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RESUMO

O Cancer de Mama ¢ o tumor maligno mais comumente diagnosticado no mundo, superando
os casos de cancer de pulmdo. Apesar dos avangos cientificos, permanece sendo a segunda
causa de morte em mulheres, questionando os métodos atuais de tratamento e exigindo esforcos
dedicados a caracterizagdo de novos medicamentos. Produtos naturais se destacam, uma vez
que possuem compostos ativos com ampla agdo antitumoral, interferindo em diferentes vias
oncogénicas. O presente estudo objetivou determinar a atividade in vitro do extrato
cloroformico de Eremanthus erythropappus e do acido betulinico obtido dessa espécie em
linhagens celulares de cancer de mama. Quatro linhagens, MCF-10A (ndo-tumorigénica),
MCF7 (tumoral luminal), MDA-MB-453 (tumoral HER2-positiva) e MDA-MB-231 (tumoral
triplo negativa) foram cultivadas e tratadas com diferentes concentragdes (7 pg/mL a 500
ug/mL) de EAT21 (extrato clorofémico) e EAT22 (eri betulinico). A citotoxicidade foi avaliada
pelo método-padrao utilizando MTT, o ICs (capacidade de inibir 50% das células) calculado e
a seletividade definida. A atividade antiproliferativa também foi determinada pelo ensaio
clonogénico, utilizando a linhagem triplo negativa MDA-MB-231. Tanto EAT21 quanto
EAT22 foram ativos nas células MCF7 ¢ MDA-MB-231. Contudo, a linhagem de cancer de
mama luminal foi mais sensivel, com ICsy abaixo da menor concentracdo para ambos 0s
compostos e apds os tratamentos por 24 ¢ 48h. Ja para a MDA-MB-231, destacou-se 0 EAT22,
com ICsp < 7 ug/mL apds 24 h e 48 h. Esse composto também inibiu significativamente a
clonogenicidade das células de cancer de mama triplo-negativo. Nossos resultados direcionam
estudos aprofundados em modelos animais e dos mecanismos de acdo do acido betulinico
enquanto possivel alternativa terap€utica para o tratamento do cancer de mama triplo-negativo.

Palavras-chaves: Acido betulinico. Cancer de Mama. Produtos naturais. Tratamento.



ABSTRACT

Breast Cancer is the most commonly diagnosed malignant tumor worldwide, surpassing cases
of lung cancer. Despite scientific advances, it remains the second cause of death in women,
questioning current treatment methods and requiring dedicated efforts to characterize new
drugs. Natural products stand out, since they have active compounds with broad antitumor
action, interfering with different oncogenic pathways. The present study aimed to determine the
in vitro activity of the chloroform extract of Eremanthus erythropappus and betulinic acid
obtained from this species in breast cancer cell lines. Four cell lines, MCF-104 (non-
tumorigenic), MCF7 (luminal tumor), MDA-MB-453 (HER2-positive tumor) and MDA-MB-
231 (triple-negative tumor) were cultured and treated with different concentrations (7 ug/mL
at 500 ug/ml) of EAT21 (chloroform extract) and EAT22 (betulinic acid). Cytotoxicity was
evaluated by the standard method using MTT, the ICso (capacity to inhibit 50% of cells)
calculated and selectivity defined. Antiproliferative activity was also determined by clonogenic
assay, using the triple negative cell line MDA-MB-231. Both EAT21 and EAT22 were active in
MCF7 and MDA-MB-231 cells. However, the luminal breast cancer line was more sensitive,
with ICsg below the lowest concentration for both compounds and afier treatments for 24 and
48h. For MDA-MB-231, EAT22 stood out, with IC50 < 7 ug/mL after 24 h and 48 h. This
compound also significantly inhibited the clonogenicity of triple-negative breast cancer cells.
Our results direct in-depth studies in animal models and the mechanisms of action of betulinic
acid as a possible therapeutic alternative for the treatment of triple-negative breast cancer.

Keywords: Betulinic acid. Breast cancer. Natural products. Treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer: defini¢io e epidemiologia

O céancer ¢ um dos problemas de satide publica mais alarmantes em todo o mundo. E
definido como um conjunto de células com intensa capacidade replicativa, podendo ser benigno
ou maligno. No primeiro caso, o crescimento ¢ lento ¢ organizado e ndo ha altera¢des nas
caracteristicas moleculares das células. Quando maligno, ha mudangas genéticas criticas com
perda da capacidade de controle de diferentes vias como a de proliferacdo e morte, de modo
que ha a possibilidade de invasdo e alcance de 6rgdos e tecidos além do seu sitio de origem,
definido como metastase (FILHO et al, 2002).

Hanahan e Robert, em 2011, apresentaram algumas caracteristicas das células malignas
que se destacam, como sustentac@o da sinalizagdo proliferativa, bloqueio de sinais supressores
de crescimento, ativagdo de mecanismos de invasdo ¢ metastase, imortalizagdo, angiogénese,
morte celular, reprogramacao metabolica e escape imunologico. Ja em 2022, Hanahan publicou
um novo estudo destacando o papel da vascularizagdo nesse processo, uma vez que os tumores
podem se tornar suficientemente vascularizados, seja pela ativacdo da angiogénese ou pela
captacdo de vasos de tecidos normais. Também foi citado o desbloqueio da plasticidade
fenotipica, pois na organogénese as células desempenham suas fungdes em um estado
homeostatico de diferenciacdo terminal, estabelecendo uma barreira a proliferagdo continua.
Assim, no cancer, ocorre a desdiferenciacdo de estados maduros para estados progenitores, o
que promove o desenvolvimento e progressdo da doenga. Os autores também evidenciam a
importancia da reprogramacgao epigenética ndo mutacional, a qual contribui para a modulacdo
do tumor. Finalmente, a influéncia dos microbiomas polimérficos € citada, ja que a microbiota
pode promover tumores devido a producdo de toxinas que danificam o DNA, ou esses
microrganismos expressam moléculas que mimetizam sinais extracelulares proliferativos.
Também foi acrescentado o conceito de “caracteristicas habilitantes™”, as quais incluem
mecanismos moleculares ¢ celulares pelos quais as marcas anteriormente descritas sao
adquiridas. Essas caracteristicas permitem com que as células pré-neoplasicas em evolugdo
desenvolvam e adquiram fenotipos aberrantes (Figura 1) (HANAHAN, 2022; HANAHAN et
al, 2011).



10

Figura 1- Caracteristicas ou marcas moleculares associadas ao cancer. A) Caracteristica publicadas em 2011. B)

Caracteristicas incorporadas em 2022 por HANAHAN et al.
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Fonte: autoria propria.

Mutagdes

De acordo com Roy (2017), o surgimento de células cancerosas decorre da incapacidade
do sistema de defesa identifica-las e destrui-las. De fato, o risco de desenvolvimento de tumores
¢ maior em pessoas com deficiéncia no sistema imunoldgico em funcdo de estresse, idade
avancada, doenca cronica debilitante, uso prévio de quimioterapia ¢ abuso de drogas como
analgésicos, antibidticos e corticosteroides. Portanto, lesdes malignas sdo consideradas massas
complexas compostas por diferentes tipos celulares com participagdo heterotipica. Além disso,
a biologia dos tumores ndo pode ser entendida simplesmente por caracteristicas pontuais das
células cancerigenas, devendo abranger as contribuigdes do microambiente tumoral
(HANAHAN et al, 2011).

Ao longo dos séculos XX e XXI ¢ notavel o aumento do nimero de casos de cancer em
todo o mundo, o que esta relacionado aos diferentes fatores de risco, especialmente ambientais,
ao comportamento ¢ ao envelhecimento populacional. Os dados epidemiolégicos corroboram
esse fato, uma vez que, em 1919, no Rio de Janeiro, o cancer ficava em sexto lugar dentre as
causas de morte na populagdo, depois da tuberculose, doengas gastroenterites, cardiovasculares,
pneumonias ¢ nefrites (FILHO; MONCAU, 2002). Atualmente, segundo dados apresentados

pelo GLOBOCAN, dos 193 paises existentes no mundo, 112 deles apresentam o cancer como
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primeira ou segunda doenga que mais mata pessoas abaixo de 70 anos, sendo uma importante
barreira para o aumento da expectativa de vida em todos os paises do mundo. Para ambos os
sexos, metade de todos os casos ¢ 58,3% das mortes por cancer ocorreram na Asia em 2020,
onde residem 59,5% da populacdo global. A Europa apresenta 22,8% do total de casos de cancer
e 19,6% das mortes, embora represente 9,7% da populacdo global. Nas Américas ocorreram
20,9% dos diagnosticos e 14,2% dos 6bitos (SUNG PHD et al., 2021).

Dados epidemioldgicos sdo essenciais para a compreensdo do curso da doenga e dos
impactos dos avangos cientificos na populacdo, possibilitando intervengdes oportunas e
adequadas e o desenvolvimento de politicas eficientes de prevengao, rastreamento e diagndstico
(MATTIUZZI; LIPPI, 2019). Com o inicio da pandemia da COVID 19, houve uma paralizagdo
de atividades presenciais e imposi¢do do distanciamento social como forma de conter a
transmissdo da doenca. Como consequéncia, a coleta de dados em campo sobre a epidemiologia
do cancer no Brasil ¢ em diversos paises do mundo ficaram em segundo plano, em decorréncia
da urgéncia de informar os dados relativos ao virus e tentar conter e amenizar seus impactos.
Por isso, € possivel observar que ha uma lacuna de informagdes epidemioldgicas sobre canceres
em geral entre os anos de 2019 até 2022 (SILVEIRA; BASTOS, 2022).

Contudo, as doengas malignas podem ser consideradas como o primeiro e mais
importante problema de satde publica, impondo um desgaste clinico dramatico, perturbando os
padrdes sociais ¢ demandando uma enorme quantidade de recursos econdmicos (MATTIUZZI,
LIPPI, 2019). No mundo, o risco de desenvolver cancer entre 0 ¢ 74 anos ¢ de 20,2% (22,4%
em homens e 18,2% em mulheres) sendo registrados 19 milhdes de casos em 2020. O Cancer
de Mama (CM) € o mais incidente (46,3 por 100.000 pessoas) com 2,3 milhdes de diagnosticos
nesse mesmo ano. Destacam-se também o cancer de pulméo (11, 4%) com 2,206,771 casos; e
prostata (7,3%) com 1,414,259 casos (MATTIUZZI; LIPPI, 2019; GLOBOCAN, 2020).
Quanto a mortalidade, o cancer de pulméo é o que mais mata (18,0% do total de mortes por
cancer), seguido pelo cancer colorretal (9,4%), de figado (8,3%), de estomago (7,7%) e CM
feminino (6,9%). Por sexo, o cancer de pulmao ¢ a principal causa de morte pela doenga em
homens, seguido pelo cancer de prostata e colorretal, porém o cancer de prostata € o mais
comumente diagnosticado. Nas mulheres, o CM, além de ser o mais incidente, é também a
principal causa de morte pela doenga, seguido pelo cancer colorretal e de pulmao (SUNG PHD
etal., 2021).

Segundo estimativas publicadas na American Cancer Society’s (2023), no ano de 2023,

nos Estados Unidos, sdo esperados aproximadamente 1.958.310 casos de cancer, o equivalente
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a cerca de 5.365 novos casos por dia. Destes, 300.590 serdo de CM. A mortalidade chegara a
609.820 pessoas, correspondendo a quase 1.671 mortes por dia (SIEGEL; MILLER et al., 2023)

No Brasil, entre os anos de 1978 a 2017 houve um aumento no nimero de casos de
cancer em geral de 8,3% para 16,2% nos homens e de 9,1% para 18,3% nas mulheres (SILVA
et al., 2020). Segundo dados do INCA (2022), os homens apresentam maiores taxas de
ocorréncia de tumores em relagdo as mulheres. No Brasil estima-se que, entre 2023-2025,
ocorrerdao 704 mil novos casos de cancer a cada ano, sendo o de pele ndo melanoma o mais
incidente, com 220 mil casos; seguido pelo de mama com cercade 73.610 e prostata com 71.730
casos (Figura 2). No Brasil, os canceres mais frequentes em mulheres para o tri€nio 2023-2025

estdo representados na Figura 2.

Figura 2- Dados epidemiol6gicos mostrando a taxa de incidéncia de canceres em mulheres no Brasil. Os

dados sdo estimados para o triénio 2023-2025.

Incidéncia de Céancer no Brasil

Localizagdo primaria Casos %
Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e Reto 23.660 9,7%
Colo do atero 17.010 7,0%
Traqueiaq, Bronquio e Pulmdo 14.540 6,0%
Glandula Tireoide 14.160 5,8%
Estomago 8.140 3,3%
Corpo do utero 7.840 3,2%
Ovdario 7.310 3,0%
Pancreas 5.690 2,3%
Linfoma ndo Hodgkin 5.620 2,3%

Fonte: INCA, 2022

Fonte: ONCOGUIA, 2022.

1.2 Anatomofisiologia mamaria

A mama é composta por tecido glandular, conjuntivo e adiposo, sendo responsavel pela
produgdo de leite durante a lactagdo. O leite € produzido pelos 16bulos mamarios e conduzido
por ductos até o mamilo. A mama adulta se encontra no musculo peitoral, localizada na caixa
toracica, se estendendo do esterno até o centro da axila. A area formada por tecido mamario nas
axilas ¢ chamada de "cauda axilar de Spence". Cada mama possui de 15-25 Ilobos
independentes, os quais sdo constituidos por um conjunto de 16bulos, sendo que cada lobo
possui um ducto principal. A maioria dos casos de CM comeca nas células epiteliais que

revestem os ductos e 16bulos (BAZIRA et al., 2022; ALEX et al2020) (Figura 3).
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Figura 3: Representa¢do anatomica da mama.
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Fonte: autoria propria.

O microambiente em que as células epiteliais mamarias estdo presentes € composto de
estroma (incluindo matriz, adipdcitos, fibroblastos e vasos sanguineos) e células imunes.
Alteragdes nesses componentes sdo associadas ao desenvolvimento de CM. Além disso, fazem
parte da mama os vasos sanguineos ¢ linfaticos (HIEKEN, 2022; RIVARD et al., 2021). O
estrogénio ¢ fundamental no desenvolvimento e manutengdo do 6rgdo, sendo responsavel pelo
crescimento dos ductos e maturagdo dos mamilos, agindo como um indutor de proliferagdo
celular. E um horménio lipossolavel produzido pelos ovarios e, em menor quantidade, pelas
glandulas suprarrenais sendo estimulado pela hidrocortisona, fatores de crescimento
semelhantes a insulina (IGF) e hormonios de crescimento. A hidrocortisona ¢ importante para
manter um bom funcionamento das glandulas suprarrenais, ja 0 hormdnio de crescimento altera
o fluxo e o metabolismo das células, aumentando a glicose circulante para que haja
desenvolvimento tecidual. Durante a adolescéncia, esse hormdnio estimula a produgéo de IGF,
o qual também ¢ essencial na proliferagdo celular. Sua producdo diminui na menopausa, em
que hd uma reducdo do tecido glandular e um amento de células adiposas. A progesterona
também ¢ liberada pelos ovarios e ajuda no desenvolvimento dos ductos terminais e das

estruturas lébulo-alveolares (BISTONI; FARHADI, 2015).

1.3 Cancer de Mama
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O CM ¢ uma doenga caracterizada pelo crescimento rapido e desordenado de células
que adquirem caracteristicas anormais, podendo acometer os lobos e ductos mamarios,
originando os carcinomas lobular e ductal, respectivamente (RODRIGUES et al., 2015).
Quando detectado precocemente ¢ ainda localizado é passivel de cura. Quando metastatico pode
atingir ossos, figado, pulmao e cérebro (SUN et al., 2017). Quanto aos sintomas, estes sdo
indefinidos e inespecificos, incluindo inchago, surgimento de nddulo, irritagdo e/ou dor na
mama, retragdo do mamilo, vermelhiddo, espessamento da pele ou do mamilo, secregdo pelos
mamilos e linfonodos aumentados (ONCOGUIA, 2020)

No mundo, mais de 1,5 milhdes de mulheres (25% da populacdo feminina) sdo
diagnosticadas com CM todos os anos (SUN et al., 2017). No Brasil, depois do cancer de pele
ndo melanoma, o de mama ¢ o mais incidente em mulheres em todas as regides. De acordo com
estimativas do INCA de 2023 a 2025, as taxas anuais de CM por 100 mil mulheres no pais irdo
atingir 39.330 na regido sudeste; 15.690 na regido nordeste; 11.230 na regido sul; 4.950 na
regido centro-oeste ¢ 2.410 na regido norte. O CM ¢ o tumor que mais mata mulheres no Brasil,
principalmente apos os 40 anos (INCA, 2022).

Ha varios fatores intrinsecos e extrinsecos que podem influenciar o surgimento do CM.
Dentre os intrinsecos destacam-se: sexto, idade, historico familiar ¢ hereditariedade. De fato, o
CM ¢ mais frequente em mulheres, estando diretamente relacionado a exposi¢do aos hormonios
estrogénio e progesterona (MANOUCHEHRI et al., 2022). Nesse contexto, as chances
aumentam quando a menarca € precoce, a menopausa tardia, € a primeira gravidez acontece
tardiamente (SUN et al., 2017). Além disso, cerca de quatro em cada cinco casos ocorrem apos
os 50 anos, o que evidencia o papel da idade na génese desses tumores, com o acimulo de
alteragdes moleculares. De fato, essas sdo exacerbadas pelo comprometimento do
funcionamento celular decorrente do envelhecimento. O historico familiar e hereditariedade
também sdo importantes. Quando ha casos de CM na familia, as chances de ocorréncia da
doenga aumentam em 10%. Um estudo no Reino Unido avaliou 103.738 mulheres que tiveram
CM, sendo que 15.520 participantes (15%) tinham historico de CM na familia. Essas
participantes tiveram um risco relativo de 3,5 em comparacdo com aquelas sem parentes
afetados (BREWER et al., 2017). A suscetibilidade hereditaria é parcialmente atribuida as
mutacgdes nos genes supressores tumorais, como Breast Cancer gene 1 ou 2 (BRCAI e BRCA2)
localizados no cromossomo 1721 e 13q12, respectivamente. Em 90% dos casos em que ha
mutagdo nesses genes, os tumores sdo mais agressivos e heterogéneos e as chances de CM em
mulheres com mutagao nesses genes sdo de 80% (PETRUCELLI et al, 2022; COELHO et al.,
2018).
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A atividade fisica regular ¢ considerada um comportamento protetor, reduzindo a
exposicao aos hormdnios sexuais, alterando as respostas do sistema imunologico e, inclusive,
modificando os niveis de fatores de crescimento. Por outro lado, a obesidade esta associada a
uma maior probabilidade de desenvolver a doenga por aumentar o estado inflamatério ¢ os
hormonios circulantes. A ingestdo de alcool também altera os niveis de estrogénios, resultando
em desequilibrio hormonal. Ja o tabaco induz mutagdes nos genes supressores de tumor ¢
alimentos ultraprocessados sdo ricos em soédio, gordura e aglcar, os quais conduzem a
obesidade e ao estresse oxidativo. Observou-se que um aumento de 10% de alimentos
ultraprocessados na dieta esta associado a um risco 11% maior de CM. Por outro lado, uma
dieta rica em vegetais, frutas, legumes, grdos integrais e proteinas magras reduz
significativamente essa chance (LUKASIEWICZ et al,2021).

Os numeros crescentes dos casos de CM no Brasil sdo associados as mudancas
demograficas, como envelhecimento populacional, aumento da expectativa de vida e reducgio
da fecundidade, somadas a obesidade. Embora a incidéncia do CM no Brasil seja menor do que
nos EUA e em outros paises europeus, a mortalidade pela doenga ¢ maior em todas as faixas
etarias, em consequéncia do nimero de diagnosticos tardios (SILVA et al., 2020). De fato, o
CM, quando detectado nos estagios iniciais, possui 98% de chance de cura em cinco anos e,
quando mais avangado, esse numero cai para apenas 22%. O diagndstico precoce, portanto,
deve ser prioritario como estratégia de controle da doenga, pois, quando avancado, ha
significativo comprometimento do sucesso terapéutico (ROY; SAIKIA, 2017).

A detecg@o do CM pode ser realizada através de exames de rotina, como a mamografia,
associada a programas de rastreamento populacional. Consultas de rotina também sdo
importantes, uma vez que o médico especialista faz a apalpagdo das mamas para verificar,
clinicamente, alteracdes suspeitas. A sensibilidade da mamografia ¢ de 46 a 80%, enquanto a
especificidade atinge 82 a 99%. A ressondncia magnética também pode ser realizada
(NAZARIO et al, 2015). Contudo, o diagndstico do CM depende da bidpsia do tecido afetado.
A avaliacdo patologica, assim como ensaios de imuno-histoquimica e citogenéticos so

realizados a fim de se estabelecer as caracteristicas do tumor (PARK et al., 2022)
1.4 As classificacdes histologicas e moleculares dos tumores mamarios
Histologicamente, tumores mamarios podem ser classificados em carcinoma ductal e

lobular. Carcinoma ductal ¢ aquele originado nos ductos de leite, sendo o tipo mais comum de

CM, contabilizando a cerca de 75% dos casos. Ja o carcinoma lobular corresponde a cerca de
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15% dos casos, sendo menos visivel em mamografias quando comparado com o ductal. Ambos
podem ser classificados em in situ ou invasivo. A expressdo in situ vem do latim e quer dizer
“no local natural”. O tumor nesse estdgio nao ultrapassa a membrana basal, ficando restrito ao
seu local de origem. Os carcinomas invasivos sao aqueles em que as células tumorais penetram
nos tecidos vizinhos e sdo passiveis de metastizacdo. A maioria dos carcinomas invasivos se
desenvolvem nos ductos mamario, correspondendo a 75% dos casos, sendo que apenas 5-15%
se originam nos lobulos (VO et al, 2019). Osso, pulmao, figado e cérebro sdo os quatro sitios
metastaticos mais comuns. A metastase cerebral prejudica as fungdes cognitivas ¢ sensoriais
dos pacientes, levando a uma qualidade de vida seriamente limitada, com baixa sobrevida
(WANG et al, 2021).

O CM pode ser dividido em cinco estagios, indo de 0 a 4. O 0 é considerado inicial e
corresponde ao tumor in sifu. Em 1 as células cancerigenas ainda se limitam ao tecido glandular
mamario, sem atingir os linfonodos, com menor chances de metastase. No estagio 2, as células
transformadas podem atingir os linfonodos. O CM de estagio 3 ¢ considerado localmente
avancado, com comprometimento de nddulos linfaticos e podendo atingir parede toracica ou
pele. Por fim, no estagio 4 o CM ja se encontra metastatizado (TEICHGRAEBER et al., 2021).

No tecido biopsiado, também ¢ avaliada a expressdo de diferentes marcadores como o
receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), os receptores de estrogeno
(RE) e de progesterona (RP) e o marcador de proliferacao Ki67(LIU et al., 2020). Esses dados
possibilitam qualificar os tumores em um dos quatro principais subtipos moleculares do CM,
quais sejam: Luminal A, Luminal B, HE2-enriquecido (HER2E) e triplo-negativo (TN)
(BUDNY et al., 2019).

Carcinomas luminais representam a 75% dos tumores de mama, sendo positivos para
RE e/ou RP. O subtipo luminal A ¢ o mais comum, correspondendo de 50 a 60% dos casos,
sendo menos agressivo e com baixo indice proliferativo (ki67<14%), ndo expressando HER2.
O luminal B atinge de 15 a 20% das pacientes ¢ sdo mais agressivos que o subtipo A. As lesdes
luminal B possuem menor expressdo de receptores hormonais, ki67 > 14% e genes de
proliferagdo celular superexpressos como CCNBI e MYBLZ2. Alguns expressam HER2 e sdo
denominados luminal hibrido (ERBER et al., 2020; TRAN et al., 2011). O subtipo HER2E
superexpressa apenas esse receptor, sendo negativo para RE e RP. Assim, o fator de
crescimento epidérmico (EGF) estimula, de forma exacerbada, a proliferagdo de células
malignas, sendo um indicador de pior progndstico (ENSENYAT-MENDEZ et al., 2021). No
subtipo TN as cé€lulas tumorais ndo expressam RE, RP e HER2 (AL-THOUBAITY, 2020;
TSANG; TSE, 2019).
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O subtipo TN abrange tumores com caracteristicas heterogéneas, apresentando
diferengas genéticas, transcricionais, histologicas e clinicas marcantes. Sdo caracterizados por
elevada instabilidade genética, genomas complexos e mutagdes recorrentes no gene 7P53
(DERAKHSHAN; REIS-FILHO, 2022). Dados epidemioldgicos apresentados no artigo de Yin
et al, 2020 mostram que o CMTN ocorre principalmente em mulheres jovens, com menos de
40 anos. Além disso, em comparagdo com os outros subtipos, o tempo de sobrevida é mais
curto, com mortalidade de 40% nos primeiros 5 anos apos o diagnostico. O CMTN ¢ altamente

invasivo e as metastases atingem, em geral, cérebro e 6rgdos viscerais (YIN et al., 2020).

14.1 Os desafios no tratamento de tumores mamarios

O principal desafio encontrado no controle do CM ¢ quando este ja se encontra
metastatizado, de modo que a taxa de sobrevida das pacientes reduz para cerca de 29%, frente
a90,3% quando tratado em outros estagios (BURGUIN; DIORIO; DUROCHER, 2021). Dentre
as estratégias de tratamento destacam-se a cirurgia e radioterapia, realizadas localmente, e os
métodos sistémicos de hormonioterapia, terapia-alvo, imunoterapia e quimioterapia.

A cirurgia € um procedimento que consiste em remover o tumor, sendo a técnica mais
antiga e ainda amplamente utilizada. No século XIX, a pratica predominante consistia na
remocao radical e desfigurante da mama. Atualmente, a cirurgia conservadora ¢ amplamente
empregada, sem comprometimento do prognoéstico da paciente (MAGNONI et a/,2021). Com
0 avango técnico, a cirurgia oncoplastica vem sendo disseminada. Contudo, adiciona uma
complexidade extra ao processo, 0 que impacta na tomada de decisdes de terapias subsequentes
(adjuvantes) (CAZIUC et al., 2021; METZ et al, 2022).

A radioterapia ¢ utilizada para controlar o crescimento de tumores, sendo uma técnica
adjuvante comprovadamente importante para a sobrevida das pacientes (METZ et al, 2022). A
radioterapia, contudo, pode causar efeitos adversos no organismo, pois aumenta a carga
mutacional ¢ induz o estresse celular, bem como a morte celular imunogénica, expondo o
organismo a uma ineficiéncia imunolégica (ALFONSO et al, 2019).

A hormonioterapia controla o estimulo hormonal e, por conseguinte, a proliferacao
celular. Dentro do CM, a hormonioterapia pode ser utilizada como adjuvante ou paliativa, sendo
elegiveis as pacientes positivas para RE e/ ou RP, portanto, para o subtipo luminal. Além disso,
para mulheres com alto risco de desenvolver a doenga, a hormonioterapia pode ser usada como
prevengdo (PADILHA et al., 2013). No CM, os medicamentos utilizados bloqueiam a ligacdo

dos hormoénios aos seus receptores nas células cancerigenas (como o Tamoxifeno e o
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Toremifeno) ou diminuem a producdo de hormonios no organismo (como Letrozol, Anatozol e
Exesmestano), para retardar ou interromper o crescimento das células malignas que possuem
receptores hormonais (DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017).

Na terapia alvo adotam-se estratégias baseadas no perfil molecular do tumor. Lesdes
que superexpressam HER2, por exemplo, sdo tratadas com anticorpos monoclonais especificos
a esse oncogene. Também podem ser utilizados inibidores da enzima Poli Adenosina difosfato
Ribose Polimerase (PARP) para pacientes com CM portadoras de mutagdes no gene BRCA.
Esses genes sdo supressores tumorais e as PARP sdo responsaveis por reparar o DNA
danificado. Assim, células multadas em BRCA e tratadas com os inibidores acumulam danos
de forma exacerbada, sinalizando para a apoptose (SHIEN; IWATA, 2020).

J& a imunoterapia ¢ um tratamento inovador que modula dinamicamente o sistema
imunolégico para atacar as células cancerigenas. E utilizada, principalmente, para regular o
microambiente tumoral (TAN et al, 2020). O tumor consegue evitar o reconhecimento e
consequente eliminacdo pelo sistema imunolégico ao expressar proteinas de chekpoint como
antigeno-4 de linfocitos T citotoxicos (CTLA-4). No CM podem ser empregados inibidores de
PD-1 (proteina de morte programada 1) que ¢ codificada pelo gene PDCDI. PD-1 se liga aos
receptores PD-L1 de células tumorais e imunolégicas, funcionando como um sinal para que os
linfécitos T ndo ataquem aquelas células transformadas. Assim, ao bloquear PD-1, o organismo
consegue aumentar a resposta imunologica contra essas células cancerigenas. Adicionalmente,
nos ultimos anos, vacinas direcionadas ao CM vém sendo testadas em ensaios clinicos. Had um
esforgo em se produzir vacinas peptidicas derivadas de HER2 para imunoterapia ativa, visando
redefinir o sistema imunoldgico para um estado de vigilancia antitumoral. A imunoterapia com
o uso de vacinas baseia-se na capacidade do sistema imunolégico de diferenciar entre
autoantigenos, expressos normalmente na superficie das células, e aqueles superexpressos em
células transformadas, como HER2 (HUANG et al., 2022; ARAB et al., 2020).

Finalmente, a quimioterapia ¢ um tratamento em que se utilizam medicamentos toxicos
as células tumorais, indicada para reduzir o tamanho do tumor antes da cirurgia ou radioterapia
e para tratar canceres localmente avancados antes da intervengdo cirurgica (quimioterapia
neoadjuvante). Também ¢é adotada apds esses procedimentos para destruir células tumorais
circulantes (quimioterapia adjuvante) (WANG; MAO, 2020). Pode ser administrada de forma
intravenosa ou por via oral (PROVENZANO, 2021). Suas principais limitagdes sdo o baixo
acumulo de medicamentos no tumor, a indugdo de resisténcia das células cancerigenas contra

multiplas drogas e os efeitos colaterais adversos como nauseas e vomitos, perda de cabelo,
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fadiga, diarreia, perda do apetite, hematomas, pele seca, anemia, entre varios outros (WEI et a/,
2021).

E importante ressaltar a importancia de se descobrir novos tratamentos para o CM que
sejam menos toxicos para as células saudaveis e que tenham menos efeitos colaterais. Apesar
das terapias anteriormente citadas melhorarem a sobrevida das pessoas a longo prazo, alguns
pacientes ndo sdo elegiveis, as células tumorais se tornam resistentes ao tratamento ou os efeitos
adversos sao severos. As plantas tém uma grande variedade de compostos bioativos com amplo
potencial terapéutico, sendo exploradas desde os tempos mais antigos. Flavonodides,
carotenoides, alcaloides e fendlicos sdo alguns dos componentes vegetais mais pesquisados
com atividade antitumoral. Portanto, pesquisar e estudar novos extratos naturais ¢
imprescindivel para a descoberta de novos tratamentos para o CM (KARAMANOU et al.,
2021; ZHOU et al., 2018).

1.5 Produtos naturais no controle de tumores

Historicamente, produtos naturais e seus andlogos estruturais contribuem de forma
decisiva no tratamento de doengas cronicas e infecciosas (ATANASOV et al., 2021). De fato,
ha uma relacdo entre dieta, nutri¢do e prevengdo/tratamento do cancer. O consumo de soja,
frutas e vegetais (especialmente vegetais cruciferos), por exemplo, ¢ associado a redugdo do
risco de CM (LI et al, 2017). Além disso, componentes bioativos de uma dieta rica em produtos
naturais podem auxiliar na regulacdo negativa da expressdo e atividade do RE, inibindo a
proliferacdo, metastase ¢ angiogénese, além de sensibilizar células tumorais mamarias a
radioterapia e quimioterapia (LI et al, 2017).

Extratos vegetais sdo fontes interessantes de compostos biologicamente ativos
(MAJTAN et al,2021), desempenhando um papel muito importante no processo de descoberta
e desenvolvimento de medicamentos. A morfina, por exemplo, é derivada do 6pio produzido
por vagens de sementes cortadas da papoula Papaver somniferum (GUO et al,2021). Na
oncologia, esses compostos também tém se mostrado preponderantes para os avangos na area
sendo que, em 70 anos, foram introduzidos cerca de 175 farmacos antitumorais, dos quais 49%
sdo de fontes naturais. Um exemplo a ser citado ¢ o Paclitaxel, de nome comercial Taxol®, um
importante farmaco utilizado no tratamento de CM, isolado da casca do Teixo do Pacifico
(RODRIGUES, 2018). O alcaloide vincristina ¢ derivado da espécie da flora brasileia
Catharanthus roseus, também ¢ utilizado no tratamento do cancer (AYOB et al, 2017). Além

disso, produtos naturais apresentam diferentes estruturas quimicas e amplo espectro de agdo,
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sendo aplicaveis a situagdes clinicas adversas, incluindo no tratamento da resisténcia
terapéutica (YANG et al, 2022).

A flora brasileira possui uma imensa diversidade de espécies. O género Eremanthus, da
familia Asteracea tem recebido especial atengdo. A Eremanthus erythropappus (Figura 4),
conhecida popularmente como Candeia, ocorre em areas de solo pouco fértil, normalmente
campos com altitude variando entre 900 e 1.700 m. Seu caule possui um indumento aveludado
de cor cinza; as folhas sdo pecioladas com formato eliptico e cor verde escura; suas flores
possuem corola indumento apice (DUTRA et al, 2010). Ela é encontrada no Brasil, Argentina
¢ Paraguai. No Brasil ocorre principalmente nos estados de Minas Gerais, Bahia, Espirito Santo
e Rio de Janeiro. E utilizada para produgéo de 6leos essenciais com alfa-bisabolol, um de seus
compostos ativos com propriedades antiflogisticas, antibacterianas, antimicoéticas,
dermatologicas e espasmodicas. Além disso, esse componente aparece na literatura como tendo
propriedades antitumorais. Ja foi descrita sua atividade citotoxica em células tumorais de
figado, pulmio, pancredtico e em leucemia. Sendo assim, o extrato de Eremanthus
erythropappus se torna promissor na area oncologica (LIMA FILHO et al, 2020;
SALUSTIANO et al, 2006).

Figura 4- Eremanthus erythropappus.

Fonte: (Loeuille, 2016).

O acido betulinico ¢ um triterpenoide pentaciclico do tipo lupano (3-beta-hydroxy-
lup20(29)-en-28-oic acid) (Figura 5), amplamente distribuido no reino vegetal (LOU et al,
2021). Possui atividade antitumoral, anti-inflamatoério, antiviral, antibacteriano, antimalarico,
imunomodulatério, hepatoprotetor ¢ antidepressivo (Csuk et al., 2006). Além disso, pode
aumentar a sensibilidade a drogas quimioterapicas e ¢ menos toxico para células ndo tumorais

(JIANG et al, 2021).
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Figura 5- Estrura do 4cido betulinico.

Fonte: (LOU et al, 2021)

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade in vitro do extrato cloroformico e do acido betulinico obtidos de E.

erythropappus em células de CM.

2.2 Objetivo especifico

- Avaliar a citotoxicidade dos compostos a células mamarias ndo-tumorigénica e
tumorais;

- Definir sua seletividade;

- Determinar o potencial do extrato cloroformico e do acido betulinico em alterar a
viabilidade de células representativas de diferentes subtipos tumorais;

- Avaliar a clonogenicidade de células de CMTN apds tratamento com o composto mais
promissor;

- Definir o potencial dos extratos enquanto estratégia para o tratamento do CM.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao dos extratos e linhagens celulares

O extrato cloroformico (EAT21) foi obtido das folhas de E. erythropappus e o acido
betulinico (EAT22) posteriormente isolado conforme protocolo estabelecido pelo laboratorio
pelo Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho. Assim, foram gentilmente cedidos para a realizacao
dos ensaios celulares.

Para este trabalho foram utilizadas quatro linhagens celulares. A MCF-10A (ndo
tumorigénica) foi cultivada em meio DMEM/F-12, suplementada com 10 ng/mL de EGF, 500
ng/mL de hidrocortisona ¢ 10 pg/mL de insulina. A MCF-7 (luminal) foi cultivada em meio
RPMI. A MDA-MB-453 (HER2+) foi mantida em meio IMDM e, finalmente, a linhagem
MDA-MB-231 (TN) foi cultivada em meio L15. Em todos os cultivos foram adicionados 10%
de soro fetal bovino (FBS) e 50ug/mL de gentamicina. As linhagens foram incubadas a 37°C
em uma atmosfera umida de 5% de CO,. Apenas as células MDA-MB-231 foram mantidas sem
CO;. Os meios foram trocados em dias alternados ¢ quando as células atingiram 80% de

confluéncia foram utilizadas nos experimentos subsequentes.

3.2 Ensaio de citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando o reagente 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-y1)2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) em placa de 96 pocos, conforme
estabelecido por Mosmann, (1983), com algumas modifica¢des (Figura 6). Apds confluéncia,
as células foram desagregadas enzimaticamente e solubilizadas em azul de tripano, para que,
assim, aquelas viaveis fossem contadas em cAmara de Neubauer. Foram plaqueadas 1,5 x 10*
células MCF-10A; 3,0 x 10° MCF7; 5,0 x 10° MDA-MB-453 ¢ 1,5 x 10* MDA-MB-231. As.
As placas foram incubas por 16 horas para aderéncia.

Os dois compostos foram diluidos em DMSO (Dimetilsulféxido), adicionados em
diferentes concentrag¢des finais (7 pg/mL, 15 pg/mL, 30 pg/mL, 62 pg/mL, 125 pg/mL, 250
pg/mL e 500 pg/mL) e incubados durante 24 h e 48 h em condigdes ideais. Apods cada
incubacgao, 150 ul do MTT a 0,5 mg/mL foram acrescidos e as placas novamente incubadas por

4 horas, quando, entdo, 200 ul de DMSO foram pipetados para solubilizagdo dos cristais de
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formazan. Finalmente, os pocos foram lidos a 570 nm em leitora Thermo Plate TP-Reader
(Multiskan FC, Thermo Scientific). A viabilidade foi calculada de acordo com a seguinte

formula:

% Viabilidade= (AA-ABSC) X 100
(ADMSO-ABSC)

Sendo:
AA = Absorbancia da Amostra
ABSC = Absorbancia do controle negativo (células ndo tratadas)

ADMSO = Absorbancia do controle de tratamento (células tratadas com DMSO)

Foi calculada a concentragdo capaz de inibir em 50% o crescimento celular (ICsg) e
determinado o indice de seletividade (IS), pela razdo entre o IC50 das células MCF-10A e o
IC50 das células tumorais. Os valores de IS > 2 foram considerados significativos (SUFFNESS;
PEZZUTO, 1990).

Figura 6- Diagrama representativo do ensaio de citotoxicidade realizado no presente estudo.
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Fonte: autoria propria.
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3.3 Ensaio clonogénico

A capacidade proliferativa das células foi mensurada pelo ensaio clonogénico (Figura
7). Os tratamentos foram estabelecidos a partir da ICs, calculado a partir do ensaio de MTT.
O ensaio clonogénico avalia a capacidade de uma tnica célula de formar colonias, estimando
seu potencial ilimitado de divisdo (FRANKEN et al., 2006), estabelecendo uma relagdo entre a
dose do tratamento e a fragdo de células que mantem sua capacidade reprodutiva (RAFEHI et
al, 2011; MUNSHI et al, 2019). Este ensaio foi conduzido apenas na linhagem de CMTN,
conhecidamente mais agressiva (DERAKHSHAN et al., 2022).

Foram plaqueadas 500 células MDA-MB-231 por po¢co em uma placa de 12 pogos,
mantida em condi¢des ideais para aderéncia. Posteriormente, as células foram tratadas por 48
horas com o composto EAT22, a 7 ug/mL. Apos esse tempo, o meio contendo tratamento foi
trocado por meio novo completo e o cultivo mantido por 15 dias, com trocas a cada trés dias.
Transcorrido o periodo total, o0 meio de cultivo foi retirado, os pocos lavados com tampao
fosfato salino (PBS) para remogdo de debris celulares e adicionado formaldeido a 4% (v/v) por
20 minutos para fixacao das colonias nos pocos. Por fim, estas foram coradas com cristal violeta
(0,5% m/v) diluido em metanol (25% v/v) por 5 minutos. A placa foi, entdo, lavada com agua
ultrapura e, apds secagem em temperatura ambiente, fotos das colonias foram capturadas em
fotodocumentador [Bright (Invitrogen). Posteriormente, foi adicionada uma solucdo de acido
acético 33% (v/v) por 2 minutos nos pogos e realizada a leitura na Thermo Plate, TP-Reader no

comprimento de onda de 570 nm.
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Figura 7- Diagrama representativo do ensaio clonogénico realizado neste estudo.
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Fonte: Autoria propria.

3.4 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 7.0. A
distribuicdo dos dados foi avaliada por Shapiro-Wilk e, entdo, aplicado o teste ANOVA — pos-
teste de Tukey para a comparagdo dos grupos referentes ao ensaio de citotoxicidade. Para o
ensaio de clonogenicidade foi utilizado o teste  de Sudent. Os dados foram representados com
média + desvio padrdo de trés ensaios independentes realizados em triplicata. Foram
consideradas diferengas estatisticamente significantes quando p < 0,05. O ICs, foi calculado

por regressao ndo linear.
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade do extrato EAT21 as linhagens mamadrias encontra-se representada na
Figura 7. Ap6s 24 horas (Figura 8A), houve uma diminui¢do em mais de 80% da viabilidade
da linhagem luminal, MCF7, ja na concentracdo de 7pug/mL. A linhagem TN apresentou uma
resposta dose-dependente ao tratamento, com citotoxicidade de 50% observada quando o
extrato foi introduzido a partir de 30 pg/mL. A linhagem ndo tumorigénica seguiu 0 mesmo
perfil de resposta que a linhagem tumoral MDA-MB-231. Apds 48 horas (Figura 8B), EAT21
ndo se mostrou mais citotoxico as células MCF7, as quais mantiveram o percentual de
viabilidade do tempo anterior. O extrato se tornou mais citotoxico as células TN, com reducado
em 80% da viabilidade j& na concentracdo de 7pug/mL. A linhagem ndo tumoral foi ainda mais
sensivel ao tratamento apds 48 horas. A linhagem MDA-MB-453 nio foi responsiva aos

tratamentos em nenhum dos periodos estabelecidos no estudo.
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Figura 8- Viabilidade das linhagens mamarias MCF10-A (ndo-tumorigénica), MCF7 (cancer de mama luminal),
MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-negativo) e MDA-MB-453 (cancer de mama HER2-positivo) apds
tratamento com o extrato cloroférmico de E. erythropappus (EAT21). (A) tratamento por 24 horas. (B)
tratamento por 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica (*p < 0,05; ** p < 0,01, ***p <0,001, **** p
<0,0001). O controle se refere a células tratadas apenas com meio de cultivo. Tratamentos identificados com a

letra b diferiram do controle.
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A citotoxicidade do acido betulinico (EAT22) foi avaliada nas mesmas linhagens. Apos
24 horas (Figura 9A), o composto foi mais ativo tanto para a linhagem MCF7 quanto para
MDA-MB-231. Quando utilizado a 7ug/mL, reduziu em 80% a viabilidade da linhagem
luminal e 40% da TN. Nao foi observada citotoxicidade na linhagem ndo tumoral até¢ a
concentracdo de 125ug/mL. Apos 48 horas (Figura 9B), a citotoxicidade para as células MCF7
e MDA-MB-231 foi ainda mais expressiva, chegando a mais de 50% ja na primeira

concentracdo na linhagem TN enquanto reduziu em apenas 20% da viabilidade da linhagem
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ndo tumoral. Novamente, ndo foi observada citotoxicidade significativa para a linhagem MDA -

MB-453 apds 24 e 48 horas.

Figura 9- Viabilidade das linhagens mamarias MCF10-A (ndo-tumorigénica), MCF7 (cancer de mama luminal),
MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-negativo) e MDA-MB-453 (cancer de mama HER2-positivo) apds
tratamento com acido betulinico de E. erythropappus (EAT22). (A) tratamento por 24 horas. (B) tratamento por
48 horas. O asterisco indica significancia estatistica (** p < 0,01, ***p < 0,001, **** p <0,0001). O controle se
refere a células tratadas apenas com meio de cultivo. Tratamentos identificados com a letra b diferiram do
controle.
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A Tabela 1 apresenta os dados de ICsy e IS referentes aos tratamentos realizados. A
linhagem luminal foi nitidamente a mais sensivel aos tratamentos e, por conseguinte, nessas
células, os compostos apresentaram maior seletividade, a qual ndo foi calculada por seu ICsy
ser inferior a 7 pg/mL ap6s 24 ¢ 48 h. Ja a linhagem MDA-MB-231, ao ser tratada com EAT21,
apresentou ICso de 14,99 nug/mL apo6s 24h com IS = 2,4. Apds 48h, a seletividade aumentou,
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uma vez que seu ICsy foi menor que 7 pg/mL. Quando essas células TNs foram tratadas com
EAT22, 0 ICsy foi menor que 7 pg/mL tanto em 24 h quanto em 48 h. Foi possivel observar que
EAT?22 foi mais ativo e seletivo as células MDA-MB-231 do que EAT21.

Tabela 1- Concentracdo capaz de inibir em 50% o crescimento celular (ICso) e indice de seletividade (IS) do
extrato cloroformico de E. erythropappus e acido betulinico nas células mamarias MCF10-A (ndo-
tumorigénica), MCF7 (cancer de mama luminal), MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-negativo) e MDA-MB-
453 (cancer de mama HER2-positivo).

IC50 (ng/mL)
Extratos 24 h 48 h
MCF10-A  MCF7 MDA-MB-453 MDA-MB-231 | MCF10-A MCF7 MDA-MB-453 MDA-MB-231
EAT21 36,09 <7.0% 126,07 14,99# 26,48 <7,0*% 144,9 <7,0%
EAT22 117,1 <7,0% 289,7 <7,0% 96,12 <7,0% 2722 <7,0%

# IS = 2,4; *IS > 2,0 (ndo calculado devido ao ICso < 7pg/mL)

4.2 Ensaio clonogénico

O teste clonogénico foi realizado nas células MDA-MB-231, representativas do subtipo
TN. Estas foram tratadas com EAT22 por 48 horas, na concentragdo de 7 pg/mL. Novamente,

o acido betulinico foi ativo nessas células reduzindo em 40% a sua capacidade de formar

colonias (Figura 10)

Figura 10- Clonogenidade das células MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-negativo) apds tratamento com
acido betulinico (EAT22) por 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica (**** p <0,0001). O controle
se refere a células tratadas apenas com meio de cultivo.
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4 DISCUSSAO

Células tumorais sdo capazes de sustentar a sinalizacdo proliferativa, ndo responder a
supressores de crescimento; resistir @ morte celular, manter a imortalidade replicativa; ativar
mecanismos de invasdo e metastase; desregular o metabolismo celular e evitar a destruicdo
imunologica (HANAHAN; MONIJE, 2023). O CM ¢ o mais comum em mulheres em todo o
mundo, além de ser a principal causa de morte relacionada a doenga (BODEWES et al., 2022).
Seu subtipo TN ¢ agressivo, sendo que cerca de 30% dos pacientes com esses tumores em
estagio inicial desenvolvem metdstases. A quimioterapia permanece como o tratamento
sistémico indicado para o CMTN, com efeitos colaterais preocupantes e com quadros de
resisténcia terapéutica (WON; SPRUCK, 2020). No presente estudo, investigamos a
citotoxicidade de EAT21 e EAT22, obtidos da espécie E. erythropappus, em células de CM,
esperando verificar uma agao potencial em células representativas do subtipo TN.

Os produtos naturais sao utilizados desde a antiguidade como forma de tratar diversas
doengas, inclusive o cancer. Atuam por diferentes mecanismos e, em geral, apresentam baixa
toxicidade sistémica (SVOLACCHIA et al., 2023). Interessantemente, produtos naturais sao
capazes de modular, por exemplo, 0 metabolismo de estrogénio em CM Luminal A, sinalizagdo
de HER-2 em CM HERZ2E e a sinalizagdo associada ao gene para retinoblastoma (RB) no
CNTN (TELANG, 2023). Portanto, sdo fontes interessantes de compostos bioativos (MITRA;
DASH, 2018) de modo que sua caracterizagdo inicial é baseada em ensaios de citotoxicidade,
como o ensaio de MTT utilizado em nosso estudo. De fato, o MTT é um dos métodos
colorimétricos mais populares para o screening inicial de compostos potencialmente
antitumorais (NGA et al., 2020).

O MTT ¢ um sal que possui um nucleo de anel tetrazolico quaternario que ¢ reduzido
pelas enzimas oxidorredutases dependentes de NADPH presentes nas mitocondrias. Essa
reacao resulta na formag¢do de uma molécula insolivel em agua azul-violeta chamada formazan.
(GHASEMI et al., 2021). E um teste preciso e facil, que direciona ensaios subsequentes
(ROMIJN et al, 1988). Observamos que o extrato EAT21 foi mais ativo na linhagem de CMTN
apos 48 horas de tratamento. Isso sugere um papel importante de sua metabolizagdo para a
obtengdo dos efeitos biologicos esperados. Ao ser metabolizado, os componentes do extrato
tém sua quimica alterada, o que pode melhorar seus efeitos citotoxicos (LI et al., 2020). O acido

betulinico, por sua vez, se mostrou ativo ja& na menor concentragdo € no menor tempo de
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tratamento (24 horas). Nesse contexto, sugerimos que o efeito observado em EAT21 decorre
da sua metabolizacdo e a possivel libera¢do do acido betulinico apds 48 horas.

Assim, o acido betulinico se mostrou altamente citotoxico a linhagem MDA-MB-231 ¢
diminuiu a clonogenicidade dessas células. Nossos resultados encontram-se alinhados a estudos
prévios. Zheng et al. (2019) testaram o acido betulinico nas linhagens MDA-MB-231 e BT-549
¢ observaram a inibi¢do da invasdo e migragdo dessas células. Zeng et al. (2018) também
relataram uma diminui¢@o no nimero de colonias da linhagem MDA-MB-231 apos tratamento
com o composto. Giittler er al. (2022) verificou que o 4cido betulinico aumenta a
radiossensibiliza¢do das linhagens MCF7 e MDA-MB-231, aumentando a hipoxia e regulando
genes. Ja Weber et al. (2014) descreveram seu potencial em inibir a angiogénese. O acido
betulinico € uma saponina triterpendide pentaciclica e, conforme dados da literatura, regula
fatores de transcrigd@o, além de ciclina D1 e receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF)
(POTZE et al., 2014). Nossos dados também demonstraram que o acido betulinico ¢ altamente
seletivo, o que indica menos efeitos adversos no organismo. Assim, nossos dados corroboram

a importancia de se explorar o 4cido betulinico no tratamento de neoplasias malignas.

5 CONCLUSAO

No presente estudo foram avaliados os efeitos citotoxicos e a seletividade do extrato
cloroformico de E. erythropappus e do acido betulinico nas linhagens MCF10, MCF7, MDA -
MB-453 ¢ MDA-MB-231, apo6s 24 e 48 horas de tratamento. O acido betulinico se mostrou
mais ativo para a linhagem de CMTN, sendo significativamente seletivo e inibindo sua
capacidade formacdo de colonias. Portanto, o acido betulinico ¢ potencialmente promissor no

tratamento de tumores de mama agressivo e necessita ser amplamente explorado na oncologia.
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