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RESUMO

O cancer é uma doenca multifatorial caracterizada por divisdo desordenada das
células. O tratamento do cancer €, na maioria das vezes, inespecifico e altamente
citotéxico, afetando também células ndo tumorais. Na busca por novos compostos
antineoplasicos, as pesquisas com derivados de produtos naturais tém se mostrado
cada vez mais promissoras e revelam a constante evolugdo da ciéncia para
proporcionar tratamentos com menos efeitos adversos. O Indol € um composto natural
encontrado em plantas e microrganismos com comprovada atividade antitumoral.
Modificagdes em sua estrutura podem potencializar a agao citotoxica sobre células
tumorais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico do derivado
sintético do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one em linhagens tumorais. Para
isso, a sulforodamina B (SRB) foi utilizada para determinar o efeito citotoxico do
composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one em linhagens de melanoma
(B16F10), cancer de pulmao (A549), cancer de mama (MCF7) e cancer de prostata
(PC-3). Os ensaios clonogénico e de migracao celular foram realizados para analisar
a formacéo de colénias e a capacidade migratéria das linhagens A549 e B16F10. O
DAPI e a Faloidina/FITC foram utilizados para observar alteragdes morfoldgicas nas
linhagens A549 e B16F10 apds o tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yh)propan-1-one. O tipo de morte celular foi analisado por citometria de fluxo e, em
seguida, foi realizado o ensaio de hemodlise em eritrocitos humanos e de
camundongos C57BL/6. Todos os testes foram realizados em trés experimentos
independentes e os resultados foram representados como meédia e intervalos de
confiangca de 95%. Para analise de comparagéo entre grupos foi utilizado ANOVA
seguida de pos teste de Dunnett. Valores de p<0,05 foram considerados significativos
estatisticamente. Como resultados, observamos uma alta inibigdo do crescimento
celular com Clso menor ou igual a 10 yM nas quatro linhagens estudadas. Os maiores
efeitos de inibigao foram observados nas linhagens A549 e B16F10 com Clso de 2,6 €
7,6 UM, respectivamente. As linhagens A549 e B16F10 foram selecionadas para os
proximos testes biolégicos considerando a Clso e a relevancia epidemioldgica desses
canceres. No ensaio de formagao de colbnias, foi observada inibicdo de clones na
linhagem A549 na concentragao de 5,2 uM e na linhagem B16F 10 nas concentragcdes
de 3,8 a 15,2 yM. Na analise de migracdo observamos que o composto inibiu o
fechamento da risca nas linhagens A549 e B16F10 nas maiores concentragdes apos
48 horas de tratamento. Além disso, foram observadas alteragbes morfolégicas
caracteristicas de apoptose nas linhagens A549 e B16F10 pela marcagdo com DAPI
e Faloidina/FITC como reducdo citoplasmatica e alteracbes na disposicao dos
filamentos de actina. Esses resultados corroboram com a citometria de fluxo, na qual
foi evidenciado que o tratamento induziu apoptose nas linhagens A549 e B16F10. Nao
foi observada atividade hemolitica em eritrocitos humanos e de camundongos
C57BL/6 apds exposicao ao composto. Nossos resultados mostram que o tratamento
com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one nas linhagens A549 e B16F10
inibiu o crescimento e a migragao celular, além de induzir morte celular por apoptose.

Descritores: Antineoplasicos. Apoptose. Citometria de fluxo. Inddis. Neoplasias.



ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease characterized by disordered cell division. Cancer
treatments is often nonspecific and highly cytotoxic, affecting also nontumor cells. In
the search for new antineoplastic compounds, research into derivatives of natural
products has proved increasingly promising and reveals the constant evolution of
science to provide treatments with fewer adverse effects. Indole is a natural compound
found in plants and microorganisms with proven anti-tumor activity. Modifications to its
structure can potentiate its cytotoxic action on tumor cells. The aim of this study was
to evaluate the cytotoxic potential of the synthetic indole derivative 1-(1-tosyl-1H-indol-
3-yl)propan-1-one in tumor cell lines. For this, sulforhodamine B (SRB) was used to
determine the cytotoxic effect of compound 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one in
melanoma (B16F10), lung cancer (A549), breast cancer (MCF7) and prostate cancer
(PC-3) cell lines. In vitro clonogenic and cell migration assays were carried out to
analyze the colony formation and migratory capacity of the A549 and B16F10 cell lines.
DAPI and Phalloidin/FITC were used to observe morphological changes in the A549
and B16F10 cell lines after the treatment with compound 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one. The type of cell death was analyzed by flow cytometry and then the
hemolysis assay was performed on human and C57BL/6 mouse erythrocytes. All the
tests were carried out in three independent experiments and the results were
represented as means and 95% confidence intervals. ANOVA followed by Dunnett's
post-test was used to analyze comparisons between groups. Values of p<0.05 were
considered statistically significant. As a result, we observed a high inhibition of cell
growth with ICso less than or equal to 10 uM in the four cell lines studied. The greatest
inhibition effects were observed in the A549 and B16F 10 cell lines with 1Cs0 of 2.6 and
7.6 UM, respectively. The A549 and B16F10 cell lines were selected for the next
biological tests considering the ICs0 and the epidemiological relevance of these
cancers. In the colony formation assay, clone inhibition was observed in the A549 cell
line at a concentration of 5.2 yM and in the B16F10 cell line at concentrations of 3.8 to
15.2 uM. In the migration analysis, we observed that the compound inhibited the
closure of the stripe in the A549 and B16F10 cell lines at the highest concentrations
after 48 hours of treatment. In addition, morphological changes characteristic of
apoptosis were observed in the A549 and B16F10 cell lines by DAPI and
Phalloidin/FITC labeling, such as cytoplasmic reduction and changes in the
arrangement of actin filaments. These results corroborate flow cytometry, which
showed that the treatment induced apoptosis in the A549 and B16F10 cell lines. No
hemolytic activity was observed in human erythrocytes and C57BL/6 mouse after
exposure to the compound. Our results show that treatment with compound 1-(1-tosyl-
1H-indol-3-yl)propan-1-one in A549 and B16F10 cell lines inhibited cell growth and
migration, as well as inducing cell death by apoptosis.

Descriptors: Antineoplastics. Apoptosis. Flow cytometry. Indoles. Neoplasms.
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1 INTRODUGAO

O termo cancer refere-se a um grupo de doengas com alta incidéncia e
mortalidade no mundo, sendo a segunda maior causa de oObitos dentre as doencgas
nao-infecciosas (Diori Karidio et al., 2021). No Brasil sdo estimados 704 mil novos
casos de cancer para o triénio 2023 a 2025, segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA).

O cancer é caracterizado por uma proliferagao celular descontrolada e ocorre
a partir de uma mutagao genética nos proto-oncogenes que quando ativados, tornam-
se responsaveis por transformar as células normais em cancerosas (INCA, 2020).
Estas mutacbes podem ser induzidas por fatores externos como a exposicdo a
radiagcdes, exposicdo a produtos quimicos, virus, consumo de alcool, tabagismo,
alimentacao inadequada e sedentarismo, além de fatores genéticos relacionados a
hereditariedade (Prado, 2014).

A cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia sao considerados a base do
tratamento do cancer (Guerra et al., 2019). Mesmo que comprovada a eficacia desses
tratamentos, os efeitos adversos dos farmacos afeta diretamente a qualidade de vida
dos pacientes, principalmente se tratando da quimioterapia e da radioterapia.
Nauseas, vomitos, dores nas articulagdes e diarreia sdo conhecidos por quase sempre
estarem presentes em pacientes que recebem uma administracdo de quimioterapia
(Silva et al., 2022). Além disso, a baixa seletividade dos farmacos administrados no

tratamento do cancer acaba por destruir também células ndo-tumorais.

Tendo em vista as taxas de incidéncia e prevaléncia do cancer, assim como a
heterogeneidade da doenga associada a quimiorresisténcia apresentada ao
tratamento com antineoplasicos tradicionais torna-se evidente a necessidade da
busca por novas substancias, protocolos e associagdes que apresentem
especificidade as células tumorais e baixa toxicidade as células ndo-tumorais para um

tratamento mais assertivo e com menos efeitos adversos.

Na busca por novos compostos, os produtos naturais constituem uma
importante fonte de moléculas biologicamente ativas sendo que cerca de 40% dos
farmacos aprovados para comercializagéo tém origem natural. No cancer, 64,9% dos
farmacos antineoplasicos existentes sao oriundos de fontes naturais (Newman &
Cragg, 2020).
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Entre os produtos naturais, o Indol € um composto organico heterociclico
aromatico encontrado em vegetais da familia Brassicaceae como o brocolis, na flor de
laranjeira e em compostos marinhos (Biswal et al., 2012). Ele € o precursor de diversos
insumos farmacéuticos ativos e componente estrutural que da fragrancia a diversas
estruturas florais (Biswal et al., 2012). O Indol possui efeito comprovado em linhagens
tumorais de glioma, adenocarcinoma de pulm&o, melanoma (Andrade et al., 2024) e
mama (Kelly et al., 2016).

E crescente o nimero de pesquisas com derivados sintéticos de compostos
naturais para o tratamento do cancer. Tais derivados sintéticos com atividade biologica
ativa comprovada podem apresentar perfis cinéticos melhorados em relagao as suas
moléculas de origem. Nestes casos, pode ser modificado, por exemplo, o perfil de
absorgao, bem como aumentar a citotoxicidade sobre células tumorais e diminuir os
efeitos toxicos sobre células nao-tumorais, aumentando sua seletividade e poténcia
(Ottoni et al., 2013).

Estudos do nosso grupo de pesquisa mostram que os derivados Indolicos
apresentam uma alta atividade citotoxica em linhagens de carcinoma de pulmao,
melanoma e glioma (Andrade et al., 2024). Dando continuidade a investigacdo do
efeito antitumoral de derivados Inddlicos, esse trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial citotoxico do derivado sintético do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-
one nas linhagens de carcinoma de pulmao (A549), melanoma (B16F10), mama
(MCF7) e préstata (PC-3).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial citotoxico do derivado sintético do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-

3-yl)propan-1-one em linhagens tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o grau de inibigdo celular do composto nas linhagens B16F10, A549,
MCF7 e PC-3.

e Determinar a Concentragao Inibitoria para 50% das células (Clso) do composto
nas linhagens B16F10, A549, MCF7 e PC-3.

e Avaliar o efeito do composto na formagao de colénias e na migracao das
linhagens A549 e B16F10.

e Analisar alteragcbes morfolégicas nas linhagens A549 e B16F10 apds
tratamento com o composto.

e Determinar o tipo de morte celular nas linhagens A549 e B16F10 apds
tratamento com o composto.

e Avaliar a citotoxicidade do composto em eritrocitos humanos e eritrocitos de
camundongos C57BL/6.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Aspectos gerais e epidemiolégicos do cancer

Cancer é um termo usado para um conjunto de mais de 100 tipos de doencas
e que tem em comum o crescimento desordenado de células. Entre os diferentes tipos
de cancer, os adenocarcinomas sao classificados como tumores malignos que se
originam nas células epiteliais ou glandulares com forte tendéncia a invadir tecidos
vizinhos. Os mais comuns entre todos os adenocarcinomas sdo os canceres de
mama, pulmao, bexiga, prostata, pele, estbmago, ovario e pancreas (INCA, 2023;
Prado, 2014).

Do ponto de vista epidemiolégico, o aumento gradual no numero de casos de
cancer pode ser explicado pelo aumento da populagéo idosa, de 47 anos (1950 —
1955) para cerca de 72 anos (2015 — 2020). O envelhecimento da populagao tem sido
acompanhado por mudangas no comportamento, na dieta e na exposigao a poluentes
ambientais. Além disso, 0 sucesso de agdes para o controle de doengas infecciosas
também contribui na mudanca do perfil de morte para as causadas por doencas

cronicas ndo transmissiveis (Van et al., 2023; Martins et al., 2021; Wild et al., 2020).

No mundo sao estimados para o ano de 2025, 21 milhdes de novos casos e 10
milhdes de mortes por cancer, de acordo com o Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN). Na estimativa de novos casos de céncer, os mais prevalentes serdo
0s canceres de traqueia, bronquios e pulmdo com 2.661.254 casos, mama com
2.454.864 casos, colon e reto com 2.064.415 casos e préstata com 1.507.067 novos
casos. Para o melanoma, estima-se 353.947 novos casos. Ja os canceres mais
mortais estimados para 2025 sdo os canceres de traqueia, brénquios e pulmao com
1.946.870 mortes, colon e reto com 966.099 mortes, cancer dos ductos biliares
hepaticos e intra-hepaticos com 809.259 mortes e o cancer de mama com 715.156
mortes. Estima-se 62.551 mortes por melanoma e 416.922 mortes por cancer de
prostata (GLOBOCAN, 2022).

No Brasil, o cancer de pele ndo melanoma é estimado como o mais incidente
para o triénio de 2023 a 2025 com 220 mil novos casos (31,3%), seguido pelos
canceres de mama com 74 mil (10,5%); préstata com 72 mil (10,2%); colon e reto com
46 mil (6,5%); pulmao com 32 mil (4,6%); e estdmago com 21 mil (3,1%) novos casos
(Figura 1). No Nordeste sao estimados 152.930 novos casos de cancer e, para o
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estado de Sergipe, sdo estimados 6.450 novos casos para cada ano do triénio de
2023 a 2025 (INCA, 2022).

Figura 1. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o triénio

de 2023 a 2025 por sexo, exceto pele nao melanoma.

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, brénquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do (tero 17.010 7,0%
Estémago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e puimao  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
EsGfago 8.200 3,4% Estdmago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do dtero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Ovdrio 7.310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Péancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 5.620 2,3%

* Numeros arredondados para multiplos de dez. Fonte: Adaptado de INCA, 2022.

No Brasil, estima-se que para cada ano do triénio de 2023 a 2025, os tipos de
cancer mais frequentes em homens serdo pele ndo melanoma com 102 mil (29,9%);
préstata com 72 mil (21,0%); colon e reto com 22 mil (6,4%); pulmé&o com 18 mil
(5,3%); estbmago com 13 mil (3,9%); e cavidade oral com 11 mil (3,2%) novos casos.
Nas mulheres os canceres de pele ndo melanoma com 118 mil (32,7%); mama com
74 mil (20,3%); colon e reto com 24 mil (6,5%); colo do utero com 17 mil (4,7%);
pulméo com 15 mil (4,0%); e tireoide com 14 mil (3,9%) serdo os mais frequentes
(INCA, 2022).

De acordo com o Global Cancer Observatory (GLOBOCAN) e a International
Agency for Research on céncer (IARC), no ano de 2022, 227.750 pessoas morreram
por cancer no Brasil. O cancer mais letal foi o de traqueia, bronquios e pulmao, 38.292
obitos, seguido dos canceres de colon e reto, 28.884 oObitos; mama, 22.189 obitos;
prostata, 19.958 o6bitos; estdbmago, 18.138 &bitos e pancreas 12.294 odbitos. 2.273
pessoas morreram no ano de 2022 decorrentes do cancer de pele melanoma no
Brasil. Destes, 1.317 foram do sexo masculino e 956 do sexo feminino (GLOBOCAN,
2022).

Em Sergipe, 0 maior numero de o6bitos foi registrado para o cancer de mama,
180 6bitos. Na sequéncia estao os canceres de traqueia, bronquio e pulmao, 160
Obitos; prostata, 153 Obitos; cdlon e reto, 107 6bitos; pancreas 94 ébitos e estbmago
92 o6bitos. Foram registrados 32 6bitos relacionados a neoplasias malignas da pele.
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Na populagdo masculina os canceres com maior numero de obitos foram prostata;
traqueia, bronquios e pulmao e estdbmago. Na populagado feminina, os canceres com
maior numero de Obitos foram mama; traqueia, brénquios e pulméo e célon e reto
(GLOBOCAN, 2022).

Os tratamentos mais comuns empregados no cancer sao a radioterapia, a
quimioterapia e cirurgias. Em muitos casos, ha combinagdo de mais de uma dessas
modalidades de tratamento. Ha também tratamentos como transplante de medula
o0ssea, imunoterapia, hormonioterapia, drogas antiangiogénicas, proteinas
imunoregulatdrias, reguladores do ciclo celular e inibidores de enzimas (De Francisco
et al., 2019).

A radioterapia faz uso de radiagao ionizante com o intuito de destruir células
tumorais em seu local de replicagdo. No entanto, sabe-se que a radiacéo ionizante
nao tem apenas acao local, mas também efeitos sistémicos, modulando muitas vias
de sinalizagao molecular (Carvalho et al., 2018). Além disso, os efeitos da radiagéo no
tecido Osseo, estdo bem descritos, porém ainda ndo se sabe completamente quais
alteragdes metabdlicas ocorrem poés-radiagdo (Novaes, 2018). A cirurgia oncolégica,
consiste na retirada do tumor, que uma vez indicada, sua intengcdo € remover
totalmente o tumor (INCA, 2020).

Na quimioterapia sao utilizados farmacos que agem sobre as células tumorais.
Suas administragdes podem se dar por via oral, intravenosa, intramuscular,
subcutanea, intratecal e tépica. A quimioterapia possui efeito sistémico e, apesar da
comprovada eficacia no tratamento do céncer, ela apresenta efeitos adversos
significativos como queda de cabelo, prisdo de ventre, diarreias, feridas na boca, enjoo

e vomito, hiperpigmentag¢do, anemia, leucopenia e trombocitopenia (INCA, 2020).

Os quimioterapicos sao classificados de acordo com a sua interagdo com o
DNA em agentes alquilantes, agentes metabdlitos e antibidticos antitumorais. Os
agentes alquilantes causam alteragbes nas cadeias de DNA, impedindo sua
replicagao, sendo capazes de destruir células em repouso ou em processo de divisao
ativa. Os agentes antimetabdlitos, atuam sobre células em fase de sintese do DNA,
pois, incorporam-se a ceélula e bloqueiam a producdo das enzimas necessarias a

sintese de substancias fundamentais. Estdo divididos em analogos das purinas, do
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acido félico e das pirimidinas (Andrade et al., 2007; Bonassa et al., 2005; Machado et
al., 2000; Fonseca et al., 2000).

Os antibidticos antitumorais interferem na sintese dos acidos nucléicos com
consequente impedimento da duplicacdo e separagao das cadeias de DNA e RNA.
Os alcaloides agrupam os inibidores mitoéticos e os inibidores da topoisomerases, uma
enzima necessaria para o término da replicacdo do DNA. O que se observa € que os
farmacos antineoplasicos utilizados na quimioterapia podem ser toxicos a qualquer
tecido com alta atividade mitdtica e ciclo celular curto, sendo eles normais ou
cancerosos, € deste modo, tem como consequéncia o aparecimento dos efeitos
adversos (Andrade et al., 2007; Bonassa et al., 2005; Machado et al., 2000; Fonseca
et al., 2000).

3.2 Biologia do cancer

A carcinogénese é caracterizada como o processo de mutagées em genes que
controlam a proliferacao celular, a morte celular e os reparo no DNA. Ela € dividida em
trés processos, o de iniciagdo, de promocao e de progressao do tumor (Oliveira et al.,
2007; INCA, 2022).

No estagio de iniciagdo, os genes sofrem mutagdes por meio da acdo de
agentes cancerigenos. No estagio de promogao, as células com genes mutados
sofrem o efeito dos agentes cancerigenos oncopromotores. E nesse estagio que de
forma lenta e gradual a célula é transformada em maligna. Para a transformacé&o da
célula em maligna, é necessario o contato continuado com o agente cancerigeno
promotor. No estagio de progressao ocorre a multiplicagdo descontrolada das células
mutadas. Nesse estagio, o cancer ja esta instalado, evoluindo até o surgimento das
primeiras manifestagdes clinicas da doenca (Oliveira et al., 2007; INCA, 2022) (Figura
2).

No processo de carcinogénese duas classes de genes ganham evidéncia, os
proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes sdo genes
ligados ao processo de estimulagdo do crescimento celular e os genes supressores
de tumor sao responsaveis pela regulacao da divisao celular (Voskarides et al., 2023;
Oliveira et al., 2007).
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Figura 2. Etapas do processo de carcinogénese.
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Fonte: Adaptado de Oliveira, 2002. Tese de doutorado, UNESP.

O gene ERG €& um exemplo de proto-oncogene da familia de fatores de
transcricdo ETS. Estima-se que a superexpressao do gene ERG ¢é atribuida a 85%
dos casos de cancer de préstata (Tomlins et al., 2008). Além disso, pesquisas mostram
que estagios tumorais avangados, mortalidade aumentada e maiores taxas de
metastase em coortes estédo relacionados com a superexpressao do gene ERG em
canceres epiteliais, leucemias e sarcoma de Ewing (Adamo et al., 2016; Hagglof et al.,
2014).

Como exemplo de gene supressor de tumor, o gene TP53 que codifica a
proteina p53, é considerado um dos genes supressores de tumor mais importantes.
Ele atua como um fator de transcri¢ao, esta envolvido no reparo do DNA, senescéncia,
controle do ciclo celular, morte celular por autofagia e morte celular por apoptose.
Mutagdes na p53 sao relatadas em pelo menos 50% dos tumores (Voskarides et al.,
2023). Tais mutagbes sdo comumente encontradas em conjunto com mutagdes
hereditarias e espontdneas no gene BRCA1 ou BRCA2 em tumores de ovario e
mama. 70 a 90% dos canceres com mutacdes no gene BRCA1 também tém mutagdes
no gene TP53. Isto pode ser explicado porque mutagbes no gene TPS53

frequentemente ocorrem com mutagbes em genes de reparo de danos ao DNA.
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Mutacdes no gene TP53 também séo frequentemente observadas em tumores de
pulmédo, colon e pancreas com mutagbes no Sistema renina-angiotensina (SRA)
(Levine, 2021; Weistein et al., 2013; Muzny et al., 2012).

A modulagao dos reguladores do ciclo celular € usada por células tumorais para
reprogramar a divisdo celular. Assim, a diminuigdo de genes supressores de tumor,
como as proteinas p53 e Retinoblastoma (RB), ou o aumento dos niveis de proto-
oncogenes, como MYC e receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), estéo
comumente associados a formacgéo de tumores (Cordon-Cardo, 1995; Soussi et al.,
2000). Outro fator associado a formagao de tumores é a evasao de células mutadas
aos mecanismos de morte celular. Em tecidos normais, as células passam por
processos de divisdo e de morte celular. Esses processos sdo importantes para
manter a homeostase do tecido (Gabriel et al., 2017; Teixeira et al., 2010; Mcgavin et
al., 2009).

O processo de divisao celular esta inserido no ciclo celular. O ciclo celular é
dividido em duas fases, a interfase, subdividida nos periodos GO, G1, S e G2 e a
mitose (M), o processo de divisdo celular propriamente dito. No periodo G1 a célula
passa por processos que definem se ela vai entrar no periodo S, no qual ocorre a
sintese do DNA, ou se ela permanecera quiescente, no periodo G0. No periodo G2 a
célula produz proteinas, organelas e reorganiza o seu conteudo para a mitose
(Hanahan et al., 2011, 2000).

Todo o ciclo celular é coordenado por quinases dependentes de ciclinas (CDKs)
que sao reguladas por genes supressores de tumor, como o p53 e RB. Pontos de
checagem nos periodos G1/S, G2/M e M garantem a integridade dos eventos que
ocorrem durante todo o mecanismo de divisdo da célula, como a integridade do
material genético. No periodo GO, a ciclina D1 se liga as quinases 4 e 6 e regulam a
progressao do ciclo celular para o periodo G1. No periodo G1, a ciclina-CDK fosforila
o RB permitindo que o ciclo celular avance para o periodo S. A CDK2 induz pontos de
verificagao nas transicoes G1 para S e G2 para M por fosforilacdo de p53, o que leva
a parada do ciclo celular através da ativagao do inibidor de CDK p21, caso algum erro
seja detectado. Caso o erro persista, a p53 pode conduzir a célula para a via de morte
celular apoptoética para prevenir a formagao de tumores (Giacinti et al., 2006; Flores,
2005; Levine, 1997; Sherr et al., 2002). Muta¢des na p53 causa a perda da fungéo

regulatoria do gene e consequente incapacidade de inibir a formagao do cancer.
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O mecanismo de morte celular, por sua vez, é caracterizado pela perda da
integridade da membrana plasmatica e pela fragmentacdo do nucleo celular. Os
principais mecanismos de morte celular descritos na literatura sdo a apoptose, a
necrose e a autofagia. A autofagia € um mecanismo de morte celular importante
porque se manifesta com extensa vacuolizagao citoplasmatica e culmina em captagao

fagocitaria e degradacao lisossémica (Kroemer et al., 2007; Galluzzi et al., 2018).

A apoptose € caracterizada por retracdo citoplasmatica, condensacado da
cromatina, fragmentagdo nuclear e desintegragdo da membrana plasmatica,
culminando com a formagdo dos corpos apoptéticos que sao eficientemente
absorvidos por células vizinhas com atividade fagocitica e degradadas dentro dos
lisossomos (Kroemer et al., 2007; GalluzKzi et al., 2018). A apoptose € importante no
cancer porque a doenga tem como caracteristica principal a evasao aos mecanismos
de morte celular, além de evadir-se aos mecanismos de controle do ciclo celular. A
apoptose pode ser ativada por duas principais vias de sinalizac&o, a via intrinseca e a

via extrinseca.

A via intrinseca da apoptose é iniciada por uma variedade de alteragdes
intracelulares, incluindo a retirada de fatores de crescimento, danos ao DNA, estresse
de reticulo endoplasmatico, sobrecarga de espécies reativas de oxigénio, estresse de
replicacao, alteracdes microtubulares ou defeitos mitéticos (Roos et al., 2016; Brumatti
et al., 2010). A via intrinseca é regulada pela familia de proteinas antiapoptoéticas Bcl-
2 e Bcl-xL, proteinas pro-apoptéticas Bax e Bak e proteinas BH3. Em resposta ao
estresse intracelular, a ativacdo de proteinas pré-apoptética BH3 inibe as proteinas
antiapoptéticas, permitindo que Bax e Bak formem poros mitocondriais e liberem
citocromo ¢ no citosol. O citocromo c liberado forma um apoptossoma com fator
ativador de protease apoptética 1 (Apaf-1) e ativa a caspase-9, que inicia uma cascata
proteolitica (Czabotar et al., 2014; Kluck et al., 1997; Ow et al., 2008).

A via extrinseca da apoptose € ativada por ligantes extracelulares, como o fator
de necrose tumoral [TNF]-a e ligante Fas-FasL, que se ligam aos receptores de morte,
TNF e Fas, respectivamente. Depois que ligantes extracelulares se ligam aos
receptores de morte, complexos de sinalizagdo indutores de morte (DISC) sao
formados, recrutam e ativam caspases iniciadoras, como caspase-8 e caspase-10.

Essas caspases iniciadoras clivam e ativam caspases efetoras, como as caspases-3,
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6 e 7, levando a degradacao de componentes intracelulares e a inducédo de apoptose
(Wajant et al., 2002; Locksley et al.,2001; Ashkenazi et al., 2002; Riedl et al., 2004).

A necrose é um mecanismo de morte celular desencadeado por uma injuria
irreversivel, como a falta de oxigénio para as células, temperaturas extremas,
medicamentos, em reposta a lesdes teciduais, traumas e infecgdes. Os mecanismos
celulares que levam a necrose geralmente envolvem uma série de eventos que
culminam com quebra de componentes celulares e no extravasamento do conteudo
celular no espaco extracelular (Berghe et al., 2014; Khalid et al., 2024; Golstein et al.,
2007). A necrose resulta em uma resposta inflamatéria devido ao extravasamento do
conteudo celular no espago extracelular, como proteinas, enzimas e nucleotideos.
Isso atrai células do sistema imune, como neutréfilos, macréfagos e linfécitos, para o

local de ruptura das células.

Figura 3: Apoptose e necrose: caracteristicas morfoldgicas e vias de sinalizagao.
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3.3 Melanoma

O cancer de pele melanoma tem origem nos melandcitos que sao células
produtoras de melanina. Esse cancer apesar da baixa incidéncia, € considerado o tipo
de cancer de pele mais agressivo, pois possui uma alta capacidade de metastase
(INCA, 2020; Guerra et al., 2019). A incidéncia do cancer de pele melanoma esta
aumentando rapidamente em todo o mundo, o que resulta em problemas de saude
publica (Ahmed et al., 2020).

Clinicamente os melanomas sao classificados em quatro tipos: o extensivo
superficial, o nodular, o lentiginoso acral e o lentigo maligno melanoma.
Histopatologicamente, os estagios variam de 0 a 4, sendo o estagio 0 0 menos
agressivo, denominado melanoma “in situ”. Dai em diante classifica-se de 1 a 4 sendo
este ultimo o mais grave. O Instituto Nacional do Cancer direciona a avaliagao de
caracteristicas de sinais e pintas na regra “ABCDE”: Assimetria, Bordas irregulares,

Cor variavel, Didametro e Evolugéo (INCA, 2022) (Figura 3).

Figura 4: Regra ABCDE para detecgdo do melanoma.

A = Assimetria B = Bordas

Uma metade ndo é igual a outra metade Bordas mal definidas, irregulares

C=Cor

Varia de uma érea para a outra, tem tons de bronzeado, marrom ou
preto, sendo algumas vezes branco, vermelho ou azul

D = Diametro

Melanomas frequentemente siao maiores que 6 mm (tamanho da
borracha de um lapis) quando diagnosticados, mas eles podem ser

menores

E = Evolugao

Mudancas no tamanho, formato ou cor

Fonte: Adaptado de American Academy of Dermatology Ad Hoc Task Force for the Abcdes Of

Melanoma et al., 2015.
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O cancer de pele melanoma é mais comum em adultos brancos e se apresenta
como pintas ou manchas que surgem na pele normal ou sobre uma lesdo pigmentada
preexistente, ocorrendo alteragbes em sua coloracio, forma e aumento de tamanho,
bem como bordas irregulares. Alguns melanomas podem apresentar cor rosa, bege
ou branco (NICE, 2023; INCA, 2022).

Para todos os tipos de cancer de pele, a ocorréncia é fortemente associada a
radiacao ultravioleta, que induz a lesdes cumulativas no DNA, e aos fatores
hereditarios (INCA, 2022; GBM, 2023). Se tratando do cancer de pele melanoma,
ainda podem ser citadas as radiagdes ultravioletas ndo naturais, como lampadas e
camas solares (Wild et al., 2020). Em relagdo ao cancer de pele ndo melanoma,
alguns fatores associados sao idade, ja que acomete mais pessoas idosas, sexo e
ocupagao, como a producdo e manuseio de 6leo mineral ndo tratado, metalurgia,
producao e manuseio de alcatrdo de carvao, refinamento do petrdleo, limpeza de
chaminés e brigadas de incéndio (INCA, 2022; Wild et al., 2020).

No Brasil, sdo estimados 101.920 novos casos em homens e 118.570 casos
em mulheres de cancer de pele ndo melanoma, para cada ano do triénio de 2023 a
2025. Quanto ao cancer de pele melanoma, o numero de casos novos estimados para
cada ano do triénio de 2023 a 2025 é de 8.980, sendo 4.640 em homens e 4.340 em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 4,37 novos casos a
cada 100 mil homens e 3,90 a cada 100 mil mulheres. O cancer de pele melanoma é
mais incidente na Regido Sul do pais, quando comparado com as demais regides,

para ambos os sexos (INCA, 2022).

No Nordeste s&o estimados 42.800 novos casos de cancer de pele nao-
melanoma e 1.220 novos casos de cancer de pele melanoma. A estimativa de novos
casos por sexo é de 19.420 homens e 23.380 mulheres para o cancer de pele néo-
melanoma e 640 homens e 580 mulheres para o cancer de pele melanoma. Para o
estado de Sergipe, sao estimados 2.080 novos casos de cancer de pele nao-
melanoma (1.000 homens e 1.080 mulheres) e 50 casos de cancer de pele melanoma
(30 homens e 20 mulheres) para cada ano do triénio de 2023 a 2025. O INCA estima
para o mesmo periodo, que na capital Aracaju surjam 1.240 novos casos de cancer
de pele ndo-melanoma e 20 novos casos de cancer de pele melanoma (INCA, 2022).
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Para o diagnostico do melanoma, a dermatoscopia vem se mostrando uma
poderosa ferramenta. No entanto, precisa ser complementada com o exame
histopatoldgico, que além de confirmar o diagnostico aponta a indicag&o precisa do
tratamento. Uma grande virtude da dermatoscopia € poupar alguns pacientes de um

exame invasivo (bidpsia), que deixaria uma cicatriz cirargica (INCA, 2022).

Se tratando do tratamento do melanoma nao-metastatico, a excisdo cirurgica é
a modalidade mais indicada. A radioterapia e a quimioterapia também podem ser
utilizadas dependendo do estagio do cancer. Ja para melanoma metastatico, que até
alguns anos atras somente eram oferecidos cuidados paliativos, tratamentos mais
atuais como a imunoterapia, com interleucina 2 (IL-2), vém alcancando altas taxas de
sucesso (INCA, 2022; Ahmed et al., 2020).

A estratégia de tratamento para o melanoma metastatico tem como objetivo
postergar a evolucdo da doenca, oferecendo chance de sobrevida mais longa a
pacientes que anteriormente tinham um mau prognostico. Em menos de 10 anos, o
tratamento do melanoma foi revolucionado com a aprovacao de inibidores de tirosina
quinase e inibidores de checkpoint imunologico, que também tém mostrado um
impacto significativo no prognostico de pacientes com melanoma (Leonardi et al.,
2018; INCA, 2022; Ahmed et al., 2020).

Apesar dos avangos no tratamento do melanoma, alguns medicamentos ainda
sdao amplamente utilizados, a exemplo da dacarbazina, farmaco que apresenta
resposta parcial em apenas 25% dos melanomas, com resposta completa relatada em
apenas 5%. Ensaios clinicos controlados e randomizados ndo demonstraram que a
dacarbazina melhora a sobrevida dos pacientes com melanoma (Davey et al., 2016).
Ainda, é relatado no tratamento com a Dacarbazina efeitos adversos como alopecia,
rubor facial e parestesia facial, principalmente. Tais desfechos corroboram para a
necessidade de tratamentos mais especificos e eficazes para canceres de pele, em

especial o melanoma.

3.4 Cancer de pulmao

O cancer de pulmao é classificado em dois grandes grupos: os carcinomas de

células pequenas e os carcinomas de células ndo-pequenas. Dentre os carcinomas
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de células ndo-pequenas estao incluidos o adenocarcinoma, o carcinoma de células
escamosas, o0 carcinoma de grandes células e os carcinomas neuroendocrinos. Os
adenocarcinomas sao de grande importancia para a comunidade médica porque sao
o subtipo histolégico mais comum de cancer de pulmao e um dos tumores mais fatais,
com uma sobrevivéncia global de 5 anos (Pégo-Fernandes et al., 2021; Hutchinson et
al., 2019; Denisenko et al., 2018).

O principal fator de risco para o cancer de pulméo é o tabagismo, se tratando
tanto do fumante direto quanto a exposigcao passiva ao tabaco, responsaveis por cerca
de 85% dos casos diagnosticados (INCA, 2021b). Outros fatores de risco importantes
estdo associados as exposi¢gdes ocupacional e ambiental. A Organizagéo
Internacional do Trabalho (OIT) estima que 17 a 29% dos casos de cancer de pulmao
estejam relacionados a exposicdo ocupacional. Cerca de 29 agentes foram
reconhecidos como cancerigenos, como os presentes na producado de aluminio, no
processo de gaseificagdo de carvao, na mineragao de hematita, nas fundi¢des de ferro
€ acgo, na exposicao a metais e poeiras. Além disso, a combustdo de motores a diesel,
a poluicao do ar e as radiagdes também sao fatores de risco para o cancer de pulmao.

Muitos desses agentes tém um efeito sinérgico com o tabagismo (INCA, 2021a).

No Brasil, sao estimados 32.560 novos casos de cancer de traqueia, brébnquios
e pulmao para cada ano do triénio de 2023 a 2025, sendo 18.020 casos entre os
homens e 14.540 casos entre as mulheres. Sem considerar o cancer de pele nao-
melanoma, os canceres de traqueia, bronquio e pulmao ocupam a quarta posi¢cao

entre os tipos de cancer mais frequentes (INCA, 2022).

Na regiao Nordeste sdo estimados 6.570 novos casos de cancer de traqueia,
brénquio e pulmao. Desses, 3.450 novos casos sao para homens e 3.120 novos casos
sdo estimados para mulheres. Para o estado de Sergipe sao estimados 240 novos
casos (130 homens e 110 mulheres) para cada ano do triénio de 2023 a 2025. O INCA
estima para o mesmo periodo, que na capital Aracaju surjam 80 novos casos de

cancer de traqueia, bronquios e pulmao (INCA, 2022).

A deteccdo precoce do cancer de pulmao pode ser feita por meio da
investigacdo com exames clinicos, laboratoriais, endoscépios ou radiolégicos de
pessoas com sinais e sintomas sugestivos da doenga ou de pessoas sem sinais ou

sintomas que pertencem a grupos com maior chance de ter a doenca. Essa detecgao
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precoce € possivel em apenas parte dos casos ja que na maioria das vezes o
diagnodstico do cancer de pulmao se da de forma tardia pois os sintomas iniciais sao
inespecificos. Os sinais e sintomas mais comuns e que devem ser investigados séo:
tosse e rouquidao persistentes, sangramento pelas vias respiratérias, dor no peito,
dificuldade de respirar, fraqueza e perda de peso sem causa aparente (Miranda-Filho
et al., 2021; INCA 2022; Novaes et al., 2008).

A radiografia de torax e a tomografia computadorizada de térax s&do os exames
iniciais feitos para avaliar um nédulo ou uma massa pulmonar. Quando confirmada a
suspeita de neoplasia por médico especialista, alguns exames complementares sao
solicitados para avaliar a extensao da doenca. Bidpsia pulmonar guiada por exame de
imagem é, na grande maioria, o procedimento de escolha para realizar a confirmagao
patolégica, principalmente para lesbes periféricas. A broncoscopia flexivel é utilizada
frequentemente para bidpsias de lesdes centrais e avaliagdo da arvore bronquica.
Uma vez realizada a confirmagéo patologica e estadiamento com exames de imagem,
€ realizado o estadiamento da doenca. O estadiamento é feito por meio de varios
exames, como: tomografia de térax e de abdome superior, ressonancia do cranio,
entre outros. Ao final, € definido se o paciente é apto para um tratamento cirurgico ou

sistémico com quimioterapia (Barros et al., 2006; Fernandez et al., 2002, INCA, 2022).

A decisao do tratamento do cancer de pulmao depende do tipo histologico, do
estadiamento tumoral e das condi¢cbes clinicas do paciente, como explicitado
anteriormente. Por exemplo, a prova de fungao respiratoria pode trazer informacdes
importantes em pacientes passiveis de tratamento com cirurgia ou com radioterapia
(INCA, 2023). No geral, os tratamentos mais empregados no cancer de pulméo sao a
cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia. Os cuidados paliativos é a estratégia de
tratamento para a doenga metastatica avancada. Tais cuidados sdo fundamentais no
alivio do sofrimento, da dor e nos casos de falta de ar e devem iniciar precocemente,
a fim de assegurar melhor controle de sintomas e qualidade de vida (Mendes et al.,
2015; Alves et al., 2019; INCA, 2022).

A cirurgia, nos casos possiveis, consiste na retirada do tumor com uma margem
de seguranca. A margem de seguranca diz respeito a remocdo dos linfonodos
préximos ao pulmao e localizados no mediastino. Apesar de apenas 15% dos casos
serem passiveis de tratamento cirdrgico, a cirurgia € o tratamento que proporciona

melhores resultados e controle da doenca (Pégo-Fernandes et al., 2021; INCA, 2022).
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As cirurgias para tratamento do cancer de pulméo sdo a segmentectomia e
resseccdo em cunha, a lobectomia e a pneumectomia. Na segmentectomia e
ressec¢cdo em cunha é feita a retirada somente do segmento ou parte do segmento
que envolve o tumor. A lobectomia é a cirurgia “padrao-ouro” de escolha para o
tratamento do cancer de pulméao. Nela, é feita a retirada de todo o lobo pulmonar onde
0 tumor esta situado. E o mais adequado por remover toda a doenca de forma
anatdbmica. A pneumectomia é a retirada de um pulmao inteiro, suas indicacdes sao
limitadas e restritas pois 0 procedimento apresenta alta morbidade e ndo é tolerado

por alguns pacientes (Pégo-Fernandes et al., 2021; INCA, 2022).

Na quimioterapia sao administrados medicamentos por via endovenosa ou oral
com o intuito de eliminar as células tumorais. A radioterapia pode ser utilizada apds a
cirurgia, de forma adjuvante nos carcinomas de células ndo-pequenas. Ela pode ser
indicada ainda de forma associada a quimioterapia tanto nos estagios em que o cancer
esta localizado quanto em metastase. Apesar de eficaz no tratamento do cancer de
pulméo, os pacientes geralmente apresentam efeitos adversos como pneumonite e
esofagite (Faroni et al., 2022; Carvalho, 2002; INCA, 2022).

3.5 Produtos naturais e sintéticos no tratamento do cancer

Desde a década de 80 um total de 174 novos compostos com indicagao para o
tratamento do cancer foram aprovados para comercializagdo, sendo que 53% sao
produtos naturais, derivados direto ou baseados neles (Newman & Cragg, 2020). Nos
ultimos anos, algumas substancias organicas tém sido investigadas para o tratamento
do cancer e algumas outras ja sdo amplamente comercializadas como a doxorrubicina
(Dias, 2018).

Diversos estudos mostram o potencial citotoxico de produtos naturais em
linhagens tumorais. Por exemplo, Montalvao e colaboradores (2023) investigaram a
citotoxicidade do oOleo essencial de Myrcia splendens em linhagens tumorais. Os
resultados mostraram que o 6leo de Myrcia splendens apresenta alta atividade
citotoxica nas linhagens tumorais THP-1, A549 e B16F10. Nesse mesmo estudo,
Montalvao e colaboradores observaram que o tratamento com o 6leo essencial da

Myrcia splendens reduziu a formagao de coldnias, inibiu a capacidade migratéria das
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células e causou alteragdes morfolégicas apoptéticas no nucleo e no citoplasma das
células A549 (Montalvao et al., 2023).

Em outro estudo, Farias e colaboradores (2022) avaliaram os efeitos
proliferativos do isoflavonédide (+)-PTC sobre uma linhagem de cancer de prostata.
Eles observaram que o isoflavondide (+)-PTC exerce atividade antiproliferativa contra
a linhagem de cancer de prostata regulando a progressao do ciclo celular com parada
da mitose na préfase ou prometafase. Aléem disso, foi possivel verificar que o
tratamento das células com este composto resultou na formagao de centrossomos
desorganizados e distribuicées de y-tubulina extensivamente interrompidas (Farias et
al., 2022).

Outros exemplos de estudos com produtos naturais e cancer séo de Spera e
colaboradores (2019), no qual foi possivel inferir que o extrato hidroetandlico de
sementes de Hymenaea courbaril L., o Jatoba, apresenta atividade citotoxica contra
células de melanoma B16F10 e de Ferraz e colaboradores (2013) no qual foi
observado que o tratamento com 6leo essencial da folha de Lippia gracilis schauer
causou parada do ciclo celular no periodo G1 em células HepG2. Essa parada do ciclo
celular em G1 foi acompanhada por fragmentacdo do DNA sem afetar a integridade
da membrana celular. Além disso, na morfologia celular foi evidenciado o mecanismo
de morte celular por apoptose com ativagao da caspase-3 (Spera et al., 2019; Ferraz
etal., 2013).

Modificacdes na estrutura de compostos naturais podem conferir melhores
perfis de absorcgao, hidrossolubilidade, lipossolubilidade e reatividade, tornando-as
mais citotdxicas as células tumorais e, podendo também, através dessas
modificagdes, torna-las mais seletivas, menos tdéxicas e mais potentes (Ottoni et al.,
2013).

Na literatura é relatada a atividade citotéxica de derivados de produtos naturais
em linhagens de adenocarcinoma de pulm&o, adenocarcinoma colorretal humano e
linhagem celular de veia umbilical humana (Girek et al., 2019). Dos Santos e
colaboradores (2023) mostram uma redug¢ao na formagao de colbnias e inibicdo da
migragdo da linhagem de adenocarcinoma de pulmao apods tratamento com um

composto derivado da Lausona. Nesse mesmo estudo, € relatada alteragdes
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morfoldgicas e indugao de apoptose nas células A549 tratadas com o composto (Dos
Santos et al., 2023).

De Franca e colaboradores (2021) relataram que compostos derivados da
Lausona apresentaram alta atividade citotoxica em linhagens tumorais. Nesse mesmo
trabalho, foi relatado que o composto foi capaz de reduzir a formagao de colbnias e a
capacidade migratéria de células de melanoma, além de induzir alteragdes
morfologicas apoptoticas nas células de melanoma (De Franca et al., 2021). Esses
estudos revelam o carater promissor destes compostos que sao encontrados
facilmente na natureza e podem ser sintetizados para diversos usos terapéuticos,

inclusive no cancer.
3.5.1 Indol e derivados Indodlicos

A estrutura do Indol foi identificada pela primeira vez em 1860 por Baeyer e
colaboradores e ganhou imensa popularidade como uma molécula com numerosas
condigcbes farmacologicas (Alves, 2019). O Indol (Figura 5) € um composto
heterociclico constituinte de varias espécies de vegetais cruciferos, além de ser
produzido por uma variedade de bactérias e organismos marinhos. Os metabdlitos
bacterianos derivados de Indol s&o o resultado da biossintese via acoplamento de
triptofano com outros aminoacidos (Birmann et al., 2018; Karimabad et al., 2017;
Narsimha et al., 2016; Shaikh et al., 2018).

O arcabouco inddlico é altamente visado na sintese de novos compostos por
sua versatilidade e pela facilidade com a qual é encontrado na natureza. Além disso,
o nucleo Indol é a base de diversas estruturas moleculares de drogas ja conhecidas,
como: sumatriptano, tadalafil, fluvastatina e mitomicina (Dadashpour et al., 2018;
Singh et al., 2018).

O Indol é capaz de induzir a morte celular apoptética em células de cancer de
célon de forma concentragao-dependente e promover a parada do ciclo celular na fase
G2/M (Pedrosa, 2017). Na literatura também é demonstrado que o Indol é capaz de
modular a montagem dos microtubulos, seja pela inibigdo da polimerizagéo da tubulina
ou pelo bloqueio da desmontagem dos microtubulos, principalmente em células de
cancer de mama. Farmacos capazes de modular a montagem dos microtubulos sdo
de grande interesse na terapia antineoplasica (Kaur et al., 2019; Patil et al., 2012;
Brancale et al., 2007).
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Estudos com derivados sintéticos do Indol mostram que a modificagdo quimica
dessa molécula pode melhorar o seu potencial citotoxico em linhagens tumorais.
Como reportado no trabalho de Andrade e colaboradores (2024), derivados sintéticos
do Indol apresentaram efeito citotéxico em linhagens de adenocarcinoma de pulmao,
melanoma e glioma. Nesse mesmo estudo, o composto diminuiu a formagéo de
clones, inibiu a migracado da linhagem de glioma e induziu alteragdes morfologicas
caracteristicas de apoptose, como condensagdo da cromatina e alteragdes no
citoesqueleto (Andrade et al., 2024). Também foi demonstrado que derivados do Indol
possuem efeito citotdéxico em linhagem de leucemia (Danisman-Kalindemirtas et al.,

2022) e de carcinoma colorretal (Hacioglu et al., 2021).

Outros estudos sobre a avaliacdo do potencial antitumoral de derivados
Inddlicos sdo encontrados na literatura. Cury e colaboradores (2019) sintetizaram 21
novos compostos a base de Indol e estes foram testados em diversas linhagens
tumorais. Eles observaram que um dos compostos apresentou citotoxicidade em
células de leucemia linfoblastica aguda, com diminuigdo da proteina B-tubulina,
levando a parada do ciclo celular em G2/M, danos ao DNA e morte por apoptose. Além
disso, o composto induziu a despolimerizagéo da rede de microtubulos em células
HelLa e revelou um perfil transcricional semelhante ao das células tratadas com
prostaglandinas, aparentemente devido a indugdo da diferenciagdo celular pela
expressdao de marcadores CD11 e CD14A em células leucémicas promielociticas
(Cury et al., 2019). Em um estudo semelhante, Bhale e colaboradores (2017)
avaliaram a atividade antitumoral in vitro de derivados sintéticos do Indol contra a
linhagem celular MCF7. O estudo revelou que os compostos demonstraram excelente

atividade contra o carcinoma mamario (Bhale et al., 2017).

O potencial citotéxico do Indol e dos seus derivados sintéticos descritos na
literatura, bem como os efeitos adversos associados ao tratamento com os
antineoplasicos atuais revelam a importancia e a necessidade da busca por novos
compostos para o tratamento do cancer. Os resultados obtidos em trabalhos
anteriores em nosso laboratério revela que o Indol e seus derivados apresenta efeito
citotoxico em diferentes linhagens tumorais (Andrade et al., 2024). Assim, esse
trabalho se propbe a investigar o efeito do derivado inddlico 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one na inibigdo do crescimento tumoral, na migragéo e o efeito na morte

de células tumorais.
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Figura 5. Estrutura quimica do Indol.
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Fonte: Alves, 2019.

4 CASUISTICA E METODOS
4.1 Insumos

Para a realizacédo dos experimentos foram usados Dulbeccos’s Modified Eagle
Medium (DMEM), Tripsina, EDTA, DMSO, DAPI, SRB, Triton X 100 e Faloidina-FITC
da Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, USA); SFB, antibiotico (penicilina 10000 U/mL;
estreptomicina 10000 mg/mL), Cloridrato de Doxorrubicina (Libbis, Embu das Artes,
Sao0 Paulo, Brasil); Acido tricloroacético (Neon, Sdo Paulo, Brasil); Acido acético
(Synth, Diadema, Sao Paulo, Brasil); TRIS-base (Inlab Confianga, Brasil); Trypan blue
(Sigma); Anexina V / lodeto de Propideo (Thermo Fisher Scientific); Composto 1-(1-
tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one.

4.2 Derivado sintético do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one
4.2.1 Preparo da amostra

O composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one foi sintetizado em
colaboracdo com o Professor Dr. Sécrates Cabral de Holanda Cavalcanti do
Laboratorio de Quimica Farmacéutica (LQF) da Universidade Federal de Sergipe. Foi
preparado e armazenado uma solugcdo estoque do composto a 100.000 yM em
DMSO. Essa solugéo foi diluida em Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibiético (penicilina
10000 U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL) (DMEM completo) para o preparo das
solugdes trabalho a 25 yM.
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Figura 6. Composto sintético derivado do nucleo Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one obtido do

Laboratorio de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal de Sergipe.
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Fonte: Andrade, 2021.

4.3 Cultivo e manutengao das linhagens tumorais

As linhagens A549, B16F10, MCF7 e PC-3 foram mantidas em garrafas de
cultivo em meio DMEM completo e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de CO, (tabela 1). Ao obter confluéncia suficiente para a realizagao dos experimentos,
as células foram dissociadas da garrafa com solugéo Tripsina-EDTA (Tripsina 0,25%;
EDTA 0,53 mM). Em seguida, a solu¢ao de Tripsina-EDTA foi inativada por adigéo de
meio DMEM completo (1:3). O meio contendo as células foi transferido para tubo
Falcon de 15 mL e centrifugado a 1200 RPM por 10 minutos a 4°C. O pellet de células
formado apo6s centrifugagdo foi ressuspendido em meio DMEM completo e uma
aliquota de 10 L foi usada para contagem em camara de Neubauer. Foi realizado o

ajuste da densidade de células para sub-cultivo e para os experimentos posteriores.

Tabela 1. Linhagens de células utilizadas nos experimentos.

Linhagem Descrig¢ao Espécie
B16F10 Melanoma Mus muscullus
A549 Carcinoma de pulmao Homo sapiens
MCF7 Mama Homo sapiens

PC-3 Préstata Homo sapiens
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Fonte: autoria propria

4.4 Testes in vitro
4.4.1 Avaliagao da viabilidade celular por Sulforodamina B

A Sulforodamina B (SRB) é um corante aniénico utilizado para avaliagdo da
viabilidade celular por base na medi¢cao do teor de proteinas que se ligam a este
eletrostaticamente (Fernandes, 2014). O ensaio de SRB tem sido uma escolha cada
vez mais constante para o rastreamento de novos agentes anti cancer principalmente
por sua acuracia, confiabilidade e reprodutibilidade (Shakil et al., 2022). As linhagens
A549, B16F10, MCF7 e PC-3 foram semeadas em placa de 96 pogos (1 x 104
células/pogo) em 200 uL de meio DMEM completo. As células foram incubadas em
estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apos esse
tempo, as células foram tratadas com 0,78, 1,56, 3,12, 6,25, 12,5 e 25 yM do composto
1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one por 72 horas. DMSO 0,02% e Cloridrato de
Doxorrubicina (1 x Clso) (Tabela 2) foram usados como controle negativo e controle
positivo de morte, respectivamente. Ao completar as 72 horas, 0 meio contendo os
tratamentos, controle negativo e controle positivo foram descartados e as células
foram fixadas com acido tricloroacético (30%) por 01 hora a 4°C. A placa foi lavada
por 4 vezes com agua da torneira e deixada a temperatura ambiente para secar. Um
volume de 100 pL da solugado de SRB 0,057% (p/v) foi dissolvida em acido acético
(1%) e adicionada aos pogos por 30 minutos também em temperatura ambiente. A
placa foi lavada por 4 vezes com acido acético (1%) para remogao do excesso de
corante e deixada em bancada para secar. TRIS base (10 mM; pH 10,5) foi usada
para diluicdo do SRB por 30 minutos e a placa foi lida em leitor de microplaca (Synergy
H1, Biotek, VT, EUA) por espectrofotometria na regiao visivel em comprimento de
onda de 510 nanOmetros. Os valores de absorbancia foram convertidos a

porcentagem de inibicdo do crescimento celular a partir da formula:

Células tratadas
%Grau de Inibicdo = 100 — ( )xlOO

Células nao tratadas

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em quadruplicata em pelo menos

trés experimentos independentes. Andlises e graficos, assim como a Clso, foram
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obtidos a partir do software GraphPad prism versao 9.0 (GraphPad Software, USA). A
Clso é a determinagao da concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento celular
(Andrade et al., 2015).

4.4.2 Ensaio de formacéao de colbnias

As linhagens A549 e B16F10 foram semeadas em placa de 6 pogos (3 x 102
células em 2 mL de meio DMEM completo). As células foram incubadas em estufa
com atmosfera de 5% CO, a 37°C por 24 horas para aderéncia. Apos esse tempo, as
células foram expostas as concentragdes de 0,5 x Clso, 1 x Clso € 2 x Clso do composto
1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one nas linhagens A549 e B16F10 (Tabela 2) por 72
horas em estufa sob as mesmas condi¢des. Dimetilsulféxido 0,02% e Cloridrato de
Doxorrubicina (1 x Clso) (Tabela 2) foram usados como controle negativo e controle
positivo de morte, respectivamente. Apdés o tempo de tratamento os meios foram
desprezados e novo meio DMEM completo foi adicionado aos pogos e deixados em
estufa com atmosfera de 5% CO, a 37°C por mais 05 dias. Apos esse periodo, as
células foram fixadas com metanol + acido acético (3:1) por 5 minutos e coradas com
cristal violeta 0,5% em agua por 30 minutos. Apds a coloragdo, os pogos contendo as
células foram lavados com agua da torneira e a placa foi deixada na bancada para
secar. Apods isso, os pogos foram fotografados e a formagao de coldnias foi analisada

no software ImagedJ.
4.4.3 Ensaio de migragao celular in vitro

Para a analise da migracao das linhagens A549 e B16F10 apds o tratamento
com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one, as células foram semeadas na
densidade de 3 x 10° células por pogo em 1mL de meio DMEM completo em placa de
12 pogos. As células foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% CO, a 37°C
por 24 horas para aderéncia e apos esse tempo uma risca foi feita na por¢ao central
de cada pogo com uma ponteira amarela de 200 yL, removendo as células desta
regido. Os pocgos foram lavados 02 vezes com tampao fosfato-salino (PBS 1 x) para
remover as células que se soltaram. Neste ensaio o meio de cultura DMEM foi
suplementado com soro a 2% para reduzir a proliferacao e possibilitar avaliar somente
a migracao celular (Grada et al., 2017). Em seguida, as células foram expostas as
concentragdes de 0,5 x Clso, 1 x Clso € 2 x Clso do composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one nas linhagens A549 e B16F 10 (Tabela 2) e incubadas por 48h. DMSO
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0,02% e Cloridrato de Doxorrubicina (1 x Clso) (Tabela 2) foram usados,
respectivamente, como controle negativo e controle positivo de morte. Durante o
periodo de incubagédo, a area da risca foi fotografada em microscopio 6ptico invertido
(Olympus, IX81) em aumento de 40 x a fim de observar o fechamento da risca. Fotos
foram capturadas nos tempos 0, 24 e 48 horas de tratamento. A area de fechamento
foi medida com o auxilio do software ImagedJ, e a porcentagem de fechamento foi
calculada comparando os dados dos tempos 24 e 48 horas com o tempo 0, utilizando
a formula previamente descrita (Yarrow et al., 2004).
(AtOh - At=h)

%Porcentagem de fechamento = y x 100
t=h

Onde:
Atwn- area medida imediatamente apds realizar a risca (tempo zero).

At=h- area medida 24 ou 48 horas ap0s realizar a risca.
4.4.4 Ensaio de alteragdes morfologicas com Dapi/Phalloidina-FITC

As linhagens A549 e B16F 10 foram semeadas em placa de 24 pogos, em meio
DMEM completo (2 x 10* células por pogo em 500 uL). As células foram incubadas
em estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas para aderéncia. Ao
completar esse tempo, as células foram expostas ao composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one nas concentragdes de 0,5 x Clso, 1 x Clso € 2 x Clso nas linhagens
A549 e B16F10 (Tabela 2) por 24 horas. Dimetilsulfoxido 0,02% e Cloridrato de
Doxorrubicina (1 x Clso) (Tabela 2) foram usados como controle negativo e controle
positivo de morte, respectivamente. O meio contendo os tratamentos, controle
negativo e controle positivo de morte foram descartados e as células foram lavadas
com tampao PBS (1 x) por 02 vezes e fixadas com Formaldeido (4%) por 15 minutos.
Apos fixagao, foi realizada a lavagem dos pogos com PBS (1 x). A permeabilizagdo
celular foi realizada com solugao Triton X-100 a 0,2% em PBS por 15 minutos. Em
seguida, foi realizada a lavagem dos pogos com PBS (1 x). O citoesqueleto das
células foi corado com Faloidina conjugada ao fluorocromo FITC (25 ug/mL) por 30
minutos no escuro, e os pogos foram lavados com PBS (1 x). O nucleo celular foi
contra corado com DAPI (1 ug/mL) por 10 minutos no escuro e adicionado PBS (1 x)

aos pocos. Foram realizadas fotografias utilizando microscopio de fluorescéncia
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(Olympus 1X81) e estas foram analisadas no software ImageJ onde foram avaliadas

alteragdes nos componentes do citoesqueleto e acido desoxirribonucleico (DNA).
4.4.5 Deteccéao de células apoptoticas e necroticas por Anexina V / lodeto de Propideo

Para o ensaio de deteccdo de células apoptéticas e necréticas foram
utilizados os marcadores Anexina V e lodeto de Propideo (Pl). As linhagens A549 e
B16F10 foram semeadas em placas de 12 pocos em 1 mL de meio DMEM completo
com densidade de 2 x 10° células por poco e incubadas em estufa com atmosfera de
5% de CO2 a 37°C por 24 horas para aderéncia das células a placa. Apos esse tempo
as células foram tratadas com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one nas
concentracdes de 0,5 x Clso, 1 x Clso e 2 x Clso nas linhagens A549 e B16F10 (Tabela
2) e deixadas na estufa por 24 horas sob mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.
Dimetilsulfoxido 0,02% e Cloridrato de Doxorrubicina (10 uM) foram usados como
controle negativo e controle positivo de morte, respectivamente. Apds o tempo de
tratamento, o sobrenadante com os tratamentos foram transferidos para tubos Falcon
de 15mL e mais 1 mL de meio foi adicionado aos pocos para uma pré-lavagem. Apos
a pré-lavagem, o meio foi transferido para os mesmos tubos falcon. Os pocos foram
lavados com PBS (1 x) por 02 vezes e as células foram dissociadas com 300 pL da
solucdo de Tripsina/EDTA (Tripsina 0,25%; EDTA 0,53 Mm) em estufa a 37°C. A
dissolucédo das células foi acompanhada a cada 2 minutos e quando as células
apresentaram aparéncia mais arredondada (de desprendimento) foi adicionado 3mL
de DMEM completo aos pogos para inativacado da solucéo de tripsina. Foi realizada
uma ultima lavagem dos pocos de forma leve e todo o conteudo foi transferido para o
seu respectivo tubo Falcon e centrifugadas a 1200 RPM por 10 min a 4°C. Apos
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
PBS (1 x). Todo o conteudo foi transferido para tubos Eppendorf e recentrifugados a
3000 RPM por 05 minutos a 4°C. Apés recentrifugacao, o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi ressuspendido em 100 yL de tampéo de ligacdo de Anexina (1 x) e
coradas com Anexina V/FITC por 15 minutos e com Pl por 10 minutos no escuro a
temperatura ambiente, segundo recomendacao do fabricante. Ao final dos 15 minutos
foram adicionados 300 pL do tampéao de ligacdo e as amostras foram analisadas em
citbmetro de fluxo (BD FACSCanto™ II).

A Anexina V/FITC se liga as células apoptoéticas por meio da interagdo com a

fosfatidilserina externalizada na membrana das células em processo de morte por
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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
com o perfil de marcagdo da Anexina V/FITC e Pl as células. Células sem marcacao
foram consideradas viaveis, células Anexina V/FITC positivo e Pl negativo foram
consideradas em estagio inicial de apoptose, células Anexina V/FITC e PI positivos
foram consideradas em estagio tardio de apoptose, e as células Pl positivas e Anexina

V/FITC negativas foram consideradas células necréticas (Rieger et al., 2011).

4.5 Teste ex vivo
4.5.1 Citotoxicidade em eritrocitos — Teste de Hemolise

A avaliagdo da atividade hemolitica do composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one foi realizada em eritrécitos humanos e de camundongos C57BL/6.
Neste ensaio é avaliado o potencial da substancia teste em causar lesdes na
membrana plasmatica da célula, seja pela formagao de poros ou pela sua ruptura total
(Sousa et al., 2023).

O estudo com eritrocitos humanos foi realizado de acordo com a Declaracao
de Helsinque, seguindo as diretrizes e normas da Resolugdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sergipe (UFS) — Hospital Universitario, Aracaju, Sergipe, Brasil (CEPA
55240821.7.0000.5546) (Anexo 2).

O estudo com eritrécitos de camundongos foi realizado de acordo com os
principios éticos de experimentagdo animal do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal) e foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da UFS (CEUA 5248200923) (Anexo 1).

Os eritrécitos humanos foram obtidos de voluntarios saudaveis por meio de
pungado venosa na regido cubital média e os eritrocitos de camundongos C57BL/6
foram obtidos de 03 camundongos que foram submetidos a anestesia com isofluorano
(1,5% via inalatéria) e foi feita a coleta do sangue através de um capilar introduzido

na regiao orbicular.

ApoOs a coleta de aproximadamente 2 mL de sangue total, esse foi diluido em
10 mL de solugao salina (NaCl 0,85% + CaCl2 10 mM) e toda a solugao foi
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centrifugada a 1500 RPM por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet formado foi ressuspendido em solugéo salina, esse procedimento foi repetido
por mais 02 vezes. Apos a ultima centrifugagéo os eritrécitos foram ressuspendidos
para a obtencgao da solucéo de eritrécitos a 2%. Para o ensaio foi utilizada uma placa
de 96 pocos, fundo em U, em quadruplicata. Para cada 4 pogos foram adicionados
100 pyL da suspensao de eritrécitos. Em seguida, para cada quadruplicata foram
adicionados 100 pL de solugao salina (controle), 100 pL de Triton X-100 a 1% (controle
positivo de hemolise), 100, 50, 25 e 12,5 x a Clsodas linhagens A549 e B16F10 (Tabela
2). A placa foi incubada por 60 minutos sob agitagao a uma temperatura de 25°C. Apos
o periodo transcorrido a placa foi centrifugada a 1500 RPM por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi cuidadosamente retirado e transferido para outra placa. A
quantificagcdo da hemoglobina foi avaliada através da absorbancia do sobrenadante
em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 510 nanémetros e todos os

valores foram convertidos para percentual de hemdlise através da formula:

. (T —CN)
%Hembolise = TP_CN x 100

onde:
T = teste,
CN = controle negativo e

CP = controle positivo

4.6 Analise estatistica

Os ensaios de citotoxidade foram realizados em quadruplicata. Todos os testes
biolégicos foram realizados em trés experimentos independentes e os resultados
estao representados como média e intervalos de confianca de 95%. Para analise de
comparagao entre grupos foi utiizado ANOVA seguida de poés teste de Dunnett.
Valores de p<0,05 foram considerados significativos estatisticamente. Analises e
graficos foram obtidos através da utilizagado do programa GraphPad prism verséo 9.0.

O programa Imaje J foi utilizado para analise das imagens e de areas.
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5 RESULTADOS

5.1 Inibicdo do crescimento celular em linhagens tumorais pelo 1-(1-tosyl-1H-
indol-3-yl)propan-1-one

Podemos observar uma alta atividade de inibicdo nas linhagens PC-3 e A549
no tratamento com o derivado sintético do Indol na concentracdo de 25 pM. Apds
tratamento com o composto, uma atividade moderada do crescimento celular foi
observada na linhagem A549 (3,12 — 12,5 uM), PC-3 (6,25 pM), MCF7 (25 uM) e
B16F10 (12,5uM) (Figura 7).
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Figura 7. Porcentagem de inibicdo do crescimento das linhagens B16F10 (A), A549 (B), MCF7 (C) e
PC-3 (D). Ensaio de citotoxicidade por sulforodamina B. As células foram tratadas com o derivado do

Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one. Os dados representam a média + DP de trés
experimentos independentes.

Os resultados de grau de inibigdo da Figura 7 foram utilizados para calcular a
Clso das linhagens tumorais descritas na tabela 2. Em todas as linhagens tumorais
podemos observar que a Clso foi abaixo ou igual a 10 uM. Na linhagem A549 a Clso foi
aproximadamente 3 vezes menor do que na linhagem B16F10 e PC-3 e

aproximadamente 4 vezes menor do que na linhagem MCF7.
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Tabela 2. Valores de Clsp determinados para o derivado do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-
one.

Linhagem Celular
Composto (M)

B16F10 A549 MCF7 PC-3

1-(1-tosyl-1H-
indol-3- 7,6 (5,6-10,4) 26(20-33) 10,0(7,1-16,1) 7,8(5,4-11)9)
yl)propan-1-one

Doxorrubicina 1,07 (1,0-15) 14(1,2-23) 28(22-37)  50(4,1-62)

Valores expressos em média e intervalo de confianga de 95% de pelo menos trés experimentos
independentes apds tratamento com o derivado do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one.

Em todas as linhagens foi possivel observar uma alta atividade citotéxica no
tratamento com o 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one, classificadas com base no
valor de Clso. As linhagens A549 e B16F10 foram selecionadas para outras analises
bioldgicas por apresentarem menor Clso e pela relevancia desses canceres. O cancer
de pulmao apresenta o maior indice de mortalidade no Brasil e no mundo e o cancer
de pele melanoma é o tipo de cancer de pele com maior letalidade e possibilidade de

causar metastases.

5.2 Inibicao da formagao de colénias em células A549 e B16F10 pelo 1-(1-tosyl-

1H-indol-3-yl)propan-1-one

Na imagem representativa do ensaio clonogénico da linhagem A549 foi possivel
observar redugéo no numero de colénias com o aumento da concentragdo do 1-(1-
tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one (Figura 8A). Na analise do percentual do numero de
col6nias, houve uma redugao de 97% na maior concentragdo do composto quando
comparado ao controle. O farmaco doxorrubicina reduziu em 95% o numero de

colénias da linhagem A549 (Figura 8B) em relagao ao controle.

Na imagem representativa do ensaio clonogénico da linhagem B16F10 nao foi
possivel observar formacao de colénias nos diferentes tratamentos (Figura 8C). Na
analise do percentual do numero de colbnias, o derivado inddlico inibiu totalmente a
formacdo de colénias nas trés concentracbes testadas quando comparado ao
controle. A doxorrubicina reduziu em 46% o numero de colbénias da linhagem B16F10
(Figura 8D) em relagao ao controle.



49

.\ 110
I f 100

Formacao de colbnias (%)

1,}5 pM 2;6 uM 5,2 uM
Cnt 1,4 1,3 2,6 52 (uM)

Doxo 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)
propan-1-one

1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one

110+
1004
90
80
70 *kkk
60
50
40
30
20

10—' dkkk dedkek dekekeok

Formagéo de coldnias (%)

T 1 T
Cnt 1,07 3,8 76 152 (uM)

Doxo 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)
propan-1-one

3,8 UM 7.6 UM 15,2 uM 0-

1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one

Figura 8. Efeito inibitério do 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one na formagéo de colbnias. Imagem
representativa da formagéao de col6nias apos 72 horas de tratamento e 10 dias de crescimento celular
nas linhagens A549 (A) e B16F10 (C). Analise do percentual da formacéo de colénias nas linhagens
A549 (B) e B16F10 (D) apds tratamento com 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one, doxorrubicina
(Doxo) e controle negativo sem tratamento (Cnt). A analise de diferenga entre tratamentos e controle
foi realizada pelo Anova, seguido de pos-teste Dunnett (****) p<0,0001.
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5.3 Inibicdo da migragcao das células A549 e B16F10 pelo 1-(1-tosyl-1H-indol-3-

yl)propan-1-one

Na analise representativa da migragcao na linhagem A549 foi possivel observar
uma inibicdo do fechamento da risca nas maiores concentragbes do composto 1-(1-
tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one (Figura 9A). Na analise do percentual de fechamento
da risca, o composto (5,2 M) inibiu em 97% apds 24 horas e 94% em 48 horas a
migragéo de células de cancer de pulmao. Na concentragdo de 2,6 yM, o composto
inibiu a migracao celular em 87% apoés 24 horas e 69% apds 48 horas de tratamento.
Na concentragéo de 1,3 yM o composto foi capaz de inibir em 33% a migracéo celular
apods 48 horas de tratamento. Todas as comparacdes foram feitas com o controle
negativo sem tratamento, nos mesmos tempos (Figura 9B). O farmaco doxorrubicina
foi capaz de inibir a migragao de células de cancer de pulmao em 59% ap6ds 48 horas
de tratamento, quando comparada com o controle negativo sem tratamento, no

mesmo tempo (Figura 9B).

Na anadlise representativa da migracdo na linhagem B16F10 foi possivel
observar uma inibicdo do fechamento da risca nas maiores concentragdes do
composto (Figura 9C). Na analise do percentual de fechamento da risca, o composto
a 15,2 uyM inibiu em 46% apods 24 horas e 42% apos 48 horas a migragao das células
de melanoma. Todas as comparagdes foram feitas com o controle negativo sem

tratamento, nos mesmos tempos (Figura 9D).

O composto na concentragdo de 7,6 uM inibiu a migragdo de células de
melanoma em 38% apos 24 horas e 28% apos 48 horas de tratamento. Na
concentragédo de 3,8 pM o composto inibiu em 26% a migragdo das células de
melanoma apéds 24 horas de tratamento. O farmaco doxorrubicina inibiu a migragao
de células de melanoma em 30% apds 24 horas de tratamento (Figura 9D). Todas as

comparacgdes foram feitas com o controle negativo sem tratamento, no mesmo tempo.
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Figura 9. Efeito inibitério do 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one na migracdo celular. Imagem
representativa da migragao celular apés 72 horas de tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-
3-yl)propan-1-one nas linhagens A549 (A) e B16F10 (C). Analise do percentual do fechamento da
risca nas linhagens A549 (B) e B16F 10 (D) apos tratamento com 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-
one, doxorrubicina (Doxo) e controle negativo sem tratamento (Cnt). Os dados mostram média e
desvio padrao de trés experimentos independentes. A analise de diferenga entre tratamentos e
controle foi realizada pelo Two-way anova, seguido de pos-teste Dunnett. (*) P<0,05; (**) P<0,01;
(***) P<0,001 e (****) P<0,0001.

5.4 Inducao de alterag6es morfoldégicas em células A549 e B16F10 pelo 1-(1-
tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one

Na analise da morfologia das células de cancer de pulmao apés tratamento
com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one, foi possivel observar feixes de
estresse dos filamentos de F-actina, perda do volume citoplasmatico e projecdes
apoptéticas no citoesqueleto. Essas alteragdes morfologicas foram observadas em
todas as concentragdes do composto. No nucleo, foi possivel observar fragmentagéo
do DNA. Na concentragao de 2,6 uM foi possivel observar a presenga de células
arredondadas, formato n&o caracteristico da linhagem A549. Nas células tratadas com
a doxorrubicina, foi possivel observar perda do volume citoplasmatico e proje¢des

apoptoticas no citoplasma (Figura 10).

Na analise da morfologia das células de melanoma foi possivel observar
fragmentagcdo da membrana plasmatica em todas as concentragées do composto 1-
(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one. Na concentragao de 3,8 uM foi possivel observar
perda do volume citoplasmatico. A doxorrubicina provocou feixes de estresse nos
filamentos de actina das células de melanoma, feixes estes que se dispdem de
maneira desorganizada. Além disso, foi possivel observar perda do volume

citoplasmatico e proje¢des apoptéticas do citoplasma (Figura 11).



)
c
?
-
1
C
@
Q
o
—_
X
=
>
@
[e)
3e)
£
1
I
h
>
7
o)
T
s
5
<

Figura 10. Alteracdes morfolégicas em células de cancer de pulmdo. Imagens representativas das
alteragdes morfoldgicas apds tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one por 24
horas e coradas com DAPI e Faloidina/FITC. Doxorrubicina (doxo) foi usada como controle positivo de
morte e células nado tratadas como controle negativo (Cnt). Setas cheias apontam estresse dos filamentos
de F-actina ( == ), setas finas perda do volume citoplasméatico e projecbes apoptdticas do citoplasma (
—= ), cabegas de seta fragmentagdo de DNA ( » ), seta vazada arredondamento celular (= ). Barra:

100 pm.
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Figura 11. Alteracdes morfologicas em células de melanoma. Imagens representativas das alteragdes
morfolégicas apds tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one por 24 horas e
coradas com DAPI e Faloidina/FITC. Doxorrubicina (doxo) foi usada como controle positivo de morte e
células nao tratadas como controle negativo (Cnt). Setas cheias apontam estresse dos filamentos de F-
actina ( == ), setas finas perda do volume citoplasmatico e proje¢cdes apoptéticas do citoplasma ( — ),
cabegas de seta fragmentagao de DNA ( » ), seta vazada fragmentagdo da membrana plasmatica (= ).
Barra: 100 pm.
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5.5 Indugao de apoptose em células A549 e B16F10 pelo 1-(1-tosyl-1H-indol-3-

yl)propan-1-one

As figuras 12A e 12C ilustram um experimento representativo com graficos dot
plot obtidos em experimento de citometria de fluxo nas linhagens A549 (Figura 12A) e
B16F10 (Figura 12C), indicando células viaveis (Anexina V-/Pl-), em apoptose inicial

(Anexina V+/PI-), apoptose tardia (Anexina V+/Pl+) e necrose (Anexina V-/Pl+).

Na figura 12B foi possivel observar que o tratamento das células de cancer de
pulmdo com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one nas maiores
concentragdes (2,6 e 5,2 uM) induziu um alto percentual de células em apoptose inicial
quando comparados ao controle. A doxorrubicina (10 yM) também induziu morte por
apoptose inicial nas células de cancer de pulmao. Nao foram observados os eventos

de apoptose tardia e necrose nas células de cancer de pulmao.

Na figura 12D foi possivel observar que o tratamento com o composto na
concentracéo de 7,6 uM induziu apoptose tardia nas células de melanoma quando
comparados ao controle. A doxorrubicina (10 uM) também induziu morte por apoptose
tardia nas células de melanoma. N&ao foram observados os eventos de apoptose inicial

e necrose nas células de melanoma.
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Figura 12. Analise de citometria de fluxo apds tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one por 24 horas. Imagem representativa dos graficos de citometria (Dot plot) divididos
em quatro quadrantes: Células viaveis (Anexina V-/Pl-), apoptose inicial (Anexina V+/PI-), apoptose
tardia (Anexina V+/Pl+) e necrose (Anexina V-/Pl+), do tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-
indol-3-yl)propan-1-one na linhagem A549 (A) e B16F10 (C). Analise quantitativa do percentual de
células viaveis, apoptose inicial e tardia e necrose na linhagem A549 (B) e B16F10 (D). O farmaco
doxorrubicina (Doxo) (10 yM) foi usado como controle positivo e DMSO (0,02%) foi usado como
controle negativo (Cnt). As analises entre os grupos foram realizadas com ANOVA, seguida do pos-
teste de Dunnet (*) P<0,01; (**) P<0,001; entre tratamentos e controle. Os dados representam a
média + DP de trés experimentos independentes.

5.6 Avaliagcao da atividade hemolitica em eritrécitos pelo 1-(1-tosyl-1H-indol-3-

yl)propan-1-one

Para avaliar a atividade hemolitica em eritrécitos apos exposicao ao composto
1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one foi utilizada uma concentracdo de até 100 x a
Clso. O intuito foi averiguar a citotoxicidade do composto em concentragdes elevadas
em eritrocitos humanos e murino. Como resultados, o composto derivado do indol ndo
apresentou efeito hemolitico em eritrécitos humanos e murino nas concentragdes
testadas quando comparadas com o controle positivo de hemolise (Triton X 100). O

Triton x 100, por sua vez, apresentou 100% de atividade hemolitica (Figura 13).



58

A B
V. V% Y ~ 100
Controle & /VE &
ik 80
= 260 uM S JUE J =
) o AN \, o>~
S o 4 ~ 604
é S |130uM 0 8
it > g 40
T3 ’ y y g -
Zo5 | 65uM £
24 <
:'/ 32 5 UM ‘ : } "; : ? ?’ 20- dekkk kKK dkkk Fekkk Hekkk
i X 0- T T T T -
Triton X 100 Triton Controle 260 130 65 325 uM
X 100
1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)
propan-1-one
D
C
RS, [N 100+
Controle & Sy
— % 80
> 760 uM = =
3 & 60
5 e - S ]
£2 1380 M 2
T8 £ 404
2 8 o
78 [100um 2
< 20-
‘L 95 uM w dedede ke Khkkk Jede ke ke e de gk dedkedek

1 1 1 1 1
Triton Controle 760 380 190 95 uM
X100

1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)
propan-1-one

Figura 13. Ensaio de hemodlise em eritrécitos. Fotografia de um experimento representativo em
eritrocitos humanos (A) e de camundongos C57BL/6 (C). Triton X 100 (1%) foi utilizado como controle
positivo de hemdlise. Grafico da porcentagem de hemdlise em eritrocitos humanos (B) e de
camundongos C57BL/6 (D). As analises entre os grupos foram realizadas com ANOVA, seguida do
pos-teste de Dunnet (****) p<0,0001 em relagéo ao controle. Os dados representam a média + DP de
trés experimentos independentes realizados em quadruplicata.
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6 DISCUSSAO

O Indol esta incluido no grupo dos glucosinolatos, que sdo metabdlitos
liberados e convertidos em isotiocianatos pela enzima mirosinase quando as células
vegetais sdo danificadas em processos de estresse biolégico (Shapiro et al., 1998).
Dentre os mecanismos de agao dos glucosinolatos, pode-se destacar a inibigao da
expressao do fator de necrose tumoral-a (TNFa) e interleucina-13 (IL-B), inducao da
apoptose, inducdo de ROS, interrupg¢ao da via das caspases, STAT1 / STAT2. Além
disso, os glucosinolatos inibem a angiogénese, regulando as células de defesa do
organismo, aumentando a expressao de p53, p21, caspases 3 e 9 e modulando o NF-
kKB em cancer de mama, coélon, pancreas, ovario, prostata e carcinoma espinocelular
(Orovuiji et al., 2023; Soudararajan et al., 2018; Shapiro et al., 1998). Na literatura ja se
encontra descrita as agdes dos glucosinolatos em linhagens de cancer de mama,
cérebro, leucemias, 0sso, colon, gastrico, figado, pulmao, oral, pancreas, prostata,
neuroblastoma humano, células do tubulo proximal do epitélio renal e células do
musculo liso da aorta (Soudararajan et al., 2018; Hecht et al., 2000; Guerrero-Beltran
etal., 2012).

O Indol apresenta atividade antiproliferativa contra linhagens de HelLa, HT29,
MCF7, HL-60 e U-937, uma linhagem de leucemia mieloide humana, linfomas e glioma
(C6) (Preti et al., 2018; Danisman-Kalindermirtas et al., 2022; Andrade et al., 2024).
No presente estudo foi avaliado o efeito citotéxico do derivado sintético do Indol 1-(1-
tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one nas linhagens tumorais B16F10, A549, MCF7 e PC-
3. Nas quatro linhagens estudadas a Clso ficou abaixo ou igual a 10 yM apods
tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one. Corroborando com
0s nossos resultados, Andrade e colaboradores (2024) observaram que o indol e seus
derivados foram capazes de inibir o crescimento das linhagens C6, B16F10 e A549
com uma Clso abaixo de 10 yM apds 72 horas de tratamento (Andrade et al., 2024).
Em células de carcinoma: pancreas BxPC-3, préstata LNCaP, préstata C4-2B,
prostata PC-3 e o carcinoma de mama ftriplo-negativo MDA-MB-231, Ahmad e
colaboradores (2019) identificaram um efeito citotdxico duas a cinco vezes maior no
tratamento com os derivados sintéticos do Indol quando comparados ao Indol (Ahmad
et al., 2019). Segundo Kuete e colaboradores (2014), para que um composto seja
considerado um poderoso agente antitumoral, seus valores de Clso devem ser

inferiores a 10 yuM apds 72 horas de tratamento (Kuete et al., 2014).
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O alto efeito citotoxico do derivado do Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-
one pode ser explicado pela adicdo do radical aril no anel benzénico ligado a molécula
de oxigénio e a cadeia carbbnica, que tanto aumenta o tamanho da molécula quanto
contribui para diminuir a interagdo com a agua. Essas modificagbes podem ter
contribuido para a velocidade da absorgao, a ligagdo com proteinas plasmaticas, a
metabolizacdo do composto e, consequentemente, a citotoxicidade em células

tumorais.

O ensaio clonogénico consiste em avaliar a viabilidade proliferativa e a
capacidade de formacédo de colénias por uma uUnica célula apés um periodo de
incubagédo, no qual as células sdo mantidas em condi¢des favoraveis de crescimento
(Franken et al., 2006). Nesse trabalho observamos que o composto 1-(1-tosyl-1H-
indol-3-yl)propan-1-one inibiu a formagao de colbnias nas linhagens A549 e B16F10
em comparagao com o controle sem tratamento. Outros trabalhos mostram a reducéao
do numero de coldnias de células de glioma (C6) apds tratamento com compostos
heterociclicos, grupo no qual o Indol esta inserido (Ramirez et al., 2020; Andrade et
al., 2024). Sabol e colaboradores (2000) comprovaram que fitoalexinas inddlicas

apresentaram efeito antiproliferativo nas linhagens B16 e L1210 (Sabol et al., 2000).

Células tumorais sado capazes de se desprender da massa tumoral e migrar
para novos tecidos e 6rgaos. A busca por novos compostos que possam inibir a
capacidade de migragao celular pode inibir a invasividade de células tumorais
contribuindo para um prognéstico positivo da doenga (Motta et al., 2024). Nossos
resultados mostram que o tratamento com o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one inibiu a migracdo de células de cancer de pulmao e células de
melanoma. Corroborando com os resultados encontrados nesta pesquisa, Andrade e
colaboradores (2024) observaram que derivados Inddlicos inibiram a migragdo em
linhagem de glioma (Andrade et al., 2024). Ma e colaboradores (2017) observaram
que o tratamento com o composto desoxiarbutina, derivado de produto natural, foi
capaz de inibir a metastase tumoral in vitro e in vivo em melanoma, através de uma

via apoptética associada a mitocdndrias mediadas por p38 (Ma et al., 2017).

A perda da capacidade da migracao celular pode estar associada a alteragcdes
funcionais do citoesqueleto. O citoesqueleto é formado por uma rede de proteinas que

dao forma a célula. Ele fornece o suporte estrutural celular e proporciona a mobilidade
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de organelas intracelulares, fatores importantes para a movimentagcdo e

consequentemente migracgao celular (Linartevichi et al., 2021).

Nesse trabalho observamos alteragdes na morfologia das células de cancer de
pulmao e células de melanoma apds marcagdo com a sonda Faloidina/FITC. Esse
corante se liga aos filamentos de actina que formam o citoesqueleto das células. Foi
possivel visualizar perda do volume citoplasmatico, fragmentagcdo do citoplasma,
projecdes apoptodticas do citoplasma além de redugcdo no numero de células com o
aumento da concentragdo do composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one. No
nucleo das células, corados com o DAPI, foi possivel observar principalmente
fragmentacdo do DNA. O DAPI é um corante fluorescente que se liga fortemente ao
DNA das células. Estas alteragdes mostram que o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-
yl)propan-1-one tanto reduz a capacidade migratoria e a proliferacdo de células

cancerigenas quanto dao sinais de apoptose celular (Obeng et al., 2021).

A morte de células tumorais por apoptose € menos prejudicial por se tratar de
uma morte celular amplamente regulada, na qual ndo ha extravasamento do material
citoplasmatico e nuclear das células, reduzindo ou evitando um processo inflamatorio
(Chen et al., 2018). Nossos resultados mostram que a linhagem A549 apresentou um
alto percentual de células em apoptose inicial apos tratamento com as maiores
concentragbes do composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one. Nas células de
melanoma foi observado um estagio mais tardio da apoptose apds tratamento com a

maior concentragdo do composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one.

A evasao das células a apoptose, tanto pela via intrinseca quanto pela via
extrinseca, € um dos fatores responsaveis nao somente pelo surgimento,
desenvolvimento e progressao tumoral, mas também pela resisténcia das células
tumorais as terapias atuais (Pistrito et al., 2016). Encontrar compostos bioativos com
capacidade de estimular a morte celular por apoptose em células tumorais é de
extrema relevancia para o tratamento oncoldgico. Grande parte das drogas anticancer
testadas atualmente explora justamente as vias de sinalizagdo da apoptose como uma
forma de buscar drogas com menos efeitos toxicos as células ndo-tumorais (Pistrito
et al., 2016; Newton et al., 2024).

Na literatura sdo encontrados estudos que associam o aumento da marcacéao

com Anexina V em células de cancer de pulmao e melanoma apds tratamento com a
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maior concentragcao de derivados sintéticos de produtos naturais ao mecanismo de
morte celular por apoptose (Dos Santos et al., 2023; De Franca et al., 2022). Preti e
colabores (2018) analisou a atividade antiproliferativa de Chalconas a base de Indol,
nas quais um dos anéis arila foi substituido por um Indol em linhagens HelLa, HT29,
MCF7 e U-937. No trabalho foi observada a superexpressao de Bcl-2 (U-937/Bcl-2)
via parada do ciclo celular nas fases G2 e M e indugao de apoptose nestas linhagens
(Preti et al., 2018).

Outra analise realizada neste estudo foi a toxicidade do composto 1-(1-tosyl-
1H-indol-3-yl)propan-1-one em eritrécitos humanos e de camundongos C57BL/6 por
meio do ensaio de hemdlise. O ensaio de hemdlise € utilizado para avaliar a toxicidade
de compostos em células n&do tumorais (Andrade et al., 2024). A membrana dos
eritrocitos € delicada e pode sofrer alteragbes apds a exposigdo a compostos,
incluindo a possibilidade de ruptura da membrana dessa célula (Evans et al., 2013).
No nosso trabalho ndo foi observada hemdlise em eritrécitos humanos e de
camundongos C57BL/6 apds exposi¢ao ao composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-
1-one, mesmo na concentragdo mais elevada, de 100 vezes a Clso do composto 1-(1-
tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one nas linhagens A549 e B16F10. Andrade e
colaboradores (2024) avaliaram a atividade hemolitica do composto derivado do Indol
Phenyl(1-tosyl-1H-indol-3-yl)methanone (9) e ndo foi observada hemdlise em
eritrocitos humanos. Dos Santos e colaboradores (2023) também nao observaram
atividade hemolitica em eritrécitos humanos expostos ao derivado sintético de produto

natural O-propargyllawsone (Andrade et al., 2024; Dos Santos et al., 2023).

Os resultados do teste de hemdlise em conjunto com os resultados de inibigao
da formacéao de colbnias, inibicdo da migracdo e analise dos mecanismos de morte
celular mostram que o composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one possui

citotoxicidade em células tumorais e nao possui efeito toxico em células saudaveis.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, foi possivel concluir que o derivado do
Indol 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one apresenta um alto grau de inibigéo in vitro
nas linhagens A549, B16F10, MCF7 e PC-3, com as maiores inibi¢des nas linhagens
A549 e B1F10. O composto 1-(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one inibiu a formagao
de coldnias e a migragao das linhagens A549 e B16F10. Além disso, o composto 1-
(1-tosyl-1H-indol-3-yl)propan-1-one induz alteracbes morfoldgicas e apoptose nas
linhagens A549 e B16F10 e ndao apresenta atividade hemolitica em eritrocitos de
camundongos C57BL/6 e eritrocitos humanos. Os resultados mostram que o
composto avaliado tem efeitos citotoxicos nas células tumorais e ndo tem efeitos
téxicos nas células saudaveis. Esse trabalho possibilita a continuidade dos estudos
sobre o mecanismo de agdo do composto proposto para caracterizar e analisar

completamente o seu potencial antitumoral in vitro e in vivo.
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conhecidas mais de 100 ipos de cinceres que podem afetar 0% mais diversos tecidos do organisme (INCA,
2020). O estabelecimento & desenvalvimento do ¢cancer estdo ligados a diversos fatores, tals como,

alteracdes genéticas hereditirias ou adquiridas, que levam a proliferacio desordenada e llimitada de eélulas

mutadas, possibilitando a formagao de massas Wwmorals, @ a evasao da agao do sistema imunoldgleo,
angiogénese e outros fatores que possibilitam o seu desenvolvimento (HANAHAN, WEINBERG,

2011).3egundo o Global Cancer Obheervatory (GLOBOCAN) a prevaléncia do cancer no mundo para os

tltimos cinco anos & de 50,5 milhdes de casos @ a incikdéncla de 19 milhdes de casos em 2020. Embora,

seja uma doenca
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amplamente estudada & diversos ratamanto estejam disponiveis para o cancer, tals come, quimioterapia,

radioterapia, cirurgia e imunoterapia, esta ainda & a segunda doenga que mais causa dbitos ne mundo com
9.9 milhSes casos no Gitimo ano (SUNG et al., 2021; WANG; LEL; HAN, 2018). No Brasil, a estimativa para o
trignio 2020-2022 é de 625 mil noves casas de cineer sendo os cinceres de pele ndo melanama, mama e
préstata, cdlon e reto, pulmdo e estdmage of mals incldentes. O Impacto global causads pelo cAncer & Seus
altos Indices de Incldéncla & prevaléncla, além da heterogeneldade da doenca e a resisténcia celular ao
tratamento com quimioterdpicos revelam a importdncia dos estudos com novos compostes biologlcamente
alivas (SUNG et al., 2021; YELDAG: RICE: DEL RIO HERNANDEZ, 2018). Produtos de origem natural
representam uma imporante fonte de moléculas com potencial atividade para tratamento de diversas
enfermidades, inclusive o cinecer. Caerca de 40% dos farmacos utilizados atualmente & aproximadamente
B5% dos fArmacos antineopldsicos sio orlundos de fontes naturals (MEWMAN: CRAGG, 2020).Uma gama
de compostos pode ser sintetizada a partir de autres compostos de ongem natural & estudas mostram gue
estes compostos sintéticos podem ser potenclals fonte de substincias antitumarals por apresentarem
atividade cltotdxica em células umorals (ANDRADE et al., 2015; DE FRANCA et al., 2021). Newman e
Cragyg (2020) evidenciaram que cinquenta e oito compostos utilizados no tratamento do cancer entre 1981 &
2019 530 oriundes de modificagdes estruturals de compostos (& existentes. Mo entanto, & impaortanie que os
novos compostos sintelizados apresentem baixa citotoxicidade em célula ndo Wwmorais, para reduzir danos
as eflulas normais do organismo. Além disso, a baixa citotoxicidade em células nas Wwmarals podem auxiliar
na sele¢io de compostos promissores. Assim, a proposta dessa trabalho & seleclonar cerca de 40
compostos sintétieos dervados de lapachel, lausona, chaleona e Indol com alte potenclal antitumoral e gue
tenham baixa toxicldade em células normais. O intuito & formar um banco de compostos antitumarals gue
serdo amazenados no Laboratdrio de Cultive Celular do Departamenta de Morfologia da UFS, para novos
esludos que visem estudar o mecanismo de agdo desses compostos.

Hipdtesa:
Derivados sintéticos de lapachal, lausona, chalconas e indol possuem alta atividade eitotdzica em células
tumorals & balxa toxicldade em células nao tumorals

Metodologia Proposta:

ENSAIQ DE CITOTOXIDADE - SULFORODAMIMNA BAs células das linhagens de carcinoma de pulmao
(A549), melanoma (B16-F10), glioma {C6), mama {MCF-7) e prdstata (PC-3) serdo semeadas em
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placas de 96 pocos contendo meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal de Bovino
(SBF) e 1% de antibidtico (penicilina 10000 U/mL; estreptomicina 10000 mg/mL) com concentragdo igual a
1x104 células/pogo. As células serdo incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 & 37°C por 24 h

para aderéncia. Apds esse tempo as células serdo tratadas com 25 yM dos derivados do lapachol, lausona,

Indol e chalcona a serem avaliado por 72 h. Dimetilsulféxido 0,1% e Cloridrato de Doxorrubicina serdo
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 serdo descartados e as células serdo fixadas
com Acido tricloroacético (30%) por uma hora a 4°C. A placa sera lavada por 4 vezes com agua destilada e
seca. Um volume final de 100 pL da solugdo de Sulforodamina B (SRB) 0,057% (p/v) dissolvida em 4cido
acético (1%) serd

adicionado aos pogos por 30 min em temperatura ambiente (TA). A placa sera lavada por 4 vezes com 4cido
acético para remogao do excesso de corante e seca. TRIS base (10 mM; pH 10,5) sera usado para diluicao
do SRB por 30 min e entdo a placa sera lida em leitor de microplaca (Synergy H1, Biotek, VT, EUA) por
espectofotometria com comprimento de onda de 510 nm.O SRB ¢ um corante anidnico utilizado para
avaliagao da viabilidade celular por base na medi¢cao do teor de proteinas que se ligam a este
eletrostaticamente (FERNANDES, 2014). Os valores de absorbancia serdo convertidos a porcentagem de
Inibi¢do do crescimento celular a partir da férmula:% Inibigao do crescimento = {100 - [(Abs

(células tratadas)/Abs. (controle)) x 100)}Para os derivados do lapachol, lausona, indol e chalcona que
causarem maior Inibi¢do no crescimento das células serd determinada metade da concentragao inibitéria
maxima (IC50). Sera utilizada a mesma metodologlia descrita anteriormente neste item modificando-se
apenas as concentragdes avalladas que irdo de 0 a 25 pM para identifica¢io do(s) composto(os) mais
potente(s). Os derivados sintéticos de lapachol, lausona, indol e chalcona com IC50 menor ou igual a 10 yM
serdo considerados promissores e avaliados nos testes posteriores (KUETE et al., 2014).1.2. ENSAIO DE
HEMOLISEO ensaio de hemélise é amplamente utilizado para avaliagio da atividade citotéxica in vitro em
eritrdcitos pela andlise de danos causados a membrana destas células pelos compostos em teste
(SHARMAN P., SHARMA J. D., 2001). Por isso, sera avaliada a loxicidade de compostos derivados de
lapachol (10 compostos), lausona (10 compostos), indol (10 compostos) e chalcona (10 compostos) em
eritréeitos humanos. As coletas de sangue serdo realizadas de abril a jJunho de 2022, janeiro a margo de
2023 e janeiro a margo

e outubro a dezembro de 2024 e serdo convocados 30 voluntarios no decorrer desse periodo. A
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amostra de 30 voluntarios fol determinada a partir de estudos gue sugerem um n amostral de 2 .a 3

Individuas para cada composto (ROSA et al., 2015; MESDAGHINIA et al., 2018). Alunos de graduagdo,

técnicos do departaments de morfologia e alunos de pds-graduacgio da Unlversidade Federal de Sergipe
serdo convidados a particlpar como voluntarios da presente pesguisa. Os critérios de Inclusao para os
voluntarios serdo: malores de 18 anos, ndo fumantes (ditimos 6 meses), ndo esteja em uso de medicagao
regular & agqueles gue assinarem o Termo de Consentimenta Livre e Eselarecide (TCLE). Nao serao
Incluidos na pesqulza mulheres gravidas e individuos que ndo puderem doar e minimoe de amestra bloldgica
necessarla s coletas de sangue serdo realizadas no Laboratdrie de Blologla e Imunalogla do Cancer e
Lelshmania por profissionais capacitados e seguirdaoe os protocelas de biosseguranca e de boas praticas
laboratariais. O estudo serd conduzido de acordo com os p

Critério de Inclusdo:
Serao incluides homens @ mulheres maiores de 18 anos.

Critério de Exclusao:
Serao excluldos menores de 18 anos, mulheres gravidas e individuos gue nao puderem doar o minimo de
amostra bioldgica necessana.

Metodalagia de Analise de Dados:

Oz ensalos de citotoxicidade serdo realizados em quadruplicata de pelo menos trés exparimentos
independentes. Para lodos os experimentos, intervalo de conflanga de 95% sera utilizado e valores p < 0,05
serdo conslderados significantes estatisticamente. Andlises e graficos assim como as CCs50 serdo obtidos
através da utilizacao do programa GraphPadPrism B.

Desfecha Primariao:

ldentificar compostos derivados de lapachel, lausenas, chaleonas & indal que tenham atividade citatdxiea em
células tumorais ¢ baixa atividade eitotdyica em edlulas ndo Wmorals.

Desfecho Secundaria:

Obter compostas promissores para o Fatamento do CAncer.

Objative da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Avaliar o efeito citotdxico dos derivados de lapachal, lausona, indol & chalcona nas células
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tumorais de carcinama de pulmao, melanoma, glioma, cincer de mama e prdstata e a toxicldade em
eritrdcitos humanos.

Objetive Secundaria:

Avallar a cliotoxicldade de 40 compostos derivados de lapachel, lausona, Indol e chalcona em células
tumarais.

Determinas a 1G50 dos compostos mais cltotdxicos de lapachal, lausona, indal e chaleona em células
tumarais.

Avaliar a cilotoxicidade dos compostos dericados de lapachal, lausona, indel e chalcona em eritrdcitos
humanos.

Avaliagdo dos Riscos @ Beneficios:

Riscos:

Asg coletas de sangue seqguirdo os protocolos de biosseguranca e de boas praticas laboratoriais, sendo
realizada por profissional qualificads @ habilitade. O estude serd conduzido de acorde com os principios da
Declaracis de Helsinki @ os rscos para os individuos serdo minimas, j4 gue & a coleta de sangue & um
procedimenta minimamente invasiva.

Benaficios:
Oz derivados do lapachal e da lausona podem ser uma importante fonte de novas farmacos com alividade
antitumoral.

Comentarios o Consideragdes sobre a Pesquisa:
Em um primelra momento, serdo cultivadas ¢ mantidas in vitro as linhagens de células tumorais de

adenocarcinoma de pulmao (A549), melanoma (B16-F10), glioma (C6), mama (MCF-7) e prostata (PC-3).

Zera realizado o teste de citotexicidade par SRE dos derivados sintéticos de lapachol, lausona, chalcona e
Iindal sobre essas linhagens. Apds selecis dos derivades com potencial antiturmoral, serd determinada a
IC50 destes, também pelo ensalo de SRB. Em sequida, serio realizados os experimentos para avaliar a
toxicidade em eritrécilos humanos dos compostos mals promissores.

Consideracdes sobre oz Tarmos de aprasentacio abrlgatdria:
Vide campo "Concdustes ou Pendiinclas e Lista de Inadequacies”
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Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:
Andlise das respostas (arquive: "CARTARESPOSTASPENDEMCIASCEPUFSZ pdf*, postade na Plataforma
Brasil em 21/06/2022) ao Parecer Consubstanciado n® 5.437 724 emitide am 30/05/2022

Dlante do exposto, o Comitd de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Unlversidade Federal de
Sergipe, de acordo com as atribuigtes definidas na Resolugdo CHNS n® 510 de 2016, na Resolugaa CHS n®
466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovagdo do projeto de

pesquisa propasto.

Consideragdes Finals a critério do CEP:
Conforme Resolucdo CHS 46672012, itens X.1.- 3.b. e X1.2d, e Resolucdo CNS 51072016, ArL. 28, inc. V, 05
pesquizadores responsaveis deverdo apresentar relatdrios parclal semestral e final do projeto de pesquisa,
contades a partir da data de aprovacao do protocols de pesquisa iniclal.

Este paracer fol elaborado baseado nos documeantos abalxe relacionades:

Tipo Documento Arqulvo Postagem Autor Sltuacio
Informagbes Baslcas PB_INFDRI'MG{}ES_E.&.SJGAS_DG_P 21/08/2022 Aceilo
de Projela ROJETO 1810644 pdf 21:58:18
Oulros CARTARESPOSTASPENDENCIASCEP| 21/08/2022 |MARLAMA NOBRE Aceilo

UFS2 pdf 21:57:04 |FARIAS DE FRANCA
Oulros CARTARESPOSTASPENDENCIASCEP| 08042022 |MARLAMNA NOBRE Aceilo
UF S paf 17:32:96  |FARIAS DE FRANCA,
Projeta Detalhada /| projetocitotoxicidade.docx 06/04/2022 |MARLANA NOBRE Acello
Brochura 17:25:51 |FARIAS DE FRANCA|
HUnyvestigador _ _
Outras Termo_de_compromizso_e_confidenclal] 24/01/2022 |MARLANA NOBRE Acailo
Idade. pdf 08:12:40  |FARIAS DE FRAMCA
Outras Termodeanuenciadenvados. paf 21112021 |MARLANA NOEBRE Acailo
21:26:23  |FARIAS DE FRAMCAH
TCLE / Termoas de | TCLE.doex 211172021 [MARLAMNA NOBRE Aceilo
Assenlimento / 21:21:18  |FARIAS DE FRANCH
Justificativa de
| Ausdneia
Faolha de Rosto folhaDeRostoProjetoderivados. pdf 21112021 |MARLANA NOERE Acailo
21:20:56  |FARIAS DE FRANCH
Situagio do Parecer:
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