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RESUMO

EFEITO CITOTOXICO DO DERIVADO INDOLICO NM-01-28-22 EM LINHAGEM
DE CARCINOMA DE PULMAO, MARCOS VINICIUS BARBOSA DE MELO, SAO
CRISTOVAO, 2026

O cancer de pulmio ¢ uma neoplasia com alta taxa de mortalidade e incidéncia. Os
principais tratamentos do cancer de pulmao sdo quimioterapia, radioterapia e cirurgia,
que depende do grau do cancer no paciente. A quimioterapia ¢ a pratica terapéutica mais
utilizada e com limitagcdes devido aos efeitos adversos por causa da baixa seletividade a
nivel sistémico das células normais, em comparacdo as células tumorais. Muitos estudos
vém demonstrando a importancia dos indois e seus derivados na pesquisa do cancer.
Assim, o indol e os seus derivados possibilitam maior seletividade as células tumorais.
Nosso estudo tem como objetivo avaliar o derivado ind6lico NM-01-28-22 na inibi¢do
celular em linhagens tumorais e o seu efeito citotoxico na linhagem de carcinoma de
pulmao. Inicialmente o composto foi testado frente as linhagens para determinar a mais
suscetivel ao derivado. Para isso, foi utilizado o ensaio Sulforrodamina B para avaliar o
grau de inibicdo do derivado NM-01-28-22 nas trés linhagens A549 (cancer de pulmao),
PC-3 (cancer de prostata) e MCF-7 (cancer de mama). Para os ensaios de citotoxicidade
na linhagem A549 foram realizados ensaios de migragdo celular, formacao de clones,
alteragcdes morfologicas pela coloracdo DAPI e Faloidina-Fitc, potencial de membrana
mitocondrial pelo corante rodamina 123 e produc¢ao de ROS pela sonda DCFH-DA. A
toxicidade em eritrocitos humanos foi verificada pelo ensaio de hemolise. Na analise do
grau de inibicdo foram obtidos os valores da concentrag@o inibitdria em 50% (Cls,) do
composto nas linhagens A549 (6,5 uM) MCF-7 (17,5 uM) e PC-3 (16,2 uM). Tendo em
vista que o derivado indolico apresentou uma baixa Cly, em células A549 e
considerando sua relevancia na epidemiologia, essa linhagem foi utilizada nos ensaios
posteriores de citotoxicidade. O derivado inibiu a migragado celular e formagao de clones
na célula A549 nas trés concentragdes. O derivado também induziu a perda do potencial
de membrana mitocondrial e a produgao de ROS sugerindo morte celular por apoptose.
As alteragdes morfologicas evidenciadas pelo tratamento do derivado também mostram
morte celular na linhagem A549. O derivado foi testado em altas concentragdes em
eritrocitos humanos e ndo foi observado efeito toxico. Esses resultados mostram que o
derivado inibiu o crescimento celular em trés linhagens tumorais distintas. Como
também apresentou um alto efeito citotoxico na linhagem A549 sem apresentar efeito
toxico em eritrocitos humanos.

Palavras-chave: Indol; Atividade antiproliferativa; Antitumoral; Derivados.



ABSTRACT

CYTOTOXIC EFFECT OF THE INDOLIC DERIVATIVE NM-01-28-22 IN A LUNG
CARCINOMA CELL LINE, MARCOS VINICIUS BARBOSA DE MELO, SAO
CRISTOVAO, 2026

Lung cancer is a neoplasm with a high mortality and incidence rate. The main
treatments for lung cancer are chemotherapy, radiotherapy, and surgery, depending on
the stage of the cancer in the patient. Chemotherapy is the most widely used therapeutic
practice, but it has limitations due to adverse effects caused by its low systemic
selectivity for normal cells compared to tumor cells. Many studies have demonstrated
the importance of indoles and their derivatives in cancer research. Thus, indole and its
derivatives allow for greater selectivity for tumor cells. Our study aims to evaluate the
indole derivative NM-01-28-22 in cell inhibition in tumor cell lines and its cytotoxic
effect on the lung carcinoma cell line. Initially, the compound was tested against cell
lines to determine the most susceptible to the derivative. For this purpose, the
Sulforhodamine B assay was used to evaluate the degree of inhibition of the
NM-01-28-22 derivative in the three cell lines A549 (lung cancer), PC-3 (prostate
cancer), and MCF-7 (breast cancer). For cytotoxicity assays in the A549 cell line, cell
migration, clone formation, morphological alterations by DAPI and Phalloidin-Fitc
staining, mitochondrial membrane potential by thodamine 123 dye, and ROS production
by the DCFH-DA probe were performed. Toxicity in human erythrocytes was verified
by the hemolysis assay. In the analysis of the degree of inhibition, the values of the 50%
inhibitory concentration (IC50) of the compound were obtained in the A549 (6.5 uM),
MCF-7 (17.5 uM), and PC-3 (16.2 uM) cell lines. Given that the indolic derivative
showed a low IC50 in A549 cells and considering its relevance in epidemiology, this
cell line was used in subsequent cytotoxicity assays. The derivative inhibited cell
migration and clone formation in A549 cells at all three concentrations. The derivative
also induced loss of mitochondrial membrane potential and ROS production, suggesting
cell death by apoptosis. The morphological changes evidenced by treatment with the
derivative also show cell death in the A549 cell line. The derivative was tested at high
concentrations in human erythrocytes and no toxic effect was observed. These results
show that the derivative inhibited cell growth in three distinct tumor cell lines. It also
showed a high cytotoxic effect in the A549 cell line without showing a toxic effect in
human erythrocytes.

Keywords: Indole; Antiproliferative activity; Antitumor activity; Derivatives.



RESUMO VOLTADO PARA A SOCIEDADE

O cancer ¢ uma doenga que afeta pessoas de todas as idades. Dentre os tratamentos do
cancer estao a quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia. A quimioterapia ¢ eficaz, mas ¢
muito agressiva e gera efeitos colaterais nos pacientes. Por isso, a universidade e
industrias farmacéuticas buscam novos compostos quimicos que gerem menores
sintomas aos pacientes e que matem efetivamente o tumor. Para que um tratamento seja
utilizado pela sociedade, ele passa por etapas na pesquisa. A primeira ¢ chamada de
pesquisa in vitro, que ¢ tratar as células cancerigenas com o composto quimico em
laboratorio. O intuito € observar se o promissor composto quimico mata as células de
cancer ou nao. Neste trabalho, estudamos o composto quimico chamado de derivado do
indol NM-01-28-22 em células de cancer. Observamos que o derivado matou as células
de cancer de pulmdo, mama e prostata, ja que as células, quando morrem, mudam de
forma. E para confirmar essa morte, visualizamos e registramos fotos em microscopio a
mudanga da morfologia da célula. Essa morte também afetou a mitocondria, parte da
célula responsavel pela respiragdo celular, ¢ aumentou a producdo de substancias
oxidantes, indicando morte de células. Um efeito muito interessante ¢ que o composto
quimico ndo matou as células sauddveis do sangue, demonstrando seletividade as
células cancerigenas. Outro problema no tratamento do cancer ¢ a metastase, processo
que as células cancerigenas saem do tumor e formam novos agrupamentos de células
cancerigenas em outros 6rgaos, processo chamado de colonizagdo. O derivado impediu
a formagdo de metéstase e colonizacdo de células de cancer de pulmao. Esses sdo os
resultados da primeira etapa da avaliacdo in vitro da testagem do novo composto
quimico promissor em células de cancer. A proxima etapa ¢ estudos em animais € a
testagem em humanos demora muitos anos, até que cheguem aos hospitais.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenca caracterizada pela desordem proliferativa de células
transformadas (Brown et al., 2023). No ano de 2022 foram estimados aproximadamente
19,9 milhdes de novos casos e cerca de 9,7 milhdes de mortes no mundo. O cancer de
pulmao ganha destaque na epidemiologia no ano de 2022, tendo em vista sua alta taxa
de mortalidade e incidéncia, com numeros absolutos de 1.817.469 e 2.480.675,
respectivamente (Ferlay et al., 2024). O cancer de pulmao representa 18,7% das mortes
por cancer e cerca de 12,4% dos novos casos no mundo (Bray et al., 2024).

O cancer de pulmao ¢ subdividido em duas formas principais, cancer de pulmao
de células ndo pequenas (NSCLC), que representa aproximadamente 85% dos casos, € 0
cancer de células pequenas com 15% dos casos (Alduais et al., 2023). O principal fator
de risco associado ao cancer de pulmio é o tabagismo, além dos fatores ambientais e
disposicdo genética (Leiter; Veluswamy; Wisnivesky, 2023). No cancer de pulmao
varios tratamentos sdo utilizados como cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Zhong et
al., 2024). Apesar dos diferentes tratamentos, ainda ndo existem farmacos eficientes
contra o cancer de pulmio e suas formas resistentes causam alta taxa de mortalidade
(Hou et al., 2021).

Nesse contexto, torna-se relevante a busca por novos medicamentos antitumorais
promissores (Prakash ef al., 2018), para o tratamento do cancer que seja acessivel, com
baixa toxicidade e eficaz (Zhong et al., 2024). O indol é um composto natural e diversos
trabalhos mostram a atividade antitumoral dos seus derivados (Dutta et al., 2022; Mo et
al., 2024; Nguyen et al., 2022; Rathi et al., 2017; Zhao et al., 2017). A vincristina,
vinblastina e vinorelbina sdo firmacos a base de indol, que atuam na pratica clinica
contra diversos tipos de cancer, incluindo as formas resistentes neoplasicas (Jia et al.,
2020). Isso indica como o indol ¢ importante para o desenvolvimento de novos
medicamentos antitumorais (Qin et al., 2022b).

O desenvolvimento de novos farmacos pode ser obtido por meio da alteragao da
estrutura quimica da molécula podendo gerar derivados mais potentes (Ottoni et al.,
2020). Dados do nosso grupo de pesquisa mostraram que derivados inddlicos tiveram
um efeito mais citotoxico do que o indol em células de glioma (Andrade et al., 2024).
Dando continuidade no estudo de outros derivados inddlicos, o objetivo deste trabalho
foi investigar o efeito citotoxico do derivado NM-01-28-22 em células de carcinoma de

pulmao (A549). Este derivado apresentou alta inibicdo (>88%) em um screening
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farmacoldgico contra diversas linhagens tumorais: cancer de pulmao (A549), glioma

(C6) e melanoma (B16-F10) (Andrade, 2021).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer ¢ um conjunto heterogéneo de doencas, com mais de 100 tipos distintos
ja descritos. E caracterizado pela proliferagio anormal de células malignas, com a
tendéncia de invadir 6rgdos e tecidos adjacentes (INCA, 2020). Aproximadamente 20%
da populagdo humana teré cancer como causa de morte (Alberts ef al., 2021).

De acordo com o Observatorio Global do Cancer (GCO), no ano de 2022
ocorreram cerca de 19,9 milhdes de novos casos e aproximadamente 9,7 milhdes de
mortes em escala global. O cancer de pulmao foi o que apresentou a maior mortalidade
entre todas as neoplasias. O segundo cancer com maior mortalidade foi o cancer
colorretal, seguido pelo cancer de figado, o cancer de mama e o cancer de estdmago
(Ferlay et al., 2024). Quanto a incidéncia, o cancer de pulmao lidera o ranking com
12,4%, seguido pelo cancer de mama com 11,6%, cancer colorretal com 9,6%, cancer
de prostata com 7,3% e cancer de estomago com 4,9% (Bray et al., 2024). A previsdo
para as duas proximas décadas ¢ preocupante, pois ¢ estimado um aumento de 70% na
incidéncia de novos casos (McGranahan; Swanton, 2017).

No Brasil, a estimativa para o periodo de 2026 a 2028 indica a ocorréncia de 781
mil casos de cancer em todo o territorio. E estimado que o tipo mais frequente de cancer
entre os homens seja o cancer de prostata (30,5%), seguido do cancer de colon e reto
(10,3%), pulmao (7,3%), cancer de estdmago (5,4%), e cancer de cavidade oral (4,8%).
Para as mulheres, o cancer de mama tem lideranca na incidéncia (30,0%), seguido do
cancer de colon e reto (10,5%), cancer de colo do tutero (7,4%), cancer de pulmao
(6,4%) e cancer de tireoide (5,1%) (INCA, 2026) (Figura 1).

Em Sergipe, o tipo de cancer mais incidente entre os homens ¢ o cancer de
prostata, seguido por cancer de cdlon e reto, cancer de traqueia, bronquio e pulmao,
cancer de estomago e cancer de cavidade oral. O cancer de mama ¢ o mais
predominante nas mulheres, seguido por cancer do colo do utero, cancer de colon e reto,

cancer da glandula tireoide e cancer de traqueia, bronquio e pulmao (INCA, 2026).
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Localizagao priméria Casos % Localizagao priméria Casos %

Prostata 77.920 30,5 Homens Mulheres Mama feminina 78.610 30,0
Colon e reto 26.270 10,3 Colon e reto 27.540 10,5

Traqueia, brénquio e pulmao 18.730 7,3 Colo do tero 19.310 74

Estomago 13.830 5,4 Traqueia, bronquio e pulmédo  16.650 6,4

Cavidade oral 12.260 4.8 Glandula tireoide 13.310 5,1

Bexiga 9.040 3,5 Corpo do Utero 9.650 3,7

Eséfago 8.750 3,4 Estomago 8.700 3,3

Figado 7.340 2,9 Ovério 8.020 3,1

Laringe 7.310 2,9 Pancreas 6.910 2,6

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2,6 Linfoma nao Hodgkin 5.980 2,3

Legenda: *Numeros arredondados para multiplos de 10.

Figura 1. Estimativa para o tri€nio de 2026 a 2028 do cancer em homens ¢ mulheres no
Brasil. Fonte: INCA, 2026.
2.2 BIOLOGIA DO CANCER

A carcinogénese ¢ um processo complexo e a manifestacao clinica dos pacientes
¢ tardia, com etapas divididas em iniciagdo, promog¢do e progressao. Na etapa de
iniciac¢do, os carcindgenos causam alteracdes e danos ao DNA da célula, que permitem
a proliferacdo autonoma celular. Caso nao haja reparo do DNA antes da divisao celular,
as células repassam o DNA danificado as células filhas. A etapa da promocao
intensifica as propriedades iniciais da carcinogénese das células. Agentes promotores
realizam esse processo, tais como drogas, dieta, hormonios e produtos de plantas, que
ndo alteram o DNA, mas potencializam a etapa da iniciagdo por meio da modulagao
genética. A ultima etapa da carcinogénese é a progressdo, momento em que as células
tumorais tornam-se biologicamente malignas, com caracteristicas de invasdo e
metastase (Botelho, 2018).

O cancer tem como caracteristica a proliferacdo anormal de células e a evasdo da
morte celular programada (Chowdhury et al., 2017; Feitelson et al., 2015). A perda da
funcionalidade e da identidade celular (Yuan; Norgard; Stanger, 2019), além do dano a
instabilidade genomica, sdo outras caracteristicas da tumorogénese (Jamasbi et al.,
2022). Estudos de Hanahan e Weinberg apresentaram as principais caracteristicas do
cancer (Hanahan; Weinberg, 2000, 2011).

Inicialmente, Hanahan e Weinberg (2000) sugeriram seis alteracdes fisiologicas
que norteiam a proliferagdo maligna da maioria ou de todos os tipos tumorais. As
caracteristicas incluem a independéncia em sinais proliferativos, resisténcia a inibidores,
evasdo da morte celular programada por apoptose, proliferagdo ilimitada, intensificacao
da angiogénese e a capacidade de invasdo e metastase (Hanahan; Weinberg, 2000). Em
seguida, novas propriedades do cancer foram atualizadas: evasdo da resposta

imunolédgica e reprogramacdo do metabolismo, além da instabilidade gendmica e



17

mutagdo e inflamacdo (Hanahan; Weinberg, 2011). As novas caracteristicas relatadas do
cancer incluem reprogramagdo epigenética ndao mutacional, associagdo com
microbiomas polimoérficos, senescéncia celular e plasticidade fenotipica (Hanahan,
2022).

A desordem continua na proliferagdo tumoral tem como resultado o
desenvolvimento de tumores e pode levar o individuo & morte (Abbas; Rehman, 2018;
Chowdhury et al., 2017). As células tumorais recebem estimulos, tais como sinalizacao
de moléculas, acdo de agentes terapéuticos, interagdes com o estroma e variagdes
metabodlicas, que ocasiona um microambiente volatil e pode proporcionar mudanga
fenotipica celular (Yuan; Norgard; Stanger, 2019).

O desenvolvimento do tumor depende da influéncia de um ambiente altamente
dindmico e complexo, que modulam os processos de proliferacao, metastase e invasao
(Baghban et al., 2020). As células em alta proliferagdo podem sair do sitio tumoral e
migrar para diferentes localidades do corpo, processo chamado de metéstase
(Chowdhury et al., 2017; Rose, 2024). O tumor maligno invade tecidos e metastatiza,
diferentemente do tumor benigno, que permanece no sitio primario (Kumar et al., 2010;
Patel, 2020). As vias de disseminagdo dos tumores malignos ocorrem por meio dos
vasos linfaticos e sanguineos, além de cavidades corporais como a regido peritoneal e
pleural (Kumar et al., 2010). A anaplasia, outra caracteristica presente entre os tumores
malignos, ocorre principalmente pela indiferenciacao celular, sem nenhuma ou pouca
similaridade com as células diferenciadas (Botelho, 2018). A maior parte dos tumores
malignos proliferam desordenadamente, gerando a metéstase, enquanto os tumores
benignos apresentam crescimento lento (Kumar et al., 2010; Patel, 2020).

A metastase ¢ um obstdculo no tratamento oncoldgico (Ganesh; Massagué,
2021). Cerca de 90% dos 6bitos por cancer ocorrem em decorréncia da metastase
(Abbas; Rehman, 2018). A metastase de células tumorais depende do fendomeno
Transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) (Huang; Hong; Wei, 2022). A EMT ¢
caracterizada por ser um fendmeno dindmico, em que as células tumorais apresentam
estados parciais, com propriedades epiteliais € mesenquimais, além de retornar sua
caracteristica fenotipica para mais epitelial (Boumahdi; de Sauvage, 2020).

A formagdo do cancer inclui mecanismos de ativacdo de proto-oncogenes, a
inibicao de genes supressores de tumores, que desregulam a proliferagdo, ciclo e morte
celular (Botelho, 2018). O ciclo celular ¢ definido como uma sequéncia de processos

moleculares, responsaveis pela replicacdo de todos os componentes da célula, gerando
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duas células a partir de uma célula inicial (Barnum; O’Connell, 2014; Matson; Cook,
2017). A divisdo celular compreende uma etapa importante no crescimento de todos os
eucariontes (Rose, 2024).

As quinases dependentes de ciclina (CDKs) modulam o ciclo celular (Icard et
al., 2019). Sao responsaveis pela fosforilagao de substratos essenciais para que ocorra a
progressdo mitética e a sintese de DNA (Barnum; O’Connell, 2014), com atividade em
paralelo com as suas ciclinas especificas (Adlung, 2022; Otto; Sicinski, 2017), como D,
E, A e B (Kumar et al., 2010). As ciclinas sdo responsaveis por ativar, regular fases
especificas da divisdo celular (Rose, 2024) e ¢ aumentada com a progressao do ciclo
celular (Matthews; Bertoli; de Bruin, 2022).

As fases do ciclo celular incluem intérfase (G1, S e G2) (Rose, 2024) e mitose
(Matthews; Bertoli; de Bruin, 2022). Em individuos adultos, ¢ caracteristico que a maior
parte das células estejam em uma fase chamada de quiescente ou fase GO (Riscal ef al.,
2024). A fase G1 prepara a célula para a duplicacdo do DNA (Limas; Cook, 2019). O
complexo CDK2-ciclina E possibilita a mudanga de G1 para a fase S (Kumar et al.,
2010). Na fase S, conhecida por fase de sintese, ¢ a etapa que ocorre a replicacao do
DNA (Barnum; O’Connell, 2014; Rose, 2024). Na fase S, o complexo CDK2-ciclina A
permite a passagem da fase G2 para a mitose. O complexo CDKI1-ciclina B também
induz a mudanca de G2/M (Kumar et al., 2010). Na fase da mitose (M), ocorre a
formacdo do fuso mitotico (Icard et al., 2019), separagdo cromossomica (Barnum;
O’Connell, 2014; Icard et al., 2019) e divisao do ntcleo da célula (Icard et al., 2019).

O controle do ciclo celular pode ser realizado por proteinas supressoras
tumorais, por exemplo, retinoblastoma (RB) e p53, que evitam a progressao de células
tumorais. Defeitos nesses supressores causam a proliferacdo anormal das células e
consequentemente afetam o ciclo celular (Engeland, 2022). Em condi¢des normais, a
divisdo celular passa por pontos de checagem (Adlung, 2022; Novak; Tyson, 2021). Os
pontos de checagem da divisdo celular compreendem as transi¢des G1/S e G2/mitose
(Novék; Tyson, 2021). As células verificam seu progresso ¢ realizam a transi¢ao para a
proxima etapa da divisdo celular, desde que todas as etapas do ciclo sejam executadas
de maneira adequada (Adlung, 2022; Novak; Tyson, 2021).

O supressor tumoral p53 ¢ conhecido entre os pesquisadores como o Guardido
do Genoma (Rose, 2024), tendo como caracteristica parar o ciclo celular (Engeland,
2018) e reparar o DNA com enzimas, caso apresente algum dano (Rose, 2024). A

transi¢do G1/S ¢é controlada pelo RB, que terd como evento essencial o inicio da sintese
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de DNA (Rubin; Sage; Skotheim, 2020).

No cancer ocorre a desregulacdo do ciclo celular (Riscal et al., 2024), por causa
da inativagdo de proteinas, como p53 e RB, que tem como resultado a proliferacao
descontrolada (Otto; Sicinski, 2017). Mutagdes em pS53 tém ganho de fun¢do celular,
que provoca o aumento da proliferagdo, inducdo de metdstases e resisténcia a
quimioterapia de células (Borrero; El-Deiry, 2021). As células cancerigenas realizam a
divisdo celular por causa de mutagdes que possibilitam a progressao do ciclo celular e
inibem a sua interrup¢ao (Matthews; Bertoli; de Bruin, 2022). Assim, esse fenomeno do
ciclo e da morte celular podem ser utilizados como alvo terapéutico no cancer (Ma;
Gurkan-Cavusoglu, 2024; Peng et al., 2022).

A morte celular ¢ importante no desenvolvimento natural, na regulagdo do
crescimento (Eskander et al., 2025) e na homeostase tecidual dos seres vivos (Kist;
Vucic, 2021). Diferentemente, o cancer € caracterizado pelo distirbio nesse processo
(Peng et al., 2022). A morte celular ¢ classificada em Morte Celular Programada (MCP)
e necrose (Eskander et al., 2025). A apoptose, que ¢ uma MCP, ndo gera inflamacao
prejudicial, diferentemente da necrose, que induz resposta inflamatéria (Alberts et al.,
2021).

A MCP ¢ um processo importante no desenvolvimento e também na homeostase
dos organismos, sendo amplamente regulado por sinais (Shen; Shao; Li, 2023). Para
cada tipo de morte celular, os mecanismos moleculares de suas vias de sinalizagdo sao
distintas e independentes. No entanto, podem ser interconectadas e ativadas
simultaneamente (Chen; Kang; Fu, 2018a). As principais formas de MCP sdo apoptose,
autofagia, necroptose e piroptose (Bock; Tait, 2020; Shen; Shao; Li, 2023; Yuan;
Ofengeim, 2024). A apoptose ocorre principalmente nos animais (Alberts et al., 2021).
Essa MCP serd o foco de discussdo deste topico.

A morte celular pela via da apoptose ¢ regulada para manter o equilibrio
homeostatico celular (Singh; Letai; Sarosick, 2019). E desencadeado por sinais
intracelulares que culminam na ativacdo das proteinas pro-apoptoticas BAX e BAK
quando os mecanismos de sobrevivéncia celular se tornam insuficientes (Singh; Letai;
Sarosiek, 2019; Eskander et al., 2025). O processo apoptdtico tem dano minimo aos
tecidos adjacentes (Redza-Dutordoir; Averill-Bates, 2016; Xu; Lai; Hua, 2019). As
células tumorais escapam dos mecanismos de morte celular por apoptose, o que
representa um grave desafio para intervengdes terapéuticas (Ergiin et al., 2024).

A apoptose ativa caspases, cisteina-proteases responsaveis por clivar as proteinas
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alvo em residuos de acido aspartico (Green; Llambi, 2015) e vinculadas a dois papéis na
morte celular: iniciadoras e efetoras (Kist; Vucic, 2021). As caspases iniciadoras sdo
representadas pelas isoformas 2, 8, 9 e 10 (Panda ef al., 2017). As caspases iniciadoras
estimulam em cascatas as caspases efetoras. As caspases efetoras também chamadas de
executoras compreendem as caspases 3, 6 ¢ 7 (Sahoo et al., 2023). Em seguida, as
caspases efetoras acionam enzimas proteoliticas para fragmentar substratos celulares,
como o DNA e as proteinas do citoesqueleto (Brasileiro Filho, 2016). Isso provoca
mudancas morfoldgicas (Ghorbani et al., 2024), que pode ser distinguida por
condensa¢do de cromatina, fragmentacdo do ntcleo celular, encolhimento das células e
formagdo de corpos apoptoticos (Alberts et al., 2021; Redza-Dutordoir; Averill-Bates,
2016; Xu; Lai; Hua, 2019). A fagocitose finaliza esse processo pela eliminacao das
células apoptoticas e seus fragmentos (Ghorbani et al., 2024).

A maior parte das células sintetiza as caspases em suas formas proativas
(inativas), cuja ativacdo desencadeia a ativacdo subsequente em outras pro-caspases
(Panda ef al., 2017). As caspases quando ativadas exibem elevada seletividade nos seus
locais de agdo, pois sua clivagem ¢ especifica preferencialmente aos residuos de acidos
aspartico (Dhani; Zhao; Zhivotovsky, 2021). Os inibidores da apoptose (IAPs)
bloqueiam a acdo das caspases. Essa inibicdo possibilita a sobrevivéncia celular
(Mustafa et al., 2024). E importante destacar que a inativagdo da expressdo de caspases
promove o desenvolvimento tumoral, que influencia a proliferacao, invasao e metéstase
(Junior; Lemos; Silva, 2017).

A apoptose ¢ classificada em extrinseca e intrinseca (Figura 2) (Kist; Vucic,
2021; O’Connor, 2011; Tang et al., 2019; Xu; Lai; Hua, 2019), variantes do processo de
morte celular regulada (Vitale et al., 2023), determinada pelo tipo de estimulo que foi
recebido (Eskander et al., 2025). Os receptores de morte celular ativam a apoptose
extrinseca (Yuan; Ofengeim, 2024), mediante interacdo com ligantes especificos (Peter,
2011) na membrana plasmatica (Yuan; Ofengeim, 2024). Os ligantes Fas (FasL) ¢ TNF
ativam a via extrinseca, por meio da associagdo com 0s seus respectivos receptores de
morte celular (Mustafa et al., 2024; O’Connor, 2011).

O fator de necrose tumoral (TNF) induz a apoptose extrinseca (Kist; Vucic,
2021). A ativagdo extrinseca pelo receptor TNF-1 gera a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), que estimula os processos de caspases e morte apoptdtica (Tuli et
al., 2023). O estresse oxidativo ¢ um processo de desequilibrio entre a producdo de ROS

e sua capacidade de contrabalancar com substancias antioxidantes (Tang et al., 2019). O
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equilibrio estd presente entre a quantidade de ROS e antioxidante, regulados por
mecanismos bioquimicos e genéticos nas células. A perturbacdo desse equilibrio tem
consequéncias fisiopatologicas (Hayes; Dinkova-Kostova; Tew, 2020) (Figura 2).

Além da via de morte por meio do receptor TNF, os linfocitos T citotdoxicos
(CTLs) também eliminam as células-alvo por meio da interagdo entre o FasL dos CTLs
e o receptor Fas das células-alvo (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019; Green; Llambi, 2015).
Os receptores da via extrinseca estimulam e montam o complexo de sinalizacao indutor
de morte (DISC). Os componentes protéicos do DISC incluem FADD, caspase-8 ¢ FLIP
(Peter, 2011). Os receptores de morte ativam a caspase-8 por meio de FADD e TRADD.
Em seguida, a caspase-8 cliva as caspases efetoras 3, 6 ¢ 7, que resulta na apoptose

(Baig et al., 2016) (Figura 2).
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Figura 2. Variantes da apoptose: via extrinseca e intrinseca. Na apoptose extrinseca, 0s
receptores de TNF e Fas recrutam o complexo DISC, que ativam a caspase-8 para a
clivagem da caspase-3 e desencadear a apoptose. Na apoptose intrinseca, o estresse
oxidativo, a privagdo de fatores de crescimento € o dano ao DNA causam estresse
mitocondrial. Consequentemente, a mitocondria libera o citocromo ¢, que interage com
o Apaf-1, formando o apoptossomo. O apoptossomo ativa a caspase-9, seguido pela
caspase-3, desencadeando a apoptose. Fonte: Adaptado de (Chen; Kang; Fu, 2018).

Diferentemente, a apoptose intrinseca, também denominada mitocondrial (Bock;
Tait, 2020), ¢ desencadeada sem a participagdo de receptores (Yuan; Ofengeim, 2024), e
¢ caracterizada pela perda da integridade de membrana mitocondrial externa (Green;

Llambi, 2015). O inicio dessa apoptose ¢ mediada pela regulagdo da mitocondria (Bock;

Tait, 2020) (Figura 2).
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A via intrinseca da apoptose ¢ regulada e executada pela familia de proteinas
Bcl-2 (Baig et al., 2016; Kist; Vucic, 2021; Mustafa et al., 2024; Singh; Letai; Sarosiek,
2019), que pode apresentar-se como: pro-apoptotico e anti-apoptotico (Bock; Tait,
2020). O equilibrio dessas proteinas regulam a célula a entrar em morte ou sobreviver
(Singh; Letai; Sarosiek, 2019). O grupo anti-apoptotico compreende as proteinas Bel-2,
Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1 e Al. O grupo prd-apoptdtico abrange os membros Bax e
BH3-apenas. O membro Bax inclui Bax, Bak e Box. O grupo BH3-apenas contém as
proteinas Bid, Bim, Bik, Bad, Noxa e Puma (Roufayel et al., 2022) (Figura 2).

Apoés estimulos de estresse, as proteinas BH3-apenas ativam Bax, Bak e Bok
(Roufayel et al., 2022), agentes proé-apoptdticos (Baig et al., 2016). Esses agentes
induzem poros oligoméricos na membrana externa da mitocondria. Consequentemente,
o citocromo c ¢ liberado da mitocondria (Roufayel et al., 2022). O citocromo c, presente
no citosol, estimula a formacdo do apoptossomo, um ativador de caspase (Green;
Llambi, 2015). Os componentes do complexo apoptossomo incluem caspase-9, Apaf-1
e citocromo c. Este complexo cliva caspases efetoras (3, 6 e 7), que leva a apoptose
(Baig et al., 2016) (Figura 2).

A desregulagdo das proteinas anti-apoptdticas Bcl-2 estd presente no cancer
(Vogler et al., 2025). O aumento dos niveis de Bcl-2, que causa essa desregulagdo,
proporciona as células tumorais insensibilidade a apoptose e vantagem proliferativa. Os
canceres de pulmao, mama e prostata t€ém altos niveis de Bcl-2 (Qian ef al., 2022).
Assim, Bcl-2 ¢ considerada um potencial alvo terapéutico nas neoplasias (Vogler et al.,
2025). Além disso, as células tumorais escapam da apoptose mitocondrial. Os principais
mecanismos de escape sdo os que impedem a permeabilizagdo da membrana externa
mitocondrial (PMEM) e inibem a a¢do de caspases (Lopez; Tait, 2015).

Necrose ¢ um tipo de morte de tecidos ou células em decorréncia de uma lesao
patolégica (Canepa; Ding; Fechner, 2024). Essa morte se difere da apoptose, pois ¢é
conhecida por morte celular ndo programada ou acidental (Eskander et al., 2025). A
deplecao energética, a perda de gradiente i6nicos e os defeitos metabolicos
desencadeiam a necrose (Alberts et al., 2021). Estimulos necroticos interrompem
funcdes importantes da célula, como a produgdo de ATP, sintese celular e retengdo de
hidrolases nos lisossomos. Nessa etapa, as hidrolases extravasam para o citosol. Os
componentes do lisossomo incluem proteases, lipases, glicosidases, ribonucleases e

desoxirribonucleases, hidrolases com potencial degradagao dos componentes da célula

(Brasileiro Filho, 2016).
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Na necrose, o reticulo endoplasmatico libera célcio para o citoplasma (Favor et
al., 2021). O calcio, altamente presente no citoplasma, ativa as hidrolases, que inicia a
autolise. Essas enzimas alteram a morfologia celular (Brasileiro Filho, 2016). Essa
morte celular ativa proteinas pro-inflamatdrias, como por exemplo, o fator nuclear-xB
(NF-xB), o que resulta na quebra da membrana plasmatica. Isso ¢ seguido pelo
extravasamento do conteudo intracelular no meio extracelular, causando inflamacao ¢
dano tecidual (D’Arcy, 2019) (Figura 3). A necrose libera alarminas, como HMGBI,
uratos e fosfatos, responsaveis pela resposta inflamatéria (Brasileiro Filho, 2016).
Muitas células no cancer morrem por necrose, que gera um ambiente altamente

inflamatorio (Alberts ef al., 2021).

ROS

Necrose

P, mtROS,
mtDNA

r

Lise
Celular

Estresse

Celular Ca?

# \
" ”“Q ;1_’ @
N 0,3, ¢3
*
-

Lisossomos

Catepsina

Ca®

Figura 3. Mecanismo de morte celular por necrose. O estresse celular induz a liberacao
de célcio do reticulo endoplasmatico para o citosol, que entdo permeabiliza os
lisossomos. Consequentemente, ocorre o extravasamento de hidrolases, como a
catepsina, além de desencadear disfun¢ao mitocondrial via ROS. A lise celular finaliza a
morte por necrose. Fonte: Adaptado de (Favor et al., 2021).
2.3 ASPECTOS SOBRE O CANCER DE PULMAO

O pulmdo ¢ um o6rgdo altamente complexo com a fun¢do de troca gasosa no
corpo humano (Gridelli ef al., 2015). O cancer de pulmao ¢ uma das principais causas
de obitos por cancer no mundo (Alduais et al., 2023; Bouchaffra; Ykhlef; Benbelkacem,
2024). A alta taxa de Obitos advém de fatores como diagnoéstico tardio, que inviabiliza
abordagens curativas locais, como a cirurgia ¢ a radioterapia (Olaussen; Postel-Vinay,
2016). Aproximadamente 70% dos diagnosticos dos pacientes com cancer de pulmao
ocorrem em estagios avangados, com chances reduzidas de cura (Altan et al., 2022). O
diagnostico do cancer de pulmao ¢ realizado por meio da avaliagdo patoldgica, clinica e
radiologica. A classificacdo dos estagios de cancer de pulmdo pode variar de I-II

(inicial) e III e IV (avangado) (Mohamed et al., 2023).

Os fatores de risco para o cancer de pulmao sao o tabagismo, fatores ambientais
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e disposicao genética (Leiter; Veluswamy; Wisnivesky, 2023; Wu; Zhang; Yoshida,
2025). A fumaca do tabaco tem carcindgenos, que incluem as N-nitrosaminas € os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. O sistema P450 metaboliza esses produtos
quimicos, que consequentemente danificam as estruturas do DNA (Altan ef al., 2022).
Embora o tabagismo seja o principal fator de risco, fatores ambientais como, amianto,
arsénico, radonio e poluicdo no ar também contribuem para a alta taxa de mortalidade e
incidéncia no cancer de pulmao no mundo. Os agentes ambientais € a ocorréncia de
mutacoes somaticas, como no gene EGFR, variam conforme a regido do mundo (Leiter;
Veluswamy; Wisnivesky, 2023).

O cancer de pulmdo ¢ dividido em céncer de pulmao de células ndo pequenas
(NSCLC) e cancer de pulmao de células pequenas (SCLC), com incidéncia de 85% e
15%, respectivamente (Alduais et al., 2023). O SCLC estd amplamente presente em
individuos com histdrico prolongado de tabagismo. As células tumorais de SCLC tém
aparéncia morfoldgica menor em comparagdo as células normais, devido a reducdo
citoplasmatica (Tamanna; Egbune, 2023). O SCLC ¢ caracterizado por proliferagao
exacerbada, facil disseminacdo no corpo e alta agressividade com diagnéstico na
maioria dos casos em fases avangadas (Newton; Chiang, 2021).

Os tipos histologicos de NSCLCs sdo o adenocarcinoma, o carcinoma de células
escamosas e o carcinoma de grandes células (Altan et al., 2022). O adenocarcinoma € o
tipo de cancer de pulmao mais incidente, além de estar associado a ndo fumantes e
individuos jovens (Tamanna; Egbune, 2023). O carcinoma de células escamosas ocupa a
segunda posi¢do entre as formas histoldgicas predominantes de NSCLC, com 30% e
20% dos casos para homens e mulheres, respectivamente. Diferentemente do
adenocarcinoma, o carcinoma de células escamosas estd fortemente ligado ao
tabagismo. O carcinoma de grandes células constitui cerca de 8% no niimero de casos,
sendo classificado no tipo menos frequente de NSCLCs (Altan et al., 2022). Investigar a
biologia do cancer de pulmlo ¢ relevante, pois possibilita o desenvolvimento de
tratamentos efetivos (Herbst; Morgensztern; Boshoft, 2018).

Os tratamentos utilizados na pratica oncoldgica do cancer de pulmdo sdo
determinados a partir do estdgio em que a doenca se encontra, condi¢do clinica do
paciente e o tipo histolégico do tumor (Mohamed et al., 2023; Wang; Lei; Han, 2018).
A finalidade primaria do tratamento do cancer ¢ a erradicacdo da doenga. Entretanto,
quando isso ndo ocorre, o cancer ¢ controlado a nivel subclinico, para que o paciente

tenha boa qualidade de vida (Wang; Lei; Han, 2018).
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Os tratamentos para o cancer de pulmdo envolvem alternativas terapéuticas
distintas, tais como a cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, seja
individual ou em combinacdes desses tratamentos (Colarusso et al., 2022; Igbal et al.,
2024; Kaur; Bhardwaj; Gupta, 2023). No entanto, a resisténcia aos farmacos pelas
células tumorais ¢ um efeito descrito no tratamento do cancer, que limita o tratamento
da doencga (Wang; Zhang; Chen, 2019) e possibilita a progressdo do cancer de pulmao
(Ashrafi et al., 2022).

A resisténcia aos farmacos pode ser inata, que ocorre antes do tratamento, ou
adquirida, desenvolvida ao longo do tratamento (Colarusso et al., 2022). Os
mecanismos associados a resisténcia no cancer de pulmio sdo a falha no transporte
transmembranar do medicamento, além de falha no metabolismo e inativacdo do
farmaco. Outros fatores incluem a inibicdo da apoptose, maior atividade do
microambiente tumoral na secreg¢do de fatores de crescimento e intensificagdo nas vias
de reparo do DNA (Colarusso et al., 2022; Olaussen; Postel-Vinay, 2016).

Inicialmente, os pacientes de cancer de pulmdo sdo classificados na
possibilidade de cirurgia, baseando-se em critérios de estagio, tamanho e presenca de
metastase do tumor (Colarusso et al., 2022). A cirurgia ¢ um tratamento tradicional
consolidado e de grande potencial, tanto para tumores benignos, quanto para malignos,
tendo em vista que causa menos danos aos tecidos normais em comparacao a
quimioterapia ¢ a radioterapia (Abbas; Rehman, 2018). No tratamento do NSCLC, a
cirurgia ¢ a principal op¢do terapéutica nos estdgios I e II, desde que ndo haja
contraindicacdes (Altan ef al., 2022). As opgoes de ressec¢do cirurgica no NSCLC sdo a
remoc¢do de um dos lobos pulmonares, processo denominado por lobectomia, que
apresenta o melhor desfecho clinico. Outra alternativa ¢ a retirada do pulmao,
procedimento conhecido por pneumonectomia, recomendada em casos de tumores
hilares ou proximais do pulmio. Para pacientes que tenham tumores periféricos, ¢é
recomendada a ressec¢do sublobar (Roskoski Jr., 2024). Entretanto, a cirurgia esta
associada a recorréncia tumoral pos-operatdria e baixa sobrevida no NSCLC (Zhong et
al., 2024). A cirurgia também pode ser uma opg¢ao terapéutica para pacientes com SCLC
(Mohamed et al., 2023). A radioterapia ¢ uma opg¢do terapéutica aos pacientes que
recusem a cirurgia ou que tenham contraindicacdo cirurgica na NSCLC (Altan et al.,
2022).

A radioterapia pode ser utilizada em estagio inicial ou avangado no cancer de

pulmdo (Mohamed et al., 2023). A radioterapia ¢ uma das principais linhas terapéuticas
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contra NSCLC (Campbell; Decker, 2021) e SCLC (Hann, 2021). O SCLC sio sensiveis
aos tratamentos iniciais de quimioterapia e radioterapia (Hann, 2021; Newton; Chiang,
2021) e podem ser utilizados em combinagdo para melhorar a resposta terapéutica
(Hossain; Haldar Neer, 2023). O principio do tratamento radioterdpico ¢ utilizar
radiag@o ionizante para comprometer as células tumorais em escala molecular (Tariq et
al., 2023), com resposta local e sem efeitos sistémicos, mas recruta resposta
imunologica (Campbell; Decker, 2021). A radiacdo emite energia ionizante sobre as
particulas dos corpos bioldgicos, que pode provocar a morte das células tumorais ou
induzir mudangas genéticas, levando a morte celular por apoptose (Abbas; Rehman,
2018). A quimiorradioterapia ¢ o tratamento padrdo para pacientes com cancer de
pulmao em estagio III (Altan ef al., 2022).

A quimioterapia ¢ amplamente utilizada para eliminar as células tumorais do
paciente e diminuir os sintomas causados pelo cancer (Hossain; Haldar Neer, 2023). Os
quimioterapicos utilizados na pratica clinica sdo citotdxicos e atingem o ciclo celular
das células tumorais (Was et al., 2022). A utilizagdo de forma Uinica ou combinada dos
farmacos quimioterdpicos levam em consideracdo o estdgio e o tipo histologico de
cancer de pulmao (Zahid ef al., 2024). As formas de administracdo dos quimioterapicos
no cancer de pulmao ocorre por via intravenosa ou oral (Movia et al., 2018).

De forma geral, as categorias de fArmacos quimioterapicos mais utilizados no
tratamento do cancer sdo agentes alquilantes, inibidores da mitose, antimetabolitos,
antibioticos antitumorais e derivados de plantas (Rang et al., 2016; Was et al., 2022).
No cancer de pulmao sdo utilizados inibidores de mitose, agentes alquilantes, inibidores
da topoisomerase (Abbas; Rehman, 2018; Was et al., 2022), alcaldides de vinca e
taxanos (Emadi; Karp, 2019). Os agentes alquilantes incluem o grupo dos compostos de
platina, ja os derivados de plantas e compostos relacionados abrangem os taxanos e os
alcaldides de vinca (Rang et al., 2016). Compostos baseados em cisplatinas originam
altos indices de resposta e remissdo no SCLC, enquanto estabilizam o NSCLC. A
vinorelbina, um alcaldéide de vinca, juntamente com a cisplatina, também atuam no
tratamento de SCLC. Taxanos, como paclitaxel e docetaxel, participam da pratica
clinica do tratamento de cancer de pulmao (Emadi; Karp, 2019).

Os farmacos antitumorais apresentam inespecificidade em células normais que
estdo em alta proliferacdo celular como da médula dssea e mucosa, e gera alta taxa de
efeitos adversos como neurotoxicidade (Was et al., 2022). No contexto dos farmacos

para o cancer de pulmdo, os compostos de cisplatina causam alta nefrotoxicidade,
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acompanhado de nauseas e vomitos, e baixa mielotoxicidade (Rang et al., 2016). De
forma semelhante, a vinorelbina, assim como todos os alcaldides de vinca, ocasiona
mielossupressao (trombocitopenia, leucopenia) e neurotoxicidade (Emadi; Karp, 2019).
Os taxanos provocam neurotoxicidade cumulativa, mielossupressao, hepatotoxicidade,
hipersensibilidade aos veiculos desses farmacos e sindrome de extravasamento vascular
(Emadi; Karp, 2019; Rang et al., 2016). Destaca-se a necessidade de novos farmacos
antitumorais, que apresentem baixa toxicidade as células normais e alta eficacia no
tratamento de NSCLC (Zhong et al., 2024).

Em 1973, Giard et al. relataram o desenvolvimento e o estabelecimento de
linhagens a partir de tumores humanos, como cancer de pulmao (A549), cancer de pele
(A375) e glioblastoma (A172). Desde entdo a célula A549 tem sido amplamente
utilizada em modelo in vitro (Zhao et al., 2017), para avaliar citotoxicidade (Shahzadi et

al.,2023). A linhagem A549 ¢ uma NSCLC (Bai et al., 2023).

2.4 INDOL E SEUS DERIVADOS

O indol ¢ uma estrutura heterociclica (Ziarani ef al., 2018) encontrada em varios
compostos naturais, como a serotonina e o triptofano (Hassan et al., 2024; Sravanthi;
Manju, 2016). O indol ¢ constituido pela fusdo de um anel benzénico nas posicdes 2 e 3
do anel pirrolico (Figura 4) (Joule; Mills, 2011). Os analogos ind6licos compreendem os
compostos sintetizados em laboratério a partir do indol e os isolados de produtos
naturais (Hassan et al., 2024; Sravanthi; Manju, 2016), que estdo presentes em diversos

farmacos, contendo indol, com diferentes aplicagdes biomédicas (Kumar; Ritika, 2020).
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Figura 4. Estrutura molecular do indol. Fonte: Adaptado de (Mo et al., 2024)

Alguns farmacos, que contém o indol em sua estrutura, sdo utilizados no
tratamento clinico contra o cancer e suas formas resistentes, por exemplo, vinblastina,
vincristina, vinorelbina, sunitinib e nintedanib (Jia et al., 2020) (Figura 5). Os farmacos
vinblastina e vincristina sdo produtos naturais, obtidos da planta Catharantus roseus
(Keglevich et al., 2012). Vinorelbina ¢ um produto semissintético (Dhyani et al., 2022),
enquanto, sunitinib (AboulMagd; Abdelwahab, 2021) e nintedanib (Roth et al., 2015)

sdo substancias sintéticas. Assim, o indol ¢ considerado uma molécula promissora para
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a descoberta e a produgdo de novos farmacos contra o cancer e suas formas resistentes a

terapia (Jia et al., 2020; Kumar; Ritika, 2020; Mo et al., 2024).

Nintedanibe

Figura 5. Farmacos que cont¢ém o indol em sua estrutura. Fonte: Adaptado de
PubChem.

Os derivados do indol apresentam diversas atividades bioldgicas, como atividade
antitumoral, antiviral, anti-inflamatéria, analgésicas, anticonvulsivante, antioxidante,
antidiabético, antimicrobiana, antituberculosa, anticolinesterase e antimalarica (Kumar;
Ritika, 2020; Kumari; Singh, 2019; Padmapriya; Hakkimane; Gaonkar, 2025). O indol ¢
classificado como uma estrutura versatil. A sua versatilidade bioldgica permite que os
pesquisadores manipulem suas propriedades fisico-quimicas e adicionem novos grupos
funcionais (Mehra; Mittal, 2025). A variagdo de constituintes nas diferentes por¢des da
molécula inddlica resultam em novos compostos com multiplas atividades biologicas

(Sravanthi; Manju, 2016). Essa caracteristica possibilita o desenvolvimento de novos
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derivados inddlicos com maior seletividade para as células tumorais, somado a
diminuigao da toxicidade aos tecidos normais (Mo et al., 2024).

A fusdo da molécula indol com outros compostos bioativos formando derivados
inddlicos € muito estudada na pesquisa do cancer e importante para a criagdo de novos
farmacos antitumorais (Han et al, 2020). Por exemplo, Abdelazeem et al. (2024)
relataram a atividade antitumoral de novos derivados de indol e tiofeno 4g, 4a, 4c na
linhagem de cancer de colon (HCT-116). Zhao et al. (2017) evidenciaram derivados
inddlicos que inibiram a prolifera¢ao de células A549 (carcinoma de pulmao).

Além disso, a literatura também relata muitos estudos com farmacos contendo
indol, que foram autorizados pela Administragdo de Alimentos e Medicamentos dos
EUA (FDA), eficazes contra diversos canceres. Inimeros farmacos contendo indol estdo
atualmente em fases clinicas avangadas (Dhiman; Sharma; Singh, 2022; Han et al.,
2020). Exemplos de farmacos antitumorais contendo indol aprovados pelo FDA, como
nintedanib (Jamadar et al., 2021) e alectinib (Romero, 2024; Tomasini et al., 2019).

Nintedanib ¢ utilizado no tratamento do cancer de pulmao (Landi ef al., 2020) e
atua como alvo para inibir os receptores de tirosina quinases (Jamadar et al., 2021), sdo
eles: o receptor do fator de crescimento de fibroblastos (FGFR), receptor do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGFR), e receptor do fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGFR) (Landi et al., 2020). O Alectinib age como inibidor altamente
seletivo de segunda geracao da quinase do linfoma anaplasico (ALK), com efic4cia nas
diferentes mutacgdes e seus rearranjos. Em 2015, esse medicamento foi aprovado pelo
FDA para o tratamento de NSCLC (Tomasini et al., 2019).

Anélises bioldgicas e de seus mecanismos demonstraram que os derivados
indodlicos atuam sobre multiplos alvos nas células tumorais, tendo como alvo primério a
polimerizacdo da tubulina (Vinod et al., 2024), juntamente com as proteinas quinases
(Mo et al., 2024), topoisomerases ¢ histonas desacetilases (Mehra; Mittal, 2025). A
maior parte dos fairmacos estudados em ensaios clinicos que apresentam a molécula
indol em sua constituigdo quimica sdo inibidores de proteinas quinases (Dhiman,;
Sharma; Singh, 2022). As proteinas quinases, quando ativadas, modulam vias de
sinalizacdo das células, como proliferacdo e crescimento celular, alvos relevantes na
pesquisa no desenvolvimento do tratamento do cancer (Dhiman; Sharma; Singh, 2022).

Os estudos com derivados do indol t€ém demonstrado sua potencialidade
terapéutica como agentes antiproliferativos, como alvo o bloqueio do ciclo celular e da

sintese do DNA, ativa os mecanismos de morte celular e inibe enzimas importantes para
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a proliferagdo tumoral (Pravin er al., 2025). O potencial efeito antitumoral dos
alcaloéides indolicos € proveniente da ativagdo das vias da morte celular regulada, como
a apoptose, que se da por meio das vias da sinalizagdo e os seus alvos, que incluem, os
receptores de morte e seus ligantes, as proteinas da familia Bcl-2, citocromo ¢, p53,
NF-kB, PI3K/Akt/mTOR e MAPK (Qin et al., 2022b).

Considerando a importancia do indol e seus derivados inddlicos como
compostos promissores no efeito antitumoral, ¢ de grande relevéancia a sintese de novos
derivados. Esse trabalho se propde a avaliar o efeito citotoxico de um novo derivado

inddlico em linhagem de céncer de pulmao.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
- Avaliar a atividade do derivado indolico NM-01-28-22 na inibi¢do em linhagens

tumorais e o efeito citotéxico em carcinoma de pulmao (A549).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o grau de inibigdo do derivado sintético do indol NM-01-28-22 em
linhagens tumorais.

- Avaliar a formacao de clones e efeito na migracdo das células A549, apds tratamento
com o derivado NM-01-28-22.

- Verificar as alteragdes morfologicas de células A549, apos tratamento com o derivado
NM-01-28-22.

- Avaliar o efeito de NM-01-28-22 na geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
na alterag@o do potencial de membrana mitocondrial em células A549.

- Avaliar a toxicidade de NM-01-28-22 em eritrocitos humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MANUTENCAO DA CULTURA CELULAR

As linhagens de carcinoma de pulmio (A549), adenocarcinoma de mama
(MCF-7) e adenocarcinoma de prostata (PC-3) (Tabela 1) foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células A549, MCF-7 e PC-3 foram cultivadas
em meios Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) e Nutrient Mixture F12 Ham Kaighn's Modification (F12K),
respectivamente, obtidos da Sigma-Aldrich. Os meios de cultivo foram suplementados
com soro fetal bovino (SFB) a 10% e 1% de antibiotico (Gibco, Life Technologies)
(penicilina e estreptomicina).

As células foram mantidas em garrafas de cultivo (75 c¢cm?), em uma estufa
incubadora (Panasonic®, MCO-18AC-PA, Kadoma, Osaka, Japan) a 37°C ¢ 5% de CO..
Apdés a confluéncia entre 80 e 90% na garrafa, as células foram dissociadas
enzimaticamente por meio da solucao Tripsina-EDTA (1x) por aproximadamente 10
minutos, a 37 °C. A enzima foi inativada pela adicdo de meio suplementado. As células
foram transferidas para um tubo falcon conico de 15 mL e levadas a uma centrifuga
refrigerada por 10 minutos, 4°C e 259 x g. Apos centrifugacdo, as células foram
contadas utilizando a camera de neubauer e azul tripan (1:1) e plaqueadas para os

experimentos subsequentes.

Tabela 1. Linhagens de células

Célula Doenca Organismo
A549 Carcinoma de pulmao Homo sapiens

MCEF-7 Adenocarcinoma de mama Homo sapiens
PC-3 Adenocarcinoma de prostata Homo sapiens

4.2 DERIVADO INDOLICO NM-01-28-22
O derivado inddlico NM-01-28-22 foi sintetizado pelo professor Dr. Socrates
Cabral de Holanda. Para a solucdao de estoque, 58 mM do derivado foi diluido em

Dimetilsulféxido (DMSO; pureza >99,9%) e armazenado a - 20 °C (Figura 6).



34

Figura 6. Estrutura molecular do derivado indélico NM-01-28-22.

4.3 ENSAIO DE INIBICAO CELULAR POR SULFORRODAMINA B

O efeito da inibicdo celular do derivado NM-01-28-22 nas linhagens A549
(carcinoma de pulmao), PC-3 (adenocarcinoma de préstata) e MCF-7 (adenocarcinoma
de mama) foi avaliado pelo ensaio Sulforrodamina B (SRB). As células foram semeadas
em placas de 96 pocos. As linhagens MCF-7 e PC-3 foram semeadas a 2 x 10*. Para a
linhagem A549 foi semeado 1 x 10*. Apds incubagdo de 24 horas em estufa, as células
foram tratadas com o derivado inddlico NM-01-28-22 nas concentracoes de 25, 12,5,
6,2, 3,1, 1,6 ¢ 0,8 uM. DMSO, usado para solubilizar o composto, na concentracao de
0,04% e cloridrato de doxorrubicina (Doxo) (Rubidox®, Bergamo/Amgen) nas
concentragdes de 25, 12,5, 6,2, 3,1, 1,6 ¢ 0,8 uM, foram utilizados como controle
negativo e positivo, respectivamente. A Doxo pode ser utilizada no tratamento de cancer
de pulmdo. No entanto, ndo ¢ o tratamento padrdo (Roskoski Jr., 2024). O indol foi
utilizado nas concentragdes de 4.000, 2.000, 1.000, 500, 250 e 125 uM. Apds 72 horas
de tratamento, o sobrenadante das células foi descartado e as células foram fixadas com
acido tricloroacético (Neon, Brasil) na concentragdo de 30% (v/v) por 1h na temperatura
de 4°C, lavadas com agua corrente e mantidas a temperatura ambiente para secagem.
Quando seca, as cé¢lulas foram coradas com 100 pL de sulforrodamina B
(Sigma-Aldrich) em &cido acético 1% (0,057% peso/volume) por 30 minutos e a placa
foi lavada com 4acido acético 1% (v/v), e mantidas a temperatura ambiente para
secagem. Quando seca, as células coradas foram diluidas em 200 pL de TRIS-Base
(Inlab Confianga, Brasil) por 30 minutos e levados para leitura em espectrofotometro
(Synergy H1, Biotek, VT, EUA) a 510 nm. A porcentagem do grau de inibi¢do foi

mensurada utilizando a seguinte formula:

% Inibigio = {100 — [( Abs. (Tratamentos) )x 100]}

Abs. (Controle Negativo)
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4.4 ENSAIO DE FORMACAO DE COLONIAS

O efeito do derivado NM-01-28-22 na atividade proliferativa de clones foi
visualizado pelo ensaio de formacao de colonias. As células A549 foram semeadas em
placas de 6 pocos na densidade de 300 células por pogo e incubadas por 24h em uma
estufa incubadora. Em seguida, as células receberam o tratamento do derivado
NM-01-28-22 nas concentragdes de 13, 6,5 e 3,2 uM. DMSO, na concentracdo de
0,02% e cloridrato de doxorrubicina a 1,4 uM foram utilizados como controle negativo
e positivo, respectivamente. Apos 72h de tratamento, o sobrenadante foi descartado e as
células receberam meio DMEM, com 10% de SFB e 1% de antibidtico. Finalizando um
tempo de 10 dias, as células foram fixadas com metanol (Vetec, Brasil) e 4cido acético
(Neon, Brasil) na propor¢dao de 3:1 (v/v) e coradas com cristal violeta 1%. As cé€lulas
foram contadas manualmente e fotos da placa foram registradas. A porcentagem da

formacao de colonias foi mensurada utilizando a seguinte formula:

% Formacgao de Colonias = ( Colonias (Tratamento) ) x 100

Colbnias (Controle Negativo)

4.5 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

Na avaliacao do efeito do derivado NM-01-28-22 sobre a migragdo de células
A549 (carcinoma de pulmaio), foi realizado o ensaio de migracdo celular. As células
A549 foram semeadas em placas de 12 pogos na densidade de 4x10° por pogo. Apos 24
horas, foi realizado um risco vertical na monocamada utilizando uma ponteira amarela
(p200). A placa foi lavada com PBS 1x para remover as células soltas. Os pogos foram
tratados com o derivado NM-01-28-22 nas concentragdes de 13, 6,5 e 3,2 uM. Como
controles positivo e negativo foram utilizados o cloridrato de doxorrubicina na
concentragdo de 1,4 uM e o DMSO na concentragdo de 0,02%, respectivamente. Todos
os pocos foram fotografados nos tempos de Oh, 24h e 48h, por meio de um microscopio
invertido (IX81, Olympus). A mensuragdo da area de migragdo foi realizada pelo

programa ImageJ (NIH, USA, imagej.nih.gov/) e convertida em % de migracdo por

meio da seguinte féormula:

Ferida formada—migracio da d&rea em cada tempo
(Feridaf oo 29) % 100%
(Ferida formada)

% Migragao =

4.6 ENSAIO DE ALTERACAO MORFOLOGICA
A fim de analisar possiveis alteragdes morfologicas em células A549 (carcinoma

de pulmio), apds tratamento com o derivado NM-01-28-22, as células A549 foram


http://imagej.nih.gov/
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semeadas em placas de 24 pogos na densidade de 2x10* células por pogo e incubadas
por 24h. Em seguida, as células receberam o tratamento do derivado NM-01-28-22 nas
concentragdes de 13, 6,5 e 3,2 uM. DMSO, na concentracao de 0,02% e cloridrato de
doxorrubicina a 1,4 uM foram utilizados como controle negativo e positivo,
respectivamente. Apos 24 horas de tratamento, o sobrenadante foi descartado. As
células foram lavadas com PBS 1x, fixadas com formaldeido (Dindmica® Quimica
Contemporanea Ltda.) na concentragdao de 4% em PBS 1x por 15 minutos e lavadas
com PBS 1x. As células A549 foram permeabilizadas por 15 minutos com Triton X-100
(Sigma-Aldrich) na concentragdo de 0,2% em PBS 1x e lavadas com PBS 1x. Em
seguida, as células foram coradas com Faloidina-FITC (Sigma-Aldrich) a 4 pg/mL por
30 minutos e lavadas com PBS 1x. Os nucleos foram contracorados a 1 pg/mL de
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich) por 10 minutos, lavadas e
armazenadas com PBS 1x. As imagens foram capturadas em cinco campos aleatorios
em um microscopio invertido de fluorescéncia (IX81, Olympus). A sobreposi¢do entre

as imagens foi realizada com o software ImageJ (NIH, USA, imagej.nih.gov/).

4.7 ENSAIO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Neste ensaio, a produ¢do de ROS em células A549 (carcinoma de pulmao) foi
visualizada em microscopio de fluorescéncia por meio do corante diacetato de
2" 7'-diclorofluoresceina (DCFH-DA), adquirido da Sigma-Aldrich. As células A549
foram semeadas na densidade de 1x10*e deixadas em estufa incubadora (Panasonic®,
MCO-18AC-PA, Kadoma, Osaka, Japan) a 37°C e 5% de CO, no tempo de 24 horas.
Apbs o tempo, as células A549 foram tratadas com o derivado NM-01-28-22 no tempo
de 3 horas nas concentragoes de 13, 6,5 ¢ 3,2 uM. DMSO, na concentracao de 0,02% e
cloridrato de doxorrubicina a 1,4 uM foram utilizados como controle negativo e
positivo, respectivamente. Apos o tempo de tratamento, os sobrenadantes foram
descartados e lavados com PBS 1x. Foi adicionado em cada pogo 500 pL da solucdo do
corante DCFH-DA a 10 uM por 30 minutos a temperatura ambiente. A solug¢do foi
descartada e adicionada em cada pogo 500 uL. Foi realizado registros de fotos em

microscopio invertido de fluorescéncia (IX81, Olympus).

4.8 ENSAIO DE POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL
A alteragcdo mitocondrial de células A549 (carcinoma de pulmao) foi analisada

pelo corante rodamina 123 em citometria de fluxo. As células A549 foram semeadas na
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densidade de 1x10° ¢ incubadas em estufa (Panasonic®, MCO-18AC-PA, Kadoma,
Osaka, Japan) a 37°C e 5% de CO, no tempo de 24 horas. As células A549 foram
tratadas com o derivado NM-01-28-22 nas concentragdes de 13, 6,5 € 3,2 uM no tempo
de 3 horas. DMSO a 0,02% e CCCP a 40 uM foram utilizados como controle negativo e
positivo, respectivamente. Finalizando o tempo de tratamento, os sobrenadantes foram
descartados e as células foram lavadas com PBS 1x. As células foram soltas da placa
com tripsina 1x, transferido para eppendorf de 1,5 mL e levadas a centrifuga a 950 x g,
5 minutos. O sobrenadante foi descartado e uma aliquota de 100 pL de rodamina 123
(10 pg/mL) foi adicionada em cada eppendorf por 20 min, & temperatura ambiente, no
escuro. Em seguida, 1 mL de PBS 1x, foi adicionado em cada pogo e levadas a
centrifuga a 950 x g, 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, 500 uL de PBS 1x foi
adicionado em cada eppendorf e levado a um citdmetro de fluxo para obter 10.000
eventos. Os dados foram analisados pelo software Flowjo 10.5.3 (Tree Star, Oregon,
USA). Os valores da intensidade média de fluorescéncia (MFI) foram convertidas para

100% em relagdo ao controle e também para indice de variagdo (*IV).

4.9 ENSAIO DE HEMOLISE

O ensaio de hemolise foi conduzido em eritrocitos a 2% de voluntarios. Sangue
de voluntarios saudaveis foram testados, seguindo a declaragdo de Helsinki. Este ensaio
contou com aprovacdo em comité de ética com humanos sobre o numero:
55240821.7.0000.5546. Eritrocitos a 2% em PBS 1x com pH 7.4, foram semeadas em
uma placa de 96 pocos com fundo em U. Foram utilizadas 4 concentragdes de 650, 325,
162 e 81 uM do derivado indolico NM-01-28-22. DMSO, na concentragdo de 1,1% e
Triton X-100 a 0,1% foram utilizados como controle negativo e positivo,
respectivamente. ApoOs o tratamento, as células foram mantidas a temperatura ambiente
e em repouso por lh. Finalizando o tempo, a placa de 96 pogos foi levada a uma
centrifuga a 500 g por 5 minutos. 100 pL do sobrenadante formado foi transferido a
uma placa de fundo chato e levado a um espectrofotometro (Synergy H1, Biotek, VT,
EUA) para leitura a 540 nm. Foi feita a conversdo dos dados da absorbancia do
sobrenadante para % hemolise a partir da seguinte formula:

Abs. Tratamento — Abs. Controle negativo
Abs. Controle positivo — Abs. Controle negativo

% Hemolise=
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Graficos, analises estatisticas e Cls,, foram obtidos do programa estatistico
GraphPad Prism na versao 8.0.1 (GraphPad Software, EUA). Os resultados foram
expressos como média e desvio padrao de trés experimentos independentes. Diferengas
significativas foram visualizadas pela comparag¢do entre grupos, utilizando o teste
ANOVA de uma via e ANOVA de duas vias. Para multiplas comparagdes foi utilizado o

teste de Dunnett’s.
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5. RESULTADOS

5.1 O DERIVADO INDOLICO INIBE O CRESCIMENTO DE DIFERENTES
LINHAGENS TUMORAIS

O indol, seu derivado NM-01-28-22 e cloridrato de doxorrubicina foram
utilizados para avaliar o grau de inibi¢ao celular nas linhagens A549 (carcinoma de
pulmdo), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e PC-3 (Adenocarcinoma de Prostata) no
tratamento por 72 horas, pelo ensaio de sulforrodamina B (SRB). Os resultados
experimentais demonstraram que o derivado NM-01-28-22 foi capaz de inibir o
crescimento celular acima de 50% na linhagem A549 nas concentracdes de 6,3 a 25
uM. Para as linhagens PC3 e MCF-7 foi observada uma inibic¢do celular acima de 50%
na concentracdo 25 uM e na concentragdo 12,5 e 25 uM, respectivamente (Figura 7).

A porcentagem do Grau de Inibicdo foi utilizada para mensurar o valor da Cly,

do indol, do derivado NM-01-28-22 e doxorrubicina nas linhagens A549, PC-3 e
MCEF-7. A Cls, é a concentragao inibitoria em 50%, que interfere no crescimento celular
(Rang et al., 2016). A Cly, do NM-01-28-22 foi mensurada para as linhagens 6,5 uM
(A549), 17,5 uM (MCF-7) e 16,2 uM (PC-3). A ClIs, do indol foi de 1038, 993 ¢ 1214
uM para as linhagens A549, MCF-7 e PC-3, respectivamente. A doxorrubicina
apresentou valor de Cls, de 1,4 uM (A549), 2,6 uM (MCF-7) e 4,8 uM (PC-3) (Tabela
1). A Cls, foi utilizada como parametro para analisar a poténcia do derivado
NM-01-28-22 em células A549. Considerando que o valor da Cls, foi menor na
linhagem A549 e também por causa da relevancia epidemiologica do cancer de pulmao,

essa linhagem foi utilizada nos experimentos subsequentes deste estudo.
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Figura 7. Mensuragdo da concentragdo inibitéria de células A549, PC-3 e MCF-7 apds
tratamento com o derivado indélico NM-01-28-22. NM-01-28-22 interfere no grau de
inibigdo de células A549 (Linhagem de Carcinoma de Pulmio), PC-3 (Linhagem de
Adenocarcinoma de Prostata) e MCF-7 (Linhagem de Adenocarcinoma de Mama) apos
72h de tratamento nas seis concentragdes de 0,8 a 25 uM. O ensaio de SRB foi utilizado
para mensurar a viabilidade celular. DMSO 0,04% foi utilizado como controle negativo.
Os dados s3o visualizados em gréaficos a partir da média e desvio padrdo de trés
experimentos independentes.

Tabela 1. Valores de Cl5, de NM-01-28-22, indol e doxorrubicina avaliados pelo ensaio
de SRB

Linhagem Compostos - (Cls,) pM
celular NM-01-28-22 Indol Doxorrubicina
A549 65 (5.4-78)  1038(939,9 - 1150) 14 (1,1-23)
MCF-7 17,5 (14,0 - 23,1)  993,7 (810,5 - 1240) 2,6 (2,0-3,3)
PC3 162 (143-184) 1214 (1069 - 1501) 4.8 (4,0 - 5,6)

Valores expressos em média e intervalo de confianca de 95% de pelo menos trés
experimentos independentes apos tratamento com os compostos.
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5.2 NM-01-28-22 INIBE A FORMACAO DE CLONES

O ensaio clonogénico foi usado para avaliar a capacidade que uma unica célula
tem em formar colonias. Nossos resultados mostram que em todas as concentragdes do
derivado inddélico NM-01-28-22 foi observado uma diminuigdo significativa (****) p <
0,0001 no nimero de coldnias de células A549 (carcinoma de pulmao), assim como na
doxorrubicina, quando comparado ao controle. O tratamento com NM-01-28-22 nas
concentragdes de 3,2, 6,5 e 13 uM inibiu 78,68, 98,72 ¢ 100%, respectivamente. Nao

houve diferenca estatistica entre a doxorrubicina e os tratamentos (Figura 8).
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Figura 8. NM-01-28-22 reduz a formacdo de colonias de células A549, apos 72h de
tratamento. O efeito na formagao de clones A549 apds o tratamento com NM-01-28-22
foi analisado pelo ensaio clonogénico. (A) Imagens representativas da formacao de
colonias apos tratamento com o NM-01-28-22 a 13, 6,5 e 3,2 uM. DMSO 0,02% e
doxorrubicina (1,4 pM) foram utilizados como controle negativo (Cnt) e positivo
(Doxo), respectivamente. (B) O grafico demonstra a média e o desvio padrdo de trés
experimentos independentes pela quantificacdo do numero de coldnias. Foi utilizado o
teste ANOVA e pos teste de Dunnett's, em que foi comparado os tratamentos com o
controle negativo, (****) p <0,0001.
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5.3 NM-01-28-22 REDUZ A MIGRACAO CELULAR

O ensaio de cicatrizagdo de feridas foi utilizado para mensurar a migragao de
células A549 (carcinoma de pulmdo) apds tratamento com o derivado inddlico
NM-01-28-22. Foi observado inibicdo significativa da migracdo celular nas trés
concentragdes do derivado NM-01-28-22 nos tempos de 24 e 48 horas quando
comparado ao controle (****) p <0,0001. O tratamento de 24 horas com NM-01-28-22
a 3,2, 6,5 ¢ 13 uM diminuiu em 45,16, 52,23 e 55,50%, respectivamente, a migragao
celular. Para o tempo de 48 horas, o derivado inibiu a migragao das células A549 em
66,18% (3,2 uM), 82,36% (6,5 uM) e 89,43% (13 puM). No tratamento com a
doxorrubicina, com reducdo de 21,17%, houve diferenca significativa na inibi¢ao da
migracao em 48 horas em comparagdo ao controle (*) p < 0,05. Houve diferenca
estatistica entre a doxorrubicina e os tratamentos do NM-01-28-22 (####) p < 0,0001
(Figura 9).
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Figura 9. NM-01-28-22 reduz a migragdo de células A549, apos 24 e 48 de tratamento.
A migracao de células A549 apos o tratamento com NM-01-28-22 foi mensurada pelo
ensaio de cicatrizagdo de feridas. (A) Imagens representativas da migragao de células
A549 no campo escuro, apds tratamento com o NM-01-28-22 a 13, 6,5 e 3,2 uM.
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DMSO 0,02% e doxorrubicina (1,4 uM) foram utilizados como controle negativo (Cnt)
e positivo (Doxo), respectivamente. (B) O grafico demonstra a média e o desvio padrao
de trés experimentos independentes pela area quantificada da ferida. Foi utilizado teste
ANOVA de duas vias e pos teste de Dunnett's. O controle negativo e os tratamentos
foram comparados, em que (****) p <0,0001 e (*) p <0,05. A comparacao entre Doxo
e os tratamentos indica (####) p < 0,0001.

5.4 O DERIVADO INDOLICO INDUZ MUDANCA NA MORFOLOGIA DE
CELULAS A549

A anélise da morfologia das células apds o tratamento com o derivado indolico
NM-01-28-22, foi avaliada pelo ensaio de DAPI e Faloidina-FITC, onde o corante
DAPI cora o nucleo das células, enquanto o corante Faloidina cora os filamentos de
actina do citoesqueleto das células. A analise qualitativa das imagens mostra que as
células A549 (carcinoma de pulmao) quando foram submetidas ao tratamento do
NM-01-28-22 e doxorrubicina apresentaram alteracdes em sua morfologia, quando
comparadas as células do controle. As alteracdes vistas foram o arredondamento celular
e perda do volume citoplasmatico nas concentragdes de 13, 6,5 ¢ 3,2 uM. A
doxorrubicina apresentou alteragdes como perda do volume citoplasmatico e
arredondamento celular na concentragdo de 1,4 uM. As alteragdes vistas sugerem que o

NM-01-28-22, pode estar levando as células a morte pela via da apoptose (Figura 10).
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Figura 10. Alteragdes morfologicas em células A549 sdo visualizadas ap6s tratamento
de 24 horas com o NM-01-28-22. Alteracdes morfologicas em células A549 sao
visualizadas ap6s tratamento de 24 horas com o NM-01-28-22. DMSO 0,02% e
doxorrubicina (1,4 uM) foram utilizados como controle negativo (Cnt) e positivo
(Doxo), respectivamente. A analise morfologica das células foi avaliada pelos corantes
DAPI e Faloidina-FITC. As setas finas ( — ) indicam a perda do volume citoplasmatico e
arredondamento celular. Imagens com aumentos de 320x, barra de escala, 50 pm.



45

5.5 NM-01-28-22 DESPOLARIZA O POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL

A andlise da alteragdo do potencial de membrana mitocondrial foi feita pelo
corante Rodamina 123. Foi realizado o tratamento das células A549 (carcinoma de
pulmao) com o derivado NM-01-28-22 nas concentracgdes de 13, 6,5 ¢ 3,2 uM e CCCP a
40 uM no tempo de 3 horas. A despolarizagdo do potencial mitocondrial das células
AS549 apds tratamento com o derivado NM-01-28-22 ¢ evidenciado por meio do grafico
de histograma pelo deslocamento a esquerda da fluorescéncia dos tratamentos (Figura
I1). Os dados da média de intensidade de fluorescéncia foram convertidos para indice
de variacdo (*IV). O tratamento com o NM-01-28-22 a 3,2, 6,5 ¢ 13 uM diminuiu o
indice de varia¢ao em -0,32, -0,27 ¢ -0,13 do potencial mitocondrial, respectivamente. O
*IV do CCCP foi de -0,24. Assim, os resultados mostram que o derivado NM-01-28-22
a 6,5 e 3,2 uM e CCCP a 40 uM induz alteragao do potencial mitocondrial no tempo de
3 horas quando comparado ao controle negativo (Tabela 2), em que (*) p < 0,05 ¢ (**) p

<0,01.
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Rh - (0.5x) NM-01.28.22 3 by fes | 4349 14243
Fh- CCCP 40 uM - 3 o fis 4549 7178
Fh - DMSO 3 hr fis 4549 11279
0| Controle nao marcado fos AS40 2647

Figura 11. NM-01-28-22 causa alteracdo no potencial de membrana mitocondrial de
células A549, apdés 3h de tratamento. A alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial de células A549 apos o tratamento com NM-01-28-22 foi analisada pelo
corante rodamina 123 em citometria de fluxo. (A) Grafico representativo de histograma
demonstrando a altera¢do no potencial de membrana mitocondrial apds tratamento com
NM-01-28-22 no tempo de 3 horas. CCCP a 40 pM e DMSO a 0,02% foram utilizados
como controle positivo (CCCP) e negativo (Cnt), respectivamente.
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Tabela 2. Anélise do indice de variacao (*IV) e do A¥Ym de células A549 tratadas com
o derivado indolico NM-01-28-22.

Média de A¥Ym em relacio ao
Amostras *V Intensidade de controle negativo
Fluorescéncia
Cnt - 95981 -

CCCP -0,24 * 70911 76%

40 uM
NM-01-28-22 -0,13 86038 87%

13 uM
NM-01-28-22 -0,27 * 66191 73%

6,5 UM
NM-01-28-22 -0,32 ** 62388 68%

3,2 uM

*IV=(MT — MC)/MC, em que MT ¢ a média de fluorescéncia das células A549 tratadas
e MC ¢ a média de fluorescéncia do controle negativo. As células A549 foram tratadas
com o derivado NM-01-28-22 nas concentragdes de 13, 6,5 e 3,2 uM. Os resultados de
*IV representam a média de 3 experimentos independentes. Foi utilizado o teste
ANOVA de uma via e pds teste de Dunnett's. Os tratamentos foram comparados ao
controle negativo, (*) p < 0,05 e (**) p <0,01.
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5.6 NM-01-28-22 INDUZ A PRODUCAO DE ROS EM CELULAS A549

A produgdo de ROS por células A549 (carcinoma de pulmio) apos tratamento
com NM-01-28-22 nas concentracdes de 13, 6,5 e 3,2 uM foi analisada por microscopia
através da sonda DCFH-DA. A analise qualitativa da imagem demonstra que houve

produgdo de ROS em células A549 apds tratamento com NM-01-28-22 e doxorrubicina

1,4 uM quando comparado com o controle (Figura 12).

Cnt Doxo 1,4 uM

NM-01-28-22 NM-01-28-22 NM-01-28-22
3,6 M 6,5 tM 13 pM

Figura 12. NM-01-28-22 induz producdo de ROS em células A549, apds 3h de
tratamento. A producdo de ROS em células A549 sdo visualizadas ap6s tratamento de 3
horas com o NM-01-28-22. DMSO 0,02% e doxorrubicina (1,4 pM) foram utilizados
como controle negativo (Cnt) e positivo (Doxo), respectivamente. A andlise da
producdo de ROS foi avaliada pelo corante DCFH-DA. Imagens com aumentos de
200x, barra de escala, 50 pum.



48

5.7 NM-01-28-22 NAO APRESENTA ATIVIDADE HEMOLITICA
A citotoxicidade em células normais foi avaliada em eritrocitos pelo ensaio de

atividade hemolitica, onde os eritrocitos foram tratados com o derivado NM-01-28-22
nas concentracdes de 650, 325, 162 e 81 uM no tempo de 1 hora. Os resultados obtidos
indicam que o tratamento com o derivado NM-01-28-22 ndo provocou atividade

hemolitica em eritrécitos humanos (Figura 13), em que (****) p <0,0001.
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Figura 13. NM-01-28-22 ndo induz hemolise em eritrocitos a 2%, apos lh de
tratamento a temperatura ambiente. O efeito citotéxico do derivado NM-01-28-22 sobre
eritrocitos foi analisado pelo ensaio de hemolise. (A) Imagens representativas
demonstrando a auséncia de hemolise apds 1h de tratamento com NM-01-28-22 a 650,
325, 162 e 81 uM. DMSO a 1,1% e Triton X-100 a 0,1% foram utilizados como
controle negativo (Cnt) e positivo (Triton X-100), respectivamente. (B) O grafico
demonstra a média e o desvio padrio de trés experimentos independentes para
mensura¢do de hemolise, apds tratamento com NM-01-28-22 em eritrocitos 2%. Foi
utilizada a ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett's. Os tratamentos foram
comparados ao controle positivo, (¥****) p <0,0001.
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6. DISCUSSAO

O indol é um composto aromatico heterociclico constituinte de inimeros
medicamentos, um farmacéforo importante que apresenta propriedades antitumorais
(Sarkar et al., 2023). Os farmacos que contém indol e utilizados no tratamento do
cancer incluem vinblastina, vincristina, vinorelbina, sunitinib e nintedanib (Jia et al.,
2020). A modificagdo estrutural da molécula indodlica para maior atividade bioldgica
tem sido alvo de interesse nos ultimos anos na pesquisa em quimica farmacéutica (Qin
et al., 2022a). Sabe-se que a alteragdo da estrutura quimica da molécula pode gerar
novos derivados mais potentes (Ottoni et al., 2020). Dessa forma, o presente estudo,
avaliou o efeito citotéxico de um derivado do indol em células de cancer de pulmao,
considerando que ele seria mais potente que o indol.

A SRB ¢ um método utilizado para mensurar a quantidade de proteinas de
células viaveis. Isto é, o nimero de proteinas tem relacdo direta na medicdo da
proliferacdo celular (Orellana; Kasinski, 2016). A ISO-10993-5 em seu documento
relata que a quantificagdo da proliferacdo celular ¢ um método de avaliacdo na
determinagdo da citotoxicidade (Organizacao Internacional de Normalizagdo, 2009).
Nossos resultados com SRB mostram que o derivado NM-01-28-22 inibiu o
crescimento celular de trés linhagens com caracteristicas histologicas distintas: A549
(carcinoma de pulmao), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e PC-3 (Adenocarcinoma
de Proéstata). Além de inibir o crescimento, os resultados da Cls, corroboram com os
dados da literatura que mostram que derivados podem possuir uma maior atividade do
que seu composto original (de Franca et al., 2021; dos Santos et al., 2023; Ottoni et al.,
2020). Observamos que em comparagdo com o indol o derivado inddlico NM-01-28-22
apresentou uma Cls, 160 vezes menor na célula A549, 56 vezes menor na MCF-7 e 75
vezes menor na PC-3.

O indol apresentou atividade baixa com valores de concentragao efetiva em 50%
(CEs() acima de 100 uM nas linhagens de Caco-2 (adenocarcinoma colorretal humano),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), HepaRG (células hepaticas derivadas de
hepatoma) e T47D (carcinoma ductal de mama) (Janiga-MacNelly et al., 2025).
Wellington et al. (2020) utilizaram trés parametros relacionados a classificacdo da Cls,
na atividade biolégica de compostos antitumorais em linhagens de células: atividade
potente menor que 10 uM; atividade moderada entre 10 a 30 uM e atividade fraca entre
30 a 100 uM. Nossos resultados mostram que o derivado indolico mostrou atividade

moderada nas duas linhagens tumorais PC-3 e MCF-7 e atividade potente na linhagem
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A549.

Semelhante aos nossos resultados, outros trabalhos mostram o potencial
antitumoral de derivados inddlicos. Abdelazeem et al. (2024) descobriram que os
compostos contendo derivado de indol e tiofeno apresentaram citotoxicidade contra a
linhagem de cancer de colon (HCT-116). Zhao et al. (2017) relataram que o derivado 3d
contendo indol e chalcona inibiu a proliferagdo de células A549 (carcinoma de pulmao).
Kumar et al. (2025) estudaram a citotoxicidade do derivado 9c contendo indol e inonas
nas linhagens de cancer de mama MCF-7, 4T1 e MDA-MB-231.

A migragdo de células ¢ uma etapa fundamental em processos fisiologicos e
fisiopatologicos em células leucocitarias (Abbas; Lichtman; Pillai, 2019) e cancer de
pulmdo (Zhu et al., 2020). O cancer de pulmio ¢ altamente metastatico devido a sua
capacidade proliferativa, que possibilita a migracdo dessas células para diversos 6rgaos
distintos (Zhu et al., 2020).

A maior parte da mortalidade do cancer estd associada as metastases e ndo pelo
tumor solido primario (Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017). Dessa forma, nas areas
de fisiologia e oncologia, metodologias para o estudo das propriedades de migracao,
invasdo e adesdo celular sdo relevantes devido ao entendimento do efeito de novos
farmacos no desenvolvimento metastatico (Pijuan et al., 2019). No experimento de
migracdo celular, o principio metodolégico ¢ gerar auséncia de células em uma
monocamada com ponteira p200 e as c€lulas proliferam e migram para o preenchimento
dessa lacuna celular (Martinotti; Ranzato, 2020).

Os ensaios de migrac¢ao celular demonstraram que o derivado NM-01-28-22 tem
um alto potencial anti migratorio considerando que esse efeito foi evidenciado em todas
as concentragdes testadas. Esse resultado ¢ relevante, tendo em vista que a
sobrevivéncia das células tumorais ¢ importante no processo migratorio a fim de formar
microcolonias e consequentemente micrometdstase, sobreviver e provocar
macrometastases (Wu; Saxena; Singh, 2020).

Nguyen et al. (2022) utilizaram os compostos A6 e Al5, ambos derivados do
indol, no experimento de migracdo de células. Os resultados demonstraram que nas
células MCF-7, apenas o composto A6 conseguiu inibir significativamente a migragao.
Diferentemente, os derivados Al5 e A6 inibiram a migracao de células SK-BR-3.
Zhang et al. (2023) relatam que o composto inddlico 10b a 1 uM inibiu a migracao de
células A549 (carcinoma de pulmao) nos tempos de 12 e 24h. Yamashita ez al. (2022)

relataram que a camalexina a 25 puM, uma fitoalexina indolica, conseguiu inibir a
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migracdo de células de cancer de mama (MCF-7 e T47D) por 22h de tratamento, em
comparag¢do ao controle DMSO. De forma semelhante, nosso estudo traz que o derivado
indolico NM-01-28-22 conseguiu inibir a migrag¢do de células A549.

A ultima etapa do processo migratorio das células tumorais ¢ a colonizacao do
novo tecido (Lambert; Pattabiraman; Weinberg, 2017). Além disso, uma tUnica célula
com mutagdes em genes relacionados a proliferagdo e reparo do DNA, forma a massa
tumoral de clones (Botelho, 2018; Kumar ef al., 2010). O ensaio de formagdo de
colonias ¢ amplamente utilizado para mensurar a formagao de clones in vitro apos
processo de inibi¢do por estimulos citotdxicos, tais como compostos quimioterdpicos e
radiagdes (Brix et al., 2020). E um teste que avalia a sobrevivéncia celular e verifica a
capacidade de células em sua autorenovagdo (cinco ou mais geragdes) (Capes-Davis;
Freshney, 2021).

Por meio do ensaio clonogénico foi visualizado que o derivado inddlico
NM-01-28-22 diminuiu a formagdo de clones da linhagem A549 em todas as
concentragoes testadas. O estresse mitocondrial regulado por Bax e Bak ¢ uma possivel
explicacdo da morte celular clonogénica (Youle; Strasser, 2008). Dutta et al. (2022)
relatam uma inibicdo dose dependente apos tratar células MCF-7 com derivados
indolicos (compostos 3aa, 3 ac, 3ca, 3gc e 3gd) em ensaio clonogénico. Zhou et al.
(2024) destacam o derivado inddlico CV-4-26 que conseguiu inibir em 62,5% as
coldnias de células de carcinoma hepatocelular humano (Huh7) e em 59,5% as coldnias
de carcinoma hepatocelular (HepG2) apds tratamento com 5 uM do composto. Jiang et
al. (2022) relataram que o composto 40, também um derivado indolico, conseguiu inibir
de forma dose dependente a formagdo de coldnias, eficaz nas concentragdes de 3 ¢ 10
nM, reduzindo a sobrevivéncia e crescimento de células de carcinoma colorretal
(HCT1160).

A morte celular ¢ um processo de dano irreversivel no funcionamento vital das
células, que gera fragmentos na célula ou induz a permeabilizagdo da membrana celular
(Galluzzi et al., 2018). Ela pode ocorrer de duas formas: processo orquestrado a fim de
manter a homeostase do sistema bioldgico conhecido como morte celular programada
(MCP). Existe também a morte celular ndo programada, uma forma agressiva,
culminando na necrose por causa de trauma ou lesdo (Eskander et al., 2025). Qin et al.
(2022b) discutem que alcaloides inddlicos apresentam atividade antitumoral, devido a
ativacdo da via sinalizagdo de apoptose, autofagia e necroptose.

Compostos inddlicos obtidos de produtos naturais como indol-3-carbinol (I3C) e
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3,3'-diindolilmetano (DIM) geram apoptose e interrompe o ciclo celular pela inibi¢do da
via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR/NF-kB (Ahmad et al., 2013). Wan et al. (2019)
também destacam a atividade de derivados indodlicos como agentes que interferem nas
seguintes atividades biologicas das células tumorais: morte celular por apoptose (inibe
proteinas Mcl-1), transducdo de sinal (inibe Pim) e ciclo celular. A apoptose ¢ explorada
na pesquisa biomédica por inferir a resposta de células cancerigenas a partir do
tratamento de moléculas pequenas. O tratamento de células com moléculas pequenas
possibilita aos pesquisadores desenvolver farmacos com é&nfase na apoptose para
eliminar as células tumorais (Xu; Lai; Hua, 2019).

A ISO-10993-5 em seu documento relata que a analise da morfologia ¢ um
método de avaliagdo na determinagdo da citotoxicidade (Organizagdo Internacional de
Normalizagdo, 2009). As alteragdes morfologicas da apoptose sdo: fragmentacao do
nlcleo, condensacdo e quebra do material genético, além de, formagdo de corpos
apoptoéticos e encolhimento da célula. Essas mudangas estruturais nas células podem ser
visualizadas em um microscopio de luz e por microscopia eletronica (Xu; Lai; Hua,
2019). Na apoptose, as caspases clivam proteinas do citoesqueleto e de adesdo
célula-célula, que torna a célula arredondada (Alberts et al., 2021). No presente estudo
observamos alteragdes morfologicas no citoesqueleto das células A549, apds o
tratamento com o derivado NM-01-28-22. As alteragdes sugerem uma morte do tipo
apoptose devido as caracteristicas de arredondamento e perda do volume citoplasmatico
celular.

O tratamento de células de leucemia (Jurkat e HL-60) com o composto indolico
DHII teve como resultado alteragcdes morfologicas como a desorganizagdo da célula e
danos as proteinas de actina-F do citoesqueleto, fragmentacdo de DNA e aparecimento
de bolhas na membrana (Majirskéa et al., 2025). Derivados 3d e 6¢ contendo indol e
chalcona causaram alteragcdes na morfologia das células de carcinoma de pulmdo
(A549) com encolhimento celular, formagcdo de bolhas na membrana e de corpos
apoptoticos (Zhao et al., 2017).

A apoptose pela via mitocondrial tem como eventos biologicos a produgdo
elevada de ROS, a despolarizagdo mitocondrial e o extravasamento mitocondrial da
proteina citocromo C para o citosol (Teisseyre et al., 2019). O direcionamento a
producao de ROS nas células tumorais pode provocar danos celulares irreversiveis por
causa do estresse oxidativo celular, além de inibir a proliferacao de células tumorais

(Glorieux et al., 2024).
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Nossos resultados mostram que o derivado inddlico NM-01-28-22 induziu
produ¢do de ROS em todas as concentragdes utilizadas apds 3h de tratamento.
Semelhante aos nossos resultados Li ef al. (2020) descobriram que o composto 5f, um
derivado inddlico, induz aumento de ROS de maneira dose dependente em células
linhagem de hepatocarcinoma (SMMC-7721). Um alcaldide inddlico extraido da planta
Bousigonia mekongensis, induziu um aumento na produg¢do de ROS em células de
cancer de bexiga (MB49, T24 e 253J) (Shi et al., 2025). O composto indolico 14b
provocou o aumento de ROS intracelular em células de carcinoma de pulmao (A549) de
maneira dose dependente, apos 12h de tratamento (Liang ef al., 2023).

As mitocondrias desempenham papel importante na regulagdo da apoptose. A
cadeia respiratoria mitocondrial € responsavel pela geragdo do potencial transmembrana
(A¥Ym). A perda ou diminuicdo do (A¥m) ¢ uma das principais caracteristicas da
disfuncdo mitocondrial (Tischlerova et al, 2017). A rodamina 123 ¢ um corante
catidnico que mede o potencial de membrana mitocondrial (Zorova et al., 2018). A
queda do potencial mitocondrial diminui a captacdo do corante e consequentemente
reduz a intensidade de fluorescéncia (Chazotte, 2011).

Liu et al. (2023) relataram que o composto 17a, um derivado indoélico-chalcona
ligado a platina, induziu forte despolarizacdo da mitocondria em células de cancer de
pulmdo A549 resistentes a cisplatina. O composto de fitoalexina inddlica K-453
provocou o comprometimento do potencial de membrana mitocondrial em células de
carcinoma colorretal (HCT116) (Tischlerova et al., 2017). Um hibrido de indol-matrina,
provocou uma perda significativa do potencial de membrana mitocondrial em células de
cancer de estdmago (SGC-7901), ap6s 24h de tratamento (Li ef al., 2023). Semelhante a
literatura, o derivado indolico NM-01-28-22 induz o comprometimento do potencial de
membrana mitocondrial em células A549 por 3h de tratamento nas concentragdes de 6,5
e 3,2 uM.

O teste de hemolise ¢ uma analise inicial da citotoxicidade (Sabe et al., 2023).
No ensaio de hemolise ¢ analisada a liberagao de hemoglobina no sobrenadante, apos o
periodo de incubagdo com a amostra analisada, para mensurar a quantidade de
eritrocitos lisados (Evans et al., 2013; Sabe et al., 2023). Os dados experimentais da
citotoxicidade e hemolise definem a escolha do composto e o avango do estudo em
modelos in vivo (Greco et al., 2020). Existem parametros sobre os valores de hemolise
em eritrocitos humanos, sendo atividade ndo hemolitica menor que 10% e atividade

hemolitica maior que 25% (Amin; Dannenfelser, 2006).
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Aqui demonstramos que o derivado inddlico NM-01-28-22 ndo provocou
hemolise em todas as concentracdes testadas. De forma semelhante, Long et al. (2022)
avaliaram os derivados indolicos em eritrocitos de voluntirios saudaveis. Eles
observaram que a hemolise foi menor que 6% apos 1h de tratamento. Babijczuk et al.
(2025) testaram novos derivados hibridos contendo indol e pirazol em eritrdcitos por 1h.
Eles observaram que os compostos 2, 3, 6-10, 14 e 15 apresentaram atividade
hemolitica menor que 10%.

Em conjunto, nossos resultados mostram que o derivado teve um alto efeito

citotoxico na linhagem A549 e ndo teve efeito toxico em hemacias.
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7. CONCLUSAO

Os dados mostram que o derivado inddlico NM-01-28-22 inibiu a migragao
celular e a formacao de clones de cé€lulas na linhagem A549. O tratamento também
mostrou que o derivado possui um efeito na morte celular caracteristico de apoptose
evidenciado pelas alteragdes morfologicas observadas, alteragdo do potencial de
membrana mitocondrial e produgdo de ROS. Estes resultados dao base para que o

estudo seja translacionado em modelo in vivo.
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