antimigratério de uma chalcona
hidroxilada (A3) em células de carcinoma escamoso oral humano. METODOS: O potencial
citotoéxico da chalcona A3 foi determinado pelo ensaio do MTT nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas.
Para o ensaio de migragdo foi empregado o método Scratch assay em concentragdes subcitotdxicas
confirmadas pelo método de exclusdo por azul de Tripan. RESULTADOS: O ensaio do MTT
demonstrou que o composto avaliado exibiu efeito citotéxico, com valores de Cls, de 8,7 uM ¢ 4,3
uM nos tempos de 48 e 72 horas, respectivamente. Nao foi possivel definir Cls, para o periodo de
24 horas. Para o ensaio de migracao, as concentragdoes escolhidas foram testadas pelo ensaio de
exclusdo por azul de tripan para confirmar seu perfil subcitotoxico. Os dados revelaram que, no
periodo de 24 horas, as concentragdes utilizadas nao interferiram na viabilidade das células HSC-3
quando comparadas ao controle negativo. O percentual de migragdo foi de 19,64% para o controle
negativo. Por outro lado, nas concentragdes de 0,25 uM, 0,5 uM e 1 uM os percentuais de migracao
foram de 11,90%, 9.91% e 8,63%, respectivamente. CONCLUSAO: Em suma, os resultados
obtidos destacam a Chalcona A3 como uma molécula com potencial citotoxico e antimigratorio que
podem contribuir no contexto terapéutico contra carcinoma de células escamosas.

Palavras-chave: Chalcona, Carcinoma de células escamosas, Atividade antimigratodria.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma escamoso da cavidade oral (CECO) € o tumor maligno mais comum da cabeca
e pescogo, € mais de 300.000 pacientes sdo diagnosticados com a doenga todos os anos em todo o
mundo (Feller et al., 2023). Apesar do tratamento multidisciplinar com cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, esta condi¢do patoldgica ainda apresenta uma baixa taxa de sobrevida em 5 anos, de
50 a 60% (Arimoto et al., 2018). Durante o processo de progressao tumoral, a metastase, que € a
principal causa de morte por cancer, ¢ um evento critico. As células tumorais precisam adquirir
fendtipos malignos para se separarem da massa tumoral primaria. Essas células entdo atravessam a
membrana basal, penetram a matriz extracelular e penetram na circulacio (Zhang; Weinberg, 2018).

Desse modo, tem-se buscado o desenvolvimento de novos medicamentos capazes de
impedir a disseminacao das células tumorais. Nesse cendrio, a quimica medicinal tem surgido como
uma area que busca a descoberta de novas moléculas baseada em processos bioquimicos e
mecanismos celulares. A compreensdo de propriedades estruturais e quimicas de ligacdo de drogas
com alvos em vias e eventos biologicos importantes possibilita o desenho de moléculas capazes de
regular ou modular fung¢des-alvo especificas (Andricopulo et al., 2009).

Nesse sentido, uma das classes de compostos de maior relevancia sdo as chalconas,
substancias que apresentam estrutura quimica simples e que podem ser utilizadas para a formagao
de um amplo numero de moléculas derivadas com atividade biologica, incluindo atividade
anticancer (Constantinescu; Lungu, 2021). Dentre tais moléculas, tém-se as chalconas hidroxiladas,
um tipo de chalcona ainda pouco explorado que recebe grupos hidroxila em sua estrutura basica
(Kim; Lee; Moon, 2013).

A chalcona A3 ¢ uma molécula sintética, ndo havendo registros de sua utilizagdo na
literatura cientifica. Assim, este estudo busca avaliar o efeito antimigratério da chalcona hidroxilada
A3 em células de carcinoma escamoso oral humano, visando sua utilizagdo futura no bloqueio da

progressao e disseminagao tumoral.

2 METODO
A Chalcona hidroxilada A3 (C;sH;,0,Cl / peso molecular: 258,17) utilizada neste estudo foi
sintetizada e gentilmente cedida pela equipe da Prof®. Dr*. Caridad Noda Pérez, do Laboratorio de

Quimica Sintética e Aplicada do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG) para
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os testes bioldgicos. Para determinacdo da concentragdo minima do composto necessaria para

eliminar 50% das células expostas a A3 (Cls), utilizou-se do teste do MTT, como descrito por

Mosmann (1983), no qual células HSC-3 foram expostas a diferentes concentragdes de A3

(1,56-100 uM) e doxorubicina (0,13-8,5 uM) por 24, 48 e 72 horas. Para avaliar se as concentragdes

definidas abaixo da Cls, ndo iriam interferir na viabilidade celular, utilizou-se do ensaio de exclusao

do azul de tripan, como relatado por Adan, Kiraz e Baran (2016), no qual células HSC-3 foram

expostas a A3 (0,25, 0,5, e 1 uM) e doxorrubicina (0,1 pM) por 24 horas. Para determinacdo da

inibicdo da migragdo celular utilizou-se do ensaio de migragao - Scratch assay, como descrito por

Liang, Park e Guan (2007), em que células HSC-3 foram expostas a 0,25 pM; 0,5 uM e 1 pM de
A3 por 24 horas.

3

RESULTADOS

A partir da andlise pelo método do MTT, foram obtidos os niveis de viabilidade celular

evidenciados na Tabela 1. A amostra apresentou efeito citotoxico com valores de Cls, de 8,7 uM e

4,3 uM nos tempos de 48 e 72 horas, respectivamente. No tempo de 24 horas ndo foi possivel

definir a Cls, da amostra, uma vez que a concentragcdo de A3 utilizada foi inferior a necessaria para

eliminar metade das células durante esse periodo de tempo.

Tabela 1: Determinacdo da Cls, da Chalcona Hidroxilada A3 em células HSC-3 ap6s 24, 48 e 72 horas de tratamento.

Cls (nM)
Intervalo de confianc¢a (95%)
Amostras 24 horas 48 horas 72 horas
A3 >100 8,7 43
(7,8 -9,6) (1,9-9,5)
DOX 0,29 0,25 0,21
(0,21 - 0,38) (0,21 - 0,30) (0,20 - 0,29)

Os valores de Cl;, estdo apresentados em uM e foram calculados a partir de regressdo ndo linear utilizando o programa

GraphPad Prism Software versao 8.0. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de pelo menos trés

experimentos independentes realizados em quadruplicata, sendo mostrados entre parénteses. Doxorrubicina foi utilizada

como controle positivo. Fonte: Acervo do autor, 2024.
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Como observado na Figura 2, no periodo de 24 horas, as concentragdes escolhidas ndo
interferiram na viabilidade das células HSC-3 quando comparadas ao controle negativo. Esses
resultados eram esperados, haja vista que as concentragdes utilizadas eram subcitotdxicas,

incapazes de reduzir a viabilidade das células de modo significativo.

Figura 1: Efeito da Chalcona hidroxilada A3 na viabilidade de HSC-3 determinado pelo ensaio por exclusdo do azul de

Tripan ap6s 24 horas de tratamento.
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Os dados correspondem a média + E.P.M. de no minimo dois experimentos independentes. (*p<0,05) comparado ao

controle negativo por ANOVA. Fonte: Acervo do autor, 2024.

O efeito de A3 sobre o potencial migratorio de células HSC-3 foi calculado com base na
area do risco, realizado sobre a monocamada de células, no tempo zero e apds 24 horas de
exposicdo. A3 nas concentragdes utilizadas (0,25 uM; 0,5 pM e 1 pM) reduziu de modo
significativo (p<0,05) a porcentagem de migra¢do quando comparado ao controle negativo na
linhagem HSC-3 (Figura 4A). Os resultados possibilitam observar que apds o tempo de incubagao
de 24 horas, o percentual de migracao foi de 11,90% na concentracdo de 0,25 uM, 9,91% na
concentracdo de 0,5 pM e 8,63% na concentracdo de 1 pM. As células do controle negativo

apresentaram percentual de migragdo celular de 19,64% (Figura 4B).

Figura 2: Efeito da Chalcona hidroxilada A3 sobre o potencial migratorio de células HSC-3.
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(A) Fotos representativas do fechamento do risco por microscopia optica (10x) nos tempos 0 e 24 horas (B) Grafico

gerado através da area de cada risco dado em porcentagem. Os resultados foram expressos como média =+ erro padrdo da

média (EPM) e um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Fonte: Autoria propria, 2024.

4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos através do teste do MTT sdo semelhantes aos encontrados por Zhang e
colaboradores (2020), no qual os autores demonstraram que o tratamento de células de cancer de
prostata e de células ndo tumorais com concentragdes crescentes de uma chalcona modificada por
periodos de 24, 48 e 72 horas reduziu a viabilidade celular de modo dependente da concentragao e
do tempo. Ademais, os dados obtidos a partir do ensaio de exclusdo do azul de Tripan sdo
semelhantes aos encontrados por Yu e colaboradores (2020), em que os autores conseguiram
determinar concentragdes subcitotoxicas de Vitaferina A em células de cancer oral Ca9-22. No
estudo citado, as concentragdes testadas também nao exibiram citotoxicidade contra as células.

A literatura aponta o potencial antimigratério de chalconas e seus derivados na migracao de
c€lulas tumorais com regulacdo negativa de marcadores mesenquimais. Um exemplo disso ¢ o
estudo de Wang et. al (2019), em que um andlogo de estradiol modificado com chalcona inibiu a
migracdo de células de cancer de mama MCF-7 através do aumento da expressdo dos marcadores
epiteliais zonula de oclusdo-1 e E-caderina e da diminuicdo dos marcadores mesenquimais
N-caderina e Vimentina, inibindo o processo EMT. Assim, supde-se que A3 possa atuar interferindo

no fenétipo EMT pela modulagao desses marcadores epiteliais € mesenquimais.

5 CONCLUSAO
Os resultados obtidos destacam a Chalcona A3 como uma molécula com potencial
citotoxico e antimigratorio que podem contribuir no contexto terapéutico contra carcinoma de

células escamosas.
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