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RESUMO

O Cancer de Mama (CaM) ¢ o tumor maligno mais comumente diagnosticado em mulheres por
todo o mundo, sendo uma das principais causas de morte por cancer entre elas. Os tumores
mamarios, além de classificados histologicamente, também sdo caracterizados molecularmente
de acordo com a expressao de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) e do Receptor
2 do Fator de crescimento epidérmico humano (HER2). O CaM Triplo Negativo (CMTN) ndo
expressa nenhum dos trés marcadores, ¢ 0 mais agressivo ¢ o de pior progndstico devido a sua
heterogeneidade e limitacdes terapéuticas. A quimioterapia permanece amplamente utilizada,
mas pouco seletiva e responsavel por efeitos colaterais debilitantes. Nesse contexto, a busca por
novos compostos ¢ imperativa e produtos naturais tém se mostrado promissores frente ao seu
potencial farmacologico e reduzida toxicidade a células normais. O presente estudo objetivou
avaliar a citotoxicidade do extrato hidrometandlico da espécie vegetal Kalanchoe brasiliensis
e do extrato metanolico de Achyrocline satureioides em diferentes linhagens celulares de CaM
(T47D e MCF-7 — luminal; MDA-MB453 — HER2+; MDA-MB157 e MDA-MB231 — TN) por
meio do ensaio de MTT. A linhagem MCF-10A (ndo tumorigénica) foi utilizada como controle.
Para K. brasiliensis, a linhagem MDA-MB231 teve sua viabilidade reduzida em mais de 50%
apos 24 ¢ 48 horas, com IC50 = 218,00 pg/mL e IC50 = 311,00 ug/mL, respectivamente.
Contudo, o extrato foi seletivo apenas quando esta linhagem foi tratada por 48 horas. Para 4.
satureoides, a linhagem ndo-tumorigé€nica se mostrou mais sensivel, sendo significativamente
citotoxico ja nas concentragdes iniciais. Para as linhagens tumorais, o extrato foi mais seletivo
para a MCF-7 apos 48 horas, com IS = 1,91. Portanto, as células de CaM apresentaram um
comportamento distinto para os dois extratos vegetais, sendo K. brasiliensis promissor para
uma das linhagens TNs. Contudo, sdo necessarios estudos adicionais para compreender os
mecanismos de agdo dos compostos presentes nesse extrato hidrometanolico em inibir a
progressdo do CaMTN.

Palavras-chave: Extratos vegetais. Ensaio MTT. Citotoxicidade. Produtos Naturais.



ABSTRACT

Breast Cancer (BC) is the most commonly diagnosed malignant tumor in women worldwide,
being one of the main causes of cancer death among them. Breast tumors, in addition to being
classified histologically, are also characterized molecularly according to the expression of
hormone receptors (estrogen and progesterone) and Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2 (HER2). Triple Negative BC (TNBC) does not express any of the three markers, it
is the most aggressive and has the worst prognosis due to its heterogeneity and therapeutic
limitations. Chemotherapy remains widely used, but not very selective and responsible for
debilitating side effects. In this context, the search for new compounds is imperative and natural
products have shown promise in view of their pharmacological potential and reduced toxicity
to normal cells. The present study aimed to evaluate the cytotoxicity of the hydromethanolic
extract of the plant species Kalanchoe brasiliensis and of the methanolic extract of Achyrocline
satureioides in different cell lines of BC (T47D and MCF-7 — luminal; MDA-MB453 — HER2+;
MDA-MBI157 and MDA-MB231 — TN) by means of the MTT assay. The MCF-10A strain (non-
tumorigenic) was used as a control. For K. brasiliensis, the MDA-MB231 strain had its viability
reduced by more than 50% after 24 and 48 hours, with IC50 = 218.00 and IC50 =
311.00ug/mL, respectively. However, the extract was selective only when this strain was treated
for 48 hours. For A. satureoides, the non-tumorigenic strain was more sensitive, being
significantly cytotoxic at initial concentrations. For tumor cell lines, the extract was more
selective for MCF-7 after 48 hours, with IS = 1.91. Therefore, the BC cells showed a different
behavior for the two plant extracts, with K. brasiliensis being promising for one of the TNs
strains. However, further studies are needed to understand the mechanisms of action of the
compounds present in this hydromethanolic extract to inhibit the progression of TNBC.

Keywords: Plant extracts. MTT assay. Cytotoxicity. Natural Products.
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PARP: Poli (ADP Ribose) Polimerase

PI3K ou AKT: Fosfatidilinositol 3-quinase

PKC: Proteina quinase C

RE: Receptor de estrogeno

RP: Receptor de progesterona
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RNM: Ressonancia Nuclear Magnética

RPMI-1640: Meio produzido pelo Instituto Memorial Roswell Park
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Aspectos gerais do cincer e dados epidemiolégicos

Cancer ¢ o nome dado a um conjunto de doengas que se caracterizam pela proliferagdo
desordenada de células. Quando malignos, os tumores sdo capazes de invadir e de se instalarem
em tecidos e orgdos, processo este conhecido como metastase. Ja4 os benignos possuem
crescimento organizado e com limites definidos (INCA, 2008). A carcinogénese ¢, em geral,
lenta, sendo necessarios varios anos para sua identificagdo clinica. A ativagdo de oncogenes
e/ou a inibicao de genes supressores tumorais também sao cruciais no processo maligno, sendo
causadas por mutagdes, rearranjos cromossomicos ou amplificacdo génica. Os oncogenes sdo
responsaveis por codificarem proteinas que promovem a progressdo tumoral, incluindo os
fatores de crescimento ¢ seus receptores, proteinas transdutoras de sinais e proteinas
regulatorias (MARQUES et al., 2015). Supressores de tumores, por sua vez, auxiliam no
controle do ciclo celular e na manutengao da estabilidade génica, induzindo a morte programada
de células transformadas. O P53, por exemplo, € o gene supressor de tumor mais amplamente
estudado e alteragcdes em sua sequéncia sdo encontradas em, aproximadamente, 70% dos
canceres de colon, em 30 a 50% dos canceres de mama e em 50% dos canceres de pulmao

(RIVOIRE, 2006; ALBERTS et al., 2011; MARQUES et al., 2015).

Os tecidos comprometidos determinam a nomenclatura dos diferentes tumores:
carcinomas acometem tecidos epiteliais que revestem os 6rgaos internos; sarcomas se iniciam
nos ossos, cartilagem, gordura, musculo, vasos sanguineos ou outro tecido conjuntivo;
leucemias sdo diagnosticadas no sangue/medula dssea; linfomas e mielomas atingem células do
sistema imunologico; e canceres do sistema nervoso central sdo identificados no cérebro e
medula espinhal (ONCOGUIA, 2017a). A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) prevé, no
mundo, cercade 21,4 milhdes de casos para o ano de 2030, com 13,2 milhdes de mortes (INCA,
2018a). Diante de sua relevancia epidemiologica, o cancer € um problema de saude publica com
sérias consequéncias sociais e econdmicas.

De acordo com a proje¢do do Observatdrio Global de Cancer do IARC (GCO), 998 mil
brasileiros devem ser diagnosticados com cancer em 2040, um salto de 78% quando
comparados aos 600 mil novos casos contabilizados em 2018. Nesse mesmo cenario, o niimero
de mortes deve aumentar em 95%, chegando a 476 mil dbitos pela doenca no mesmo periodo

(TARC, 2018). Além disso, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA), estimam-
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se, no Brasil, 685 mil novos diagnosticos de cancer para ambos os sexos no triénio 2020-2022.
O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil), seguido pelo de mama e de
prostata (66 mil cada), célon e reto (41 mil), pulmao (30 mil) e estdbmago (21 mil). Nos homens,
os mais frequentes, a exce¢do do cancer de pele ndo melanoma, serdo prostata (29,2%), colon
e reto (9,1%), pulmdo (7,9%), estomago (5,9%) e cavidade oral (5,0%). Ja nas mulheres,
também excluindo o cancer de pele ndo melanoma, o Cancer de Mama (CaM) (29,7%), colon
e reto (9,2%), colo do tutero (7,4%), pulmao (5,6%) e tireoide (5,4%) figurardo entre os
principais (Tabela 1) (INCA, 2019a).

Tabela 1: Dados do Instituto Nacional do Cancer evidenciando a distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer
mais incidentes no Brasil estimados para 2020 por sexo, excetuando o de pele ndo melanoma*

HOMENS MULHERES
Localizacio Casos % Localizacao Casos %
Primaria Primaria
Prostata 65.840 29,2 Mama 66.280 29,7
feminina
Célon e reto 20.520 9,1 Célon e reto 20.470 9,2
Traqueia, 17.760 7,9 Colo do utero 16.590 7,4
brénquio e
pulmao
Estomago 13.360 5,9% Traqueia, 12.440 5,6
brénquio e
pulmao
Cavidade oral 11.180 5,0 Glandula 11.950 5,4
tireoide
Esofago 8.690 39 Estomago 7.870 3,5
Bexiga 7.590 34 Ovario 6.650 3,0
Linfoma néo 6.580 2,9 Corpo do ttero 6.540 2,9
Hodgkin
Laringe 6.470 2,9 Linfoma néo 5.450 2,4
Hodgkin
Leucemias 5.920 2,6 Sistema 5.220 2,3
nervoso
central

*Numeros arredondados para multiplos de 10.
FONTE: Adaptado de INCA, 2019a.

1.2 Etiopatologia do Cancer de Mama

O CaM ¢ o tipo mais incidente entre as mulheres no mundo, sendo o responsavel por

24,2% dos diagndsticos em 2018, com aproximadamente 3,2 milhdes de casos novos. Ea quinta
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causa de morte por cancer em geral (626.679 oObitos) e a causa mais frequente de morte pela
doenca em mulheres. Dessa incidéncia anual, destaca-se a Asia com o maior nimero de casos
(43,6%), em seguida a Europa (25%) e América do Norte (12,6%) (IARC, 2018). Além do
crescimento populacional, as taxas de incidéncia de CaM devem aumentar em paises menos
desenvolvidos, como o Brasil, devido a melhora da expectativa de vida, urbanizacdo e
mudangas no estilo de vida.

No Brasil, a taxa de mortalidade por CaM, ajustada pela populagdo mundial, apresenta
uma curva ascendente, representando a primeira causa de morte por cancer na populagio
feminina, com 13,84 6bitos/100.000 mulheres em 2018. As regides Sudeste e Sul sdo as que
apresentam as maiores taxas, com 14,76 e 14,64 06bitos/100.000 mulheres em 2018,
respectivamente (INCA, 2018b).

Diferentes fatores de risco sdo associados a ocorréncia do CaM, o que dificulta uma
analise pontual acerca da contribui¢do de cada um no desenvolvimento da doenga. A idade ¢ o
mais bem estabelecido. Segundo THUN ¢ JEMAL (2006) cerca de 80% de todos os casos
ocorrem em mulheres com mais de 50 anos. A probabilidade de, em 10 anos, a mulher
desenvolver CaM invasivo aumenta de 1,5% aos 40 anos a cerca de 3% aos 50 anos, e mais de
4% aos 70 anos. Esses indices decorrem do comprometimento do sistema de reparo a danos
genéticos, ampliando o mimero de mutagdes em genes-chaves, o que favorece o aparecimento
de lesdes (BREAST CANCER, 2020b). Além disso, o historico familiar e a predisposigdo
genética também se destacam, apesar de serem associados a apenas 5-10% dos casos. Mutacdes
germinativas nos genes supressores de tumor BRCAI e BRCA2 (gene DNA repair associated)
sdo0 responsaveis por parcela importante dos diagndsticos de CaM hereditarios. Estes também
se relacionam ao céancer de ovario e de prostata (APOSTOLOU e FOSTIRA, 2013; LEVY-
LAHAD e FRIEDMAN, 2007).

A historia reprodutiva da mulher também influencia na ocorréncia do CaM, uma vez
que se refere diretamente ao estimulo estrogénico. Menopausa tardia (apos os 55 anos), primeira
gravidez com idade avangada (ap6s 30 anos), menarca precoce (inferior a 12 anos), terapias
para reposi¢ao hormonal e o uso de anticoncepcionais orais tém sido considerados como fatores
de risco (INCA, 2019b). Tumores esporadicos contabilizam 90% dos casos e aspectos
comportamentais/ambientais como estilo de vida, ingestdo de bebida alcodlica, sobrepeso ¢
obesidade na pds-menopausa e exposicao a carcindgenos (quimicos, fisicos e bioldgicos) sao
preponderantes para o surgimento da doenca (INCA, 2019b; BOYLE et al., 2003).

Nesse contexto, a prevengdo do CaM ¢ desafiadora diante de sua complexidade e dos

multiplos fatores relacionados. Contudo, algumas medidas sdo importantes e passiveis de serem
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adotadas. A preven¢do primaria se baseia, justamente, no controle dos fatores de risco
modificaveis, priorizando habitos saudaveis. O aleitamento também ¢ um comportamento
protetor (INCA, 2018c). A prevengdo secundaria tem por finalidade alterar o curso da doenca
com o rastreio ¢ diagndstico precoce, viabilizando um tratamento oportuno e¢ mais eficaz
(SIQUEIRA et al., 2009). Por ultimo, a prevencao terciaria objetiva reabilitar os doentes com
patologias instaladas recuperando e mantendo o equilibrio funcional (OLIVEIRA e REIS,
2013).

Estima-se que, por meio dessas medidas, seja possivel reduzir em até 28% o risco de
desenvolvimento de CaM, além de minimizar os impactos da doengca com cuidados
especializados que priorizam a qualidade de vida do paciente (INCA, 2009; BRITO et al,,
2012). No entanto, os desafios permanecem na busca de biomarcadores e de medicamentos
seguros e eficazes. Nesse contexto, o estudo aprofundado da biologia do CaM impacta

positivamente no bem-estar das pacientes.

1.2.1 Do diagnostico ao tratamento

O CaM nio possui sintomas ou sinais definidos, podendo ser relatados: inchago total ou
parcial da mama (mesmo que nao seja sentido nddulo), irritagdo, vermelhidao ou alteragdes da
pele que recobre o 6rgdo (abaulamentos ou retragdes), saida de secrecdo pelo mamilo e presenga
de caroco nas axilas (WHO, 2020a). As lesdes sdo, em geral, indolores, fixas e apresentando
bordas irregulares, com aspecto espiculado (LIPPMAN, 2005).

O diagnéstico precoce ¢ imprescindivel para a cura e, portanto, é priorizado em politicas
publicas brasileiras. Em paises de baixa e média rendas, o diagnostico ocorre, em geral, em
estagios mais avancados da doenga, aumentando a morbidade relacionada ao tratamento,
comprometendo a qualidade de vida e reduzindo a sobrevida das pacientes. Recomenda-se o
rastreamento por meio do exame clinico da mama (ECM) e a mamografia (INCA, 2004). O
ECM deve ser realizado em todas as mulheres que procuram o servigo de satide, independente
da faixa etaria, sendo o mais indicado a partir dos 40 anos e repetido anualmente (INCA,
2018d). Para as mulheres pertencentes a grupos populacionais considerados de risco elevado,
como as com historia familiar de CaM em parentes de primeiro grau, sugere-se o ECM a partir
de 35 anos (INCA, 2004). Quanto a mamografia, a Sociedade Brasileira de Mastologia a
recomenda anualmente dos 40 aos 49 anos e bianualmente a partir dos 50 anos. Este exame tem
por finalidade detectar precocemente anormalidades no tecido mamario imperceptiveis no

ECM. Ademais, sdo geradas imagens detalhadas com alta resolugdo espacial da estrutura
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interna do 6rgdo aumentando sua acuracia (GEBRIM e QUADROS, 2006). Segundo dados do
Sistema de Informacdo Ambulatorial do SUS (SIA/SUS) foram realizadas 4.609.094
mamografias em 2018. Os numeros indicam um aumento de 19% entre 2012 ¢ 2017 para a faixa
etaria de 50 a 69 anos (INCA, 2019¢). A correlagdo entre 0 ECM e a mamografia cleva a
acuidade diagnostica, o que corrobora a importancia de ambos na rotina clinica (MOLINA et
al., 2003).

E importante ressaltar que toda alteragdo suspeita de cancer nas mamas, identificada em
uma mamografia de rotina ou pelo médico durante um exame clinico, necessita ser investigada
quanto a malignidade. A ultrassonografia, Ressonancia Magnética de Imagem (MRI) e biopsia
sdo procedimentos utilizados no diagndstico do CaM (ONCOGUIA, 2017b). O ultrassom
permite analisar mudancas ndo detectadas na mamografia, particularmente em mulheres com
mamas densas. Além disso, também pode ser utilizado para examinar regides suspeitas e, ainda,
para distinguir cistos com liquido de massas s6lidas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019a).
Este ¢ um método ndo invasivo no qual ondas sonoras de alta frequéncia proporcionam imagens
da estrutura interna da mama. A ressonancia nuclear magnética (RNM) ¢é recomendada em
populagdes de alto risco, como pacientes com histdrico familiar ou predisposi¢do genética, em
pacientes reincidentes ou em mulheres em tratamento (SIRIO LIBANES, 2019). Nestas, o
exame determina, com maior precisdo, o tamanho do tumor e a existéncia, ou ndo, de outros
focos malignos no 6rgao (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019b).

No entanto, para confirmag@o diagndstica € necessario que seja realizada uma bidpsia.
Tal técnica consiste na retirada de pequenas amostras de células, tecido mamario ou um noédulo
suspeito por meio de pungdes (extracdo por agulha) ou através de uma pequena cirurgia. Em
seguida, o material retirado ¢ analisado pelo patologista para a definicdo do diagnostico
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019; WHO, 2020b). O procedimento ¢ minimamente
invasivo e permite a avaliagdo histopatologica e imuno-histoquimica do tumor, possibilitando
a programacdo do tratamento, sendo realizada tanto em lesdes palpaveis quanto impalpaveis
(INCA, 20194d).

Apds o diagndstico, os tumores mamarios sdo classificados e estadiados. Sdo lesdes
heterogéneas que diferem quanto a agressividade e resposta terap€utica. Histologicamente, sdo
definidos, em geral, como invasivos ou in situ acometendo loébulos e/ou ductos (BREAST
CANCER SOCIETY OF CANADA, 2015). A lesdo se torna invasiva ao romper a membrana
basal, atingindo o tecido adjacente e passivel de alcancar os sistemas linfatico e sanguineo. O
mais comumente diagnosticado ¢ o Carcinoma Ductal Invasivo (IDC), representando de 65 a

85% dos casos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019c).
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O CaM também ¢ categorizado molecularmente conforme a expressdo de receptores
hormonais (estrogénio e/ou progesterona) e do Receptor 2 do Fator de crescimento epidérmico
humano (HER2). Ademais, também ¢ avaliada a proliferacdo celular dos subtipos a partir da
expressdao do marcador ki67, uma proteina expressa em diferentes niveis durante as fases de
divisdo celular. Contudo, ainda nenhum valor de corte foi claramente definido para o alto indice
ki67 (DOWSETT , 2011; MIROSLAVA , 2016). Nesse contexto, sdo definidos quatro subtipos
principais: Luminal A, Luminal B, HER2-enriquecido e Triplo Negativo, conforme padrio

molecular apresentado na Tabela 2 (BARRETO-NETO et al., 2014).

Tabela 2. Critérios de classificagdo dos subtipos moleculares de Cancer de Mama.

Subtipo Padrao Molecular
Luminal A RE (+) e/ou RP (+); HER2 (-); ki67 <14%
Luminal B* RE (+/-) e/ou RP (+); HER2 (+/-) e/ou ki67 > 14%
HER2+ RE (-) RP (-); HER2 (+)
Triplo- Negativo RE (-) RP (-); HER2 (-)

RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER-2: Receptor 2 do Fator de crescimento  epidérmico humano.
*a0 menos um receptor hormonal positivo
FONTE: Adaptado de BARRETO-NETO et al., 2014

Os tumores luminais sdo os mais frequentes, representando 45 a 60% dos tumores de
mama, com melhor prognostico (CARMO et al., 2016). Sao bem diferenciados e subdivididos
em Luminal A e B. Histologicamente, os Luminais B sdo menos diferenciados que os A, com
maior indice proliferativo (avaliado pelo marcador ki67) e, consequentemente, com pior
resposta a terapia (RAZZAGHI et al., 2013).

O terceiro subtipo HER2+ possui apenas este marcador superexpresso, sendo negativo
para os receptores hormonais. Sdo tumores com pior prognédstico, com maior indice de
proliferagdo celular, angiogénese, invasao tumoral, alto grau nuclear e maior probabilidade de
acometimento multifocal e multicéntrico. Contudo, respondem a terapia alvo com anticorpo
anti-Her2 (CINTRA et al., 2012; MORROW, 2013).

O CaM triplo negativo (CMTN) ndo expressa nenhum dos marcadores adotados na
classificacdo molecular. Histologicamente, aproximadamente 80-90% dos CMTN sdo
carcinomas ductais invasivos (SORLIE et al., 2003; YUAN et al., 2014). Esses tumores
apresentam fenotipo mais agressivo e de pior prognostico, quando comparados aos outros
subtipos, com elevado indice de metastases, recidiva precoce, sobrevida inferior ¢ com

limitadas opgdes terapéuticas capazes de abranger toda a sua heterogeneidade (YAO et al,,
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2016). Apresentam alto grau nuclear ¢ histologico e, das mulheres que apresentam mutagdo no
gene BRCA 1, mais de 75% sdo portadoras de CMTN (GLUZ et al., 2009; LIVASY et al., 2006;
RAKHA et al., 2008).

Atualmente, conforme seu perfil de expressdo génica, Lehmann et al. (2011)
descreveram seis subtipos de carcinomas TN: basal 1, basal 2, imunomodulador (IM),
mesenquimal-like (M), de células-tronco mesenquimais (MLS) e luminal androgénico (LAR).
Segundo SORLIE et al. (2001), os tumores basais expressam o receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) e citoqueratinas (CK) de alto peso molecular como as CKs 5/6, 14 ¢ 17
(NIELSEN et al., 2004). Além disso, estudos indicam que pacientes com tumores desse subtipo
apresentam menor sobrevida livre de doenga. Importante salientar que de 65 a 85% dos TN séo
do tipo basal, portanto, ha tumores basais que ndo sao TN (REIS-FILHO et al., 2008; SORLIE
et al., 2003). O subtipo IM superexpressa genes envolvidos na sinaliza¢do de células imunes ¢
os subtipos M e MLS exibem uma expressdo génica aumentada para eventos de transigdo
epitélio-mesenquimal, motilidade celular e invasdo. Por fim, o subtipo LAR apresenta elevados
niveis de receptor de androgénio (AR), com sensibilidade para antagonistas do AR e padrio
genético de expressdo luminal (LEHMANN e PIETENPOL, 2015; SARAIVA et al., 2017).

O prognéstico do CaM também depende da mobilidade das células malignas, uma vez
que diferentes estagios compdem o desenvolvimento neoplasico, expressos em uma escala de
0 aIV. No 0 as células cancerigenas estdo limitadas aos ductos ou lo6bulos do tecido mamario.
No I, I e III, as células transformadas rompem ou invadem o tecido mamario normal
circundante e, no IV, o tumor, de qualquer tamanho, atinge 6rgdos distantes como pulmdes,
pele, ossos, figado ou cérebro (BREAST CANCER, 2020a). Nesse contexto, o sistema adotado
para tal é o TNM, o qual considera para a classificacdo o tamanho do tumor primario (T), as
caracteristicas dos linfonodos axilares (N) e a presenca ou auséncia de metastases a distancia
(M). Estes parametros recebem graduagdes, geralmente de TO a T4, NO a N3 ¢ MO a M1,
respectivamente. Além disso, as categorias T, N ¢ M sdo agrupadas em combinagdes pré-
estabelecidas, distribuidas nos estadios I a IV (INCA, 2004). Adicionalmente, também ¢
avaliado o status RE, RP e HER2 das células malignas e seu grau de diferenciacdo histologica
para o agrupamento do estadio e defini¢do do tratamento (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2021).

O grau histologico, estabelecido pelo indice de Notthingham e Kalmar, também ¢
observado e considerado um fator prognostico relevante. Este reflete o potencial de malignidade
do tumor, indicando a sua maior ou menor capacidade de metastatizagdo por meio da avaliacdo

do indice de formacgdo tubular, pleomorfismo nuclear e contagem mitdtica (BARROS e
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BUZAID, 2007; GALEA et al., 1992; SUNDQUIST et al., 1999). Dessa forma, a graduagdo ¢
expressa em 3 categorias de diferenciacdo que varia de G1 a G3, sendo o G1 bem diferenciado
(baixo grau), G2 moderamente diferenciado (grau intermediario) e G3 pouco diferenciado (alto
grau). Assim, quanto menos diferenciado o tumor, pior sera o progndstico, sendo que a maior
sobrevida ¢ encontrada nos pacientes em graus I e I (BATSCHAUER, 2009; DIANA et al.,
2004; GUERRA et al., 2009; SCHNEIDER e D’ORSI, 2009).

Finalmente, o tratamento do CaM envolve multiplas abordagens. Sdo realizadas, de
formas isoladas ou combinadas a cirurgia, radioterapia, hormonioterapia, terapia alvo,
imunoterapia e quimioterapia (MEISNER et al., 2008). Para a escolha terapéutica, sdo
considerados as caracteristicas do tumor, estadiamento, idade da paciente, comprometimento
linfonodal e presenga de comorbidades (ONCOGUIA, 2020).

A terapia local visa tratar a lesdo sem afetar outros 6rgaos, por meio da cirurgia, para a
remogdo do tumor, ¢ da radioterapia, com o direcionamento de feixes ionizantes as células
tumorais (ONCOGUIA, 2020). Cirurgicamente podem ser realizadas a mastectomia, com a
retirada de toda a mama e do tecido que recobre o musculo peitoral maior e a quadrantecmia,
em que o segmento ou setor comprometido é excisado (CANCER RESEARCH UK, 2014). A
radioterapia, conduzida antes ou apos a cirurgia, ¢ um método que utiliza energia ionizante
capaz de erradicar ou impedir a proliferacdo de células malignas. Todavia, o tratamento
ionizante ndo ¢ seletivo e pode atingir células normais, com efeitos colaterais (SALAZAR et
al., 2008).

Os tratamentos sistémicos incluem a hormonioterapia, terapia alvo, imunoterapia e
quimioterapia, indicadas tanto como complemento aos métodos anteriores, quanto para
tratamento paliativo ou neoadjuvante (antes da cirurgia) (INSTITUTO VENCER O CANCER,
2018). A terapia hormonal é frequentemente usada apos a cirurgia, como tratamento adjuvante,
para ajudar a reduzir o risco de recidiva do CaM, e como terapia neoadjuvante, aumentando a
eficacia terapéutica. Estudos evidenciam que o uso da hormonioterapia no estagio inicial do
CaM pode reduzir em 15 anos a recorréncia e mortalidade pela doenca, sendo recomendada
como uma medida preventiva em 75-80% dos casos da doenca (BURSTEIN et al., 2010;
MURPHY et al., 2012). E indicada para pacientes positivas para RE, pois objetiva diminuir os
niveis de estrogénio ou impedir que este se ligue a seus receptores, inibindo, assim, seu estimulo
proliferativo (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019d). Os principais hormonioterapicos
utilizados no tratamento do CaM sdo os moduladores seletivos de receptor de estrogénio (como
o Tamoxifeno®) e os inibidores de aromatase [Letrozol (Femara®), Anastrozol (Arimidex®),

Exemestano (Aromasin®)] (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CANCEROLOGTIA, 2011).
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A terapia alvo ¢ um tratamento direcionado a alvos moleculares especificos, como
fatores de crescimento, moléculas de sinalizagdo, proteinas do ciclo celular, moduladores de
apoptose ou moléculas que promovem a angiogénese (CHABNER E ROBERTS JR, 2005). O
estudo dos mecanismos moleculares €, portanto, crucial na otimizagdo da acdo desses
medicamentos. O Trastuzumabe, um anticorpo monoclonal humanizado anti- HER2, foi a
primeira droga a ser empregada com éxito na terapia-alvo, resultando em um aumento da
sobrevida das pacientes que superexpressam esse oncogene (DE BROT, 2009). Ademais,
também ja foram aprovados para o tratamento do CaM, ou estdo em estudo clinico avangado,
outros inibidores de HER como Afatinibe, Lapatinibe, Neratinibe, Prtuzumabe, TDMA-1
(ESTEVA et al.,2010).

Inibidores de Poli ADP Ribose Polimerase (PARP) também se encontram nesse grupo.
Essas polimerases, com destaque a PARP 1, encontram-se envolvidas no reparo da dupla hélice
do DNA. E sabido que, durante o ciclo celular, os filamentos dos acidos nucleicos sofrem varias
rupturas e agressdes, promovendo alteracdes que, se persistirem, conduzem a formacgdo de
tumores. Contudo, quando exacerbadas, essas mutacOes acabam por ativar a morte celular
programada. Portanto, o objetivo € promover o excesso de erros com inibidores de PARP para
que células transformadas morram por apoptose. Exemplos de farmacos que atuam nessa via
sdo Olaparibe, Rucaparibe ¢ Niraparibe sendo indicados para pacientes com CMTN mutadas
para BRCAI, uma vez que mutagdes nesse supressor de tumor colaboram com o acimulo de
erros gendmicos, favorecendo também a morte de células tumorais (GONCALVES JUNIOR,
2018).

A descoberta e compreensdo da intera¢do entre o tumor, seu microambiente e o sistema
imunologico permitiu o uso da imunoterapia no tratamento do CaM (CRISCITIELLO et al.,
2015). De acordo com Bayer et al. (2016) o sistema imunoldgico tem a capacidade de
reconhecer células tumorais ¢ elimina-las precocemente. No entanto, essas células podem
evadir ao sistema de defesa e modula-lo para imunossupressor. Nesse cenario, a imunoterapia
atua estimulando a resposta antitumoral por meio de medicamentos que bloqueiam as moléculas
expressas pelas células tumorais que impedem sua eliminagdo, permitindo, assim, que o sistema
imunologico da paciente seja ativado (BORGHAEI, 2009). Linfocitos T exercem um papel
crucial nesse mecanismo de defesa e sua ativagdo pode ser inibida pela proteina 4 associada ao
linfocito T citotoxica (CTLA-4) e pela proteina programada para morte celular (PD-1) e seus
ligantes PD-L1 e PD-L2. Essas sdo expressas em tecidos periféricos e nos tecidos tumorais
malignos. Em geral, os imunoterapicos restauram a ativagao das células T por meio do emprego

da ciclofosfamida, que bloqueia a CTLA-4, do atezolizumabe e nab-paclitaxel, que bloqueiam
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a interacdo do receptor PD-1 com seus ligantes PD-L1 e PD-L2, e da capecitabina e
carboplatina, que interferem na fun¢do do DNA (LEONARDI et al., 2018; WHO, 2019).

Por ultimo a quimioterapia adjuvante, neoadjuvante ou paliativa consiste na utilizacao
de compostos quimicos denominados quimioterapicos, os quais sdo administrados de forma
isolada ou em combinagdo via intravenosa ou oral. Esses medicamentos interferem no processo
de crescimento e divisdo celulares, sem especificidade, ndo destruindo seletiva ou
exclusivamente as células tumorais. Por conseguinte, efeitos colaterais sdo relatados como
toxicidade hematoldgica, gastrintestinal, hepatotoxicidade, leucopenia, trombocitopenia,
anemia, toxicidade pulmonar, neurotoxicidade, disfun¢do reprodutiva, toxicidade vesical e
renal, alteragdes metabolicas, toxicidade dermatologica, rea¢des alérgicas, anafilaxia
(BONASSA, 1992; WOODLOCK e LOUGHNER, 1995; INCA 1995; BRENDER, 1997). Para
tumores TNs ¢ a mais amplamente utilizada (CAREY et al., 2007; ZHANG et al., 2015) e
drogas efetivas ainda sdo necessarias para melhorar a sobrevida dessas pacientes. Nesse cendrio,
compostos de fontes naturais sdo promissores, uma vez que apresentam diferentes mecanismos
de acdo e reduzida toxicidade, permitindo formulagdes e combinagdes medicamentosas

inéditas.

1.3 Produtos naturais no tratamento sistémico do CMTN

O CMTN representa cerca de 15 a 20% de todos os CaMs (ANDERS et al., 2008).
Possui um curso clinico altamente agressivo, incluindo uma alta incidéncia
de metastases viscerais e nervosas com mutacdes mais frequentes nos genes BRACI
(WILLIAM D et al., 2003). E um tumor de dificil tratamento devido a sua heterogeneidade
inter e intra-tumoral. Entretanto, em razdo de seu curso agressivo, ¢ altamente sensivel aos
medicamentos citotoxicos e, por esse motivo, a busca por novos farmacos se mostra relevante
(PERALES et al., 2016). Varias classes de drogas, como inibidores de VEGF e de tirosina
quinase tém sido empregadas, no entanto, com resultados ainda preocupantes devido a falha no
progresso para os estudos de fase II ou falha em replicar os resultados de fase I / Il em grandes
estudos clinicos de fase III (SHINDIKAR et al., 2016).

Alternativamente, entre 1984 e 2014, produtos derivados de plantas foram aprovados
para o tratamento de diversas doengas, como malaria, neuralgia pds-herpética, gota, dor
neuropatica cronica, deméncia associada a doenga de Alzheimer e cancer (ATANASOV et al,,
2015). Segundo COSTA-LOTUFO et al. (2010), cerca de 60% dos farmacos antitumorais

descobertos no século XX sdo de origem natural. Derivados de alcaldides da Vinca como
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Vincristina, Vinblastina, Vinorelbina, Vindesina e Vinflunina sdo drogas que inibem a
dinamica dos microtibulos pela ligagdo a B-tubulina. Taxanos como o Paclitaxel e Docetaxel
também sdo reguladores de microtubulos e inibem as transicdes de fase do ciclo celular da
metafase para a anafase, reduzindo a replicacdo das células cancerigenas (JORDAN et al., 2004;
KHAZIR et al., 2014).

Diferentes medicamentos encontrados no mercado s3o derivados direta ou
indiretamente de vegetais, micro-organismos, organismos marinhos, vertebrados e
invertebrados terrestres (CHIN et al., 2006). As plantas sdo consideradas fontes nobres de
substancias para o tratamento do cancer, sendo eficazes, seguras e com estruturas passiveis de
modificagdes (BRANDAO et al., 2010). Além disso, apresentam atividades antioxidante, de
inibicdo do crescimento, de indugdo de apoptose, ¢ de controle da invasdao e formagdo de
metastases (GUPTA et al., 2014; CAO et al., 2013). Sendo assim, estudos cientificos voltados
para essa area vém crescendo substancialmente, sendo que recentemente foi aprovado, apos
anos de testes clinicos, o uso medicamentoso do Tesetaxel e Larotaxel entre outros estudos
presentes no banco de dados Clinical Trials (CLINICAL TRIAL REGISTRATION, 2016, 2021)

Contudo, estima-se que apenas 15% das 350.000 espécies de plantas existentes ja
tiveram seus constituintes quimicos investigados, o que evidencia um conhecimento incipiente
acerca de seu potencial farmacologico (WURTZEL e KUTCHAN, 2016). Dessa forma, com o
intuito de incentivar a exploracdo dessas propriedades naturais, a OMS passou a reconhecer,
desde 2002, que as plantas usadas na medicina tradicional sdo importantes recursos terapéuticos
e precisam ser sistematicamente estudadas (OMS, 2002). Portanto, ¢ sabida a necessidade de
se desenvolver agentes terapéuticos eficazes para retardar, reduzir ou reverter a incidéncia de
CaM em mulheres de alto risco. Além disso, a quimioprevengdo por produtos naturais ¢é
vantajosa, pois apresentam poucos efeitos colaterais e baixa toxicidade em comparacdo aos
compostos sintéticos (KO e MOON, 2015).

A riqueza do potencial terapéutico de uma planta se deve a presenca da alta variedade
de fitoquimicos ativos, como carotenoides, flavonoides, polifendlicos, terpendides, sulfetos,
ligninas e esterdis vegetais (MUNAZZA et al, 2016). LIAO et al. (2013) relataram que
compostos fitoterapicos podem ser utilizados como adjuvantes da quimioterapia convencional
ou até mesmo em sistemas de tratamento isolados. A curcumina (diferuloimetano) e o
resveratrol (trans-3,4’,5-tri-hidroxi-estilbeno) sdo exemplos de fitoterapicos que atuam
efetivamente no tratamento do CMTN. A curcumina é obtida do rizoma de agafrdo (Curcuma
longa Linn), muito utilizada como medicamento tradicional na india, com propriedades

antitumorais, antiangiogé€nicas, antioxidantes e anti-inflamatoérias ja demonstradas
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em estudos in vitro e in vivo (CHAINANI-WU, 2003; SHANMUGAM et al., 2015). Ja o
resveratrol, componente comum de frutas, em particular uvas, ¢ uma substancia classificada
como fitoalexina polifenolica ndo-flavondide, com propriedades quimiopreventivas (HSIEH e
WU, 2010; SINHA et al., 2016).

Dentre outros exemplos de fitoterdpicos destacam-se:

- a espécie Angelica Sinensis (danggui) de cujas raizes ¢ extraido o composto ativo N-
butilidenoftalida capaz de radiossensibilizar células malignas (SU et al., 2018);

- a espécie Berberis amurensis (xiaoboan) a partir da qual se extrai a Berbamina capaz
de inibir o crescimento, a migracdo e a invasdo de células tumorais metastaticas, bem como
induzir a apoptose (WANG et al., 2009);

- a espécie Tabebiua avellandae, cujos principais compostos ativos com agoes
antineoplésicas sao lapachol (naftoquinona) e B-lapachona (quinona), ambos extraidos de sua
casca interna (SOUSA et al., 2009; NETO et al., 2012; TELANG et AL., 2015);

- a espécie Cornus officinalis que apresenta antocianinas como seus principais
compostos bioativos (TELANG et al., 2019);

- a espécie Uncaria tomentosa (UT) (Willd.) DC (unha de gato) e seus extratos aquosos
com agdes pro-apoptoticas e de inibigdo da proliferagdo de células tumorais mamarias,
principalmente do subtipo TN (LAUS et al., 1997), todas com experimentos descritos no
CMTN.

Diante da importancia economica e social das plantas medicinais na obtencdo de
fitofarmacos e fitoterapicos, o Brasil ¢ um pais com imenso potencial inovador na area de
produtos naturais, uma vez que possui uma abundante biodiversidade. Do ponto de vista
mundial, aproximadamente 22% de todas as plantas e microrganismos conhecidos sdo
encontrados em territorio nacional. Ademais, cerca de 25.000 espécies de plantas ainda ndo
foram estudadas, demonstrando o potencial obsoleto da magnitude da biodiversidade brasileira
(CALIXTO, 2005). Portanto, essa situacdo estabeleceu um cendrio interessante para o
desenvolvimento de pesquisas que visam a descoberta de novos farmacos a partir de espécies

vegetais nativas.

1.3.1 As espécies Kalanchoe brasiliensis e Achyrocline satureoides

Segundo pesquisas de AMARAL et al. (2005), a espécie Kalanchoe brasiliensis

(Crassulaceae) ¢ uma planta nativa do Brasil, conhecida no nordeste brasileiro como saido,

coirama-branca, folha grossa, folha da sorte e folha da costa, muito utilizada popularmente no
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tratamento local de furinculos (AMABEOKU et al., 2007), tosse (ANISIMOV et al., 2009),
anexite (LORENZI e MATOS, 2008), gastrite (CRUZ et al., 2011) e tumores (SILVA et al,,
2007; MACHADO et al., 2008). Dentre os ensaios in vitro realizados com a espécie, ja foram
descritas suas atividades, anti-histaminica (ALMEIDA et al., 1997), antitiredide (FERREIRA
et al., 2000), antiviral (SCHIAVO, 2005), anticolinesterasica (TREVISAN et al., 2006),
antimicrobiana (SILVA et al., 2009) e anti- inflamatéria (IBRAHIM et al, 2002).

K. brasiliensis apresenta caracteristicas botanicas de um vegetal sublenhoso e perene,
com altura podendo variar de 30 cm a 1 m. A planta ¢ pouco ramificada com folhas suculentas,
ovais ou obovadas, opostas, curtamente pecioladas e crenadas, conforme mostrado na Figura 1
(LORENZI ¢ MATOS, 2008; AMARAL et al., 2005). Apresenta flores hermafroditas,
gamopétalas com corola amarelo-laranja mais comprida que o calice, com carpelos escamosos
que se tornam foliculos polispermos e calice intumescido e glabro. O fruto ¢ um foliculo de 6
cm que possui semente com endosperma (BARROSO, 1991). As partes da espécie mais

utilizadas popularmente sdo as folhas, sumos das folhas e o caule (AMARAL et al., 2005).

Figura 1. Folhas de Kalanchoe brasiliensis.

Fonte: SILVA, 2007.

Uma pesquisa fitoquimica prévia para o género Kalanchoe indicou a presenga de taninos
condensados (proantocianidinas) (STEVENS et al., 1995), lecitinas (ADENIKE ¢ ERETAN,
2004), bufadienolideos (glicosideos cardiotonicos), esterdides, compostos fendlicos, saponinas,
mucilagem e flavonodides (COSTA et al., 1994; NGUELEFACK et al., 2004). Com relagdo a
espécie K. brasiliensis foi descrita a presenca de diversas classes de substancias quimicas, tais

como os bufadienolideos, terpendides e flavonoides, principalmente os glicosilados da
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patuletina e da quercetina, predominantes no extrato hidrometandlico (COSTA et al., 1994;
ROSSI-BERGMANN et. al, 1994). Tais substancias apresentam diversas atividades
farmacologicas, sendo a ag@o anti-neoplasica a que mais se destaca (GAO et al. 2011; BUER
et al., 2010).

Ademais, além da espécie K. brasiliensis, pode-se incluir como promissor produto
terapéutico a espécie Achyrocline satureioides, pertencente a familia Asteraceae, conhecida
popularmente como “marcela” ou “macela”, j4 estudada sob os mais diversos aspectos
quimico, tecnologico e farmacoldogico, sendo muitas de suas propriedades atribuidas aos
constituintes fenolicos (SABINI et al., 2012).

Seu género Achyrocline inclui cerca de trinta espécies distribuidas em regides tropicais
e subtropicais, ndo s6 no Brasil como também nas Américas do Sul e Central ¢ na Africa,
incluindo Madagascar (BREMER et al., 1994). A. satureioides, nativa no sul do Brasil
(LORENZI e MATOS, 2008), tem sido usada na medicina natural e popular a partir dos extratos
de suas flores, folhas e caule, com acdo anti-inflamatoria (SOUZA et al., 2007),
antiespasmodica, analgésica e sedativa (OLIVEIRA et al, 2001), antioxidante
(DESMARCHELIER et al.,, 1998), antiviral (SABINI et al, 2012), antimicrobiana
(CEZAROTTO et al., 2011), hepatoprotetora (KADARIAN et al., 2002), imunoestimulante
(PUHLMANN et al., 1992) e anticancerigena (RIVERA et al., 2004; POGLIA et al., 2014).
Ademais, estudos mostraram que o potencial de cito e genotoxicidade de extratos desta planta
podem variar (SABINI et al., 2013).

A. satureoides ¢ descrita como uma planta herbacea perene, ereta, muito ramificada de
aproximadamente 1 m de altura. Caule, ramos ¢ folhas cobertos por pelos esbranquigados;
folhas simples alternadas, inteiras, sésseis lineares lanceoladas com largura de até 1,5 cme 10
a 15 cm de comprimento. Flores em namero de 5 a 10, reunidas em inflorescéncia axilares e
terminais do tipo capitulo, de coloracdo amarelo-dourado e odor caracteristico. Apresenta fruto
do tipo aquénio, glabro e pardo de aproximadamente 0,5 cm (Figura 2; BAKER, 1967;
LORENZI e MATOS, 2008; CASTRO e CHEMALE, 1995). E uma planta invasora comum
em terrenos baldios, pastos e campos agricolas abandonados. As inflorescéncias secas sdao
utilizadas na medicina caseira e também no enchimento de travesseiros almofadas e colchdes

pelo aroma suave e agradavel (LORENZI, 2000).



24

Figura 2. Achyrocline satureoides (marcela) em seu habitat natural.

A. Bagatini ©

Fonte: FLORA DIGITAL UFRGS, 2010.

A analise fitoquimica da marcela mostra que essa espécie ¢ rica em flavonoides
(flavonas, luteolina (LT) e quercetina (QT)) e terpenos (mono e sesquiterpenos) (LORENZI e
MATOS, 2008). Em sua composicdo quimica também ¢ relatada a presenga de
monoterpenoides, compostos fenolicos ndo flavondicos como o acido cafeico e acido
clorogénico (SAITO et al., 2005), polissacarideos e minerais (LAMATY et al; 1991;
PETROVICK et al., 1997).

Quanto as fragdes extratoras, a metandlica ja demonstrou a presenga dos flavonoides
QT, LT e 3-O-metilquercetina (FERRARO et al., 1981; SIMOES, 1984), sendo esses 0s
constituintes responsaveis por suas atividades farmacologicas. Para QT e LT ja foram relatadas
atividades citotoxicas, anti-invasivas, antiangiogénicas e antiproliferativas frente a varias
linhagens de células tumorais, atuando em multiplos alvos moleculares (CARINI et al., 2014).
Além disso, sdo capazes de reduzir a toxicidade de quimioterapicos tradicionais e superar a
resisténcia dos tumores a estes tratamentos. Seus efeitos ja foram avaliados em cancer de
bexiga, colon, figado, estdmago, mama, prostata, pulmio, melanoma, glioma e leucemia. Para
mais, alguns estudos na literatura apontam para a grande potencialidade da 3-O-metilquercetina
como agente citotoxico frente a linhagens tumorais humanas (mama, figado, leucemia, cervical
e ovario), sendo ativa em baixas concentragdes (5-10 Mm) (CARINI et al., 2014; BRASIL,
2018).



25

A bichalcona aquirobichalcona (ACB), integrante da classe das chalconas, também foi
identificada e desperta interesse cientifico devido a sua semelhanga estrutural com outras
bichalconas com propriedades anticancerigenas (MDEE et al., 2003), incluindo em linhagens
celulares tumorais de mama (JANDIAL et al., 2017) em modelos murinos de CaM (ABU et al.,
2015).

Os alvos moleculares dos flavondides geralmente sdo proteinas quinases ativadas por
mitogeno (MAPK), proteina quinase C (PKC), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K ou AKT), e
vias da B-catenina, cujas atividades tém sido associadas com transformacdo maligna e
promocao do tumor. Os flavonoides podem também interferir no fator nuclear kappa B (NFkB)
e ativador de proteina-1 (AP-1), induzindo parada do ciclo celular e apoptose (ANGELONI et
al., 2015).

Em suma, a crescente prevaléncia de canceres resistentes a farmacos demonstra a
necessidade de se pesquisar por novos agentes terapéuticos. Este problema ainda ¢ agravado
pela resisténcia desenvolvida pela maioria dos pacientes aos medicamentos quimioterapicos
disponiveis o que aumento o risco de ocorréncia de metastases, reduzindo drasticamente as
chances de sobrevivéncia dos individuos (NEWMAN e CRAGG, 2016). Produto naturais sdo
promissores sendo as espécies A. satureioides e K. brasiliensis, particularmente interessantes,

diante de seu potencial em intervir em vias diretamente relacionadas a carcinogénese.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito citotoxico dos diferentes extratos oriundos das espécies vegetais

Kalanchoe brasiliensis e Achyrocline satureioides nas linhagens tumorais mamarias T47D,

MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-157 e MDA-MB-231.

2.2 Objetivos especificos

- Definir as concentra¢des citotoxicas dos extratos das espécies K. brasiliensis e A.

satureioides em c€lulas tumorais mamarias e em linhagem controle ndo-tumorigénica;

- Avaliar a seletividade dos extratos a células tumorais mamarias;

- Definir os subtipos moleculares do CM responsivos aos extratos avaliados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do extrato e linhagens celulares

O extrato hidrometanolico das folhas da K. brasiliensis e o extrato metanolico de 4.
satureioides, ambos liofilizados e posteriormente diluidos em 8 concentragdes diferentes, foram
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho, da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJF), para o tratamento das linhagens celulares mamarias. Foram utilizadas
quatro linhagens, sendo uma ndo tumorigénica mamaria MCF-10A e as demais representativas
de tumores luminais (T47D e MCF-7), tumores positivos para HER2 (MDA-MB453) e de
CMTN (MDA-MB-157 e MDA-MB-231). Todas as cé¢lulas foram mantidas em cultivo a 37°C
em incubadora Uimida. Quanto aos meios de cultivo foram utilizados: (i) DMEM-F12
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 10 ng/mL de fator de crescimento
epidérmico (EGF), 500 ng/mL de hidrocortisona, 10 pg/mL de insulina e 50 pg/mL de
gentamicina para a linhagem MCF-10A; (ii) RPMI suplementado somente com 10% de SFB e
50 pg/mL de gentamicina para as linhagens T47D e MCF-7; (iii) IMDM suplementado com
10% de SFB e 50 ng/mL de gentamicina para a linhagem MDA-MB-453 ¢ MDA-MB-157 e
(iv) L15 suplementado com 10% de SFB e 50 pg/mL de gentamicina para MDA-MB231 (tabela
3). A excecdo da linhagem TN MDA-MB231, todas permaneceram em uma atmosfera de 5%
de COs. Os meios foram trocados em dias alternados até que as células atingissem 80% de

confluéncia para serem usadas nos experimentos de citotoxicidade.

Tabela 3. Linhagens celulares com respectivas classificagdes caracteristicas de cultivo celular e expressao de
receptores hormonais.

Nio- tumoral Tumor luminal  Tumor HER2+ Tumor triplo-negativo
Linhagens MCEF-10A T-47D e MCF-7 MDA-MB-453 MDA-MB-157 e MDA-MB-231
-DMEM-F12 + -IMDM + 10% de SFB e 50 ng/mL
10% SFB, 10 de gentamicina.
ng/mL de EGF, -IMDM + 10% -Atmosfera de 5% de CO2 (P/
500 ng/mL de -RPMI + 10% de de SFB e 50 MDA-MB- 157)
Cultivo hidrocortisona, 10  SFB e 50 pg/mL; pg/mL de -L15 suplementado com 10% de
celular pg/mL de insulina  Atmosfera de 5% gentamicina. SFB e 50 ng/mL de gentamicina (P/
e 50 pg/mL de de CO2. Atmosfera de MDA-MB-231)
gentamicina; 5% de CO2.
-Atmosfera de 5%
de CO2.
Expressao de - RE eRP HER2 -

receptor
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3.2. Avaliacao de citotoxicidade

Ap6s confluéncia, as células foram desagregadas e centrifugadas por 5 mina 1.000 Xg.
O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura. Apos
contagem e teste de viabilidade em azul de tripano, 1 x 10° células foram plaqueadas por pogo
em um volume final de 1 mL, quando entdo foram mantidas sob condi¢do de cultivo para
aderéncia. Posteriormente, foram adicionados os extratos liofilizados diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e meio nas seguintes concentracdes finais: 7,8125 ug/mL, 15,625
pg/mL, 31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125,00 pg/mL, 250,00 pg/mL, 500,00 ng/mL e 1000,00
pg/mL, incubados durante 24h e 48h a 37°C. Transcorrido esse periodo, 10 pL de brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5- difeniltetrazolio (MTT) a 5 mg/mL foi adicionado em cada poco
¢ a placa mantida a 4 horas, quando, finalmente, foram pipetados 50 ul de solugdo de SDS
20%/N-dimetil-formamida 50%. Apds 16 horas, as placas foram lidas a 570 a 590 nm em leitora
Thermo Plate, TP-Reader. Como controle foram utilizadas células tratadas apenas com o
diluente Dimetilsulfoxido (DMSO) e células ndo tratadas com nenhuma substdncia. A

viabilidade percentual foi calculada de acordo com a Formula (F1):

(F1)

idilidi (%) = Agf(gg__ A:;m x100

AA = Absorbancia da Amostra
ABSC = Absorbancia do controle de viabilidade (apenas com células)
ABSM = Absorbancia do controle negativo (apenas meio de cultura)

ADMSO = Absorbancia do controle de tratamento (DMSO)

3.3 Analises estatisticas

Utilizando o software GraphPad Prism 8.0, a normalidade dos dados foi verificada pelo
teste de Kolmogorov—Smirnov. Posteriormente, dados foram submetidos a analise de variancia
univariada ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey. O céalculo da IC50 foi realizado por
regressdo ndo linear e o Indice de Seletividade (IS) foi obtido a partir da razio entre o valor de
IC50 da linhagem ndo tumoral MCF-10A e IC50 das linhagens tumorais, sendo considerados

promissores valores > 2. Por fim, foram considerados significantes os valores de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foi avaliado o extrato hidrometanolico de K. brasiliensis (Figura 3). Na
analise da linhagem ndo tumoral, em ambos os tempos, o extrato foi citotoxico sendo que, no
tratamento por 24 horas (Figura 3A), houve reducdo da viabilidade celular em 60% a partir de
62,5 pg/mL e, no tratamento por 48 horas (Figura 3B), apenas 55% das células se mantiveram

viaveis a partir de 125,00 pg/mL.

Figura 3. Comparacgio da viabilidade celular das linhagens MCF-10A, T47-D, MCF-7, MDA-MB-453,
MDA-MB-157 e MDA-MB-231 apés tratamento com extrato Hidrometanoélico das folhas de K. brasilensis.
Os resultados foram avaliados em diferentes concentragdes por 24 horas (A) e 48 horas (B). Estao apresentados
em média do desvio padrio de trés experimentos realizados em triplicata. As letras indicam significancia
estatistica.
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Os perfis das respostas celulares das linhagens luminais T47D e MCF-7 foram
semelhantes em ambos os tempos, com viabilidade média de 55 e 75%, respectivamente.. Ja
para as células positivas para HER2 (MDA-MB453), houve indugdo da proliferacdo apos 24
horas de tratamento com a concentragdo inicial do extrato e, nas demais, a viabilidade foi
mantida em cerca de 90%. Em contrapartida, apds 48 horas, o extrato foi capaz de reduzir e
manter a viabilidade dessa linhagem em 50% nas quatro concentragdes finais.

Considerando os subtipos TN, suas respostas diferiram da linhagem MCF-10A (ndo
tumorigénica). A MDA-MB-157 demonstrou diferenca entre os tratamentos, sendo que, apos
24 horas, sua viabilidade foi reduzida em 50% a partir de 125,00 ng/mL. Por fim, a MDA-MB-
231, diferentemente das demais, se mostrou mais sensivel em ambos os tratamentos, com 50%
de viabilidade ja nas concentragdes iniciais, chegando a uma redugédo de 30% nas concentragdes
proximas a 1000,00 pg/mL para ambos os tempos experimentais. Vale salientar que, apos 48
horas, a viabilidade da MCF-10A se mostrou superior 8 MDA-MB231 nas quatro primeiras
concentragoes.

Em seguida foi avaliado o extrato metanolico de A. satureioides (Figura 4). Na analise
da linhagem ndo tumorigénica, o perfil de resposta celular se manteve semelhante em ambos os
tratamentos, com uma reducdo significativa em sua viabilidade celular de cerca de 55% a partir
da concentracdo 62,5 ng/mL.

Em relacdo as linhagens tumorigénicas, as células T47-D apresentaram reducao de 50%
em sua viabilidade somente nas concentragdes finais de 500,00 pg/mL ¢ 1000,00 pg/mL, em
ambos os periodos. Quanto a MCF-7, o extrato se mostrou mais citotoxico apos 48 horas, sendo
capaz de reduzir a viabilidade em 50% nas cinco concentracdes iniciais testadas, atingindo 30%
nas concentragdes de 250,00 pg/mL a 1000,00 pg/mL. As linhagens MDA-MB-453 (positiva
para HER2) e MDA-MB-157 (TN) apresentaram redugdo de 50% da viabilidade celular apenas
no tratamento por 48 horas. Finalmente, a MDA-MB-231 (TN) também apresentou um perfil
de resposta diferente das demais em ambos os tempos com redugdo de 50% da viabilidade nas
concentracdes iniciais ¢ viabilidade minima de 35% nas duas concentragGes finais. Novamente,
como no extrato anterior, nas trés primeiras concentracdes, apos 48 horas de tratamento, a

viabilidade da MCF-10A se mostrou superior 8 MDA-MB231.
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Figura 4. Comparacio da viabilidade celular das linhagens MCF-10A, T47-D, MCF-7, MDA-MB-453,
MDA-MB-157 e MDA-MB-231 apés tratamento com extrato Metandlico de A. satureioides. Os resultados
foram avaliados em diferentes concentragdes por 24 horas (A) e 48 horas (B). Estdo apresentados em média do
desvio padrdo de trés experimentos realizados em triplicata. As letras indicam significincia estatistica.
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Conforme demonstrado na Tabela 3, o extrato vegetal obtido tanto de K. brasilensis
quanto de A. saturoides se mostraram ativos apenas para a linhagem tumoral MDA-MB231.
Contudo, considerando o célculo do indice de seletividade (IS), K. brasilensis foi seletiva para

a linhagem MDA-MB231 e A. saturoides a MCF-7.
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Tabela 3. Valores de IC50 e IS apds tratamento das linhagens celulares MCF10A, T47D, MCF-7, MDA-MB-453,
MDA-MB-157 e MDA-MB-231 com o extrato Hidrometanodlico das folhas de K. brasiliensis (ng/mL) e extrato
Metanolico de 4. saturoides (ug/mL) por 24 e 48 horas.

Kalanchoe brasiliensis (Extrato Hidrometanolico)

IC50 (ng/mL) IS
Linhagem 24H 48H Linhagem 24H 48H
MCF 10A 44,00 >1000
T-47D >1000 >1000 MCF 10A x T-47D ns ns
MCEF-7 >1000 >1000 MCF 10A x MCF-7 ns ns
MDA-MB-453 >1000 >1000 MCF 10A x MDA-MB-453 ns ns
MDA-MB-157 205,00 >1000 MCF 10A x MDA-MB-157 0,21 ns
MDA-MB-231 218,00 311,00 MCF 10A x MDA-MB-231 0,20 >2,0

Achyrocline satureioides (Extrato Metanolico)

IC50 (ug/mL) IS
Linhagem 24H 48H Linhagem 24H 48H
MCF 10A 45,00 44,00
T-47D 346,00 >1000 MCF 10A x T-47D 0,13 ns
MCEF-7 >1000 23,00 MCF 10A x MCF-7 - 1,91
MDA-MB-453 >1000 wox MCF 10A x MDA-MB-453 - ok
MDA-MB-157 >1000 >500 MCF 10A x MDA-MB-157 - ns
MDA-MB-231 232,00 234,00 MCF 10A x MDA-MB-231 0,19 0,19

** Todas as concentragdes exibiram efeito citotoxico semelhante
>1000: ndo ativo na faixa de concentrag¢des utilizadas
ns: ndo seletivo

5. DISCUSSAO

A complexidade dos tumores TNs mamarios, com rapida evolugdo, desfecho clinico
muitas vezes desfavoravel e pior progndstico com alto risco de recidiva e metastase, exige
esfor¢os dedicados a descoberta e desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Apesar
dos avancos na pesquisa molecular e o advento da imunoterapia e das terapias em associacdo,
o CaMTN permanece tratado, principalmente, por quimioterapia, a qual se mostra essencial
para a sobrevida das pacientes. Nesse contexto, extratos de plantas nativas do Brasil tém
contribuido substancialmente para a geracdo de novos farmacos, destacando-se por sua
seletividade, com menos efeitos colaterais, baixa toxicidade e eficacia (SENEL e MCCLUER,

2004; KOOHPAR et al., 2015). O presente estudo avaliou os efeitos do extrato hidrometandlico
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das folhas de K. brasiliensis ¢ do extrato metandlico de 4. satureoides sobre linhagens
mamarias, em especial a células representativas de CaMTN.

Presentemente foi analisada a capacidade dos extratos em interferir na viabilidade de
células de CaM pelo método colorimétrico utilizando MTT, o qual ¢ considerado uma
ferramenta valida para a determina¢do do potencial citotoxico de varios produtos quimicos,
drogas, poluentes ambientais e extratos vegetais (BONCLER et al., 2014). E baseado na
atividade da enzima desidrogenase mitocondrial que, quando ativa, ¢ capaz de metabolizar o
reagente em formazan, caracterizado por sua coloragdo arroxeada, insoluvel em dagua e
solubilizado em DMSO. A quantidade de sal formazan produzida ¢ proporcional ao nimero de
células viaveis (MOSMANN, 1983; LIU et al., 1997). Esse teste ¢ amplamente utilizado para
a avaliacdo do crescimento e sobrevivéncia celulares, sendo quantitativo, rapido, simples, de
baixo custo e seguro. A sensibilidade do teste do MTT ¢é dependente do tipo de célula, do seu
estado metabdlico médio e da técnica usada para solubilizar os cristais de formazan
(CHAPDELAINE, 2010). Tal metodologia ja foi explorada para estimar a citotoxicidade do
extrato etanolico, aquoso e diclorometano de K. daigremontiana em linhagens celulares de
cancer de colo de utero (HeLa), de ovario (SKOV-3), de mama (MCF-7) e melanoma (A375)
(STEFANOWICZ et al., 2020). Também ja foi aplicada a extratos metanodlico, etandlico e
aquoso de folhas de Bryophyllum calycium em células BHK-21 (JOSHI e CHAUHAN, 2013)
¢ a extratos etanolico, hexano, diclorometano e aquoso de 52 espécies de plantas medicinais em
células de cancer de pulmdo (A549), de mama (MDA-MB-231), cervical (KB3-1) e de colon
(SW480) (KAEWPIBOON et al., 2012).

No CM, a atividade antitumoral de diferentes espécies vegetais ja foi descrita, como
Curcuma ionga Linn (GHORBANI e HOSSEINI, 2015), Hedera nepalensis (hera) (JAFRI et
al., 2016), Strobilanthes crispus (YAACOB et al., 2015), Camellia sinensis (ASADI-SAMANI
et al., 2016), Vernonia condensata (THOMAS et al., 2016), Allium wallichii (BHANDARI et
al., 2017), Elephantopus mollis (KUETE et al., 2017), Alpinia zerumbet (ROMAN JUNIOR et
al., 2017), Panax ginseng (SODRUL et al., 2018). Ademais, pesquisas cientificas com
individuos do género Kalanchoe ja foram realizadas e demonstraram seu potencial
farmacologico, incluindo atividades anti-leishimanicida, anti-tumoral, hepatoprotetora, anti-
HIV e analgésica (SHIROBOKOYV et al., 1981; DA-SILVA et al., 1999; SUPRATMAN et al.,
2001; YADAYV e DIXIT, 2003; WU et al., 2006). As espécies. K. pinnata, K. daigremontiana
e K. tubiflora apresentaram efeitos quimiopreventivos associados a bufadienolideos extraidos
de suas folhas (SUPRATMAN et al., 2001). KUO e colaboradores (2008) avaliaram o extrato

metanolico de K. hibridados, o qual foi citotoxico a linhagem de CaM MCF-7 e de carcinoma
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de pulmao NCI-H460. No trabalho realizado por STEFANOWICZ e colaboradores (2020) foi
obsevada a agdo antitumral da fra¢do diclorometano do extrato de K. daigremontiana em células

MCF-7. K. laciniata também diminuiu a viabilidade dessa linhagem (RAHMAT et al., 2005).

Os resultados apontaram que os comportamentos das linhagens mamarias foram
diferentes para cada um dos extratos testados. Enquanto o extrato hidrometandlico de K.
brasiliensis foi citotoxico e seletivo a linhagem TN MDA-MB231, ap6s 48 horas, o metanolico
de A. satureoides foi mais ativo na linhagem de CaM luminal MCF-7 ap6s esse mesmo tempo
de tratamento. Importante salientar que a linhagem MCF-10A, ndo tumorigénica, também foi
sensivel, de modo que foi verificada redu¢@o na sua viabilidade. Portanto, diante de resultados
divergentes conforme os subtipos moleculares de CaM, ¢ imperativa a caracterizacdo das
substancias majoritarias desses extratos para, assim, analisar a origem de seus efeitos
farmacologicos. Interessantemente, extratos de plantas medicinais possuem diferentes
constituintes quimicos, os quais, em geral, apresentam efeitos sinérgicos e, para as espécies
avaliadas nesse estudo, sugerimos que estejam modulando diferentes vias relacionadas aos
subtipos TN e luminal. De fato, a caracterizagdo de componentes ativos, bem como de
mecanismos de agdo ¢ um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e para
a farmacologia. Dados da literatura cientifica apontam que metabolitos secundarios,
principalmente flavonoides, alcaloides, carotenoides e terpendides auxiliam no combate a
tumores, inibindo a proliferagdo, angiogénese e invasdo, além de induzirem danos ao DNA,

parada do ciclo celular e apoptose (SWATON, 2004; LEE, 2005).

Segundo revisdo de MILAD e colaboradores (2014), varios componentes de diferentes
espécies de Kalanchoe ja foram isolados, sendo estes: flavondides glicosilados, alcaldides,
antocianinas, cumarinas, triterpenoides, fenantrenos, lipideos, esteroides e acidos graxos. Para
mais, estudos demonstram que suas folhas contém um grupo de substincias quimicas
denominadas bufadienolideos, os quais sdo extremamente ativos, com agdes antibacteriana,
antitumoral, preventiva do cancer e inseticida (FERREIRA, 2016). A espécie K. brasiliensis foi
estudada por COSTA e colaboradores (1994), que identificaram sete flavondides derivados da
patuletina glicosilados, sendo os calambrosideos A, B e C descritos inicialmente, ¢ a patuletina
3- O - a -L- rhamnopiranosil-7- O - a -L-ramnopiranosideo posteriormente relatados como
marcadores quimicos de seu extrato hidrometanolico (COSTA et al., 2015). Flavonodides
glicosideos derivados da eupafolina também foram detectados (COSTA et al., 1994; ROSSI-
BERGMANN et. al, 1994). Tais substancias se destacam por suas agdes anti-neoplasicas

(BUER et al., 2010; GAO etal. 2011).
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Para a espécie A. satureioides, os metabolitos secundarios com alta atividade
antitumoral que mais se destacam em sua composi¢do sdo os flavonoides luteolina (LT),
quercetina (QT), 3-O-metilquercetina (3-O-MQ) e a bichalcona Aquirobichalcona (ACB)
(SOUZA et al., 2018). Segundo estudos de Poglia et al (2014) as propriedades citotoxicas de
LT e QT, ja testadas tanto in vitro quanto in vivo para diferentes tipos de céncer, incluem
inibi¢do da proliferagdo de células tumorais, prote¢do contra estimulos carcinogénicos, ativagdo
da parada do ciclo celular, supressdo das vias de sobrevivéncia celular e estimulagdo das vias
de sinalizacdo para a apoptose. Seus alvos moleculares anticancerigenos descritos sao ciclinas
e proteinas quinases dependentes de ciclina (CDK1-CDK9) (SCHWARTZ ¢ SHAH, 2005).
Adicionalmente, apresentam efeito antioxidante, pois sdo capazes de inibir e reduzir os danos
induzidos por espécies reativas de oxigénio (ROS) em lipidios, DNA e proteinas (BROWN ¢
RICE-EVANS, 1998; BOOTS et al., 2008; ABARIKWU et al., 2012).

A QT e 3-O-MQ sdo semelhantes molecularmente, diferindo apenas por um grupo metil
no carbono-3 do anel C (SCHWINGEL et al., 2014). H4 relatos na literatura cientifica de que
a metilacdo pode alterar as propriedades dos flavonoides permitindo que essas moléculas
atravessem as membranas bioldgicas mais facilmente, levando a maiores concentracdes
intracelulares desses compostos e, portanto, resultando no aumento de suas atividades
anticancerigenas e antiproliferativas (CHIDAMBARA et al., 2012; WESOLOWSKA et
al.,2012;). No entanto, ainda ndo foi determinado se o 3-O-MQ ¢ mais citotoxico do que a QT
e se o grupo metil adicional presente é responsavel por esses efeitos. Ja a ACB ¢ uma molécula
nova, descrita apenas para A. satureioides, com estrutura semelhante a outras bichalconas
naturais (CARINI et al., 2015; BARTMANSKA et al., 2018). Seus efeitos na linhagem MDA-
MB231 foram publicados por BIACNCHI et al (2020), sendo mais ativo que 3-O-MQ. Em
outro estudo, CHIEN et al (2009) demonstraram que a QT foi capaz de reduzir a viabilidade
dessa mesma linhagem ao induzir a apoptose ¢ parada de ciclo celular, além de reduzir os niveis
da proteina p53. Ja também foram descritos os efeitos da LT em células de cancer de mama

MCF-7, MDA-MB-231 e SK-BR3 (KIM et al., 2012; LEE et al., 2012).

Por fim, a LT também apresenta efeitos antiestrogénicos por reduzir o nivel de
expressdo do ER através da inibicdo da transcri¢do do gene ER ou da potencializagdo da
degradacao desse receptor (HAN et al., 2002). Dessa forma, inibe a sintese e proliferagdo de
DNA em células epiteliais mamarias e células de CaM induzidas por estrogénios, tanto in vitro
quanto in vivo (HOLLAND e ROY et al., 1995; HAN et al., 2002), o que justifica os resultados
aqui apresentados para a linhagem MCF-7.
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Com base no exposto, flavonoides sdo substancias fendlicas de origem natural, cuja
sintese ndo ocorre na espécie humana. Apresentam-se como pigmentos naturais que
desempenham um papel imprescindivel na prote¢do contra agentes oxidantes e, quando
consumidos, podem apresentar propriedade farmacoldgicas (NEVES et al., 2009; ROSA et al.,
2010). Logo, sua atividade antitumoral se d4 pela inibi¢do da carcinogénese quimica ou
biologica, devido a sua acdo antioxidante, inibindo a liberagdo de radicais livres e induzindo a
apoptose (KOBAYASHI et al., 2002). Nesse contexto, as atividades citotoxicas verificadas
neste estudo para K. brasiliensis e A. satureioides podem decorrer da agdo dos flavonoides, ja

que sdo os principais constituintes presentes no extrato.

6. CONCLUSAO

No presente estudo, foi avaliada a citotoxicidade do extrato hidrometandlico de K.
brasiliensis e do extrato metandlico de A. satureoides a linhagens mamarias MCF-10A, T47D,
MCEF-7, MDA-MB453, MDA-MB157 ¢ MDA-MB-231 em diferentes concentra¢cdes nos
tempos de 24 e 48 horas. Essas células apresentaram um comportamento distinto para os dois
extratos vegetais, sendo o de K. brasiliensis promissor para as cé¢lulas MDA-MB231 (CaMTN)
e o de 4. satureoides ativo na linhagem MCF-7 (CaM luminal). A linhagem MCF-10A também
foi sensivel aos tratamentos. Contudo, a fim de confirmar os resultados obtidos neste estudo,
bem como esclarecer os mecanismos e as vias moleculares moduladas por essas espécies no
CaM, ¢ necessaria a caracterizagdo de suas substancias majoritarias, bem como um

aprofundamento nos ensaios a serem realizados, incluindo em modelos animais.
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