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RESUMO 

 
 
O ácido úsnico é um metabólito de líquen que apresenta uma grande variedade de 
atividades biológicas, dentre as quais, citotoxidade frente a células oriundas de 
tumores malignos humanos. Apesar da existência de revisões recentes sobre a 
atividade citotóxica do ácido úsnico, o mecanismo de ação desta droga ainda não foi 
completamente elucidado. Não existe na literatura referência ao envolvimento do 
gene supressor de tumor p53 com os efeitos do ácido úsnico. Na sua forma normal, 
a proteína p53 atua em resposta a diferentes estresses celulares levando à 
transcrição de genes que induzem a retenção do ciclo celular ou apoptose. Entre as 
formas de atuação do p53 está a repressão de genes que codificam proteínas 
associadas à polimerização e estabilização de microtúbulos. Estas funções são 
perdidas quando ocorrem mutações em sua via metabólica, o que acontece em mais 
de 50% dos tumores cancerosos humanos. O objetivo deste trabalho foi investigar 
se o mecanismo da ação anticancerígena do ácido úsnico envolve a ativação da via 
metabólica p53. Para estudos da sensibilidade de linhagens cancerígenas ao ácido 
úsnico, foram realizados ensaios pelo método colorimétrico do MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl-tetrazolium bromide], utilizando-se várias 
concentrações do fármaco (1 a 60 µM) por 72h, frente às seguintes linhagens de 
células malignas humanas: MCF7(câncer de mama, positiva para receptores de 
estrogênio, p53 normal), MDA-MB-231(câncer de mama, negativa para receptores 
de estrogênio, p53 inativo), H1299 (câncer de pulmão, nula para p53).  Para 
determinar o envolvimento do p53 na ação citotóxica do ácido úsnico, os níveis das 
proteínas p53 e p21 (um inibidor de quinases dependentes de ciclinas cuja 
expressão é controlada pelo p53) em células MCF7 tratadas com 29 µM de ácido 
úsnico por 24h foram determinados utilizando-se ensaios western blot com o 
anticorpo monoclonal DO-12 (específico para p53) e WAF1 (específico para p21). 
Para verificar se a ação anticancerígena do ácido úsnico resulta em dano ao DNA 
celular, a fosforilação da SER15 do p53 (um marcador para danos em DNA) foi 
investigada, após tratamento de células MCF7 com 29 µM de ácido úsnico por 24h. 
Nestes estudos, ensaios western blot foram realizados com o anticorpo policlonal 
FOSFO-SER15, específico para serina fosforilada. Para verificar se o aumento nos 
níveis da proteína p53 detectados após o tratamento com ácido úsnico eram 
acompanhados por um aumento em sua atividade transcricional, foram executados 
ensaios com ß-Gal. Nesta metodologia utilizaram-se fibroblastos T22 de 
camundongos, portadores do plasmídeo RG∆Fos-LacZ (contendo o resíduo de 36 
pb do sítio de ligação para o p53), tratados com diferentes concentrações de ácido 
úsnico. Para a investigação dos efeitos do ácido úsnico na formação e estabilização 
de microtúbulos, células MCF7 foram tratadas com 29 µM de ácido úsnico por 24h, 
fixadas em metanol e tratadas com anticorpo monoclonal anti-ß-tubulina. O ácido 
úsnico mostrou atividade citotóxica frente às várias linhagens celulares oriundas de 
tumores malignos humanos, promovendo elevação nos níveis das proteínas p53 e 
p21. Entretanto, este aumento não foi acompanhado de incremento na atividade 
transcricional nem da fosforilação da SER15 do p53. Também não foram detectadas 
modificações na formação dos microtúbulos. As propriedades anticancerígenas do 
ácido úsnico como agente não genotóxico que atua de uma forma independente do 
p53 fazem dele um candidato em potencial para novas terapias de câncer. 
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ABSTRACT 

 

Usnic acid is a metabolite of lichen that exerts a wide variety of biological activities 
including cytotoxicity against cells derived from human malignant tumours. Although 
cytotoxicity of usnic acid has been extensively reviewed, its mechanism of action is 
still unclear. There are no data in the literature about the involvement of the tumour 
suppressor p53 with the effects of usnic acid. Wild type p53 responds to different 
forms of cellular stress by acting as a transcription factor, regulating the expression of 
genes that will lead to inhibition of cellular proliferation by inducing cell cycle arrest or 
apoptosis. p53 actions include the down regulation of genes that encode proteins 
associated to the polymerization and stabilization  of microtubules. These functions 
are lost when mutations occur in the p53 pathway, which happens in more than 50% 
of human cancers. The objective of this work was to investigate the relationship 
between the antineoplastic activity of usnic acid and p53 pathway. To establish the 
sensitivity of cancer cell lines to usnic acid, MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazólio) assays were performed using a variety of drug concentrations (1 to 
60 µM) for 72h against the following cell lines: MCF7 (oestrogen positive, wild type 
for p53) and MDA-MB-231 (oestrogen negative, non-functional p53) and the lung 
cancer cell line H1299 (p53 null). To investigate the involvement of p53 in the 
cytotoxic activity of usnic acid, the protein levels of p53 and p21 (a cyclin dependent 
kinase inhibitor whose expression is under the control of p53) in MCF7 cells treated 
with 29 µM usnic acid for 24h were determined with western blot assays using the 
antibodies DO-12 (specific for p53) and WAF1 (specific for p21). To establish 
whether the anticancer activity of usnic acid results in DNA damage, the 
phosphorylation of p53 SER15 (a DNA damage marker) was investigated following 
MCF7 cells treatment with 29 µM usnic acid for 24h. For this study the FPS15 
antibody (polyclonal, specific for phosphor-SER15) was used. To determine if the 
transcriptional activity of p53 correlated with the increase in its protein level the ß-Gal 
assay was performed. T22 mouse fibroblast cells bearing the reporter plasmid 
RG∆Fos-LacZ (containing a 36 bp p53 binding site) were treated with different 
concentrations of usnic acid. To investigate the effects of usnic acid on the 
polymerization and stabilization of microtubules, MCF7 cells were exposed to 29 µM 
usnic acid for 24h, fixed with methanol and treated with monoclonal anti- ß-tubulin 
antibody. Usnic acid showed cytotoxic activity against the several human cancer cells 
tested, with increase in the p53 and p21 protein levels. However, this was not 
correlated with increase in p53 transcriptional activity or with p53 SER15 
phosphorylation. Furthermore, no modifications in the microtubule formation were 
detected.  The property of usnic acid as a non-genotoxic anticancer agent that works 
in a p53-independent manner makes it a potential candidate for novel cancer 
therapy. 

 

KEY WORDS 
 
 Usnic acid, p53 activity, genotoxicity, MCF7, MDA-MB-231, H1299 cells, 
microtubules.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma doença genética em nível molecular que afeta uma em cada 

três pessoas no planeta (PECORINO, 2005). Pelo menos no último século, todos os 

esforços intelectuais e tecnológicos empreendidos na cura dessa doença 

contribuíram para revelar um intrincado mecanismo de comunicação molecular, intra 

e intercelular que, em condições fisiológicas, atua na manutenção da homeostase 

dos sistemas vivos. Essa complexa rede de sinalização é constituída por vias 

metabólicas formadas de genes, proteínas e pequenas moléculas que contêm 

inúmeros pontos de regulação, sinais divergentes e locais de cruzamento com 

outras cascatas de sinalização, exercendo mútuas influências (TANIGUCHI et al., 

2006).   

Segundo Barabási (2004), a chave para pesquisa biomédica pós-genômica é 

catalogar sistematicamente todas as moléculas e suas interações nas células vivas, 

para entender como seu funcionamento e interação determinam os princípios que 

regem essa maquinaria complexa, tanto em nível celular quanto intercelular.  

De posse desse conhecimento é possível entender como os processos de 

carcinogênese desvirtuam essas vias sinalizadoras, transformando células normais 

em células cancerosas, que passam a comandar o metabolismo celular em prol do 

seu próprio desenvolvimento. Investigar as correlações entre as rotas moleculares 

dessas vias e a ação de substâncias bioativas, pode dar suporte ao 

desenvolvimento de terapias mais efetivas com a utilização de fármacos 

direcionados a alvos específicos, de modo a maximizar os seus efeitos terapêuticos 

contra o câncer. 



    

 

 

18 

 

Nesse contexto, este trabalho se propõe a acrescentar mais uma peça no 

enorme quebra-cabeças que é estabelecer conexões entre a ação de fármacos, 

como o Ácido Úsnico, e vias metabólicas envolvidas nos processos de 

cancerização. Nessa perspectiva, o entendimento dos mecanismos de ação do AU 

frente a células oriundas de linhagens tumorais humanas, que expressam ou não 

vias de sinalização envolvidas nos processos de divisão celular e cancerização, 

pode dar suporte a possíveis usos terapêuticos desse fármaco.    
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1.1. O ÁCIDO ÚSNICO  

 

Os líquens são formados por uma associação simbiótica entre representantes 

de três reinos. Os parceiros dominantes, os fungos (reino Fungi), associam-se a 

algas (reino Protista) e/ou cianobactérias (reino Monera), os quais lhes fornecem 

alimentos produzidos por fotossíntese (BRODO et al., 2005). Considerando-se o tipo 

de parceria estabelecida, o liquenologista Trevor Goward (2005) sugere que os 

“líquens são fungos que descobriram a agricultura”.  

Como forma de adaptação à vida em habitats marginais, os líquens 

sintetizam um arsenal de mais de 800 tipos de metabólitos já identificados 

(MÜLLER, 2001). São compostos bioquímicos que atuam como controladores da 

exposição à luz, repelentes de herbívoros (NIMIS & SKERT, 2006), microbicidas e 

substâncias que inibem a proliferação de outros líquens em habitats muito 

competitivos (BRODO et al., 2005). Estes compostos vêm sendo utilizados pelas 

suas propriedades terapêuticas na medicina tradicional em várias sociedades ao 

longo dos séculos (COCCHIETTO et al., 2002; HUNECK, 1999).  

Dentre os metabólitos liquênicos mais estudados estão os depsídeos, as 

depsidonas, dibenzofuranos, xantonas, antraquinonas e ácidos úsnicos (HONDA et 

al., 1998). O ácido úsnico (AU) ou [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-

1,3(2h,9bH)-dibenzeno-furadiona], cuja fórmula estrutural é C18H16O7, ilustrado na 

Figura 1, ocorre na natureza em duas formas enantioméricas (+) e (-), dependendo 

da projeção do grupo metila angular do carbono quiral 9b. Sua massa molecular 

expressa como equivalente grama é estimada em 344,32 g, sendo um dos mais 

abundantes metabólitos secundários de liquens. Segundo Ingólfsdóttir (2002), desde 

que foi isolado pela primeira vez em 1844, o AU tem sido o metabólito mais 
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estudado e um dos poucos disponíveis comercialmente na forma tautomérica (+)-

Ácido Úsnico (Sigma Aldrich).  

 

 

 

Figura 1. Estrutura química do (+)-Ácido úsnico (SANTOS et al., 2005). 

 

Usado inicialmente para o tratamento da tuberculose pulmonar (VARTIA, 

1973), sua ação vem sendo amplamente pesquisada nos cinco continentes, frente a 

variados modelos biológicos in vitro e in vivo, em diferentes vias de administração e 

dosagens, por uma gama de pesquisadores de diversas especialidades, como 

resumido no Quadro 1. 
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Quadro 1 – Algumas atividades biológicas do Ácido Úsnico descritas na literatura 

ATIVIDADE 

BIOLÓGICA 

MODELO TESTADO REFERÊNCIAS 

 

In vitro: L1210 (carcinoma Lewis); 

P388 (leucemia murina) 

TAKAI et al. (1979) 

In vitro: HaCaT (linhagem celular 

derivada de queratinócitos humanos) 

SUNIL KUMAR & MÜLLER 

(1999a e 1999b) 

In vitro: Saccharomyces cerevisae 

(efeito na atividade respiratória), 

Nicotiana tabacum (células e 

protoplastos), K-562 e HEC-50 

CARDARELLI et al. (1997) 

KRISTMUNDSDÓTTIR, et al. 

(2005) 

In vitro: NCI-H292 (carcinoma de 

pulmão humano) 

SANTOS et al. (2005) 

Antiproliferativa, 

antimitótica  e 

citotóxica 

 

In vivo: Sarcoma-180 

RIBEIRO-COSTA et al. 

(2004) 

 

Antimicrobiana 

Antibiótica 

 

In vitro: Staphylococcus aureus, 

Mycobacterium aurum 

LAUTERWEIN et al. (1995) 

INGÓLFSDÓTTIR et al. 

(1998); GARCIA ROWE et al. 

(1999); COCCHIETTO et al. 

(2002); TURK et al. (2003); 

YILMAZ et al. (2004);  

Antifúngica  Fungos de plantas: P. infestans HALAMA et al. (2004) 

Trypanosoma cruzi CARVALHO et al. (2005) Antiparasitária 

Leishmaniose cutânea FOURNET et al. (1997) 

 

Antiviral 

 

Vírus Epstein-Barr  

CAMPANELLA et al. (2002) 

SCIRPA et al. (1999); 

YAMAMOTO et al. (1995). 

Analgésica e 

antipirética 

 

In vivo: edema em ratos 

OKUYAMA et al. (1995) 

Antiinflamatória In vivo: edema de pata em ratos VIJAYAKUMAR et al. (2000) 

Modulador 

imunológico  

Macrófagos peritoniais de 

camundongos in vitro 

SANTOS et al. (2004) 
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1.1.1. MECANISMOS DE AÇÃO DO ÁCIDO ÚSNICO 

 

Embora as pesquisas utilizando o ácido úsnico revelem uma gama de 

diferentes atividades, frente a inúmeros modelos biológicos, tanto in vivo quanto in 

vitro, o mecanismo de ação molecular deste fármaco ainda não está plenamente 

esclarecido. Em suas revisões, Müller (2001), Cocchietto e Ingólfsdóttir (2002) 

referem-se, na maioria das vezes, a atividades biológicas e ressaltam também a 

necessidade de uma maior compreensão dos eventos moleculares mediados por 

este princípio ativo.  

Quanto aos mecanismos da ação molecular, os efeitos antimitóticos do AU 

podem ser atribuídos à redução das concentrações de RNA em hepatócitos de rato, 

numa relação dose-dependente (CARDARELLI et al., 1997). Esse relato é 

compatível com os achados de Yamamoto (1995) quanto à inibição da atividade do 

vírus Epstein-Barr, assim como os de Al-Bekaire (1991) e Campanella (2002) sobre 

a interferência do AU na síntese de RNA.  

Em concordância com esta tese, foi patenteado pela Universidade da 

Califórnia um método de inibição da função de moléculas de RNA ou células 

contendo RNA pelo uso de substâncias contendo AU ou seus sais (JAMES et al., 

2003). Este método se propõe a inibir o desenvolvimento de fungos, bactérias e, 

principalmente, vírus, atuando contra retrovírus (HIV), pólio RNA e diversos tipos de 

hepatite entre outros.  

Um outro aspecto importante quanto aos mecanismos de ação do AU, refere-

se aos seus efeitos frente ao metabolismo energético. Söderberg (1953) observou 

que a administração intravenosa de usneato de sódio em gatos, numa concentração 
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de 10mg/kg provocava um aumento da taxa metabólica com sintomas como 

hiperventilação, aumento do consumo de oxigênio e da temperatura do corpo.  

Nessa mesma perspectiva, Abo-Khatwa (1996), expondo mitocôndrias de 

fígado de rato a 1µM de AU, apontou para uma ação desacopladora da fosforilação 

oxidativa e aumento da atividade da enzima ATPase. Sugeriu que a atividade 

antimicrobiana do AU seja uma decorrência das alterações no metabolismo 

energético das células. Quanto às atividades antiinflamatória, analgésica e 

antipirética poderiam estar relacionadas à inibição da síntese de prostaglandina, 

como efeito, também, do desacoplamento da fosforilação oxidativa (VIJAYAKUMAR 

et al., 2000). 

Por volta de 2002, nos EUA, surgiu um fato novo relacionado à ingestão de 

fitoterápicos contendo AU, os quais prometiam um emagrecimento rápido devido à 

queima de gordura decorrente de um aumento na taxa metabólica. Esse 

medicamento era o LipoKinetix® (GRADY et al., 2003) e, após a ingestão dos 

comprimidos contendo  300mg de ácido úsnico puro, três vezes ao dia, durante três 

semanas, sete pacientes apresentaram quadros graves de insuficiência hepática 

aguda. Entre estes, uma paciente que abriu o quadro patológico apresentando 

coma, submeteu-se ao transplante de fígado como única alternativa de 

sobrevivência. Em paralelo, um outro paciente foi a óbito (FAVREAU et al. 2002; 

NEFF et al. 2004; DURAZO et al. 2004; HAN et al. 2004; CORRECHÉ et al., 2004; 

LAZEROW et al., 2005). Essa situação criou uma demanda para investigações 

acerca dos efeitos do AU em células hepáticas e vários grupos de pesquisa 

debruçaram-se sobre esse tema. 

Estudando o efeito do AU sobre a viabilidade de uma cultura primária de 

hepatócitos de camundongos, Han e colaboradores (2004) demonstraram que a 
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exposição das células a AU 5 µM por 8 horas induzia necrose em 50% das células. 

O tratamento dos hepatócitos com AU na mesma dose, durante 2 horas, reduziu em 

40% os níveis de ATP, resultado compatível com um estresse na respiração 

mitocondrial e no metabolismo energético das células. Assim, os achados de Abo-

Khatwa (1996) e Pramyothin (2004) acerca da ação desacopladora da fosforilação 

oxidativa e conseqüente inibição da função mitocondrial foram confirmados. Essa 

alteração metabólica se reflete em um aumento nas espécies reativas de oxigênio, 

caracterizando o estresse oxidativo envolvido na indução de necrose e apoptose em 

culturas de células hepáticas (HAN et al., 2004).  

Por outro lado, existe referência a efeitos antioxidantes da administração in 

vivo de AU em ratos portadores de úlcera gástrica induzida por indometacina, com 

redução de danos oxidativos e infiltrações inflamatórias por neutrófilos 

(ODABASOGLU et al., 2006).  

 

1.1.2. ATIVIDADE ANTICANCERÍGENA DO ÁCIDO ÚSNICO 

 

A atividade anticancerígena do ácido úsnico in vitro foi descrita pela primeira 

vez por Kupchan & Kopperman (1975) frente a células de carcinoma de pulmão de 

Lewis. Suas atividades mutagênica (SHIBAMOTO & WEI, 1984), anti-tumoral e 

citotóxica têm sido estudadas frente a modelos in vivo (RIBEIRO-COSTA et al., 

2004; SANTOS et al., 2005), além de células normais e de linhagens oriundas de 

tumores malignos humanos (BUCAR et al., 2004; MAYER et al., 2005; BÉZIVIN et 

al., 2003; PERRY et al., 1999; CARDARELLI et al., 1997; TAKAI et al., 1979; 

ÖGMUNDSDÓTTIR et al., 1998). A ação citotóxica e anti-proliferativa in vitro tem 
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sido observada contra: T-47-D (câncer de mama), Panc-1 (pâncreas), PC-3 

(adenocarcinoma de próstata) por Kristmundsdóttir (2005); PC-3 (próstata), MDA-

MB-231(mama), KB (laringe) por Pereira (1994); T-47D e ZR-75-1 (ambas de 

carcinoma mamário), K-562 (leucemia) por Ögmundsdóttir (1998), MCF7 (mama), 

DU145 e U251 por Bézivin (2004), e HEp-2 (carcinoma epidermóide de laringe), 

NCI-H292 (carcinoma de pulmão) por Rolim-Santos (2005). 

Tais resultados, ao serem analisados em conjunto, são sugestivos do seu 

potencial uso como agente quimioterápico contra o câncer. Entretanto, ainda há 

muito que esclarecer quanto aos mecanismos da sua ação anticancerígena. 

A maioria das substâncias bioativas exerce sua atividade anticancerígena 

pelo bloqueio da progressão do ciclo celular ou disparando o mecanismo de morte 

celular por apoptose (SON et al., 2003). Investigações quanto à toxicidade do ácido 

úsnico e a indução de apoptose (CORRECHÉ et al., 2004; BÉZIVIN et al., 2004) em 

linhagens de células tumorais e hepatócitos, apontam para a necessidade de 

estudos mais aprofundados sobre as relações desse princípio ativo com a ativação 

do gene p53, considerando seu papel chave na indução da apoptose e nos 

processos de cancerização. Esses dois objetivos poderão ser viabilizados pelo uso 

de linhagens celulares oriundas de tumores humanos nulos e positivos para o gene 

p53.  

 

 

 

 

 

 



    

 

 

26 

 

1.2. CÂNCER 

 

Segundo Weinberg (1996), o termo câncer refere-se a mais de cem formas 

de doenças. Quase todo tecido do corpo pode apresentar malignidade e alguns 

podem apresentar diferentes tipos. No entanto, os processos básicos de 

cancerização parecem ser similares. 

Os trilhões de células saudáveis do corpo vivem em um complexo sistema de 

condomínio, regulando mutuamente o nível de proliferação, de forma a manter o 

tamanho e a arquitetura apropriados aos tecidos corporais (WEINBERG, 1996). 

Nesta comunidade, com exceção das células brancas do sangue, que patrulham o 

corpo em busca de microorganismos e tecidos danificados, cada célula ocupa um 

lugar e tem uma função apropriada, permanecendo no tecido do qual faz parte 

(RUOSLAHTI, 1996). As células cancerosas, por sua vez, proliferam 

desobedecendo aos controles normais, sendo assim neoplásicas, e são capazes de 

invadir e colonizar os tecidos circundantes, sendo, portanto, malignas (ALBERTS et 

al., 2004). 

Após a década de 1980, os cientistas passaram a aprofundar-se nas bases 

moleculares que governam o desenvolvimento de um câncer. Nos últimos anos 

foram identificados mais de cem genes cujas alterações se repetem em cânceres 

humanos (ALBERTS et al., 2004).  

Oliff e colaboradores (1996), analisando os alvos moleculares da terapia do 

câncer, identificaram três classes de genes envolvidos nos processos de 

cancerização. A primeira classe, em que uma mutação em genes relacionados com 

o ciclo celular cause um aumento da função levando ao desenvolvimento de um 

tumor, é conhecida como proto-oncogenes e seus mutantes hiperativos 
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denominados oncogenes. Um oncogene atua como um gene dominante e a 

mutação em apenas um alelo é suficiente para que ele se manifeste. Estes genes 

estimulam a progressão das células através das etapas do ciclo celular, ou seja, as 

seqüências de eventos através dos quais as células aumentam de volume, duplicam 

seu DNA e se dividem passando uma cópia completa de seu patrimônio genético 

para cada uma das duas células-filhas.  

Membros da segunda classe, os genes supressores de tumor, codificam 

proteínas que inibem a divisão celular (WEINBERG, 1996), restringindo a 

proliferação das celulas. Nestes, as mutações perigosas decorrem da perda de 

função. No terceiro grupo, estão os genes que governam a replicação e reparo do 

DNA. 

Hoje, há um consenso, entre os biologistas moleculares que investigam o 

câncer, da necessidade de uma mutação genética para que um câncer possa surgir 

(STEELE et al., 1998; WEINBERG, 1996; OLIFF et al., 1996; ABRAHAM, 2001; 

ALBERTS et al., 2004). A maioria dos tumores, na verdade, possui mutações em 

um ou em vários genes das categorias citadas. 
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1.2.1. ESTÁGIOS NO DESENVOLVIMENTO DE UM TUMOR 

 

Tomando como base um tumor maligno do tecido epitelial, um carcinoma, 

segundo Weinberg (1996), podem ser identificados cinco estágios no seu 

desenvolvimento. Inicialmente, ocorre uma mutação em uma célula que a deixa 

geneticamente propensa a proliferar. Num segundo estágio, a célula alterada e seus 

descendentes parecem normais, mas elas se reproduzem muito levando a uma 

condição conhecida como hiperplasia. Após anos, uma em um milhão dessas 

células, pode sofrer uma nova mutação que leve a uma maior perda de controle do 

ciclo celular. A partir daí, além da proliferação excessiva, algumas células passam a 

apresentar alterações na forma e na orientação espacial no tecido, características 

da displasia. As células afetadas podem tornar-se, a partir de novas mutações, cada 

vez mais anormais em crescimento e aparência, compondo uma massa tumoral 

denominada câncer in situ, quando as células que o constituem ainda não 

ultrapassaram as fronteiras entre os tecidos (PECORINO, 2005). 

O tumor pode permanecer indefinidamente contido, ou adquirir mutações 

genéticas adicionais que o levem a invadir os tecidos subjacentes, e disseminar 

células através de vasos sanguíneos e linfáticos. Nesta condição, o tumor tornou-se 

maligno e, como um câncer invasivo, está pronto para migrar estabelecendo novos 

tumores em outros tecidos do corpo, as metástases, que podem ser letais por 

provocar falência de órgãos vitais nos quais se instalem. Portanto, o 

desenvolvimento de um tumor é um processo complexo, com várias etapas que 

envolvem várias mutações genéticas, que causam diferentes alterações 

morfológicas próprias das fases evolutivas da doença como exemplificado na Figura 

2.  
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Figura 2. Tipos e aspectos morfológicos de crescimento celular anormal  

               (PETERSON, 2005). 

 

Essas mutações são decorrentes de danos em genes que regulam 

diretamente as etapas do ciclo celular (SHERR, 1996).   

 

1.2.2. CANCERIZAÇÃO E CICLO CELULAR  

 

O ciclo celular tem como função duplicar fielmente o DNA nos cromossomos 

e, com precisão, segregar as cópias dentro de duas células-filhas geneticamente 

idênticas (ALBERTS et al., 2004). Essas células reproduzem-se por meio de uma 

seqüência ordenada de eventos controlados por proteínas regulatórias que 

constituem o sistema de controle do ciclo celular. Este sistema bioquímico de 

controle responde a sinais tanto internos quanto externos à célula e tem um papel 
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central na regulação do número e da diferenciação das células nos tecidos 

corporais. 

Segundo Peterson (2005), o ciclo celular das células somáticas (Figura 3) é 

constituído de duas fases principais: 

• Mitose (divisão) 

• Interfase (crescimento e diferenciação) 

Mitose é o processo pelo qual cada célula produz um par de células-filhas 

geneticamente idênticas. Interfase é o período em que as células crescem e 

exercem suas atividades metabólicas normais. Também é nesta fase que as células 

se preparam para a divisão. A interfase é constituída por três subfases: 

• G1 

• S 

• G2 

Segundo Alberts (2004), o processo de duplicação do DNA é característico 

da fase S (S de síntese), e a segregação e divisão da fase M (M de mitose). A fase 

M caracteriza-se conjuntamente pelos processos de divisão nuclear (mitose) e de 

divisão celular (citocinese). A mitose inicia-se com a condensação dos 

cromossomos, pré-requisito para a sua segregação e vai até a reorganização do 

núcleo quando a célula está pronta para a divisão citoplasmática, a citocinese. Este 

percurso é caracterizado por cinco etapas, a saber: prófase, pró-metáfase, 

metáfase, anáfase e telófase.    
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          Figura 3. Ciclo celular de células somáticas (PETERSON, 2005). 

 

A fase S ocupa metade do tempo do ciclo em células de mamíferos. No 

entanto, as células precisam de muito mais tempo para crescer e duplicar suas 

proteínas e organelas do que aquele que necessita para duplicar o DNA e dividir-se. 

Este tempo extra que as células necessitam constitui as fases de intervalos que 

são - uma fase G1 entre a fase M e a fase S e uma fase G2 entre a fase S e a fase 

M. Desta forma, o ciclo celular nas células eucarióticas é constituído das seguintes 

fases seqüenciais: G1, S, G2 e M. As fases G1, S, G2, conjuntamente, constituem a 

interfase (Figura 3).  Muitas células nos organismos adultos não estão em processo 

de divisão celular, elas estão quiescentes, ou seja, passam por um período de 

inatividade chamado G0 (PECORINO, 2005).    

As duas fases de intervalo fornecem tempo para a célula monitorar, se as 

condições internas e externas são favoráveis à entrada na fase S ou M do ciclo 
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celular. A fase G1 pode ter duração variada dependendo, por exemplo, dos sinais 

extracelulares oriundos de outras células.  Segundo Sherr (1996), os processos de 

cancerização têm como alvo principal os reguladores da saída da célula da fase G1.  

Durante esta fase, as células respondem a sinais extracelulares que a impulsionam 

no sentido de outra divisão, ou promovem uma parada na seqüência de eventos do 

ciclo caracterizado por um estado de repouso próprio da fase G0 (arrest). 

Diferentemente das fases S, G2 e M, a saída da fase G1 depende da estimulação por 

mitógenos (fatores de crescimento), e pode ser bloqueada por citocinas 

antiproliferativas. Existem vários pontos de checagem (checkpoints) das condições 

de replicação do DNA, da separação dos cromossomos e sua fixação no fuso 

mitótico (KASTAN & BARTEK, 2004) (Figura 4).  

 

 

      Figura 4. Pontos de checagem (checkpoint) do ciclo celular (SULLIVAN, 2006). 
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Estes pontos de checagem, representados na Figura 4, fazem parte de vias 

de sinalização bioquímica (principalmente fosforilação), cuja função é detectar 

danos ou anormalidades, assim como coordenar a progressão no ciclo celular.  

A decisão de dividir ocorre quando a célula passa pelo ponto de restrição 

ou de checagem (checkpoint) em G1 após o qual a célula se torna refratária a 

sinais regulatórios de crescimento de origem extracelular permanecendo, entretanto, 

sensível aos sinais intracelulares oriundos dos outros pontos de checagem 

(ABRAHAM, 2001).  

Os componentes dos pontos de checagem são proteínas que atuam como 

sensores de danos do DNA, transdutores e efetores de sinais. Alterações na função 

destes pontos de checagem podem permitir que danos ocorridos não sejam 

devidamente detectados levando à perpetuação de mutações perigosas, podendo 

resultar em carcinogênese (PECORINO, 2005).   

 

1.2.3. AS SEIS CARACTERÍSTICAS BÁSICAS DO CÂNCER 

 

Após análises acuradas, Hanahan e Weinberg (2000) definiram seis 

características presentes na maioria, senão em todas as formas de câncer, 

decorrentes de mutações nas diversas vias de sinalização (Figura 5), a saber: 

• Auto-suficiência em sinais de crescimento – as células cancerosas não 

dependem da sinalização de fatores de crescimento normal; 

• Evasão dos sinais inibitórios de crescimento – as células cancerosas 

não respondem aos sinais inibitórios de crescimento; 

• Evasão da apoptose – as células cancerosas não respondem aos 

sinais de apoptose; 
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• Replicação ilimitada - As células normais têm controle sobre o número 

de duplicações permitidas, após as quais se tornam senescentes. Este 

mecanismo de controle é o encurtamento dos telômeros (porções 

terminais dos cromossomos), que ocorre a cada duplicação do DNA. 

As células cancerosas mantêm o comprimento dos telômeros intactos; 

• Angiogênese – as células cancerosas induzem o crescimento de 

novos vasos sanguíneos necessários à sobrevivência e expansão do 

tumor; 

• Invasão dos tecidos e metástases – mutações podem alterar a 

atividade de enzimas envolvidas na adesão célula-célula e  

     célula-matriz extracelular resultando na invasão de outros tecidos. 

 

     Figura 5. As características principais de células cancerosas (HANAHAN & 

WEINBERG, 2000).  

 



    

 

 

35 

 

1.3. p53, UM GENE SUPRESSOR DE TUMOR 

 

O p53 pertence à categoria dos genes supressores de tumor. Está localizado 

no cromossomo 17 p13, contém 11 exons, que codificam uma fosfoproteína de 

53kD (PECORINO, 2005) e atua regulando o ciclo celular. O gene p53 foi 

originalmente descoberto em 1979 por David Lane da Universidade de Dundee, na 

Escócia, Arnold Levine da Universidade de Princeton, em Nova Jersey e William Old 

do Centro Sloan-Kettering de Estudos de Câncer, em Nova Iorque. Em face da 

proteína p53 ter um papel central nos mecanismos supressores de tumores das 

células, o gene p53 vem sendo intitulado de “guardião do genoma” (PECORINO, 

2005).  A habilidade de p53 funcionar como um fator de transcrição é considerada 

como sua principal propriedade fisiológica (VOUSDEN, 2005). Ele modula a 

resposta celular a diferentes tipos de estresses, incluindo a ação de oncogenes 

(LANE, 2005), como representado na Figura 6.  
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Figura 6. Relação entre p53 e eventos relacionados ao ciclo celular e injúrias 

teciduais (STEELE et al., 1998). 
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Esses estímulos ativam a proteína p53 que desencadeia uma série de 

eventos, podendo culminar com a retenção do ciclo celular (arrest). A retenção 

ocorre por meio de diferentes mecanismos como a repressão de genes 

responsáveis pela codificação de proteínas associadas à polimerização e 

estabilização de microtúbulos (MURPHY et al., 1996), ou a morte celular 

programada (apoptose) mantendo assim a estabilidade genética do organismo 

(STEELE et al., 1998).  

Estes dois processos celulares e a atividade da via p53 guardam entre si 

relações muito próximas, na medida em que, tanto as alterações na dinâmica de 

polimerização dos microtúbulos ativam a proteína p53, quanto o processo de 

apoptose mediado por essa proteína promove o colapso do citoesqueleto celular, 

incluindo os microtúbulos do fuso mitótico (JORDAN, 2002). Estes três fatores estão 

imbricados e, a relação entre eles tem sido alvo de pesquisas tanto no que refere às 

defesas do organismo contra transformações neoplásicas, quanto ao uso 

terapêutico de produtos naturais frente a diversos tipos de cânceres, inclusive em 

estágio avançado (CHANG et al., 2006; ORICCHIO et al., 2006). 

 

Estruturalmente, a proteína p53 contém quatro domínios distintos (Figura 7): 

• N-terminal – domínio de transativação e sítio de ligação ao Mdm2, uma 

ubiquitina ligase; 

• Sítio de ligação ao DNA;  

• Domínio de oligomerização; 

• C-terminal – domínio regulatório. 
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Figura 7. Os quatro domínios distintos que constituem a proteína p53 (PECORINO, 

2005).  

 

Segundo Prives e Hall (1999) e Pecorino (2005), a extremidade N-terminal de 

p53 é ácida e contém o domínio de ativação transcricional (transativação), que 

permite à proteína p53 recrutar a maquinaria requerida para a transcrição de novos 

mRNAs, ativando desta forma a expressão dos genes alvo. Esta região também 

está criticamente envolvida na regulação da estabilidade e da atividade da proteína 

p53, via interação com proteínas como Mdm2.  

Normalmente, os níveis da proteína p53 no núcleo da célula são baixos. A 

concentração de p53 é regulada pela degradação protéica no proteossoma e não 

em nível de expressão do gene. A proteína Mdm2, uma ubiquitina–ligase, é sua 

principal reguladora (LAIN & LANE, 2003).  

Ubiquitina-ligases são enzimas que acoplam pequenos peptídeos chamados 

ubiquitinas às proteínas, marcando-as para proteólise. Mdm2 modifica o domínio C-

terminal de p53, marcando-a para degradação pelo proteossoma no citoplasma. 

Além disso, Mdm2 modifica a atividade de p53 uma vez que se liga e inibe o 

domínio de transativação na extremidade N-terminal e a transporta para o 

citoplasma, longe do DNA nuclear. Desta forma, a atividade transcricional da 

proteína p53 é bloqueada. A ligação de Mdm2 à p53 é parte de um mecanismo de 
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feed-back negativo. Em outras palavras, p53 estimula a produção de seu modulador 

negativo Mdm2 que causa a sua própria degradação (CHAN et al. 2006). 

 A estrutura tridimensional da parte central da proteína p53 permite que ela 

se ligue de forma específica a determinadas seqüências no DNA – por meio do 

domínio de ligação ao DNA representado na Figura 8.  

 

 

 

          Figura 8. Proteína p53 ligada à molécula de DNA por meio do domínio de  

         ligação (FALLAHI, 2004). 

 

A proteína p53 funcional existe na forma de tetrâmero. O domínio de 

oligomerização forma tetrâmeros simétricos constituídos de um dímero composto 

por dois dímeros (Figura 9). Cada dímero é formado por uma folha β antiparalela e 

duas α-hélices antiparalelas (CHONG et al., 2005). Os dois dímeros são conectados 
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por contatos entre as duas hélices e a estrutura simétrica final é estabilizada por 

interações hidrofóbicas e outras interações eletrostáticas (FALLAHI, 2004). 

 

 

Figura 9. Estrutura do domínio de oligomerização da proteína  

                p53 (FALLAHI, 2004). 

 

 O complexo tetramérico unido por meio do domínio de oligomerização atua 

induzindo genes que estão sob o seu controle (Figura 10).  

O mecanismo pelo qual a proteína p53 se torna ativa depende da natureza 

do sinal de estresse e é efetivado por meio de alterações pós-tradução. O estresse 

é “percebido” por proteínas celulares como ATM (ataxia telangiectasia mutada) ou 

ATR (Relacionada com ATM e Rad3), quinases que disparam uma série de eventos 

resultando na interrupção da ligação p53-Mdm2 e na fosforilação de sítios 

específicos da região N-terminal de p53, como a Serina15. 

 



    

 

 

40 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Complexo tetramérico unido por meio do domínio de oligomerização 

                 (HAINAUT & OLIVIER, 2006) 

 

A proteína supressora de tumor p53 na forma ativa pode, então, exercer suas 

funções como fator de transcrição modulando a expressão de genes tais como p21 

(relacionado à retenção do ciclo celular) ou Bax (relacionado à apoptose) 

(PECORINO, 2005). Além disso, proteínas como a p300 atuam como coativadores 

interagindo com o domínio N-terminal da proteína p53 e levando a um aumento de 

sua atividade de ligação específica ao DNA, por meio da acetilação no domínio 

regulatório do C-terminal (LAMBERT et al., 1998).  

 

 

Figura 11. Estrutura molecular da proteína p53 (PECORINO, 2005). 
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Mutações no gene p53 ocorrem em mais da metade de todos os cânceres 

humanos (ALBERTS et al., 2004). A maioria das mutações em tumores humanos e 

animais ocorrem em regiões do gene que codificam o domínio central de ligação ao 

DNA. Desta forma, tanto resíduos envolvidos na ligação específica de p53 ao DNA 

(VOJTESEK et al., 1995) são modificados quanto ocorrem alterações 

conformacionais do domínio como um todo, levando à síntese da proteína p53 

inativa (PRIVES & HALL, 1999) impedindo, desta forma, a detecção do dano sofrido 

pela molécula de DNA. Segundo a International Agency for Research on Cancer 

(IARC), até 2005 haviam sido contabilizadas 21.500 mutações envolvendo a via 

metabólica p53. A figura 11 representa a proteína p53 com todos os seus domínios. 

 

 

1.3.1 p53 – UMA VIA DE SINALIZAÇÃO NUM UNIVERSO DE              

CONEXÕES (BIOREGULATORY NETWORKS)  

 

De forma genérica, vias de sinalização ligadas aos pontos de checagem do 

ciclo celular são compostas por um conjunto de elementos de sinalização que 

monitoram a integridade do DNA cromossomal, com o objetivo de manter a 

estabilidade genética da célula (KASTAN & BARTEK, 2004). 

 Essas vias metabólicas são compostas por vários genes e proteínas os 

quais, por ativação ou supressão, têm a função de detectar danos ou anormalidades 

na estrutura do DNA e coordenar a progressão do ciclo celular com o reparo desta 

molécula. A ativação dessas vias promove retenção na progressão do ciclo (arrest), 

fornecendo à célula um tempo para a atuação das enzimas de reparo (ABRAHAM, 

2001). A não existência de reparo se configura num sinal capaz de desencadear o 
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processo de morte celular por apoptose, evitando assim que mutações se 

perpetuem no genoma da célula. Como já citado nesse texto, o acúmulo de 

mutações nos genes envolvidos com a divisão celular leva aos processos de 

cancerização (KASTAN & BARTEK, 2004). 

A cada dia são identificados novos genes e proteínas envolvidos nessa rede 

de comunicação e efetivação de respostas. Eles estabelecem inúmeros links, de 

modo que todo o sistema é interligado em forma de rede, interconectado e 

estabelece múltiplas relações de interdependência (KOHN et al. 2006). Dentro 

dessa rede, algumas proteínas estabelecem um número maior de conexões. Elas 

funcionam como “centros de atividade” ou “conectores” (BARABÁSI, 2004). Estes 

conectores são “nós’ com um número extraordinário de links e estão presentes em 

vários sistemas complexos, inclusive o biológico. Segundo David Lane e Arthur 

Levine (GRECO et al., 2004), a forma mais efetiva de destruir essa rede é atacar as 

proteínas mais conectadas. A p53 é uma delas e mutações na sua estrutura vão 

interromper algumas funções básicas na célula. Portanto, como já citado, não é de 

surpreender que mais de 50% dos cânceres apresentem mutações no p53, o que,  

por outro lado, faz dele um alvo importante para agentes anticancerígenos (INOUE, 

et al.. 2006).   

A Figura 12 apresenta alguns componentes de vias metabólicas que 

envolvem o p53, ou seja, um pequeno recorte na grande malha da sinalização 

celular envolvida na estabilidade genética das células.  



    

 

 

43 

 

 

Figura 12: Via metabólica envolvendo o p53 (ROBERTSON et al., 1998, modificado). 

 

Nela, estão representadas vias que atuam frente a diferentes tipos de 

estresses. Uma destas vias mostra as interações entre os oncogenes (Myc, Ras) e 

p53 via ARF.  

Segundo Weinberg (1985), para que uma célula normal se transforme em 

célula tumoral são necessárias duas coisas, um gene de imortalização (Myc) e um 

de transformação (Ras). A ação desses dois oncogenes é mediada pela proteína 

ARF, produzida por um gene supressor de tumor que foi descoberto em 1997 por 

Charles Sherr. A proteína ARF regula o tráfego através da membrana em células 

eucarióticas e sua expressão leva à apoptose (SHERR, 2001). A via ARF-p53 freia 

os sinais de proliferação gerados pela super expressão de Myc e ativação de Ras 

(PEARSON et al., 2000), antagonizando o Mdm2, regulador negativo de p53 que, 

uma vez liberado, é ativado e passa então a se expressar promovendo a transcrição 



    

 

 

44 

 

de genes como o p21(que leva à retenção do ciclo celular), BAX (que leva à 

apoptose) e Mdm2 (que controla os níveis de p53 por meio de feedback negativo).  

Outra via importante está relacionada à transmissão de sinais produzidos por 

danos na molécula de DNA induzidos por radiações ionizantes e UV, drogas e 

citocinas, entre outros. Essas atuam no p53 por meio da ativação de quinases (ATM 

e ATR) mediando a fosforilação de p53 na serina 15, o que impede a sua ligação 

com Mdm2. 

Ao mesmo tempo, promove a interação de p53 com componentes da 

maquinaria de transcrição, estimulando a ligação do complexo CBP e p(300), 

acetiltransferases que promovem a acetilação do p53, criando condições que 

favorecem a atividade transcricional de Mdm2, p21 e Bax (GLOZAK et al., 2005; 

PEARSON et al. 2000). 

 Esse é um pequeno exemplo de vias que cruzam o p53. Além dessas 

existem uma infinidade de conexões com outros genes e proteínas. Segundo 

Barabási (2004), descobrir os princípios e leis universais que governam essas redes 

pode revolucionar nossa visão da Biologia e das doenças. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (WHO, 2005), mais de 11 

milhões de pessoas são diagnosticadas com câncer todos os anos, vindo a atingir o 

número de 16 milhões de indivíduos em 2020. O câncer causa 7 milhões de mortes 

por ano, ou seja, 12,5% das mortes em todo o planeta.  

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2005) o câncer de 

mama e o de pulmão são os que mais atingem a população. Dentre estes, o de 

mama atinge o percentual de 16% da mortalidade por neoplasia maligna entre as 

mulheres. Este tipo de tumor lidera o índice de mortalidade no país. A cada ano, 

morrem de câncer de mama no Brasil mais de 10.000 mulheres na faixa etária 

acima dos 35 anos.  Este quadro justifica o esforço permanente na busca de novos 

quimioterápicos capazes de debelar esta doença. 

A maioria dos tratamentos usados atualmente para a terapia de tumores 

malígnos são agentes genotóxicos, isto é, que provocam danos no DNA (Lu, 1993). 

Este fato tem duas conseqüências importantes. Primeiro esses agentes terapêuticos 

são em geral mais eficientes contra tumores que apresentam p53 normal (LU et al., 

1996), uma vez que os danos provocados acionam vias para retenção do ciclo 

celular (arrest) ou apoptose, sob o controle de p53, o que não acontece nos tumores 

que apresentam p53 inativo. Segundo, as propriedades genotóxicas de tais agentes, 

devido aos danos causados ao DNA durante o tratamento, podem levar ao 

desenvolvimento de tumores malignos secundários em fases futuras da vida do 

paciente (WALLACE et al., 2001). Portanto, é de grande importância encontrar-se 

agentes terapêuticos não genotóxicos (LAIN & LANE, 2003), e que sejam eficazes 

mesmo em tumores cuja via p53 se encontra inativa. 
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Apesar dos relatos da literatura quanto às propriedades citotóxicas e 

anticancerígenas do ácido úsnico em modelos in vitro e in vivo (RIBEIRO-COSTA et 

al., 2004; SANTOS et al., 2005; BUCAR et al., 2004; PERRY et al., 1999; 

CARDARELLI et al., 1997; TAKAI et al., 1979; OGMUNDSDOTTIR et al., 1998), e 

de existirem referências sobre a indução de apoptose em várias linhagens de 

células neoplásicas a partir do tratamento com o ácido úsnico (OGMUNDSDOTTIR 

et al., 1998; BÉZIVIN et al., 2004; CORRECHÉ et al., 2004), o mecanismo de ação 

deste fármaco frente a células oriundas de tumores malignos humanos ainda 

precisa ser esclarecido. Portanto, a análise da interação do ácido úsnico com genes 

e proteínas que participam das vias metabólicas envolvidas no mecanismo de 

divisão celular, reparo do DNA ou morte da célula por apoptose, como no caso do 

p53, parece promissora. Este trabalho justifica-se pela necessidade de investigar se 

o ácido úsnico atua frente ao complexo gene/proteína p53 e aos microtúbulos do 

fuso mitótico e, consequentemente, se ocorre indução ou fosforilação da proteína 

p53, uma vez que ainda não existem estudos específicos sobre esta relação.  

Este pode ser um caminho promissor no esclarecimento do mecanismo de 

ação deste fármaco contra células oriundas de tumores humanos, especialmente no 

que se refere à participação ou não da via metabólica p53, visando uma possível 

utilização como um quimioterápico que tenha como alvo essa via metabólica.  
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3. OBJETIVOS  

 

� GERAL 

 

Investigar se a atividade anticancerígena do ácido úsnico envolve a ativação da 

via metabólica p53. 

 

� ESPECÍFICOS 

 

1. Avaliar a atividade anticancerígena in vitro do ácido úsnico frente a linhagens 

celulares oriundas de tumores malignos humanos, selvagem, mutante e nula 

para p53; 

2. Identificar se a exposição in vitro de células tumorais humanas ao ácido 

úsnico induz a via metabólica p53;  

3. Verificar se o tratamento in vitro das células cancerosas com o ácido úsnico 

induz a atividade transcricional de p53; 

4. Investigar se o tratamento de células tumorais com o ácido úsnico promove 

alterações na formação de microtúbulos. 
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The majority of human tumors bear inactive p53 or 

cellular factors that down-regulate the expression and 

activity of  the p53 network. Therefore, finding therapies 

that are effective in such tumors is of great interest. 

Usnic acid, a normal component of lichens, showed 

activity against the wild-type p53 breast cancer cell line 

MCF7 as well as the non-functional p53 breast cancer 

cell line MDA-MB-231  and the lung cancer cell line 

H1299 (null for p53). In MCF7 cells treated with usnic 

acid, although there was an accumulation of p53 and 

p21 proteins, the transcriptional activity of p53 

remained unaffected. We also found that   there was no 

phosphorylation of p53 at Ser15 after  treatment of 

MCF7 cells with usnic acid, suggesting that  the 

oxidative stress and disruption of the normal  metabolic 

processes of cells triggered by usnic acid  does not 

involve DNA damage. The property of usnic  acid as a 

non-genotoxic anti-cancer agent that works  in a p53-

independent manner makes it a potential 
 

 

 

candidate for novel cancer therapy. Anti-Cancer Drugs 
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Introduction 
Lichens are a symbiotic association between fungi and 

photosynthetic partners. Their metabolites, such as the 

dibenzofuran derivative usnic acid [1], exert a wide 

variety of biological activities, i.e. anti-bacterial, anti-

viral and anti-inflammatory [2–6]. In vitro anti-cancer 

effects of usnic acid were shown for the first time by 

Kupchan and Kopperman [7] against Lewis lung 

carcinoma. Since then, many other researchers reported 

anti-proliferative [8–10] and mitochondrial depressive 

effects [11,12] of usnic acid against in vitro malignant 

cells, suggesting its potential use as a chemotherapeutic 

agent.  

 

Many current cancer therapies are based on agents that 

have DNA-damaging effects including alkylating agents 

and g-irradiation. In response to DNA damage the 

protein level of p53 accumulates and its transcriptional 

activity is also increased [13]. Activation of the p53 

tumor suppressor protein leads to inhibition of cellular 

proliferation by inducing cell cycle arrest or apoptosis 

[14]. Wild-type p53 is known to act as a transcription 

factor, up-regulating the expression of p21, mdm2 and 

Bax genes amongst others [15].  

 

Although the cytotoxicity of usnic acid has been 

extensively reviewed [16–19] and recent studies sug-

gested that usnic acid acts by inhibiting RNA transcrip- 

 

tion[20] or mitochondrial function [21], the involvement 

of p53 in its mechanism of action is unknown. The 

objective of this work was therefore to investigate the 

relationship between the anti-neoplastic activity of usnic 

acid and p53 activation.  

 

Materials and methods 
Unless otherwise stated, reagents were acquired from 

Sigma-Aldrich (Poole, UK). 

 

Cell lines 

The breast cancer cell lines MCF7 (estrogen-dependent, 

wild-type p53) and MDA-MB-231 (estrogen 

independent, mutant p53), and the lung cancer cell line 

H1299 (null for p53) were obtained from ATCC 

(Manassas, Virginia, USA). Cells were cultured in 5% 

CO2 at 371C using DMEM supplemented with 10% 

fetal calf serum and 1% penicillin/streptomycin. 

 

Cytotoxicity of usnic acid 

Stock solutions of usnic acid (14.5mM) were freshly 

prepared in DMSO and further diluted with culture 

medium to obtain the desired concentrations. A 

concentration range of 1–60 mM of usnic acid was 

tested. Subconfluent cells were trypsinized and seeded 

into 96-well tissue culture plates in 100 ml of medium at 

a density of 1x10
3
 cells/well. After overnight incubation, 
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the medium was aspirated off the adherent cells and fresh 

medium with varied drug concentrations was added. After 

drug exposure for 72 h, cell survival was determined in 

quadruple wells for each drug concentration using the 

MTTassay as follows. An aliquot of 50 ml of a solution in 

phosphate-buffered saline (2 mg/ml) was added to each 

well. The plates were incubated at 371C at 5% CO2 for 4 

h. Then the medium was removed from each well and 50 

ml DMSO added. The OD540 was determined using a 

microplate reader (Spectra Max GeminiXS; Molecular 

Devices, Wokingham, UK) containing an equivalent 

amount of DMSO to each drug concentration as controls. 

Each experiment was repeated in triplicate.  

 

p53/p21 Induction and Ser15 phosphorylation studies 

in MCF7 cells 
Cells were seeded into 150-mm plates and grown under 

standard conditions. Based on the MTT results, 

subconfluent MCF7 cultures were exposed to 29 mM 

usnic acid for 24 h. Negative controls were treated with 

media containing an appropriate amount of DMSO. For 

phosphorylation studies, a positive control was prepared 

by treating subconfluent MCF7 cultures with 20 mM 

mitomycin. After treatment the medium was aspirated, 

and the cells washed with ice-cold PBS, scraped off and 

lysed for 15 min on 41C denaturing urea buffer (6.4M 

urea, 0.1M DTT, 0.05% Triton X-100, 25mM NaCl and 

200mM HEPES, pH 7.6). Lysates were clarified by 

centrifugation at 13 000 g for 5 min. Protein concentration 

was determined by the method of Bradford (protein assay 

kit from Bio-Rad, Munich, Germany) and aliquots stored 

at – 70°C until required. Equivalent amounts of protein 

(20 mg) were separated on Novex high-performance pre-

cast gels and blotted onto nitrocellulose membranes 

(Protran, Dassel, Germany) following the specifications 

for the NuPAGE Bis-Tris System from Invitrogen 

(Paisley, UK). Proteins were detected with the following 

antibodies: DO-12 (monoclonal, specific for the core 

domain of p53; obtained as described by Vojtesek [22]), 

WAF1 (monoclonal, specific for p21; Oncogene Research 

Products, Darmstadt, Germany) and FPS15 (polyclonal, 

specific for phospho-Ser15; Cell Signaling Technology, 

Hitchin, UK). Secondary antimouse antibody was 

purchased from Dako (Oxford, UK). Secondary 

polyclonal anti-rabbit antibodies were acquired from Bio-

Rad. The detection of the proteinantibody complex was 

carried out with enhanced chemiluminescence (ECL 

Western blotting detection reagents; Amersham 

Biosciences, Little Chalfont, UK). Equal loading was 

confirmed with actin (Stratech Scientific, Luton, UK).  

 

p53 Activation studies 
To determine if the transcriptional activity of p53 

correlated with its protein level, the b-Gal assay was 

performed as follows. T22 mouse fibroblast cells bearing 

the reporter plasmid RGA¨Fos-LacZ (containing a 36-bp  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p53-binding site and its corresponding control plasmid, 

which lacks the p53-binding site) were trypsinized and 

seeded into 96-well tissue culture plates in 90 ml of 

medium at a density of 1� 104 cells/well. After 48 h 

incubation, usnic acid at the concentrations of 3.6, 7.25, 

14.5 and 29 mM was added. Negative controls were cells 

treated with media containing DMSO. Positive controls 

were cells treated with actinomycin D (an anti-neoplastic 

antibiotic that inhibits cell proliferation by forming a 

stable complex with DNA and blocking the movement of 

RNA polymerase, which interferes with DNA-dependent 

RNA synthesis, leading to an increase in the levels of 

active p53) at 6 and 60 ng/ml, and the nuclear export 

inhibitor, non-genotoxic activator of p53 leptomycin B at 

the concentrations of 2 and 20 nM. After 16 h medium 

was aspirated off, 50 ml of lysis buffer (Promega, 

Southampton, UK) added to each well and plates shaken 

for 1–2 h at room temperature. Then, 150 ml of CPRG 

reaction mix (0.1M phosphate buffer containing 80 mg/ 

ml CPRG, 0.1M b-mercaptoethanol and 4.5M MgCl2) 

was added and plates incubated for 4 h at 371C. (A color 

change from yellow to pink indicates p53 activity.) Then, 

100 ml from each well was transferred to a new 96-well 

plate and the OD570 was determined using a microplate 

reader (Spectra Max GeminiXS).  

 

Results 
Cell sensitivity to usnic acid treatment 

The dose-responses of the breast cancer cell lines MCF7 

(estrogen-positive, wild-type for p53) and MDA-MB-231 

(estrogen-negative, non-functional p53), and the lung 

cancer cell line H1299 (p53 null) to usnic acid were 

analyzed by determining the relative viability of the 

treated cells by the MTTassay. The three cell lines were 

sensitive to usnic acid with IC50 values of 18.9 (MCF7) 

and 22.3 mM (MDA-MB-231 and H1299) (Fig. 1). 

 

p53 and p21 Protein levels following usnic 

acid exposure 
MCF7 cells were exposed to 29 mM usnic acid for 24 h 

as described in Materials and methods. The monoclonal 

antibody DO-12 was used as a probe for p53. This 

antibody is specific for the core domain of p53 and 

allows absolute quantitation of denatured p53 protein. 

p21 levels were detected with the monoclonal antibody 

WAF1. Figure 2(lanes 1 and 2) shows that MCF7 cells 

exhibited elevated p53 and p21 protein levels compared 

with vehicle controls after treatment with 29 mM usnic 

acid. Actin showed equal loading of proteins. 

 

Ser15 phosphorylation of human p53 following 

usnic acid treatment  
MCF7 cells treated with mitomycin C showed increased 

levels of Ser15 phosphorylation compared with the cells 

treated with vehicle control. Cells treated with usnic acid, 

however, showed no increase in Ser15 phosphorylation 

(Fig. 2, lanes 1–3). 
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Fig. 1 
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In vitro usnic acid dose–response assay. Subconfluent MCF7 (diamonds), MDA-MB-231 (squares) and H1299 (triangles) cells were trypsinized and seeded into 96-

well tissue culture plates in 100 ml medium. After overnight incubation, the medium was aspirated off the adherent cells and fresh  medium with varied drug 

concentrations was added. Cells were treated with usnic acid concentrations ranging from 1 to 60 mM for 72 h. Cell survival  was determined in quadruple wells for 

each drug concentration using the MTT assay. 

____________________________________________________________________________________________________________________________________ 

 
 

Fig. 2 

____________________________________________________ 

 

Effect of usnic acid on the induction of p53/p21 and Ser15 

phosphorylation. Subconfluent cultures in 150-mm plates were  

exposed for 29 mM usnic acid and 20 mM mitomycin for 24 h. 

After  treatment, medium was aspirated off, and cells washed 

with ice-cold PBS, scraped off and lysed for 15 min on 41C 

denaturing urea buffer. Equivalent amounts of protein were 

separated on Novex highperformance  pre-cast gels and blotted 

onto nitrocellulose membranes (Protran). Proteins were detected 

with DO-12 (specific for the core domain of p53), WAF1 (Ab-

1) (for p21) and FPS15 (specific for phospho-Ser15). Equal 

protein loading was confirmed with actin. Lane 1, vehicle 

control (24 h); lane 2, 29 mM usnic acid; lane 3, 20 mM 

mitomycin. 

______________________________________________ 
 

 

 

 

 

 

 

 

Transcriptional activity of p53 following usnic acid  

exposure  

 

Table 1 shows the effects of usnic acid at the 

concentrations of 3.6, 7.25, 14.5 and 29 mM, and 6 and 

60 ng/ml actinomycin D, and 2 and 20 nM leptomycin B 

on T22 mouse fibroblast cells bearing the reporter 

plasmid RGDFos-LacZ. Results are expressed as fold 

activity compared to cells treated with media containing 

DMSO (negative control). As expected, treatment with 

actinomycin D and leptomycin B, established activators 

of p53, resulted in increased activity related to the 

control. Cells exposed to usnic acid, however, showed no 

significant change, indicating that despite accumulation 

of p53 protein, there was no increase in p53 

transcriptional activity.  

 

Discussion  
Finding therapies that are non-genotoxic and effective in  

tumors lacking p53 poses a great challenge for 

researchers. 
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DNA damage induced by many of the current cancer 

therapies may result in the development of second 

malignancies later in life [23], and the majority of human 

tumors bear inactive p53 or cellular factors that regulate the 

expression and activity of p53 [24]. Usnic acid is a common 

component of lichen cells found to provide anti-mitotic and 

anti-proliferative effects in a variety of biological systems 

[12,25]. 

 

Usnic acid has also showed anti-proliferative activity 

against normal cell lines, such as skin keratinocytes [9], 

fibroblasts, peripheral blood lymphocytes [8] and rat 

hepatocytes [26]. 

 

In the present study the toxicity of usnic acid against the 

breast cancer cell lines MCF7 (estrogen-positive and wild-

type for p53) and MDA-MB-231 (estrogen-negative with a 

non-functional p53), and the lung cancer cell line H1299 

(p53 null) was examined. All three cell lines showed 

sensitivity to usnic acid with IC50 values of about 20 mM 

(Fig. 1). The involvement of p53 and DNA damage 

occurrence in the mechanism of action of usnic acid were 

also investigated in MCF7 cells. DNA damage induced by 

physical or chemical stress is followed by a rapid increase in 

the level of the tumor suppressor p53 with activation of its 

transcriptional function. A network of signaling pathways is  

activated, which leads to arrest of the cell cycle progression 

in the late G1 phase [27] or apoptosis [28] in proliferating 

cells. A key target for transcriptional activation by p53 is the 

cyclin-dependent kinase inhibitor p21, which suppresses 

cyclin  E and A associated to cdk2 activities [14]. In fact, an 

increase in p21 expression is commonly accepted as an 

indication of p53 activation. This study showed that 

although there was an increase in p53 and p21 expression 

(Fig. 2), the transcriptional activity of p53 remained 

unaffected (Table 1). This fact suggests that the 

accumulation of p21 was not secondary to p53 

transactivation. Under ordinary conditions the proteasome 

controlled degradation of intracellular proteins occurs in an 

ATP-dependent manner [29]. It has been shown that some 

anti-cancer agents such as rotenone and MPP+ (1-methyl-4- 

phenylpyridinium) induce the increase of free radicals and 

reduce proteasomal activity via ATP depletion [30]. It was 

recently reported that usnic acid directly inhibits 

mitochondria function, which causes an increase in reactive 

oxygen species and a drop in cellular ATP levels [21]. It is 

reasonable to speculate, therefore, that activation of p53 is 

not involved in the action of usnic acid, and the increase in 

p53 and p21 levels, as observed in our experiments, was the 

result of the accumulation of inactive proteins due to 

proteasome inhibition. 

 

 In mammalian cells, ATM (ataxia telangiectasia mutated) 

and ATR (ATM and Rad3-related) play crucial roles in 

early signal transmission after DNA damage. These two 

phosphoinositide 3-kinase kinases mediate phosphorylation 

of p53 at Ser15 [31]. It is thought that phosphorylation  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

at this site reduces mdm2 protein binding (and 

subsequent ubiquitin-dependent p53 degradation) while 

promoting interaction of p53 with components of the 

transcriptional machinery (by stimulating CBP/p300 

binding to and acetylation of p53). Moreover, a single 

mutation of Ser15 to alanine on full-length p53 can 

alter its apoptotic activity [32]. Our results showed that 

no phosphorylation of p53 at Ser15 after treatment of 

MCF7 cells with 29 mM usnic acid was observed (Fig. 

2), indicating that DNA damage is not involved in the 

oxidative stress and disruption of the normal metabolic 

processes of cells triggered by usnic acid [21]. 

 

In conclusion, usnic acid has anti-proliferative activity 

against the wild-type p53 (MCF7) as well as the 

nonfunctional p53 (MDA-MB-231) breast cancer cell 

lines, and the lung cancer cell line H1299, which is null 

for p53. The properties of usnic acid as a non-genotoxic 

anticancer agent that works in a p53-independent 

manner support the need for further studies in order to 

establish a safe therapeutic range in vivo. Usnic acid 

thus has potential as either a systemic therapy or as a 

topical agent for the treatment of tumors.  
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CAPÍTULO II 

O ácido úsnico afeta os microtúbulos em 

células cancerosas humanas? 
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Abstract 

Usnic acid, a lichen metabolite, is known to exert antimitotic and antiproliferative 

activities against normal and malignant human cells. Many chemotherapy agents 

exert their activities by blocking cell cycle progression and unleashing cell death 

through apoptosis.  Microtubules, proteins involved in the segregation of 

chromosomes during mitosis, serve as targets due to their key role in cellular 

division. The aim of this work was to investigate whether the antineoplastic activity of 

usnic acid affects the formation and/or stabilization of microtubules by visualizing 

microtubules and determining mitotic indices after treatment. For the visualization of 

microtubules, the breast cancer cell line MCF7 and the lung cancer cell line H1299 

were seeded in glass chamber slides, cultivated in DMEM for 24 h and treated with 

29 µM usnic acid, 1 µM vincristine (which prevents the formation of microtubules) or 

1 µM taxol (which stabilizes microtubules) for 4 or 24 h. Cells were fixed with 

methanol and microtubules observed with the antibody anti-α-tubulin. Treatment of 

MCF7 and H1299 cells with usnic acid did not result in any increase in the mitotic 

index. The results suggest that the antitumour activity of usnic acid is not related to 

alterations in the formation and/or stabilization of microtubules. 

 

 

Keywords: Usnic acid, microtubules, breast cancer, lung cancer. 
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Introduction 

Lichens are symbiotic organisms made up from members of three kingdoms. The 

dominant partner, a fungus (Fungi), cultivate partners like algae (Protista) and/or 

cyanobacteria (Monera) that manufacture food by photosynthesis [1]. Lichens 

synthesize over eight hundred types of metabolites [2].  Due to their therapeutic 

properties, many Cultures have utilised these compounds in traditional medicine for 

centuries [3]. Depsides, depsidones, dibenzofuranes, xanthenes, anthraquinones 

and usnic acids are amongst the more extensively studied lichen metabolites [4]. 

Usnic acid (2,6-diacetyl-7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-dibenzofuran-1,3[2H,9bH]-

dione; C18H16O7) (Figure 1), is one of the most abundant secondary lichen 

metabolites and can be found in nature in two enantiomeric forms (+) and (-) [5]. 

Usnic acid was initially used in the treatment of pulmonary tuberculosis [6], 

and there are data regarding its biological activities as an antibiotic [3], antimitotic [7], 

analgesic and antipyretic [8], antiinflammatory [9], antiviral [10-11], antifungal [12], 

against the parasite Trypanosoma cruzi [13] and as an immunologic modulator [14]. 

In vitro anticancer effects of usnic acid were shown for the first time by Kupchan & 

Kopperman [15] against Lewis lung carcinoma in mice. Since then, many other 

researchers reported antiproliferative [16-17], mitochondrial depressive [18] and 

antimitotic  effects [7]. In addition, its mutagenic, cytotoxic and antitumour  activities 

have been determined against normal and malignant human cells “in vitro”  [19-22] 

and “in vivo” [20, 23 and 24]. 

Although the cytotoxicity of usnic acid have been extensively reviewed [2, 3 

and 25] there is no data regarding the effects of usnic acid on microtubules. These 

structural proteins are found within cells and are one of the components of the 
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cytoskeleton. They have diameter of ~ 24 nm and varying in length from several 

micrometers to possibly millimetres in axons of nerve cells. Microtubules are required 

for many cell functions, including cell division (mitosis), cell shape maintenance, 

intracellular transport, extracellular secretion, cell signalling, and cell motility [26]. 

Microtubules are highly dynamic, with rapid changes occurring in their growth and 

length, particularly during cell division [27].  

In previous studies performed in our laboratory, H1299 lung cancer cells were 

exposed to 29 µM usnic acid for up to 48 h [20]. It was observed that the growth of 

the cells was slower when compared to the untreated cultures. Moreover, although 

the cells did not lose adherence to the flask, they became deformed and elongated 

(Figure 2) suggesting possible involvement of microtubules in the toxicity of the drug. 

The aim of this work was to establish whether the antitumour effects of usnic 

acid could be related to the formation and/or stabilisation of microtubules. 

Materials and methods 

Unless otherwise stated reagents were acquired from Sigma-Aldrich, UK. 

Cell lines 

The breast cancer cell lines MCF7 (oestrogen-dependent, wild type p53) and the 

lung cancer cell line H1299 (null for p53) were obtained from American Tissue 

Culture Collection (Manassas, Virginia, USA). Cells were cultured in 5% CO2 at 37o C 

using Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% FCS and 1% 

penicillin/streptomycin.  
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Effect of usnic acid on microtubule morphology 

To study the effect of the usnic acid on the formation and stabilization of 

microtubules, cells were seeded in glass chamber slides from Lab-Tek (USA) at a 

density of 103 cells per chamber. After 24 h incubation at 37o C, 5% CO2, medium 

was aspirated off the adherent cells. Then, fresh medium containing 29 µM usnic 

acid, a concentration higher than the IC50 for both cell lines [20], was added and cells 

exposed to the drug for 4 or 24 h. Positive controls were prepared by treating cells 

with 1 µM vincristine or 1 µM taxol for 4 h. At this concentration, vincristine and taxol 

are known to exert their activity depolymerizing or stabilizing microtubules 

respectively [28]. Stock solutions of usnic acid (14.5 mM in DMSO) taxol and 

vincristine (10 mM in DMSO) were freshly prepared and further diluted with culture 

medium. Negative controls were had fresh medium added. Microtubule stabilising 

buffer (MTSB: 80 mM PIPES, 1 mM MgCl2, 4 mM EGTA) was prepared immediately 

before use. 

Microtubule visualization 

After treatment, cells were fixed in – 20o C methanol for 1-3 min and permeabilized in 

warm MTSB containing 0.5% TritonX-100 for 1 min. To minimize non-specific 

reactions, cells were blocked with PBS containing 0.1 % TritonX-100 for 40 min. The 

slides were incubated with anti-α-tubulin at a dilution of 1/2000 in blocking solution 

for 1 h at 37ºC. Then they were incubated with FITC-conjugated donkey anti-mouse 

(Jackson Immuno Research Laboratories, Germany) at a 1/80 dilution for 45 min. 

Cells were washed, drained, mounted and sealed. Microtubules were visualized with 

a Nikon E600 fluorescence microscope equipped with a Nikon coolpix 4500 digital 

camera.  
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Mitotic index 

To evaluate if usnic acid behaves as a typical spindle poison, MCF7 and H1299 cells 

were seeded into 150 mm plates and grown under standard conditions. Sub-

confluent cultures were treated with 29 µM usnic acid or 10 µM vincristine (positive 

control) for 4 and 8 h. Negative controls had fresh medium added. After treatment, 

cells were trypsinised, washed in PBS and resuspended in 0.075 M KCl at 4o C for 

15 min. Cells were harvested by centrifugation at 1000 rpm for 10 min, fixed with 

freshly prepared Carnoy’s fixative (MeOH:Acetic acid at 3:1) and stored o/n at 4o C. 

The following day, small amounts of preparation  (app. 500 µl) were dropped onto 

microscope slides and heated for 2 sec. Slides were stained with 5% Giemsa 

prepared in Gurrs buffer (pH 6.8 tablets from BDH, Leicestershire – UK). Cells were 

observed with a Zeiss Axiovert 25 microscope using a 40X objective. The mitotic 

index was reported as the percentage of mitotic cells per total number of cells. 

Results 

Effect of usnic acid on microtubule morphology 

Figure 3 shows the results of the treatment of MCF7 cells (Panel 1) and H1299 cells 

(Panel 2) with usnic acid (1B and 2B), taxol (1C and 2C) and vincristine (1D and 2D). 

Cells treated with usnic acid (1B and 2B), were morphologically similar to the cells 

with no treatment (1A and 2A) even after 24 h exposure to usnic acid. 

Mitotic index 

Table 1 shows the mitotic indices for MCF7 and H1299 untreated cells and cells 

treated with usnic acid or vincristine. Whereas treatment with vincristine resulted in 

accumulation of M phase cells, untreated cells and cells treated with usnic acid 

showed similar mitotic indices. 
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Discussion  

Although reports in the literature confirm the anticancer activity of usnic acid [16-22], 

its mechanism of action has not yet been completely understood.  This compound 

has been shown to work as a phosphorylation chain uncoupling agent in rat 

hepatocyte mitochondria at concentrations in the range of 1 µM [29], as well as 

leading to oxidative stress and disruption of normal metabolic process in cells [30]. 

Recent studies also suggested that usnic acid acts by inhibiting RNA transcription 

[10]. According to Mayer et al. [20], usnic acid showed antiproliferative activity 

against MCF7 breast cancer cells (oestrogen positive, wild type for p53) and the lung 

cancer cell line H1299 (p53 null), with IC50 of 18.9 and 22.3 µM respectively. The 

authors found that the antitumour activity of usnic acid did not involve DNA damage 

or p53 activation. These non-genotoxic and p53-independent features make usnic 

acid a potential candidate for either systemic or topical therapy for the treatment of 

tumours.  

In the present work, after 4 h exposure the effects of vincristine and taxol 

were observed in both MCF7 (Panel 1) and H1299 (Panel 2) cells. Panels 1C and 

2C show asters and bundles characteristic of stabilised microtubules as a 

consequence of taxol treatment. Panels 1D and 2D show microtubule 

depolymerization resulting from the treatment with vincristine. Cells treated with 

usnic acid (Panels 1B and 2B) however, did not show any differences when 

compared to the untreated cells (Panels 1A and 2A) after 24 h exposure to the drug. 

The majority of chemotherapy agents exert their activities by blocking cell 

cycle progression and unleashing cell death through apoptosis [31]. During mitosis, 

the DNA of a cell is replicated and the newly replicated chromosomes divided into the 
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two forming cells along spindle fibres constructed with microtubules. The crucial role 

that microtubules play in cell division makes them a very suitable target for the 

development of therapeutic drugs against rapidly dividing cells such as cancer cells 

[32]. The efficacy of microtubule targeting agents (MTAs) has been validated by their 

successful use for the treatment of a wide variety of human cancers [33]. The MTAs 

bind to tubulin in a variety of ways [34-35] in microtubules and prevent cancer cell 

proliferation by interfering with the microtubule formation required for cell division. 

[36].  

 Although the antiproliferative activities of MTAs have been thought to result 

from their actions on microtubule formation and stability, there is evidence that at low 

concentrations the antimitotic and anticancer effects of microtubule targeting agents 

may be largely due to their suppression of microtubule dynamics without affecting 

microtubule mass [37]. Indeed, the cytoplasmic motor protein dynein, a protein 

involved in the movement of chromosomes and positioning the mitotic spindles for 

cell division, is an early target for destruction during apoptosis [38]. The 

concentration of usnic acid used in our experiments was above the IC50 established 

previously for both cell lines [20]. However, no changes were observed in the 

morphology of microtubules in MCF7 or H1299 even when cells were exposed to 

usnic acid for considerably longer periods (24 h) than to vincristine or taxol (4 h).  

 The Mitotic Index (MI), as the name suggests, is a count of the number of 

mitotic cells visible and expressed as a fraction of the total. For asynchronously 

growing cultures such as those used in these experiments, the mitotic index reflects 

the fraction of time that cells spend in mitosis versus the rest of the cell cycle. 

Increased mitotic index results from a lengthening of mitosis, usually an arrest [39]. 

This approach revealed that vincristine, as a well established spindle poison, 
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triggered a mitotic arrest state with about 50% mitotic index after 8 h treatment.  

Usnic acid, however, did not appear to arrest the cell cycle at M phase (Table 1). 

Collectively, our results indicate that the disruption of normal metabolic 

process in cells triggered by the action of usnic acid does not primarily involve 

depolymerization or stabilization of microtubules in breast or lung cancer cells. 
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Table 1. Effects of usnic acid on the mitotic indices of MCF7 and H1299 cells. 

Treatment 
MCF7 cells H1299 cells 

 4 h 8 h 4 h 8 h 
Untreated 4.2% 5% 2% 2% 
Vincristine 14% 48% 11% 50% 
Usnic acid 6% 6% 3.3% 4% 
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Figure 1.  Chemical structure of (+)-usnic acid obtained  from Usnea dasypoga. 

 

Figure 2. Effect of usnic acid on the morphology of H1299 cells. Treatment of cells 

with 29 µM usnic acid for 48 h resulted in slower growth. Cells appeared to be 

distressed and elongated  (B) compared to untreated cells (A). 

 

Figure 3.  Effect of usnic acid on formation and stabilization of microtubules in MCF7 

(Panel 1) and H1299 (Panel 2) cells. Cell cultures in glass chamber slides from Lab-

Tek (USA) were exposed to 29 µM usnic acid for 4 h (not shown) and 24 h. Positive 

controls were prepared by treating cells with 1 µM vincristine and 1 µM taxol for 4 h. 

After treatment, cells were fixed in – 20o C methanol and stained with anti-β-tubulin 

antibody. MCF7 cells (1C) and H1299 cells (2C) treated with taxol showed stabilized 

microtubules with characteristic asters and bundles whereas MCF7 cells (1D) and 

H1299 cells (2D) treated with vincristine showed microtubule depolymerization. 

However, cells treated with usnic acid MCF7 cells (1B) and H1299 cells (2B) were 

similar to untreated cells (1A and 1B) even after 24 h exposure to the drug. 
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4. CONCLUSÕES 
 
 

1. O ácido úsnico apresenta atividade antiproliferativa contra as seguintes 

linhagens de câncer humano: 

� MCF7 (câncer de mama, dependente de estrogênio, p53 normal); 

� MDA-MB-231 (câncer de mama, independente de estrogênio, p53 

mutante); 

�  H1299 (câncer de pulmão, nula para p53). 

 

 

2. A ação antiproliferativa do ácido úsnico não envolve a despolimerização ou 

estabilização dos microtúbulos nas células cancerígenas humanas testadas, 

mesmo após 24h de exposição. 

 

3. O ácido úsnico é um agente antitumoral não genotóxico que atua de forma 

independente da via p53 sendo, portanto, um candidato em potencial para 

novas terapias do câncer.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 



    

 

 

93 

 

5. PERSPECTIVAS 

 

CURTO PRAZO 

• O ácido úsnico pode ser usado como quimioterápico de uso tópico contra o 

câncer de colo de útero induzido por papilomavírus (HPV), na medida em que 

o mecanismo de cancerização desse oncovírus é a inativação da proteína 

p53 por ubiquitinação e o AU atua de forma independente de p53 (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Inativação do p53 pelo papilomavírus (SOUSSI, 2005). 

 

LONGO PRAZO 

• Estudo da toxicidade para encontrar a dose terapêutica sistêmica segura e 

uso tópico em embolizações de tumores malignos vascularizados. 
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            As propriedades do AU relatadas neste estudo sugerem o seu uso como um 

fármaco que responde a duas demandas importantes no panorama mundial do 

tratamento do câncer na atualidade, a saber: não sendo genotóxico, evita o risco de 

produzir malignidades secundárias mais tarde na vida dos pacientes, principalmente 

considerando o tratamento de cânceres na idade pediátrica e, pode atuar em células 

malignas que apresentam mutações na via p53, o que ocorre em mais de 50% de 

todos os tipos de tumores malignos humanos. 
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USNIC ACID INCREASES p53 LEVELS IN MCF7 CANCER CELLS 
 

Mayer, M.1,2,3; ONeill, M.A5; Murray, K.E.5; Magalh˜aes, N. S. S. 2,3,4; Carneiro-Leão, A.M.A.1,2,; 

Thompson, A.M. 5; Appleyard, M.V.C.L. 5 
 

1
Dep. Morfologia e Fisiologia Animal, UFRPE, Recife, PE, Brasil; 

2
Laboratório de Imunopatologia Keizo 

Asami LIKA, UFPE, Recife, PE, Brasil; 
3
Programa de Doutorado em Biologia, Centro de Ciências Biológicas, 

UFPE, Recife, PE, Brasil; 
4
 Dep.Bioquimica, UFPE, Recife, PE, Brasil; 

5 
Dep. of Surgery and Molecular 

Oncology, Ninewells Hospital and Medical School, University of Dundee, Dundee, Scotland, UK 
 
The lichen derivative usnic acid exerts a wide variety of biological activities. Although the cytotoxic 

effects of usnic acid have been extensively reviewed, recent studies suggest that usnic acid may act by 

inhibiting RNA transcription or mitochondrial function. However, the involvement of p53 is still 

unknown. The objective of this work was to investigate the relationship between the antineoplasic 

activity of usnic acid and p53 levels. The breast cancer cell lines MCF7 (oestrogen-dependent, wild 

type p53) and MDA-MB-231 (oestrogen-independent, mutant p53), as well as the lung cancer cell line 

H1299 (null for p53) were exposed continuously for 72 h to usnic acid (0.29 to 290 µM) for MTT 

assays. Cell survival was determined in quadruple wells for each drug concentration. All cell lines 

tested were sensitive to usnic acid with IC50 of around 25 µM. To determine p53 and p21 protein 

levels following usnic acid exposure, cancer cells were exposed to 29 µM usnic acid for 24 h and 48 h 

and the monoclonal antibodies DO-12 (specific for the core domain of p53) and WAF1 (for p21) were 

used as probes in western blot assays. Elevated p53 and p21 protein levels were detected after 24 h of 

exposure in MCF7 cell line when compared with vehicle controls. These levels increased after 48 h 

exposure. Although an increase in p21 levels is usually associated with p53 activation, studies are 

being carried out to confirm that. Supported by Breast Cancer Research Scotland and 
CAPES 
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Is the antitumour activity of usnic acid related to microtubules? 

Mary A. O’Neill
1
, Margareth Mayer

2,3,4
, Karen E. Murray

1
,
 
 Hercília M. L. Rolim-Santos

3
, Nereide S. Santos- 

Magalhães
3,4,5

, Alastair M. Thompson
1
  and  Virginia C.L.  Appleyard

1
 

1
Department of Surgery and Molecular Oncology, Ninewells Hospital and Medical School, University of 

Dundee, Dundee, Scotland, UK; 
2
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, UFRPE, 

3
Laboratório de 

Imunopatologia Keizo-Asami; 
4
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas-UFPE, 

5
Dep. Bioquímica, 

UFPE.  

The purpose of this work was to investigate whether the antineoplastic activity of usnic acid 

affects the formation and/or stabilization of microtubules by visualizing microtubules and 

determining mitotic indices after treatment of human cancer cells. The visualization of 

microtubules was carried out in breast cancer cell line MCF7 and lung cancer cell line H1299 

using fluorescence microscopy. The cells were seeded in glass chamber slides, cultivated in 

DMEM for 24 h and treated with 29 µM usnic acid, 1 µM vincristine (which prevents the 

formation of microtubules) or 1 µM taxol (which stabilizes microtubules) for 4 or 24 h. Cells 

were fixed with methanol and microtubules observed with the antibody anti-α-tubulin. The 

mitotic index was reported as the percentage of mitotic cells per total number of cells. 

Although the concentration of usnic acid was above the IC50, no changes were observed in 

the morphology of microtubules in MCF7 or H1299 even when cells were exposed to usnic 

acid for considerably longer periods (24 h) than to vincristine or taxol (4 h). The treatment of 

MCF7 and H1299 cells with usnic acid yielded mitotic indexes of 6% and 4%, respectively, 

whereas vincristine presented a mitotic index of about 50% after 8h. Therefore, the usnic acid 

did not arrest the cell cycle at M phase. These results indicate that the disruption of normal 

metabolic processes in cells triggered by the action of usnic acid does not primarily involve 

depolymerization or stabilization of microtubules in breast or lung cancer cells. They also 

suggest that the antitumour activity of usnic acid is not related to alterations in the formation 

and/or stabilization of microtubules.  

Financial support: Breast Cancer Research Scotland, CNPq/MCT. 
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