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RESUMO

O cancer ¢ um termo usado para um conjunto de doengas que apresentam alteragdes na
proliferacdo celular, invasividade e metastase. A quimioterapia ¢ o tratamento mais
utilizado na pratica clinica da doenga e a sua baixa seletividade atinge, também, as
células normais. Para aumentar essa seletividade ha uma busca por novos compostos.
Assim, o indol ¢ um exemplo de produto natural que pode ser encontrado em diversos
tipos de sistemas bioldgicos, como por exemplo, algas, plantas e fungos. Nosso estudo
deriva de uma investigacdo que teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico dos
derivados ind6licos NM—-01-24-19 e NM-01-28-22 em trés linhagens de células
cancerigenas: células de cancer de pulmao (A549), cancer de mama (MCF-7) e cancer
de prostata (PC-3). Para alcangar esse objetivo, foi utilizado o procedimento
metodologico Sulforrodamina B (SRB). A SRB ¢ um corante anionico utilizado para
quantificagdo da viabilidade celular apo6s exposi¢do de farmacos. Esse procedimento ¢é
relevante, pois apresenta maior precisao quando comparado aos diversos ensaios
convencionais de testes farmacologicos de drogas, tal como o MTT. Os resultados
obtidos demonstraram que os derivados inddlicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22
diminuiram o crescimento das linhagens A549, MCF-7 e PC-3. O derivado
NM-01-24-19 apresentou atividade citotoxica potente em todas as linhagens de células
tumorais humanas, uma vez que apresentou Cls, menor que 10 uM. Entretanto, o
derivado do indol NM-01-28-22 demonstrou atividade potente somente na linhagem
celular A549, enquanto as demais apresentaram atividade moderada, com Clj, entre 10
- 30 uM. Dessa forma, os derivados indolicos que foram analisados neste estudo sdao
potenciais farmacos com propriedades citotoxicas em células de cancer, sendo
necessario novos estudos para elucidar os mecanismos moleculares dos derivados
analisados.

Palavras-chave: derivados inddlicos; cancer; produtos naturais.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ um termo utilizado para designar uma série de doencas e apresentam
como principais caracteristicas a proliferacao descontrolada das células, que agrupam-se
para a formacdo de tumores e podendo invadir outros tecidos (Rang ef al., 2016). Essa
doenca ¢ um grande problema de satide publica em todo o mundo, sendo uma das

principais causas de morte (Sung ef al., 2021).

As estimativas indicam que para o ano de 2020 ocorreram aproximadamente 10
milhdes de Obitos por cancer no mundo e cerca de 19,3 milhdes de casos novos de
cancer. O cancer de mama feminino ¢ o que mais ocorre em todo o mundo,
apresentando 2,3 milhdes de novos casos (11,7%). Seguido pelo cancer de pulmao com
2,2 milhdes de novos casos (11,4%); colon e reto com 1,9 milhdo de novos casos
(10,0%); o cancer de prostata com 1,4 milhdo de novos casos (7,3%). Dentre esses tipos
de cancer, o cancer de pulmao ¢ o que apresenta alta taxa de mortalidade, com uma
estimativa aproximada de 1,9 milhdes de mortes (18%), na sequéncia o cancer colorretal
(9,4%), o cancer de figado (8,3%), o cancer de estdmago (7,7%) e o cancer de mama

feminino (6,9%) (Sung et al., 2021).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima que para o tri€nio de 2023-2025
havera cerca de 704 mil novos casos de cancer a cada ano no Brasil. O cancer de pele
aparece como o mais incidente, com 220 mil novos casos (31,3%), seguido do cancer de
mama com 74 mil novos casos (10,5%); o cancer de prostata com 72 mil novos casos
(10,2%); o cancer de colon e reto com 46 mil novos casos (6,5%); o cancer de pulmao

com 32 mil novos casos (4,6%) (INCA, 2022).

Os principais tratamentos para o cancer sdo a cirurgia, quimioterapia e
radioterapia (INCA, 2020). A quimioterapia ¢ bastante utilizada e ¢ de grande
importancia na pratica clinica (Rokhforoz; Jamshidi; Sarvestani, 2017). E o
procedimento que tem como objetivo a destrui¢do das células cancerigenas, entretanto,
os medicamentos antineoplasicos também atingem grupos de células saudaveis,
provocando efeitos adversos nos pacientes. Tendo em vista a realidade atual dos
quimioterdpicos, hd novos direcionamentos na pesquisa do cancer por busca de drogas
seletivas (Singh et al., 2016). Sendo os compostos naturais uma alternativa para a

pesquisa de novas drogas para o tratamento do cancer (Ahmad et al., 2013).

Um composto muito estudado é o indol que ¢ uma substancia que esta presente



em muitos produtos naturais (plantas, fungos, etc) (Kaushik et al., 2013). O nucleo
indolico ¢ um potencial farmaco6foro que pode ser utilizado no preparo de novas drogas,
com propriedades anticancerigenas para os varios tipos de cancer (Jia et al., 2020).
Além disso, os derivados com nucleo indol apresentam uma ampla diversidade de
propriedades bioldgicas: anticancerigena, antimicrobiana, antiviral, antimalarica,
antioxidante, etc (Kumar et al., 2020). Dessa forma, a busca por novos derivados com
nucleo inddlico, que apresentem propriedades anticancerigenas, € relevante na pesquisa

do cancer.

Figura 1 - Ntcleo Inddlico e seus Derivados que foram utilizados neste estudo:

0 o
0
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NM-01-24-19 NM-01-28-22

Portanto, o presente relatorio deriva de uma investigagdo que teve como objetivo
avaliar o potencial citotoxico dos derivados sintéticos inddlicos, NM-01-24-19 e
NM-01-28-22 (Figura 1), nas linhagens de células tumorais de carcinoma de pulmao
(A549), adenocarcinoma de prostata (PC-3) e adenocarcinoma de mama (MCF-7).
Sendo essas linhagens escolhidas em decorréncia das altas taxas de casos e também das

estimativas de mortalidade de cancer de pulmao, mama e de prostata.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar o potencial citotoxico dos derivados sintéticos inddlicos, NM-01-24-19 e
NM-01-28-22, nas linhagens de células tumorais de carcinoma de pulmao (A549),

adenocarcinoma de prostata (PC-3) e adenocarcinoma de mama (MCF-7).



2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estabelecer a manuten¢ao e o cultivo de linhagens tumorais no laboratorio de cultivo

celular;

- Avaliar a inibicdo do crescimento celular pelos derivados sintéticos indolicos

NM-01-24-19 e NM-01-28-22 nas linhagens A549, PC-3 e MCF-7,

- Determinar a Cls,dos derivados indolicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22 nas linhagens
A549, PC-3 e MCF-7.

3. METODOLOGIA
3.1 DERIVADOS SINTETICO DO INDOL (NM-01-24-19 E NM-01-28-22)

Os derivados do indol, NM-01-24-19 e¢ NM-01-28-22, foram obtidos do
Laboratério de Quimica Farmacéutica (LQF) com o professor Dr. Socrates Cabral De
Holanda Cavalcanti, do Departamento de Farmacia, vinculado a Universidade Federal
de Sergipe (UFS). Solugdes de estoque dos derivados sintéticos do indol, NM-01-24-19
e NM-01-28-22, foram diluidas em DMSO, na concentragdo de 61.143 uM e 58.633

UM, respectivamente.

3.2 LINHAGENS E CULTIVO DE CELULAS

3.2.1 OBTENCAO DAS LINHAGENS

As linhagens de células tumorais humanas de carcinoma de pulmido (A549),
adenocarcinoma de préstata (PC-3), e adenocarcinoma de mama (MCF-7), foram
obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) e mantidas no Laboratério de
Biologia e Imunologia do Céancer e Leishmania (LaBICeL) do Departamento de
Morfologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). Para a manutengdo dessas
linhagens foram utilizadas as recomendacdes descritas pelos bancos de células - BCRJ e
ATCC (American Type Culture Collection)-, assim como estudo abrangente de livros
académicos sobre cultivo celular (Peres; Curi, 2005; Freshney, 2015; Alves; Guimaraes,

2010).



3.2.2 MANUTENCAO DAS LINHAGENS

As linhagens de células A549, MCF-7 e PC-3 foram acondicionadas em
recipientes de cultivo (frascos de 75 cm?) e para cada linhagem tumoral foram
utilizados, respectivamente, os seguintes meios para cultivo de células: Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) para A549, Roswell Park Memorial Institute
(RPMI-1640) para MCF-7 e Nutrient Mixture F12 Ham Kaighn's Modification (F12K)
para PC-3.

Os meios de cultivo celular DMEM, RPMI-1640 e F12K foram suplementados
com 10% de Soro Fetal de Bovino (SBF) e 1% de antibiotico (penicilina 10000 U/mL;
estreptomicina 10000 mg/mL). As células foram incubadas em estufa (Panasonic®,
MCO-18AC-PA, Kadoma, Osaka, Japan) com as seguintes condi¢des fisiologicas de
cultivo: 5% de dioxido de carbono (CO,), temperatura de 37 °C. Apds confluéncia entre
80 e 90%, as células foram dissociadas enzimaticamente da garrafa através da solucdo
Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25%; EDTA 0,53 mM), por cerca de 15 minutos a 37°C. A
solucao Tripsina-EDTA foi neutralizada com meio de cultivo celular completo (SBF
10%; antibiodtico 1%). O contetido da garrafa foi transferido para um tubo falcon de 15

mL e centrifugado a 259 x g, na temperatura de 4 °C, por 10 min.

Ap6s a centrifugacdo, o sobrenadante do tubo foi descartado e o pellet de células
foi ressuspenso em 1 mL de meio de cultivo celular completo. Foi realizada a contagem
das células com azul de Tripan na propor¢cdo de 1:1 na Camara de Neubauer para
determinagdo da densidade total de células dessa solugdo. Em seguida, as células foram
distribuidas tanto para subcultivo, quanto para a realizagdo dos experimentos

posteriores.

3.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE - SRB

A viabilidade celular das linhagens A549, MCF-7 e PC-3, foram analisadas
através do ensaio de citotoxicidade com Sulforrodamina B, apés a exposicdo dos
derivados indodlicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22. A metodologia utilizada neste
estudo foi realizada conforme adaptacdes do artigo de Vichai e Kirtikara (2006), que

sera descrita a seguir.

As linhagens das células A549, PC-3 e MCF-7 foram plaqueadas em placas de

96 pocos contendo meio de cultivo celular completo. As linhagens celulares PC-3 e



MCF-7 foram semeadas na densidade total de 2 x 10* células/pogo € a linhagem celular
A549 foi semeada na densidade de 1 x 10* células/pogo. Apos o plaqueamento, as
células foram mantidas em uma estufa incubadora umidificada, nas condigdes de 37°C ¢
atmosfera de 5% de CO,, por 24h para a aderéncia das células. Em seguida, as linhagens
foram tratadas com o indol e os seus derivados indolicos, NM-01-24-19 e
NM-01-28-22, nas concentragdes que variaram de 25 a 0,78 uM por 72h. Os grupos
Dimetilsulféxido 0,04% (DMSO) e Cloridrato de Doxorrubicina (DOXOQO) foram

utilizados como controle negativo e controle positivo de morte celular, respectivamente.

Apds o tempo de tratamento de 72h, o sobrenadante contendo os grupos
experimentais, controle negativo e controle positivo foram descartados. Em seguida, foi
adicionado 100 pL de 4cido tricloroacético 30% (vol/vol) gelado e mantido a
temperatura de 4° C por uma hora para fixagdo celular no pogo. A placa do experimento
foi lavada quatro vezes com agua corrente em fluxo lento e mantida em temperatura
ambiente para secagem. Os pogos foram corados com 100 pL da solugdo SRB 0,057%
(peso/vol) diluida em 4cido acético (1%) por 30 minutos e mantida a temperatura
ambiente. A placa do experimento foi lavada quatro vezes com é&cido acético 1%
(vol/vol) e deixada em temperatura ambiente para secagem. Apds o periodo de secagem
foram adicionados aos pocos 200 pL de TRIS base (10 mM; pH 10,5) para a
solubilizacdo do corante por 30 minutos. A placa foi lida em leitor de microplaca
(Synergy H1, Biotek, VT, EUA) no comprimento de onda de 510 nm. Os valores foram
convertidos, a partir da seguinte formula, para obter a porcentagem do Grau de Inibicao

do Crescimento Celular dos grupos analisados:

% Grau de Inibicio = {100 — [( Abs. (Tratamentos) )x 100]}

Abs. (Controle Negativo)

ApoOs a obtengdo da porcentagem do grau de inibi¢do foi realizado o calculo para
a obten¢dao da ClIs, dos derivados indolicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22, indol ¢
DOXO.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

O ensaio de citotoxicidade, foi testado no minimo sobre trés experimentos
independentes e para cada foi reproduzido em quadruplicata nas trés linhagens tumorais.
As anélises dos resultados alcangados, assim como a formagao de graficos e geracao dos

valores da Cls, foram obtidos através do software GraphPad Prism na versao 8.0.2.



4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 AVALIACAO DO GRAU DE INIBICAO EM LINHAGENS TUMORAIS

As células de carcinoma de pulmao (A549), adenocarcinoma de prostata (PC-3)
e adenocarcinoma de mama (MCF-7), foram tratadas com os derivados indolicos
NM-01-24-19 e NM-01-28-22 nas concentragdes de 0,78 pM a 25 puM, no tempo final
de 72 horas com a finalidade de calcular o percentual do grau de inibi¢ao (Figura 1). Os
resultados obtidos demonstram que os tratamentos com os derivados indolicos
NM-01-24-19 e NM-01-28-22 nas linhagens de células A549, MCF-7 e PC-3,
diminuiram o crescimento das linhagens quando comparados ao controle (Cnt). Dessa
forma, ¢ possivel visualizar citotoxicidade dos derivados indodlicos nas linhagens

analisadas.
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Figura 1: Grau de inibi¢do celular nas linhagens de células A549, PC-3 e MCF-7 apos a
utilizagdo dos derivados indélicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22.
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Quantificagdo do grau de inibi¢do nas linhagens de células A549 (A, B), PC-3 (C, D) e MCF-7
(E, F), apds tratamento com os derivados indolicos NM-01-24-19 ¢ NM-01-28-22 nas
concentracdes crescentes de 0,78 uM a 25 uM no tempo de 72 horas. O grafico demonstra o
desvio padrdo e a média de trés ensaios independentes, que foram feitos em quadruplicata.

Para avaliar o grau de inibicdo desses derivados, a metodologia utilizada foi a
Sulforrodamina B (SRB) que ¢ um corante (Vichai; Kirtikara, 2006) utilizado para a
medicdo da viabilidade celular baseando-se na propriedade desta em se ligar
estequiometricamente as proteinas das células (Orellana; Kasinski, 2017). Ou seja, a
viabilidade celular da SRB estd associada a medi¢do do teor de proteinas das células

vidveis. Esse método ¢ importante pois apresenta mais precisdo em comparagao a testes
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convencionais de testes de drogas farmacoldgicas, como por exemplo: MTT (Freshney,
2015). A literatura académica demonstra artigos que utilizaram SRB para teste de novas

drogas anticancerigenas.

De Franca ¢ colaboradores (2021) descreveram a realizagdo do teste de avaliagao
de citotoxicidade de derivados da lausona, por meio da Sulforrodamina B, em diversas
linhagens cancerigenas, que incluiu B16-F10 (cancer de pele murino), C6 (cancer de
glioma) e A549 (cancer de pulmao). No contexto de testes de potenciais fArmacos que
contenham o nucleo inddlico, El-Sharief e colaboradores (2019) utilizaram do teste de
viabilidade celular mediante SRB para avaliagdo da citotoxicidade dos derivados
indodlicos em células de HepG-2 (carcinoma de figado), carcinoma de célon (HCT-116)
e adenocarcinoma de mama (MCF-7). E relatado pelos autores que esses compostos
apresentaram citotoxicidade nas trés linhagens de células utilizadas. Eldehna et al.,
(2020), também relataram atividade citotoxica de derivados indolicos, que foram
obtidos de fontes marinhas, nas linhagens de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231
mediante utilizagdo do procedimento metodoldgico SRB. Assim, a literatura corrobora
com os nossos resultados, pela visualizacdo de trabalhos que demonstram a atividade

citotdxica de derivados indolicos em diferentes linhagens celulares tumorais.

4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA

Apo6s o calculo da inibigdo celular, foi calculada a Cls, dos derivados inddlicos
nas linhagens de células A549, PC-3 e MCF-7. A Cl, ¢ a determinagdo da concentracio

capaz de inibir 50% do crescimento celular (Rang et al., 2016).

A Tabela 1 evidencia os valores da Cls, que foram obtidos a partir dos nimeros
do grau de inibi¢do, conforme discutido anteriormente. Os resultados da tabela
demonstram que os derivados do indol possuem um alto potencial citotoxico, na
linhagem A549, com Cly, de 2,61 uM para o composto NM-01-24-19 e de 6,36 uM para
o composto NM-01-28-22. Nas linhagens de células MCF-7 e PC-3 ¢ visualizado que a
CI;s, dos derivados indolicos esta na faixa entre 7 a 17 uM. Além disso, o derivado
indélico NM-01-24-19 apresentou menor concentragdo inibitoria, nas trés linhagens de
células, quando comparado ao derivado indélico NM-01-28-22. O indol foi utilizado
como referéncia e apresentou um baixo potencial citotéxico quando comparado com

seus derivados.
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Tabela 1: Valores da concentracdo inibitéria e intervalo de confian¢a dos derivados
indolicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22 nas linhagens celulares A549, PC-3 e MCF-7.

Moléculas Linhagem Celular
A549 PC-3 MCF-7
Cls uM Cls uM Cly uM

C&ﬂ

\ o 2,61(2,03-332)  7,78(5,41-11,88) 10,03 (7,07 - 16,06)
O/S
NM-01-24-19

\
Pe 6,52 (547-7,81) 1623 (14,32-18,48) 17,53 (14,06 - 23,18)

NM-01-28-22

@ 72,04 (5437 —95.51) 43,58 (32,73 - 74.18) N.D.
N

H
Nucleo Indélico

Valores da Cly, (uM) apresentados em intervalo de confianca de 95% e média de trés
experimentos independentes em que foram feitos em quadruplicata apds tratamento com os
derivados indolicos NM-01-24-19 ¢ NM-01-28-22 nas concentracdes crescentes de 0,78 uM a
25 uM no tempo de 72 horas. N. D: Nao determinado.

Wellington e colaboradores (2020) relatam trés pardmetros quanto a
classificacdo de niveis da atividade de drogas anticancerigenas: Atividade Fraca (30 -
100 uM), Atividade Moderada (10 - 30 uM) e Atividade Potente (< 10 uM). Assim, €
visualizado que o derivado ind6lico NM-01-24-19 apresenta atividade potente nas trés
linhagens de células. Entretanto, a atividade potente do derivado indélico NM-01-28-22
somente ¢ observada na linhagem AS549. Para as demais linhagens de células, o

derivado NM-01-28-22 demonstrou atividade moderada.



13

5. CONCLUSOES

Os derivados indolicos NM-01-24-19 e NM-01-28-22 apresentaram
citotoxicidade nas células tumorais humanas A549, MCF-7 e PC-3. O derivado
NM-01-24-19 apresentou atividade citotoxica potente em todas as linhagens, assim
como baixa Cls,. Ja, o derivado inddlico NM-01-28-22 apresentou atividade potente
somente na linhagem celular A549. Portanto, os derivados do indol utilizados neste
estudo sdo potenciais fArmacos para o prosseguimento da realizacdo de novos ensaios,

com a finalidade de investigar seus mecanismos de a¢cdes em células tumorais.

6. PERSPECTIVAS DE FUTUROS TRABALHOS

Tendo em vista a atividade citotoxica dos derivados inddlicos deste estudo, ha
uma pretensdo na realizacdo de estudos In Vitro (Ex: Ensaio Clonogénico, Ensaio de

Migracao Celular e Ensaio de Expressao Génica), In Vivo e In Silico.
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