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“Walk on! Walk on! 

What you got, they can't deny it 

Can't sell it, or buy it 

Walk on! Walk on! 

You stay safe tonight” 
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RESUMO 
 

 

O câncer de mama (CaM) é uma doença heterogênea com ampla complexidade biológica e 
molecular, o que dificulta seu tratamento seguro e eficaz. É um problema de saúde pública com 
um número ascendente de mortes em todo o mundo. Produtos naturais são fontes promissoras 
de medicamentos com reduzida toxicidade e com diversos mecanismos de ação. Bidens pilosa 
é uma espécie vegetal com atividades farmacológicas relevantes como anti-inflamatória, 
hepatoprotetora, antioxidante e antitumoral e, no presente estudo, objetivou-se avaliar seu efeito 
sobre células de CaM. O extrato metanólico (ExM) da parte aérea de B. pilosa foi utilizado no 
tratamento de linhagens tumorais mamárias T47D, MCF-7, MDA-MB-231 e de uma não 
tumoral MCF10A. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MTT após 24 e 48 horas de 
incubação com o ExM nas concentrações finais de 0,0078125; 0,015625; 0,03125; 0,0625; 
0,125; 0,25; 0,5 e 1 μg/μL. Na concentração de 0,125 μg/μL (P<0,0001) observou-se 
significativa citotoxicidade nas três linhagens tumorais, sendo que a linhagem mais agressiva 
triplo-negativa (MDA-MB-231) exibiu uma viabilidade celular três vezes menor que a não 
tumorigênica. Além disso, os valores de IC50 foram superiores para a linhagem não 
tumorigênica, demonstrando seletividade do ExM para células tumorais. Ensaios de qPCR para 
a quantificação diferencial dos genes CDH1, VIM e CK18 evidenciaram que o extrato não 
interfere no mecanismo de transição epitélio-mesenquimal. Os resultados apresentam uma 
atividade promissora do extrato, o que subsidia estudos adicionais para a obtenção de seu 
composto majoritário e para elucidar quais vias biológicas são afetadas no CaM para que, assim, 
possam ser sugeridas novas alternativas terapêuticas.  
 

Palavras-chave: Câncer de mama. Triplo-negativo. Bidens pilosa. Resposta citotóxica.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

 

Breast cancer (BC) is a heterogeneous disease with wide biological and molecular complexity, 
which makes its safe and effective treatment difficult. It is a public health problem with an 
increasing number of deaths worldwide. Natural products are promising sources of drugs with 
reduced toxicity and with different mechanisms of action. Bidens pilosa is a plant species with 
relevant pharmacological activities such as anti-inflammatory, hepatoprotective, antioxidant 
and anti-tumor and, in the present study, we aimed to evaluate its effect on breast tumor cells. 
The methanolic extract (ExM) from the aerial part of B. pilosa was used to treat breast tumor 
cell lines T47D, MCF-7, MDA-MB-231 and a non-tumoral cell line MCF10A. Cytotoxicity was 
assessed by the MTT assay after 24 and 48 hours of incubation with ExM at final concentrations 
of 0.0078125; 0.015625; 0.03125; 0.0625; 0.125; 0.25; 0.5 and 1 μg/ μL. At a concentration of 
0.125 μg/ μL (P<0.0001), significant cytotoxicity was observed in the three tumor strains, with 
the most aggressive triple-negative cell line (MDA-MB-231) exhibiting a cell viability three 
times lower than the non-tumorigenic one. In addition, the IC50 values were higher for the non-
tumorigenic strain, demonstrating selectivity of ExM for tumor cells. qPCR assays for the 
differential quantification of the CDH1, VIM and CK18 genes showed that the extract does not 
modulate the epithelial-mesenchymal transition mechanism. The results demonstrate a 
promising activity of the extract, which supports additional studies to obtain its major 
compound and to elucidate which biological pathways are affected in the BC. Hence, new 
therapeutic strategies may be suggested. 
 

Keywords: Breast cancer. Triple negative. Bidens pilosa. Cytotoxic response. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 
1.1 Aspectos gerais do câncer 

 
Câncer é o nome atribuído ao conjunto de doenças caracterizadas por danos 

moleculares traduzidos em células proliferativas, com a malignidade definida por sua 

capacidade de se estabelecer em outros tecidos do organismo, fato conhecido como metástase. 

O tumor maligno se diferencia por promover a invasão tecidual e rápidas mitoses anormais 

no tecido de origem, o qual possui poucos sinais de inibição do crescimento celular. Por outro 

lado, o tumor benigno apresenta mitoses organizadas com uma taxa de crescimento celular 

lento e não invasivo (INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER/ MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2011; INCA, 2018; JORDE, 2004).         

 A classificação dos tumores é baseada no tecido em que se originam. Em tecidos 

epiteliais são denominados carcinomas; no conjuntivo sarcomas; no tecido linfático linfomas; 

e gliomas e leucemias em células do sistema nervoso e em órgãos do sistema hematopoiético, 

respectivamente (JORDE, 2004). Os eventos responsáveis pelo seu surgimento são complexos 

e de difícil caracterização. Entretanto, já se encontram descritos alguns fatores de risco, 

incluindo traços genéticos e fontes externas, como exposição a agentes físicos (radiação 

ionizante ou ultravioleta), a produtos químicos (arsênio, amianto) e a agentes biológicos 

(alguns vírus, bactérias e parasitos). A idade, com o decorrente comprometimento das 

atividades celulares e a ausência de hábitos saudáveis, como o consumo de bebidas alcoólicas, 

uso de drogas, dieta desequilibrada e sedentarismo, também se mostram preponderantes para 

o desenvolvimento da doença (OPAS/OMS, 2018).  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 8,8 milhões de pessoas 

morrem por câncer a cada ano, superando doenças infecciosas como AIDS, malária e 

tuberculose. Os números são alarmantes e evidenciam a necessidade de se descobrir novas 

alternativas diagnósticas e terapêuticas que aumentem a sobrevida dos pacientes. Com o 

incentivo a tecnologias mais acessíveis, menos tóxicas e mais efetivas, a OMS pretende 

reduzir as mortes por câncer em 25% até 2025. Os países com baixa e média renda são os que 

apresentam os maiores índices de mortalidade, sendo que dois terços dos óbitos ocorrem 

nesses locais (ONU, 2017). 
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Nesse cenário se destaca o Câncer de Mama (CaM). Segundo estimativas da IARC 

(International Agency for Research on Cancer), mais de dois milhões de mulheres de todas 

as faixas etárias sofrem de CaM em todo o mundo. Desse total, cerca de 600.000 morrem pela 

doença (IARC, 2018). No Brasil, dados epidemiológicos estimam 66.280 novos casos para 

cada ano do triênio 2020-2022. Anualmente, 18.000 óbitos são registrados e, portanto, o CaM 

é considerado o segundo maior em número de mortes, depois do câncer de pulmão (IARC, 

2018; INCA 2020).      

 

1.2 O Câncer de Mama 
 

A mama é uma glândula cuja principal função é a produção de leite, sendo dividida 

em quadrantes - superiores internos e externos e inferiores internos e externos. É composta 

por tecido epitelial, elementos parenquimatosos e estroma. Trata-se de um órgão externo 

constituído por auréola e papila, sendo que nesta convergem os ductos lactíferos. A unidade 

funcional da mama é composta pelos lobos mamários (de 15 a 20), os quais são subdivididos 

em 20 a 40 lóbulos que se unem em ductos terminais (PANDYA/MOORE, 2011). O tecido 

adiposo, presente entre os lóbulos, é responsável pelo preenchimento das mamas, podendo 

variar em volume conforme a nutrição e idade de cada mulher (MS/INCA, 2002). 

 
Figura 1. Anatomia da mama (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). 
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Diversos fatores de risco estão relacionados com o desenvolvimento do CaM 

destacando-se: (i) histórico familiar e predisposição genética, especialmente mutações 

herdadas nos genes supressores de tumor BRCA1 e BRCA2 (MAMON et al., 2003). Essas 

alterações aumentam a probabilidade de desenvolvimento da doença em 3% antes dos 30 anos 

e de 50% a 80% depois dos 70 anos (HA et al., 2017; AMENDOLA/VIEIRA, 2005); (ii) idade 

avançada (YIXAO FENG et al., 2018); (iii) estímulo hormonal (menarca precoce e 

menopausa tardia); (iv) obesidade na pós-menopausa, uma vez que o tecido adiposo conduz a 

uma maior concentração de estrógeno livre (FELDEN/FIGUEIREDO, 2011) e (v) 

nuliparidade (WORLD CANCER RESEARCH FUND, 2018). O aleitamento materno tem 

sido associado a uma menor chance de se desenvolver tumores de mama e ovário. Devido à 

amamentação, há um período de amenorreia, alterando a exposição a hormônios. Ainda, as 

células do tecido mamário que possuem mutações acumuladas podem sofrer morte celular e 

serem eliminadas no final da lactação (WORLD CANCER RESEARCH FUND, 2018). 

Tumores mamários são mais comuns em mulheres e, raramente, detectados em 

homens (cerca de 1% dos casos) (INCA, 2014). A mais recente classificação histológica do 

CaM foi publicada em 2012 pela Classificação de Tumores da Organização Mundial da Saúde 

(OMS). Destacam-se o carcinoma ductal invasivo (responsável por cerca de 70% a 80% dos 

casos), seguido pelo carcinoma lobular invasivo (correspondendo de 5 a 15% dos 

diagnósticos) (PINHO, 2017). O carcinoma ductal e lobular in situ são consideradas lesões 

precursoras. Há também outros tumores de mama menos prevalentes como carcinoma 

secretor, papilar invasivo, sebáceo, de células acinares, mucoepidermoide, oncocítico, rico em 

lipídeos, de células claras rico em glicogênio e tumores tipo glândula salivar/anexos cutâneos 

(GOBBI, 2012).       

A natureza heterogênea do CaM pode ser observada clínica e histopatologicamente. 

Além disso, as lesões também são subdivididas conforme seu padrão de expressão gênica, 

sendo definidos quatro subgrupos principais: o Luminal A, que expressa os receptores de 

estrogênio (ER) e progesterona (PR), sendo negativo para a expressão do receptor de fator de 

crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER-2); o Luminal B, que pode expressar ER e/ou 

PR e a amplificação de HER-2 pode ou não estar presente, ainda apresenta maior índice 

mitótico (ki67>14%); o HER-2 enriquecido, que é caracterizado pela amplificação de HER-2 

e negativo para os receptores hormonais e, por fim, o subtipo triplo-negativo (TN) 

(FLEMBAN; QUALTROUGH, 2015; EIRIKSSON et al., 2020).   
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O CaM TN (CMTN) é um subtipo molecular bastante heterogêneo, representando 

cerca de 15% a 20% dos diagnósticos e considerado o de pior prognóstico (ZHAO et al., 

2020). É caracterizado por não expressar nenhum dos marcadores descritos anteriormente. 

Para a terapia dessas lesões são considerados características histológicas, envolvimento 

linfonodal, tamanho do tumor e presença/ausência de metástases (MAROTTI et al., 2017; 

GADI; DAVIDSON, 2017). Quanto à histologia, o CMTN demonstra, em geral, um aumento 

da atividade mitótica, alta taxa de proliferação e alto grau nuclear (JITARIU et al., 2017; 

CHAUDHARY; WILKINSON; KONG, 2018).  

Os CMTNs podem também ser subclassificados em basal like (BL) e claudin-low. O 

subtipo basal like é encontrado em cerca de 50% a 75% dos tumores TNs e possui 

características peculiares do ponto de vista molecular, como expressão de citoqueratinas 

basais (como citoqueratina 5), mutações nos genes p53 e BRCA1 e elevado potencial 

proliferativo. O subtipo claudin-low recebe essa classificação devido à baixa expressão dos 

genes da família das claudinas, principalmente claudinas 3, 4 e 7. Nestes, são detectados 

menores níveis de expressão de proteínas de junção célula-célula, incluindo E-caderina e P-

caderina. São também identificados infiltrados de células imunes e células tronco tumorais, 

os quais promovem a transição epitélio mesenquimal (EMT) e, por conseguinte, a 

agressividade tumoral (PEROU,2011; SRINIVASARAGHAVAN; STROBL; AGAH, 2015; 

ALI et al., 2017).  

 

1.3 Diagnóstico 

 
O CaM não possui sintomas ou sinais específicos. As alterações notadas como 

deformações no mamilo, nódulos ou caroços indolores nas papilas, pele da mama com aspecto 

de “casca de laranja” (vermelhidão e retração da pele) e extravasamento de líquido pelos 

mamilos (INCA, 2018) não são restritas aos casos de malignidade e, caso o sejam, já sinalizam 

uma doença em estágio mais avançado (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2015). Nesse 

contexto, o diagnóstico precoce é crucial, pois aumenta as chances de cura. O autoexame 

permite detectar, durante o período menstrual, mudanças no formato, cor, tamanho e textura 

do órgão (CANCER RESEARCH UK, 2017; RICHARDS, 2009). Clinicamente, a 

mamografia é o método padrão ouro para o rastreamento da doença. (CANCER RESEARCH 

UK, 2017).  Nesta, é realizada a triagem através de raios-x para a identificação de calcificações 

mamárias, podendo ser ou não massas cancerosas. Normalmente, o câncer em estágio inicial 

e em mulheres jovens pode não apresentar nódulos, dificultando a leitura confiável e 
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demandando testes adicionais (SUNG et al.,2016). Além da mamografia destacam-se, a 

ressonância magnética de imagem (MRI) da mama, ultrassonografia e, para laudo definitivo, 

a biopsia do tecido mamário (NATIONAL CANCER INSTIUTE, 2016).  

A MRI é um procedimento baseado na emissão de ondas de rádio e magnéticas, 

resultando em imagens claras do corpo e tecidos moles. É um procedimento utilizado 

posteriormente à mamografia e à ultrassonografia para a detecção de CaM e na triagem de 

mulheres jovens portadoras da doença. A MRI ainda possibilita avaliar a dimensão da lesão, 

a fim de se definir qual o melhor procedimento cirúrgico para a paciente (CANCER 

RESEARCH UK, 2017).    

Na ultrassonografia, ondas sonoras são utilizadas para a obtenção de imagens que, 

inclusive, reforçam as alterações já identificadas na mamografia. Consiste em um 

procedimento relativamente barato e fácil, uma vez que não expõe a paciente à radiação, além 

de permitir diferenciar cistos com fluidos de massas sólidas, podendo ser utilizada junto à 

biópsia para guiar o agulhamento do tumor (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017). Pela 

biópsia é possível confirmar o diagnóstico de CaM. Células do tecido mamário que 

apresentam anormalidades são retiradas e enviadas para a análise patológica (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2018). São utilizados métodos percutâneos como agulha fina, biópsia 

de fragmentos, core biopsy e agulha grossa ou mamotomia, a qual consiste em uma biópsia 

vácuo-assistida (CAMARGO JUNIOR, 2018).  

 

1.4 Prognóstico 

 
Prognosticar a doença, após a remoção da lesão, significa estimar o avanço do tumor 

e fornecer informações para o melhor direcionamento terapêutico. São considerados a idade 

da paciente, o estágio do tumor e a velocidade de multiplicação das células tumorais. Além 

disso, são avaliadas as características moleculares e o tipo histológico (ABREU et al., 2002). 

A União Internacional para o Controle do Câncer (UICC) definiu os critérios para o 

estadiamento de tumores, conhecido como TNM. Esse sistema visa dividir os casos clínicos 

em grupos (estágios) baseados na extensão anatômica da lesão. Consiste na avaliação de três 

componentes, em que T descreve o local e a extensão do tumor primário; N se há ou não a 

presença de metástase nos linfonodos regionais e sua extensão, caso exista; e M se há ou não 

metástases (IUCC, 2018; MS/INCA, 2004). As características moleculares também podem 

auxiliar o prognóstico. Em mulheres recém diagnosticadas com CaM, os receptores ER, PR e 

HER-2 também são determinantes do prognóstico de curto prazo, sendo associados ao TNM 
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e ao grau do tumor (DONEPUDI, 2014). Vale salientar que o subtipo TN apresenta um 

comportamento mais agressivo em relação aos demais e, consequentemente, uma pior 

sobrevida global (LI et al., 2016). 

 

1.5 Tratamento 
 

Após caracterização microscópica e molecular, são definidas as estratégias de 

tratamento. Estas incluem métodos locais e sistêmicos. Localmente, o tumor é retirado por 

cirurgia e a região irradiada por radioterapia. A quimioterapia, a terapia hormonal e a terapia 

alvo atingem Células Tumorais Circulantes (CTCs) e, portanto, possuem caráter sistêmico 

(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018). A disseminação de células de câncer no sangue 

corresponde a uma das primeiras etapas do processo metastático. Quando as células tumorais 

se destacam do tumor primário são conhecidas com CTCs, sendo marcadores de agressividade 

para diferentes tumores, incluindo o de mama (BIDARD; PROUDHON; PIERGA, 2016; YU 

et al., 2019). 

O tratamento para o CaM varia de acordo com o (i) estadiamento do tumor, podendo 

ter combinações entre métodos locais e sistêmicos conforme o quão avançado esteja; (ii) 

características biológicas da doença e (iii) características individuais (status da menopausa, 

idade, comorbidades e preferências da paciente). Além disso, o tratamento tem o potencial de 

cura, quando não metastático. Caso já identificado em outros focos, as medidas adotadas 

visam prolongar a sobrevida e propiciar uma melhor qualidade de vida para a paciente (INCA, 

2018). 

O método local, cirúrgico, visa tratar o tumor sem afetar o restante do organismo. A 

cirurgia elimina o tecido comprometido e, na mastectomia, é retirada toda a mama com 

posterior reconstrução por meio de técnicas oncoplásticas (BONILLA et al., 2017). Esses 

procedimentos são usualmente empregados nos estágios I e II da doença (INCA, 2018). 

Entretanto, a mastectomia pode deixar sequelas físicas e psicológicas, como baixa autoestima 

e problemas relacionados à imagem corporal. A cirurgia conservadora da mama, conhecida 

como quadrantectomia ou mastectomia parcial, possui como princípio retirar o tecido tumoral 

e suas margens, conservando parte do órgão (AMERCIAN CANCER SOCIETY, 2018; 

WYLD; AUDISIO; POSTON, 2014). Já na radioterapia são utilizadas radiações ionizantes, 

como feixes de elétrons e raio x ou gama, para inibir o crescimento ou destruir as células 

tumorais. Geralmente é combinada com outros métodos (cirúrgico e quimioterápico) para 

potencializar o tratamento (CASTANEDA; STRASSER, 2017).  
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A quimioterapia inclui a administração, oral ou venosa, de drogas químicas que 

alvejam células neoplásicas circulantes, levando à regulação de vias que causam a morte 

celular programada ou apoptose. Contudo, as substâncias não são citotóxicas somente às 

células tumorais, atingindo também as saudáveis. Portanto, o tratamento quimioterápico 

acarreta diversos efeitos coletarias como: náuseas, queda de cabelo, fraqueza e redução da 

imunidade. Essa terapia pode ser adotada como neoadjuvante, ou seja, antes do procedimento 

cirúrgico, ou adjuvante, após a cirurgia. Ainda, esse tipo de tratamento é denominado de 

antiblástico ou antineoplásico (SHAMSI; ISLAMIAN, 2017; REDDEN; FUHRMAN, 2013; 

HAVARD; HENRY, 2017).  

A terapia alvo permite personalizar a conduta clínica de acordo com as características 

do tumor de cada paciente. As drogas são direcionadas e, atualmente, são utilizados anticorpo 

anti-HER-2 (MARCHIO et al., 2017) e o fármaco anti-PARP (CANTLEY et al., 2019). 

Inibidores de PARP [poli (ADP-ribose) polimerase] já foram aprovados para o tratamento do 

CMTN. Enzimas PARP auxiliam no reparo do DNA e, ao inibi-las, há um acúmulo 

exacerbado de danos e, consequentemente, o mecanismo apoptótico é ativado. A PARP-1 

desempenha um papel fundamental em termos de reparo por excisão de base, o qual é 

importante para a sobrevivência de células tumorais mutadas para os supressores tumorais 

BRCA1/2 (Breast Cancer 1/2, early onset gene). Assim, células com mutações nesses genes 

são sensíveis a inibição da PARP-1, o que define a seletividade do medicamento a tumores 

mutados (SACHDEV et al., 2019; VENERIS et al., 2020). 

Na imunoterapia destaca-se o anticorpo anti-PDL1. Recentemente, foi aprovado pelo 

FDA (Food and Drug Administration) o anti-PD-L1 (atezolizumabe) para pacientes 

portadoras de CMTN avançado ou metastático irressecável. O atezolizumabe é um anticorpo 

monoclonal que inibe a interação do ligante PD-L1 com o receptor de morte programado 1 

(PD-1) – proteína transmembranar expressa em linfócitos T e B e em células natural killer 

(NK). Quando há a interação PD-1/PD-L1, a apoptose é inibida e células T efetoras são 

convertidas em imunossupressoras (SWOBODA; NANDA, 2018; CANTLEY et al., 2019). 

Portanto, o anticorpo permite a ativação dos linfócitos T, os quais auxiliam no combate do 

tumor.  

Já a terapia hormonal visa bloquear o estímulo estrogênico, o qual influencia a 

proliferação de células malignas. São utilizados os moduladores de estrogênio e os inibidores 

de aromatase (enzima responsável pela produção de estrogênio pós-menopausa) (PADILHA 

et al., 2012). A maior parte da produção de estrogênio em mulheres na pós-menopausa ocorre 

nos tecidos periféricos que expressam aromatase, incluindo a mama. Dessa forma, o 



17 
 

estrogênio se encontra em níveis suficientes para promover o CaM, uma vez que a 

progesterona circulante está presente em níveis muito baixos nessas mulheres. Portanto, os 

inibidores de aromatase bloqueam a conversão de androgênios em estrogênios, reduzindo os 

níveis circulantes de estrogênio para cerca de 1/10 dos níveis normais (CONEJO et al., 2018; 

SNELL et al., 2018). Para o CMTN, diversos alvos moleculares estão sendo explorados, 

incluindo o receptor de androgênio, o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e 

o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Receptores, proteínas tirosinas quinases, 

fosfatases, proteases, moléculas da via de sinalização PI3K/Akt, microRNAs (miRs) e RNAs 

longos não codificantes (lncRNAs) têm se apresentado como potenciais alvos terapêuticos 

(NAGINI, 2017).   

Outras tecnologias para o tratamento do CaM incluem a ablação, hipertermia e 

fototerapia/laserterapia. A ablação por radioterapia é um método minimamente cirúrgico em 

que é inserido um eletrodo no tumor e uma corrente iônica conduz calor de atrito. Danos 

térmicos irreversíveis (aquecimento de 50°C a 55°C) e coagulação (aquecimento entre 60°C 

e 100°C) são produzidos nas células malignas (SABEL, 2014). A hipertermia induzida por 

laser é um tratamento que também envolve a elevação da temperatura do tecido transformado. 

A temperatura ideal para a termoterapia a laser é de 60°C com um tempo médio de 30 minutos. 

O procedimento é realizado com auxílio de ultrassom ou ressonância magnética (FORNAGE; 

HWANG, 2014). A fototerapia utiliza a luz em combinação com produtos químicos para 

induzir à destruição de organelas, causando a morte celular. Na terapia fotodinâmica, 

fotossenbilizadores são combinados a biomoléculas como anticorpos monoclonais e 

lipossomos. Esse procedimento envolve três importantes componentes (i) luz com 

comprimento de onda específico, (ii) molécula fotoativa (fotossensibilizador) e (iii) presença 

de oxigênio. O sinergismo desses três componentes permite que a molécula de oxigênio se 

torne citotóxica e cause a destruição da célula tumoral (ANIOGO; GEORGE; ABRAHAMSE, 

2017). 

 

1.6 O Câncer de Mama Triplo Negativo e a Transição Epitélio Mesenquimal 
 

O microambiente tumoral (TME) apresenta características biológicas complexas, 

contribuindo, diretamente, com a formação de metástases ao desencadear o processo de EMT. 

A composição física do TME compreende a matriz extracelular (MEC), os vasos sanguíneos 

e uma diversidade adicional de células, como os fibroblastos e células do sistema imunológico 

- incluindo macrófagos e linfócitos (DHAWAN et al., 2018). No CMTN, a agressividade do 
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tumor, a sobrevida reduzida e as características clínico-patológicas malignas estão 

correlacionadas com a superexpressão dos marcadores de EMT nos tecidos acometidos 

(YANG et al., 2019).  

A EMT é um fenômeno de transdiferenciação em que as células epiteliais perdem suas 

junções e sua polaridade ápico-basal, reorganizando seu citoesqueleto, alterando seus perfis 

de sinalização e reprogramando a expressão de seus genes. Essas mudanças conduzem ao 

fenótipo mesenquimal com maior mobilidade e invasividade celulares e, consequentemente, 

ao quadro metastático (LAMOUILLE; XU; DERYNCK, 2014; MARCUCCI; STASSI; 

MARIA, 2016; YIN et al., 2017). 

Existem três tipos de EMT. A Tipo 1 está relacionada com a formação do embrião, a 

Tipo 2 com a regeneração tecidual em adultos e a Tipo 3 com a progressão tumoral (CHEN 

et al., 2017). Em processos oncológicos, a EMT é desencadeada por diferentes mecanismos, 

os quais envolvem fatores de transcrição como Snail (SNAI1), Slug (SNAI2), TWIST1/2 e 

ZEB1/2 e/ou microRNAs. No CaM tumores do tipo basais assemelham-se molecularmente à 

EMT, definindo uma doença mais agressiva/invasiva e com pior prognóstico (LIAO; YANG, 

2017; ŀKALAMERA et al., 2016). Em modelos experimentais, mudanças morfológicas, 

alterações funcionais e na expressão de marcadores epiteliais - como a E-caderina (CDH1) e 

Citoqueratina18 (CK18), e mesenquimais, como a N-caderina e Vimentina (VIM) - são 

utilizados na validação da EMT (LIAO; YANG, 2017). De fato, a EMT é regulada por um 

complexo padrão de ativação e supressão de diferentes genes (YEUNG; YANG, 2016).  

A E-caderina é uma glicoproteína transmembrana de adesão intracelular dependente 

de cálcio. Quando combinada com às cateninas α e β, forma o complexo E-caderina/ β-

catenina/ α-catenina que se liga ao citoesqueleto de actina, gerando um componente 

importante das junções aderentes. Nesse contexto, a E-caderina mantém a estabilidade e 

polaridade celulares, preservando a estrutura e função dos tecidos epiteliais (LI et al., 2017; 

MEMNI et al., 2016). Consequentemente, sua regulação negativa compromete essas junções, 

capacitando as células a migrarem e facilitando, assim, a invasão tumoral e a metástase. Esse 

processo pode ser desencadeado por mutações no gene CDH1, hipermetilação de seu promotor 

e regulação de seus fatores de transcrição (HUGO et al., 2017). Além disso, como a E-caderina 

atua como supressora tumoral, quando expressa em baixos níveis, torna-se indicadora de mau 

prognóstico, principalmente quando associada ao CMTN (LI et al., 2016; YU et al., 2020).       

 O gene VIM é responsável por codificar a proteína Vimentina. É uma proteína de 

filamento intermediário com importante função estrutural, normalmente expressa em células 

de origem mesenquimal (MOHAMMED; ELHASSAN, 2019). Nos fibroblastos, o VIM regula 
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a migração celular, estando também associada à resposta imune, estabilização de transcritos 

para colágeno, cicatrização e EMT. Nesta, a regulação positiva de VIM já foi descrita no CaM 

(linhagens tumorais agressivas), câncer de próstata, de endométrio, em melanomas malignos 

e tumores do trato gastrointestinal (PEUHU et al., 2017; YAMASHITA et al., 2013; 

STEWART et al., 2016; VUORILUOTO et al., 2010; VIRTAKOIVU et al., 2015). A 

superexpressão dessa proteína vem sendo frequentemente associada à capacidade invasiva de 

células de CMTN (YAMASHITA et al., 2018; LIU et al., 2020). 

 A CK18 é uma citoqueratina tipo 1 pertencente à família dos filamentos 

intermediários. Encontra-se expressa em células epiteliais simples do trato gastrointestinal, 

fígado, pâncreas e glândula mamária. Combinada com a citoqueratina 8 (CK8) do tipo 2, 

regula diferentes processos celulares como mitose, apoptose, proliferação e, portanto, o 

comportamento de células tumorais. Além disso, controla a arquitetura intracelular, 

fornecendo estrutura para o citoplasma e resistência a tensões externas. No CaM, a perda de 

sua expressão é associada a um pior prognóstico das pacientes (YANG et al., 2018; JUNG et 

al., 2016). Durante a EMT, existe a perda de expressão de citoqueratinas epiteliais, incluindo 

a CK18, CK8 e CK19 e um favorecimento de citoqueratinas basais, conduzindo a uma 

mudança morfológica e comportamental (POLIOUDAKI et al., 2015; BOZZA; ZHANG; 

ZHANG, 2018). 

Essas proteínas encontram-se relacionadas a diferentes vias de sinalização no CMTN, 

destacando-se a via Notch, a Wnt/β-catenina e a Hedgehog (Hh). A via Notch, superexpressa 

nesse subtipo de CaM, é responsável por ativar genes-chave envolvidos em diversos processos 

biológicos, como angiogênese e migração celular. Ainda, a interação dessa via com a Wnt e 

TGF-β influencia diretamente no processo da EMT (JAMDADE et al., 2015; KUMAR; 

GOLANI; KUMAR, 2020). A Wnt/β-catenina desempenha um papel fundamental no 

crescimento embrionário e pode conduzir à formação de tumores quando ativada de forma 

aberrante. Há diversas evidências de que esta via é anormalmente supra-regulada no CMTN. 

Além disso, sua regulação positiva ativa fatores de transcrição que atuam como marcadores 

da EMT, como o Twist e Slug (WU et al., 2019). Esses fatores, juntamente com Snail, ZEB1 

e ZEB2, são responsáveis por reprimir diretamente a transcrição de CDH1, e ao mesmo tempo 

promover a expressão aumentada de VIM (Figura 2) e N-caderina (WANG et al., 2018; AL-

KHADAIRI et al., 2019; GUO; FAN; PEI, 2020; WU et al., 2020). Finalmente, a Hh é 

associada à promoção, progressão, angiogênese e metástase em diferentes tumores. A ativação 

aberrante dessa via inicia-se com a interação dos ligantes Hh (Sonic-SHH, Indian-IHH e 

Desert-DHH) ao receptor Patched (PTCH), ativando a proteína Smoothened (SMO), a qual é 
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responsável por liberar os fatores de transcrição GLI (homólogo de oncogene associado ao 

glioma) (LIU et al., 2020). No CMTN, há a superexpressão de GLI1 e GLI2 sugerindo a 

estreita relação desse mecanismo com a EMT (WILS; BIJLSMA, 2018; BHATEJA et al., 

2019).  

 
Figura 2. Representação da via de transição epitélio mesenquimal (EMT). Os níveis de Vimentina estão 
positivamente associados a uma perda de características epiteliais (verde) e a um ganho de fenótipo mesenquimal 
pró-migratório (vermelho). A expressão da Vimentina é regulada pelos fatores de transcrição Twist, Snail, Zeb1 e 
Slug, os quais são regulados pela sinalização via TGF-β. O Twist ainda suprime a expressão das queratinas 
epiteliais e da E-caderina (STROUHALOVA, 2020).  
 

 
 

1.7 Produtos Naturais para o tratamento do CMTN 
 

Produtos naturais (PNs) são compostos químicos biossintetizados por plantas, 

microrganismos e animais. Historicamente, são a fonte primordial de preparações medicinais, 

o que conduziu ao desenvolvimento de diferentes drogas (HARVEY; EDRADA-EBEL; 

QUINN, 2015). Também conhecidos como fitoquímicos ou metabólitos secundários, estes 

compõem uma grande diversidade de compostos importantes para a adaptação de plantas em 

seu ambiente natural, apesar de não essenciais para sua sobrevivência. Em geral, auxiliam no 

combate aos ataques de insetos, parasitas, fungos, vírus e bactérias, além de conferirem 

proteção contra raios ultravioletas. Ainda, alguns são atrativos devido ao odor, sabor e cor 

agradáveis (FUMAGALI et al., 2008). 
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Os metabólitos secundários são organizados de acordo com sua rota biossintética e são 

divididos em três grandes grupos: (i) terpenos, (ii) compostos fenólicos e (iii) alcaloides. 

Dessa forma, aproximadamente 60% dos PNs conhecidos derivam da via do mevalonato como 

os isopropanoides e terpenoides, cerca de 30% são oriundos da via do ácido chiquímico como 

os fenilpropanoides e alcaloides indólicos e 10% são provenientes de outras vias (Figura 3) 

(CHEZEM; CLAY, 2016; PINTO, 2015; SANTOS, 2010). 

 
Figura 3. Biossíntese dos metabólitos secundários (SANTOS, 2010).  

  

Durante séculos, os extratos brutos de ervas medicinais foram usados para tratar e curar 

doenças humanas. Diversos medicamentos modernos produzidos ou derivados de bioativos 

de plantas são aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) e empregados para o 

tratamento de CaM, pulmão, ovário, testículos, linfomas. O paclitaxel (Taxol®), por exemplo, 

é uma substância extraída da espécie Taxus brevifolia; vimblastina e vincristina extraídos da 

Catharanthus roseus; etoposide alcaloide extraído da Podophyllum peltatum, e topotecan 

obtido da Camptotheca acuminata. De fato, fitoquímicos são menos tóxicos e mais seguros, 

exercendo efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes, antiangiogênicos, antiproliferativos e pró-

apoptóticos (SUBRAMANI; LAKSHMANASWAMY, 2017).  
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As dificuldades encontradas em relação ao tratamento do CMTN metastático decorrem 

da resposta refratária desses tumores, o que agrava o quadro clínico das pacientes. Assim, a 

pesquisa voltada para a caracterização de novos compostos obtidos a partir de espécies 

vegetais tem se mostrado bastante relevante para a busca de tratamentos alternativos, menos 

tóxicos e mais eficazes no combate a esse subtipo tumoral heterogêneo e que carece de terapia 

específica capaz de abranger sua heterogeneidade (ARZI et al., 2018). 

Diversos estudos utilizando fontes naturais para o tratamento do CMTN vem sendo 

realizados. Alguns exemplares chineses já demonstraram efeitos inibitórios contra células 

tumorais TN. A espécie Cornus officinalis (na qual as antocianinas representam os principais 

agentes bioativos), por exemplo, é descrita por apresentar propriedades antiproliferativas, 

anti-inflamatórias, antioxidantes e quando, testada em modelo celular de CMTN, inibiu a 

proliferação e induziu a apoptose (TELANG; NAIR; WONG, 2019). O fungo Phellinus 

linteus é um cogumelo medicinal aplicado para a prevenção de disfunções gastroentéricas, 

para o tratamento de diarreia e combate ao câncer. Em células MDA-MB-231 os extratos 

dessa espécie ativaram a autofagia, o que contribui para o controle do crescimento celular 

(ZHOU et al., 2018). 

Já a biodiversidade brasileira é considerada a maior do mundo, totalizando 

aproximadamente 45.000 espécies de plantas (cerca de 20 a 22% do total mundial) 

responsáveis por produzir diferentes metabólitos, os quais se mostram potencialmente 

promissores enquanto bioativos no tratamento de doenças. Dentre os seis principais biomas 

do país, o Cerrado é o segundo maior em extensão com cerca de 204 milhões de hectares 

(ocupação de 25% do território do Brasil). Sua biodiversidade (florística e faunística) 

representa em torno de 30% da brasileira, sendo afetada negativamente pela ocupação urbana 

e agropecuária. Assim, a conservação da biodiversidade desse bioma é um fator crucial para 

a sobrevivência das espécies endêmicas (DUTRA et al., 2016; PINTO, 2015). Em relação à 

sua flora, mais de 12 mil espécies de plantas já foram catalogadas, as quais apresentam valor 

cultural e econômico, com possível exploração na indústria farmacêutica e alimentícia 

(PEIXOTO et al., 2019). 

 
1.8 Bidens pilosa 

 

 Bidens pilosa (Figura 4) é uma planta daninha da família Asteraceae distribuída em 

regiões tropicais e subtropicais de todo mundo, principalmente da Ásia e América. Em 

algumas regiões é usada como alimento e em outras em preparações medicamentosas 
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tradicionais (SINGH et al., 2017). É uma erva perene e ereta, suas folhas são serrilhadas e 

verdes, com flores brancas ou amarelas e sementes pretas (cerca de 3000 a 6000 sementes por 

planta). Seu crescimento varia de 60cm a no máximo 150cm, estabelecendo-se em qualquer 

tipo de ambiente (seco, úmido, com sol pleno, árido, alta ou baixa altitude) (BARTOLOME; 

VILLASEÑOR; YANG, 2013). 

 
Figura 4. Flores, folhas e sementes de Bidens pilosa (YILDIRIM, 2019). 

  

Entre os nomes populares atribuídos a B. pilosa no Brasil estão: picão, picão-preto, 

carrapicho, carrapicho-de-agulha, carrapicho-de-duas-pontas e carrapicho-picão. Para a 

obtenção de seus extratos são utilizadas todas as suas partes, desde a raiz até as sementes, 

flores e folhas (GILBERT; ALVES; FAVORETO, 2013). Na medicina tradicional são 

descritas diversas propriedades farmacológicas como antimalárica, no tratamento de infecções 

de pele, de distúrbios de fígado e de estômago. Possui ação anti-inflamatória, antimicrobiana, 

hepatoprotetora, antioxidante, mosquitocida e citotóxica contra células tumorais (BILANDA 

et al., 2017).  

Em relação à composição fitoquímica da B. pilosa, estão presentes fenilpropanoides, 

poliacitelenos, alcaloides, polifenois, triterpenos, chalconas, flavonoides, esteroides e 

saponinas. Esses compostos bioativos, principalmente as lactonas sesquiterpenicas e 

poliacetilenos, inibem o crescimento de microrganismos patogênicos e os flavonoides 

possuem ação anti-inflamatória importante (LIANG; XU, 2016).  

Os extratos clorofórmicos, hidroalcoólicos, acetato de etila e metanólico já 

demonstraram efeito anticancerígeno em adenocarcinoma de cólon em estudos científicos 
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anteriores. Dentre estes, o clorofórmico foi o que apresentou maior citotoxicidade. Ainda, o 

metanólico exibiu maior atividade com concentrações citotóxicas mínimas (CTC50) de 965,2 

μg/mL e 586,2 μg/mL em células HeLa e KB, respectivamente (BARTOLOME; 

VILLASEÑOR; YANG, 2013). Contudo, as alterações moleculares desencadeadas por seu 

extrato metanólico (ExM) no tratamento do CaM, sobretudo no CMTN, ainda não foram 

descritas.  

Portanto, torna-se interessante compreender sua ação, especialmente na modulação de 

marcadores EMT. Sendo assim, o presente estudo concentra seus ensaios na avaliação da 

atividade antitumoral do ExM de B. pilosa, visando compreender os mecanismos modulados 

por seu tratamento em linhagem de CMTN. 

  

 

2 OBJETIVOS 
 

 

Objetivo Geral 

 

 Avaliar os efeitos celulares e moleculares do ExM de B. pilosa sobre as linhagens 

celulares de CaM e CMTN.  

 

Objetivos específicos  

 

✓ Avaliar a citotoxicidade do ExM de B. pilosa sobre linhagens celulares mamárias; 

✓ Determinar a concentração ótima do ExM de B. pilosa no tratamento da linhagem 

tumoral mamária TN: MDA-MB-231; 

✓ Avaliar o perfil de expressão dos genes CDH1, VIM e CK18 (associados a EMT) após 

o tratamento do modelo celular de CMTN com ExM de B. pilosa; 

✓ Definir o papel do ExM de B. pilosa na modulação de transcritos relacionados ao 

CMTN. 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 



25 
 

3.1 Cultivo celular  
 

  No presente estudo foram utilizadas a linhagem não tumorigênica mamária MCF10A 

e três linhagens de CaM, sendo duas com fenótipo luminal T47D e MCF-7 e uma com fenótipo 

TN, MDA-MB-231 (basal). A linhagem MCF10A foi mantida em meio DMEM-F12 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS), 10 ng/mL de fator de crescimento 

epidérmico (EGF), 500ng/mL de hidrocortisona, 10µg/mL de insulina e 50µg/mL de 

gentamicina. Em meio RPMI suplementado com 10% de FBS e 50µg/mL de gentamicina, 

foram cultivadas as células T47D e MCF-7. Todas as células supracitadas foram incubadas a 

37°C em uma atmosfera úmida de 5% de CO2.  

Já a MDA-MB-231 foi cultivada em meio L15 suplementado com 10% de soro fetal 

bovino e 50µg/mL de gentamicina mantidas a 37°C em uma atmosfera úmida sem CO2. Os 

meios foram trocados em dias alternados até que as células atingissem 80% de confluência 

para serem usadas nos experimentos seguintes.  

 

3.2 Ensaio de viabilidade celular por MTT 

 

O ExM de B. pilosa foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho 

da UFJF. Para avaliar sua citotoxicidade e sua concentração ótima para a quantificação de 

transcritos associados à EMT em modelo celular de CMTN, foi realizado o ensaio 

colorimétrico com MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol) -2,5-difenil brometo de tetrazólico). Após 

confluência das células estas foram tripsinizadas e contadas em câmara de Neubauer 

utilizando o reagente azul de tripano. Em seguida, 1 x 106 células/poço foram semeadas em 

placas de 96 poços e mantidas por tempo necessário para a aderência das células. 

 Transcorrido esse período, foi adicionado 100 µL do extrato em diferentes 

concentrações finais (0,0078125 μg/μL; 0,015625 μg/μL; 0,03125 μg/μL; 0,0625 μg/μL; 

0,125 μg/μL; 0,25 μg/μL; 0,5 μg/μL e 1 μg/μL) às linhagens celulares, incubadas durante 24h 

e 48h a 37°C, quando, então, foram adicionados 10 µL de MTT a 5 mg/mL (diluído em tampão 

fosfato salino-PBS 1x). As placas foram mantidas por 4 horas ao abrigo da luz e, em seguida, 

foram pipetados 50 μL de solução de SDS 20% com N-dimetil-formamida 50% em uma nova 

incubação por 16 horas. Após este tempo as amostras foram lidas a 570 a 590 nm em leitora 

Thermo Plate, TP-Reader. Para os ensaios foram adicionados os tratamentos com diluente 

(DMSO) e poços contendo apenas meio de cultura como controle negativo. Os cálculos de 

viabilidade foram realizados conforme a seguinte fórmula: 
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𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒  =
𝐴𝐴  − (𝐴𝐵𝑆𝐶  − 𝐴𝐵𝑆𝑀 )

𝐴𝐷𝑀𝑆𝑂  − (𝐴𝐵𝑆𝐶  − 𝐴𝐵𝑆𝑀 )
 × 100 

 

 AA = Absorbância da Amostra 

ABSC = Absorbância do controle de viabilidade (apenas com células) 

ABSM = Absorbância do controle negativo (apenas meio de cultura) 

ADMSO = Absorbância do controle de tratamento (DMSO) 

  

3.3 Extração de RNA 

 

Para a extração do RNA total das linhagens tumorais MDA-MB-231 e MCF10A, 

tratadas e não tratadas com 0,1 μg/mL do ExM de B. pilosa (concentração definida pelo MTT), 

foi utilizado o reagente TRIzol®Reagent (Invitrogen) e o protocolo executado conforme as 

recomendações do fornecedor. Em seguida, a qualidade do RNA total foi analisada por 

eletroforese em gel de agarose 1,5%, por 1 hora a 100 volts, utilizando o tampão de corrida 

TBE (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1mM EDTA) 0,5 X, corado com GelRed 1X (Amersham) 

e visualizado por luz ultravioleta no sistema de foto documentação Transiluminador L-Pix 

(Loccus Biotecnologia). A quantificação do RNA foi conduzida em espectrofotômetro (PG 

Instruments) com leituras em 260 nm. Leituras em 280nm também foram realizadas e a razão 

260nm/280nm foi considerada na validação da qualidade do material extraído. Este foi 

armazenado a -80°C para análises subsequentes.  

  

3.4 Transcrição Reversa 
 

 Para a transcrição reversa (RT) foram preparadas soluções contendo 1µg de RNA total 

de cada amostra, 10 U de inibidor de RNase (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Invitrogen), 1X 

de tampão da MMLV-RT (Invitrogen), 200 μM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 

pmoles de oligonucleotídeos hexâmeros (Invitrogen), incubadas a 37°C por 1 hora. O volume 

final de cada reação foi completado para 20 μL com água tratada com DEPC (Dietil 

Policarbonato – inibidor de RNAse). As soluções foram posteriormente aquecidas a 95ºC por 

5 minutos para desnaturação do híbrido RNA-cDNA e para inativação da transcriptase. 

Microtubos contendo apenas os reagentes, sem a adição do RNA total, foram incluídos para a 

verificação de possíveis contaminantes exógenos. O cDNA foi estocado a -20ºC. 
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3.5 Quantificação Transcricional Relativa por PCR em Tempo Real 

 

 As quantificações relativas dos transcritos dos genes CDH1, VIM e CK18 foram 

realizadas por PCR em tempo real (qPCR) a partir do cDNA previamente sintetizado. As 

amostras foram amplificadas em triplicata a partir de dois ensaios independentes e a detecção 

ocorreu pela da emissão de fluorescência por SYBR®Green (Applied Biosystems). As 

reações foram preparadas para um volume final de 10µL, utilizando 5,0µL de Master Mix, 2 

µL de cDNA (1:2) e 0,5µM de oligonucleotídeo iniciador (Invitrogen). A ciclagem foi 

realizada conforme o padrão recomendado pelo equipamento StepOnePlus Real Time PCR 

Systems (Applied Biosystems) e as análises foram conduzidas em seu software adotando-se 

o método Cq comparativo. O gene Beta-2-microglobulina (B2M) foi utilizado como 

referência. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados nos experimentos encontram-se 

descritos na Tabela 1. 

 
Tabela 1. Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados nos ensaios de qPCR dos genes E-
caderina (CDH1), Vimentina (VIM), Citoqueratina 18 (CK18) e o gene de referência Beta-2-microglobulina 
(B2M).   
 

Gene Sequência 5’- 3’ 

(Forward – F and Reverse – R) 
Fragmento amplificado (pb) 

CDH1 F: GTCATTGAGCCTGGCAATTTAG 

R: GTTGAGACTCCTCCATTCCTTC 

97 

VIM F: ACTAGAGATGGACAGGTTATCA 

R: GTAGGAGTGTCGGTTGTTAAG 

218 

CK18 F: GCTCTGGGTTGACCGTGG  

R: GTGGTGCTCTCCTCAATCTGC  

151 

B2M F: CCTGCCGTGTGAACCATGT 

R: GCGGCATCTTCAAACCTCC 

94 

 

3.6 Análises Estatísticas  

 

 Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPad Prism 8.0. Para os ensaios 

de MTT foi adotado o teste ANOVA seguido do pós-teste de Tukey e para os ensaios de qPCR 
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foi utilizado o teste t de Student. Foram consideradas diferenças estatisticamente significantes 

quando p<0,05. 

 

 

4 RESULTADOS  
 

 

4.1 Ensaios de citotoxicidade 

 

 As respostas celulares ao tratamento com ExM de B. pilosa estão representados na 

Figura 5. Após 24 e 48 horas de tratamento, verificou-se uma redução de 50% da viabilidade 

celular (p<0,0001), em todas as linhagens tumorais (T47D, MCF-7 e MDA-MB-231), nas 

concentrações 0,125 μg/μL; 0,25 μg/μL; 0,5 μg/μL e 1,0 μg/μL quando comparadas com o 

controle e com a linhagem não tumorigênica MCF10A.  Além disso, é possível observar que a 

linhagem TN MDA-MB-231 teve sua viabilidade celular reduzida cerca de três vezes mais que 

a não tumorigênica MCF10A, nessas mesmas concentrações.  

Em ambos os gráficos é possível observar que nas menores concentrações (0,007 e 0,015 

μg/μL) não houve diminuição significativa na viabilidade das linhagens tumorais. Além disso, 

o extrato se mostrou citotóxico à linhagem não tumorigênica, contudo, sua viabilidade 

permaneceu em média 85%. Entretanto, a partir da concentração de 0,125 μg/μL o efeito 

citotóxico foi mais proeminente nas linhagens tumorais. Nota-se também que as células T47D 

foram mais sensíveis ao tratamento em relação à MCF-7 no tempo de 24 horas. Após 48 horas 

o comportamento foi o inverso. Portanto, ambos fenótipos luminais responderam de forma 

inversa em 24 e 48 horas a partir da concentração 0,062 μg/μL. Apesar do composto se 

apresentar mais citotóxico nas linhagens luminais quando comparadas a linhagem TN, 

investigou-se a modulação dos genes da via EMT na MDA-MB-231 por esta representar um 

subtipo mais agressivo de CaM, que possui poucas opções de tratamento. 
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Figura 5. Comparação da viabilidade das linhagens MCF10A, T47D, MCF-7 e MDA-MB-231 após tratamento 
com extrato metanólico de B. pilosa. Os resultados mostram a resposta celular após tratamento por 24 e 48 horas. 
O asterisco indica significância estatística (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001). A área demarcada 
no gráfico indica a concentração em que se obteve melhor resposta citotóxica das células tumorais em relação à 
não tumorigênica.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

  

 

 

O parâmetro denominado IC50, apresentado na Tabela 2, se refere à medida quantitativa 

de quanto o extrato foi capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular. Em ambos os tempos os 

valores foram superiores para a linhagem não tumorigênica o que demonstra seletividade do 

ExM para células tumorais. De fato, a seletividade foi significativa após 24 horas (T47D=15,3; 

MCF-7=10,0 e MDA-MB-231=7,9) e 48 horas (T47D=10,9; MCF-7=16,4 e MDA-MB-

231=8,2).  
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Tabela 2. Valores de IC50 após tratamento das linhagens celulares MCF10A, T47D, MCF-7 e MDA-MB-231 
com extrato metanólico de B. pilosa (μg/μL). Os valores foram obtidos por regressão não linear a partir dos dados 
observados no ensaio de citotoxicidade.   
 

Linhagens 
 

Tempo 

 
MCF10A 

 

 
T47D 

 
MCF-7 

 
MDA-MB-231 

 
24 horas 

 
0,720  

 
0,047 

 
0,072 

 
0,091 

 
48 horas 

 
0,769 

 
0,070 

 
0,047 

 
0,094 

 

 

4.2 Perfil de expressão dos genes relacionados à EMT  
 

 A fim de elucidar os mecanismos modulados pelo ExM de B. pilosa foram realizados 

ensaios de qPCR para os genes CDH1, VIM e CK18 após 48 horas de tratamento das linhagens. 

Os níveis basais de expressão desses genes também foram analisados. O ExM de B. pilosa foi 

utilizado na concentração de 0,1 μg/μL. Não foram observadas diferenças estatisticamente 

significantes após o tratamento das linhagens MCF10A e MDA-MB-231 (Figura 6).  
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Figura 6. Quantificação relativa dos transcritos relacionados ao evento de transição epitélio-mesenquimal. Foram 
analisados os genes E-caderina (CDH1) (A), Citoquertina 18 (CK18) (B) e Vimentina (VIM) (C) antes (Ctrl) e 
após o tratamento das linhagens MCF10A e MDA-MB-231 por 48 horas com extrato metanólico de Bidens pilosa. 

 
 

 

5 DISCUSSÃO 

 

 

 O CMTN é um subtipo molecular agressivo e com elevado potencial metastático, 

desafiando a prática clínica por possuir restritas opções terapêuticas. A eficácia dos 

quimioterápicos existentes ainda é limitada frente à heterogeneidade dessas lesões, ao 



32 
 

desenvolvimento de mecanismos de resistência e à complexidade do microambiente tumoral 

(DEEPAK et al., 2020). A pesquisa envolvendo a descoberta de novas abordagens terapêuticas 

direcionadas e seletivas tem se tornado crucial para mitigar a agressividade do CMTN, 

aumentando a sobrevida das pacientes. Nesse contexto, fitoquímicos ganham destaque por 

serem obtidos de fontes naturais, com reduzida toxicidade e notável espectro de atividades 

biológicas no controle de diversas doenças, incluindo o câncer. As propriedades desses 

compostos permitem a interação em diversas vias de sinalização e, portanto, atuam como 

agentes anticâncer promissores (BHATTACHARYA et al., 2020).  

Estudos recentes têm demonstrado que metabólitos secundários, principalmente 

flavonoides, alcaloides, carotenoides e terpenoides, auxiliam no combate de tumores TN, 

inibindo a proliferação, angiogênese e invasão, além de induzirem danos ao DNA, parada do 

ciclo celular e apoptose. Zhang et al. (2018) relataram que o tratamento de células MDA-MB-

231 (modelo celular de CMTN) com extrato de Ficus carica promoveu o controle de sua 

proliferação com a parada do ciclo celular na fase S e regulou positivamente genes associados 

à apoptose como BAX, TP53 e TP21. Dois carotenoides bioativos de açafrão (Crocus sativus), 

crocina e crocetina, também exerceram efeitos anti-metastáticos em tumores mamários TNs ao 

modularem genes da via Wnt/β-catenina (ARZI et al., 2020). Portanto, investir tempo e recursos 

na validação de PNs para o tratamento oncológico é, indubitavelmente, interessante, uma vez 

que, além de bioativos, permitem a exploração de suas estruturas, ampliando seu espectro de 

ações (MALLA et al., 2020). 

No presente estudo avaliamos os efeitos do ExM de B. pilosa sobre linhagens mamárias. 

Essa espécie tem se destacado por suas propriedades farmacológicas e nutricionais. Seu uso 

como fitoterápico vem sendo descrito cientificamente desde o século XX, com atividades 

antioxidantes e citotóxicas já relatadas sobre células tumorais de cólon humano (YI et al., 2016). 

A atividade antitumoral de B. pilosa foi primeiramente demonstrada na década de 1980 em 

estudos in vitro e in vivo e com diferentes solventes extratores. Sundararajan et al. (2006) 

relataram que o ExM bruto e a fração de acetato de etila (EtOAc) de B. pilosa são 

significativamente citotóxicos às linhagens humanas HeLa e KB, em tumor de colo de útero. 

Além disso, a fração EtOAc dessa planta inteira fresca também se mostrou supressora da 

proliferação celular e da formação de tubos nas células endoteliais da veia umbilical humana 

(HUVEC) induzidas com bFGF (WU et al.,2004). O extrato aquoso também inibiu a 

proliferação de cinco linhagens celulares leucêmicas humanas: L1210, U937, K562, Raji e 

P3HR1, com um IC50 dose-dependente (CHANG et al. 2001). Ainda, seu extrato hexânico 
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comprometeu a viabilidade de linhagens de câncer de fígado e cólon humano (ALVAREZ et 

al. 1996; KUMARI et al. 2009). 

Presentemente, avaliamos a capacidade do ExM de B. pilosa em interferir na viabilidade 

de células de CaM, sobretudo TN, pelo método colorimétrico utilizando MTT, o qual é 

amplamente adotado no rastreio de substâncias biologicamente ativas. De fato, avaliar o perfil 

citotóxico de um composto sobre modelos celulares requer ensaios sensíveis, com 

reprodutibilidade e menor variação nos resultados. Nesse sentido, o ensaio de redução de MTT 

é um experimento simples, rápido e quantitativo, utilizado na triagem de compostos 

promissores (KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Nos últimos anos, muita atenção tem 

sido focada em testes quimiossensíveis para selecionar substâncias citotóxicas eficientes no 

combate do CaM e do CMTN. Ensaios de MTT em células MDA-MB-231 demonstraram o 

efeito citotóxico da quercetina (NGUYEN et al., 2017). Esse ensaio também foi utilizado para 

avaliar a viabilidade das linhagens celulares de CMTN (MDA-MB-231 e BT549) tratadas com 

berberina (ZHAO et al., 2017), por exemplo. 

Observamos que o ExM de B. pilosa foi citotóxico às células tumorais mamárias a partir 

da concentração de 0,125µg/μL em ambos os tempos de tratamento. Apesar da T47D ter se 

mostrado mais sensível ao tratamento no tempo de 24 em relação ao tempo de 48 horas, 

apresentando uma viabilidade aumentada, pesquisadores sugerem que essa linhagem possui 

uma capacidade de autorrenovação relacionada à sinalização da via Wnt/β-catenina, além de 

possuírem células iniciadoras de CaM altamente tumorigênicas (CICs), exibindo um fenótipo 

de células-tronco cancerígenas (LAGADEC et al., 2010; HUANG et al., 2018). 

Falowo et al. (2016) revelaram que o extrato bruto etanol/água das folhas de B. pilosa 

possuem quantidades significativas de compostos fenólicos capazes de eliminar radicais livres. 

Além disso, as partes aéreas dessa planta, obtidos através do extrato hidroalcoólico e 

posteriormente fracionados com metanol, clorofórmio e acetato de etila, possui capacidade de 

reduzir tumores e contagem de células cancerígenas em tumor Ascítico de Ehrlich, 

(KVIECINSKI et al., 2008) o que evidencia a presença de compostos relevantes e passíveis de 

combater o CMTN. Nesse contexto, Xuan e Khanh (2016) investigaram a composição 

fitoquímica de B.pilosa e descreveram a presença de 301 compostos. Evidências sugerem que 

a complexidade fitoquímica dessa espécie pode ser responsável por suas atividades bioativas. 

Dentre as substâncias os poliacetilenos, os flavonoides, os triterpenos e alguns óleos essenciais 

são considerados seus principais constituintes.  

Os solventes orgânicos definem quais metabólitos serão separados em maior quantidade 

de acordo com a polaridade e/ou solubilidade do composto com o solvente (JONES; 
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KINGHORN, 2012). Frequentemente, as frações mais usadas são a de metanol, hexano, 

diclorometano, acetato de etila, clorofórmio, éter de petróleo, butanol e etanol. Em estudos 

demonstrando as análises dos compostos de B. pilosa, foram isolados da fração de acetato de 

etila flavonoides e poliacetilenos (ácido vanílico, kaempferol, derivados da quercetina, entre 

outros) (WU et al., 2013). Da fração de éter de petróleo, foram obtidos triterpenos e fitoesteróis 

(SHEN et al., 2018). Derivados de quercetina já foram descritos em extratos de butanol 

(BuOH) de B. pilosa inibindo o t-PA (ativador plasminogênio tissular) e o u-PA (ativador 

plasminogênio da uroquinase), envolvidos no processo de migração celular e indução de 

mediadores inflamatórios. Além disso, a centaureína e a apigenina já foram identificadas em 

extratos butanólico e metanólico, sendo associadas ao estímulo da imunidade antitumoral e à 

morte de células derivadas de CaM, linfoma, melanoma e carcinoma de cólon. A buteína isolada 

do extrato de BuOH, por sua vez, também induziu a apotose e parada do ciclo celular, além de 

inibir a aromatase e NF-kB, (CHIANG et al., 2004; MOON et al., 2010). Como diferentes 

solventes extratores são responsáveis por determinar compostos majoritários distintos, o 

solvente utilizado neste estudo favoreceu a separação de metabólitos majoritários responsáveis 

pela citotoxicidade observada.   

Compostos fenólicos como ácido gálico, catequina, kaempferol, ácido felúrico e 

paclitaxel já foram detectados no extrato metanólico de B. pilosa (SINGH et al., 2017). Ambos, 

kaempferol e paclitaxel, são quimioterápicos usados para o tratamento de tumores (HU et al., 

2019; BEG et al., 2019). Adicionalmente, por meio da análise por GC-MS de ExM foram 

identificados outros seis compostos voláteis (1,3,6,10-dodecatetraeno, 3,7,11-trimetil- (Z, E); 

1H-3A, 7-metanozuleno, octa-hidro-1,4,9,9-tetrametilo; 9H-Fluoreno, 9-Diazo; 1-octadecino; 

Ácido N-hexadecanóico e 3,7,11,15-tetrametil-2-hexadecen-1-ol), também com resultados 

promissores contra células tumorais. Esses dados evidenciam a necessidade de se caracterizar 

os compostos majoritários do extrato utilizado para, assim, direcionar estudo posteriores mais 

robustos na validação de seu uso como estratégia de tratamento para o CMTN.   

  O CMTN possui resposta clínica agressiva, com poucas opções de tratamento e ainda 

incipiente conhecimento acerca de suas alterações moleculares. CDH1, CK18 e VIM são 

descritos como marcadores desse processo (CHO et al., 2020) e mudanças em suas expressões 

podem predizer a agressividade de tumores. Contudo, o ExM de B. pilosa não modulou a 

expressão desses genes e sugerimos que os efeitos do extrato decorrem da alteração de outros 

mecanismos como proliferação, apoptose, autofagia e/ou angiogênese.  
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6 CONCLUSÃO 
 

 
 Esse estudo demonstrou que o ExM de B. pilosa foi citotóxico e seletivo para linhagens 

tumorais mamárias (T47D, MCF-7, MDA-MB-231), quando comparadas à linhagem não 

tumoral (MCF10A). Além disso, o extrato foi claramente citotóxico para a linhagem de 

CMTN, a qual representa tumores que carecem de terapias amplamente eficazes. O extrato 

não modulou genes relacionados à EMT, contudo, nossos resultados subsidiam estudos 

adicionais para a obtenção do composto majoritário do ExM de B. pilosa e para elucidar quais 

vias biológicas são afetadas no CaM após seu tratamento com esse composto para que, assim, 

possam ser sugeridas novas alternativas terapêuticas. 
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