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RESUMO

AVALIACAO CITOTOXICA DE DERIVADOS DA LAUSONA EM LINHAGENS
DE CELULAS TUMORAIS.

Dentre as doencas ndo transmissiveis, o cancer é a segunda maior causa de
mortes no mundo, sendo um grande problema de saude publica. Um dos
principais problemas no tratamento da doenca, € a resisténcia dos tumores
sélidos aos quimioterapicos convencionados. Os produtos naturais se destacam
por serem a maior fonte de compostos bioativos e ja foi evidenciado que a
lausona, um produto natural de origem vegetal, possui efeito citotoxico em
diferentes linhagens tumorais. Assim, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade citotoxica dos derivados de lausona FMO-1, APSO-5 e APSO-19 em
linhagens de carcinoma de pulmédo (A549) e glioma (C6). A citotoxicidade dos
derivados de lausona nas linhagens tumorais foi avaliada pelo ensaio de
Sulforrodamina B para determinagédo da IC50. Além disso, foram avaliados a
formacéao de clones pelo ensaio clonogénico e a capacidade de migracao celular
pelo ensaio de cicatrizacao de feridas nas linhagens A549 e C6. Os resultados
obtidos mostram que os trés compostos apresentaram um efeito citotoxico nas
linhagens testadas, em que o FMO-1 apresentou um menor valor de IC50 (2,2
MM) para as duas linhagens. Por apresentar maior atividade citotoxica frente as
linhagens A549 e C6, evidenciado pela baixa IC50, o composto FMO-1 foi
selecionado para os proximos experimentos na linhagem A549, uma vez que o
carcinoma de pulmdo é o céancer com maior mortalidade, sendo relevante
identificar compostos promissores no seu tratamento. O FMO-1 foi capaz de
reduzir a formacao de colbnias pelas células A549 nas concentracdes 1,1 UM,
2,2 UM e 4,4 uM. Além disso, o FMO-1 inibiu a migracao celular na concentracéo
de 4,4 uM. Os resultados desse trabalho mostram que os derivados de lausona
possuem alto efeito citotoxico nas linhagens tumorais e o FMO-1 possui um
maior efeito citotoxico nas linhagens A549 e C6. O FMO-1 também teve um alto
efeito na inibicdo na formacé&o de clones e na migracéo das células A549, sendo
um composto com grande potencial no tratamento do cancer.

Palavra-chave: cancer de pulmao; atividade citotoxica; derivado de lausona.



ABSTRACT

CYTOTOXICITY EVALUATION OF LAUSONE DERIVATIVES IN TUMOR CELL
LINEAGES.

Among non-communicable diseases, cancer is the second leading cause of
death in the world, being a major public health problem. One of the main problems
in the treatment of the disease is the resistance of solid tumors to conventional
chemotherapy. Natural products stand out for being the greatest source of
bioactive compounds and it has already been shown that lausone, a natural
product of plant origin, has a cytotoxic effect on different tumor cell lines. Thus,
the objective of this work was to evaluate the cytotoxic activity of lausone
derivatives FMO-1, APSO-5 and APSO-19 in lung carcinoma (A549) and glioma
(C6) cell lines. The cytotoxicity of lausone derivatives on tumor cell lines was
evaluated by the Sulforhodamine B assay to determine the IC50. In addition, the
formation of clones by the clonogenic assay and the cell migration capacity by
the wound healing assay in the A549 and C6 strains were evaluated. The results
obtained show that the three compounds showed a cytotoxic effect in the strains
tested, in which the FMO-1 showed a lower IC50 value (2.2 yM) for the two
strains. Due to its greater cytotoxic activity against the A549 and C6 strains,
evidenced by the low IC50, the FMO-1 compound was selected for the next
experiments on the A549 strain, since lung carcinoma is the cancer with the
highest mortality, and it is relevant to identify compounds promising in their
treatment. FMO-1 was able to reduce the formation of colonies by A549 cells at
concentrations 1.1 uM, 2.2 yM and 4.4 yM. Furthermore, FMO-1 inhibited cell
migration at a concentration of 4.4 uyM. The results of this work show that lausone
derivatives have a high cytotoxic effect on tumor cell lines and FMO-1 has a
greater cytotoxic effect on A549 and C6 cell lines. FMO-1 also had a high effect
in inhibiting the formation of clones and the migration of A549 cells, being a
compound with great potential in the treatment of cancer.

Keywords: lung cancer; cytotoxicity activity; derived from Lausone.
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1. INTRODUCAO

O céancer é uma doenca caracterizada por um crescimento
desordenado de células capazes de invadir tecidos adjacentes ou 6rgdos a
distancia. Quando se dividem rapidamente as células cancerosas tendem a ser

muito agressivas e incontrolaveis (INCA, 2022).

Um em cada cinco individuos desenvolvera cancer durante sua vida.
Mundialmente, o cancer de pulméo é o segundo mais incidente em ambos 0s
sexos, com 2,2 milhdes (11,4%) de casos novos (FERLAY et al., 2020; SUNG et
al., 2021). No Brasil, a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 é de
aproximadamente 704 mil casos novos de cancer, com 32.560 (4,6%) estimados
para o cancer de pulmdo. Os numeros de 6bitos em 2020 foram 28.620 mortes
por cancer de pulméo no Brasil, tendo a maior mortalidade em homens com
16.009 o6bitos e 12.609 em mulheres (INCA, 2022).

O cancer de pulmédo é um dos tumores malignos mais incidentes e
letais no mundo, e na maioria dos casos possui um prognéstico desfavoravel, o
gue torna essa doenca um problema grave de saude publica (SIEGEL et al.,
2014). O tabagismo é o principal fator de risco para o desenvolvimento desse
tipo de cancer e a alta frequéncia de mutacdes em células do pulmédo ocorre
devido a continua exposicao a carcind0genos presentes no tabaco (SEMENOVA
et al., 2015). O diagnostico para essa doenca no pais em 70% dos casos é dado
como localmente avancado ou metastatico, enquanto apenas 8% sao

diagnosticados no primeiro estagio (ARAUJO, 2018).

Dentre os modos de tratamento disponiveis para pacientes
oncoldgicos, geralmente, sdo usadas a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia
(HOWINGTON, 2013). A administracdo de quimioterapicos, no entanto,
apresentam em pacientes reacdes adversas como nauseas, vomitos e queda de
cabelo, devido a baixa seletividade desse tratamento que destréi também células
normais (ETTINGER et al., 2017; SILVA et al., 2022). Tendo em vista os efeitos
adversos e a eficiéncia limitada nesses tratamentos sdo necessarios identificar
compostos mais eficazes para o tratamento do cancer sem causar efeitos

adversos a saude dos pacientes.



Diante disso, vem sendo investigado o uso de compostos derivados
de produtos naturais para o tratamento de diversas doengas como o cancer,
onde suas propriedades terapéuticas podem originar medicamentos eficazes
(MANZANO et al., 2020). Nesse contexto, dados da literatura mostram que 0s
metabdlitos secundéarios de plantas, como as naftoquinonas, apresentam
atividades antitumorais (WANG, TAO, LI, 2017), antimicrobiana (SEVERINO,
2016), entre outras atividades bioldgicas (VIEIRA et al., 2020; LOPEZ et al.,
2014).

A lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) € uma naftoquinona de grande
interesse para o desenvolvimento de farmacos antitumorais mais eficazes.
Através de alteracbes em sua estrutura quimica, a lausona pode ter atividade
antitumoral potencializada (EFFERTH et al., 2019). Diversas moléculas
derivadas de produtos naturais com modificacbes em sua estrutura foram
aprovadas para comercializacdo para utilizacdo no tratamento do cancer, em
levantamentos realizados no periodo de 1981 a 2019 (NEWMAN, CRAGG,
2020). Ottoni e colaboradores (2020) mostram que alteragcdes na estrutura
guimica de moléculas podem conferir aumento na citotoxicidade de células

tumorais.

Na literatura, os derivados sintéticos da lausona apresentam alto
potencial citotoxico em linhagens de células tumorais distintas (DE FRANCA et
al.,, 2021; OTTONI et al., 2020). Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi
investigar o potencial citotdéxico de trés derivados sintéticos de lausona FMO-1,

APSO-5 e APSO-19 em células de carcinoma de pulmao e glioma.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade citotéxica dos derivados da lausona FMO-1,
APSO-5 e APSO-19 na linhagem tumoral de carcinoma de pulmao (A549) e
glioma (C6).



2.2 Objetivos especificos

I. Determinar a IC50 dos derivados sintéticos da lausona FMO-1, APSO-5 e
APSO-19 em células de carcinoma de pulméao e glioma;
il. Avaliar a capacidade de reducédo de formacao de col6nias por células de
carcinoma de pulméao tratadas com o FMO-1;
iii. Avaliar o efeito do tratamento com o FMO-1 na inibicdo da migragcéao de

células de carcinoma de pulmao.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos gerais do cancer

Cancer € o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que é
caracterizada pelo crescimento desordenado de células mutadas com
capacidade de invadir tecidos e orgaos (INCA, 2022). As células cancerosas
apresentam caracteristicas que beneficiam o crescimento maligno como a
capacidade de manter a sinalizacdo de proliferacdo, escapar dos genes
supressores de crescimento, resistir a morte celular, permitir a imortalidade
replicativa, induzir a formacdo de vasos sanguineos, invasao e metastase,
reprogramar o metabolismo celular e escapar da destruicédo pelo sistema imune

(HANAHAN, 2022).

Alguns fatores tornam riscos para o cancer, como o0 uso de alcool,
alimentacdo inadequada, inatividade fisica e exposicdo a agentes
carcinogénicos fisicos, agentes quimicos (amianto, benzeno, dioxinas, residuos
de agrotoxico em alimentos e agua e o arsénio), como também o0s agentes
biologicos (INCA, 2021).

As células tumorais migram para 0S vasos sanguineos e/ou vasos
linfaticos para realizar a metastase (HANAHAN et al., 2000). Essas células
podem migrar pela corrente sanguinea como células Unicas ou até mesmo em
colénias (TABASSUM et al., 2015). No sangue, associam-se as plaquetas a fim

de se proteger do sistema imune (LABELLE et al., 2011). Para invadir outro



tecido as células tumorais possuem mecanismos de degradacdo da matriz
extracelular, a fim de se estabelecerem no local e, por fim, finalizam o processo
metastatico (KESSENBROCK et al., 2010).

Por ser a segunda principal causa de morte no mundo, o cancer é
considerado um grande problema de saude publica (SIEGEL et al., 2019). As
estatisticas globais indicam que o cancer de pulméo é o segundo mais frequente
no mundo, com 2,2 milhdes de novos casos e 1,8 milhdo de mortes em 2020.
Essa doenca é a mais frequente em homens, com 1,4 milhdo dos casos novos
e o terceiro em mulheres, com 771 mil casos novos no mundo (FERLAY et al.,
2020; SUNG et al., 2021).

No Brasil, a estimativa para o triénio de 2023 a 2025 é de 704 mil
casos novos de cancer, sendo 32 mil casos de cancer de pulméao, o segundo tipo
de céancer de maior incidéncia em homens e o quarto em mulheres (Figura 1)
(INCA, 2022).

Figura 1 — Estimativas de novos casos de cancer, em mulheres e homens, para
2023-2025.
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Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA), 2022

3.2 O cancer de pulméo

O céancer de pulmao esta entre os canceres com alta mortalidade para
homens e mulheres (SIEGEL, 2014). Os tumores dessa doenca sdo derivados
do epitélio respiratério, incluindo os brénquios, bronquiolos e alvéolos
(ROSKOSKI, 2017). As células desse tipo de céancer possuem duas
classifica¢des histologicas: cancer de pulméo de células ndo pequenas e cancer

de pulmao de células pequenas, sendo 85% dos casos de cancer de células nédo



pequenas (HAGHGOO et al., 2015). O céancer de pulmdo de células ndo
pequenas apresenta um progndstico ruim e esta fortemente correlacionado com
o tabagismo (KENFIELD, 2008). Por possuir tendéncia a ser metastatico, essa
doenca dificulta o tratamento dos pacientes (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019).

O tabagismo é a causa de 80% dos casos de morte pelo cancer de
pulmé&o e a convivéncia com pessoas fumantes pode aumentar cerca de 20 a
30% a probabilidade de um ndo fumante desenvolver esse tipo de cancer
(ZAPPA, 2016).

A mortalidade por cancer de pulméo também esta relacionada ao
diagnostico em estagio avancado (Figura 2). A sobrevida dos pacientes 5 anos
apos o diagnostico no estagio avancado € de apenas 10% a 20%. Condicbes
socioecon6micas da populacéo, disponibilidade e qualidade dos servicos de

saude contribuem para gravidade dessa doencga (LIMA, 2022).

O estagio avancado do cancer de pulmao frequentemente apresenta
sua forma metastatica (Figura 3) (POPPER, 2016). Os carcinomas pulmonares
tendem a invadir érgdos como 0s 0ss0s, 0 cérebro, as glandulas adrenais, o

figado e os linfonodos extratoracicos (TAMURA et al., 2015).
Figura 2 — Estagios do cancer de pulméo metastatico.
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3.3 Metastase do cancer

As células tumorais sdo capazes de formar uma col6nia de cinquenta
ou mais células (RAFEHI, 2011). Elas apresentam pouca aderéncia as outras
células como também a matriz extracelular. Diante da perda de adesao, as
células tumorais conseguem se desprender da massa tumoral e realizar
metastase (KARP, 2005).

O processo da metdstase consiste em uma série de etapas. A
principio as células tumorais conseguem se desprender do tumor primario,
entram na circulacdo sanguinea e/ou linfatica, escapam do sistema imune,
extravasam capilares para uma regiao ou orgao onde irdo se aderir para invadir
as células endoteliais e da membrana basal, e consequentemente o crescimento
de um tumor secundario (Figura 3) (SEYFRIED et al., 2013; FIDLER, 2003;
MEHLEN, 2006).

Figura 3 — Formacao da metastase.

Proliferagdo/
Tumor primario angiogénese
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Fonte: Adaptado de Fidler, 2003

A sobrevivéncia das células tumorais na corrente sanguinea e a
geracdo de metastase sdo decorrentes de mecanismos de escape do sistema
imune (VINAY et al., 2015). As células conseguem sair do tumor primario,

migram para outras regides do corpo e formam colénias (HANAHAN et al., 2000).



O céancer de pulméo é altamente metastatico e as células comumente
migram para o cérebro, figado, medula Ossea e glandulas suprarrenais
(HEIDEMANN et al., 2014). A alta expressédo do gene ACTA2, responsavel pela
produgado de a-actina de musculo liso, contribui para manutencdo da forma e
movimento da célula, o que pode estar relacionado com a migragdo celular no
cancer de pulmao, tornando a célula tumoral capaz de alterar a sua forma e
desvincular do tumor, invadindo outros tecidos (POPPER, 2016; LEE et al.,
2013).

3.4 Tratamentos do cancer

A cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia, a imunoterapia e a terapia
hormonal s&o as principais formas de tratamento para o cancer e sao

determinadas pelo estagio da doenca (NCI, 2022).

A cirurgia é realizada através da remocdo do tumor que esta
progredindo no paciente oncoldgico, sendo um método eficaz para tumores que
nao tenham realizado metastase. Esse tratamento pode ser empregado sozinho,
ou em conjunto com a radioterapia e a quimioterapia (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019).

A radioterapia € realizada através da radiacdo que destroi ou danifica
as células tumorais, interrompendo o crescimento e avancgo do cancer. Além das
células tumorais, as células normais também séo afetadas durante o tratamento
e por isso sdo observados os efeitos adversos (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2019).

A quimioterapia consiste no uso de quimioterapicos que atuam de
forma sistémica e conseguem inibir o crescimento e a multiplicacdo das células
tumorais. A administracdo do quimioterapico pode ser feita por via oral,
intravenosa, intramuscular, subcutanea, intratecal ou topica. Por atuarem de
forma ndo especifica, os quimioterapicos também apresentam efeitos adversos
como transtornos hormonais, queda de cabelo, ndusea e vomitos. Esses efeitos
adversos sao causados pela inespecificidade dos antineoplasicos que danificam
as células normais (INCA, 2023; FERREIRA et al., 2017). Apesar da ampla



utilizacdo dos quimioterapicos existentes, eles ndo sdo eficientes contra alguns
tipos de tumores, principalmente os tumores solidos (AHMED et al., 2015;
ZHONG etal., 2018). Além disso, alguns tumores podem desenvolver resisténcia
ao tratamento com os quimioterapicos utilizados (DE MELO et al., 2011; MARIN
et al., 2009).

Alguns pacientes sdo submetidos a terapia adjuvante para a reducao
do risco de recidiva do cancer, podendo incluir a radiagcdo, quimioterapia e
terapia direcionada. (NON-SMALL CELL LUNG CANCER COLLABORATIVE
GROUP, 1995).

A base do tratamento do céancer de pulmdo é a remocao cirdrgica,
apesar da cirurgia, as taxas de recorréncia de NSCLC sao altas, necessitando o
tratamento adjuvante (quimioterapia e radioterapia) (ROSKOSKI, 2017).
Pacientes com cancer de pulmdo NSCLC em estagio avangado, geralmente
recebem quimioterapia apds a cirurgia para eliminar quaisquer células
cancerigenas remanescentes (NON-SMALL CELL LUNG CANCER
COLLABORATIVE GROUP, 1995).

Diante disso, € imprescindivel a busca por terapias que visem o bem
estar do paciente com quimioterapicos mais seletivos e que apresentem menos
efeitos adversos (EGGERMONT et al., 2012).

3.5 Produtos naturais

Os produtos naturais vém recebendo uma maior atencéo e tem sido
objeto de estudos rigorosos frente a tratamentos do cancer (ABD-RABOU et al.,
2012). Devido a sua grande diversidade vegetal a flora brasileira tem sido
interesse de pesquisa em propriedades medicinais das plantas, e hoje passa a
chamar atencéo da medicina por fornecer subsidios para a descoberta de muitas

substancias naturais terapéuticas (CORREA et al., 2014).

Estima-se que cerca de 65% dos farmacos aprovados com atividade
antitumoral sdo produtos naturais ou derivados destes (NEWMAN; CRAGG,
2020). Diversas classes de compostos presentes em plantas como quinonas,
terpenos e alcaloides séo as fontes de quimioterapicos que ja sao utilizados no
tratamento do cancer. (DEMAIN et al., 2011; VERMA, 2006).



As quinonas sao uma classe de compostos naturais produzidos por
plantas, caracterizadas pela presenca de anéis quinondidicos e subdividida em
benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas e fenantraquinonas (SOUSA et
al., 2016). Alguns dos atuais farmacos utilizados no tratamento do cancer séo
derivados pertencentes a essa classe de compostos, por exemplo, a
doxorrubicina e a mitomicina (VERMA, 2006).

A doxorrubicina € um medicamento originalmente extraida da
Streptomyces peucetius var. caesius (PARK et al.,, 2005). Atualmente, ela é
utilizada no tratamento de pacientes com cancer de mama, eséfago, figado e
linfomas (GEWIRTZ, 1999). Os mecanismos através dos quais a doxorrubicina
leva as ceélulas cancerosas a morte inclui danos ao DNA, efeitos diretos na
membrana celular, formacdo de radicais livres e peroxidacao lipidica, entre
outros (GEWIRTZ, 1999; MIZUTANI et al., 2005). As células saudaveis também
sofrem efeitos dos mecanismos apresentados pela doxorrubicina, causando
efeitos agudos e crénicos como a cardiotoxicidade, sendo associada ao aumento
do risco de insuficiéncia cardiaca (VON HOFF et al., 1979; VOLKOVA et al.,
2011).

O derivado naftoquinonico extraido da planta Avicennia marina exibe
atividade citotoxica contra linhagens KB, HelLa, HepG2 e MDA-MB-231
(KONGKATHIP et al., 2003; LIN et al.,, 2010). Os produtos naturais séo
considerados um rico reservatorio de compostos bioativos com potencial
terapéutico (HUANG; LU; DING; 2021) e desde a década de 80 vem sendo
aprovados para comercializacdo para o tratamento do cancer medicamentos
derivados de produtos naturais (AMARAL et al., 2019). Diante disso, moléculas
gue facilmente podem ser encontradas na natureza apresentam um carater

promissor, podendo ser sintetizadas para o uso terapéutico, inclusive no cancer.

3.6 Lausona e derivados

A lausona € um composto extraido da espécie Lawsonia inermis
(Figura 4) que pertence a familia Lythraceae. Essa espécie é um arbusto glabro
muito ramificado com porte de 2 a 6 metros que tem sido usada na medicina

tradicional. A planta € popularmente conhecida como henna, um agente
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cosmético mundialmente conhecido e usado para tingir cabelos, pele e unhas
(Figura 4). (KAMAL, 2010).

Além disso, a Lawsonia inermis apresenta importante atividade
farmacolégica como antitumoral, antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana,
antifngica, antiviral e hepatoprotetora, mostrando-se fonte de produto natural
para o desenvolvimento de medicamentos contra varias doencas (CHAUDHARY
et al. 2010).

Figura 4 — Flores de Lawsonia inermis.

Fonte: disponivel em: < https://indiabiodiversity.org/species/show/32693 > Acesso
em 20 de maio de 2023.

A lausona é uma naftoquinona precursora para a sintese de diversos
compostos anticancerigenos como o0 atovaquone e o lapachol (SINGH et al.,
2014). Esse composto possui efeito citotoxico, induzindo a geracéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), reacbes de alquilacio de DNA e proteinas
(RAHMOUN et al., 2013).

Diversos trabalhos mostram que a lausona apresenta um efeito
citotoxico em diferentes linhagens tumorais, por exemplo, em células humanas
tumorais do colon (DLD-1) (WANG et al., 2017) e em células de cancer de ovario
(SKOV-3) (LI et al.,, 2017). Resultados com o extrato de Lawsonia inermis

mostram uma alta citotoxicidade em células de carcinoma de pulmdo humano


https://indiabiodiversity.org/species/show/32693
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(A549), cancer de colorretal (DLD1) e carcinoma hepatocelular (HepG2)
(ISHTEYAQUE, 2020).

A lausona é uma fonte para a sintese de novos compostos através da
alteracdo da sua estrutura quimica. Esses novos compostos abrem
oportunidades para o desenvolvimento de farmacos antitumorais mais eficazes
gquando comparado ao composto original (OTTONI et al., 2020). Derivados
sintéticos de lausona apresentam maiores efeitos citotoxicos nas linhagens
cancer de mama: SKBR-3, MDA-MB-231 e MCF-7 em compara¢do a lausona
(OTTONI et al., 2020).

De Franca e colaboradores (2021), mostraram que derivados
glicosidicos de lausona apresentaram maior atividade citotoxica nas linhagens
de céancer de pulmdo (A549), melanoma (B16F10) e glioma (C6) quando
comparados a lausona. Diante do efeito antitumoral dos derivados de lausona
em diferentes linhagens tumorais, esse trabalho se propde a investigar o efeito

citotoxico de derivados de lausona nas linhagens A549 e C6.

4. METODOLOGIA

4.1 Derivados sintéticos da lausona

Os derivados sintéticos da lausona FMO-1, APSO-5 e APSO-19,
foram obtidos do Laboratério de Quimica Farmacéutica da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais, através de uma parceria
com o Prof. Dr. Ricardo José Alves (Figura 5 e tabela 1). Solucdes estoque na
concentragdo de 100 000 pM de cada compostos foram feitas em
dimetilsulféxido (DMSO) e armazenada a -4°C. Essas solu¢des foram utilizadas
para preparar uma solucéo de trabalho a 25 uM de cada composto, e utilizada

para realizacédo dos experimentos seguintes em diferentes concentragoes.
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Figura 5 — Estrutura quimica dos derivados de lausona.

Lausona

OAC

OAc

APSO-5 APSO-19
Fonte: DE FRANCA et al., 2021

Tabela 1 — Nomenclatura segundo a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IJUPAC) da lausona e seus derivados

Nomenclatura [IUPAC
Lausona 2-hidroxi-1,4-naftoquinona
FMO-1 2-(Prop-2-in-1-iloxi) naftaleno-1, 4-diona
APSO-5 2-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoxy-a-L-galactopyranosyloxy)-1,4-
naftoquinone
APSO-19 2-(2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoxy-B-L-galactopyranosyloxy)-1,4-
naftoquinone

Fonte: Autoria prépria

4.2 Linhagens e cultivo de células tumorais

A citotoxicidade dos derivados sintéticos de lausona foi avaliada em
células de carcinoma de pulméo (A549) e glioma (C6) que foram obtidas do
Laboratério de Biologia e Imunologia de Cancer e Leishmania do Departamento
de Morfologia da Universidade Federal de Sergipe (UFS). As células foram

mantidas em garrafas de cultivo em meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium
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(DMEM) suplementado com 10% de Soro Fetal de Bovino (SBF) e 1% de
antibiotico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL) e incubadas
em estufa & 37°C com atmosfera de 5% de CO». Ao obter confluéncia de 80%,
as células foram dissociadas da garrafa por meio do uso da solugéo Tripsina-
EDTA (Tripsina 0,25%; EDTA 0,53 Mm). Em seguida, a solucdo de Tripsina-
EDTA foi inativada por adicdo de meio DMEM suplementado (1:3). O meio
contendo as células foi transferido para tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a
259 xg por 10 min & 4°C. O pellet de células foi ressuspendido em meio DMEM
completo e ajustada a concentracado de células para cultivo e experimentos

posteriores.

Tabela 2 — Linhagens de células utilizadas nos experimentos.

Linhagem Descricao Espécie
A549 Carcinoma de pulméo Homo sapiens
C6 Glioma Rattus norvegicus

Fonte: Autoria propria

4.3 Ensaio de citotoxidade por sulforrodamina B (SRB)

As linhagens de carcinoma de pulmao (A549) e glioma (C6) foram
semeadas em placas de 96 pocos contendo meio DMEM suplementado, com
numero de células igual a 1x10* células/pogo. As células foram incubadas em
estufa com atmosfera de 5% de CO2 a 37°C por 24h, para aderéncia a garrafa.
Apoés esse tempo, as células foram tratadas nas concentracdes de 25 a 0,7 uM
com os derivados de lausona (FMO-1, APSO-5 e APSO0-19) por 72h.
Dimetilsulfoxido 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina 10 uM foram usados como
controle negativo e positivo, respectivamente. Ao completar o tempo, 0 meio
contendo os tratamentos, controles negativo e positivo de morte foram
descartados e as células fixadas com acido tricloroacético (30%) por 1h a 4°C.
A placa foi lavada por 4 vezes com agua destilada e deixado para secar.
Sulforodamina B (SRB) 0,057% (p/v) dissolvida em acido acético (1%) foi
adicionado aos pocos por 30 min em temperatura ambiente (TA). A placa foi
lavada por 4 vezes com acido acético (1%) para remocao do excesso de corante
e seca. TRIS base (10 mM; pH 10,5) foi usado para dissolu¢cao do SRB por 30

min e entdo a placa foi lida em leitor de microplaca (Synergy H1, Biotek, VT,
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EUA) por espectofotometria com comprimento de onda de 510 nm. O software
GraphPad Prism Versao 8.0 foi utilizado para determinagéao da 1C50.

O grau de inibicéo foi calculado a partir da média das absorbancias

observadas utilizando a seguinte formula:

%Grau de Inibicdo = 100 — [(Células tratadas / Células nao tratadas) x 100]

Com base no grau de inibicdo de cada derivado, foi calculada a IC50
dos compostos. A IC50 € a concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento
celular (ANDRADE et al., 2015). O composto FMO-1 foi selecionado para a
avaliagdo nos demais ensaios, devido o valor da ICsp ter sido o menor de todos
0Ss compostos. Para os posteriores experimentos, foram utilizados valores de
IC50 como base para definir as concentracdes, sendo meia vez a IC50, o valor
da IC50 e duas vezes a IC50 (1,1; 2,2 € 4,4 uM).

4.4 Ensaio clonogénico

A linhagem A549 foi escolhida de acordo com a alta incidéncia e
mortalidade desse cancer. As células foram semeadas em placa de 6 pocos (300
células/poco) em meio DMEM contendo 10% de SBF e 1% de antibiotico
(penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10.000 mg/mL). A placa foi incubada em
estufa com atmosfera de 5% CO: a 37°C por 24h, para aderéncia celular. Apos
esse tempo, as células foram expostas as concentracdes de 1,1 uM, 2,2 uM e
4,4 uM do composto FMO-1, por 72h em estufa, sob mesmas condicbes. DMSO
0,1% e Doxorrubicina 0,2 uM foram usados como controle negativo e controle
positivo, respectivamente. Apos o tempo de tratamento, os meios foram
desprezados e o meio DMEM completo foi adicionado aos pocos e as células
incubadas em estufa com atmosfera de 5%, CO, a 37°C por 7 dias. Esse ensaio
consiste em avaliar a viabilidade proliferativa e a capacidade de formacéo de
col6nias por uma unica célula apés um periodo de incubacdo (FRANKEN et al.,
2006). Apds 10 dias de experimento, as células foram fixadas com metanol +
acido acético (3:1) por 5 min e coradas com cristal violeta 0,5% em agua

destilada, por 30min. Apds a coloragéo, os pogos contendo células foram lavados




15

com agua. Ao final do experimento, foi observado o niumero de colénias das

células, com auxilio do software Image J.

4.5 Ensaio de migracéao celular

As células A549 foram semeadas em densidade 4x10° células/poco
em placa de 12 pogos e apds 24h um risco foi feito na por¢do central de cada
poco com o auxilio de uma micropipeta amarela, removendo as células desta
regido. Os pocos foram lavados com PBS para remover as células soltas. Em
seguida, as células foram expostas a concentracbes crescentes do composto
FMO-1 nas concentracbes de 1,1 uyM, 2,2 yM e 4,4 yM. DMSO 0,1% e
Doxorrubicina 0,2 uM foram usados como controle negativo e controle positivo,
respectivamente. Durante o periodo de incubacdo, a éarea dos riscos foi
analisada com auxilio de microscopio oOptico invertido (Nikon, T5100) em
aumento de 40X, a fim de observar o fechamento destes. Fotografias dos riscos
foramtiradas em O h, 24 h e 48 h de tratamento. A area de fechamento foi medida
com auxilio do software Image J e a porcentagem de fechamento foi calculada,
comparando os tempos 24 e 48 h com o tempo zero, utilizando a formula
previamente descrita (YARROW et al., 2004). As células in vitro sobre a borda
de uma ferida terdo a capacidade de migracdo, essas células irdo se mover na

direcdo da outra borda até que se encontrem (LIANG et al., 2007).

4.6 Analise estatistica

Todos os resultados foram avaliados a partir da execucdo de trés
experimentos independentes. Para determinar a ICsp 0S experimentos
apresentaram intervalo de confianca de 95%. Para todos os experimentos de
citotoxicidade, valores p < 0,05 que foram considerados significativos
estatisticamente. Analises e graficos, assim como a IC50 foram obtidos a partir
do programa GraphPad Prism 8. Os dados foram submetidos a analises
estatisticas, tais como, One-way e Two-way ANOVA, poOs-teste de Dunnet e pés-

teste de Tukey.
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5. RESULTADOS

5.1 Derivados de lausona reduzem o crescimento celular de
linhagens de células tumorais

Os trés derivados de lausona FMO-1, APSO-5 e APSO-19 foram
utilizados para avaliar o potencial de inibir o crescimento das células A549 e C6,
apos 72 h de tratamento, por meio do ensaio de SRB. Segundo Mahmoud e
colaboradores (2011), a atividade citotoxica é considerada em: alto grau de
inibicdo acima de 75%, médio grau entre 75% e 50% e baixo grau abaixo de
50%.

O FMO-1 apresentou um alto grau de inibicdo nas concentracoes de
25 a 3,1 uM na linhagem A549 e 25 a 6,5 uM em C6 (Figura 6) (PROPHETA-
SANTOS et al., 2022).

Figura 6 — Porcentagem do grau de inibicdo do FMO-1.
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Fonte: PROPHETA-SANTOS et al., 2022.

Resultados obtidos apés tratamento por 72h com o derivado de lausona FMO-1 nas linhagens
de A549 e C6. O grafico representa a média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes.
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Nas células de carcinoma de pulmdo A549, a APSO-5 nas

concentragbes de 25 a 6,2 pM apresenta alto grau de inibicdo na linhagem,

enquanto a APSO-19 apresenta alto grau de inibicdo nas concentragdes de 25

e 12,5 uM. Em células de glioma C6, a APSO-5 foi capaz de inibir o crescimento

celular nas concentragfes de 25 e 12,5 uM e a APSO-19 s6 apresentou uma alta

inibicdo de crescimento na maior concentragao de 25 uM (Figura 7).

Figura 7 — Porcentagem do grau de inibicdo da APSO-5 e APSO-19.
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Fonte: Autoria prépria.

Resultados obtidos ap0s tratamento por 72h com os derivados de lausona APSO-5 e APSO-19

nas linhagens de A549 e C6. O grafico representa a média e desvio padréo de trés experimentos

independentes.
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Os resultados do grau de inibicdo foram utilizados para calcular a
concentragdo maxima inibitéria de 50% do crescimento celular (ICso)
apresentados nas tabelas 3 e 4. O FMO-1 apresentou valores de IC50 de 2,2 uM
em ambas as linhagens testadas. A molécula de origem, lausona, apresenta IC50
acima de 20 pM. Os derivados mostram um efeito mais citotoxico nas células

tumorais A549 e C6 quando comparados a lausona (Tabela 3).

Os valores da IC50 evidenciados na tabela 4 mostram que o0 composto
APSO-5 apresenta 4 uM para A549 e 5,1 pM para C6. A APSO-19 apresenta
valores de IC50 de 5,1 uM na linhagem A549 e 12,7 uM em C6. A doxorrubicina
(dox), composto utilizado como controle positivo, apresentou IC50 de 1,4 pM em
células de A549 e 1,3 uM em C6.

Considerando os resultados com FMO-1 e a alta taxa de incidéncia e
letalidade do cancer de pulméo, esse composto foi selecionado para prosseguir
nos demais experimentos nessa linhagem, sendo utilizado as concentragcfes de
metade da IC50, o valor da IC50 e o dobro da IC50 em A549 (PROPHETA-
SANTOS et al., 2022).

Tabela 3 — Resultados da IC50 da lausona e seu derivado FMO-1.

IC50 (UM
Compostos (M)
A549 C6
FMO-1 2,2(1,6-2)9) 2,2(1,6-2,8)
Lausona 53 (32,2-123,7) 22,6 (10,2 -41,0)

Fonte: PROPHETA-SANTOS et al., 2022
Dados na tabela mostram a concentracdo méaxima inibitéria de 50% do crescimento celular (ICso)
e o intervalo de confianca em 95% de trés experimentos independentes apds o tratamento com

a lausona e seu derivado por 72 h.

Tabela 4 — Resultados da IC50 da Doxorrubicina (Dox) e os derivados da lausona
APSO-5 e APSO-19.

IC50 (UM
Compostos (M)

A549 C6
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APSO-5 4(3,0-5,2) 5,1 (2,7 - 8,9)
APSO-19 51(44-60) 12,7 (7,7 -223)
Dox 1,4 (0,9 - 2,0) 1,3 (0,2 - 3,0)

Fonte: Autoria prépria.

Dados na tabela mostram a concentracdo maxima inibitéria de 50% do crescimento celular
(IC50) e ointervalo de confianga em 95% de trés experimentos independentes apds o tratamento

com a doxorrubicina (dox) e derivados da lausona por 72 h.

5.2 Derivado de lausona FMO-1 reduz a formacgéo de coldnias de
células A549

A partir do ensaio clonogénico foi possivel avaliar a capacidade dos
tratamentos com FMO-1 de inibir significativamente a formacéo de colbnias. A
menor concentracdo de FMO-1 (1,1 uM) foi capaz de inibir 31,1% do namero de
col6nias, enquanto na concentracdo de 2,2 UM a inibicéo foi de 82,1%. A maior
concentracdo desse composto (4,4 uM) foi capaz de inibir 98,1% de numero de
col6nias. Houve diferenca significativa entre os tratamentos em comparacao ao
controle, sendo que a maior concentracdo de FMO-1 (4,4 um) os resultados de
inibicdo foram semelhantes ao controle positivo (Dox), que inibiu 96,1% da
formacdo de colbnia. Foi observado que os tratamentos tém uma resposta

concentracdo dependente (p>0,001) (Figura 8).

Figura 8 — Efeito do FMO-1 na inibicdo da formacéo de colénias de A549
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A— Representacdo do ensaio clonogénico apés o tratamento com FMO-1. B — Percentual de
formac&o de colbnias. Cnt = controle negativo e Dox = doxorrubicina. Os dados foram submetidos
a One-Way ANOVA seguida de pés-teste de Dunnett. (****) p<0,0001 tratamentos comparados
com o controle negativo e (#) p<0,001 para comparacdes entre os tratamentos.

5.3 Derivado de lausona FMO-1 inibe a migracao celular de células
A549

O ensaio de cicatrizacdo de feridas foi utilizado para avaliar a
capacidade de migracdo de células A549, ap0s o tratamento com trés
concentragbes do FMO-1 (1,1 uM, 2,2 uM e 4,4 uM), observados nos tempos
0, 24 e 48 horas ap6s o tratamento. Analisando os dados foi possivel observar
gue apos a realizacédo da ferida o composto FMO-1 inibiu a migracdo das
células em todos os tempos observados. O FMO-1 na concentracédo de 4,4
UM teve um baixo percentual de migracdo das células A549 com 18% do
fechamento da risca no tempo de 24 horas e 56% de fechamento no tempo
de 48 horas. Os resultados dessa concentracéo se aproximam dos resultados
obtidos com o controle positivo (dox) a qual a porcentagem de fechamento foi
de 78% em 48 horas (Figura 9).



Figura 9 — Efeito do FMO-1 na migracéo de células de A549.
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Fonte: PROPHETA-SANTOS et al., 2022
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A- Representacdo do ensaio de migracdo apdés o tratamento com FMO-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 Dox = doxorrubicina. Os dados foram submetidos a

Two-Way ANOVA seguida do pés-teste de Dunnett para a comparacdo entre os tratamentos
(****) P<0,001 e (*) P<0,01.

6. DISCUSSAO

A lausona é um corante mais conhecido por henna, além de ser uma
naftoquinona que possui um grande potencial antitumoral (RASOULIYAN et al.,

2021). Essas naftoquinonas possuem o anel de naftaleno, que contém dois
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grupos carbonilicos que podem apresentar isoformas com propriedades
distintas, a depender de suas posi¢cdes (SANCHEZ-CALVO et al., 2016). Diante
disso, a lausona e seus derivados sdo uma fonte para a descoberta de novos
agentes quimioterapicos (SINGH; LUQMAN, 2014). Nesse trabalho foi avaliada
a atividade citotdxica de trés derivados de lausona FMO-1, APSO-5 e APSO-19
em linhagens de carcinoma pulmonar (A549) e glioma (C6) através do ensaio
por SRB.

Os resultados do ensaio pelo SRB mostram que os trés compostos
estudados apresentaram um alto efeito citotéxico na linhagem A549, com os
valores de IC50 abaixo de 6 uM. Enquanto na linhagem C6 apresenta os mesmos
resultados, com a excecdo da APSO-19 que apresenta ICso de 12,7 uM. Entre
os trés compostos, o FMO-1 foi o que apresentou o maior efeito citotoxico com
IC50 de 2,2 uM nas linhagens A549 e C6. Para Kuete e colaboradores (2014)
compostos considerados potentes no tratamento do cancer devem apresentar

ICs0 abaixo de 10 uM apods 72h de tratamento.

Mudancas na estrutura quimica de compostos podem aumentar a
citotoxicidade destes em linhagens tumorais, pois pode resultar em novos
compostos sintetizados com melhores perfis farmacocinéticos (OTTONI et al.,
2020). Derivados glicosidicos de lausona mostraram um alto efeito inibitério na
proliferacdo das linhagens A549, B16-F10 e C6 com IC50 menores que a da
lausona (DE FRANCA et al., 2021) como também em linhagens de cancer de
mama (SKBR-3, MDA-MB-231 e MCF-7) (OTTONI et al., 2020). De Almeida e
colaboradores (2021) ao investigarem uma naftoquinona derivada da lausona
descobriram que ela foi capaz de inibir a proliferacao de sete linhagens tumorais
(MCF-7, SK-MEL19; 28 e 103, HCT-116, MESA/DX5 e B16F10). Nossos
resultados mostram que a lausona apresentou uma IC50 23 vezes maior que o
seu derivado FMO-1 na linhagem de A549, o que torna esse composto promissor
e que possui um grande potencial antitumoral, dentre os compostos testados, o
FMO-1 apresentou maior efeito inibitério de proliferacéo celular, sendo assim foi

selecionado para a avaliacdo dos demais ensaios de citotoxicidade.

O cancer de pulméao apresenta alta taxa de mortalidade e um dos mais

incidente no Brasil e no mundo, além de ser altamente metastatico (INCA, 2022).
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Devido a problemas para o diagnéstico e o tratamento desse tipo de cancer, ha
necessidade do desenvolvimento de novos tratamentos eficazes (KAWAMURA,
2019). O carcinoma de pulmao é o tipo de cancer de pulméo formado por células
ndo pequenas, que sao responsaveis por 80% da incidéncia de casos e essa
categoria de cancer é relativamente resistente a quimioterapia (SHIEN, 2012).
Diante disso, a linhagem de células A549 foi a linhagem selecionada para a

avaliagéo de citotoxicidade nos demais experimentos.

O ensaio clonogénico padronizado por Franken (2006), consiste em
avaliar a viabilidade proliferativa e capacidade da formacao de colbnias e clones
por uma unica célula apés um periodo de incubacdo. O ensaio clonogénico
permite avaliar a capacidade das células de formar uma coldnia de cinquenta ou
mais células (RAFEHI, 2011). Nesse estudo, foi possivel observar que todas as
concentracgOes testadas do composto FMO-1 inibiram a formacao de colénias na
linhagem A549.

Semelhante aos resultados apresentados, De Franca e colaboradores
(2021) apresentaram resultados com derivados glicosidicos de lausona capazes
de inibir a formacdo de clones em linhagem tumoral de melanoma B16-F10.
Kviecinski e colaboradores (2012) mostraram efeitos de uma naftoquinona
associada a ascorbato que induziu a diminuicdo da formacao de col6nias em
cancer de bexiga (T24). Em um estudo com o ensaio clonogénico, Ross e
colaboradores (2011) revelaram que o tratamento com derivados de
naftoquinonas limita a capacidade das células de cancer de prostata (PC-3) em

formar col6nias.

O carcinoma pulmonar € um cancer que apresenta grande poder
metastatico (HUNG et al., 2014), sendo a metastase o principal responsavel pela
morte em pacientes com cancer. Assim, ainda € necessaria uma busca por
drogas antitumorais eficazes, que evitem o processo metastatico (BALASSIANO,
2005). Nossos dados mostram que o composto FMO-1 possui uma alta
capacidade de inibir a migracdo de células A549, podendo entdo ser um
composto com potencial de inibir a proliferacdo e o0 processo metastatico desse

tipo de cancer.
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Resultados da literatura mostram que derivados de lausona possuem
capacidade antiproliferativa e capacidade de inibir a migracdo celular. Almeida e
colaboradores (2017) relataram que houve fechamento da ferida em 40% no
tempo de 48 horas apds o tratamento com derivado sintético de lausona em
células de cancer de mama MCF-7, quando comparado com as células nao
tratadas. De Franca e colaboradores (2021) mostraram que derivado de lausona
foi capaz de inibir 80% da migracéo de células de melanoma (B16-F10) apos 24
horas de tratamento. Jang e colaboradores (2014), mostram a capacidade de
uma naftoquinona em inibir cerca de 70% da migracao de células de cancer de
mama de linhagens distintas (MCF-7 e MDA-MB-231). Corroborando esses
resultados o FMO-1 foi capaz de inibir 56% da migracéo celular no tempo de 48
horas nas células A549.

Os resultados deste estudo demonstram que os derivados da lausona
FMO-1, APSO-5 e APS0O-19 possuem alto efeito citotoxico na linhagem A549,
com IC50 abaixo de 6 uM. Entre os trés compostos, o0 FMO-1 foi 0 que apresentou
uma menor IC50, como também um alto efeito na inibicdo da migracao celular e

na inibicdo na formacéo de clones das células A549.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados mostram a importancia da atividade citotoxica dos
derivados de lausona em linhagens de células tumorais. Pode-se dizer que o
composto FMO-1 foi o que apresentou melhor atividade inibitéria frente as
linhagens testadas. A partir dos resultados, pode se inferir que o composto é
capaz de inibir a migracao celular e a formacéo de colénias na linhagem tumoral
de pulmédo A549. Sendo assim, 0 composto apresenta capacidade em diminuir
a proliferacdo celular, apresentando citotoxicidade em células tumorais de

pulméo, sendo um composto com grande potencial no tratamento do cancer.
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