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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) esta entre os tipos de neoplasias mais incidentes em todo o0 mundo,
apresentando progndstico desfavoravel, sobretudo devido a elevada taxa de metastases,
principal causa de morbidade e mortalidade entre os pacientes. Diante disso, cresce 0 interesse
na busca por novas moléculas com potencial para interferir na disseminacdo das células
tumorais. Neste contexto, a sintese de compostos baseada em produtos naturais surge como
uma abordagem estratégica, permitindo a modificacdo racional de estruturas bioativas para
potencializar seus efeitos terapéuticos e ampliar sua aplicabilidade farmacoldgica. Chalconas e
ionona tém se destacado por apresentarem diversas propriedades biolégicas, incluindo atividade
anticancer. Com base nessa perspectiva, o presente trabalho teve como objetivo investigar o
efeito citotoxico, antimigratorio e antiadesivo de uma chalcona do tipo terpendide (BRACI),
resultante da combinacdo estrutural de chalcona e ionona, em células de adenocarcinoma
colorretal humano (SW-480). Inicialmente, a atividade citotoxica de BRACI foi avaliada pelo
ensaio de MTT, revelando valores de Clso de 12,44 uM, 4,62 uM e 3,64 uM, apos 24, 48 e 72
horas de tratamento, respectivamente. A partir da curva de crescimento celular de 24 horas,
foram estabelecidas as concentragdes subcitotdxicas de 0,05 uM e 0,10 uM para os ensaios de
adesdo e migracdo celular. A viabilidade celular frente a essas concentragdes foi confirmada
pelos ensaios de exclusdo com azul de Tripan e analise morfoldgica por pandtico rapido, ndo
sendo observadas alteragdes significativas ap0s 24 horas de exposi¢do. No ensaio clonogénico,
BRA4CI ndo reduziu significativamente o nimero ou area das col6nias formadas. Por outro lado,
0 ensaio de migragdo celular demonstrou que BR4CI, nas concentracOes testadas, inibiu de
maneira significativa a migracdo das células SW-480 apds 24 e 48 horas de tratamento.
Adicionalmente, o ensaio de adesdo celular indicou que BR4CI promoveu uma reducéo
significativa na adesdo das células a fibronectina, com inibigdes de 32,68% e 44,16% para 0,05
UM e 0,10 uM, respectivamente, apds pre-tratamento de 24 horas. Dessa forma, os dados
obtidos indicam que BR4CI apresenta potencial citotoxico frente ao CCR e € capaz de interferir
em etapas cruciais da progressdo metastatica, como migracdo e adesdo celular, em testes in
vitro. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos moleculares
subjacentes a esses efeitos e avancar na avaliagdo do seu potencial terapéutico.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Chalcona tipo terpendide; Viabilidade celular; Metastase.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is among the most prevalent types of neoplasms worldwide and
presents an unfavorable prognosis, mainly due to its high rate of metastasis, the leading cause
of morbidity and mortality among patients. In this context, there is increasing interest in
identifying new molecules capable of interfering with tumor cell dissemination. Within this
framework, the synthesis of compounds based on natural products has become a strategic
approach, allowing for the rational modification of bioactive structures to enhance their
therapeutic effects and expand their pharmacological applicability. Chalcones and ionones have
been highlighted for presenting several biological properties, including anticancer activity.
Based on this perspective, the present study aimed to investigate the cytotoxic, antimigratory,
and anti-adhesive effects of a terpenoid-like chalcone (BR4CI), resulting from the structural
combination of chalcone and ionone, in human colorectal adenocarcinoma cells (SW-480).
Initially, the cytotoxic activity of BR4CI was evaluated using the MTT assay, revealing ICso
values of 12.44 uM, 4.62 uM, and 3.64 uM after 24, 48, and 72 hours of treatment, respectively.
Based on the 24-hour cell viability curve, subcytotoxic concentrations of 0.05 uM and 0.10 pM
were established for cell adhesion and migration assays. Cell viability at these concentrations
was confirmed by Trypan blue exclusion and morphological analysis using fast panoptic
staining, with no significant alterations observed after 24 hours of exposure. In the clonogenic
assay, BR4CI did not significantly reduce the number or area of the colonies formed. On the
other hand, the cell migration assay demonstrated that BR4CI, at the tested concentrations,
significantly inhibited the migration of SW-480 cells after 24 and 48 hours of treatment.
Additionally, the cell adhesion assay indicated that BR4CI significantly reduced cell adhesion
to fibronectin, with inhibitions of 32.68% and 44.16% for 0.05 uM and 0.10 uM, respectively,
after 24 hours of pretreatment. Taken together, these findings indicate that BRACI exhibits
cytotoxic potential against CRC and is capable of interfering with critical steps in metastatic
progression, such as cell migration and adhesion, in vitro. However, further studies are needed
to elucidate the molecular mechanisms underlying these effects and to advance the evaluation
of its therapeutic potential.

Keywords: Colorectal cancer; Terpenoid-like chalcone; Cell viability; Metastasis.
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1 INTRODUCAO

O céancer é uma doenca multifatorial caracterizada pelo crescimento celular desordenado
e por génese e progressdo complexas, afetando milhdes de pessoas em todo o mundo (Ouyang
et al., 2021). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima aproximadamente 704
mil novos casos da doenca entre os anos de 2023 e 2025 (INCA, 2022). O desenvolvimento do
cancer ocorre por meio de multiplas etapas que resultam em alteracfes na arquitetura tecidual,
sendo essas mudancas decorrentes de modificacBes genéticas induzidas por fatores como
envelhecimento, exposicdo a agentes quimicos mutagénicos e radiacdo ionizante (Feitelson et
al., 2015; Takeshima; Ushijima, 2019).

O cancer colorretal é o terceiro tipo de cancer mais frequente no mundo, com
aproximadamente 1,8 milhdes de novos casos e mais de 860 mil mortes registradas anualmente,
configurando-se como um sério problema de satde publica (INCA, 2022; Dosunmu; Shergill,
2024). Essa neoplasia tem origem no acumulo de mutacBes genéticas nas células do intestino
grosso, promovendo a transicdo de lesdes benignas para malignas ao longo do tempo (Li et al.,
2024). Embora intervencdes terapéuticas como cirurgia e quimioterapia estejam disponiveis,
um namero expressivo de pacientes evolui para quadros metastaticos, 0 que compromete o

prognostico e frequentemente leva ao 6bito (Ahmad et al., 2021).

A metéstase consiste na disseminacdo de células cancerosas do tumor primario para
6rgdos ou tecidos distantes, por meio da corrente sanguinea ou linfatica (Keum; Giovannucci,
2019). Esse processo representa a principal causa de mortalidade entre pacientes com cancer,
superando os 6bitos decorrentes do tumor primario (Gerstberger; Jiang; Ganesh, 2023). Durante
a cascata metastatica, as células tumorais invadem o parénquima tecidual adjacente, penetram
nos vasos sanguineos ou linfaticos e, assim, adquirem a capacidade de migrar para locais
distantes. Posteriormente, essas celulas extravasam da vasculatura e colonizam tecidos
secundarios, originando micrometastases que, com o0 tempo, evoluem para metastases
clinicamente detectaveis (Zeeshan; Mutahir, 2017; Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017; Li
et al., 2024).

A busca por novas moléculas capazes de inibir a progressdo tumoral continua sendo um
dos principais desafios no combate ao cancer. Nesse contexto, os produtos naturais,

especialmente as chalconas, tém se destacado como fontes promissoras de compostos bioativos,
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em razdo de sua estrutura quimica versatil (Dias et al., 2013). As chalconas, amplamente
encontradas em produtos naturais, apresentam diversas atividades bioldgicas, incluindo
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas e anticancer (Lai et al., 2023;
Ouyang et al., 2021). No entanto, seu amplo espectro de acdo pode levar a interagoes
irreversiveis com macromoléculas bioldgicas, potencialmente resultando em efeitos adversos.
Nesse sentido, a modificagdo quimica da estrutura basica dessas chalconas tem se mostrado
uma estratégia promissora para reduzir sua reatividade, contribuindo para o desenvolvimento
de derivados com melhor perfil farmacol6gico e potencial aplicacédo clinica (Gomes et al., 2017;
Zhou; Xing, 2015; Amslinger et al., 2013).

As chalconas terpenoides, ou chalconas semelhantes a terpenoides, sdo compostos
hibridos formados pela combinacdo dos esqueletos de chalconas e ionona (Lima et al., 2019).
A B-ionona, por sua vez, é um composto terpenoide ciclico presente na estrutura de moléculas
biologicamente relevantes, como o acido retinoico, 3-caroteno e vitamina A (Custodio et al.,
2021). Enquanto os terpenos sdo hidrocarbonetos simples, os terpenoides correspondem a
formas modificadas desses compostos, caracterizadas pela presenca de diferentes grupos
funcionais e grupos metil oxidados. Tais modificagdes estruturais conferem aos terpenoides
uma variedade de propriedades biologicas, incluindo atividade anticancer (Manoel et al., 2022).
Nesse contexto, estudos tém demonstrado que chalconas associadas a estruturas de iononas
podem apresentar diversas atividades bioldgicas, como efeitos antiandrogénicos,

antimicrobianos e antiproliferativos (Silva et al., 2021).

A luz do exposto, o presente estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, o efeito de um
derivado de chalcona tipo terpenoide (BR4CI), o qual apresenta um atomo de cloro como
substituinte halogénico na posicdo para em sua estrutura quimica, sobre 0S processos

envolvidos na metastase, utilizando a linhagem celular de adenocarcinoma colorretal SW-480.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais do cancer colorretal e metastase

O céancer é uma doenca complexa, considerada uma das principais causas de morte em
todo 0 mundo, em que grupos celulares crescem de forma anormal e desordenada (WalyEldeen
et al., 2023). Nos tecidos normais, tém-se o controle da producédo e da liberacdo de sinais de
crescimento, que orientam a progressdo do ciclo celular e a divisao das células, assegurando a
homeostase do nimero de células e a manutencéo fisioldgica dos tecidos (Hanahan; Weinberg,
2011). Em tecidos cancerosos, com a aquisi¢do de caracteristicas malignas, as células passam
a apresentar um conjunto de capacidades funcionais, que as adaptam para o surgimento do

tumor maligno (Hanahan, 2022).

Essas capacidades funcionais surgem de mudancas dindmicas no genoma celular, que
incitam a transformacédo progressiva de células normais para células malignas. As alteracdes
genéticas podem ocorrer de modo a produzirem oncogenes com ganho dominante de funcéo e
genes supressores de tumor com perda recessiva de funcdo, ambos levando ao fendtipo
canceroso (Hanahan; Weinberg, 2000). Assim, por meio dessas mutacgdes, as células cancerosas
sdo capazes de sustentar a sinalizacdo para proliferacdo, evitar supressores de crescimento,
escapar da morte celular, adquirir imortalidade replicativa, reprogramar seu metabolismo e

iniciar o processo de invasdo e metéastase (Hanahan, 2022) (Figura 1).

Figura 1. Caracteristicas do cancer - representacao atual.
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Fonte: Adaptado de Hanahan (2022).
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O cancer colorretal ¢ a quarta causa principal de morte por cancer no mundo,
correspondendo a cerca de 9,2% das mortes por cancer em todo globo (Li et al., 2021).
Comparado aos demais tipos de cancer, é considerado o segundo céncer mais comum na
populacdo feminina e o terceiro mais comum na populagdo masculina, com maior incidéncia
nesta ultima populacdo (Dekker et al., 2019). A maioria dos casos de cancer colorretal trata-se
de adenocarcinomas, 0s quais originam-se a partir de células epiteliais glandulares do intestino
grosso (Ahmad et al., 2021). Outros tipos de cancer colorretal menos frequentes incluem o
carcinoma de células escamosas, carcinoma adenoescamoso e 0 carcinoma de células

fusiformes (Keum; Giovannucci, 2019).

Aproximadamente 35% a 40% dos casos de cancer colorretal (CCR) séo classificados
como hereditarios. Todavia, a maioria dos casos de CCR surge de forma esporadica (60 - 65%),
por meio de mutagbes somaticas e alteracBes epigenéticas adquiridas por exposicdo a fatores
de risco ambientais (Jasperson et al., 2010; Ahmad et al., 2021). Dentre os varios fatores
ambientais relacionados ao estilo de vida que aumentam o risco de desenvolvimento desse tipo
de céncer, destaca-se o tabagismo, o consumo excessivo de alcool e a obesidade. Em associacao
a esses fatores, o envelhecimento populacional também contribui para 0 aumento da incidéncia
do CCR (Dekker et al., 2019).

O cancer colorretal se origina por meio do acimulo de danos genéticos irreversiveis em
células estaminais ou células semelhantes a células estaminais, localizadas na base das criptas
colbnicas. Essas alteraces genéticas e epigenéticas predispdem as células afetadas a iniciarem
e manterem o crescimento do tumor pela inativacdo de genes supressores de tumor e a ativagdo
de oncogenes. Com o crescimento celular descontrolado, tem-se o surgimento de uma leséo
neoplésica precursora, um pélipo, que pode progredir para doenca maligna ao longo de 10 a 15
anos. Assim, durante esse periodo, as células sofrem alteracBes genéticas adicionais,
conferindo-lhes vantagens de crescimento seletivo, caracteristicas agressivas e potencial

metastatico (Dekker et al., 2019; Keum; Giovannucci, 2019).

O progndstico do CCR, em geral, é considerado ruim devido a alta taxa de metastases e
recorréncia apés intervencdo (Chen et al., 2023; Pita-Fernandez et al., 2015). A cirurgia € a
primeira abordagem terapéutica contra o0 CCR, em especial para pacientes em estagio inicial da
doenga, podendo ser utilizada em associacdo a quimioterapia e radioterapia, nos casos

avancados e com ocorréncia de metastases (Abedizadeh et al., 2024; Tang et al., 2023). Quanto
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ao tratamento quimioterapico, o 5-fluorouracil (5-FU) é o tratamento padrdo para os casos de
cancer colorretal metastatico, sendo usualmente combinado com outros medicamentos nos
regimes quimioterapicos multidrogas, como leucovorina, oxaliplatina e irinotecano, visando o
aumento da sobrevida do paciente (Al Bitar et al., 2023).

Embora tenha-se melhorado o diagnostico precoce e as formas de tratamento nos
altimos anos, uma quantidade significativa de pacientes com CCR inicial ainda apresenta a
tendéncia de desenvolver metéastases e, consequentemente, a render-se a essa condi¢do
patolégica (Ahmad et al., 2021). A metastase é a causa principal de letalidade do cancer e diz
respeito ao processo no qual se tem a disseminacao de células cancerosas a partir de um tumor
primario para 6rgdos distantes (Suhail et al., 2019). Para que a metéastase ocorra, é necessario
que as células tumorais invadam o tecido local circundante, penetrem na corrente sanguinea,
resistam a pressao dos vasos sanguineos, escapem do sistema imune, extravasem pelas paredes
vasculares para o parénquima dos tecidos, se adaptem e formem col6nias no novo tecido (Fares
et al., 2020; Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017) (Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica da cascata metastatica.
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Fonte: Criado com Biorender. Autoria propria, 2025.
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A ativacdo do processo metastatico decorre da atuagé@o de estressores microambientais,
como pressGes mecanicas da matriz extracelular (MEC), sinais adesivos de componentes da
matriz, interacbes célula-célula, sinais solGveis, como fatores de crescimento e citocinas, e
influéncias da microbiota intratumoral, os quais sdo capazes de induzir eventos de
reprogramacao celular que possibilitam a invasdo e migragao das células em busca de ambientes
favoraveis a sua sobrevivéncia (Fares et al., 2020; Suhail et al., 2019). Desse modo, em
associacdo a reprogramacao metabolica, os estressores microambientais podem possibilitar a
ocorréncia de mudancas fenotipicas nas células cancerosas, causando-lhes a adoc¢do de estados
que se assemelham-se aos estados mesenquimais, de forma plastica, com dinamicidade no

decorrer do processo de metastase (Suhail et al., 2019).

Nesse contexto, um processo essencial que possibilita as etapas da cascata metastatica
é o programa de Transicdo Epitelial Mesenquimal (EMT - do inglés Epithelial-Mesenchymal
Transition), que, fisiologicamente, é utilizado durante o periodo embrionario, em especial no
processo de gastrulacdo, e, em individuos adultos, possui atuacdo na cicatrizacdo de tecidos
epiteliais (Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017; Mittal, 2018; Lamouille; Xu; Derynck,
2014). O EMT atua na converséo de células epiteliais em células que possuem a capacidade de
entrar em estados fenotipicos com caracteristicas mesenquimais. Com a ativacdo do programa
EMT, as células podem passar por diferentes estados fenotipicos intermediarios entre os estados

epitelial e mesenquimal (Zhang; Weinberg, 2018) (Figura 3).

Figura 3. Representacéo da ativacdo do Programa de Transicao Epitelial-Mesenquimal (EMT).

Desenvolvimento do fenétipo invasivo

EMT
—_— — —

Células
epiteliais ) Células com
Células em estados caracteristicas

fenotipicos intermediarios mesenquimais

Fonte: Criado com Biorender. Autoria propria, 2025.

Dessa forma, sob a acdo do programa EMT, as células perdem suas caracteristicas de

células epiteliais, como as jungdes celulares e a polaridade apical-basal, sofrem reorganizacéo
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do citoesqueleto, mudancas nos programas de sinalizagdo e reprogramacao de sua expressao
génica, o que resulta no aumento da motilidade celular e possibilita 0 desenvolvimento do
fenotipo invasivo (Lamouille; Xu; Derynck, 2014). Nesse sentido, as células cancerosas sob
influéncia do EMT apresentam alterac6es morfoldgicas e moleculares, como a aquisi¢éo de
uma morfologia fusiforme, a diminuicdo da expressdo de marcadores epiteliais, cita-se E-
caderina, Zénula de Oclusdo-1 e Ocludina, e 0 aumento de marcadores mesenguimais, como
N-caderina, Vimentina, Proteina Especifica de Fibroblastos 1 e Fibronectina (Mittal, 2018;
Zhang; Weinberg, 2018). Ademais, as células também adquirem resisténcia a apoptose e
aumentam sua capacidade de secretar enzimas degradativas, cuja atuagéo resulta na digestdo da
matriz extracelular (Banyard; Bielenberg, 2015).

O programa EMT pode sofrer influéncias de uma série de vias de sinalizacdo diferentes,
incluindo a via de sinalizagdo do fator de crescimento transformador beta (TGF-B), via de
sinalizacdo da proteina morfogenética dssea (BMP), via de sinalizacdo do receptor de tirosina
quinase (RTK), via de sinalizagdo Wnt/B-catenina e via de sinalizagdo de hipoxia (Babaei; Aziz;
Jaghi, 2021). Essas vias atuam induzindo fatores de transcri¢do, abrangendo as familias Snail,
Twist e Zeb, que auxiliam um conjunto de reguladores epigenéticos a incitar programas
transcricionais que interferem nos efeitos bioldgicos da EMT (Lu; Kang, 2019). Desse modo,
tais vias ampliam a expressdo de marcadores mesenquimais e reduzem a expressdo de

marcadores epiteliais, alterando o fenotipo celular (Babaei; Aziz; Jaghi, 2021).

Em carcinomas, as alteracBes causadas pelo EMT capacitam as células cancerosas,
possibilitando que muitas das etapas da cascata de invasdo-metastase sejam concluidas,
incluindo a invasdo local, saida para os tecidos distantes e formacdo de depositos
micrometastaticos (Zhang; Weinberg, 2018). Todavia, 0 EMT ndo possui influéncia somente
sobre a transformacéo de tumores iniciais em malignidades invasivas, sua ativacao pode, ainda,
possuir impacto na geracdo de células cancerosas semelhantes a células tronco, possibilitando
0 aumento da autorrenovacdo, da capacidade de iniciar tumores e de resistir a quimioterapia e
apoptose (Mittal, 2018). Assim, compreende-se a ativacdo do EMT como um evento critico
para 0 aumento da invasividade, disseminacdo e resisténcia das células tumorais (Lambert;
Pattabiraman; Weinberg, 2017).
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2.2 Mecanismos de migracéo e adeséo celular

A migracdo celular é uma habilidade fundamental em uma série de processos
fisioldgicos, tanto de desenvolvimento corporal quanto relacionado a patologias, atuando no
reparo de danos, na resposta imune, reconstru¢do vascular, invasdao tumoral e metastase
(SenGupta; Parent; Bear, 2021; Ma et al., 2023). Nos tecidos, as células possuem a capacidade
de perceber uma variedade de sinais ambientais e de responder a esses estimulos, migrando
para proximo ou para longe desses sinais, de modo a executar programas morfogenéticos
durante o desenvolvimento embrionario, preparar uma resposta imune ou reparar tecidos
lesados (SenGupta; Parent; Bear, 2021).

As células podem espalhar-se por meio de dois modos, como células individuais, por
intermédio da migracdo de células Unicas mesenquimais ou ameboides, ou pela migracao
coletiva, em que a adesdo e cooperacdo entre as células continuam integras (Te Boekhorst;
Friedl, 2016). Para migracdo individual mesenquimal, as células adquirem uma morfologia de
carater fusiforme, que se assemelha a morfologia de fibroblastos. Essa morfologia alongada é
resultado da adesdo mediada por integrinas e das altas forcas de tracdo nos polos celulares.
Ademais, as células mesenquimais também recrutam proteases, as quais atuam digerindo e

remodelando a matriz extracelular, possibilitando seu movimento migratorio (Friedl, 2004).

Por outro lado, as células que migram na forma ameboide adquirem formas redondas
ou irregulares e passam por ciclos de expansao e contracdo, que levam a passagem da célula
pelas lacunas da MEC (Liu et al., 2015). Esse tipo de migracdo € geralmente realizado por
células-tronco hematopoéticas, leucdcitos e células tumorais (Friedl, 2004). O fendtipo
ameboide caracteriza-se pela locomocdo rapida, que pode ser explicada pela forte polarizacéo
celular, que permite as células a projecdo eficiente de pseuddpodes e bolhas (Bear; Haugh,
2014). Na migracdo ameboide, as células ligam-se ao substrato por interacbes curtas e
relativamente fracas, o que possibilita 0 movimento rapido de rastejo (Friedl, 2004). Ademais,
esse modo de migracdo independe da degradacdo proteolitica ou da abertura de juncbes
celulares, uma vez que as células em migracdo ameboide se movem em ambientes porosos, ndo

necessitando de tais processos para sua movimentacdo (L&mmermann; Sixt, 2009).

Na migragdo coletiva, as jungdes célula-célula sdo mantidas e as células movem-se
como fios ou cordas multicelulares em associacdo para o interior dos tecidos (Friedl, 2004).

Nesse tipo de migracdo, as células lideres, localizadas na porcdo anterior do grupo, sdo
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responsaveis por detectar o microambiente e definir a dire¢éo e a velocidade de migracdo para
todo o conjunto de células. Em oposicdo, as células seguidoras apresentam fortes interacGes
celulares para que o grupo celular seja polarizado, uma vez que as células seguidoras nao
possuem a borda de ataque devido ao contato célula-célula. Assim, as células seguem
conectadas em uma mesma direcdo, de modo a responderem os estimulos ambientais de forma

coordenada (Mayor; Etienne-Manneville, 2016).

Em geral, fibroblastos, células-tronco e algumas células tumorais usufruem do modo de
migracdo mesenquimal (SenGupta; Parent; Bear, 2021). As células que passam pela migracdo
mesenquimal efetuam tracdo no substrato por meio de adesdes focais ligadas a protusfes de
actina, como lamelipddios ou filopodios (Liu et al., 2015). Os lamelipddios sdo estruturas que
apresentam uma rede de filamentos de actina curtos e ramificados, 0s quais sdo responsaveis
pela producdo da forca fisica necessaria para protrusao da borda celular. Todavia, os filopodios
sdo estruturas finas, compostas por filamentos de actina paralelos organizados em feixes, que
possuem como uma de suas funcdes a sondagem do microambiente circundante. Em geral, 0s
filopddios podem ser encontrados originando-se da rede de actina limelipodial (Hotulainen;
Lappalainen, 2006; Mattila; Lappalainen, 2008).

Adicionalmente, as adesdes focais sdo estruturas essenciais no processo migratério. Sao
complexos de proteinas que sustentam a ligacdo do citoesqueleto de actina aos receptores de
integrina transmembrana e a matriz extracelular (Chapnick; Jacobsen; Liu, 2013). As integrinas
sdo receptores heterodiméricos, compostos por subunidades o e P, que possibilitam o
reconhecimento de proteinas constituintes da MEC, como fibronectina e colageno. Apds as
integrinas se conectarem com proteinas da MEC, outras proteinas com funcdes estruturais e de
sinalizacdo sdo recrutadas para os locais de adesdo. Assim, o recrutamento de moléculas
adaptadoras, como talina, pode ocorrer ap6s a ligacdo das integrinas a MEC. A talina, em
acréscimo, apresenta sitio de ligacéo para outra molécula, a vinculina, que, por sua vez, se liga
ao citoesqueleto de actina. Desse modo, a matriz extracelular pode ser fisicamente ligada ao
citoesqueleto da célula, possibilitando a fixacdo deste ao meio externo (Seong; Wang; Wang,
2013).

Enquanto o contato das células com a matriz extracelular € mediado principalmente por
integrinas, a adesdo célula-célula ocorre por intermédio de caderinas (Sousa; Pereira; Paredes,

2019). As caderinas sdo proteinas transmembranas que necessitam de calcio para sua atuacéo e
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que possibilitam a coesdo intracelular tecidual, de modo a formar estruturas juncionais
densamente compactadas entre as células, preservando a arquitetura do tecido (Janiszewska,
Primi; lzard, 2020). As caderinas estdo envolvidas na migracdo celular, em especial, na
migracdo coletiva, de modo a contribuir para a coordenacdo das células, influenciando a
direcionalidade e a velocidade migratoria celular (Peglion; Llense; Etienne-Manneville, 2014).
Fisiologicamente, as intera¢Bes adesivas possuem a capacidade de modular o fendtipo celular,
uma vez que existe uma conexao entre os receptores de adesdo celular e as vias de transducéo
de sinal (Laubli; Borsig, 2019). No céancer, ao longo da cascata metastatica, ocorrem alteracdes
na adesdo célula-célula e célula-matriz, o que possibilita interferéncias nos processos de
proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo das células, impulsionando a progressdo do cancer
(Sousa; Pereira; Paredes, 2019; Laubli; Borsig, 2019).

O processo de migracdo celular pode ser dividido em etapas, as quais incluem: o
estabelecimento da polaridade celular no eixo frontal-traseiro, extensdo da borda de ataque da
migracgdo celular, ocorréncia de adesdo entre a célula e a matriz extracelular e contragdo da
porcdo celular traseira (Ma et al., 2023). Durante a migracdo, a borda de ataque passa a
apresentar protrusdes de membrana formadas pela polimerizacdo de actina, estabelecendo
pontos de contato com a matriz. Por outro lado, na borda celular traseira, as adesdes celulares

séo desfeitas, possibilitando a retragcdo do movimento da célula (Le Dévedec et al., 2010).

Essas alteragbes citoesqueléticas ocorrem devido as cascatas de sinalizagdo que
envolvem proteinas GTPase da familia RHO. Na borda de ataque, a exemplo, RAC e CDC42
atuam induzindo rearranjos citoesqueléticos, possibilitando a formacdo de protusdes de
membrana, e, de forma simultdnea, promovem a conexdo de integrinas com a MEC. Em
contrapartida, na porcéo celular posterior, uma outra via de sinalizacdo com participacdo de

proteinas da familia RHO leva a retracdo da célula (Mayor; Etienne-Manneville, 2016).
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Figura 4. Representacdo da migracéo celular por lamelipodios e filopédios.

Diregdo do movimento ———sp Borda principal
1
a
b
C
Rede de actina
d O Adesao

Fibras de estresse

Fibras de retragdo

Fonte: Adaptado de Mattila; Lappalainen, 2008.

Ademais, as células tumorais podem adaptar-se e alterar seu mecanismo de migracgéo, a
depender dos gatilhos ambientais, de modo a apresentar plasticidade nos modos de migracao,
transitando entre os mecanismos migratérios. Dessa forma, essas células podem passar de
células de migracdo coletiva para células Unicas ou de células mesenquimais para ameboides
(Te Boekhorst; Friedl, 2016). Essa plasticidade do modo de migracdo € um fator importante

para o sucesso da metastase do cancer, haja vista que as células em metéstase devem possuir a
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capacidade de navegar por diferentes matrizes extracelulares para escapar do tumor primario e

alcancar locais distantes (Liu et al., 2015).

2.3 Chalconas

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos que representam um conjunto de
metabdlitos secundarios com atividade bioldgica em organismos vegetais e que apresentam
baixo peso molecular com estrutura basica de difenilpropano (C6-C3-C6) (Constantinescu;
Lungu, 2021). Os flavonoides podem ser divididos em nove classes, as quais incluem flavonais,
flavonas, flavanonas, flavan-3-6is, antocianidinas, isoflavonas, proantocianidinas, auronas e
chalconas (Mahapatra; Bharti; Asati, 2015). As chalconas sdo compostos que apresentam
distribuicdo ampla em frutas, vegetais e chas (Sahu et al., 2012). Desse modo, trata-se de
compostos prevalentes em plantas utilizadas tradicionalmente com finalidade medicinal ou

dietética (Villa; Heckman; Bandyopadhyay, 2024).

As chalconas possuem 1,3-diaril-2-propen-1-ona como arcaboug¢o quimico,
apresentando dois anéis aromaticos unidos por um sistema carbonil a, B-insaturado de trés
carbonos (Ouyang et al., 2021; Gomes et al., 2017). Esses compostos podem ser encontrados
na natureza em duas configuracdes estruturais, como isémero trans (E) ou como isémero cis
(2). O isémero E é a configuracdo mais comum entre as chalconas, dado sua maior estabilidade
termodinamica. Por outro lado, o isdmero Z apresenta instabilidade em decorréncia de fortes
efeitos estéricos entre o anel A e o grupo carbonil (Gomes et al., 2017).

Figura 5. Representacéo estrutural dos isomeros de chalconas.

(1) Trans (E) (2) Cis (2)

Fonte: Gomes et al., 2017.
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A literatura cientifica aponta o amplo espectro de atividades bioldgicas apresentadas
pelas chalconas e seus derivados, incluindo atividades anti-inflamatdrias (Lin et al., 2019),
antimicrobianas (Okolo et al., 2021), antidiabéticas (Welday Kahssay; Hailu; Taye Desta,
2021) e anticancer (Guan et al., 2021; Michalkova et al., 2023). A respeito da atividade
anticancer, as chalconas possuem a capacidade de interferir em estagios variados de
desenvolvimento dos tumores por meio da regulagéo do ciclo celular, proliferagdo celular,
angiogénese e apoptose (Chen et al., 2023). Em geral, as chalconas podem interagir com uma
variedade de alvos moleculares como 5a-redutase, aromatase, proteassoma, via de sinalizagdo
JAK/STAT, tubulina, catepsina-K, topoisomerase-11, NF-kB e mTOR, promovendo sua agéo
anticancer (Mahapatra; Bharti; Asati, 2015). Essa variedade de alvos moleculares, bem como
as muitas aplicac6es medicinais desses compostos, pode ser explicada por sua estrutura flexivel,
a qual possibilita ligacGes efetivas a diferentes enzimas e receptores celulares (Constantinescu;
Lungu, 2021).

As chalconas, naturais e sintéticas, apresentam efeitos citotdxicos em uma gama de
linhagens celulares tumorais humanas, em especial, as moléculas sintéticas, as quais apresentam
acdo anticancer mais evidente em comparagao as chalconas naturais (Yang et al., 2022). De
modo geral, as chalconas sdo sintetizadas pela condensacdo de Claisen-Schmidt de um aldeido
com cetona pela catalizagcdo de base ou catalizac@o de &cido por posterior desidratacdo (Sahu
et al., 2012). Apesar de a condensacdo de Claisen-Schmidt ser o método mais comum, outras
reacOes utilizadas para producdo da estrutura quimica padrdo das chalconas (1,3-difenil-2-
propen-1-ona) sao a reacao de carbonilacdo de acoplamento de Heck, reacdo de acoplamento
de isomerizacdo de Sonogashira, reacdo de deuteracdo de fluxo continuo, reacdo de
acoplamento de Suzuki-Miyaura e reacdo mediada por catalizador &cido s6lido (Ouyang et al.,
2021; Zhuang et al., 2017).

Ademais, derivados de chalconas podem ser produzidos em laboratério por meio da
alteracdo quimica da estrutura basica de chalconas originais com variadas substituicoes
estruturais (Rudrapal et al., 2021). Assim, com a adi¢cdo de grupos funcionais diversos, como
carboxilas e halogénios, é possivel a ampliacdo da interacdo dessas moléculas com diferentes
alvos moleculares e, como consequéncia, do espectro de atividades bioldgicas desses
compostos (Ouyang et al., 2021). A producdo desses derivados se torna possivel gracgas a
quimica simples das chalconas, sua sintese facilitada e sua capacidade de substituicdo de

numerosos atomos de hidrogénio (Constantinescu; Lungu, 2021). Desse modo, devido a essas
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caracteristicas, as chalconas e seus derivados tém se estabelecido como compostos de interesse

na pesquisa cientifica para o desenvolvimento de novos farmacos com acéo anticancer.

2.4 Chalconas tipo terpenoide

As chalconas do tipo terpenoide sdo moléculas hibridas, que apresentam estrutura
composta pela combinagéo das estruturas de chalcona e ionona (Manoel et al., 2022). A ionona
€ uma substancia cetbnica constituida por 13 carbonos e que possui arcabouco terpenoide
monociclico (Aloum et al., 2020). Os compostos terpenoides sdo hidrocarbonetos compostos
por unidades de isopreno (CH2 = C(CH3)-CH = CH2), que podem ser encontrados em plantas,
fungos e animais, apresentando diferentes grupos funcionais e grupos metil oxidados (Manoel
et al., 2022). Na natureza, existem diversas formas isoméricas de ionona, como a-ionona e -
ionona, as quais séo utilizadas principalmente como ingredientes aromatizantes na industria de

cosmeéticos e de produtos de limpeza (Aloum et al., 2020).

Nesse contexto, registros na literatura revelam que B-ionona e seus compostos derivados
sdo capazes de exibir atividades farmacoldgicas consideraveis, incluindo atividade anti-
inflamatoria, antifungica, antibacteriana, antiproliferativa e antimetastaticas (Ansari; Emami,
2016). A pB-ionona (4-[2,6,6-trimetil-1-ciclohexen-1-il]-3-buten-2-ona) compreende um
composto terpenoide ciclico precursor dos carotenoides, considerado o arcaboucgo basico do
nucleo do acido retindico, retinol, B-caroteno e vitamina A, que, de modo semelhante as
chalconas, pode ser encontrada em frutas e vegetais (Silva et al., 2021; Custodio et al., 2021,
Ansari; Emami, 2016). Apesar de ser encontrada na natureza, 3-ionona pode ser produzida em
laboratorio. O método mais comum para sintese de 3-ionona € a ciclizacao de pseudoionona em

meio solvente inerte, associado a presenca de acidos fortes (Ansari; Emami, 2016).

Ademais, B-ionona tem destacado-se no cenario cientifico em consequéncia de sua
capacidade de induzir a apoptose in vitro e in vivo, bem como por eliminar de modo seletivo
celulas tumorais (Custodio et al., 2021). A literatura demonstra que p-ionona exerce agdo
antitumoral em diversos tipos de cancer, compreendendo melanoma, prostata, mama e cancer
de colon (Zhou; Geng; Wu, 2010). A exemplo, cita-se o estudo de Janakiram e colaboradores
(2008), no qual B-ionona foi capaz de reduzir a proliferagéo celular e induzir a apoptose de
forma dependente da dose na linhagem de cancer colorretal humano HCT-116. Entretanto,
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ainda que B-ionona tenha sua atuagdo investigada contra diferentes linhagens cancerosas, a
atuacdo anticancer de chalconas do tipo terpenoide e seus mecanismos de acdo permanecem
obscuros (Custodio et al., 2021).

A B-ionona apresenta um anel ciclohexil, o qual pode passar por modificaces,
possibilitando a sintese de diferentes derivados com possiveis propriedades anticancer. Ao ser
submetida a condensacdo de Claisen-Schmidt, a B-ionona pode originar chalconas do tipo
terpenoide em consequéncia de seus diversos grupos metil (Custodio et al., 2021). Diferentes
atividades biologicas podem ser encontradas descritas na literatura a respeito das chalconas do
tipo terpenoide, incluindo propriedades antimicrobianas, antileishmania (Tiwari et al., 2013)
antiandrogeénicas (Zhou; Geng; Wu, 2010) e antiproliferativas (Silva et al., 2021; Zhou; Geng;
Wu, 2010). Nesse sentido, destaca-se o estudo de Zhou e colaboradores (2009) no qual
chalconas baseadas em ionona apresentaram potencial antiproliferativo in vitro contra células

de cancer de prostata, bem como atividades antiandrogénicas.

As chalconas podem ser modificadas quimicamente, de modo a apresentarem
bioatividades diferentes a depender da posi¢cdo, nimero e natureza dos substituintes incluidos
em sua estrutura bésica (Constantinescu; Lungu, 2021). Em um trabalho de Dias e
colaboradores (2013), um conjunto de derivados de chalconas e flavonol foram sintetizados e
avaliados quanto a sua atividade anticancer. Os autores observaram que compostos halogenados
apresentavam potencial anticancer superior em comparagdo a analogos portadores de grupos
metoxil/metil, de modo a inibirem o crescimento celular a medida que os substituintes

alternavam de fltor (F) para cloro (Cl) e bromo (Br) nas posi¢des meta ou para no anel fenil.

Ademais, a literatura demonstra que compostos que possuem grupos de retirada de
elétrons apresentam maior atividade inibitéria do que compostos que portam grupos doadores
de elétrons (Sharma et al., 2013). Nesse sentido, em um trabalho desenvolvido por Lima e
colaboradores (2019), um conjunto de chalconas tipo terpenoide foi avaliado quanto a sua
atuacdo em células cancerosas. Os autores revelaram que a atividade citotdxica dos compostos
estudados era reduzida conforme grupos fracos de retirada de elétrons eram adicionados ao anel
fenil. Desse modo, a insercdo de Br ou Cl, os quais sdo pouco extratores de elétrons em
comparagdo ao grupo nitro utilizado nos demais compostos do estudo, diminui a atividade
citotoxica das demais chalconas terpenoides sintetizadas. Entretanto, os autores concluiram

que, apesar da ocorréncia da reducdo da atividade citotdxica causada pela presenca desses
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grupos, a associagdo de B-ionona e um conjunto adicional de carbonos o, B-insaturados a
estrutura era capaz de aumentar a atividade anticancer de chalconas que apresentam Br e ClI

como substituintes em sua estrutura.

Por conseguinte, baseando-se nas atividades bioldgicas descritas dos compostos com
esqueleto de chalcona e de ionona, abrangendo a atividade anticancer, o presente estudo possui
a finalidade de avaliar o efeito inibitério de etapas-chave do processo metastatico in vitro de
uma chalcona sintética do tipo terpenoide, buscando verificar seu potencial anticancer contra

células de adenocarcinoma colorretal da linhagem SW-480.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial de um derivado de chalcona tipo terpendide (BR4CI) sobre os eventos
adesivos e migratorios relacionados a metastase, utilizando metodologias in vitro, frente a

linhagem de céancer colorretal humano SW-480.
3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o perfil citotoxico do composto BR4CI em células da linhagem SW-480;

e Determinar as concentra¢des ndo citotoxicas de BR4CI em células SW-480;

e Investigar as alteragbes morfoldgicas induzidas por concentragfes subcitotdxicas de
BR4CI na linhagem SW-480;

e Avaliar o impacto de BR4CI no processo de formacdo de colonias da linhagem SW-
480;

e Analisar a influéncia de BR4CI sobre o processo migratorio das células da linhagem
SW-480;

e Examinar o potencial inibitério de BR4CI no processo de adesdo celular da linhagem
SW-480.
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento experimental

A Figura 6 ilustra o delineamento experimental, apresentando de maneira esquematica

as principais etapas do desenvolvimento da pesquisa, bem como as técnicas empregadas.

Figura 6. Delineamento experimental do estudo.

Analise morfologica por panoético rapido Ensaio de m@grqgﬁo celular
Ensaio de viabilidade celular (MTT) < 4

oo
03

&

Ensaio de exclusao por azul de Tripan Ensaio clonogénico

Ensaio de adesdo

Fonte: Criado com Biorender. Autoria propria, 2025.

4.2 Obtencao da amostra

O derivado de chalcona do tipo terpenoide (BR4CI) utilizado neste estudo foi sintetizado
por meio da reacdo de Claisen-Schmidt entre a- e B-ionona com benzaldeidos substituidos
dissolvidos em metanol, sendo gentilmente cedido pela equipe coordenada pela Professora Dr.2
Caridad Noda Perez, do Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias (UFG). O
composto apresenta formula molecular C2H230CI, peso molecular de 314,6 g/mol e dispde do
cloro como substituinte halogénico. A amostra foi cedida na forma de substancia pura,

solubilizada em dimetilsulféxido (DMSO) e armazenada a -20°C até sua utilizagao nos ensaios
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in vitro. A estrutura quimica do composto objeto de estudo esta representada a seguir (Figura
7). Até o presente momento, os dados na literatura a respeito desta molécula permanecem

€SCassos.

Figura 7. Estrutura quimica da chalcona do tipo terpenoide (BR4CI) utilizada no estudo.

Cl

Fonte: Lima et al., 2019.

4.3 Ensaio de reducdo do MTT
Principio do método

O ensaio de reducdo do MTT baseia-se na conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), um corante amarelo solivel em &gua, em formazan, um
composto roxo e insolivel (Mosmann, 1983). O MTT é capaz de atravessar a membrana celular
e ser reduzido por enzimas mitocondriais ou citoplasmaticas, como as oxidoredutases, presentes
em células viaveis. Os cristais de formazan formados podem ser posteriormente solubilizados,
permitindo a quantificacdo da viabilidade celular por espectrofotometria (Kumar; Nagarajan;
Uchil, 2018; Prébst, 2017). Esse método foi empregado para investigar o perfil citotoxico do
composto BR4CI frente a linhagem tumoral SW-480 e para determinar concentra¢cdes nao

citotdxicas, visando o prosseguimento dos experimentos subsequentes.
Procedimento experimental

As células foram cultivadas em frascos de cultura contendo meio DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiotico (penicilina e estreptomicina). Quando
atingiram confluéncia superior a 70%, foram semeadas em placas de 96 pocos na concentracao
de 5 x 10* células/ mL e mantidas a 37 °C, em atmosfera umidificada com 5% de CO,, por 24
horas. Apos esse periodo de incubacéo, realizou-se o tratamento com o controle negativo (meio

DMEM completo), utilizado como referéncia de crescimento celular basal, e com diferentes
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concentragoes do composto BR4Cl, variando de 79,5 a 1,23 uM. A doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo com concentragdes variando de 9,2 a 0,14 uM. As células foram, entéo,

incubadas novamente sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.

O ensaio de MTT foi realizado em triplicata, com leitura das placas apds 24, 48 e 72
horas de incubacdo. Trés horas antes do término de cada periodo, 0 meio de cultura de cada
poco foi cuidadosamente removido, e 150 pL de uma solug¢do de MTT (0,5 mg/mL) diluida em
meio DMEM ndo completo foram adicionados aos pocos. Em seguida, as placas foram
incubadas por mais 3 horas, permitindo que o MTT fosse internalizado pelas células

metabolicamente ativas e convertido em cristais de formazan.

Apbs o periodo de incubacdo com a solucdo de MTT, esta foi removida de cada poco, e
150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) foram adicionados para promover a solubilizacdo dos
cristais de formazan. A placa foi entdo submetida a agitacao por aproximadamente 10 minutos.
Em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia em leitor de ELISA SPECTRAMAX 190,

utilizando comprimento de onda de 595 nm, para quantificacdo do formazan formado.

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.0.1.
As leituras de absorbancias foram convertidas em porcentagem de inibicdo com base na média
de absorbancia do controle negativo. A concentracdao inibitéria média, definida como a
concentracdo capaz de promover 50% de inibi¢do do efeito maximo, foi determinada por anélise
de regressao ndo linear, juntamente com seus respectivos intervalos de confianga a 95% (IC
95%).

4.4 Ensaio de exclusédo do azul de Tripan
Principio do método

O azul de Tripan é um corante vital utilizado para diferenciar células viaveis de ndo
viaveis. As células ndo viaveis absorvem o corante, tornando-se azuis, enquanto as viaveis
permanecem incolores ao microscopio. 1sso ocorre porque as células viaveis possuem
membrana celular integra, que impede a entrada do corante presente no meio circundante. Por
outro lado, as células inviaveis apresentam membranas celulares danificadas, incapazes de
controlar a passagem de macromoléculas, permitindo a absorcdo do corante (Louis; Siegel,

2011; Stoddart, 2011). O ensaio foi realizado utilizando concentra¢des ndo citotoxicas durante
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um periodo de 24 horas, com o objetivo de confirmar que as concentracdes selecionadas ndo

interferem na viabilidade celular.
Procedimento experimental

As células da linhagem SW-480 foram semeadas em placas de 24 pogos a uma
concentracio de 1 x 10° células/poco e mantidas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO; por 24
horas. Apos esse periodo, as células foram tratadas com concentragdes de 0,05 uM e 0,10 uM,
determinadas a partir dos resultados obtidos pelo teste do MTT, e incubadas por mais 24 horas.
A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo na concentragdao de 0,10 uM. Apds a
incubacdo, o meio de cultura foi removido dos pocos e armazenado em microtubos tipo
Eppendorfs. Em seguida, os pocos foram lavados duas vezes com 100 puL de PBS e as células
foram tripsinizadas com 200 uL de tripsina 1x, promovendo a perda da adesao entre as células
e o fundo da placa. A agdo da tripsina foi interrompida com 500 puL. de meio de cultura e os
pocos foram limpos novamente para assegurar que nada permanecesse em seu interior. Todo o

conteddo foi entdo coletado nos microtubos contendo o meio previamente removido.

As amostras foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante
foi descartado, e o pellet celular foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Por fim, uma aliquota de
90 uL foi retirada de cada amostra e misturada a 10 pLL de azul de tripan a 0,4 %, procedendo-

se a contagem de células viaveis e inviaveis em cdmara de Neubauer.

Os dados foram analisados com base na média + erro padrdo da média, obtida a partir
da triplicata de pelo menos dois experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada
por meio de andlise de variancia (ANOVA), seguida por Pos-Teste de Tukey para comparagdo

com o controle negativo, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
4.5 Analise morfologica por coloracdo com pandtico rapido
Principio do método

O método de coloragdo por panoético rapido baseia-se no principio de Romanowsky, no
qual a mistura de corantes, como eosina e azul de metileno, é utilizada na coloracdo de
estruturas celulares. Dependendo das caracteristicas dessas estruturas, elas apresentam padroes
especificos ao microscopio. Estruturas basicas sdo coradas em tons vermelhos (acidofilas),

enguanto estruturas acidas assumem tons de azul (basofilas). Por outro lado, estruturas com pH
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neutro exibem coloracdo intermediaria, variando entre azul e vermelho. A coloragdo por
pandtico rapido é amplamente utilizada devido a sua rapidez em comparagdo com outros
métodos de coloracdo (Schitzler, 2022). No presente estudo, essa técnica foi empregada para

avaliar as alteracdes morfoldgicas causadas pela exposicao das células SW-480 a BR4CI.
Procedimento experimental

As células SW-480 foram semeadas na concentracio de 1 x 10° em placas de 24 pogos
e incubadas em estufa a 37 °C e 5 % de CO». Apds 24 horas de incubagédo as células foram
expostas a BR4ClI nas concentragdes de 0,05 uM e 0,10 uM, sendo incubadas novamente por
mais 24 horas. Apds o periodo de incubacao, as células foram tripsinizadas, para que perdessem
a aderéncia com o assoalho da placa e pudessem ser dispostas em microtubos Eppendorfs, 0s
quais foram centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet
de células foi ressuspendido em 1 ml de PBS. Uma aliquota de 100 pL foi retirada das amostras
e centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos em centrifuga de laminas, para que as células
aderissem as laminas. Posteriormente, as laminas foram coradas com o kit panético rapido
(Laborclin®), permanecendo cerca de 10 segundos em cada uma das substancias. A

doxorrubicina (0,10 uM) foi utilizada como controle positivo.

As laminas coradas foram observadas em microscopio éptico para avaliacdo das
caracteristicas morfologicas das células tratadas em comparacdo com as células ndo tratadas
(controle). O registro das analises foi realizado por fotografia em microscopia Optica com

aumento de 200 vezes.
4.6 Ensaio clonogénico
Principio do método

O ensaio clonogénico ou ensaio de formacdo de colbnias (CFA) é um ensaio de
sobrevivéncia celular in vitro, baseado na capacidade de células individuais originarem
colbnias. Essa técnica € amplamente utilizada para investigar a sensibilidade das células a
radioterapia, quimioterapia ou terapias moleculares direcionadas in vitro (Braselmann et al.,
2015; Brix et al., 2020). Neste estudo, o ensaio clonogénico foi utilizado com o objetivo de
avaliar a capacidade de BR4CI inibir a formacéo de coldnias ou reduzir o tamanho das col6nias
de celulas SW-480.
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Procedimento experimental

Para realizagdo do teste, as células SW-480 foram semeadas em placas de 24 po¢os na
concentracio de 1 x 10° células/pogo e incubadas por 24 horas em estufa com 37°C e 5% de
CO>. Apos esse periodo de incubacéo, as células foram tratadas com 0,05 uM e 0,10 uM de
BRA4CI e incubadas novamente por um periodo de 24 horas. Decorrido esse tempo, as células
foram replaqueadas em placas de 12 pogos a uma concentracéo de 0,03 x 10* e mantidas nas
mesmas condigdes descritas anteriormente por um periodo de sete dias. Apos a incubacdo, o
sobrenadante foi descartado e os pogos lavados com PBS. Em seguida, 400 pL de cada um dos
corantes do kit pandtico rapido (Laborclin®) foram adicionados a cada um dos pocos,
permanecendo cerca de 30 segundos em contato com as células. A doxorrubicina (0,10 uM) foi
utilizada como controle positivo. Por fim, as colénias foram fotografadas para analise,
solubilizadas com uma solucéo de metanol e &cido acético (3:1) e a absorbancia foi quantificada

em 600 nm em leitor de placas.

A éarea e 0 numero das colonias foram medidos com auxilio do software Imagel e a
andlise dos dados foi realizada com base na média + erro padrédo da média de pelo menos dois
experimentos independentes realizados em triplicata para verificagcdo da ocorréncia de diferenca
estatistica entre os diferentes grupos. Os dados foram comparados por analise de variancia
(ANOVA) seguida por Pds-Teste de Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0,05),
utilizando o programa GraphPadPrism versao 8.0.1.

4.7 Ensaio de migracao celular — Scratch assay
Principio do método

O ensaio do arranhdo foi um dos primeiros métodos desenvolvidos para o estudo da
migracdo celular in vitro. Trata-se de uma metodologia simples e de baixo custo, baseada na
observacao da migracdo celular em direcdo ao fechamento de um arranhdo produzido em uma
monocamada celular, até que os contatos célula-célula sejam restabelecidos. As etapas
fundamentais deste ensaio envolvem a criacdo de um arranhdo na monocamada, a captura de
imagens no tempo inicial e em intervalos de tempo regulares durante o processo migratorio, e
a posterior comparagao dessas imagens para determinar a taxa de migracéo celular (Rodriguez;
Wu; Guan, 2004, Liang; Park; Guan, 2007). No presente estudo, esse teste foi utilizado com o
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objetivo de avaliar a atividade do composto BR4CI sobre o processo de migragédo das células
SW-480.

Procedimento experimental

As células SW-480 foram semeadas em placas de 24 pocos a uma concentracéo de 2,5
x 10* células/pogo com 1 ml de meio DMEM contendo soro fetal bovino (SFB). Quando as
células atingiram confluéncia de aproximadamente 90%, receberam um pré-tratamento com 8
ug/ml de mitomicina, como inibidor da proliferacdo, adicionado 2 horas antes do arranhdo para
apoiar exclusivamente a migragao celular. Em seguida, foi realizada uma lesdo na monocamada
celular com o uso de uma ponteira (P200) pressionada contra o assoalho do pogo de cultura,
originando uma ferida na camada de células. Os pocos foram lavados duas vezes com PBS para

retirada completa dos detritos celulares da fenda formada.

Posteriormente, foi adicionado 1 ml de meio suplementado com apenas 0,25% de SFB
com o objetivo de induzir a privacdo de nutrientes e dificultar a proliferacdo celular. Os pocos
foram fotografados (aumento de 50x) com auxilio de um microscopio éptico invertido (ZEISS,
modelo Axiovert 40C) visando a captura de imagens correspondentes ao tempo zero (To) de
cada poco. As células foram tratadas com concentragdes ndo citotoxicas de BR4C1 (0,05 uM e
0,10 uM). A migracao celular foi monitorada apds 24 e 48 horas de incubagao. Os pogos foram

fotografados novamente no aumento de 50x para comparagao.

O percentual de migracdo celular foi quantificado com base na area do corte no tempo
zero e ap0s 24 ou 48 horas de incubacéo, utilizando o programa ImageJ. A migragéo das células
para a area de corte foi expressa como percentual de migracdo celular por meio da equacéo a

seguir:
% migracdo celular = [(ATo-AT2sh ou 28n) /ATo] X 100%,

onde, ATy corresponde a area do corte mensurada imediatamente ap0s a realizacdo do
corte, ATan e ATaen corresponde a area do corte 24 e 48 horas apds sua realizacdo,
respectivamente (YUE et al., 2010).

A anélise dos dados foi realizada baseando-se na media + erro padrdo da média de pelo
menos dois experimentos independentes realizados em triplicata. Para a verificagdo da

ocorréncia de diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes grupos, os dados foram
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comparados por andlise de variancia (ANOVA) seguida por Pds-Teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5% (p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism verséo 8.0.1.
4.8 Ensaio de adesdo em fibronectina
Principio do método

A capacidade das células de se aderirem a proteinas da matriz extracelular ou a outras
células é uma das propriedades mais importantes das células derivadas de organismos
multicelulares, uma vez que essa capacidade se relaciona ao desenvolvimento embrionario e ao
surgimento de doencas (Kucik; Wu, 2004). A adesdo celular € um processo complexo que
envolve multiplas interacbes moleculares, mudancas em vias de sinalizagdo intracelular e
modulacdo da montagem do citoesqueleto. Os ensaios de adeséo visam avaliar a capacidade de
uma célula ou linhagem celular especifica de se aderir a um substrato adesivo e testar a
sensibilidade da interacdo célula-substrato a inibidores (Humphries, 2009). Neste estudo, esse
ensaio foi utilizado para investigar as interacGes entre as células SW-480 e avaliar sua
capacidade de adesdo a componentes da matriz extracelular apds tratamento com BR4CI.

Procedimento experimental

As células SW-480 foram semeadas em placas de cultura celular na concentracgdo de 1
x 10° células/mL e mantidas a 37°C e 5% CO; por 24 horas em estufa de cultura de células.
Apos isso receberam um tratamento durante 24 horas com BR4CI nas concentragdes de 0,05
uM e 0,10 uM. Em seguida, em uma placa de 24 pogos foi adicionado 300 puL de fibronectina
em cada pog¢o (10 pug/mL), a qual foi deixada em temperatura ambiente por 1 hora. Apds esse
periodo, a solucdo de revestimento de cada pogo foi removida e 300 puL/pogo de BSA a 1%
(p/v) foram adicionados e deixados em temperatura ambiente por mais 1 hora. Posteriormente,
a solucdo de bloqueio restante de cada poc¢o foi removida e os pocos foram lavados com 300
uL de PBS.

Em seguida, as células foram removidas da placa contendo o tratamento com BR4CI,
centrifugadas e o pellet ressuspenso em meio sem soro. Apds isso, as células foram contadas e
replaqueadas em uma densidade de 2 x 10° em placa contendo fibronectina. A placa foi
submetida a incubagéo por 60 minutos em incubadora com 5% de CO2 e 37 °C. Ao final desse

periodo de tempo, os pogos foram lavados duas vezes com 200 uLL de PBS para remocgao das
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células ndo aderentes. No final do experimento, as células foram coradas com o kit panotico
répido (Laborclin®), sendo adicionado cerca de 300 pL de cada um dos trés corantes em cada
poco, permanecendo em contato com as células por cerca de 30 segundos. Posteriormente, as
células aderentes foram fotografadas em microscépio invertido com aumento de 200x. As
imagens obtidas foram analisadas utilizando o programa ImageJ. Os dados foram comparados
por analise de variancia (ANOVA) seguida por Pés-Teste de Tukey, com nivel de significancia

de 5% (p<0,05), utilizando o programa GraphPad Prism verséo 8.0.1.
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5 RESULTADOS
5.1 Ensaio de reducéo do MTT

Com base na anélise realizada por meio do ensaio de MTT, foram determinados 0s
valores da concentracdo inibitdria média (Clsg), conforme apresentados na Tabela 1. A amostra
avaliada demonstrou efeito citotoxico, com valores de Clsoque variaram de 12,44 uM, 4,62 uM
e 3,64 UM apos 24, 48 e 72 horas de exposicao, respectivamente. A doxorrubicina foi utilizada
como controle positivo. No entanto, ndo foi possivel determinar a Clsg da doxorrubicina no
intervalo de 24 horas, possivelmente devido & utilizagdo de concentracdes inferiores aquelas

necessarias para reduzir a viabilidade celular em 50% nesse periodo.

Tabela 1. Perfil citotdéxico de BR4Cl em comparacdo a doxorrubicina frente a linhagem celular
de céancer colorretal SW-480 pelo ensaio do MTT apds 24, 48 e 72h de incubacéo.

Clso (UM)
Intervalo de confianca (95%0)
Amostras 24 horas 48 horas 72 horas
12,44 4,62 3,64
BRACI
(10,12 - 15,00) (3,89 -5,47) (2,97 — 4,46)
>972 0,31 0,10

Doxorrubicina
(0,23-0,42) (0,08-0,12)

Os valores de Clsp estdo apresentados em pM e foram calculados a partir de regressédo néo linear utilizando o
programa GraphPad Prism Software versdo 8.0.1. Os intervalos de confianga (IC 95%) foram obtidos por meio de
pelo menos trés experimentos independentes realizados em triplicata, sendo mostrados entre parénteses.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Fonte: Acervo do autor, 2025.

Com base nos dados obtidos para o composto BR4CI no ensaio de reducdo do MTT
apos 24 horas de exposicao, foi possivel a elaboracdo da curva de viabilidade celular. A partir
dessa curva, foram definidas as concentrages néo citotoxicas de 0,05 uM e 0,10 uM, que foram
selecionadas para 0s ensaios subsequentes com 24 horas de exposi¢cdo em células SW-480
(Figura 8). A doxorrubicina (Dox) foi utilizada como controle positivo na concentracdo

subcitotoxica de 0,10 uM.
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Figura 8. Curva de viabilidade celular de células SW-480 determinado pelo ensaio do MTT

apos 24 horas de incubacdo com BRACI.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.2 Ensaio de exclusédo do azul de Tripan

O ensaio de viabilidade celular por exclusdo do azul de Tripan foi realizado visando
quantificar individualmente células viaveis e ndo viaveis, apos 24 horas de incubacdo com o
composto BR4CI. Como observado na Figura 9, nesse intervalo de tempo, as concentragdes
selecionadas ndo interferiram na viabilidade das células SW-480 quando comparadas ao
controle negativo. Esse resultado era esperado, visto que as concentracdes utilizadas sao

subcitotdxicas, ndo devendo, portanto, induzir morte celular significativa.
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Figura 9. Efeito de BR4CI na viabilidade de SW-480 determinado pelo ensaio de 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, seguido de pos teste de Tukey. Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.3 Analise morfoldgica por coloragdo com panotico rapido

Com o objetivo de confirmar se as concentracGes de 0,05 uM e 0,10 uM de BR4CI ndo
induziram morte celular na linhagem SW-480 ap6s 24 horas de exposi¢do, a andlise
morfoldgica foi realizada utilizando a coloragdo com pandtico rapido. Neste ensaio, o controle
negativo apresentou-se com a morfologia tipica dessa linhagem celular, com a presenca de
figuras mitdticas (setas vermelhas), as quais podem ser indicativas de atividade proliferativa.
As células tratadas com BR4CI (0,05 e 0,10 uM), assim como aquelas expostas a doxorrubicina
(0,10 pM), ndo apresentaram alteracbes morfoldgicas compativeis com morte celular,

mantendo também a presenca de figuras mitoticas.
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Figura 10. Avaliacdo morfologica de células SW-480 apds 24 horas de tratamento com BR4CI,

realizada com a coloragdo panético rapido.
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A avaliacdo morfol6gica revelou a presenca de figuras mitéticas (setas vermelhas) apds tratamento com as
concentragdes subcitotoxicas de BR4CI. Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

5.4 Ensaio clonogénico

Os resultados evidenciaram que as concentragdes de 0,05 uM e 0,10 uM de BR4CI,
apos 24 horas de tratamento, ndo reduziram significativamente o nimero de coldnias formadas
pelas células SW-480 em compara¢do ao controle sem tratamento (Figura 11). O percentual de
colonias formadas apos exposi¢do a BR4CI foi de 86,46% na concentragdo de 0,05 uM e
86,41% na concentragao de 0,10 uM, em relacdo ao controle negativo. A doxorrubicina (0,10

puM), utilizada como controle positivo, apresentou um percentual de 74,88% (Figura 11B).

O tratamento com BR4CI também ndo interferiu significativamente a area da coldnia de
células SW-480 quando comparado ao controle negativo (Figura 11C). A analise
espectrofotométrica realizada ap6s a solubilizacdo do corante utilizado para visualizagdo das
colbnias corroborou os dados obtidos nas demais analises (Figura 11D). Esses achados indicam
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que BRACI, nas concentragcbes testadas, ndo afetou significativamente a capacidade

proliferativa das células da linhagem SW-480.

Figura 11. Efeito de BR4CI sobre a formacéo de colénias em células tumorais SW-480 apds

24 horas de tratamento.
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O experimento foi realizado em triplicata. A imagem corresponde a uma das triplicatas representativa (A). Gréafico
de porcentagem do nimero de colbnia (B). Grafico da éarea da colénia (C). Grafico da absorbancia apds
descoloracéo (D). Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e um valor de p<0,05
foi considerado estatisticamente significativo. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.

5.5 Ensaio de migracao celular — Scratch assay

A taxa de fechamento da area do arranhdo, realizado sobre a monocamada celular, foi
calculada com base na comparacao entre a area inicial do risco (tempo zero) e ap6s o tempo de
24 ou 48 horas de exposi¢cdo. O composto BRACI, nas concentragdes 0,05 uM ¢ 0,10 uM,
reduziu significativamente (p<0,05) o percentual de migracdo em comparagdo ao controle

negativo na linhagem SW-480 (Figura 12). Apds o tempo de incubac¢édo continua de 24 horas,
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o percentual de migracdo foi de 77,75% na concentragdo de 0,05 uM e de 55,05% na
concentragéo de 0,10 uM, em comparacdo ao controle negativo (Figura 12B). No periodo de
48 horas, 0 percentual de migracdo foi de 82,14% na concentragao de 0,05 uM e 63,23% na

concentracédo de 0,10 uM, em comparagdo ao controle negativo (Figura 12C).

Figura 12. Efeito de BR4CI sobre o potencial migratorio de células SW-480.
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Fotos representativas da porcentagem de fechamento do risco por microscopia dptica com objetiva de 5x nos
tempos 0; 24 e 48 h (A). Gréfico gerado por meio da &rea de cada risco dado em porcentagem apés 24 horas (B) e
48 horas de migracdo (C). Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e um valor
de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Fonte: elaborado pelo autor, 2025.
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5.6 Ensaio de adesdo em fibronectina

De acordo com os resultados, ambas as concentragcbes testadas inibiram
significativamente a adesdo das células SW-480 a fibronectina, tanto em comparacdo ao
controle ndo tratado, quanto entre si (Figura 13A). As concentragdes de 0,05 uM e 0,10 uM
reduziram a adesdo celular em 32,68% e 44,16%, respectivamente, apds 24 horas de tratamento
(Figura 13B). Esses achados sugerem que o composto interfere nas interagdes célula-matriz
extracelular, um processo fundamental para a adesdo, migracdo e potencial metastatico de

células tumorais, reforcando seu potencial como agente antimetastatico.

Figura 13. Efeito de BR4CI sobre a adesdo de células SW-480 a fibronectina.
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6 DISCUSSAO

A metastase representa a principal causa de morbidade e mortalidade em pacientes com
cancer, sendo responsavel por grande parte dos casos de faléncia terapéutica (Stoletov; Beatty;
Lewis, 2020). Apesar disso, muitos esforgos na pesquisa oncoldgica ainda estdo concentrados
no desenvolvimento de agentes antiproliferativos, enquanto o combate a capacidade metastatica
das células tumorais permanece subexplorado (Solomon et al., 2021). Essa lacuna evidencia a
necessidade urgente de novos compostos capazes de interferir nos processos que sustentam a

disseminacédo tumoral.

Ao longo da historia, produtos de origem natural desempenharam um papel central no
tratamento de diversas doencas humanas (Atanasov et al., 2021). Atualmente, esses compostos
tém despertado grande interesse na quimica medicinal, sendo amplamente utilizados como
ferramentas farmacéuticas. Suas atividades bioldgicas inspiram o desenho e a sintese de novos
medicamentos, especialmente no contexto do cancer (Muhammad et al., 2022; Ribaudo, 2022).
A producdo de moléculas hibridas também surge como uma estratégia promissora no
desenvolvimento de farmacos anticancer, favorecendo propriedades como maior atividade e

especificidade (Gao; Huang; Xiao, 2020).

Nesse contexto, estudos tém destacado as atividades bioldgicas de chalconas e seus
derivados, em especial sua acdo anticancer (Constantinescu; Lungu, 2021). De forma
semelhante, a B-ionona e seus derivados demonstram atividades farmacoldgicas relevantes,
incluindo efeitos antiproliferativos e antimetastaticos (Ansari; Emami, 2016). Com base nessas
evidéncias, hibridos contendo estruturas de chalcona e B-ionona tém sido sintetizados e

avaliados quanto ao seu potencial contra células tumorais.

A linhagem SW-480, derivada do tumor primario de um paciente com cancer colorretal
metastatico (Ahmed et al., 2013), apresentam alteracfes na expressao de vimentina, E-caderina
¢ B-catenina. Tais marcadores estdo associados ao fendtipo mesenquimal, sendo amplamente
empregadas como modelo experimental para estudos de metastase (Brabletz et al., 2001; Liu et
al., 2023; Li et al., 2023; Chen et al., 2020).

Nossos dados demonstraram que BR4CI inibiu significativamente o crescimento das
células SW-480, apresentando valores de Clso de 12,44 uM, 4,62 UM e 3,64 UM, apos 24, 48 e
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72 horas de tratamento, respectivamente. A reducgéo progressiva desses valores sugere um efeito
citotoxico dependente do tempo, especialmente nas primeiras 48 horas. Um efeito analogo é
observado em alguns medicamentos ja utilizados na terapéutica oncolédgica, como a
carboplatina e a doxifluridina, que apresentam ac&o inicial rapida contra as células cancerosas
(Hazekawa et al., 2019).

Adicionalmente, estudos anteriores corroboram esses achados. Custddio et al. (2021)
relataram acgdo citotoxica de uma chalcona terpendide frente a diferentes linhagens tumorais,
incluindo HL-60, HCT-116, PC-3 e SNB-19. Do mesmo modo, Lima et al. (2019) também
relataram a citotoxicidade de BR4CI contra SF-295, OVCAR-8 e HCT-116, com destaque para
a maior sensibilidade desta ultima. Em comparagdo, nossos resultados sugerem que a linhagem
SW-480 ¢ ainda mais sensivel a BR4CI, possivelmente devido a caracteristicas especificas do

seu perfil molecular.

Considerando que medicamentos com potencial antimetastatico ndo precisam,
necessariamente, reduzir o volume tumoral por inducdo de morte celular, mas sim impedir a
disseminacéo das células tumorais (Solomon et al., 2021), tornou-se essencial a determinacgao
das concentracBes ndo citotoxicas de BR4CI. Essa etapa foi fundamental para evitar
interferéncias nos ensaios subsequentes, garantindo que eventuais reducdes em eventos
metastaticos fossem atribuidas a interferéncia funcional do composto e ndo a efeitos citotoxicos

indiretos.

Com o objetivo de confirmar os dados obtidos na curva de viabilidade celular, foi
realizado o ensaio de exclusdo por azul de Tripan, que permite diferenciar células viaveis e ndo
viaveis com base na integridade da membrana plasmaética (Avelar-Freitas, 2014). Os resultados
confirmaram que as concentragdes de 0,05 uM e 0,10 uM de BR4CI ndo afetaram a viabilidade
das células SW-480 apds 24 horas de tratamento. Esses achados corroboram a literatura, que
recomenda o uso de concentracdes subcitotoxicas em ensaios de migracdo e adesdo celular
(Rossette et al., 2017; De Sé et al., 2024).

Como abordagem complementar, foi utilizada a coloragdo por pandtico rapido para
avaliar a morfologia e integridade celular. Nao foi observada presenca significativa de morte
celular nos grupos tratados, reforcando os dados de viabilidade. Além disso, a presenca de
figuras mitéticas tanto nos grupos controle quanto tratados indica que a atividade proliferativa

celular foi preservada (Jahanifar et al., 2024).
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Apesar desses resultados indicarem auséncia de toxicidade nas concentracdes utilizadas,
¢ relevante destacar que compostos estruturalmente semelhantes, como chalconas ¢ [3-ionona,
sdo descritos na literatura por induzir parada mitética em diferentes modelos celulares (Zhu et
al., 2010; Jones et al., 2013; Dong et al., 2013; Du et al., 2019; Saito et al., 2021; Gao et al.,
2021; Moura et al., 2022). Assim, embora nédo tenha sido observada interferéncia no ciclo
celular nas condiges testadas, ndo se pode descartar a possibilidade de que o BR4CI exerca

efeitos semelhantes em concentracdes mais elevadas ou em tempos de exposicao prolongados.

Dando continuidade aos experimentos, foi realizado o ensaio clonogénico com o
objetivo de avaliar o impacto de concentracdes subcitotoxicas de BR4CI na capacidade de
formacdo de coldnias pelas células SW-480. Apo6s 24 horas de pré-tratamento, ndo foram
observadas diferencas significativas entre os grupos tratados e o controle negativo, sugerindo

que, nas condicdes testadas, BR4CI ndo compromete a proliferacdo celular a longo prazo.

A formacdo de col6nias esta diretamente relacionada a sobrevivéncia e ao potencial
tumorigenético de células metastaticas (De Sa et al., 2024). Frequentemente, esse ensaio €
conduzido com concentracfes proximas a Clso, 0 que pode limitar a interpretacdo dos
resultados, uma vez que a morte celular inviabiliza a formagéo de colonias (Lu et al., 2020; Jin
et al., 2022; Chittasupho et al., 2024; Wu et al., 2025). Neste estudo, a auséncia de efeito no
ensaio clonogénico pode ser atribuida ao uso intencional de concentracBes subcitotoxicas,

previamente validadas pelos ensaios de viabilidade e morfologia celular.

No entanto, € relevante considerar que alguns compostos podem afetar a sobrevivéncia
reprodutiva das células tumorais mesmo em concentracdes ndo citotoxicas. Estudos anteriores
demonstraram que certos agentes, como os avaliados por Araujo et al. (2024) e De S4 et al.
(2024), foram capazes de inibir a formacdo de colénias sem provocar morte celular. Isso pode
ocorrer devido a interferéncia em processos essenciais como progressédo do ciclo celular, reparo
de danos ao DNA, sinalizagdo mitogénica ou inducéo de senescéncia celular (Cairns; Harris;
Mak, 2011). Nesses casos, as células permanecem viaveis, mas perdem a capacidade de se
dividir e originar novas col6nias. Embora esse ndo tenha sido o caso com BR4CI nas
concentracOes avaliadas, este resultado reforca que tais concentracBes ndo interferem na

viabilidade das células, haja vista a ndo ocorréncia de efeitos citotoxicos e citostaticos.

O prognostico do cancer colorretal (CCR) esta intimamente associado a ocorréncia de

metéstases durante sua progressdo. A taxa global de sobrevida em cinco anos para pacientes
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com CCR é de aproximadamente 64%. No entanto, esse nimero cai drasticamente para menos
de 15% em casos de CCR metastatico, refletindo a elevada agressividade dessa condi¢édo
(Cariellas-Socias; Sancho; Batlle, 2024). Diante desse cenario, torna-se essencial a investigacdo
de moléculas capazes de modular vias bioldgicas envolvidas na progressao e disseminacdo

tumoral.

Entre os eventos fundamentais para a metastase estdo a migracao e a adesdo celular, que
permitem o desprendimento das células tumorais do sitio primario, sua movimentacdo pelo
microambiente tumoral e eventual colonizacdo de tecidos distantes (Kawauchi, 2012). No
presente estudo, avaliou-se o efeito da chalcona BR4CI sobre a motilidade de células SW-480
por meio do ensaio de migracdo celular in vitro. Os resultados indicam que BR4CI, nas
concentracOes de 0,05 uM e 0,10 uM, reduziu significativamente a migracéo celular apos 24 e
48 horas de tratamento. Achados semelhantes foram relatados por Predes et al. (2019), que
demonstraram a inibicdo da migracdo de células SW-480 pela lonchocarpina, uma chalcona
natural. De modo analogo, Fang et al. (2022) observaram que a B-ionona retardou de forma

significativa a migracdo de células de cancer de prostata apds 24 horas de exposicao.

A adesdo celular a matriz extracelular (MEC) é outro evento essencial no processo
metastatico, permitindo que as células tumorais se ancorem e interajam com o microambiente
tecidual (Kawauchi, 2012; Lin; Shih, 2014). As integrinas desempenham papel central nesse
processo, promovendo o reconhecimento e a ligacdo a componentes da MEC como coléageno,
laminina, vitronectina e fibronectina, além de modularem a resposta celular a estimulos
ambientais (Niit et al., 2015; Hamidi; Ivaska, 2018). Com base nisso, foi realizado um ensaio

de adesdo celular para avaliar o impacto da BR4CI na adeséao de células SW-480 a fibronectina.

Os resultados demonstraram uma reducdo estatisticamente significativa na adeséo das
células pré-tratadas com BRA4CI por 24 horas, com o efeito mais pronunciado observado na
concentracdo de 0,10 uM. Esse achado é consistente com o trabalho de Lin e Shih (2014), que
relataram inibicdo dose-dependente da adesdo célula-matriz em células de adenocarcinoma
gastrico tratadas com chalcona. De forma complementar, Huang et al. (2012) também
demonstraram que a B-ionona foi capaz de inibir a adeséo de células de hepatocarcinoma

humano a matriz extracelular.

A literatura demonstra que chalconas, f-ionona e seus derivados sdo capazes de

interferir significativamente nos processos de adesao e migracéo celular em diferentes tipos de
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cancer, por meio da modulacdo de componentes e vias de sinalizacdo envolvidos na progresséo
tumoral. Xiao et al. (2023), por exemplo, relataram que um derivado de chalcona foi capaz de
inibir a migracéo e adesdo de células de cancer de prostata resistentes a castracao por meio da
interacdo com a cinase de adesdo focal (FAK), uma proteina-chave na transducdo de sinais

relacionados a proliferacéo, adesdo e motilidade celular.

De forma semelhante, Huang et al. (2012) demonstraram que a B-ionona inibiu a
migracdo, adesdo e invasdo de células de hepatocarcinoma pela supressdo da atividade de
metaloproteinases e da via de sinalizacdo FAK, a qual participa do rearranjo do citoesqueleto
celular, promovendo a dindmica adesiva e migratoria. A FAK, por sua vez, € uma proteina
fosforilada dependente de integrinas, comumente associada a migracdo e invasdo de células

tumorais, incluindo aquelas do cancer colorretal (Jeong, 2018).

Além disso, Predes et al. (2019) relataram a inibicdo da migracdo de células de cancer
colorretal, incluindo a linhagem SW-480, apds o tratamento com lonchocarpina, uma chalcona
natural que atua como modulador negativo da via Wnt/B-catenina. Esta via estd diretamente
relacionada a regulacdo de proteinas de membrana envolvidas nos processos de adesdo e
migracdo celular. De maneira analoga, Fang et al. (2022) mostraram que a [-ionona também
promoveu a degradagdo da -catenina e a inibicdo da Transigédo Epitelial-Mesenquimal (EMT),
reduzindo a migracdo e invasividade de células de cancer de prostata. Esse efeito foi
acompanhado pela diminuicédo da expressao de marcadores mesenquimais, como N-caderina e

vimentina.

No contexto do céncer colorretal, a ativacdo aberrante da via Wnt/B-catenina esta
associada a inducdo da EMT, promovendo a repressao de marcadores epiteliais e a ativacao de
fatores de transcricdo que favorecem o fendtipo migratério e invasivo (Sun et al., 2024). A
EMT, portanto, € um processo critico na metastase, conferindo as células tumorais maior

plasticidade e capacidade de disseminacao (Heerboth et al., 2015).

Importante destacar que chalconas também podem interferir na EMT por vias
alternativas a Wnt/B-catenina. Chen et al. (2019) demonstraram que um composto com estrutura
de chalcona suprimiu a EMT em células de cancer de ovario, mesmo em concentra¢fes nao
citotoxicas, por meio da regulacdo negativa de fatores de transcrigdo relacionados a EMT e
modulacdo de marcadores epiteliais e mesenquimais. Da mesma forma, Lu, Zheng e Fan (2022)

mostraram que a cardamonina, uma chalcona natural, inibiu a EMT em células de céncer
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colorretal, promovendo o aumento da expressdo de E-caderina e a reducdo de N-caderina,

resultando em menor capacidade migratoria e invasiva.

Considerando que a molécula BR4CI apresenta estruturas quimicas que remetem tanto
a chalcona quanto a ionona, € plausivel sugerir que seu efeito sobre a adesdo e migracao de
celulas SW-480 decorra da interferéncia em vias semelhantes as discutidas anteriormente. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos moleculares

especificos pelos quais BR4CI interfere nos eventos celulares relacionados a metastase.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, o hibrido estrutural de chalcona e ionona, denominado BRACI,
demonstrou significativa capacidade inibitdria sobre etapas cruciais do processo metastatico in
vitro. Os resultados evidenciaram que BR4CI reduziu de forma expressiva a migracdo das
células SW-480 apds 24 e 48 horas de exposicao, além de comprometer a adesdo celular a
fibronectina, mesmo em concentra¢Bes ndo citotoxicas durante pré-tratamento de 24 horas.
Esses achados indicam que BR4CI atua como um promissor modulador de eventos-chave
envolvidos na progressao metastatica do cancer colorretal. Contudo, para validar seu potencial
terapéutico, sdo necessarios estudos adicionais que esclarecam os mecanismos moleculares
especificos responsaveis por sua atividade, abrindo caminho para o desenvolvimento de

estratégias inovadoras no combate ao cancer colorretal.
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