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Matos, IAF de. Efeitos biológicos da Chalcona T4 na osteoclastogênese: estudo in 
vitro [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 
UNESP; 2022. 

RESUMO 
As chalconas são um grupo de compostos fenólicos com inúmeras atividades 
biológicas e potencial para o tratamento de diversas doenças. Estudos clínicos 
e pré-clínicos têm demonstrado a efetividade de derivados chalcônicos naturais 
e sintéticos no tratamento de doenças inflamatórias como câncer e artrite 
reumatoide, e em doenças osteolíticas como osteoporose e tumores ósseos. 
As chalconas podem modular a inflamação e o turnover ósseo através de 
diferentes mecanismos, incluindo inibição da produção de citocinas, regulação 
de vias de sinalização intracelular, e modulação da atividade de fatores de 
transcrição. Corroborando as evidências indicando as propriedades anti-
osteolíticas das chalconas, recentemente nosso grupo de pesquisa 
demonstrou que a chalcona T4, uma novo derivado chalcônico sintético, inibiu 
a perda óssea inflamatória em um modelo experimental de periodontite em 
ratos. Apesar dos dados promissores demonstrando o potencial do composto 
na modulação da reabsorção óssea, informações sobre os mecanismos 
moleculares envolvidos na ação da chalcona T4 sobre a diferenciação e 
atividade dos osteoclastos não foram investigados. Considerando que o 
entendimento dos mecanismos biológicos de um composto pode não apenas 
aumentar sua segurança farmacológica, como também indicar sua utilização 
para diferentes doenças que envolvam a modulação de alvos biológicos 
comuns, o presente estudo avaliou os efeitos da chalcona sobre a 
osteoclastogênese, e os mecanismos moleculares subjacentes. A 
diferenciação e atividade de células pré-osteoclásticas (RAW 264.7) foi 
estimulada por RANKL, e as células tratadas com diferentes concentrações da 
chalcona T4, em diferentes períodos durante o processo de diferenciação. Os 
efeitos do composto sobre a diferenciação e atividade dos osteoclastos foram 
avaliados pela coloração do anel de actina e determinação das áreas de 
lacunas de reabsorção, respectivamente. A expressão de marcadores gênicos 
relacionados a osteoclastogênese (Nfatc1, Oscar, Trap, Mmp-9 e Catepsina 
k),) foi avaliada por RT-qPCR, e o status de ativação das vias (MAPK, AKT e 
NF-kB) por western blot. O potencial do composto sobre a diferenciação 
osteogênica foi investigado utilizando células pré-osteoblásticas (MC3T3-E1), 
através da formação de nódulos de mineralização (alizarin red). Os resultados 
mostraram que a chalcona T4 reduziu a diferenciação e atividade dos 
osteoclastos induzida por RANKL, suprimiu a expressão de Oscar, Trap e 
Mmp-9, e reduziu a ativação de ERK e AKT, de maneira dose-dependente. A 
formação de matriz mineralizada também foi estimulada marcadamente pelo 
composto. Estes resultados nos permitem concluir que a chalcona T4 é capaz 
de reduzir a osteoclastogênese através de efeitos mediados pela modulação 
de vias de sinalização intracelular importantes na diferenciação e atividade dos 
osteoclastos, indicando o potencial do composto no tratamento de doenças 
osteolíticas.  

Palavras – chave: Chalcona. Osteoclastos. Células RAW 264.7. Peptídeos e 
Proteínas de Sinalização Intracelular. 



Matos, IAF de. Biological effect of Chalcone T4 on osteoclastogenesis: in vitro 
study. [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 
UNESP; 2022.  

ABSTRACT 
Chalcones are a group of phenolic compounds with numerous biological activities 
and potential for the treatment of various diseases. Clinical and preclinical studies 
have demonstrated the effectiveness of natural and synthetic chalconic derivatives in 
the treatment of inflammatory diseases such as cancer and rheumatoid arthritis, and 
in osteolotic diseases such as osteoporosis and bone tumors. Chalcones can 
modulate inflammation and bone turnover through different mechanisms, including 
inhibition of cytokine production, regulation of intracellular signaling pathways, and 
modulation of transcription factor activity. Corroborating evidence indicating the anti-
osteolytic properties of chalcones, our research group recently demonstrated that 
chalcone T4, a novel synthetic chalcone derivative, inhibited inflammatory bone loss 
in an experimental model of periodontitis in rats. Despite promising data 
demonstrating the potential of the compound to modulate bone resorption, 
information on the molecular mechanisms involved in the action of chalcone T4 on 
osteoclast differentiation and activity has not been investigated. Considering that the 
understanding of the biological mechanisms of a compound can not only increase its 
pharmacological safety, but also indicate its use for different diseases that involve the 
modulation of common biological targets, the present study evaluated the effects of 
chalcone on osteoclastogenesis, and the mechanisms underlying molecules. The 
differentiation and activity of pre-osteoclastic cells (RAW 264.7) was stimulated by 
RANKL, and the cells treated with different concentrations of chalcone T4, at different 
times during the differentiation process. The effects of the compound on osteoclast 
differentiation and activity were evaluated by staining the actin ring and determining 
areas of resorption gaps, respectively. The expression of gene markers related to 
osteoclastogenesis (Nfatc1, Oscar, Trap, Mmp-9 and Cathepsin k),) was evaluated 
by RT-qPCR, and the activation status of the pathways (MAPK, AKT and NF-kB) by 
western blot. The potential of the compound on osteogenic differentiation was 
investigated using pre-osteoblastic cells (MC3T3-E1), through the formation of 
mineralization nodules (alizarin red). The results showed that chalcone T4 reduced 
RANKL-induced osteoclast differentiation and activity, suppressed Oscar, Trap and 
Mmp-9 expression, and reduced ERK and AKT activation in a dose-dependent 
manner. The formation of mineralized matrix was also markedly stimulated by the 
compound. These results allow to conclude that chalcone T4 can reduce 
osteoclastogenesis through effects mediated by the modulation of intracellular 
signaling pathways important in osteoclast differentiation and activity, indicating the 
potential of the compound in the treatment of osteolytic diseases. 

Keywords: Chalcone. Osteoclasts. RAW 264.7 Cells. Intracellular Signaling Peptides 
and Proteins. 
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1 INTRODUÇÃO 

Doenças ósseas, causadas pela perda ou prejuízo na qualidade do 

tecido ósseo, tem se tornado uma dos maiores problemas de saúde da 

população adulta1, e estão relacionadas principalmente com a formação e 

atividade aumentada de osteoclastos.  

Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas, originadas de 

precursores hematopoiéticos cujo processo de diferenciação envolve uma série 

de etapas, tais como a diferenciação de células fosfatase ácida tartarato-

resistentes (TRAP), fusão para formação de células multinucleadas, ativação 

da reabsorção óssea e apoptose espontânea2. Este processo de diferenciação 

é induzido fundamentalmente por RANKL, que media a osteoclastogênese 

através da sua ligação com o receptor RANK presente nas células precursoras. 

A ligação de RANKL ao seu receptor RANK induz uma cascata de sinalização 

que envolve o recrutamento de TRAF6 e de várias vias downstream, tais como 

NF-κB, MAPKs (p38 MAPK, ERK e JNK)3, bem como ativação de AP-1 e o 

eixo Src/PI3K/Akt 4,5. Estas vias de sinalização, por sua vez, levam a ativação 

de NFATc1 que induz então a expressão de diversos genes como MMP-9, 

catepsina K, TRAP, entre outros, que estão relacionados com a formação e 

atividade dos osteoclastos 6.  

Um aumento desproporcional na diferenciação e atividade destas 

células é um dos fatores chaves na patogênese de diversas doenças ósseo 

metabólicas, como artrite reumatoide, osteoporose, Doença de Paget, e as 

doenças periodontais; e a redução destes eventos celulares através da 

modulação de citocinas, fatores de transcrição e vias de sinalização intracelular 

envolvidas na osteoclastogênese, parece ser crítico para o tratamento efetivo 

dessas patologias. 

Nos últimos anos, grande avanço tem sido alcançado na terapêutica 

destas desordens, como a terapia de reposição do estrógeno 7, e o uso dos 

bifosfonatos e inibidores de citocinas específicas (RANKL, TNF-α, IL-6) 8; mas 

as opções ainda são escassas e estão relacionadas com o aparecimento de 

efeitos colaterais significantes9,10 e, portanto, não têm sido indicados para 

tratamentos em longo prazo.  



11 

Nesse contexto, produtos naturais ou compostos sintéticos baseados 

em seus análogos naturais têm despertado grande interesse em função de 

suas atividades biológicas e baixa toxicidade. Estudos têm mostrado que 

compostos ativos derivados de produtos naturais podem inibir a diferenciação 

e a função dos osteoclastos, e dessa forma podem representar uma opção 

terapêutica interessante no tratamento ou prevenção de doenças osteolíticas 

11,12. 

As chalconas, um grupo de substâncias fenólicas derivadas de plantas, 

estão entre os compostos naturais que têm demonstrado potencial anti-

reabsortivo. As chalconas estão presentes abundantemente em plantas 

comestíveis, principalmente vegetais e frutas, e por possuírem um cromóforo 

em sua estrutura, apresentam baixo peso molecular e coloração amararelada. 

A maioria das chalconas naturais são compostos aromáticos polihidroxilados, 

de baixo molecular, e são considerados os bioprecursores de flavonóides e 

isoflavonóides de cadeia aberta13 (figura 1). 

Figura 1 - Estrutura fundamental das Chalconas 

  Ar: Anel Aromático 

Fonte: American Chemical Society 

O crescente interesse do meio científico sobre as chalconas se justifica 

pelo fato destes compostos apresentarem uma ampla variedade de 

propriedades biológicas (anticancerígena, anti-inflamatória, antioxidante, 

antimicrobiana e anti-reabsortiva) 14,15 e por sua segurança farmacológica e 

ausência de toxicidade 16.  

Esses compostos possuem uma estrutura molecular simples, permitindo 

modificações estruturais que podem alterar suas propriedades físico-químicas 

e aumentar significativamente a potência e duração de seus efeitos biológicos 
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16. Com este objetivo, de potencializar as propriedades farmacológicas das

chalconas, diversos pesquisadores têm trabalhado na síntese e análise 

biológica de chalconas sintéticas, que além de apresentarem eficácia muitas 

vezes superior às chalconas naturais 16, apresentam um baixo custo 

laboratorial e não têm sido associadas a efeitos secundários.  

As chalconas podem atuar sobre uma série de alvos do processo 

inflamatório, incluindo fatores de transcrição, moléculas de adesão, de 

sinalização intracelular e mediadores inflamatórios 14,15 que são essenciais no 

processo de ativação e diferenciação dos osteoclastos, e dessa forma têm-se 

mostrado uma opção terapêutica interessante em doenças inflamatórias (e.g. 

doenças inflamatórias intestinais, artrite reumatoide, sepse) 17,18 e doenças 

osteolíticas (câncer ósseo e osteoporose) 19,20.  

Derivados chalcônicos como Xanthohumol, têm demonstrado inibir a 

formação de células multinucleadas TRAP-positivas e das lacunas de 

reabsorção óssea induzidas por RANKL em RAW 264.7, mostrando atuar tanto 

sobre a formação quanto sobre a atividade dos osteoclastos 21. Estes efeitos 

parecem ser mediados pela modulação da expressão gênica de TRAF6, ERK, 

PI3K, NFATc1 e c-Fos pelo composto, bem como de genes relacionados 

diretamente com os eventos reabsortivos (catepsina K e MMP-9) 22. 

Outros estudos avaliando o impacto das chalconas sobre a 

osteoclastogênese têm demonstrado que a modulação de NF-ĸB por estes 

compostos tem um papel crítico neste processo regulatório 22. A ativação da 

via NF-ĸB pode induzir a produção de genes que estimulam a diferenciação 

dos osteoclastos, favorecem sua sobrevivência e a reabsorção óssea, além de 

ativar os fatores de transcrição NFATc1 e c-Fos, que são essenciais para a 

diferenciação de osteoclastos 22. Corroborando esses estudos, autores 

observaram que Cardamonin e Butein, compostos chalcônicos naturais, 

reduziram a osteoclastogênese em macrófagos (RAW 264.7) através da 

supressão de NF-ĸB 23,24. RANKL é capaz de estimular a fosforilação e 

degradação de IĸBα, que uma vez degradado permite a translocação nuclear e 

ativação de NF-ĸB. De acordo com os resultados encontrados, as chalconas 

inibiram a degradação de IĸBα, inibindo desta forma a ativação de NF-ĸB 23,24. 

Estudos avaliando a relevância de NF-ĸB em doenças osteolíticas têm 

demonstrado que a ativação deste fator de transcrição não apenas aumenta a 
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atividade de osteoclastos e a perda óssea, como também atua diminuindo a 

atividade de osteoblastos e a formação óssea 22,25,25. Embora haja ainda uma 

escassez de informações sobre os mecanismos de ação de NF-ĸB sobre os 

osteoblastos sabe-se que este fator de transcrição pode modular as principais 

células responsáveis pelo metabolismo ósseo (osteoblastos e osteoclastos), e 

este conhecimento tem incentivado a comunidade científica na busca por 

drogas que possam inibir a atividade de NF-ĸB, como uma alternativa 

terapêutica para as doenças ósseas inflamatórias.  

A habilidade das chalconas de modularem a via de sinalização MAPK 

(p38, ERK, JNK) também parece contribuir com seus efeitos inibitórios sobre a 

inflamação. As MAPK são um grupo de enzimas responsáveis pela transdução 

de diversos sinais extracelulares, e promovem a fosforilação dos aminoácidos 

treonina e serina em múltipos substratos protéicos, incluindo outras enzimas, 

fatores de transcrição e proteínas ligantes ao RNA 35. Citocinas e mediadores 

inflamatórios endógenos, LPS e outros antígenos microbianos e fatores de 

crescimento são capazes de ativar as MAPKs 35. Além de exercerem papéis 

relevantes no desenvolvimento e homeostasia, um grande número de 

evidências pré-clinicas e clínicas confirmam seu papel crítico na inflamação e 

resposta imune e, consequentemente, no desenvolvimento de doenças 

inflamatórias 27. Especificamente na osteoclastogênese, as MAPKs são 

capazes de modular a expressão de NFATc1 e c-Fos induzida por RANKL 28,29, 

e sua inibição tem demonstrado reduzir a diferenciação e função dos 

osteoclastos 29. Macrófagos (RAW 264.7) estimulados com RANKL e tratados 

com Panduratin-A, um derivado chalcônico, apresentaram uma redução na 

expressão dos fatores de transcrição NFATc1 e c-Fos, bem como da enzima 

osteoclástica catepsina K, em nível de mRNA e proteína, através da 

modulação de JNK, ERK e p-38 pela chalcona, indicando o envolvimento das 

MAPKs nos efeitos inibitórios do composto sobre a osteoclastogênese 30.  

Embora não haja evidências mostrando o envolvimento de outras vias 

de sinalização, como PI3K-AKT, no efeito das chalconas sobre a reabsorção 

inflamatória, é possível que o composto tenha alguma ação sobre a expressão 

destas proteínas intracelulares. Akt está diretamente envolvida na regulação da 

resposta inflamatória, atuando como inibidor da apoptose em neutrófilos 26, 

macrófagos 31 e células dendríticas 24, além de participar em outras funções 
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biológicas destas células como a migração/quimiotaxia e produção de 

mediadores inflamatórios. Além disso, existem evidências sugerindo um papel 

direto de Akt na diferenciação e função de osteoblastos e de um papel indireto 

na osteoclastogênese. A inibição da expressão gênica de Akt1 estimula a 

diferenciação de células estromais da medula óssea em osteoblastos, 

fenômeno associado ao aumento da expressão do fator de transição Runx2. 

Em animais geneticamente deficientes para Akt1, além da maior diferenciação 

osteoblástica, observa-se inibição de formação e atividade de osteoclastos, 

fenômeno correlacionado com a inibição da produção de citocinas RANKL e 

OPG, pelos osteoclastos 32,33. Desta forma, a ativação de Akt1 pode estar 

relacionada a menor formação e maior reabsorção óssea, sugerindo que a 

inibição seletiva de Akt1 pode ser uma estratégia terapêutica para diminuir a 

perda óssea/favorecer o ganho ósseo.  

Baseados nas informações do efeito inibitório das chalconas sobre a 

reabsorção óssea inflamatória, nosso grupo de pesquisa avaliou as possíveis 

atividades anti-osteoclásticas e anti-inflamatórias de novos derivados 

chalcônicos com potencial na modulação da periodontite. Estas substâncias 

foram sintetizadas pelo laboratório do colaborador deste trabalho, e suas 

propriedades biológicas foram analisadas pela primeira vez pelo nosso grupo. 

Entre as chalconas avaliadas nos experimentos piloto (dados não 

apresentados), a Chalcona T4 destacou-se por apresentar o melhor efeito 

dose-resposta sobre os genes avaliados in vitro (maior redução na expressão 

dos genes pró-inflamatórios, obtidos com a menor concentração do derivado 

chalcônico), e potencial em reduzir a diferenciação osteoclástica. A estrutura 

química da chalcona T4 está representada na figura 2. 

Figura 2 - Estrutura química da Chalcona T4 

Fonte: Arquivo pessoal do Prof. Dr. Luis Octavio. 
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Os resultados encontrados corroboram aqueles citados na literatura, 

demonstrando o potencial anti-inflamatório e o efeito inibitório das chalconas 

sobre a osteoclastogênese. A chalcona T4 foi capaz de reduzir 

significativamente a expressão dos genes inflamatórios, mesmo quando 

utilizada em concentrações tão baixas quanto 1µM; e quando utilizada em 

concentrações maiores (10µM) reduziu a expressão de IL-6 e MMP-13 a níveis 

inferiores ao controle. Dados de estudos in vivo do nosso grupo, demonstraram 

que a Chalcona T4 também reduziu a reabsorção in vivo, em modelo de 

doença periodontal experimental em ratos 34. Além do efeito supressivo sobre a 

expressão dos genes pró-inflamatórios, a chalcona T4 destaca-se entre outros 

compostos chalcônicos pela potência dos seus efeitos, uma vez que mais de 

50% dos níveis de mRNA dos genes avaliados foram reduzidos após 

tratamento das células com 1µM do composto. Esses dados são superiores a 

outros encontrados na literatura, em que diferentes derivados chalcônicos 

foram avaliados sobre a expressão gênica de mediadores inflamatórios 32,33. 

Esses resultados indicam o potencial anti-reabsortivo da Chalcona T4 e tem 

nos motivado a investigar os possíveis mecanismos de ação do composto, 

uma vez que compreensão de sua atividade biológica sobre os diferentes 

mediadores inflamatórios e vias de sinalização intracelular, pode indicar um 

efeito promissor do composto sobre diversas doenças, especialmente àquelas 

relacionadas à osteólise inflamatória. Considerando os resultados obtidos até o 

momento com a chalcona T4, este estudo tem como objetivo investigar os 

possíveis mecanismos moleculares envolvidos em seus efeitos sobre a 

osteoclastogênese. A hipótese deste trabalho é que a chalcona T4 é capaz de 

inibir a diferenciação e atividade dos osteoclastos, através da modulação de 

mediadores biológicos relevantes no metabolismo ósseo, especialmente 

através da supressão das vias de sinalização intracelular NF-ĸB, MAPKs e 

PI3K-AKT.  
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4 CONCLUSÃO 

Os resultados apresentados nos permitem concluir que a chalcona T4 é 

capaz de inibir a diferenciação e atividade de osteoclastos de maneira dose-

dependente, através de efeitos mediados pela modulação de vias de 

sinalização intracelular importantes na osteoclastogênese. Além disso, os 

resultados também demonstraram que o composto é capaz de favorecer a 

formação de matriz mineralizada por células pré-osteoblásticas, indicando um 

potencial osteogênico para a chalcona T4. Coletivamente, estes dados 

sugerem que a chalcona T4 pode ser uma alternativa terapêutica para doenças 

osteolíticas.  
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