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RESUMO

AVALIA(;AO DO POTENCIAL ANTITUMORAL IN VITRO DE DERIVADOS
GLICOSIDICOS DE LAPACHOL. OLIVEIRA, C. A. S. S&o Cristovéao, 2024.

O cancer de pulméo é o tipo mais letal de cancer no mundo, representando cerca de
18% das mortes causadas pela doenca, e lidera a segunda posicdo de maior
incidéncia no mundo. A quimioterapia € um dos principais tratamentos nos estagios
mais avancados do cancer de pulméo, entretanto, os medicamentos utilizados néo
sdo eficazes em casos mais graves e apresentam diversos efeitos adversos. O
lapachol é um composto natural, encontrado em diversas especies de plantas, que
possui efeito citotoxico em diferentes linhagens tumorais e tem um grande potencial
no tratamento da doenca. Dessa forma, o lapachol tem sido utilizado como uma
excelente fonte para a criacéo de derivados sintéticos com o objetivo de potencializar
o efeito citotdxico do composto. Neste contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade citotoxica de derivados sintéticos de lapachol em linhagens de células
tumorais de carcinoma de pulmé&o (A549), melanoma (B16F10) e glioma (C6). Seis
derivados de lapachol foram testados quanto a sua capacidade inibitoria nas linhagens
tumorais através do ensaio de Sulforrodamina B. Os compostos 2, 4, 5 e 6
apresentaram um alto grau de inibicdo em pelo menos duas linhagens testadas. O
composto 3 apresentou baixo grau de inibicdo nas linhagens testadas. O composto 1
apresentou um grau de inibicdo maior que 90% nas trés linhagens estudadas e foi
selecionado para avaliagao da Clso. O composto 1 apresentou Clso abaixo de 9,2 uM
nas trés linhagens tumorais, sendo considerado um 6timo efeito antitumoral. A
linhagem Ab549 foi selecionada para os préximos ensaios no tratamento com o
composto 1 pela relevancia do cancer. O ensaio de hemalise em eritrécitos humanos
sugere que o composto 1 ndo possui toxicidade em células saudaveis, uma vez que
nao apresentou hemdlise em nenhuma das concentracfes testadas. No ensaio
clonogénico observamos uma reducéo significativa na capacidade de formacéo de
clones das células A549 em todas as concentracdes testadas do composto 1, que
sugere a inibicdo do efeito metastatico. O composto 1 também apresentou efeito na
migracdo celular, onde se observou que as maiores concentracdes inibiram a
migracdo celular, 48 horas ap6s o tratamento. Além disso, foi feito o ensaio de
marcacdo das células A549 com DAPI e Faloidina FITC e foram observadas
alteracbes morfoldgicas de morte celular como reducédo do material citoplasmatico e
alteracdo na forma nuclear, que sugere morte por apoptose. A avaliacdo da morte
celular por Anexina V e iodeto de propideo mostrou um percentual de células positivas
para apoptose. Os resultados indicam que o composto 1 pode ter efeito antitumoral,
antimetastatico e induz alteracdes morfologicas caracteristicas de apoptose nas
células A549.

Palavras-chave: Adenocarcinoma de pulm&o; naftoquinona; morte celular;
citotoxicidade.



ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF THE ANTITUMOR POTENTIAL OF GLYCOSIDIC
DERIVATIVES OF LAPACHOL. OLIVEIRA, C. A. S. Séo Cristovéao, 2024.

Lung cancer is the most lethal type of cancer worldwide, accounting for about 18% of
deaths caused by the disease and ranking as the second most common cancer
globally. Chemotherapy is a primary treatment in advanced stages of lung cancer;
however, the drugs used may not be effective in severe cases and can have various
adverse effects. Lapachol is a natural compound found in various plant species,
showing cytotoxic effects on different tumor cell lines and holding great potential in
treating the disease. Therefore, Lapachol has been used as an excellent source for
creating synthetic derivatives to enhance its cytotoxic effects. In this study, we aimed
to evaluate the cytotoxic activity of synthetic lapachol derivatives on lung carcinoma
(A549), melanoma (B16F10), and glioma (C6) cell lines. Six lapachol derivatives were
tested for their inhibitory capacity using the Sulforhodamine B assay. Compounds 2,
4, 5, and 6 showed high inhibition in at least two tested cell lines, while compound 3
showed low inhibition. Compound 1 exhibited over 90% inhibition in all three studied
cell lines and was selected for IC50 evaluation. Compound 1 demonstrated IC50 below
9.2 uM in all three tumor cell lines, indicating excellent antitumor effects. A549 cell line
was chosen for further testing with compound 1 due to the relevance of lung cancer.
Hemolysis assay on human erythrocytes suggested that compound 1 is non-toxic to
healthy cells, as it did not cause hemolysis at any tested concentrations. Clonogenic
assay showed a significant reduction in the ability of A549 cells to form clones at all
tested concentrations of compound 1, indicating inhibition of metastatic effects.
Compound 1 also affected cell migration, with higher concentrations inhibiting cell
migration 48 hours post-treatment. Additionally, DAPI and Phalloidin FITC staining
revealed morphological changes indicative of cell death, such as reduced cytoplasmic
material and altered nuclear shape, suggesting apoptosis. Annexin V and propidium
iodide staining indicated a percentage of positive cells for apoptosis. The results
suggest that compound 1 may have antitumor and antimetastatic effects, inducing
morphological changes characteristic of apoptosis in A549 cells.

Keywords: lung adenocarcinoma; naphthoquinone; cell death; cytotoxicity.



RESUMO PARA COMUNIDADE

AVALIA(;AO DO POTENCIAL ANTITUMORAL IN VITRO DE DERIVADOS
GLICOSIDICOS DE LAPACHOL. OLIVEIRA, C. A. S. S&o Cristovéao, 2024.

O céancer de pulméao é o tipo mais perigoso de cancer no mundo, sendo responsavel
por cerca de 18% das mortes causadas por essa doenga, e lidera a segunda posicao
de maior incidéncia no mundo. A quimioterapia € um dos principais tratamentos nos
estagios mais avancados do cancer, embora os medicamentos utilizados ndo sejam
eficazes contra alguns tipos mais graves e apresentem diversos efeitos adversos. O
lapachol é um derivado de planta que possui efeito citotoxico em diferentes linhagens
tumorais, sendo uma excelente fonte para a criacdo de derivados sintéticos. Neste
contexto, o objetivo desse projeto € avaliar a atividade citotoxica de derivados
sintéticos de lapachol em linhagens de células tumorais de carcinoma de pulmao
(A549), melanoma (B16F10) e glioma (C6). Seis compostos derivados do lapachol
foram testados quanto a sua capacidade inibitria nas linhagens tumorais através do
ensaio de Sulforrodamina B. O composto 1 apresentou um grau de inibicdo maior que
90% nas trés linhagens estudadas e foi selecionado para avaliacdo da CI50. O
composto 1 apresentou Clso abaixo de 9,2 yM nas trés linhagens tumorais, sendo
considerado um 6timo efeito antitumoral. A linhagem A549 foi selecionada para os
proximos ensaios no tratamento com o composto 1 pela relevancia do cancer. Testes
em células saudaveis foram feitas pelo ensaio de hemdlise, na qual néo foi
evidenciado toxicidade. No ensaio clonogénico observamos uma redugao significativa
na capacidade de formacao de clones das células de adenocarcinoma de pulméo em
todas as concentracdes testadas do composto 1. O composto 1 também apresentou
efeito na migracao celular, onde se observou que as maiores concentracdes inibiram
a migracdo celular, 48 horas apds o tratamento. Além disso, foi feito o ensaio de
marcacdo das células com DAPI e Faloidina FITC e foram observadas alteractes
morfolégicas de morte celular como reducéo do material citoplasmatico e alteracdo na
forma nuclear. Em conjunto, os resultados mostram que o composto 1 possui um efeito
citotoxico em diferentes linhagens tumorais e tem um efeito na linhagem A549 inibindo
a formacéao de clones e a migracao celular, como também induz a morte celular.
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C6 Glioma cell line
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1. INTRODUCAO

O cancer é o termo utilizado para nomear um grupo de mais de 100 diferentes
doencas, cuja principal caracteristica € o crescimento desordenado de células (INCA,
2023). A transformacéo de uma célula normal em uma célula cancerigena é conhecida
como carcinogénese, processo que envolve o acumulo de alteragcbes no material
genético da célula. A transformacédo da célula pode ser desencadeada por varios
fatores, como exposicdo a substancias cancerigenas, como tabaco, exposicao a
radiacdo ultravioleta, predisposicdo genética e o processo de envelhecimento
(TAKESHIMA; USHIJIMA, 2019).

O cancer representa um problema de saude publica em constante
crescimento em todo o mundo, sendo a segunda causa de morte mais comum apés
as doencas cardiacas. Estimativas da International Agency for Research on Cancere
da Organizacdo Mundial da Saude indicam que houve cerca de 19,3 milhdes de novos
casos de cancer e um total de 10 milhdes de mortes relacionadas a doenca em todo
o0 mundo no ano de 2020 (SUNG et al., 2021). No Brasil, sdo esperados para o periodo
de 2023 a 2025 a ocorréncia de 704 mil casos novos de cancer. O cancer de pele néo
melanoma € previsto como o mais comum, com 220 mil casos novos (31,3%), seguido
pelo cancer de mama, com 74 mil casos (10,5%); cancer de préstata, com 72 mil casos
(10,2%); cancer de célon e reto, com 46 mil casos (6,5%); cancer de pulmao, com 32
mil casos (4,6%); e cancer de estdbmago, com 21 mil casos novos (3,1%) (INCA, 2023).

Dentre os tipos de cancer, o cancer de pulmao é a principal causa de morte
em todo o mundo. O principal fator de risco associado ao surgimento do cancer de
pulmdo € o tabagismo, que esta relacionado de 80% a 90% de todos 0s casos
diagnosticados (FERLAY et al., 2019; SCHABATH; COTE, 2019). No Brasil, o cancer
de pulméao tem os maiores indices de mortalidade com 15.987 6bitos em homens e
12.977 6bitos em mulheres registrados em 2021 (INCA, 2023). A doencga é geralmente
descoberta tardiamente, uma vez que, 0S sintomas iniciais sdo inespecificos
(MIRANDA-FILHO et al., 2021). Assim, apés o diagndstico, apenas 50% dos pacientes
sobrevivem no primeiro ano e de 10 a 20% apds o quinto ano (ZAPPA; MOUSA, 2016).

Diante das elevadas taxas de incidéncia e prevaléncia do cancer, bem como
da heterogeneidade da doenca e da resisténcia das células tumorais aos tratamentos

convencionais, torna-se evidente a importancia de buscar novas moléculas bioativas
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com potencial atividade antitumoral (SUNG et al., 2019; WILD et al., 2019). Nesse
contexto, os produtos naturais desempenham um papel fundamental como fonte de
moléculas biologicamente ativas, uma vez que cerca de 40% dos medicamentos
aprovados para comercializacdo tém origem natural. No que se refere ao cancer,
64,9% dos medicamentos antineoplasicos existentes sdo oriundos de fontes naturais
(NEWMAN; CRAGG, 2020).

O lapachol é uma naftoquinona natural que pode ser extraida de diversas
espécies de arvores, incluindo Tabebuia avellanedae, Tabebuia impetiginosa e
Handroanthus impetiginosus, conhecidas popularmente como ipés. O lapachol € um
composto quimico que tem despertado interesse na area da saude devido as suas
propriedades medicinais. J4 foi demonstrado que o lapachol possui propriedades
antitumorais, antileishmaniais, anti-inflamatoérias, antimalaricas, antissépticas,
bactericidas, entre outras (HUSSAIN et al., 2007).

Os derivados de lapachol sdo obtidos a partir de modificacfes estruturais na
molécula de lapachol. Essas modificacbes estruturais nos derivados de lapachol
visam melhorar sua atividade antitumoral, seletividade e propriedades
farmacocinéticas em relacao ao lapachol de origem (EPIFANO et al., 2014; HUSSAIN;
GREEN, 2017). Eyong et al. (2020) mostraram que derivados indanes de lapachol
possuem alta citotoxicidade em linhagens de BE(2)-C, Kelly, SKNSH e, CHLA-90
(neuroblastomas), A549 (adenocarcinoma pulmonar), SKMEL-28 (melanoma) e U373
(glioblastoma). Derivados de lapachol também foram capazes de induzir morte por
apoptose por inducdo de espécies reativas de oxigénio em linhagem de HL-60
(leucemia). Assim, considerando o potencial antitumoral desses derivados, é

importante investigar o efeito de novos compostos derivados de lapachol no céncer.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. BIOLOGIA DO CANCER

O cancer pode ser definido como um grupo de doenca causada pelo
crescimento desordenado e acelerado de um grupo de células consideradas
anormais, formando um nodulo ou tumor (GRAHAM; SOTTORIVA, 2017). Segundo

Hanahan (2022), existem caracteristicas que sdo necessarias para o estabelecimento
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do cancer como: resisténcia a sinais antiproliferativos; evasdo do sistema imune;
proliferacdo ilimitada, invasdo tecidual e metastase; angiogénese; instabilidade
genética e mutacdo; resisténcia a morte celular; reprogramacdo do metabolismo
energeético e autossuficiéncia de sinais de crescimento (Figura 1). As células normais
respondem a sinais de crescimento e divisdo, equilibrando a taxa de proliferacao.
Esses sinais sdo transmitidos através de vias de sinalizacédo celular complexas. No
cancer, uma das suas principais caracteristicas € a proliferacao celular descontrolada,

perdendo a capacidade de regular seu crescimento (DEBERARDINIS et al., 2008).

Autossuficiéncia de Resisténcia a sinais
sinais de crescimento antiproliferativos
Reprogramacao do ﬂ Q Evasio do
metabolismo energético \ x l sistema imune

> .

Resistencia a
Morte celular

Proliferacao
ilimitada

Instabilidade genética

emutacio Inflamcao

Invasao tecidual e
metastase

Angiogénese

Figura 1. Caracteristicas do cancer. Adaptado de HANAHAN, 2022

Durante o desenvolvimento do cancer, as células podem adquirir mutacdes
em genes que controlam o ciclo celular. Por exemplo, o gene supressor de tumor
TP53, conhecido como "guardido do genoma”, é frequentemente inativado em varios
tipos diferentes de cancer. O gene TP53 codifica a proteina p53, que atua como um
regulador crucial do ciclo celular, interrompendo o ciclo e induzindo a apoptose em
resposta a danos no DNA ou outros sinais de estresse (JOYCE; RAYI; KASI, 2018).
A mutacdo da proteina p53 pode levar a um crescimento e divisdo celular
descontrolados (CHEN; WANG; EL-DEIRY, 2010).
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Da mesma forma, mutacbes no gene RB1, que codifica a proteina
retinoblastoma, podem resultar na perda da funcdo do RB1 e na progressao nao
controlada do ciclo celular (KNUDSEN et al., 2019). Além da desativacdo dos genes
supressores de tumores, as células cancerigenas também podem aumentar a
producao de proteinas que promovem a progressao do ciclo celular, como ciclinas ou
quinases dependentes de ciclina (CDKSs), ou reduzir a producédo de proteinas que
inibem a progressao do ciclo celular (GOEL et al., 2018).

As alteracdes genéticas permitem que as células cancerigenas continuem se
dividindo e crescendo mesmo na auséncia de sinais normais de crescimento ou na
presenca de sinais inibitérios de crescimento. Além disso, a inativacdo de genes
supressores de tumor e a ativacado de genes oncogenes, como o0 gene RAS, podem
inibicdo celular, resultando em uma proliferacéo celular descontrolada (LANFREDINI;
THAPA; O'NEILL, 2019).

Um aspecto importante das células tumorais é a resisténcia a morte celular
por apoptose (MOHAMMAD et al., 2015). Uma das estratégias utilizadas pelas células
cancerigenas € a inativacdo de genes envolvidos na via de sinalizacdo da apoptose
(IGNEY; KRAMMER, 2002). Além disso, as células cancerigenas podem adquirir
mutacBes que ativam vias de sobrevivéncia celular, como a via PI3K/AKT/mTOR.
Essa via desempenha um papel importante na promocdo da sobrevivéncia e
proliferacdo celular, inibindo a apoptose e estimulando a sintese de proteinas e o
crescimento celular (DONG et al., 2021).

Um outro fator de progresséo do cancer € a metastase onde a célula tumoral
sai do local de origem entra na corrente sanguinea, escapa do sistema imune e se
espalha para outras partes do corpo, sendo a principal causa de morte por cancer
(FARES et al.,, 2020). Na migracdo celular os filamentos de actina localizados no
citoplasma sao essenciais, pois estdo envolvidos na formagdo e remodelacdo de
protrusdes celulares, como lamelipédios e filopodios (YAMAGUCHI; CONDEELIS,
2007).

Os lamelipddios sédo extensdes planas e largas que se formam na frente da
célula. Eles consistem em uma rede de filamentos de actina ramificados, mediada
pela ativacdo da Arp2/3, que promove o crescimento da rede de actina e a protrusédo
do lamelipédio. Essa protrusdo impulsiona o deslocamento da célula cancerigena

através da matriz extracelular, permitindo a invasdo do tecido adjacente
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(YAMAGUCHI; CONDEELIS, 2007). Os filopédios, por outro lado, sdo extensdes finas
e alongadas que se projetam da célula. Eles sao formados pela polimerizacao linear
dos filamentos de actina, ancorados a membrana celular por proteinas como a fascina,
responsavel pela fase inicial da disseminacgéo das células cancerigenas. Regulada em
varios canceres agressivos e metastaticos de origem epitelial. (OLSON; SAHAI,
2009).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

De acordo com dados da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer e da
Organizacdo Mundial da Saude, aproximadamente 19,3 milhdes de novos casos de
cancer foram registrados em todo o mundo durante o ano de 2020, resultando em um
total de 10 milh&es de 6bitos relacionados a doenca (SUNG et al., 2021). Os tipos de
cancer variam entre homens e mulheres, sendo que homens apresentaram uma taxa
de incidéncia 19% maior do que mulheres, especialmente em paises com IDH baixo,
onde ataxa de incidéncia chega a ser cinco vezes maior (SUNG et al., 2021). O cancer
de pulm&@o é o mais comum entre os homens, representando 1,4 milhdo de casos
novos (14,3%), seguido pelos canceres de prostata com 1,4 milhdo (14,1%); célon e
reto com 1 milh&o (10,6%); pele ndo melanoma, com 722 mil (7,2%); e estbmago com
719 mil (7,1%) novos casos no mundo (SUNG et al., 2021).

No Brasil, esta prevista a ocorréncia de 704 mil casos novos de cancer no
periodo de 2023 a 2025. O cancer de pele ndo melanoma é o mais comum, com 220
mil casos novos (31,3%), seguido pelo cancer de mama, com 74 mil casos (10,5%);
cancer de prostata, com 72 mil casos (10,2%); cancer de colon e reto, com 46 mil
casos (6,5%); cancer de pulméo, com 32 mil casos (4,6%); e cancer de estdbmago,
com 21 mil casos novos (3,1%) (INCA, 2023).

Entre os homens, os tipos de cancer mais comuns sao pele ndo melanoma
com 102 mil casos novos (29,9%); préstata com 72 mil casos (21,0%); célon e reto
com 22 mil casos (6,4%); pulmao com 18 mil casos (5,3%); estbmago com 13 mil
casos (3,9%); e cavidade oral com 11 mil casos (3,2%). Ja nas mulheres, os canceres
de pele ndo melanoma com 118 mil casos (32,7%); mama com 74 mil casos (20,3%);
célon e reto com 24 mil casos (6,5%); colo do Utero com 17 mil casos (4,7%); pulméo
com 15 mil casos (4,0%); e tireoide com 14 mil casos (3,9%) (Figura 2) (INCA, 2023).
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Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Célon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do atero 17.010 7,0%
Estébmago 13.340 5,6% Traqueia, brénquio e pulmao 14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esbfago 8.200 3.4% Estbmago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do (tero 7.840 3.2%
Laringe 6.570 2,7% Qvdrio 7.310 3,0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma ndao Hodgkin 5.620 2,3%

Figura 2. 10 tipos mais comuns de cancer em homens e mulheres no Brasil. Fonte: INCA, 2023

Essa projecdo reflete o crescimento e envelhecimento populacional,
exacerbado por aumento de prevaléncia dos fatores de risco. E preciso se preparar
para o impacto desta doenca nos diversos sistemas de saude, com adocao de
medidas de prevencéao, diagndstico precoce e alocacao de recurso para tratamento
adequado, que ano apOs ano, assume maior complexidade e custo. E também
responsabilidade global equalizar as diferencas que existem no acesso a saude e nos
desfechos desta doenca entre as diversas regides do mundo (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

2.3. CANCER DE PULMAO

O céancer de pulmao é uma das formas mais comuns de cancer no Brasil € no
mundo. Este cancer foi a principal causa de morte por cancer em 2020, representando
cerca de 1 a cada 10 (11,4%) canceres diagnosticados e 1 a cada 5 (18,0%) 6bitos
no mundo. Houve cerca de 2,2 milhdes de casos novos e 1,8 milhdo de 6bitos por
cancer de pulmdo em 2020 (INCA, 2023). Além disso, a sobrevivéncia dos pacientes
com cancer de pulméo apds 5 anos do diagndstico é de apenas 10% a 20% na maioria
dos paises para aqueles diagnosticados entre 2010 e 2014 (SUNG et al., 2021). No
Brasil, estima-se que tenham aproximadamente 32.560 novos casos de céncer de
pulméo a cada ano no triénio de 2023 a 2025, resultando em um risco estimado de
15,06 casos por 100 mil habitantes. Apenas no ano de 2020 foram contabilizados
28.618 mil 6bitos por cancer de pulméao (INCA, 2023).

O céancer de pulméo é classificado em dois grupos principais: Céancer de
Pulm&o de Células ndo Pequenas (CPCNP) e Cancer de Pulmédo de Células

Pequenas (CPCP). Dentre os CPCNP, o adenocarcinoma pulmonar se destaca por
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ser o tipo de cancer de pulmdo mais comum, representando 60% dos canceres de
pulmdo (FRIEDLAENDER et al., 2019). Este tipo de cancer surge nas células
glandulares que revestem os alvéolos e frequentemente ocorre nas areas periféricas
dos pulmoes (DING et al., 2008). Assim como outros tipos de cancer de pulméo, o
adenocarcinoma € altamente metastatico e muitas vezes se espalha para os
linfonodos e outras partes do corpo antes de ser diagnosticado, o que pode tornar o
tratamento mais desafiador (RIIHIMAKI et al., 2014).

A principal causa do cancer de pulmao esta relacionada com o tabagismo, ja
gque 80% dos casos estdo associados com o uso (HERBST; MORGENSZTERN;
BOSHOFF, 2018). Embora o tabagismo seja um fator de risco significativo para o
desenvolvimento do cancer de pulmdo, o adenocarcinoma €é observado com
frequéncia em ndo fumantes (FRIEDLAENDER et al., 2019). Além do tabagismo, a
exposicao a substancias quimicas ambiental e laboral, poluicdo do ar e historico
familiar de céancer de pulmdo, podem aumentar o risco de desenvolver
adenocarcinoma pulmonar (NICHOLS; SAUNDERS; KNOLLMANN, 2012). Os
sintomas do adenocarcinoma pulmonar podem incluir tosse persistente, falta de ar,
chiado no peito, perda de peso, fadiga e presenca de sangue no escarro (POLANSKI
et al., 2016).

Os carcinomas pulmonares tendem invadir 6rgdos como o cérebro, 0s 0Sso0s,
o figado, as glandulas adrenais e os linfonodos extratoracicos (TAMURA et al., 2015).
O estagio avancado do cancer de pulmao, frequentemente, apresenta sua forma

metastatica através de vasos linfaticos e sanguineos (POPPER, 2016).

2.4. MORTE CELULAR

A morte celular € um processo biolégico essencial para o equilibrio e a
manutencdo da homeostase em organismos multicelulares (NIRMALA; LOPUS,
2020). Necrose e apoptose sao os tipos de morte celular mais estudados e bem
caracterizados quanto as alteracdes morfolégicas e sinalizacao celular (SATO et al.,
2020).

A necrose € um tipo de morte celular ndo programada e desordenada que
ocorre em resposta a danos extremos ou estresse fisico, quimico ou biolégico no
ambiente celular (D’ARCY, 2019). Na necrose ocorre um rompimento da membrana

celular que resulta no extravazamento do conteudo do citoplasma para o ambiente ao
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redor desencadeando uma resposta inflamatéria, uma vez que as substancias
liberadas, como enzimas e componentes celulares, sdo reconhecidas pelo sistema
imunolégico como sinais de lesdo (GOLSTEIN; KROEMER, 2007).

Na apoptose, a morte celular ocorre de forma ordenada e controlada, sem
causar inflamacéo ou danos ao ambiente ao redor (NIRMALA; LOPUS, 2020). Existem
duas principais vias envolvidas na apoptose: a via intrinseca e a via extrinseca. Na via
intrinseca, a ativagao ocorre dentro da célula em resposta a estimulos internos, como
danos no DNA ou estresse celular. Essa via € dependente da regulagédo de proteinas
pré-apoptéticas e antiapoptéticas da familia Bcl-2, localizadas na membrana
mitocondrial (SEGAWA; NAGATA, 2015). Estimulos ativam proteinas pré-apoptoéticas
como Bax e Bak, que permeabilizam a membrana mitocondrial, liberando citocromo ¢
e outras moléculas pro-apoptéticas no citoplasma. Isso inicia uma cascata ativadora
de caspases 3, 7, 8 e 9, enzimas que degradam proteinas celulares de forma
controlada, culminando na fragmentacdo do DNA e formacéo de corpos apoptoticos
(RIEDL; SHI, 2004).

Na via extrinseca, a ativacdo ocorre por estimulos externos, geralmente pela
interacdo de ligantes a receptores especificos na superficie celular. Ligantes como o
Fator de Necrose Tumoral (TNF) e o FasLigante (FasL) se ligam a receptores
correspondentes (TNFR e Fas/CD95, respectivamente) na célula (SEGAWA;
NAGATA, 2015). Isso recruta proteinas adaptadoras que ativam caspases iniciadoras,
como a caspase-8. As caspases iniciadoras ativam caspases executoras, levando a

execucao da apoptose e subsequente fragmentacdo do DNA (HOFMANN, 2020).

2.5. TRATAMENTO DO CANCER DE PULMAO

Atualmente, existem alguns tipos de tratamento mais conhecidos e ultilizados
para 0 cancer como a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia, a hormonioterapia, a
imunoterapia, a terapia-alvo e o transplante de medula 6ssea (NCI, 2022). Os
tratamentos para o cancer sao realizados com o objetivo de controlar a doenca de
forma a assegurar ganhos de sobrevida e de qualidade de vida, sendo que, conforme
a medicina avanca, surgem novas terapias (NEWMAN; CRAGG, 2018).

A cirurgia é o procedimento utilizado para retirada da massa tumoral que se
desenvolve no organismo e pode ser indicada para tumores que ndo tenham sofrido
metastase (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). O cancer em sua fase inicial pode ser
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controlado ou curado com o tratamento cirdrgico, ressaltando que a abordagem
multipla do tratamento, associando diversas modalidades terapéuticas geram
melhores resultados em termos de cura, sobrevida e qualidade de vida (INCA, 2023).

A radioterapia é realizada através do uso de radiacao ionizante que danifica o
material genético das células tornando-as incapazes de se multiplicar, podendo ser
realizado de forma Unica ou em associacdo com a quimioterapia (SAWANDA; DIAS;
ZAGO, 2006). A radiagao elimina ou diminui o tamanho do tumor, reduz hemorragias,
dores e outros sintomas, contribuindo para melhoria da qualidade de vida (INCA,
2023).

A quimioterapia envolve o uso de medicamentos, chamados quimioterapicos
ou agentes citotdxicos, para combater e controlar as células cancerosas. Estes
medicamentos funcionam atingindo células que estdo se dividindo ativamente
(NYGREN, 2001). Na quimioterapia, devido a inespecificidade dos medicamentos
usados, uma alta porcentagem de células saudaveis sdo destruidas junto com as
células cancerosas causando efeitos adversos, como transtornos hormonais, queda
de cabelo, nausea e vomitos (FERREIRA; FRANCO, 2017).

No contexto do cancer de pulméo, o tratamento varia de acordo com o estagio
da doenca e a avaliacao individual do paciente. Nos estagios iniciais, a cirurgia € uma
opcao recomendada e quando combinada com a quimioterapia, pode aumentar
significativamente as perspectivas de sobrevivéncia do paciente (COLLINS et al.,
2007). Nos estagios mais avancados ou na presenca de metastase, a quimioterapia é
o tratamento mais utilizado. Entre os quimioterapicos comumente empregados estao
a doxorrubicina, gencitabina, vinorelbina e irinotecano. Recentemente, o uso de
imunotergpicos se tornou mais comum, e tem sido utilizado de forma intensiva no
tratamento do cancer de pulmao, apresentando resultados efetivos nos estagios mais
avancados (LIU et al.,, 2023; RECK et al.,, 2013). Apesar da efetividade dos
tratamentos, o tempo de sobrevida do paciente apds o diagnostico ainda é baixo, o
que reforca a busca de compostos que possam tratar de forma ainda mais efetiva os
cancer (CHANG, 2011; LIU et al., 2023).
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2.6. PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sado produzidos por organismos vivos, como plantas,
insetos, animais, organismos aquaticos e microbios. Eles apresentam propriedades
farmacoldgicas ou biolégicas para uma variedade de condi¢des patolégicas como o
cancer, tendo um papel importante no desenvolvimento de novas drogas (AGARWAL
et al., 2020). Mais de 60% dos compostos anticancer usados hoje em dia no
tratamento de pacientes séo obtidos de derivados de plantas ou podem ser produtos
qguimicos semissintéticos (NEWMAN; CRAGG, 2020). Sdo exemplos as drogas
antitumorais derivadas de produtos naturais, doxorrubicina, taxanos, vimblastina,
vincristina e anélogos da podofilotoxina. (DEMAIN; VAISHNAYV, 2011; NAEEM et al.,
2022; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Compostos proveniente de fontes naturais podem servir como prototipo para
o desenvolvimento de uma nova geracdo de compostos com melhores propriedades
farmacocinéticas, tais como, aumento da eficacia, estabilidade e diminuicdo dos
efeitos colaterais (OTTONI et al., 2020). A biodiversidade vegetal representa uma das
mais importantes fontes de compostos biologicamente ativos, e 0s bioconstituintes de
plantas podem ser utilizados na clinica médica para o tratamento de diversas doencgas.
Os compostos ativos podem ainda ser isolados e utilizados como precursores no
desenvolvimento de novas drogas sintéticas e semissintéticas (NAEEM et al., 2022).

Para o tratamento do cancer podemos destacar varios compostos baseados
na estrutura aromatica de origem da quinona como as naftoquinonas, antraguinonas,
benzoquinonas e fenantraquinonas (SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003). As quinonas
sdo um grupo de produtos naturais que possui atividade biolégica em doencas tais
como cancer de pulméao, asma e inflamacéo alérgica (SOUZA; LOPES; ANDRADE,
2016).

As naftoquinonas sao utilizadas como agentes quimioterapicos eficazes no
tratamento do cancer sendo encontradas em plantas ou sintetizadas em laboratério
(SOUZA; LOPES; ANDRADE, 2016). Sua estrutura quimica é caracterizada por dois
anéis naftalenos ligados por um grupo carbonila e demonstram propriedades
anticancerigenas significativas, sendo alvo de extensa pesquisa (PEREYRA et al.,
2019). A doxorrubicina € uma naftoquinona que pertence a classe das antraciclinas,
amplamente ultilizada no tratamento do cancer. Esse farmaco é um dos

medicamentos com eficacia comprovada para diversos tipos de cancer, incluindo



19

leucemia, linfoma, cancer de mama, cancer de pulmédo e sarcoma (SCHABATH;
COTE, 2019). A doxorrubicina age inibindo a replicacdo do DNA nas células
cancerigenas, impedindo sua proliferacdo descontrolada e induzindo a morte celular
(CARVALHO et al., 2009).

Outra naftoquinona relevante é a mitomicina C, utilizada principalmente no
tratamento de canceres gastrointestinais como o cancer de célon e o cancer de
estbmago. A mitomicina C exerce sua atividade anticancerigena por meio da formacgéo
de ligacBes cruzadas no DNA das células, o que leva a inibicdo de sua divisdo celular
e, consequentemente, a reducdo do crescimento do tumor (SHARAF et al., 2018).

Embora as naftoquinonas sejam eficazes no combate o cancer, é importante
destacar que essas substancias também podem ter efeitos adversos significativos.
Em doses elevadas ou tratamentos prolongados a toxicidade cardiaca € um dos
principais efeitos adversos. Por esse motivo, é essencial a busca de novos compostos
com atividade antitumoral (CARVALHO et al., 2009; PEREYRA et al., 2019).

2.7. LAPACHOL E DERIVADOS DE LAPACHOL

O lapachol é uma naftoquinona natural que pode ser extraida de diversas
espécies de arvores, incluindo Tabebuia avellanedae, Tabebuia impetiginosa e
Handroanthus impetiginosus, conhecidas popularmente como ipés. E um composto
quimico que tem despertado interesse na area da saude devido as suas propriedades
medicinais (HUSSAIN; GREEN, 2017).

O lapachol demonstrou diversas atividades biolégicas e propriedades
terapéuticas potenciais. Entre elas, destacam-se as propriedades antitumorais, anti-
inflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes (HUSSAIN et al., 2007). Estudos in vitro
sugerem que o lapachol possui efeitos inibitérios sobre o crescimento de células
cancerigenas e pode induzir a apoptose, como foi demonstrado em células de glioma
(C6) no qual o composto foi capaz de inibir topoisomerases | e Il (XU et al., 2016). O
lapachol tem a capacidade de inibir a metastase em linhagem de HelLa utilizando o
modelo tumoral CAM (BALASSIANO et al., 2005). Além disso, o lapachol é capaz de
inibir o crescimento celular em linhagens de U373 e Hs683 (glioblastoma), A549
(adenocarcinoma pulmonar), PC-3 (cancer de préstata), SKMEL-28 (melanoma) e
LoVo (cancer de colon) (FIORITO et al., 2014).
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Os derivados de lapachol tém despertado interesse no campo do tratamento
do cancer devido as suas potenciais propriedades terapéuticas. Esses compostos sdo
obtidos a partir de modificagcbes estruturais na molécula de lapachol, que & uma
naftoquinona natural encontrada em diversas espécies de arvores. Essas
modificacdes estruturais nos derivados de lapachol visam melhorar sua atividade
antitumoral, seletividade e propriedades farmacocinéticas em relacdo ao lapachol
original (HUSSAIN; GREEN, 2017). Por meio de sintese quimica ou processos de
biotransformacéo, é possivel obter derivados com caracteristicas especificas, como
maior poténcia e menor toxicidade (JANOWSKA; PANETH; WUJEC, 2020).

Os estudos com derivados de lapachol no tratamento do cancer tém
demonstrado resultados promissores pois podem interferir na proliferacéo celular,
induzindo parada do ciclo celular e inibindo a replicacdo do DNA, como foi
demonstrado por derivados amina de lapachol em linhagens de tumor de Ehrlich e
K562 (leucemia) (ESTEVES-SOUZA et al., 2007). Outro aspecto relevante é a
seletividade dos derivados de lapachol para células cancerigenas. Estudos tém
demonstrado que esses compostos apresentam maior toxicidade seletiva para células
tumorais em comparacao com células normais, 0 que é um aspecto importante para
minimizar os efeitos colaterais no tratamento do cancer (HUSSAIN et al., 2007).

Os valores de Clso para derivados glicosilados de lapachol, LA4A (5,7 uM) e
LA4C (5,3 uM) foram menores do que os observados para o lapachol (25 yM). Tanto
LA4A quanto LA4C induziram caracteristicas tipicas de apoptose, incluindo a
exposicao de fosfatidilserina na superficie celular, a condensacdo da cromatina, a
fragmentacdo do DNA e a diminuicdo do potencial transmembranar mitocondrial
(AWm) antes da lise celular (MARQUES et al., 2020).

Ottoni et al. (2020) e Franca et al. (2021) mostraram que derivados
glicosidicos de lausona, derivado analogo do lapachol, possuem um efeito mais
citotoxico em diferentes linhagens tumorais quando comparado a lausona. Derivados
de lausona como O-propargil lawsona, apresentaram alto efeito citotoxico e induziram
apoptose em células A549 (DOS SANTOS et al., 2023).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade citotoxica de derivados de lapachol, em linhagens de

células de melanoma (B16-F10), glioma (C6) e adenocarcinoma de pulméo (A549).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Avaliar o grau de inibicdo celular dos derivados de lapachol nas linhagens
tumorais;

2 - Determinar a Concentracao Inibitéria para 50% das células (Clso) do
derivado de lapachol nas linhagens tumorais;

3 - Avaliar o efeito do derivado de lapachol na inibicdo da formacao de coldnias
e migracdo das células tumorais;

4 - Avaliar as alteracdes morfoldgicas sofridas pelas células tumorais apos
tratamento com o derivado de lapachol,

6 - Analisar a morte celular em células tumorais ap0s tratamento com derivado

de lapachol.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DERIVADO DE LAPACHOL
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O lapachol e os derivados de lapachol foram obtidos em parceria com Prof.

Dr.

Ricardo José Alves do Laboratério de Quimica Farmacéutica do Curso de

Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais. Seis derivados sintéticos de

lapachol (Figura 3) foram selecionados, para este trabalho. Os compostos foram

preparados numa solucdo estoque de 100 mM em dimetilsulfoxido para serem

utilizados nos experimentos in vitro.
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Figura 3. Estruturas quimicas do lapachol e seis derivados sintéticos. Fonte: autoria prépria

4.2. LINHAGENS E CULTIVO CELULAR

A citotoxidade dos compostos foi

realizada nas

linhagens B16-F10

(melanoma), C6 (glioma) e A549 (adenocarcinoma de pulmé&o) (Tabelal). Todas as

células foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro e mantidas no Laboratoério
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de Biologia e Imunologia do Cancér e Leishmania do Departamento de Morfologia da
Universidade Federal de Sergipe (UFS). As linhagens foram mantidas em garrafas de
cultivo com meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium completo (DMEM)
(suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 1% de antibiotico (penicilina 10000
U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL), e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO2. Ao obter confluéncia de 80%, as células foram dissociadas da garrafa
por meio do tratamento com solucéo Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25%; EDTA 0,53 Mm)
por tempo de 2 a5 min a 37°C. Em seguida, a solucdo de Tripsina-EDTA foi inativada
por adicdo de meio completo (3:1). O meio contendo as células foi transferido para
tubo Falcon® de 15 mL e centrifugado a 259xg por 10 min a 4°C. O pellet de células
formado ap6s centrifugacédo foi ressuspendido em meio completo e uma aliquota de
10 L foi transferida para cAmara de Neubauer para ajuste da concentracéo de células

para subcultivo e experimentos posteriores.

Linhagem Descricéo Origem
A549 Carcinoma de pulméo Humano
B16F10 Melanoma Camundongo
C6 Glioma Rato

Tabela 1. Linhagens de células utilizadas nos experimentos. Fonte: autoria propria

4.3. ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR SULFORODAMINA B

As células das linhagens B16-F10, C6 e A549, foram semeadas em placas de
96 pocos contendo meio completo com densidade igual a 1x10* células em 0,2 mL
por poco. As células foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C
por 24 h para aderéncia. Para a andlise do grau de inibi¢cdo foi realizado screening
farmacolégico em 6 derivados sintéticos do lapachol e sua molécula de origem. As
células foram tratadas com os derivados de lapachol em na concentracdo de 25 uM
por 72h. Dimetilsulféxido 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 5 pug/mL foram usados
como controle negativo e controle positivo de morte, respectivamente. Ao completar o
tempo, o meio contendo 0s tratamentos, controle negativo e controle positivo de morte

foram descartados e as células foram fixadas com &cido tricloroacético (30%) por uma
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hora a 4°C. A placa foi lavada por 4 vezes com agua destilada e deixada no ambiente
para secar. Um volume final de 100 pL da solucéo de Sulforodamina B (SRB) 0,057%
(p/v) dissolvida em &cido acético (1%) foi adicionado aos pocos por 30 min em
temperatura ambiente (TA). A placa foi lavada por 4 vezes com acido acético para
remocao do excesso de corante. TRIS base (10 mM; pH 10,5) foi usado para diluicdo
do SRB por 30 min e entéo a placa foi lida em leitor de microplaca (Synergy H1, Biotek,
VT, EUA) por espectrofotometria com comprimento de onda de 510 nm.

O SRB é um corante anibnico utilizado para avaliacdo da viabilidade celular
com base na medicdo do teor de proteinas que se ligam a este eletrostaticamente
(VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Os valores de absorbancia foram convertidos a

porcentagem de inibicdo do crescimento celular a partir da férmula:

%Grau de Inibicao = 100 — (( ,Células~tratadas )x 00)
Células nao tratadas

A partir das porcentagens do grau de inibicdo, obtidas pelo screening
farmacoldgico foi determinado valores da Clso, utilizando concentracdes de 0,78 a 25
MM do composto selecionado por 72h, através de regressao nédo-linear da curva
sigmoidal log (inibidor) vs. resposta pelo programa GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, USA). A Clso é a capacidade méaxima que o composto possui em inibir o
crescimento celular em 50%. A linhagem A549 foi escolhida para os experimentos
posteriores, pois 0 cancer de pulmao apresenta uma alta taxa de mortalidade e

incidéncia no mundo.
4.4. ENSAIO DE HEMOLISE

A atividade hemolitica do composto 1 foi testada usando eritrécitos humanos
de voluntarios saudaveis. Os eritrocitos foram distribuidos em placas de 96 pocos (2%
por poco em 0,2 ml de solugéo salina tamponada a 1X) e expostos a concentracdes
do composto 1 de 34,5, 69, 138 e 276 puM. Triton X 100 (0,1%) e DMSO (0,1%) foram
utilizados como controles de hemdlise positiva e negativa, respectivamente. Os
eritrocitos foram mantidos sob agitacdo a uma temperatura de 37 °C por 1 hora. Apés
esse periodo, a placa foi centrifugada a 405 x g por 5 minutos e 0,15 mL do
sobrenadante foi transferido e lido em um espectrofotdmetro (Biotek - H1 Synergy)
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com uma absorbancia de 540 nm. Todos os valores foram convertidos para percentual

de hemodlise através da formula (KANG et al., 2009):

% Hemolise = [(T — CN) / (CP-CN)] x 100

Onde:
T = teste
CN = controle negativo

CP = controle positivo

4.5. ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIAS

Células da linhagem A549 foram semeadas em placa de 6 pocos, 3x10?
células por poco em 2 mL de meio completo. A placa foi deixada em estufa com
atmosfera de 5% CO:2 a 37°C por 24h para aderéncia celular. ApGs esse tempo as
células foram expostas as concentragdes correspondentes a 4,6, 9,2 e 18,4 uM do
composto 1 por 72h, em estufa sob as mesmas condi¢des descritas anteriormente.
DMSO 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 1,4 yM, foram usados como controle
negativo e controle positivo, respectivamente. Apés o tempo de tratamento 0os meios
foram desprezados e o meio DMEM completo foi adicionado aos pocos e deixados
em estufa com atmosfera de 5% CO2 a 37°C por 5 dias. Esse ensaio consiste em
avaliar a viabilidade proliferativa e a capacidade de formacédo de colbnias por uma
Unica célula apds um periodo de incubacédo (FRANKEN et al., 2006). Apos 10 dias,
as células foram fixadas com metanol + acido acético (3:1) por 5min, e coradas com
cristal violeta 0,5% em agua por 30min. Apds a coloracdo os poc¢os contendo células
foram lavadas com &gua. Ao final do experimento, foram capturas imagens de cada
poco com o auxilio de uma camera e o numero de colbnias formadas foram

determinadas com auxilio do software ImageJ®.

4.6. ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

O efeito do composto 1 sobre a migracao de ceélulas A549 foi avaliado pelo
método de migracdo. Para a realizacdo deste ensaio, as células foram semeadas

numa densidade de 3x10° células por poco em placa de 12 pocos e apés 24h, um
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risco foi feito na porcéo central de cada poco, removendo as células desta regido com
o auxilio de uma ponteira p200. Os pocos foram lavados com solucéo fosfato-salino
(PBS) 1X para remover as células que se soltaram. Neste ensaio o meio de cultura
DMEM foi suplementado com soro reduzido a 2% para reduzir a proliferagéo a fim de
avaliar somente a migracdo celular (GRADA et al., 2017). Em seguida, as células
foram expostas a concentragdes correspondentes a 2,3, 4,6 € 9,2 yM do composto 1
e incubadas por 48h. DMSO 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 1,4 yM foram usados,
respectivamente, como controles negativo e controle positivo. Durante o periodo de
incubacéo, a area do risco foi analisada com auxilio de microscopio Optico invertido
(Olympus, IX81) em aumento de 40X a fim de observar o fechamento do risco. Fotos
foram capturadas nos tempos 0, 24 e 48h de tratamento. A area de fechamento foi
medida com auxilio do software ImageJ®, e a porcentagem de fechamento foi
calculada comparando os dados dos tempos 24h e 48h com o tempo zero, utilizando
a formula previamente descrita (YARROW et al., 2004).

(Aron — At=p) N
Ar=p

100

%Porcentagem de fechamento =

Onde:
Aton- area da ferida medida imediatamente apds realizar o arranhao (tempo zero).
At=h- area da ferida medida 24 ou 48 horas apés o arranhao ser realizado.

4.7. ALTERACOES MORFOLOGICAS

As células da linhagem tumoral A549 foram semeadas em placas de 24 pocos
numa densidade de 2x10* células por po¢o em 1 mL de meio completo. As células
foram deixadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 24 h para
aderéncia. Ao completar esse tempo, as células foram expostas ao composto 1, nas
concentracbes de 4,6, 9,2 e 184 uM por 24h. DMSO 0,1% e Cloridrato de
Doxorrubicina 1,4 pM foram usados como controles negativo e positivo
respectivamente. O meio contendo os tratamentos e 0s controles negativo e positivo
foram descartados e as células foram lavadas com solucdo PBS (1x) por trés vezes e
fixadas com formol 4% por 15min. Apos fixacao foi realizada a lavagem dos pocos
com PBS. A permeabilizagéo celular foi realizada com solugéo Triton™ X-100 a 0,2%

em PBS por 15 min. Em seguida, foi realizada a lavagem dos po¢os com PBS. O
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citoesqueleto das células foi corado com Faloidina conjugada ao fluorocromo FITC
(25 pg/mL) por 30 min no escuro, e em seguida os pogos foram lavados com PBS. O
nucleo celular foi contra corado com DAPI (1 pg/mL) por 10 min, no escuro e
adicionado PBS aos pocos. As leituras foram realizadas utilizando microscépio de
fluorescéncia (Zeiss, USA) onde foram avaliadas alteracbes nos componentes
citoesqueleto e acido desoxirribonucleico (DNA), como condensacdo da cromatina e
fragmentacdo de DNA, caracteristicas que podem sugerir 0 mecanismo de morte

celular por apoptose.

4.8. DETECCAO DE CELULAS APOPTOTICAS E NECROTICAS

Para o ensaio de deteccdo de células apoptéticas e necréticas foram
utilizados os marcadores Anexina V e lodeto de Propideo (PI). As células de A549
foram semeadas em placas de 12 pocos em meio DMEM completo com densidade
igual a 2x10° células por poco em 1 mL e incubadas em estufa com atmosfera de 5%
de CO2z a 37°C, por 24h. Apés esse tempo as células foram tratadas com o composto
1 nas concentragfes correspondentes a 4,6, 9,2 e 18,4 uM por 24 h em estufa sob
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Dimetilsulfoxido 0,1% e Cloridrato de
Doxorrubicina 2,8 pM foram usados com controle negativo e controle positivo,
respectivamente. Apés o tempo de tratamento as células lavadas com PBS 1x por
duas vezes e dissociadas com solugéo de Tripsina/EDTA (Tripsina 0,25%; EDTA 0,53
Mm) pelo tempo de 3 a 5 min a 37°C. ApOs inativacdo da solucdo de tripsina com
meio DMEM completo (3:1), as células foram transferidas para microtubos do tipo
Eppendorf e centrifugadas a 259 x g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o pellet ressuspendido em solucdo de lavagem (PBS 1x). Apds nova centrifugacéo
sob mesmas condi¢bes, as células foram ressuspendidas em 100 pl de tampéo de
ligacdo de Anexina 1X e coradas com Anexina V/FITC por 15min e PI, por 10 min no
escuro a temperatura ambiente, segundo recomendacao do fabricante. Ao final dos
15 min foram adicionados 300 ul do tampéao de ligacdo e as amostras foram analisadas
em citdmetro de fluxo (BD FACSCanto™ II).

A Anexina V/FITC se liga as células apoptéticas por meio da interacdo com a
fosfatidilserina externalizada na membrana das células em processo de morte por
apoptose. O Pl é um indicador de células necroticas, por se ligar ao DNA de células
com integridade da membrana alterada. Os resultados foram analisados de acordo
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com o perfil de marcacdo da Anexina V/FITC e PI as células. Células sem marcacao
foram consideradas viaveis, células Anexina V/FITC positivo e Pl negativo, foram
consideradas em estégio inicial de apoptose, e células Anexina V/FITC e Pi positivos,
foram consideradas em estagio tardio de apoptose, enquanto que as células PI
positivas e Anexina V/FITC negativas foram consideradas células necroticas
(GALHARDAS, 2014).

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Os ensaios de citotoxidade foram realizados em quadruplicata de pelo menos
trés experimentos independentes, e representados como médias e intervalos de
confianca de 95%. Para andlises de comparacéo entre grupo foi utilizado ANOVA
seguida de poés teste de Dunnett com resultados considerados significativos com
p<0,05. Analises e graficos foram obtidos através da utilizacdo do programa GraphPad

Prism 7.

5. RESULTADOS

5.1. COMPOSTO 1 INIBE O CRESCIMENTO CELULAR EM
LINHAGENS TUMORAIS

Inicialmente, foi realizado um screening farmacolégico, utilizando o ensaio
SRB, no qual foram testados o lapachol, seis derivados sintéticos de lapachol, e a
doxorrubicina na concentracdo de 25 uM (Tabela 2). O ensaio de SRB consiste da
coloracdo de aminoacidos basicos para quantificar, pela absorbancia, quantidade de
células viaveis apos o tratamento (VICHAI; KIRTIKARA, 2006). Para avaliar o grau
de inibicdo dos compostos, foi empregada neste estudo a classificagao proposta por
Mahmoud et al. (2011), que categoriza o grau de inibicdo em trés niveis: alto grau,
inibicdo acima de 75%; médio grau, inibicdo entre 75% e 50%; e baixo grau, inibicdo
abaixo de 50%.
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Linhagens de células

Compostos (25 pM)

B16-F10 C6 A549
1 93,945,0 96,240,5 92,841,8
2 90,8+2,9 93,4%2,7 47.749,9
3 21,04£9,5 55,5+9,4 15,948,0
4 94,0+2,6 87,5%+9,3 74,0+13,9
5 93,944,2 91,9+1,6 78,1+10,8
6 94,7+1,6 89,4+4,3 80,8+13,0
Lapachol 72,4+10,6 85,0+1,7 69,0£5,5
Doxorrubicina 95,2+1,2 87,7+0,9 77,1+3,1

Tabela 2. Porcentagem do grau de inibic&do celular nas linhagens B16-F10, C6 e A549. Valores de
média + desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes apds tratamentos com
derivados sintéticos de lapachol por 72 horas. Doxorrubicina foi usado como controle positivo.

Dentre os compostos testados, o composto 3 foi 0 Unico que apresentou um
baixo grau de inibicdo nas trés linhagens testadas, com grau de inibicdo abaixo de
55%. Os compostos 1, 5 e 6 apresentaram alto grau de inibicdo em todas a linhagens.
J& os compostos 2 e 4 apresentaram alto grau de inibicdo nas linhagens B16-F10 e
C6, mas baixo e médio grau de inibicdo na linhagem A549 respectivamente. A
doxorrubicina apresentou alto grau de inibigdo nas trés linhagens com inibigcdes acima
de 75%. O composto 1 apresentou grau de inibicdo acima de 90% nas linhagens B16-
F10, C6 e A549, e, portanto, foi selecionado para a avaliacdo da Clso e 0os demais
experimentos. Para o célculo da Clso do composto 1, foram testadas concentracdes
de 25 uM a 0,78 puM nas linhagens de B16-F10, C6 e A549 (Figura 4). Foi possivel
observar que o composto 1 possui um alto potencial inibitério, mantendo um alto grau
de inibicdo nas concentracfes de 25 pM e 12,5 uM nas trés linhagens tumorais. O
mesmo foi observado para o lapachol que apresentou um alto grau de inibicdo. Os
resultados de grau de inibicdo da Figura 4 foram utilizados pra calcular a Clso dos
compostos que estao dispostos na Tabela 3.
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Figura 4. Grau de inibicdo das linhagens de células A549, B16F10 e C6. Resultados obtidos apds
tratamento de 72h com o composto 1 (A, B e C) e lapachol (D, E e F) nas linhagens de A549, B16-F10
e C6. O grafico representa a média e desvio padrao de trés experimentos independentes.

Linhagem Celular

Compostos  “gierqo Cc6 A549
1 9.0 (7,6-10.8) 7.6 (54-10.4) 9.2 (7,6-11,2)
Lapachol 9.8 (7,4-12,9) 1,3 (0,66-1,9) 22,8 (19,5-26,6)
Doxorrubicina 0,6 (0,2-1,1) 1,3 (0,2-3) 1,4 (1,16-2,3)

Tabela 3. Valores de CI50 determinados para o composto 1, lapachol e doxorrubicina. Valores
expressos em média e intervalo de confianca de 95% de pelo menos trés experimentos independentes
apos tratamento com composto 1, lapachol (molécula de origem) e doxorrubicina (controle positivo).

O composto 1 apresentou uma Clso de 9,2 uM para A549, 9 uM para B16-F10
e 7,6 UM para C6, ja o lapachol mostrou uma Clso de 22,8 uM para A549, 9,8 uM para
B16-F10 e 1,3 uM para C6. Em comparacao com o lapachol, o composto 1 aparenta
ter uma seletividade maior para as linhagens de A549 e B16-F10, uma vez que
apresentou uma menor Clso nessas linhagens, mostrando-se um composto com
potencial para inibir células de adenocarcinoma de pulméo e melanoma. Na linhagem
de A549 o composto 1 apresentou uma ICso 2,5 vezes menor que o lapachol e na

linhagem de C6 uma Clso 5 vezes menor que o composto de origem.



31

O composto 1 apresentou alta atividade citotoxica nas trés linhagens
estudadas, contudo a linhagem A549 foi selecionada para avaliacdo em outras
alteracdes biologicas que envolvem o cancér. Essa escolha se justifica, pois o cancer

de pulmao apresenta o maior indice de mortalidade no Brasil e no mundo.

5.2. COMPOSTO 1 NAO APRESENTA TOXICIDADE EM
ERITROCITOS HUMANOS

A avaliacdo do efeito toxico do composto 1 foi realizada através da realizacdo
do ensaio hemolitico em eritrécitos humanos (Figura 5). Para esse ensaio € avaliada
a atividade hemolitica, onde € possivel verificar alteracfes na estabilidade mecanica
da membrana dos eritrocitos provocado por drogas. Os eritrécitos fornecem um
modelo de estudo para os efeitos protetores e toxicos de substancias com condi¢ées
correlatas com estresse oxidativo (PITA et al., 2012). Para avaliar a toxicidade do
composto em células saudaveis, o0 ensaio usa a quantificacdo de hemoglobina, pela
absorbancia, liberada apds o tratamento (SHARMA; SHARMA, 2001). Nesse ensaio
foi utilizada uma concentragdo de até 30x a Clso para averiguar a toxicidade do
composto em concentracdes elevadas. O composto 1 ndo apresentou efeito
hemolitico em nenhuma das concentracdes testadas (34,5, 69, 138 e 276 uM), e nao
apresentou diferencas em relagdo ao controle negativo de
hemolise. O controle positivo de hemodlise, apresentou alta atividade hemolitica.
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Figura 5. Avaliacdo do percentual de hemdlise em eritr6citos humano. Ensaio de hemdlise em
eritrocitos humanos tratados com concentra¢gfes de 34, 69, 138 e 276 yM do composto 1. Os dados
representam a média + DP de trés experimentos independentes realizados em quadruplicata.
Fotografias de po¢gos em um experimento representativo. Triton X 100 (0,1%) foi utilizado como controle
positivo, Cnt= controle negativo. A analise entre grupos foi realizada com ANOVA, seguida de pés-teste
de Dunnet. p<0,0001 ****comparado ao controle.

5.3. COMPOSTO 1 INIBE A FORMACAO DE COLONIAS EM
LINHAGENS DE A549

O ensaio clonogénico foi utilizado para investigar a capacidade de inibicdo do
efeito do composto 1 na formacdo de clones e colénias por uma Unica célula da
linhagem A549, apds periodo de 72 horas de tratamento (Figura 6).

Por meio da contagem das colbnias com o auxilio do software ImageJ,
observou-se uma diminuicdo no nimero de colbnias apds o tratamento com diferentes
concentracfes de composto 1. A concentracao mais elevada do composto 1(18,4 uM),
inibiu a formacé&o de colbnias pelas células A549, enquanto a concentracdo de 9,2 e
4,6 UM reduziram a formacéao de colénias em 95% e 79%, respectivamente. A analise
dos resultados revelou uma reducdo significativa na capacidade de formacéo de

colénias pelas células tumorais, em resposta ao tratamento com o composto 1.
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Figura 6. Efeito inibitério do composto 1 na formacé@o de colénias de células A549. A - Colbnias
formadas ap0s 72 horas de tratamento e 10 dias de crescimento celular. B - Porcentagem da formagao
de colbnias. Cnt = controle negativo e Doxo = doxorrubicina. Os dados foram submetidos a One-Way
ANOVA seguida de pos-teste de Dunnett. (****) p<0,0001 tratamentos comparados com o controle
negativo e (#) p<0,001 para comparacgdes entre os tratamentos.

5.4. COMPOSTO 1 INIBE A MIGRACAO CELULAR APOS 48H DE
TRATAMENTO

O ensaio foi conduzido com o objetivo de avaliar a capacidade do composto
1 em inibir a migracao celular (Figura 7). Ap6s a inducdo de uma ferida, o efeito
inibitério do composto foi observado nos tempos Oh, 24h e 48h, nas concentracfes de
2,3, 46 e 9,2 uM. As concentragcoes de 4,6 e 9,2 uM demonstraram resultados
similares na migracao celular, resultando em uma taxa de migracéo de 32% e 35%
apos 24 horas e 53% e 56% apos 48 horas, respectivamente. Apds 48h o controle
negativo exibiu uma porcentagem de migracdo de 87%, enquanto o controle positivo,
doxorrubicina, apresentou uma taxa de migracdo de 61%. O efeito inibitorio &
observado de forma clara nas diferentes concentracdes testadas, com a concentragao
de 4,6 pM apresentando o maior efeito na migracao celular, quando comparada ao
controle negativo.
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Figura 7. Efeito do composto 1 na migracao de células A549. A — Representacéo de um experimento
de migracdo apoés tratamento com composto 1 por Oh, 24h e 48h. B — Percentual de migracdo. Os
dados mostram média e desvio padrdo de trés experimentos independentes. Cnt = controle negativo e
Doxo = doxorrubicina. Os dados foram submetidos a Two-Way ANOVA seguida do pés-teste de
Dunnett para a comparacao entre os tratamentos. (****) P<0,001 e (*) P<0,01.

5.5. O COMPOSTO 1 INDUZ ALTERACOES MORFOLOGICAS EM
LINHAGEM A549

Para a avaliacdo das alteracdes morfologicas, foi utilizada a coloracdo de
DAPI e Faloidina/FITC, para corar o nucleo celular e citoesqueleto, respectivamente.
Os resultados revelaram que o tratamento com o composto 1 induziu alteracbes
morfolégicas caracteristica de morte celular na linhagem A549 (Figura 8). E possivel
observar que em todas as concentracdes testadas do composto 1 (18,4, 9,2 e 4,6 uM)
as células A549 perderam volume citoplasmatico, houve alteracdo na forma nuclear e
reducdo do numero de células quando comparado ao controle. Essas alteragbes



morfologicas também sdo visiveis para doxorrubicina que foi utilizada como controle
positivo.

DAPI FITC

Cnt

Doxo

4,6 uM

9,2 uM

“““‘%““““““‘\

Figura 8. Efeito do composto 1 na morfologia do citoesqueleto e ndcleo da linhagem celular A549.
Alteracdes morfoldgicas observadas na coloracdo DAPI e Faloidina/FITC em célula A549 apds
tratamento com composto 1, nas concentragdes de 4,6, 9,2 e 18,4 uM por 24 horas. Doxorruicina
(Doxo) a 1,4 uM foi usada como controle positivo e células ndo tratadas como controle negativo (Cnt).
Setas representam alteracées no citoesqueleto das células e alteragcbes na morfologia nuclear.
Ampliagéo de 200x. Barra: 20um.

18,4 UM
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5.6. COMPOSTO 1 INDUZ APOPTOSE E NECROSE EM CELULAS
DE A459

Para investigar o tipo de morte celular provocado pelo composto 1, foi
realizado o ensaio Anexina V FITC/lodeto de propideo (Figura 9), A anexina se liga a
fosfatildilserina externalizada na membrana de células em apoptose. O PI se liga ao
DNA da célula com integridade da membrana alterada. Neste ensaio, as células de
A549 foram tratadas com o composto 1 por 24h nas concentragdes de 4,6, 9,2 e 18,4
MM. Como mostra a figura representativa dos experimentos de citometria de fluxo
(Figura 9 A) houve um aumento da apoptose nas células A549 (Anexina+t;
Anexina*/PI*) tratadas com o composto 1 na concentracdo de 18,4 uM, quando
comparado ao controle. Além desta, o fenbmeno de necrose (P1*) apesar de em menor
propor¢cdo, aumentou nos tratamentos com a molécula teste. O controle positivo,

doxorrubicina, também foi capaz de induzir apoptose ou necrose (Figura 9 B).
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Figura 9. Porcentagem de células A549 em apoptose e necrose apés tratamento com composto 1.
A- Representacéo da andlise por citometria de fluxo. Nos quadrantes temos: celulas viaveis (Anexina
V-/PI-), apoptose inicial (Anexina V+/Pl-), apoptose tardia (Anexina V+/Pl+) e necrose (Anexina
V-/Pl+). B — Porcentagem de células vidveis, em apoptose e necrose apos tratamento com composto
1. Cnt = controle negativo e Doxo = doxorrubicina. Os dados foram submetidos a One-Way ANOVA
seguida de poOs-teste de Dunnett para comparar tratamentos com o controle negativo.

6. DISCUSSAO

O céancer de pulmao representa um sério desafio de saude publica, ocupando
a primeira posicdo em termos de mortalidade e o segundo lugar em incidéncia em
nivel global (SUNG et al., 2021). Uma das principais caracteristicas do cancer é a sua
alta taxa proliferativa, devido a inativacédo de genes pro-apoptéticos e a hiperativacao
de genes que estimulam o crescimento celular (MATTHEWS; BERTOLI; DE BRUIN,
2021).

O lapachol € um composto que apresenta alta capacidade inibitéria em
diversas linhagens de cancer e é uma excelente fonte para a sintese de novos
compostos (FIORITO et al., 2014). Nesse estudo foram investigados seis novos
derivados glicosidicos de lapachol quanto ao potencial de inibicdo celular. Entre os
seis compostos, o composto 1 apresentou uma inibicdo maior que 90% (G1>90%) nas
linhagens de melanona (B16F10), glioma (C6) e adenocarcinoma de pulmao (A549).

Ottoni et al. (2020) avaliaram derivados glicosidicos da lausona, analogos do
lapachol, com caracteristicas quimicas semelhantes aos avaliados nesta pesquisa,
em linhagens celulares de adenocarcinoma de mama (SKBR-3, MDA-MB-231 e MCF-
7), que apresentaram alta citotoxicidade. Uma importante caracteristica quimica dos
derivados de lausona é que elas sdo quinonas e essas estruturas causam danos a
célula, pois tem a capacidade de liberar elétrons e consequentemente formar radicais

livres, como anion superoxido e peroxido de hidrogénio (DE FRANCA et al., 2021).
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De acordo com a literatura derivados de lapachol possuem uma alta
citotoxidade em linhagens tumorais. O derivado hidroxi lapachol foi capaz de inibir o
crescimento das linhagens de cancer de ovario (A2780), cancer de mama (HBL100),
cancer de colo do utero (HelLa), cancer de pulmdo de células ndo pequenas
(SW1573), cancer de mama (T-47D) e cancer de coélon (WiDr), esse efeito inibitorio
foi associado a presenca do grupo 5-hidroxi no anel aromatico que foi capaz de
aumentar a toxicidade dos derivados (BONIFAZI et al., 2010). Esteves (2007),
mostrou que derivados de amina lapachol inibiram o crescimento da linhagem de
carcinoma de Ehrlic e leucemia (K562). Esses dados evidenciam o potencial dos
derivados de lapachol em inibir o crescimento de células tumorais.

As modificagbes na estrutura de compostos derivados de produtos naturais
podem conferir melhores perfis de absorcéo, hidrossolubilidade, lipossolubilidade e
reatividade, tornando-as mais citotoxicas as células tumorais, como também, torna-
las mais seletivas, menos téxicas e mais potentes (OTTONI, 2014). Nossos resultados
mostraram que o tratamento com o composto 1 apresentou uma Clso duas vezes
menor que o lapachol na linhagem de adenocarcinoma de pulméo, mostrando que a
insercdo do grupamento glicosidico na estrutura do lapachol, bem como, do anel
triazolico gerou um composto mais citotoxico que o composto original. Semelhantes
a0s nossos resultados, o estudo de Marques (2020), demonstrou valores de ICso para
derivados glicosidicos de lapachol quatro vezes menor que o lapachol em uma
linhagem de leucemia (HL60).

Os compostos 1, 2 e 5, utilizados no nosso trabalho, mostraram uma alta
atividade citotoxica nas células tumorais quando comparado ao lapachol. Essa
atividade citotoxica pode ser resultado da eterificacdo do grupo hidroxila do lapachol
para formagcdo desses compostos. A baixa atividade do composto 3 pode ser
explicada pelo seu alto carater polar, uma vez que esse composto possui fracdes de
acucar desacetiladas em suas estruturas. Isso prejudicaria a permeacdo da
membrana celular.

Segundo Kuete et al. (2014), para que um composto seja considerado um
poderoso agente quimioprotetor, seus valores de Clso devem ser inferiores a 10 uM
apos 72h de tratamento. De acordo com nossos resultados, o composto 1 pode ser
considerado um bom agente antitumoral, uma vez que os valores de Clso encontrados
para as trés linhagens utilizadas foram menores que 9,2 uM. Uma vez que as trés

linhagens foram sensiveis ao tratamento com o composto 1, a linhagem de
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adenocarcinoma de pulméao (A549) foi escolhida para dar continuidade a investigacao
antitumoral do composto derivado de Lapachol. O adenocarcinoma de pulm&o possui
uma alta taxa de incidéncia e mortalidade, além da sua alta capacidade de formar
metastases.

Um dos principais problemas no tratamento do céancer é a toxicidade aos
quimioterapicos (LIVSHITS; RAO; SMITH, 2014). Dentre as toxicidades
frequentemente relacionadas a quimioterapia, incluem-se a supressao da medula
0ssea, a cardiopatia, a alopecia, a imunossupressdo, as hauseas e 0s vomitos, a
mucosite, além de impactos sociais e emocionais, como depressdo, estresse,
vergonha e isolamento social (GOMES, COELHO e MOURA, 2018). Uma
complicacdo frequente no tratamento do céncer € a hemdlise, a qual alguns
compostos, tais como, cisplatina e carboplatina, interagem com a membrana dos
eritrocitos e consequentemente induz ao rompimento da membrana, causando
anemia hemolitica (JESWANI et al., 2015).

Segundo Kapare et al. (2019) um composto deve apresentar uma
porcentagem de hemdlise menor que 3% para que seja considerado seguro. Em
nosso estudo, foi avaliado a toxicidade em eritrocitos humanos do composto 1, o qual
nao apresentou toxicidade, mesmo na concentracdo mais elevada testada de 276uM.
Os resultados de hemdélise em conjunto com os resultados antitumorais mostram que
0 composto 1 possui citotoxicidade em células tumorais e ndo possui efeito toxico em
células saudaveis.

Uma Unica célula cancerigena possui a capacidade de se dividir indmeras
vezes e formar um tumor (MICHOR; IWASA; NOWAK, 2004). O ensaio clonogénico
possibilita a avaliacdo da capacidade de uma célula em resistir ao tratamento ao qual
foi submetida e se multiplicar, formando colénias (GUZMAN et al., 2014). No nosso
trabalho investigamos a capacidade do composto 1 em reduzir a formacéao de colbnias
e foi possivel observar uma alta capacidade de inibicdo dos clones nas concentracdes
utilizadas. No estudo conduzido por Chipoline et al. (2020), foi observado que os
derivados de 1,4-naftoquinona tiveram a capacidade de diminuir a formacdo de
colénias de carcinoma oral de células escamosas (SSC-9), sem afetar a viabilidade
das células ndo tumorais de fibroblastos.

Corroborando com nossos resultados, Zu et al. (2019), mostraram que o0
lapachol inibiu a formagé&o de colonias em células de cancer de eséfago (KYSE450 e

KYSES510). Derivados glicosidicos de lapachol foram capazes de inibir a formagéo de
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colénias em linhagens de MCF-7 (cancer de mama), MDA-MB-231 (cancer de mama)
e HCT-116 (cancer colorretal) (OTTONI et al., 2021). Complexos ruténicos de lapachol
também foram capazes de inibir a formagédo de coldnias em células de DU-145
(adenocarcinoma de préstata) (DE GRANDIS et al., 2021).

No adenocarcinoma pulmonar, um cancer altamente metastatico e com alta
taxa de mortalidade, a migracao celular desempenha um papel crucial na progressao
do tumor (HUNG et al., 2014; ZABALLA; EIDEMULLER, 2016). A metastase ¢ a
principal causa de morte em pacientes com cancer, visto que ela € observada em
estagios mais avancados da doenca (RIIHIMAKI et al., 2014). No cancer de pulméo,
pacientes com metastase apresentam uma taxa de sobrevida de apenas 10% apos 5
anos do diagndstico (SUNG et al., 2021).

No ensaio de migracao realizado nesse trabalho, o composto 1 demonstrou
uma notavel capacidade de inibir mais de 60% a migracéo das células A549 apds 48h
de tratamento. Oliveira et al. (2021), observaram que compostos ruténicos
complexados com lapachol também foram capazes de inibir a migracéo celular na
linhagem de cancer de mama (MDA-MB-231). Derivado glicosidico de lausona,
composto analogo ao lapachol, foi capaz de inibir a migracéo celular em 24 horas em
linhagens de melanoma (B16-F10) (DE FRANCA et al., 2021).

Estudos demonstram por meio de diferentes analises que derivados
naftoquindnicos apresentam atividade citotoxica em células tumorais por induzir
apoptose (NARIYA et al., 2020; SINGH; ANAND; KUMAR, 2014). Alteracdes na
disposicdo dos filamentos de actina, interfere nas estruturas responsaveis por
diversas funcdes na célula, tais como, morfologia e migracdo (NASCIMENTO et al.,
2019). O encolhimento celular e alteracdes morfoldgicas sdo eventos caracteristicos
de apoptose (ZHANG et al., 2018). Em nosso trabalho ao corar o nucleo e os
filamentos de actina, as células apresentaram caracteristicas de apoptose apos
tratamento com as trés concentracbes do composto 1 e a doxorrubicina, utilizada
como controle positivo. As células A549 perderam volume citoplasmatico, houve
alteracdo na forma nuclear e reducdo do numero de células quando comparado ao
controle, além de perda das caracteristicas fibroblastéides.

A fragmentacdo do material genético é caracteristica da morte celular
programada, uma vez que os estimulos apoptoticos provocam a ativacéo da cascata
de caspases que cliva e ativa a fragmentacdo do DNA, permitindo a quebra das
moléculas de DNA em pedagos com 180 pares de bases (DE FRANCA et al., 2021).
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Dos Santos et al. (2023) mostrou que o derivado de lausona O-propargyl lausona
induz apoptose e alteracbes na morfologia como perda da forma fibroblastéide em
células de A549.

A ativacao das vias de caspases durante o processo de apoptose resulta na
exposicdo de fosfolipidios de membrana, como a fosfatidilserina (FIANDALO,;
KYPRIANOU, 2012). Uma vez que a célula € induzida a apoptose por um composto,
a fosfatildiserina € externalizada e serve como um sinalizador de fagocitose para
células fagocitarias (ELISABETE; MOREIRA; BARCINSKI, 2004). Neste trabalho, a
avaliacdo da morte celular por Anexina V e iodeto de propideo mostrou um percentual
de células positivas para apoptose.

Os resultados deste estudo demonstram que os derivados de lapachol
representam uma fonte relevante de moléculas potencialmente citotéxicas em células
tumorais, considerando que todos os derivados avaliados apresentaram atividade
citotoxica. No entanto, o composto 1 apresentou atividade citotoxica mais expressiva,
sendo efetivo e eficaz sobre as linhagens de melanoma, glioma e adenocarcinoma de
pulm&o. Adicionalmente, observamos um efeito do composto 1 em inibir a formagao
de clones e a migracdo celular no adenocarcinoma de pulméo, sendo de grande
relevancia para esse tipo de cancer por ser altamente metastatico. Assim, é de grande
importancia novos estudos com esse derivado para o cancer de pulmao.

O composto 1 € um derivado glicosidico de lapachol e assim como nos
trabalhos com lausona a insercao do grupo glicosidico parece pontencializar o efeito
toéxico do composto quando comparado ao composto original (DE FRANCA et al.,
2021; OTTONI et al., 2020). Embora os resultados com o composto 1 tenham sido
promissores neste estudo, € necessario realizar uma investigacdo mais aprofundada
dos mecanismos de agédo desse composto em modelo de cancer in vivo, assim como

investigar a importancia da glicosilacdo do composto.
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7. CONCLUSAO

Os resultados demonstram a importancia do estudo de selecdo de novos
farmacos, sobretudo derivados de lapachol, uma vez que eles apresentam um alto
efeito citotoxico. Nesse estudo foram utilizados seis derivados sintéticos de lapachol
que apresentaram citotoxicidade nas linhagens de melanoma, glioma e
adenocarcinoma de pulméo. Dentre eles, o composto 1 apresentou a maior efeito
citotdxico nas linhagens testadas. E possivel observar que o composto1l foi capaz de
inibir o crescimento celular, reduzir a formacéo de colbénias e migracéo, e além disso
foi capaz de alterar a morfologia de células de adenocarcinoma pulmonar. Ademais,
0 composto ndo apresentou toxicidade em células saudaveis o que sugere que ele
ndo possui toxicidade em células saldaveis. Esses dados reunidos mostram uma
importante atividade anticancer do composto 1, possibilitando a continuidade de novos

estudos antitumorais in vitro e in vivo,
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Introducao

~ N

O céancer é o termo utilizado
para nomear um grupo de mais
de 100 diferentes doengas,
vo'e cuja principal caracteristica é o
crescimento desordenado de
células.

~ >

Os tratamentos para o
cancer da atualidade atinge as g
células  tumorais  como
também as células saudaveis, = FK’T
causando muitos efeitos o
colaterais.
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ke Mais de 64% dos
medicamentos anticancer
- da atualidade sao

*_# provenientes de produtos
L. . " . naturais

O Lapachol, extraida do Ipé Roxo,

é uma importante precursora na

sintese de novos compostos para )
tratamento de doengas, entre

elas o cancer.

Nesse estudo foram avaliados 6 compostos derivados
do lapachol.
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Objetivo Geral

Avaliar a atividade citotoxica dos derivados de lapachol,
em linhagens de células de melanoma (B16-F10), glioma
(C6) e adenocarcinoma de pulmao (A549).

=» Os 6 compostos foram avaliados em 3 linhagens
tumorais de alta incidéncia, prevaléncia e mortalidade.
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Metodologia x Resultados

== Apos screning farmacolégico /

nas linhagens tumorais um dos

compostos foi selecionado para

experimentos  posteriores em

células de adenocarcinoma de 252 0,78 uM
pulmao. e VaVaVaval
=) O composto inibiu a | v v 1 v
formagao de clones e coldnias e < e
reduziu a migragcao de células, ‘ii : - A
como também induziram ‘ \\.
alteracoes  caracteristicas de \ H -j-‘ _\i/_
apoptose. .

m) Ademais, o composto ndo apresentou toxicidade
em células saudaveis.
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Os resultados indicam que o composto pode ter
efeito, antiproliferativo, antimetastatico e induz

alteragcbes morfologicas caracteristicas de
apoptose nas ceélulas de adenocarcinoma de

pulmao.

http://www.posgraduacao.ufs.br/procfis
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