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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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2 PROPOSIÇÃO 
 

Investigar os efeitos da chalcona sobre a diferenciação e atividade de 

osteoclastos, bem como sua influência sobre mediadores biológicos envolvidos 

na osteoclastogênese in vitro.  

 

2.1 Objetivos específicos 
 

Determinar os efeitos da chalcona sobre a diferenciação e atividade de 

células pré-osteoclásticas (RAW 264.7) induzidas por RANKL, através 

respectivamente, da identificação dos osteoclastos, pela visualização dos 

núcleos e anel de actina por microscopia de fluorescência, e determinação da 

área de reabsorção óssea em placas revestidas com fosfato de cálcio 

inorgânico. E analisados em diferentes períodos (antes e após) em relação ao 

estímulo com RANKL.  

Determinar o efeito da chalcona sobre a expressão gênica de 

marcadores de reabsorção óssea (Oscar, Trap, Nfatc1, Mmp-9 e Ctsk), e seu 

impacto sobre a ativação das vias de sinalização (NF-ĸB, p38 MAPK, ERK e 

AKT), por Western Blot. 

Investigar o efeito osteogênico da chalcona T4 em células pré-

osteobláticas (MC3T3-E1), através do potencial de formação de nódulos de 

mineralização óssea. 
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Resumo 

Justificativa e objetivo: Doenças osteolíticas inflamatórias são causadas pela 

formação anormal de osteoclastos e reabsorção óssea. Chalconas são compostos 

fenólicos formados durante a biossíntese dos flavonoides, com atividade anti-

inflamatória e antirreabsortiva. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de 

uma nova chalcona sintética, chalcona T4, sobre a diferenciação e atividade de 

osteoclastos e os mecanismos moleculares subjacentes. 

Material e métodos: A diferenciação e atividade de células pré-osteoclásticas (RAW 

264.7) foi estimulada por RANKL, e as células tratadas com diferentes 

concentrações não citotóxicas da chalcona T4, em diferentes períodos durante a 

osteoclastogênese. Os efeitos do composto sobre a diferenciação e atividade dos 

osteoclastos foram avaliados pela coloração do anel de actina e ensaio de atividade, 

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), por da analise de formação de nódulos de 

mineralização (alizarin red). 

Resultados: 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.  

Conclusão: Chalcona T4 reduziu significativamente a diferenciação e atividade 

osteoclástica induzida por RANKL modulando a ação de ERK e AKT, e favoreceu a 

diferenciação osteogênica in vitro, indicando o potencial do composto no tratamento 

de doenças osteolíticas. 

 

Palavras-chave: Chalcona, Osteoclastogênese, RAW 264.7, vias de sinalização 

intracelular.  
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Introdução 

A perda óssea está entre os principais problemas associados ao 

envelhecimento, artrite reumatoide, osteoporose, câncer, periodontite e outras 

doenças crônicas inflamatórias (1).  

Diversos estudos, com objetivo de avançar na terapêutica da reabsorção 

óssea, têm focado sua atenção nos detalhes moleculares deste mecanismo. A 

ativação de osteoclastos, células multinucleadas derivadas de células 

hematopoiéticas, é regulado por vários sinais moleculares desencadeados a partir 

da ligação de RANK / RANKL. Ativação de TRAF6 induz, subsequentemente, a 

ativação de fatores de inscrição incluindo c-Fos e NFATc1, proteínas quinases 

ativadas por mitógeno (MAPKs), NF-kB, c-Src, PI3K e Akt (2). NFATc1 ativado pode 

aumentar a expressão de marcadores específicos da osteoclastogênese, como 

fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP), catepsina K (CTSK), e 

metaloproteinase de matriz (MMP)-9, que atuam em vários estágios do 

desenvolvimento e ativação dos osteoclastos e são capazes de degradar 

componentes inorgânico e orgânicos do tecido ósseo (3). 

Terapias medicamentosas têm sido desenvolvidas para as diversas doenças 

osteolíticas, e estão clinicamente disponíveis, incluindo drogas antirreabsortivas 

como os bifosfonatos (4), terapias de reposição hormonal (5), doxiciclina em doses 

subantimicrobiana (Periostat) (6).e uso de inibidores de genes alvos específicos (e.g. 

TNF-α, RANKL, esclerotin, catepsina K) (3), entretanto, o uso destes medicamentos 

em longo prazo tem sido associado ao aparecimento de efeitos adversos, e por isso 

tem se tornado necessário o desenvolvimento de terapias alternativas que 

minimizem tais efeitos.  

O uso de compostos naturais ou compostos sintéticos baseados em seus 

protótipos naturais tem despertado grande interesse científico em virtude de suas 

atividades biológicas e baixa toxicidade. Entre estes compostos, as chalconas, um 

grupo de substâncias fenólicas precursoras da síntese de flavonóides, tem se 

destacado por sua capacidade de inibir a osteoclastogênese e a reabsorção óssea, 

in vitro e in vivo (7, 8). 

As chalconas podem modular diversos alvos do processo inflamatório, 

incluindo fatores de transcrição, vias de sinalização intracelular e mediadores 

inflamatórios (9, 10), que são essenciais no processo de ativação e diferenciação 

dos osteoclastos, e por isso dessa forma têm-se mostrado uma opção terapêutica 
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interessante em doenças inflamatórias (e.g. doenças inflamatórias intestinais, artrite 

reumatoide, sepse) (11-15) e osteolíticas (câncer ósseo e osteoporose) (16-18). 

Corroborando as evidências indicando as propriedades anti-osteolíticas das 

chalconas, recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou os efeitos anti-

inflamatórios e antirreabsortivos de um nova chalcona sintética, chalcona T4, sobre a 

inflamação e reabsorção óssea em um modelo experimental de periodontite em 

ratos (7). A administração sistêmica do composto, utilizado pela primeira vez pelo 

nosso grupo, reduziu o infiltrado celular nos tecidos gengivais e inibiu a reabsorção 

óssea alveolar induzida pela ligadura, sem causar efeitos secundários (7).  Quando 

aplicado topicamente no sulco gengival de ratos periodontalmente doentes, a 

chalcona T4 apresentou resultados semelhantes à aplicação sistêmica, redução do 

processo inflamatório e da degradação do tecido conjuntivo foram associados a 

inibição da reabsorção óssea (manuscrito em revisão).  

Estes resultados indicam o potencial antirreabsortivo da Chalcona T4 e tem 

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

que a compreensão de suas atividades biológicas sobre a osteoclastogênese pode 

indicar um efeito promissor do composto em outras doenças osteolíticas 

inflamatórias.  

Neste presente estudo, nós investigamos a dinâmica de atuação da chalcona T4 

sobre a diferenciação e atividade dos osteoclastos, e os mecanismos moleculares 

subjacentes, em uma linhagem de macrófagos murinos (RAW 264.7). 

 

Materiais e Métodos 

 

Chalcona T4 

A chalcona foi sintetizada pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini e equipe, no 

Laboratório de Química Verde e Medicinal, no Instituto de Biociências, Letras e 

Ciências Exatas, Unesp. A síntese da substância foi realizada por meio da reação de 

condensação de Claisen-Schmidt, com rendimentos satisfatórios (50–70%). Para a 

purificação das substâncias utilizou-se técnicas de recristalização e cromatográficas, 

incluindo cromatografia em coluna de fase normal (gel de sílica), cromatografia em 

coluna de fase reversa (octadecilsilano) e cromatografia de permeação em gel (LH-

20). 
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A estrutura do composto foi identificada por espectrometria de massas e 

técnicas de ressonância magnética nuclear de hidrogênio e carbono treze (RMN de 

1H e RMN de 13C) (figura 1 suplementar). A pureza da substância foi determinada 

por análises de cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo de 

fotodiodos (CLAE-DAD), exibindo valores iguais ou superiores a 95.0%. 

 

Efeito da Chalcona T4 sobre a diferenciação de osteoclastos – (microscopia de 

fluorescência) 

Foram utilizadas as células precursoras de osteoclastos RAW 264.7. As 

células foram plaqueadas (0,5 x103 céls/poço), em placa de 96 poços, e cultivadas 

em α-MEM suplementado (10% FBS + 1% P/S), na presença de RANKL (100 ng/ml) 

para diferenciação dos macrófagos em osteoclastos. Diferentes concentrações não 

citotóxicas da chalcona (1, 2.5, 5 e 10μM) (figura 2 suplementar), ou veículo 

(DMSO), foram acrescentados ao meio de cultura em diferentes tempos em relação 

ao estímulo de diferenciação (adição de RANKL): 30 minutos antes, 48h e 96h após. 

O meio de cultura contendo o composto e o RANKL foram substituídos em intervalos 

de 48h, retirando-se 100 μL com o auxílio de uma micropipeta e adicionando o 

mesmo volume de meio fresco com os tratamentos propostos. As culturas foram 

observadas diariamente em microscópio invertido até o término do experimento. Ao 

final do período experimental (6° dia), as células foram fixadas e permeabilizadas 

(BD Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences). Em seguida, as células foram coradas com 

5µg/ml de Faloidina conjugada ao fluoróforo (AlexaFluor 488 Phalloidin, Molecular 

Probes, ThermoFisher Scientific),  por 40 min à temperatura ambiente, e 

subsequentemente com 2.5 μg/mL de 4′,6‐diamidino‐2‐ phenylindole (DAPI)  5 min à 

temperatura ambiente, e visualizadas em microscópio invertido de fluorescência 

(Evos fl, AMG Micro) na objetiva de 4x. O número de osteoclastos foi quantificado 

em toda a extensão do poço, sendo considerado osteoclastos células com 3 ou mais 

núcleos. O experimento foi realizado três vezes em triplicata de maneira 

independente. 

 

Efeito da Chalcona T4 sobre a atividade de osteoclastos: ensaio de atividade  

Para investigarmos o impacto da chalcona T4 sobre a atividade dos 

osteoclastos, RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 poços revestidas com 

fosfato de cálcio sintético (Osteologic Corning Plate, Corning), e o estímulo com 
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RANKL e tratamento com as diferentes concentrações da chalcona T4 foram 

realizadas conforme descrito no protocolo anterior, por um período de 6 dias, 

seguindo as instruções do fabricante. Após o término do período experimental, o 

sobrenadante foi descartado e adicionado 50 μl de hipoclorito de sódio a 1% por 5 

min. Em seguida, os poços foram lavados com água Milli-Q, e as placas foram 

deixadas sobre a bancada em temperatura ambiente por 24 horas para completa 

evaporação da água, e então fotografadas em microscópio invertido com câmera 

acoplada (Evos fl, AMG Micro) na objetiva de 10x. As áreas de reabsorção óssea 

foram quantificadas em toda a extensão do poço através do software Image J. Este 

experimento foi realizado três vezes em triplicata de forma independente. 

 

Avaliação dos efeitos da chalcona T4 sobre a expressão gênica (RT-qPCR) 

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (3x105 cels/poço), em placa de 6 

poços, e cultivadas em α-MEM suplementado na presença de RANKL (100 ng/ml) 

para diferenciação dos macrófagos em osteoclastos. Para investigarmos o efeito do 

composto sobre a expressão de marcadores relacionados a osteoclastogênese, 

diferentes concentrações da chalcona foram acrescentadas ao meio de cultura, 30 

min previamente ao estímulo com RANKL (100 ng/ml). O meio de cultura contendo o 

composto e/ou RANKL foi substituído em intervalos de 48h. Ao final 3° e 5° dia foi 

realizada a extração do RNA total das células com o kit Total RNA Purification 

(Cellco Biotec), de acordo com as instruções do fabricante. A quantificação e pureza 

das amostras de RNA foram realizadas em espectrofotômetro de nanovolumes 

(Nanoview Plus, GE Healthcare), e o cDNA sintetizado a partir de 500 ng de RNA 

total (High capacity cDNA synthesis kit, Applied Biosystem). A detecção da 

expressão gênica na amostra foi realizada utilizando o sistema TaqMan Fast 

Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems; Life Technologies- Califórnia - 

USA). Foi realizado o PCR para detecção dos genes-alvo de interesse (Nfatc1, 

Oscar, Trap, Mmp-9 e Ctsk) (figura 3 suplementar) e a expressão de GAPDH foi 

utilizada para normalização dos resultados, que foram analisados pelo método delta 

(delta Ct). Este experimento foi realizado três vezes em duplicata de maneira 

independente. Os períodos de 3 e 5 dias foram selecionados a partir dos resultados 

de experimento de time course avaliando os períodos de maior expressão dos genes 

alvos após estímulo com RANKL (dados não apresentados). 
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Papel da Chalcona na ativação das vias de sinalização intracelular (Westen 

Blot) 

Com objetivo de investigar os efeitos da chalcona sobre a fosforilação das 

vias de sinalização intracelular NF-ĸB, p38 e ERK MAPK, e AkT, macrófagos foram 

plaqueados na concentração de 3x105 células/poço com α-MEM suplementado, em 

placas de 35 mm, e após 24 horas desinduzidas com meio de cultura contendo 0,3% 

de soro fetal bovino por 6 horas, e então estimulados com RANKL por 10 e 40 

minutos, com e sem pré-tratamento (30 min antes) com a chalcona T4 em diferentes 

concentrações (1, 2.5, 5 ou 10 μM). Ao final do período experimental, o meio foi 

aspirado, as placas lavadas com PBS 1x e adicionado RIPA Buffer suplementado 

com inibidor de fosfatase e protease em cada placa. As proteínas totais foram 

quantificadas pelo método de Bradford (Bio-Rad). Para realização do Western Blot 

foram utilizadas 20 μg de proteína total por amostra. As membranas foram 

incubadas com os anticorpos primários (p-p38 #9211 Cell Signaling, p38 #9212 Cell 

Signaling, p-Akt #9275 Cell Signaling, Akt #9272 Cell Signaling, p-NF-kB #3033 Cell 

Signaling, NF-kB #sc8008 Santa Cruz, p-ERK #4376 Cell Signaling e ERK #9102 

Cell Signaling) overnight. Os resultados foram obtidos pela análise densitométrica 

das bandas e normalizados através da razão entre a forma fosforilada e não 

fosforilada da proteína alvo. O experimento foi realizado três vezes em duplicata de 

maneira independente. 

 

Efeito da chalcona T4 sobre a diferenciação osteogênica 

Células pré-osteoblásticas de camundongos (MC3T3-E1) foram plaqueadas 

em placa de 96 poços, com 3x10³ células por poços, e cultivadas α-MEM 

suplementado (10% FBS + 1% P/S), com diferentes concentrações não citotóxicas 

da chalcona (determinadas em experimentos preliminares (figura 4 suplementar):1, 

2.5, 5 e 10μM), ou veículo, (DMSO), por 7, 14 e 21dias. Após os períodos o meio foi 

aspirado, e os poços lavados com PBS. Em seguida as células foram fixadas com 

paraformol a 4% por 60 minutos à 4°C, lavadas com água destilada, e então 

adicionados 50 ul da solução de vermelho de alizarin a 2% por 15 minutos. Após 

remoção do corante, adicionou-se cloreto de cetilpiridínio a 10% por 10 minutos para 

solubilizar os nódulo de cálcio corados com vermelho de alizarin, e a solução 

transferida para uma nova placa de 96 poços para realização da leitura em 

espectrofotômetro a 550nm. 
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Análise estatística 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 (GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA). Os resultados são expressos como média ± erro 

padrão da média. As comparações estatísticas entre os grupos foram realizadas 

utilizando ANOVA com testes post hoc para comparar as diferenças entre os grupos 

experimentais e controles. A significância estatística foi definida em p < 0,05. Todos 

os experimentos foram realizados pelo menos três vezes.  

 

Resultados 

 

Chalcona T4 inibe a diferenciação e atividade celular de maneira dose-

dependente, em todos os períodos analisados  

Para avaliarmos o efeito cinético e uma possível ação dose-resposta da 

chalcona T4 sobre a diferenciação dos osteoclastos, o composto foi adicionado ao 

meio de cultura em diferentes momentos em relação ao estímulo com RANKL, e em 

diferentes concentrações não citotóxicas. Os resultados demonstraram que o 

estímulo com RANKL induziu a diferenciação dos macrófagos em osteoclastos, 

dentro do período experimental analisado (6 dias), e que a chalcona T4 inibiu a 

diferenciação celular de maneira dose-dependente, em todos os períodos analisados 

(figura 1). Quando adicionada nos períodos iniciais do processo de diferenciação 

(tempos I e II), a chalcona apresentou resultados mais potentes, sendo capaz de 

inibir marcadamente a osteoclastogênese mesmo quando utilizada na menor 

concentração (1µM) (figura 1, (I, II)), e suprimiu completamente a diferenciação 

quando utilizada nas concentrações maiores (5 e 10µM, tempo I) (figura 1, (I)). 

Interessantemente, mesmo quando adicionada mais tardiamente (96h após o 

estímulo com RANKL, tempo III), a chalcona T4 foi capaz de bloquear a 

osteoclastogênese quando utilizada em concentrações maiores que 1µM (p <0.05) 

(figura 1 (III)).  

Paralelamente ao efeitos da chalcona sobre a diferenciação celular, nós avaliamos 

também a habilidade de chalcona em modular a atividade dos osteoclastos. As 

áreas de reabsorção óssea foram utilizadas para quantificar a atividade 

osteoclástica. De acordo com os resultados, o estímulo com RANKL induziu a 

atividade reabsortiva dos osteclastos (controle vs. RANKL, p< 0,05), como pode ser 
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visto pelas lacunas de reabsorção nas células estimuladas com RANKL, as quais 

estavam ausentes no grupo controle (figura 2 (b, I, II, III)). Os dados também 

demonstraram que concentrações a partir de 2,5µM do composto, conseguiram 

reduzir significativamente a atividade celular quando adicionadas previamente ao 

estímulo (figura 2, (Ia, b)). Quando o composto foi adicionado após o estímulo 

indutor (tempos II e III), apenas a maior concentração (10µM) inibiu 

significativamente a atividade reabsortiva dos osteoclastos (figura 2, (II, III)).   

 

Chalcona T4 inibe a expressão de genes pró-inflamatórios e de marcadores da 

osteoclastogênese, e modula ativação de ERK e AKT 

Para elucidar os mecanismos moleculares da chalcona T4 sobre a 

osteoclastogênese, nós investigamos o efeito do composto sobre a expressão 

gênica dos marcadores (Nfatc1, Oscar, Trap, Mmp-9 e Catepsina k), e a ativação 

das vias de sinalização (MAPK, AKT e NF-kB). De acordo com os resultados, o 

estímulo com RANKL aumentou a expressão de todos os genes avaliados, e o 

tratamento com o composto reduziu a expressão de Mmp-9, Catepsina K e Oscar 

(figura 3), de maneira dose-dependente, em ambos os períodos analisados. Os 

níveis transcritos de Trap foram modulados pelo composto apenas no 5° dia após 

estímulo inicial com RANKL, e a expressão de Nfatc1 não foi modulada pela 

chalcona em nenhum dos períodos analisados (figura 3). 

Os resultados da análise densitométrica das bandas de western blot (figura 4), 

indicaram que o estímulo com RANKL ativou as vias de sinalização avaliadas. O 

tratamento das células com a maiores concentrações da chalcona T4, reduziu a 

ativação de ERK (10µM), e modulou negativamente a ativação de AKT (5µM e 

10µM), 10 e 40 minutos, respectivamente, após o estímulo com RANKL (figura 4aI, 

4bII). 

 

Chalcona T4 estimula a formação de matriz mineralizada por osteoblastos 

A manutenção da remodelação óssea requer um delicado equilíbrio entre a 

síntese óssea pelos osteoblastos e a reabsorção óssea pelos osteoclastos. Nós 

exploramos os efeitos anti-osteolíticos específicos da chalcona T4, avaliando 

também seu potencial na formação de nódulos mineralizados, utilizando a linhagem 

celular pré-osteoblástica MC3T3-E1. O ensaio mostrou que a chalcona T4 aumentou 
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a atividade de mineralização no 21° dia de diferenciação, em concentrações a partir 

de 2,5µM (figura 5).  

 

Discussão 

Chalconas naturais ou compostos chalcônicos sintéticos baseados em seus 

análogos naturais têm demonstrado inúmeras atividades biológicas, incluindo ação 

anti-inflamatória e anti-reabsortiva. Corroborando este dados, estudos recentes do 

nosso grupo demonstraram o efeito protetor da chalcona T4, uma nova chalcona 

sintética, sobre a reabsorção óssea inflamatória em um modelo de periodontite 

experimental em ratos (7), entretanto, os mecanismos moleculares envolvidos na 

ação do composto sobre a osteoclastogênese ainda não foi explorado. 

Considerando que este conhecimento pode indicar o potencial do composto na 

terapêutica de diversas doenças osteolíticas inflamatórias, no presente estudo, nós 

investigamos os efeitos da chalcona T4 sobre a diferenciação e atividades de 

osteoclastos, e seu efeito sobre a expressão de mediadores pró-inflamatórios e 

marcados da osteoclastogênese, bem como sobre a ativação de vias de sinalização 

fundamentais na reabsorção óssea.  

Diversos estudos têm mostrado que RANKL tem um papel indispensável na 

indução da proliferação e diferenciação de células precursoras de osteoclastos em 

osteoclastos maduros (19). A ligação de RANKL ao seu receptor RANK induz uma 

cascata de sinalização que envolve o recrutamento do fator 6 associado ao receptor 

TNF (TRAF6) e de várias vias downstream, tais como do fator de transcrição nuclear 

kappa B (NF-κB), proteína-quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) (incluindo p38 

MAPK, quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase c-Jun N-terminal 

(JNK) (10), bem como ativação da proteína ativadora-1 (AP-1) e o eixo Src/PI3K/Akt 

(4, 5). Estas vias de sinalização, por sua vez, levam a ativação do fator nuclear das 

células T ativadas (NFATc1) que induz então a expressão de diversos genes como 

MMP-9, CTSK, TRAP, OSCAR, entre outros, que estão relacionados com a 

formação e atividade dos osteoclastos (11).  

Nossos resultados demonstraram que a chalcona T4 inibiu a diferenciação 

das células precursoras em osteoclastos, e reduziu marcadamente a atividade 

reabsortiva destas células, mesmo quando adicionada nos estágios mais tardios da 

osteoclastogênese. Estes resultados foram associados a redução da expressão de 

marcadores relacionados à diferenciação e atividade dos osteoclastos. 
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Para termos um insight sobre as vias moleculares responsáveis pelo efeito 

anti-osteoclastogênico da chalcona T4, nós investigamos a ação do composto sobre 

a ativação das vias MAPK, NF-kB e AKT. Diversas evidências têm demonstrado a 

implicação de membros da família MAPK na diferenciação de osteoclastos induzida 

por RANKL. Com o estímulo de RANKL, ERK e p8 são ativados. Estudos têm 

indicado que ERK é crucial para sobrevivência de osteoclastos, mantendo a 

polaridade celular durante o processo de diferenciação, e p38 está envolvido no 

processo de diferenciação destas células (20, 21). Além das MAPK, a via de 

sinalização AKT parece ter um papel indireto na osteoclastogênese, além de 

estimular diretamente a diferenciação e função de osteoblastos. Animais 

geneticamente deficientes para Akt1 apresentaram uma inibição na formação e 

atividade de osteoclastos, fenômeno correlacionado com a inibição da produção de 

citocinas RANKL e OPG, pelos osteoclastos (22, 23).  Nossos resultados 

demonstraram que a chalcona T4 reduziu a ativação de ERK e AKT, o que pode 

estar associado aos efeitos inibitórios do composto sobre a diferenciação e atividade 

dos osteoclastos.  

Diversos estudos têm demonstrado que 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 fatores de transcrição que 

são essenciais para a diferenciação de osteoclastos (23). Estudos in vitro e in vivo 

demonstrando inibição da osteoclastogênese pelas chalconas, têm demonstrado 

que a modulação de NF-ĸB por estes compostos tem um papel crítico neste 

processo regulatório (24). Entretanto, a despeito da importância de NF-kB para a 

diferenciação de osteoclastos, chalcona T4 não inibiu a ativação de NF-kB induzida 

por RANKL nos períodos analisados.  

Interessantemente, a redução da diferenciação e atividade dos osteoclastos 

pela chalcona T4 não foi associada com a redução significativa na expressão gênica 

de NFATc1 pelo composto. Isso sugere que outros mediadores e/ou mecanismos 

independentes de NFATc1 podem estar envolvidos nesse efeito antiosteolítico. 

Comparando aos resultados que mostraram MYC, um fator de transcrição upstream 

NFATc1, funciona como uma importante molécula mediando a sinalização 

RANKL/RANK em osteoclastos através de mecanismos que são dependentes e 

independentes de NFATc1, indicando que NFATc1 não é o único regulador crítico da 

osteoclastogênese (27). Além disso, é importante considerar as limitações da 
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abordagem experimental, uma vez que avaliamos apenas os níveis transcricionais 

(mRNA) de NFATc1, é possível que a chalcona T4 tenha modulado os níveis 

proteicos deste fator de transcrição.  

Com base nos efeitos inibitórios da chalcona T4 sobre os osteoclastos, este 

estudo avaliou ainda seu efeito na diferenciação osteoblástica, que é outro aspecto 

necessário da remodelação óssea. A formação de nódulos mineralizados por 

osteoblastos é um método característico para avaliar a eficácia de compostos 

durante a osteogênese. Nossos dados mostraram que a chalcona T4 estimulou a 

formação de nódulos mineralizados, indicando seu potencial não apenas na inibição 

da osteoclastogênese, mas também na indução da osteogênese. 

Coletivamente, nossos resultados demonstraram que a chalcona T4 suprimiu 

significativamente a diferenciação e atividade osteoclástica induzida por RANKL, e 

favoreceu a formação de matriz mineralizada em osteoblastos in vitro. Estes efeitos 

sobre a osteoclastogênese foram mediados, pelo menos em parte, pela inativação 

de ERK e AKT pela chalcona T4. Considerando a facilidade e baixo custo da síntese 

do composto, e ausência de toxicidade, a chalcona T4 pode ser um alternativa 

terapêutica promissora em diversas doenças osteolíticas. Estudos adicionais, 

explorando o papel da chalcona T4 sobre outros fatores de transcrição e mediadores 

envolvidos na diferenciação e atividade de osteoclastos deveriam ser conduzidos, 

assim como estudos que avaliem os efeitos da chalcona T4 sobre a atividade e 

diferenciação de osteoblastos e sobre a formação óssea, tanto em ensaios in vitro 

como em experimentos in vivo.  
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Figura 1 suplementar: Estrutura química da chalcona T4.  

Figura 2 suplementar: Viabilidade das células RAW 264.7 em relação ao controle 

após tratamento com diferentes concentrações de chalcona T4. Células tratadas 

com camptotecina (CPT) (composto indutor de apoptose) foram usadas como 

controle positivo. Apenas a concentração de 20 μM reduziu significativamente a 

viabilidade celular, avaliado através do ensaio de MTT. O experimento foi realizado 

três vezes em triplicata de maneira independente.  

Figura 3 suplementar: Referências dos ensaios de expressão gênica (primers e 

sondas pré-desenhados) do sistema TaqMan utilizados. 

Figura 4 suplementar: Viabilidade das células MC3T3-E1 após tratamento com a 

chalcona. As células foram semeadas e após adesão à placa foram tratadas com 

diferentes concentrações da chalcona, veículo (DMSO) ou camptotecina (CPT) 

durante 7 dias. Os resultados foram obtidos através da medição da absorbância a 

490 nm em um leitor de microplacas (VersaMax, Molecular Devices). O número de 

células viáveis nos poços tratados com a chalcona foi estimado em relação ao 

controle não tratado. De acordo com os resultados, nenhuma das concentrações 

reduziu o metabolismo celular, avaliado através do ensaio de MTT. O experimento 

foi realizado três vezes em triplicata de maneira independente.  

Figura 1: Chalcona T4 reduz a diferenciação de osteoclastos de maneira dose-

dependente, mesmo quando adicionada até 96h após estímulo com RANKL. As 

células foram semeadas e estimuladas com RANKL (100ng/ml) e/ou tratadas com 

diferentes concentrações da chalcona T4.  Em A) O gráfico de barra representa o 

número de osteoclastos por poço após estímulo com RANKL, e tratamento com a 

chalcona em diferentes tempos (I: 30 minutos antes do estímulo com RANKL, II: 48h 

e III: 96h após o estímulo). Em B) Imagens obtidas em microscopia de fluorescência 

(aumento de 4x), representativas da diferenciação dos osteoclastos induzida pelo 

RANKL, após tratamento ou não das células com a chalcona. As barras indicam os 

valores médios e as linhas verticais o erro padrão da média (SEM) de três 

experimentos independentes, realizados em duplicata.  

Figura 2: Chalcona T4 inibe a atividade dos osteoclasto de maneira dose-

dependente, em todos os períodos analisados. As células foram estimuladas com 

RANKL e tratadas com a chalcona, como descrito anteriormente.  A atividade 

reabsortiva dos osteoclastos foi avaliada através da área das lacunas de reabsorção 

nas placas revestidas com fosfato de cálcio sintético. (A) (I,II,III) resultado 

quantitativoda área reabsorvida pelos osteoclastos, nos diferentes períodos de 

adição da chalcona. B) I,II,III Imagens representativas da área de reabsorção após 

estímulo das células com RANKL e tratamento com o composto (aumento de 4x). As 

barras indicam os valore médios e as linhas verticais o erro padrão da média (SEM) 

de três diferentes experimentos avaliados em triplicata. 
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Figura 3: Chalcona T4 inibe a expressão gênica de marcadores ósseos em células 

RAW 264.7 estimuladas com RANKL. Efeito da chalcona T4 na expressão gênica de 

Oscar (A), Nfatc1 (B), Trap (C), Catepsina k (D) e Mmp-9 (E). A chalcona inibiu de 

maneira significante a expressão gênica de Mmp9, Cathepsin k e Oscar no terceiro e 

quinto dia após estímulo com RANKL (p<0,0001), e somente no período mais tardio 

(quinto dia) a expressão de TRAP. A expressão de Nfatc1 não foi alterada pelo 

tratamento com a chalcona. As barras indicam os resultados médios e as linhas 

verticais o erro padrão (SEM) de três experimentos independentes realizados em 

duplicata. 

Figura 4: Chalcona T4 inibe a ativação de vias de sinalização intracelular. (A) Efeito 

da chalcona na ativação de ERK; (B) AKT; (C) p38 e (D) NF-kB, após 10 min (i) de 

estímulo com RANKL ou 40 min (ii). Após 10 minutos a chalcona inibiu a ativação de 

Erk estimulada por RANKL, de maneira dose-dependente, e após 40 minutos 

reduziu a ativação de Akt. As barras indicam os resultados médios e as linhas 

verticais o erro padrão (SEM) de três experimentos em duplicata. (*) indica diferença 

estatisticamente significante em relação ao grupo controle; (#) indica diferença 

estatisticamente significante em relação ao grupo RANKL. 

Figura 5: Chalcona T4 aumenta a formação de nódulos de matriz mineralizada. 

MC3TE-E1 foram cultivados em meio osteogênico, e após 24h tratados com as 

diferentes concentrações da chalcona T4. Em (A), os valores médios da 

absorbância ao final de cada período experimental (7, 14 e 21 dias). (B) imagem 

representiva da coloração com vermelho de alizarina nos diferentes períodos 

experimentais (I= 7, II= 14, e III= 21 dias). Os dados são representativos de três 

experimentos em duplicata. (*) indica diferença estatisticamente significante entre 

as células tratadas com 5µM e os grupos controle e veículo. (**) indica diferença 

estatisticamente significante entre as células tratadas com 10µM controle e 

veículo. 
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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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APÊNDICE A: MATERIAIS E MÉTODOS 
  

CHALCONA  
A substância encontra-se depositada na compostoteca do Laboratório de 

Química Verde e Medicinal, Departamento de Química e Ciências Ambientais, 

Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas, Unesp, São José do Rio 

Preto. A chalcona foi sintetizada pelo Prof. Dr. Luis Octavio Regasini, 

colaborador deste projeto. A síntese da substância foi realizada por meio da 

reação de condensação de Claisen-Schmidt, com rendimentos satisfatórios 

(50–70%). Para a purificação das substâncias utilizou-se técnicas de 

recristalização e cromatográficas, incluindo cromatografia em coluna de fase 

normal (gel de sílica), cromatografia em coluna de fase reversa 

(octadecilsilano) e cromatografia de permeação em gel (LH-20). 

A estrutura do composto foi identificada por espectrometria de massas e 

técnicas de ressonância magnética nuclear de hidrogênio e carbono treze 

(RMN de 1H e RMN de 13C). A pureza da substância foi determinada por 

análises de cromatografia líquida de alta eficiência com detecção por arranjo 

de fotodiodos (CLAE-DAD), exibindo valores iguais ou superiores a 95.0%. 

 

Efeito da Chalcona T4 sobre a diferenciação deosteoclastos – Coloração 
do anel de Actina (microscopia de fluorescência) 
 

Foram utilizadas as células precursoras de osteoclastos RAW 264.7. As 

células foram plaqueadas (0,5 x103 céls/poço), em placa de 96 poços, e 

cultivadas em α-MEM suplementado (10% FBS + 1% P/S), na presença de 

RANKL (100 ng/ml) para diferenciação dos macrófagos em osteoclastos. 

Diferentes concentrações não citotóxicas da chalcona (1, 2.5, 5 e 10μM ), ou 

veículo (DMSO), foram acrescentados ao meio de cultura em diferentes 

tempos em relação ao estímulo de diferenciação (adição de RANKL): 30 

minutos antes, 48h e 96h após, de acordo com a (tabela 1). Estes tempos 

foram selecionados considerando que a dinâmica de diferenciação destas 

células ocorre entre o segundo e sexto dia após o estímulo.  O meio de cultura 

contendo o composto e o RANKL foram substituídos em intervalos de 48h, 

retirando-se 100 μL com o auxílio de uma micropipeta e adicionando o mesmo 

volume de meio fresco com os tratamentos propostos. As culturas foram 
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observadas diariamente em microscópio invertido até o término do 

experimento. Ao final do período experimental (6° dia), as células foram fixadas 

e permeabilizadas (BD Cytofix/Cytoperm, BD Biosciences). Em seguida, as 

células foram coradas com 5µg/ml de Faloidina conjugada ao fluoróforo 

(AlexaFluor 488 Phalloidin, Molecular Probes, ThermoFisher Scientific),  por 40 

min à temperatura ambiente, e subsequentemente com 2.5 μg/mL de 

4′,6‐diamidino‐2‐ phenylindole (DAPI)  5 min à temperatura ambiente, e 

visualizadas em microscópio invertido de fluorescência (Evos fl, AMG Micro) na 

objetiva de 10x. O número de osteoclastos foi quantificado em toda a extensão 

do poço, sendo considerado osteoclastos células com 3 ou mais núcleos. O 

experimento foi realizado três vezes em triplicata de maneira independente. 

Quadro 1 - Condições experimentais avaliadas de acordo com o momento incial de 
tratamento das células com a chalcona T4 

 

Condição experimental Período de adição da chalcona 

T4  em relação ao estímulo com 

RANKL 

I 30 minutos antes 

II 48h após 

III 96h após 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Efeito da Chalcona T4 na atividade de osteoclastos: ensaio de atividade  
 

Para investigarmos o impacto da chalcona T4 sobre a atividade dos 

osteoclastos, RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 poços revestidas 

com fosfato de cálcio sintético (Osteologic Corning Plate, Corning), e o 

estímulo com RANKL e tratamento com as diferentes concentrações da 

chalcona T4 foram realizadas conforme descrito no protocolo anterior, por um 

período de 6 dias, seguindo as instruções do fabricante. Após o término do 

período experimental, o sobrenadante foi descartado e adicionado 50 μl de 

hipoclorito de sódio a 1% por 5 min. Em seguida, os poços foram lavados com 

água Milli-Q, e as placas foram deixadas sobre a bancada em temperatura 

ambiente por 24 horas para completa evaporação da água, e então 
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fotografadas em microscópio invertido com câmera acoplada (Evos fl, AMG 

Micro) na objetiva de 10x. As áreas de reabsorção óssea foram quantificada 

em toda a extensão do poço através do software Image J. Este experimento foi 

realizado três vezes em triplicata de forma independente. 

 

Avaliação dos efeitos da chalcone T4 sobre  expressão gênica de 
marcadores ósseos 
 

Células RAW 264.7 foram plaqueadas (3x105 cels/poço), em placa de 6 

poços, e cultivados em α-MEM completo na presença de RANKL (100 ng/ml) 

para diferenciação dos macrófagos em osteoclastos. Diferentes concentrações 

da chalcona foram acrescentadas ao meio de cultura em (1, 2.5 , 5 e 10μM), 30 

min previamente ao estímulo com RANKL. O meio de cultura contendo o 

composto e/ou RANKL foi substituído em intervalos de 48h. Ao final do 3o e 5o 

dia foi realizada a extração do RNA total das células com o kit Total RNA 

Purification (Cellco Biotec), de acordo com as instruções do fabricante. A 

quantificação e pureza das amostras de RNA foram realizadas em 

espectrofotômetro de nanovolumes (Nanoview Plus, GE Healthcare), e o cDNA 

sintetizado a partir de 500 ng de RNA total (High capacity cDNA synthesis kit, 

Applied Biosystem). A detecção da expressão gênica na amostra foi realizada 

utilizando o sistema TaqMan Fast Universal PCR Master Mix (Applied 

Biosystems; Life Technologies- Califórnia - USA). Foi realizado o PCR para 

detecção dos genes-alvo de interesse (Nfatc1, Oscar, Trap, Mmp-9 e Ctsk) 

(Tabela 2) e a expressão de GAPDH foi utilizada para normalização dos 

resultados, que foram analisados pelo método delta(delta Ct). Este 

experimento foi realizado três vezes em duplicata de maneira independente. 

Os períodos de 3 e 5 dias foram selecionados a partir dos resultados de 

experimento de time course avaliando os períodos de maior expressão dos 

genes alvos após estímulo com RANKL (dados não apresentados). 

Quadro 2: Referências dos ensaios de expressão gênica (primers e sondas 

pré- desenhados) do sistema TaqMan utilizados. 
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Nome do Gene Nome do Gene TaqMan Gene 

Expression Assays 

Gapdh Mm99999915_g1 

Acp5 (Trap) Mm00475698_m1 

Oscar Mm01338227_g1 

Nfatc1 Mm01265944_m1 

Ctsk Mm004804039_m1 

Mmp-9 Mm00442991_m1 

   Fonte: Elaboração própria. 

 

Papel da Chalcona na ativação das vias de sinalização intracelular 
(Westen Blot) 
 

Com objetivo de investigar os efeitos da chalcona sobre a fosforilação das 

vias de sinalização intracelular NF-ĸB, p38 MAPK, ERK e AkT, macrófagos 

foram plaqueados na concentração de 3x105 células/poço com α-MEM 

suplementado, em placas de 35 mm, e após 24 horas desinduzidas com meio 

de cultura contendo 0,3% de soro fetal bovino por 6 horas, e então estimulados 

com RANKL por 10 e 40 minutos, com e sem pré-tratamento (30 min antes) 

com a chalcona em diferentes concentrações (1, 2.5, 5 ou 10 μM). Ao final do 

período experimental, o meio foi aspirado, as placas lavadas com PBS 1x e 

adicionado RIPA Buffer suplementado com inibidor de fosfatase e protease em 

cada placa. As proteínas totais foram quantificadas pelo método de Bradford 

(Bio-Rad). Para realização do Western Blot foram utilizadas 20 μg de proteína 

total por amostra, conforme protocolo descrito anteriormente. As membranas 

foram incubadas com os anticorpos primários (p-p38 #9211 Cell Signaling, p38 

#9212 Cell Signaling, p-Akt #9275 Cell Signaling, Akt #9272 Cell Signaling, p-

NF-kB #3033 Cell Signaling, NF-kB #sc8008 Santa Cruz, p-ERK #4376 Cell 

Signaling e ERK #9102 Cell Signaling) overnight. Os resultados foram obtidos 

pela análise densitométrica das bandas e normalizados através da razão entre 

a forma fosforilada e não fosforilada da proteína alvo. O experimento foi 

realizado três vezes em duplicata de maneira independente. 
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Vermelho de Alizarin – Osteogênese 
 

Células pré-osteoblásticas de camundongos (MC3T3-ETC1) foram 

plaqueadas em placa de 96 poços, com 3x10³ células por poços, e cultivadas 

α-MEM suplementado (10% FBS + 1% P/S + 20µM de ácido ascorbico + 10mM 

de β-glicerolfosfato + 10µM de dexametasona), com diferentes concentrações 

não citotóxicas da chalcona (determinadas em experimentos preliminares: 

concentrações 1, 2.5, 5 e 10μM), ou veículo, (DMSO) , por 7, 14 e 21dias. 

Após os períodos o meio foi aspirado, e os poços lavados gentilmente com 

PBS. Em seguida as células foram fixadas com paraformol a 4% por 60 

minutos à 4°C, lavadas com água destilada, e então adicionados 50 ul de 

solução de vermelho de alizarin a 2% por 15 minutos. Após remoção do 

corante, adicionou-se cloreto de cetilpiridínio a 10% por 10 minutos para 

solubilizar os nódulo de cálcio corados com vermelho de alizarin. e a solução 

transferida para nova placa de 96 poços para realização da leitura em 

espectofotômetro a 550nm. 

 

Análise estatística 
 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 6 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). O teste ANOVA (one-way), seguido 

do teste de Tukey foi utilizado para comparações múltiplas entre os grupos. O 

nível de significância adotado foi de 5%. 

  



 48 

ANEXO A - DECLARAÇÃO  
 
 

unesp  
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 
CAMPUS DE ARARAQUARA 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
 
 
 
Araraquara, 10 de março de 2022. 
 
DECLARAÇÃO 
 
Declaro, para os devidos fins, que as células utilizadas na pesquisa pertinente ao 

trabalho “Efeito da Chalcona T4 sobre a osteoclastogênese e mecanismos 

biológicos associados: estudo in vitro”, são células obtidas comercialmente e 

congeladas, de linhagem imortalizada conforme a descrição – RAW 264.7 

(macrófagos murinos) e MC3T3-E1 (pré-osteoblastos murinos), portanto, não houve 

necessidade de submissão e aprovação de comitê de ética do projeto de pesquisa 

inicial, uma vez que não utilizamos cultura primária de humanos ou de nenhuma 

espécie animal para extração das células ou para qualquer outro propósito. 

Atenciosamente, 

 

                                                                                                       

Profa. Dra. Morgana R G Stabili 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Não autorizo a publicação deste trabalho até 28 março de 2024. 

 

 

Araraquara, 28 de março de 2022. 

 

Iolanda Augusta Fernandes de Matos 
 




