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RESUMO

O Cancer de Mama permanece como um importante desafio para os sistemas de saude,
especialmente em razdo da agressividade do subtipo triplo-negativo, que apresenta taxas
de mortalidade de 30 a 40% em cinco anos apds o diagnodstico. Embora a quimioterapia
seja o tratamento principal para esses tumores, problemas como a resisténcia tumoral
limitam sua eficacia. Assim, produtos naturais emergem como promissores, superando
nao somente a falha terapéutica, mas também a toxicidade associada. Este estudo
objetivou avaliar o efeito de extratos de Renealmia petasites no controle de células
tumorais mamarias. Para isso, as linhagens MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-
negativo), MCF-7 (cancer de mama luminal), MCF-10A (n3o tumorigénica) e HFF
(fibroblastos humanos) foram tratadas com o extrato bruto da folha seca da planta (EAT
25) e suas fragdes (EAT 39-EAT 44), e diferentes respostas biologicas avaliadas. Foram
conduzidos ensaios de citotoxicidade, clonogenicidade, migracio e qPCR para
quantificagcdo de L6, ILI-f e TGF-p. O extrato bruto EAT 25 apresentou concentragao
inibitoria meédia (ICso) de 123,1 pg/mL na linhagem MDA-MB-231 apds 48 horas de
tratamento, enquanto as fragdes EAT40 a 43 ndo reduziram significativamente a
viabilidade (IC50>500 pug/mL). Ja as fragdoes EAT39 e EAT 44, com ICso de
24,81 pg/mL e 47,63 ug/mL e indice de seletividade de 2,49 e 3,0, respectivamente,
foram utilizadas nos experimentos subsequentes. Foi observada uma reducdao dose-
dependente da migragdo da linhagem MDA-MB-231 apds 24 horas de tratamento com
EAT 39 e EAT 44, sendo que apenas EAT 44 inibiu esse comportamento apds 48 horas.
A clonogenicidade, também apds 48 horas, foi inibida para ambas as fragcdes. Tanto EAT
39 quanto EAT 44 reduziram os transcritos de /L6 e IL 1-f. Portanto, a espécie R.petasites
se mostra promissora no controle de células de cancer de mama triplo-negativo, de modo
que a purificacdo e caracterizacdo dos componentes majoritarias de EAT 39 e EAT 44
sdo essenciais para a valida¢ao de seus efeitos antitumorais, sobretudo em modelos
animais.

Palavras-chave: Bioprospeccao. Cancer de Mama. Renealmia petasites. Tratamento.



ABSTRACT

Breast cancer remains a significant challenge for healthcare systems, especially due to
the aggressiveness of the triple-negative subtype, which has mortality rates of 30 to 40%
within five years of diagnosis. Although chemotherapy is the primary treatment for these
tumors, problems such as tumor resistance limit its effectiveness. Thus, natural products
emerge as promising, overcoming not only therapeutic failure but also associated
toxicity. This study aimed to evaluate the effect of Renealmia petasites extracts in
controlling breast tumor cells. To this end, the MDA-MB-231 (triple-negative breast
cancer), MCF-7 (luminal breast cancer), MCF-10A (non-tumorigenic), and HFF (human
fibroblast) cell lines were treated with the crude extract of the plant's dried leaf (EAT 25)
and its fractions (EAT 39-EAT 44), and different biological responses were evaluated.
Cytotoxicity, clonogenicity, migration, and gPCR assays were conducted to quantify IL-
6, IL-1p, and TGF-p. The crude extract EAT25 showed a mean inhibitory concentration
(IC50) of 123.1 ug/mL in the MDA-MB-231 cell line after 48 hours of treatment, while
fractions EAT40 to 43 did not significantly reduce viability (IC50 > 500 ug/mlL).
Fractions EAT39 and EAT44, with IC50s of 24.81 ug/mL and 47.63 ug/mL and selectivity
indices of 2.49 and 3.0, respectively, were used in subsequent experiments. A dose-
dependent reduction in the migration of the MDA-MB-231 cell line was observed after
24 hours of treatment with EAT 39 and EAT 44, with only EAT 44 inhibiting this behavior
after 48 hours. Clonogenicity, also after 48 hours, was inhibited for both fractions. Both
EAT 39 and EAT 44 reduced IL6 and IL1-p transcripts. Therefore, the species R.petasites
shows promise in controlling triple-negative breast cancer cells, so the purification and
characterization of the major components of EAT 39 and EAT 44 are essential for
validating their antitumor effects, especially in animal models.

Keywords: Bioprospecting. Breast Cancer. Renealmia petasites. Treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer: definicao e mecanismos

O cancer ¢ definido como um grupo de doengas em que ocorre uma multiplicagdo
exagerada e sem controle de cé€lulas anormais que podem invadir tecidos e 6rgaos
distantes. Sdo nomeados conforme sua origem, denominados carcinomas quando
acometem tecidos epiteliais (como pele ou mucosas) e sarcomas quando atingem tecidos
conjuntivos (como osso, musculo ou cartilagem) (INCA, 2022).

O surgimento do cancer, denominado carcinogénese ou oncogénese, ¢
caracterizado pela presenca de mutacdes genéticas, ou seja, de alteragdes no DNA da
célula, apesar de existirem mecanismos regulatorios que asseguram a integridade
gendmica (INCA, 2022). Genes supressores de tumor, por exemplo, estdo envolvidos em
pontos de verificagdo do ciclo celular, em sistemas de reparo de danos, no processo de
ubiquitinagdo e degradacdo de proteinas, na sinalizagdo mitogénica e na diferenciagao
celular. Sao, em geral, recessivos, € sofrem inativagao bialélica nos tumores (NHGRI,
2024; SHERR, 2004). Os proto-oncogenes, por sua vez, controlam a diferenciagdo e
proliferacao celulares, atuando como fatores de crescimento, transdutores de sinais e
fatores de transcricdo. No cancer, esses genes sdao denominados oncogenes apos
ocorrerem eventos mutacionais de translocacao cromossomica, altera¢ao de nucleotideos
e amplificagdo genética. Modificacdes estruturais da proteina codificada e a desregulagao
da expressdo proteica também sdo relatadas (KONTOMANOLIS et al., 2020).
Adicionalmente, alteragdes epigenéticas, como modificagdes em residuos de histonas ou
adi¢do de grupamentos quimicos ao DNA, também precisam ser considerados, de modo
que a transformacdo molecular envolve uma miscelanea entre processos genéticos e
epigenéticos (RECILLAS-TARGA, 2022; SARKAR et al., 2013).

Células tumorais, portanto, expressam caracteristicas fenotipicas peculiares,
destacando-se: capacidade de sustentar a sinalizag¢do proliferativa, de inibir supressores
de crescimento, de resistir & morte celular, de ativar a imortalidade replicativa, de induzir
a vasculatura, de promover invasio e metastase, de reprogramar o metabolismo celular e
de evadir ao controle imunoldgico. Importante destacar o papel da instabilidade

gendmica, da plasticidade celular, da reprogramacdo epigenética ndo mutacional, da



inflamacdo e das variagdes polimorficas nos microbiomas de tecidos, definidas como
facilitadoras do processo de carcinogénese. Para além desses aspectos, observa-se,
também, a contribui¢do funcional que o microambiente tumoral (TME), juntamente com
as cé¢lulas senescentes, possuem na tumorigénese e sua progressao (HANAHAN, 2022).

A capacidade de sustentar a sinalizagdo proliferativa ¢ uma das caracteristicas
fundamentais expressa por células transformadas. Os tecidos normais apresentam um
controle altamente regulado sobre a producdo e liberacdo de sinais promotores de
crescimento, os quais sdo responsaveis por induzir e sustentar o ciclo e a divisao celulares.
Ja os tumores sdo capazes de se autossustentarem, produzindo seus proprios fatores de
crescimento, os quais desencadeiam uma sinalizacdo autdcrina, além de modularem o
comportamento de c€lulas vizinhas. Mutagdes nos receptores de superficie também sao
relatadas, o que torna as células cancerigenas hiper-responsivas aos sinais estimulatorios,
ou, em funcao de alteragdes estruturais, sdo capazes de ativar as vias independentemente
do ligante (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Supressores de crescimento também sao
inibidos. O gene TP53 ¢ um supressor tumoral amplamente conhecido que codifica a
proteina p53, um fator de transcri¢do expresso quando hd danos no DNA e estresse
celular. Sua ativagdo continua ¢ crucial para a regulacdo do ciclo celular, uma vez que
desempenha uma fung¢do de verificagdo, promovendo paradas na fase G1. Além disso,
também ¢ um ativador de morte celular. Na grande maioria dos canceres, esse gene
supressor ¢ mutado promovendo aneuploidia e descontrole da proliferagao (FETT-
CONTE; SALLES, 2002; SHERR, 2004).

A apoptose € um mecanismo de morte celular programada essencial na eliminagao
de células alteradas, preservando a homeostase dos tecidos. Contudo, no cancer, encontra-
se inibida. A apoptose ¢ ativada por duas vias: (i) a intrinseca, induzida por estresse
interno, como privagao de nutrientes, danos ao DNA e hipdxia e (ii) a extrinseca com a
ativagdo de receptores de morte presentes na superficie celular, estimulados por ligantes
liberados, principalmente, pelo sistema imunoloégico (SHARMA; BOISE;
SHANMUGAM, 2019). Ademais, ¢ relatado um tipo particular de mecanismo, nomeado
de “anoikis”. Essa via est4 relacionada com a perda da adesao celular, fazendo com que
as células se dissociem da matriz extracelular, desencadeando a apoptose
(ADESHAKIN et al., 2021). A resisténcia a apoptose ¢ derivada de diversas mutagdes,
como, por exemplo, aquelas que promovem a regulacio positiva das proteinas BCL-2
anti-apoptoticas e a perda de proteinas BH3 pro-apoptoticas e de p5S3 (ADESHAKIN et
al.,2021; SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019).



Assim, células cancerosas proliferam continuamente, permitindo que o tumor
cresca rapidamente e de forma autonoma. Nesse contexto, a imortalidade replicativa ¢
induzida, com a manuten¢do do comprimento dos teldmeros pela expressdo de fatores
reguladores de telomeros, pelo aumento da atividade da telomerase ou pela ativacao do
mecanismo de alongamento alternativo de telomeros (CLAUDE; DECOTTIGNIES,
2020; YASWEN et al., 2015). Contudo, ¢ evidente um aumento na demanda de
suplementagdo vascular pelas células tumorais, uma vez que necessitam de uma
quantidade maior de nutrientes e oxigénio, em comparacdo com as normais. Por
conseguinte, novos vasos sanguineos sao formados, em um processo denominado de
angiogénese. A inducdo da vasculatura pode ocorrer por diferentes mecanismos. Na
angiogénese germinativa, novos vasos sdo formados a partir de vasos sanguineos ja
existentes, sendo o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) o principal mediador.
Ja na angiogénese intussusceptiva, também conhecida como angiogénese splitting, um
vaso sanguineo existente se divide em dois novos vasos através da formagdo de pilares
transvasculares, sendo induzido por angiopoietinas e fator de crescimento derivado de
plaquetas B (PDGF-B). Mais de 30 fatores estao envolvidos no processo de angiogénese,
liberados pelas células tumorais com efeitos paracrino e autocrino, fomentando assim, a
solidez e progressao do cancer (PRIYA et al., 2016).

Células tumorais sao capazes de se desprenderem do tecido de origem, invadindo
progressivamente outros orgaos, processo este definido como metastase. O inicio dessa
cascata ¢ relacionado com a perda da capacidade de adesao célula-célula e célula-matriz,
atingindo o estroma circundante. As células passam a expressar fenotipo mesenquimal,
com morfologia fibroblastoide, alteragdes na expressao de genes e aumento do potencial
de motilidade. Atingem os vasos sanguineos e formam tumores secundarios. Portanto, a
cascata metastatica ¢ dependente da angiogénese (MARTIN et al., 2017). Contudo, para
que tantos eventos ocorram ¢ para que as cé€lulas cancerosas possam absorver, utilizar e
sintetizar carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos para a sua sobrevivéncia,
adaptagdo e proliferagdo, ¢ necessaria uma reprogramacao de seu metabolismo. Além
disso, o acimulo de oncometabdlitos, como o lactato e glutamato, também ¢ observado
para suprir a demanda energética (NAVARRO et al., 2022). Por fim, a efic4cia de todo
esse processo depende da evasdo ao sistema imunologico. Células cancerigenas
conseguem induzir ativamente a tolerancia de linfocitos T, resultando em um processo de
imunoedicao, que facilita a redistribui¢do e o crescimento do tumor. Macréfagos também

sdo induzidos ao fenotipo M2, impactando significativamente na progressdo e na



resisténcia do cancer. Assim, pacientes oncoldgicos se tornam imunossuprimidos (KIM;
CHO, 2022).

Hanahan e Weinberg em 2011 também descreveram caracteristicas facilitadoras.
A instabilidade gendmica presente em células transformadas ¢ uma delas, decorrente da
ineficacia dos mecanismos de vigilancia (AMORIM et al., 2011; LI, 2008). Diferentes
mutagdes acometem os sistemas de protecao e reparo do DNA. Além disso, a perda dos
telomeros resulta na eliminacdo de segmentos cromossomicos especificos, promovendo
instabilidade. Essas alteragdes estdo associadas a vantagens seletivas, impulsionando o
crescimento e progressao tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Logo, a
heterogeneidade intratumoral esta presente na maioria dos tipos de cancer, caracterizada
pela presenca de diversas subpopulagdes celulares com padroes genéticos tnicos. Nesse
contexto, a plasticidade celular viabiliza uma mudanga dindmica na identidade fenotipica
e funcional das células entre um estado diferenciado, com capacidade tumorigénica
limitada, ¢ um estado indiferenciado ou de células-tronco cancerigenas (CSC), que
estimula a propagacao continua do tumor e sua resisténcia (SILVA-DIZ et al., 2018). A
plasticidade celular tumoral ¢ controlada pela ativagdo ou inativacdo de diferentes
mecanismos, altamente adaptavel e susceptivel a estimulos internos, como mutagdes
genéticas, alteragdes epigenéticas e fatores transcrigdo, ou por fatores externos derivados
do TME. Neste sentido, muitas células diferenciadas nao transformadas sdo capazes de
alterar o seu estado e adquirir um comportamento pléstico em resposta a inflamacao,
lesdo, senescéncia e estresse oncogénico (BHAT et al., 2024; SILVA-DIZ et al., 2018).

A reprogramagdo epigenética ndo mutacional, também facilitadora, ¢
predominante em canceres com poucas mutagdes, influenciando o crescimento celular e
as vias de diferenciacdo. Mudangas no padrao de metilagdo do DNA, modificagdes de
histonas e expressao de RNAs ndo codificantes (ncRNAs) sdo caracteristicas presentes
nas células cancerosas. A hipermetilagdo das ilhas CpG é um evento amplamente
reconhecido, o qual promove a oncogénese ao silenciar genes que controlam a
diferenciag@o ou a apoptose. Por outro lado, a hipometilagdo em outras regides do genoma
tumoral pode levar a instabilidade gendmica, facilitando rearranjos cromossomicos e
danos ao DNA. Adicionalmente, histonas podem ser metilas e acetiladas, o que pode
resultar na ativagdo ou supressao da transcricdo de genes especificos. Modificagdes nao
convencionais, como desaminacdo, sumoila¢cdo, formilacdo e propionilacdo também sdo
relatadas. Por altimo, os ncRNAs desempenham um papel importante na regulacdo da

transcricdo, influenciando a expressdo génica de forma precisa e complexa, além de afetar



a tradugdo e a fungdo de outros ncRNAs em uma intricada rede de interagdes (COSTA et
al., 2023; SUVA; RIGGI; BERNSTEIN, 2013).

A inflamacdo também ¢ reconhecida como uma caracteristica precursora da
malignidade, embora paradoxal. Durante a resposta inflamatdria associado ao tumor,
observa-se uma progressao da doenca, relacionada, principalmente, ao sistema inato, que
fornece moléculas bioativas ao microambiente tumoral. Essas moléculas incluem fatores
de crescimento e sobrevivéncia, fatores proangiogénicos, enzimas modificadoras da
matriz extracelular, sinais relacionados a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) e
producao de espécies reativas de oxigé€nio (ROS) e nitrogénio (SINGH et al., 2019;
HANAHAN; WEINBERG, 2011). Contudo, a imunossupressao também ¢ uma
caracteristica facilitadora. Em pacientes imunossuprimidos, existe um ambiente favoravel
para o crescimento e avanco do cancer. Terapias imunossupressoras associadas a
transplantes de 6rgaos, por exemplo, elevam a probabilidade de desenvolvimento de
tumores malignos em 5-6% (PENN; STARZL, 1972; YUREKLI; ERBA, 2021).

Por fim, os complexos ecossistemas microbianos, incluindo bactérias, fungos e
virus, que se associam simbioticamente ao corpo humano, impactam na carcinogénese.
Estudos indicam que a interacdo direta do microbioma pode influenciar tanto positiva
quanto negativamente a inflamacdo tumoral, o status imunoldgico, a estabilidade
gendmica e a resposta terapéutica. Em cerca de 15-30% dos cénceres, patdogenos
microbianos estdo associados ao seu desenvolvimento e progressao. O microbioma
intestinal, assim como o microbioma intratumoral, vém sendo extensivamente
explorados. Entretanto, a composi¢ao da microbiota ¢ altamente dindmica e depende de
muitos aspectos, como sexo, idade e ambiente. Dessa forma, a variagdo na populagao de
microrganismos entre individuos afetados, juntamente com as demais caracteristicas
funcionais e facilitadoras do cancer, impactam diretamente no fendtipo da doenga
(BHATT; REDINBO; BULTMAN, 2017; LYTHGOE et al., 2022). A Figura 1 sumariza
as caracteristicas associadas ao desenvolvimento e progressdo de tumores descritas por

Hanahan e Weinberg em 2011.



Figural. Representagdo esquematica das principais caracteristicas associadas ao desenvolvimento e
progressdo de tumores, baseado no modelo dos hallmarks of cancer descrito por Hanahan e Weinberg em
2011.
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Fonte: Propria autora.

1.2 Cancer: dados epidemiologicos

O cancer encontra-se em escala epidémica. Mundialmente, sdo esperados 35
milhdes de novos casos em 2050, um aumento de 77% em relacdo aos 20 milhdes
estimados em 2022. Os mais incidentes sdao de pulmdo, mama, colorretal, prostata,
estomago, figado, tireoide, colo do tutero, bexiga e linfoma ndo-Hodgkin. Além disso, ¢ a
segunda principal causa de morte no mundo, com aproximadamente 1 em cada 9 homens
e 1 em cada 12 mulheres morrendo pela doenca. De acordo com estimativas mundiais,
em 2022, houve 20 milhdes de novos casos de cancer e 9,7 milhdes de mortes. O cancer
de pulmao ¢ o que mais mata, com 1,8 milhdo de mortes, representando 18,7% do total.
Em seguida estdo o cancer colorretal (900 mil mortes; 9,3%), de figado (760 mil mortes;
7,8%), de mama (670 mil mortes; 6,9%) e de estomago (660 mil mortes; 6,8%). As
estimativas globais revelam que ha diferencas na progressdo do cancer conforme o indice
de desenvolvimento humano (IDH) dos paises. No caso do cancer de mama (CM), por
exemplo, em paises com IDH altos, 1 em cada 12 mulheres sera diagnosticada durante a
vida e 1 em cada 71 morrera pela doenca. J& em paises com IDH baixo, 1 em cada 27

mulheres ¢ diagnosticada e 1 em cada 48 vird a 6bito (IARC, 2022).
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No Brasil, foram estimados, para cada ano do triénio de 2026-2028, 571 mil novos
diagnosticos, sendo 255 mil em homens e 261 mil em mulheres. Com excecdo do cancer
de pele ndo melanoma, os tumores malignos mais incidentes no pais sdo o0 CM e o cancer
de prostata, ambos representando 30% dos casos mais frequentes em seus respectivos
sexos. Na regido Sudeste sdo esperados os maiores numeros, com 48,4% dos
diagnésticos, seguida da Regido Nordeste com 22,8%, Regido Sul com 17,1%, Centro-
Oeste com 7,3% e Norte com 4,4%. As regides Sul e Sudeste concentram 65,5% dos
casos no Brasil. Nos homens, o cancer de prostata ¢ mais predominante em todas as
regides, com 77.920 mil casos novos previsto por ano até¢ 2028, atrds apenas do cancer
pele ndo melanoma. Ja nas mulheres, 0 CM ¢ o mais incidente, com 78.610 mil casos
novos previstos no tri€énio, com exce¢ao apenas do cancer de pele ndo melanoma (INCA,

2026).

1.3 Cancer de Mama: definicio, biologia mamaria e subtipos

O CM ¢ a neoplasia maligna mais comumente diagnosticada em mulheres no
mundo. Alguns fatores de riscos estdo associados ao seu surgimento como idade,
mutacoes genéticas, historico familiar da doenca, obesidade, aspectos reprodutivos,
consumo excessivo de alcool, tabagismo e exposicao a radiagao (AKRAM et al., 2017).
A idade se destaca, visto que o envelhecimento acarreta um aumento na ocorréncia de
erros durante a replicagdo e reduz a eficacia dos mecanismos de reparo, o que prejudica
o funcionamento das células a nivel molecular (WHITE et al., 2014). Nesse contexto,
mutacdes sao preponderantes, especialmente quando identificadas nos genes BRCAI
(Breast Cancer 1), BRCA2 (Breast Cancer 2) e PALB-2 (Partner and Localizer of
BRCA2) (FOUNTZILAS et al.,2020). De fato, a prevaléncia do CM em portadoras dessas
alteracdes ¢ 10 a 30 vezes maior do que naquelas que ndo as possuem. O risco ¢ ainda
mais expressivo em mulheres com variantes nesses genes € com historico familiar da
doenca (AKRAM et al., 2017).

A obesidade também ¢ preocupante, uma vez que o excesso de gordura no corpo
provoca um estado de inflamagdo crénica e um aumento nos niveis hormonais,
contribuindo para o surgimento do cancer. Associado com os aspectos reprodutivos,
quanto maior o ganho de peso na idade adulta, maior o risco do CM na p6s-menopausa
(WORLD CANCER RESEARCH FUND, 2024). Finalmente, a exposi¢ao a substancias

cancerigenas, assim como o comportamento também precisam ser considerados. O
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consumo de alcool, por exemplo, eleva os niveis de alguns hormdnios, como o estrogénio,
responsavel por aumentar as chances de CM. Por outro lado, a nicotina presente nos
cigarros ¢ mutagénica e estimula uma rapida multiplica¢do celular (SUN et al., 2017).

Quanto ao CM, ¢ de suma importancia entender as caracteristicas histofisiologicas
da glandula mamaria e seu comportamento ao longo do desenvolvimento ¢ avanco da
doenga. A mama ¢ formada por tecido glandular, fibroso e adiposo. O primeiro compde
os lobos e ductos mamarios, suportados pelo tecido fibroso. Ja o tecido adiposo ¢
responsavel por preencher os espacos, influenciando diretamente no tamanho dos seios.
Cada mama ¢ composta por 15 a 20 lobos dispostos circularmente, de modo que cada um
¢ subdividido em 16bulos menores. Nestes estdo localizados os alvéolos, compostos por
células secretoras responsaveis pela producdo de leite. Apos a secrecdo, o leite ¢
conduzido pelos ductos lactiferos, que se estendem até os ductos mamarios para alcangar
a abertura do mamilo feminino. Vasos sanguineos e linfaticos se estendem por toda a
regido fornecendo sangue e nutrientes e atuando na protecao e na remocao de residuos,
respectivamente. De fato, a mama € um 6rgao dindmico, sofrendo alteragdes morfologicas
durante a puberdade, gravidez, lactacao e regressao. Essas modificacdes sao influenciadas
pelos niveis de estrogénio, progesterona e prolactina. E importante destacar que esses
hormonios, apesar de essenciais a homeostase da glandula, encontram-se diretamente
relacionados com o surgimento e progressao de tumores (BREAST CANCER UK, 2024;
NCI, 2024).

Assim, o CM ¢ um grupo diversificado de doengas que acometem ductos (CM
ductal) e lobulos (CM lobular), os quais contabilizam 85% e 15% dos casos,

respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica dos principais tipos histologicos de cancer de mama, incluindo
Carcinoma ductal invasivo, Carcinoma lobular invasivo, Carcinoma ductal in situ e Carcinoma lobular in
situ, evidenciando suas origens no tecido mamario e diferengas morfologicas.
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Fonte: Propria autora.

Além disso, podem ser invasivos, quando as células transformadas atingem o
tecido circundante (KATSURA et al., 2022; BREAST CANCER UK, 2024). O mais
incidente ¢ o CM invasivo sem tipo especial (NST), que se origina nos ductos e ¢
responsavel por 70-75% dos diagndsticos de carcinoma de mama invasivo. Apresenta um
padrao de células tumorais altamente agressivas e pouco diferenciadas. Em geral, ¢
formado por extensas camadas irregulares de células transformadas confluentes,
juntamente com um estroma fibroso escasso € com infiltrado linfocitario proeminente
(SURABHI et al., 2023). O nao invasivo, por sua vez, ¢ descrito como um tumor inicial
e localizado. Os mais comuns sdo o carcinoma ductal in situ (CDIS) e carcinoma lobular
in situ (LCIS), embora o LCIS seja considerado ndo-maligno, mas correlacionado a uma
maior chance de desenvolver a doencga. Os sinais e sintomas sdo indefinidos, incluindo a
presenca de nddulos mamarios e axilares, inchago no seio ou alteracdes na
forma/tamanho, além de mudangas na pele e nos mamilos, como a inversao e secre¢ao
(KATSURA et al., 2022; BREAST CANCER UK, 2024).

Contudo, a complexidade dessa doenga tem exigido uma classificagdo mais
precisa, para além dos aspectos histologicos. Assim, Charles M. Perou em 2000,
contribuiu para uma compreensdo mais aprofundada da biologia molecular do CM ao
evidenciar a importancia da presenca ou auséncia de receptores de estrogénio (RE), de
progesterona (RP) e do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2)

(KATSURA et al., 2022). Essa classificagdo molecular ¢ crucial para determinar o
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prognostico e a abordagem terapéutica adequada de modo que tumores que expressam
RE e/ou RP sao considerados positivos para receptores hormonais (RH+), aqueles que
expressam apenas HER?2 sdo definidos com o HER2 enriquecidos e os que ndo possuem
RE, RP ou HER2 sdo considerados tumores triplo-negativo (CMTN). Cerca de 77% dos
CMs sao RH+ e respondem a terapia hormonal, que visa bloquear ou diminuir os efeitos
do estrogénio e da progesterona no crescimento das células cancerigenas, independente
do status de HER2 (HARBECK et al., 2019).

Tumores RE+ e¢/ou RP+ e HER2-, com baixo indice proliferativo (ki67 < 14%)
sdo classificados como luminal A. Representam cerca de 50% dos casos, com melhor
prognostico e com uma sobrevida em 5 anos de 80%. Os luminal B acometem de 10-20%
das pacientes sendo RE+ e/ou RP+ ¢ HER2-, mas com ki67 > 14%. Quando positivos
para HER2 sdo denominados luminal hibrido. A sobrevida em 5 anos ¢ de,
aproximadamente, 70%, com progndstico inferior comparado ao luminal A (BONILLA;
TABANERA; MENDOZA, 2017). Os HER2-enriquecidos contabilizam 15-20% dos
diagnosticos. A superexpressao deste receptor na superficie das células cancerigenas ativa
vias de sinalizacdo que promovem a multiplicagdo celular. Portanto, sdo considerados
tumores altamente proliferativos, com aproximadamente 60% de sobrevida em cinco anos
(IQBAL, 2014; BONILLA; TABANERA; MENDOZA, 2017). Por fim, o CMTN ¢
altamente heterogéneo e mais agressivo, afetando, principalmente, mulheres jovens com
mutacdes no gene BRCAI. A falta de receptores o torna ndo responsivo a terapias
hormonais ¢ a medicamentos direcionados ao HER2. A maioria ¢ de origem ductal,
embora outros tipos agressivos, como metaplasico, apocrino e adendide cistico, também
sdo frequentemente encontrados. Possuem uma maior propensdo para metastatizar para
orgdos distantes, como os pulmdes e o cérebro. Assim seu progndstico ¢ mais
desfavoravel, o que resulta em uma taxa de sobrevivéncia inferior a 2 anos. No caso de
CMTN metastatico, apenas 12% dos pacientes sobrevivem em 5 anos (LU et al., 2023;

BONILLA; TABANERA; MENDOZA, 2017).

1.4 Desafios no tratamento do CMTN

Pacientes com CMTN nao sdo tratados com terapia hormonal, tampouco com anti-
HER2. Além disso, apresentam peculiaridades no curso clinico e progndstico, sendo
necessdrias intervengdes e tratamentos mais ativos e sistémicos. A escolha do tipo de

cirurgia considera ndo apenas a sobrevida e o risco de recorréncia local, mas também
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fatores como estética, qualidade de vida, tamanho e localizagdo do tumor. Com base
nisso, pode ser realizada a lumpectomia, com remog¢do do tumor ¢ margem de tecido
saudavel, ou mastectomia, com remog¢ao completa da mama. Também hé a possibilidade
de remover os linfonodos (LEONE et al., 2023). Para tumores grandes e multicéntricos,
a mastectomia radical é a principal operacdo realizada. Porém, estd associada a um
frequente desenvolvimento de linfedema e outras complicagdes pds-cirurgicas. Ademais,
essa intervengdo ¢ associada a distirbios psicoemocionais, levando a uma diminuigdo da
qualidade de vida, especialmente em pacientes jovens. Nesse cendrio, para casos de
tumores pequenos € com boa propor¢do tumor/mama, houve o aumento das indicagdes
de cirurgia com preservacao de 6rgaos, reconstrutivas e restauradoras. No entanto, devido
a agressividade da doenga, a mastectomia ainda predomina em relagdo a lumpectomia,
representando 67% e 33% dos casos, respectivamente (BARANOVA et al., 2022).
Atualmente, a cirurgia conservadora da mama seguida de radioterapia ¢ considerada o
padrao ouro para o tratamento local do CMTN. Como resultado, apresenta sobrevida
comparavel aos da mastectomia, especialmente para tumores detectados precocemente
(LEONE et al., 2023).

A radioterapia ¢ essencial no manejo do CMTN, particularmente naqueles
portadores de mutagdes BRCA 1. A deficiéncia funcional desse gene leva a perda da
capacidade de reparo ao DNA, aumentando a instabilidade gendmica causada pela
radiagdo. Apods a cirurgia conservadora, a radioterapia reduz em 50% o risco de
recorréncia em um periodo de 10 anos e diminui em 20% a mortalidade por CM em 15
anos. Contudo, devido a natureza altamente proliferativa e agressiva do CMTN, suas
taxas de recorréncia permanecem elevadas (OFFERSEN; OVERGAARD, 2020).
Contudo, a radioterapia pode estar associada a reacdes adversas. Em pacientes com CM,
os sintomas iniciais mais comuns sdo irritacdo da pele, fadiga, inchaco da mama, perda
de cabelo na area tratada, problemas para mover o brago e o ombro, cansago ¢ fraqueza.
A medida que o tratamento avanca, hd o risco de desenvolver doenga cardiaca e
linfedema. Além disso, ¢ descrito o risco de surgimento de neoplasias secundarias, devido
a exposi¢do prolongada a radiagdo, com maior ocorréncia em mulheres diagnosticadas
com CM em idade jovem. Problemas menos frequentes apds a radioterapia incluem
fraturas de costelas, dor cronica, trombose da veia axilar e necrose 6ssea (SENKUS-
KONEFKA et al., 2006).

A quimioterapia, administrada tanto de forma intravenosa e/ou oral, pode ser

adotada em sistemas isolados ou em combinag¢des. Pode ser realizada na forma
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neoadjuvante, reduzindo o tumor antes do tratamento principal, e/ou adjuvante,
administrada apds o tratamento principal para eliminar possiveis células neoplésicas
restantes. As antraciclinas e taxanos tém sido utlizadas como regime de quimioterapia
padrdo para o CMTN. As antraciclinas, como doxorrubicina e epirrubicina, sio
intercalantes de DNA e inibidoras da topoisomerase II, impedindo a replicacdao e
transcri¢do génicas, o que conduz a quebras nas fitas de DNA e inducdo de apoptose,
potencializada pela geracdo ROS. Além disso, estudos apontam que sdo capazes de ativar
células T CD8+, aumentando as taxas de resposta e sobrevida dos pacientes. Os taxanos,
como paclitaxel e docetaxel, por sua vez, promovem a estabilizagdo dos microtibulos e
inibem sua despolarizacdo, comprometendo a dinamica do fuso mitético e interrompendo
a divisao celular. Quando administrados em conjunto, esses agentes associam
mecanismos de agdo complementares, potencializando a eficacia terapéutica e reduzindo
o risco de recidiva e com taxas de resposta patologica completa de pelo menos 40% no
CMTN. Além dessas drogas, existem outros quimioterapicos que podem ser utilizados,
como os derivados de platina, antimetabolitos e alquilantes (OBIDIRO et al., 2023).

Entretando, a quimioterapia pode ser severa para os pacientes. Entre os efeitos
agudos mais comuns, destacam-se nduseas, vOmitos, mucosite oral, fadiga e
mielossupressao, o que pode levar a anemia e trombose, aumentando o risco de infecgoes
e sangramentos. Efeitos cumulativos e de longo prazo incluem neuropatia periférica,
cardiotoxicidade (particularmente com o uso de antraciclinas), alteracdes cognitivas e
disfungdes hormonais. E relatado também, problemas dermatologicos, alteragdes
gastrointestinais e imunossupressdo persistente, impactando significativamente a
qualidade de vida durante e apds o tratamento. Outro ponto a ser mencionado ¢ a
resisténcia tumoral aos quimioterapicos, especialmente no CMTN. A presenga de
mecanismos como expressdao aumentada de proteinas de efluxo, alteragdes em vias de
sinalizagdo de apoptose ¢ ativagdo de fatores de reparo do DNA, reduzem a eficacia do
tratamento, aumentando a probabilidade de recidiva e progressdo da doengca (WAHBA;
EL-HADAAD, 2015; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2022).

A imunoterapia também vem sendo utilizada no manejo do CMTN, com os
inibidores de checkpoint imunoldgico (ICI), em especial os inibidores do ligante 1 do
receptor de morte programada (PD-L1). Essa proteina, ativamente expressa na superficie
da célula tumoral, ao se ligar no seu receptor PD-1 nos linfocitos T citotoxicos, inibe a
resposta imune promovendo a progressdao tumoral. Os ICI’s, como o atezolizumabe e

avelumabe, agem bloqueando a ligacdo PD-1/PD-L1, restaurando a atividade antitumoral
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dos linfocitos T e aumentando a resposta imune contra o tumor (LI ef al., 2025). Em
pacientes com CMTN metastatico, observa-se que o tratamento apresenta uma atividade
antitumoral duradoura e toxicidade controlavel. Contudo, ainda ndo h4d uma compreensao
completa dos fatores moleculares envolvidos no escape imunologico das células
tumorais, o que esta diretamente relacionado com a resisténcia a imunoterapia. Alguns
pacientes PD-L1 positivos, por exemplo, ndo respondem aos ICIs (LI et al., 2025).
Ademais, o CMTN ¢ considerado altamente heterogéneo, com subtipos moleculares
distintos e com imunogenicidade variavel (ESSALIHI et al., 2025).

Os inibidores da poli (ADP-ribose) (PARP) também s3o uma nova classe de
moléculas utilizadas no tratamento de pacientes com CMTN que apresentam mutagdes
germinativas em BRCA 1 ou BRCA2. As enzimas PARP pertencem a uma extensa familia
de proteinas que desempenha um papel crucial no processo de reparo por excisdo de
bases. A PARP-1 participa do reparo de quebras de fita simples no DNA (SINGH et al.,
2021) e, pacientes com CMTN com mutacdes em BRCAI ou BRCA2, sao deficientes
nesse sistema. Portanto, com a adi¢do de inibidores de PARP, ocorre um actiimulo de
erros, o que leva a ativagdo do processo de apoptose nas células tumorais. Para o
tratamento do CMTN metastatico foram aprovados o olaparib e talazoparib.
Comercialmente, encontram-se disponiveis também o rucaparibe, niraparibe e veliparibe
(BARCHIESI et al., 2021; PAPADIMITRIOU; MOUNTZIOS; PAPADIMITRIOU,
2018).

Finalmente, vem se destacando os conjugados de anticorpos e farmacos (ADC),
atualmente testados em tumores solidos avancados e metastaticos, como o CMTN. Sua
estrutura ¢ composta por um agente citotoxico, um anticorpo monoclonal (mAb) e um
ligante estavel, responsavel pela liberagdo do fAirmaco nas células-alvo. Atualmente, para
o CMTN o Sacituzumab Govitecan (SG) esta sendo utilizado como tratamento. Esse
ADC ¢ composto por um mAb contra o antigeno de superficie de células trofoblésticas
humanas 2 (TROP-2) ligado ao SN-38, um derivado ativo do irinotecano (inibidor da
topoisomerase 1) (DRI ef al., 2024). Em comparacdo a quimioterapia padrdo, pacientes
com CMTN metastatico tratado com SG apresentaram um aumentou de sobrevida livre
de progressdo de 1,7 para 5,6 meses e a sobrevida global praticamente dobrou de 6,7 para
12,1 meses (SCHIPILLITI ef al., 2024). Apesar dos resultados promissores, observa-se
toxicidades especificas, como neutropenia, diarreia e alopecia, além de risco de

resisténcia tumoral (LI et al., 2025).
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Assim, o CMTN continua sendo um dos subtipos mais agressivo e de dificil
manejo clinico. Possui uma maior heterogeneidade biolodgica comparado aos outros
subtipos de CM, o que se relaciona a baixa eficdcia das opcdes terapéuticas existentes.
Para os inibidores de PARP, apenas 15% dos casos de CMTN possuem as mutagdes
germinativas em BRACAI/2, sendo a maioria ndo elegivel ao tratamento. Para a
imunoterapia ser bem-sucedida, o tumor deve possuir uma carga mutacional tumoral alta,
0 que nao ocorre na maioria dos pacientes (CHAPDELAINE et al., 2023). Nesse cenario,
os produtos naturais, principalmente de origem vegetal, vém se destacando. Sao capazes
de modular vias alternativas, diferentes das ja conhecidas e utilizadas, influenciando no

comportamento, sobrevivéncia e hallmarks tumorais (QIAN et al., 2026).

1.5 Produtos naturais e Renealmia petasites

Em virtude da marcante diversidade quimica presente na natureza, os produtos
naturais sdo vistos como um valioso estoque de compostos bioativos. Por esta razao,
diferentes fitoconstituintes vem sendo investigados quanto a sua aplicabilidade clinica.
No campo da oncologia, cerca de 60% dos agentes anticancer atualmente em uso e com
eficacia relevante sao provenientes de produtos naturais. Os derivados de plantas sdao os
mais explorados. Seus metabolitos secundarios, como flavonoides, taninos, alcaloides e
terpenoides, sao reconhecidos por suas significativas propriedades medicinais, incluindo
potencial antitumoral. Sao responsdveis por ativar e modular vias metabdlicas
influenciando na proliferacdao, migracao e apoptose. Portanto, sio uma importante fonte
de novos quimioterapicos (ABDALLA et al., 2022; HUANG; LU; DING, 2021).

O género Renealmia L.f., que pertence a familia Zingiberaceae, possui aplicagdes,
medicinais e alimentares. Abriga vdarias espécies que se distinguem por suas
caracteristicas morfologicas e suas distribuigdes nas regides neotropicais e africanas,
sendo a maioria encontrada em areas com florestas tropicais umidas. Geralmente, as
plantas desse género sdo terrestres, variando de 1 a 3 metros de altura, podendo atingir
até 6 metros, e se caracterizam como herbaceas com rizomas de ramificagdo simpodial,
frequentemente espessos € com uma textura quase lenhosa, além de apresentarem raizes
carnosas finas (WFO, 2025). No aspecto alimentar, espécies como R. petasites € R.
alpinia produzem frutos frescos que sdo considerados comestiveis, especialmente pela
presenca de arilo em suas sementes, além de serem utilizados como temperos ou

condimentos. Do ponto de vista medicinal, destacam-se R. alpinia e R. exaltata, usadas
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tradicionalmente por comunidades indigenas da América do Sul no tratamento de dores
de cabeca e musculares, além do uso da infusdo de sementes de R. exaltata no manejo do
bruxismo (NEGRELLE, 2015). Poucas espécies desse género foram estudadas em relacao
a sua composi¢do quimica. No entanto, pelo menos 14 espécies sdo mencionadas na
medicina popular por suas propriedades como analgésicos, anticancerigenos,
antifungicos, antimalaricos, antiofidicos, anti-inflamatorios e antioxidantes (FRANZOI,
2020).

Entre as espécies que receberam pouca atencdo em estudos, encontra-se a R.
petasites, popularmente chamada de pacova (Figura 3). Essa planta ¢ nativa do Brasil e
cultivada principalmente nas regides Sudeste (Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo e
Rio de Janeiro) e Sul do Brasil (Parana e Santa Catarina), tendo como principal bioma, a
Mata Atlantica. Suas sementes sdo tradicionalmente usadas como vermifugo, no
tratamento de problemas estomacais, diarreia e infertilidade (CNCFLORA, 2012). Além
disso, seu 6leo essencial € usado por comunidades locais em Sdo Paulo para problemas
cardiacos (SANTOS et al., 2021). Estudos quimicos preliminares identificaram oito
compostos em seu perfil fitoquimico, incluindo cinco diarilheptanoides, um flavonoide e
dois alcoois graxos. A concentracdao total de flavonoides, fenolicos e taninos foram
encontrados em maiores quantidades nos rizomas, seguido pelo caule e folhas, sendo esta
ultima, particularmente rica em flavonoides. Esses constituintes se associam a um
potencial antioxidante e anti-inflamatorio significativo, com a diminui¢ao de radicais
livres e/ou inibindo suas agdes intracelulares e inibi¢ao da produgdo de importantes
mediadores do processo inflamatdrio, como TNF-a e IL-6 (SOARES et al., 2021). Apesar
do uso tradicional e dos resultados iniciais promissores, ainda sao escassos os estudos que
investigaram as atividades biologicas de extratos de R. petasites. Diante desse contexto,
a investiga¢do do potencial antitumoral de extratos dessa espécie contra o CM representa

uma estratégia promissora (NEGRELLE, 2015).
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Figura 3. Planta adulta da Renealmia petasites.

Fonte: (FRANZOI, 2020).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos celulares de extratos das folhas secas de R. petasites em células

mamarias, especialmente em linhagens tumorais.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o potencial de diferentes extratos de R. petasites (EAT 25, EAT 39, EAT
40, EAT 41, EAT 42, EAT 43 ¢ EAT 44) em alterar a viabilidade de células
mamarias;

e [Estabelecer concentragdo inibitoria média dos extratos para o controle seletivo de
células tumorais mamarias;

e Determinar o potencial antiproliferativo dos extratos;

e Identificar alteracdes no perfil transcricional das células tratadas com os extratos;e

o Identificar o(s) extrato(s) mais promissor(es) para estudos detalhados sobre seu(s)

mecanismo(s) de agdo em neoplasias mamarias malignas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Extratos de R. petasites

R. petasites foi coletada no Herbario Medicinal da Faculdade de Farmacia,
21°46'38.7"S 43°22'00.5"W, Juiz de Fora, MG, Brasil. A coleta, processamento, obtencao
das fragdes foram realizados pelo Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho e gentilmente
cedidos para analise de suas a¢des em células tumorais mamarias. Foi utilizado o extrato
bruto da planta seca (EAT 25) e suas fragoes hexanica (EAT 39), diclorometano (EAT
40), acetato de etila (EAT 41), hidrometandlica (EAT 42), hexano/acido acético (EAT
43) e metanol/acido acético (EAT 44). Este estudo foi conduzido em conformidade com
a Lei Federal Brasileira nimero 13.123/2015 de Acesso ao Patrimdénio Genético,

registrado sob o nimero AC249C3.

3.2 Cultivo celular

Foram utilizadas quatro linhagens celulares adquiridas da American Type Culture
Collection (ATCC): MCF-10A (epitelial mamdaria nao tumorigénica), MCF7 (CM
luminal), MDA-MB-231 (CMTN) e HFF (fibroblasto humano). A linhagem MCF-10A
foi cultivada em meio DMEM-F12 (Gibco®), 20 ng/mL do fator de crescimento
epidérmico (EGF) (Gibco®), 0,5 pug/mL de hidrocortisona (Sigma®) e 10 pg/mL de
insulina (Gibco®). As células MCF-7 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco®) e
a linhagem MDA-MB-231 foi mantida em meio L15 (Gibco®). As células HFF foram
cultivadas em meio DMEM-HG (Gibco®). Todas as linhagens foram suplementadas com
10% de soro fetal bovino (Gibco®) e 1% da solucdo de antibidtico e antimicdtico
(Gibco®) e mantidas a 37°C. Apenas as células MDA-MB-231 ndo foram cultivadas em
atmosfera de 5% de CO2. Para a realizacdo dos experimentos as células foram utilizadas

em 80% de confluéncia.

3.3 Ensaio de MTT



21

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico utilizando o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5difeniltetrazoélio (MTT). Inicialmente, foi
conduzido um screening inicial apenas nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231,
as quais foram semeadas em placas de 96 pogos nas densidades: 3x10° e 1,5x10*
células/poco, respectivamente. Os extratos e fragdes foram ressuspendidos em
dimetilsulféxido (DMS0-0,5%) (Exodo Cientifica®), obtendo-se uma concentragio de
estoque de 50 mg/mL. Em seguida, foram diluidos em série no meio de cultivo até as
concentracoes finais de 20 ug/mL, 100 pg/mL e 500 pg/mL. Como controle negativo, foi
utilizado apenas células com o meio. Apds 48 horas de tratamento, o MTT (0,5 mg/mL)
foi adicionado a cultura e mantido por 4 horas. O sobrenadante foi descartado e 200 uL
de DMSO foram acrescentados em todos os pogos para a dilui¢do dos cristais de
formazan.

O valor de absorbancia de cada poco a 570 nm foi detectado por um leitor de
microplacas (Thermo Plate, TP-Reader, Waltham, MA, EUA). A viabilidade foi
apresentada em percentagem conforme a seguinte formula:

AA — ABSC

" _
Yoviabilidade celular ADMSO —ABSC x 100 (F1)

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

ADMSO = Absorbancia do controle de solvente (DMSO)

ApoOs o célculo do percentual de viabilidade, o ensaio de MTT foi novamente
realizado com as amostras mais promissoras, EAT 39 e EAT 44, nas linhagens tumorais
e nas linhagens ndo-tumorigénicas MCF-10A e HFF, plaqueadas em 96 pocos na
densidade de 1,5x10* e 8x10° células/pogo respectivamente. Os procedimentos foram os
mesmos descritos acima e os tratamentos ajustados para as seguintes concentragoes finais
de: 1,35 pg/mL, 4,1 pg/mL, 12,5 pg/mL, 37 pg/mL, 111 pg/mL, 333,5 pg/mL e 1.000
pg/mL. Com base nos resultados da absorbancia a 570 nm, foi calculado a concentracao
inibitoria média (ICso) dos extratos e o indice de seletividade (IS), considerando a razao
entre o ICso das células MCF-10A e HFF (ndo tumorigénicas) e o ICso de cada linhagem
de células tumorais. Valores de IS > 2 foram considerados significativos

(INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD, 2021).
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3.4 Formacao de colonias

O ensaio de formagdo de colonias foi realizado utilizando as fragdes com os
melhores valores de ICso nas células MDA-MB-231: EAT 39 e EAT 44. Para isso, as
células foram semeadas em placas de 6 pogos (5 x 107 células/pogo) e mantidas por 24
horas a 37°C. Posteriormente, foram tratadas com as concentracdes de 1Cso4 € ICs0/2 das
fragoes EAT 39 (6,20 ung/mL e 12,4 pg/mL) e EAT 44 (11,9 pg/mL e 23,8 pg/mL). Como
controle, um grupo sem tratamento foi incluido no experimento. Apos 48 horas de
exposicao as fracdes, o tratamento foi retirado e adicionado um novo meio de cultura
completo. As placas foram incubadas por 15 dias, com troca de meio a cada 3 dias. Ao
término do periodo, as colonias foram lavadas com solu¢do salina tamponada com fosfato
(PBS 1x), fixadas com formaldeido a 4% (v/v) por 20 minutos e coradas com solugao
violeta cristalina (0,5% m/v) em metanol (25% v/v) por 5 minutos. A quantificagdo da
formagdo de coldnias foi realizada por meio da diluicdo do corante em acido acético a
33% (v/v) e as imagens de cada pogo foram obtidas utilizando o equipamento iBright
(ThermoFisher). A leitura da absorbancia foi medida a 570 nm em um leitor de

microplacas (Thermo Plate, TP-Reader, Waltham, MA, EUA).

3.5 Ensaio de Migracao

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Lanna e
colaboradores (2021), com algumas modificagdes. Monocamadas confluentes de células
MDA-MB-231 (2x10°), em placas de 12 pogos, foram riscadas com uma ponta de
ponteira de 200 pL. As células foram entdo tratadas com concentragdes correspondentes
a [Csos e ICso2 das fragdes EAT 39 e EAT44. As imagens foram capturadas no tempo 0,
24 e 48 horas usando o microscopio especifico invertido EVOSTM XL Core
(ThermoFisher) com aumento de 100x em diferentes campos por pogo. A area de
fechamento do arranhao foi medida usando o software ImagelJ, e a migracdo celular foi
determinada como a porcentagem de fechamento em comparag¢do com a largura inicial

da ranhura, referente ao tempo 0 de tratamento.

3.6 Quantificacio dos transcritos por RT-qPCR em tempo real
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A linhagem MDA-MB-231 foi tratada por 48 horas com uma concentracido
equivalente a ICso4 das fragdes EAT 39 e 44. Apos esse periodo, o RNA total das células
foi extraido utilizando Trizol Reagent® (Invitrogen), tendo como base as instru¢des do
fabricante. A integridade e concentragdo do RNA foram determinadas em
espectrofotometro (Thermo Scientific - NanoDrop Lite) nos comprimentos de onda de
260 nm e 280 nm. A partir de 1 ug de RNA total, foi sintetizado o cDNA (DNA
complementar) com o kit M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase — Invitrogen), conforme protocolo do fabricante, utilizando primers
hexametros (Invitrogen). Para a quantificagao dos transcritos dos genes /L6, IL1-f e TGF-
p, ensaios de qPCR foram otimizados. As reagdes foram preparadas utilizando Power
Syber Green (Applied Biosystems) contendo 4,5 uL de master mix e 0,5 uM dos
iniciadores em um volume final de 10 pL. A ciclagem foi realizada em equipamento
StepOne Plus (Applied Biosystems) incluindo aquecimento inicial de 10 minutos a 95°C,
seguido de 40 ciclos de amplificagdo, alternando 15 segundos a 95°C e 60 segundos a
60°C para IL-6 e ILI-p e 62°C para TGF-f. A especificidade dos iniciadores foi
confirmada pela analise da curva de dissociacao do amplificado. Como normalizadores,
foram utilizados os genes B2M (Beta-2-Microglobulina) e HPRT (Hipoxantina guanina
fosforibosiltransferase), aplicando-se o método Cq comparativo. Os iniciadores utilizados

nesse estudo estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores utilizados nas reagdes de qPCR.

Gene Sequéncia (5° - 37) Fragmento (pb)
IL6  F: GATTCCAAAGATGTAGCCGCC 242
R: ATTTTCACCAGGCAAGTCTCCTC
IL1-f  F: CAGGATATGGAGCAACAAGTGG 136
R: GGGCTTATCATCTTTCAACACGC
TGF-f F: GTACCTGAACCCGTGTTGCTC 107
R:CAGGAATTGTTGCTGTATTTCTGG
HPRT F: GCTGAGGATTTGGAAAGGGTG 94
R: GGCCTCCCATCTCCTTCATC
B2M  F: CCTGCCGTGTGAACCATGT 94

R: GCGGCATCTTCAAACCTCC

Fonte: Propria autora.
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3.7 Analises Estatisticas

As andlises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8.0.1 (San
Diego, Califérnia, EUA). Inicialmente, todos os dados foram avaliados quanto a
normalidade e homogeneidade de desvios. O teste ANOVA, seguido pelo pds-teste de
Tukey foi empregado para a comparacgao de grupos. A determinacgio do ICso foi feita por
regressao nao linear. Foram conduzidos trés ensaios independentes em triplicata. Valores

de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

4 RESULTADOS

A viabilidade das linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 foi avaliada pelo ensaio de
MTT apds 48 horas de incubacao com o extrato EAT 25 e suas fragcdes EAT 39, EAT 40,
EAT 41, EAT 42, EAT 43 e EAT 44 para um screening inicial das amostras com maior
potencial em inibir células de CM. De acordo com a Tabela 2, foi possivel selecionar as
amostras EAT 25, EAT 39 e EAT 44, uma vez que as fragdes EAT 40, EAT 41, EAT 42
e EAT 43 ndo apresentaram um significativo efeito citotdoxico sobre as linhagens
tumorais, mantendo valores de viabilidade celular acima de 50% mesmo na maior

concentracao de 500 pg/mL.
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Tabela 2- Ensaio de citotoxicidade apresentando o percentual de viabilidade das linhagens celulares
tumorais mamarias MDA-MB-231 ¢ MCF-7 tratadas com diferentes concentragdes dos extratos de R.

petasites (20, 100 e 500 pg/ml) por 48 h.

Concentragﬁo MDA-MB'231 MCF-7
(ng/mL) 20 100 500 20 100 500

EAT 25 109,3 £5,3 80,78 £ 5,1 94,40 £ 3,7 65,44 £ 11,8
99,39 £5,1

EAT 39 80.78 + 1.9

EAT 40 87.53 4,0 5496428  [13075204 | 68.99:7.1 7243167
EAT 41 1037494 1098426 | 121,1=114  107,18=13  1184+106 87.36+193
EAT 42 1068493 1009480 | 1249437 10059456  101,7+55 | 6504+ 143
EAT 43 90.64+3.9 9278405 9557432 1182138 1063464 8846+ 109

Viabilidade celular (%):

E

0 100 200

Fonte: Propria autora.

Ja o extrato bruto EAT 25 reduziu significativamente a viabilidade das células
tumorais mamarias, que se manteve em apenas 34,39 + 2,2% para MDA-MB-231 e 31,25
+ 5,5% para MCF-7. O EAT 39 se destacou, com acentuada citotoxicidade na linhagem
MDA-MB-231 (viabilidade de 18,96 + 0,5%), sugerindo maior atividade nessas células.
Seguindo o mesmo perfil de destaque, as células de CMTN mantiveram sua viabilidade
em apenas 19,82 + 0,8% apds o tratamento com EAT 44. Portanto, os resultados
evidenciam que o extrato EAT 25 e as fragdes EAT 39 e EAT 44 foram os mais
promissores, com efeito dose-dependente e maior atividade sobre a linhagem do CMTN.

Apos tratamentos também das células ndo-tumorigénicas MCF-10A e HFF com
EAT 25, EAT 39 e EAT 44, os valores de 1Cso foram calculados utilizando um maior
intervalo de concentragdes (1,35 pg/mL a 1.000 pg/mL) por um periodo de 48 horas
(Tabela 3). As linhagens ndo tumorais foram menos sensiveis aos extratos. Nota-se que o
EAT 39 apresentou os menores valores de ICso (24,81 ng/mL para MDA-MB-231 e 49,43
pg/mL para MCF-7), indicando maior poténcia citotoxica. O EAT 44 também mostrou
um efeito significativo, com ICso de 47,63 pg/mL para MDA-MB-231 e 122,4 ng/mL
para MCF-7. Ja o extrato bruto EAT 25 apresentou os maiores valores de ICso em todas

as linhagens, especialmente na MCF-7 (247,6 pg/mL).
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Tabela 3- Concentragdes inibitorias médias (ICso - pg/mL) do extrato EAT 25 e fragoes EAT 39 e EAT 44,
estimadas pelo ensaio MTT. Células ndo tumorigénicas (MCF-10A e HFF) e células tumorais mamarias
(MDA-MB-231 e MCF-7) foram tratadas por 48 horas.

. IC50 (ng/mL)

Extratos/Fragdes —y i VIB231  MCF-7 HFF MCF-10A
EAT 25 123.1 247.6 160,9 95,78
EAT 39 24,81 49.43 66,46 57,39
EAT 44 47,63 122,4 168,7 123,5

Fonte: Propria autora.

A seletividade também foi calculada (Figura 4). A fragdo EAT 44 se destacou,
com valores de IS maiores, especialmente na linhagem MDA-MB-231, sendo de 3,54,
quando comparada a HFF e de 2,59 quando comparada a MCF-10A. Para a linhagem
MCF-7, essa fracdo ndo se mostrou seletiva (IS < 2,0). O EAT 39 demonstrou
comportamento semelhante, tendo IS =2,67 € 2,31 para MDA-MB-231 ¢ 1,35 ¢ 1,16 para
MCF-7 (nao seletivo). Assim, as fragdes mais citotéxicas também apresentaram menor

atividade nas linhagens nao tumorais, evidenciando, mais uma vez, seu carater promissor.

Figura 4- Graficos dos indices de seletividade (IS) do extrato EAT 25 e das fragoes EAT 39 e EAT 44
frente as linhagens tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7), comparadas as linhagens ndo tumorigénicas (HFF
e MCF-10A).

EAT 25 EAT 39 EAT 44
= 4.09 =~ 4.0 =~ 4.0q
g . B S=06 2 mos=135 2 ] = (S =137
° 3 _ o _ o 7 -
2 50 = S=0,3 2 504 B S=116 3 4| = S =1,00
ke e k)
S 2.5 S 2.5 S 2.5
° 4 o 204 2 204
g 2.0 g 2.0 2 2.0
e 1.54 8 1.5 e 1.5+
s 1 2 5 107
'.g 0.5 .E .g 0.5
= 0.0- = = 0.0-
HFF MCF-10A HFF MCF-10A HFF MCF-10A
MCF-7 MCF-7 MCF-7
EAT 25 EAT 39 EAT 44
& 40 & 407 & 407
2 m S=13 2 . ms=267 2 ] mm S =354
o 7 _ o _ > 3 _
T 50 = S=07 2 50d = s=231 8 | = S =259
e e k)
> 259 > 2.5 > 254
£ ] 5 i k] -
g 2.0 g 2.0 g 2.0
s 1.5+ % 1.5 % 1.5
s "7 s 107 3 107
'.g 0.5+ .E 0.5+ .E 0.5
= 0.0- = 0.0- = 0.0-
HFF MCF-10A HFF MCF-10A HFF  MCF-10A
MDA-MB-231 MDA-MB-231 MDA-MB-231

Fonte: Propria autora.
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Ensaios relacionados a mecanismos associados a tumorigénese como migragao e
clonogenicidade foram, entdo, realizados nas células de CMTN MDA-MB-231 utilizando
os valores de ICson € ICso4 correspondentes ao tratamento com EAT 39 e EAT 44. No
experimento de migra¢do, como controle, células de fibroblasto humano foram tratadas
para comparar o perfil migratorio fisioldgico com o comportamento altamente invasivo
observado na linhagem tumoral MDA-MB-231. Como resultado, o grupo controle
(células HFF nao tratadas) apresentou progressao do fechamento da ferida em 100% nas
primeiras 24 horas. J4 todos os tratamentos inibiram o processo migratdrio sem
fechamento da ferida. A andlise quantitativa confirmou diferenca estatistica significativa

entre o controle e todos os tratamentos (p < 0,05) (Figura 5).
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Figura 5- Ensaio de migragdo celular na linhagem HFF tratada com os extratos EAT 39 e EAT 44 (A)
Imagens representativas do fechamento da ferida nos tempos de 0, 24 e 48 horas. As linhas azuis indicam
as bordas da area inicial da lesdo (B) Graficos da porcentagem de fechamento da area de ferida apos 24 ¢
48 horas. A linhagem HFF foi tratada com as fragdes EAT 39 nas concentra¢des de 6,20 (ICso4) e 12,40
pg/mL (ICso2), e EAT 44 nas concentragdes de 11,91 (ICso4) € 23,81 pg/mL (ICso2). Diferentes letras sobre
as barras indicam grupos estatisticamente distintos pelo teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (p
<0,05).
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Fonte: Propria autora.

Nas células MDA-MB-231, como esperado, foi observado um elevado percentual
migratdrio ao longo de 48 horas (Figura 6). Nos tratamentos com o EAT 39 e EAT 44

houve uma reducdo da migra¢do de forma dose-dependente apos 24 horas, sendo que,
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apos 48 horas, apenas o EAT 44 diminuiu significativamente a taxa de migracdo em

relacdo ao controle (p < 0,05) e apresentou diferenca entre as concentragdes testadas.

Figura 6- Ensaio de migracdo celular na linhagem MDA-MB231 tratada com os extratos EAT 39 e EAT
44 (A) Imagens representativas do fechamento da ferida nos tempos de 0, 24 e 48 horas. As linhas azuis
indicam as bordas da area inicial da lesdo (B) Graficos da porcentagem de fechamento da area de ferida
apos 24 e 48 horas. A linhagem MDA-MB-231 foi tratada com as fragdes EAT 39 nas concentragdes de
6,20 (ICs0/4) € 12,40 pg/mL (ICsor2), ¢ EAT 44 nas concentragdes de 11,91 (ICsoi4) € 23,81 pug/mL (ICsop).
Diferentes letras sobre as barras indicam grupos estatisticamente distintos pelo teste ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Propria autora.

Em relagdo ao ensaio clonogénico (Figura 7), EAT 39 reduziu significativamente
em 5% e 10% a formacdo de novas colonias quando as células MDA-MB-231 foram

tratadas com 6,20 pg/mL (ICso4) € 12,40 pg/mL (ICs02) da fragao, respectivamente. Uma
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resposta semelhante foi observada para EAT 44, com redugdo de migragdo proxima de
12% e 20% nas concentragdes 11,91 pg/mL (ICsos) e 23,81 pg/mL  (ICsop).
Estatisticamente, houve diferencga significativa entre os tratamentos e o controle. Apenas

para EAT 39 foi verificada diferenga entre as concentragdes testadas.

Figura 7- Clonogenicidade das células MDA-MB231 apds tratamento por 48 horas com as fragdes EAT 39
e EAT 44 (A) Imagens representativas das colonias. (B) Grafico do percentual de colonias formadas. A
linhagem MDA-MB-231 foi tratada com as fragdes EAT 39 nas concentragdes de 6,20 (IC50/4) e 12,40
pg/mL (IC50/2), e EAT 44 nas concentragdes de 11,91 (IC50/4) e 23,81 pg/mL (IC50/2). Diferentes letras
sobre as barras indicam grupos estatisticamente distintos pelo teste ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey (p < 0,05).
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Fonte: Propria autora.

Por fim, expressao dos transcritos de IL-6, IL-1f e TGF-f foram quantificados por
qPCR (Figura 8). Ambas as fragdes, EAT 39 e EAT 44, reduziram significativamente a
expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias /L-6 e IL-1f em relagdo ao controle. No
entanto, os transcritos de 7GF-f aumentaram, sendo esse aumento mais expressivo

quando as células foram tratadas com EAT 39.
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Figura 8- Expressdo relativa dos genes /L-6, IL-15 ¢ TGF-f em células MDA-MB-231 tratadas com os
valores de ICsou das fragdes EAT 39 e EAT 44. Os niveis de expressdo génica foram determinados por RT-
qPCR ap6s 48 horas de tratamento, normalizados pelo gene de referéncia B2M. Diferentes letras sobre as
barras indicam grupos estatisticamente distintos pelo teste ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey (p <
0,05).
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5 DISCUSSAO

O CM ¢ reconhecido como uma doenca altamente complexa e heterogénea. Entre
seus subtipos, o CMTN se destacada por apresentar comportamento extremamente
agressivo e elevada capacidade metastatica. Devido a auséncia de receptores hormonais
(ER, PR) e da superexpressao de HER2, o tratamento atual se baseia, principalmente, no
uso de quimioterapicos citotoxicos. Contudo, a elevada taxa de resisténcia, aliada aos
efeitos adversos expressivos, fomenta a busca por alternativas terap€uticas mais eficazes
e menos agressivas aos pacientes (LI et al., 2025). Nesse contexto, compostos de origem
natural vém sendo explorados, sobretudo diante de sua composicgao fitoterapica diversa e
efeitos antitumorais ja relatados. Os extratos vegetais se destacam por modularem vias
relacionadas a apoptose, angiogénese, migragdo celular, expressdo de genes envolvidos
no reparo do DNA e resposta imunologica. Ademais, sdo capazes de inibir vias
metabolicas essenciais para a sobrevivéncia e progressao tumoral (HOIOTA et al., 2025).

O género Renealmia (familia Zingiberaceae) ¢ composto por diversas espécies
ricas em metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides, terpenos e fendlicos com

propriedades citotoxicas e moduladoras de vias inflamatorias. Contudo, seu efeito
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antitumoral ainda é desconhecido, com auséncia de dados relativos ao CMTN. No caso
especifico de R. petasites, a literatura disponivel concentra-se principalmente no
isolamento e caracterizagdo de seus metabolitos (NEGRELLE, 2015), com poucos
estudos que analisam, de forma sistematica, sua citotoxicidade ou sua capacidade de
modular fendtipos celulares relacionados a progressdo tumoral. Diante disso, o presente
estudo avaliou, pela primeira vez, as atividades citotdxica e funcional de um extrato bruto
da folha seca de R. petasites e de suas fragdes em células de CMTN.

Inicialmente, as linhagens MCF-7 (CM luminal) e MDA-MB-231 (CMTN) foram
tratadas com os extratos e a viabilidade determinada pelo método descrito por Mosmann
em 1983, no qual o sal tetrazolio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-11)-2,5-difenil
tetrazolio) ¢ clivado pelas enzimas desidrogenases mitocondriais de células vidveis.
Assim, a reagdo parte de uma coloracao amarelada e solivel em dgua para um composto
insoluvel de coloracdo roxa, o formazan [E, Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-
diphenylformazan], refletindo os status de células metabolicamente ativas
(MOSMANN et al., 1983). Dentre os extratos avaliadas neste estudo, seus efeitos
citotoxicos foram mais expressivos na linhagem MDA-MB-231, CMTN, do que nas
células MCF-7, luminais. Essa diferenca pode ser explicada pelas caracteristicas
peculiares dos subtipos moleculares de CM. As vias de sobrevivéncia da MDA-MB-231,
por exemplo, sao menos dependentes de regulagdo hormonal, apresentando uma maior
instabilidade genética, o que a torna mais susceptivel ao estresse metabolico, oxidativo e
apoptotico. Em contrapartida, a MCF-7 expressa vias de sinalizacdo associadas ao ER,
além de expressar niveis elevados de Bcl-2, que bloqueiam a apoptose intrinseca. Além
disso, ndo expressa caspase-3 funcional (CALAF et al., 2025; ROSAS-GONZALEZ et
al., 2020). Portanto, sugerimos que a viabilidade das células apds tratamento reflete o
envolvimento de mecanismos distintos e relacionados as caracteristicas moleculares das
linhagens. EAT 25 (extrato bruto) e as fragdes EAT 39 e EAT 44 se destacaram, com
menor percentual de viabilidade das células cancerigenas em estudo apds o tratamento.

Em um segundo momento, foi avaliada a seletividade das amostras, calculada a
partir da citotoxicidade observada para a linhagem HFF, de origem fibroblastica dérmica
humana, e MCF-10A, um modelo epitelial mamario ndo tumoral. Neste momento, as
fragoes EAT 39 e EAT 44 se mostraram superiores em relagdo ao extrato bruto, EAT 25.
De fato, extratos brutos sdo misturas altamente heterogéneas, compostas por uma ampla
diversidade de metabolitos primarios e secunddrios, incluindo substincias bioativas, mas

também componentes inertes, interferentes ou com possivel a¢do antagonista. Com o
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processo de fracionamento, ocorre uma concentracdo seletiva de classes quimicas
especificas, enriquecendo metabolitos de maior atividade e removendo moléculas
indesejaveis (MONAGAS et al., 2022). Sendo assim, a menor eficiéncia do EAT 25 pode
ser explicada pela menor concentragdo dos principios ativos e a presenga de substancias
que diminuem permeabilidade, reduzem solubilidade, competem por alvos celulares ou
sequestram moléculas ativas.

Para além da citotoxicidade e seletividade, tornou-se fundamental investigar se os
efeitos de EAT 39 e EAT 44 também se estendiam a outros fenotipos diretamente
associados a agressividade tumoral. Isso se justifica, j4 que o subtipo CMTN,
representado pela linhagem MDA-MB-231, apresenta intensa capacidade proliferativa,
invasiva e alto potencial migratorio (ZAGAMI et al., 2022). Na linhagem nao tumoral
HFF, tanto o EAT 39 quanto o EAT 44 foram capazes de impedir totalmente a migragao
dessas células, mesmo nao sendo citotoxicos para fibroblastos, uma vez que sdo mais
sensiveis a compostos que interferem em adesdo e organizacdo do citoesqueleto
(PARSONS et al., 2010). Dessa forma, a completa inibicdo migratoria observada nos
fibroblastos sugere que EAT 39 e EAT 44 possam interferir em alvos associados ao
citoesqueleto ou a formacao de adesdes focais, atuando de maneira funcional, mas ndo
citotoxica.

Na linhagem MDA-MB-231, ambas as fragdes reduziram significativamente a
capacidade migratoria, porém sem impedir totalmente o fechamento da ferida. Apos 24
horas de tratamento, foi possivel identificar avanco da migragao celular, comportamento
que se estendeu até as 48 horas. Esse padrao ¢ esperado, considerando que o subtipo TN
possui uma alta ativagdo basal de vias pro-migratorias (Rho-GTPases, PI3K/AKT,
MAPK), as quais promovem reestruturacao do citoesqueleto, resisténcia a apoptose e
manutencdo da motilidade. Além disso, essas vias estdo diretamente associadas a um
estado inflamatorio crdonico, caracteristico da linhagem MDA-MB-231, na qual citocinas
como [/L-6 e IL-1f, atuam amplificando o fendtipo de migracdo e invasdo tumoral
(ROSADO-SANZ et al., 2025). Dessa forma, mesmo submetidas a estresse, essas células
ativam mecanismos compensatorios que preservam parcialmente a migragao, sustentados
pela comunicagdo inflamatoria autdcrina e paracrina (KCIUK et al., 2022). Esse fato
ficou ainda mais evidente para EAT 39, uma vez que apds 48 horas ndo foi verificada
diferenga em relacdo ao controle. J4 EAT 44 manteve uma resposta semelhante entre os
tempos avaliados, sugerindo que seus compostos bioativos mantém sua a¢do ao longo do

tempo.
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O ensaio clonogénico, por sua vez, permitiu avaliar a capacidade proliferativa de
longo prazo da linhagem MDA-MB-231, fornecendo informag¢des complementares a
citotoxicidade e a migragdo horizontal observadas. De fato, a formagao de colonias reflete
ndo apenas viabilidade, mas também autorrenovagao, integridade do citoesqueleto,
adesdo, comunicagdo célula-célula e sinalizagdo inflamatdria sustentada (JONES et al.,
2019). Apo6s 48 horas, tanto o EAT 39 quanto o EAT 44 reduziram significativamente a
capacidade da MDA-MB-231 de formar colonias, apesar de ndo apresentarem
citotoxicidade imediata nas concentracdes avaliadas. Esse resultado ¢ altamente relevante
ja que o TN ¢ reconhecido por sua expansao clonal, fortemente modulada por citocinas
inflamatorias que impulsionam a progressdao do ciclo celular e a resisténcia ao estresse.
(MASSIHNIA et al., 2016; ROSADO-SANZ et al., 2025). A clonogenicidade depende
de diversos fatores como a proliferagdo sustentada, integridade da maquinaria de
replicagdo, complexos para reparar danos no DNA, adesdo e dinamica do citoesqueleto.
Dessa forma, sugerimos que os metabolitos presentes nas fragdes sejam capazes de
interferir nesses processos, os quais necessitam ser sistematicamente avaliados.

Por fim, foi, entdo, conduzida a anélise de expressdo génica por qPCR para as
citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-1f e TGF-f, marcadores essenciais do microambiente
tumoral no CMTN. A linhagem MDA-MB-231 apresenta alta ativagdo basal de vias
inflamatérias como NF-kB, STAT3 e AP-1, que sustentam os niveis aumentados de /L-6
e IL-1p, promovendo proliferagdo, sobrevivéncia e migragdao. Além disso, o TGF-f ¢
reconhecido por exercer um efeito pleiotropico no CM, atuando como supressor tumoral
em estagios iniciais, mas assumindo fun¢do pro-tumoral em tumores avangados
(ROSADO-SANZ et al., 2025). Ambas as fracoes (EAT 39 e EAT 44) reduziram a
expressao de IL-6 e IL-1f. A diminui¢do do /L-6, acompanhada por /L-1p, ¢ de suma
importancia, ja que essa citocina ativa STAT3, responsavel pelo crescimento tumoral,
evasdo de apoptose e inducdo de EMT. Em contrapartida, houve um aumento na
expressdo do TGF-f para ambas as fragdes, especialmente o EAT 39. Esse
comportamento pode refletir em uma resposta compensatoria frequentemente descrita em
tumores altamente agressivos, incluindo o CMTN (LASKAR et al., 2025; ROSADO-
SANZ et al., 2025). Assim, o aumento do T7GF-f pode indicar que as células tumorais ao
terem suas vias inflamatorias classicas (/L-6 e IL-1f) reduzidas, ativaram outras para
manter a adaptagdo e reorganizagdo do citoesqueleto.

Portanto, o perfil de citocinas modulado pelo EAT 44 explica sua melhor

atividade nos ensaios de migracdo, clonogenicidade e viabilidade, reforcando a maior
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eficacia de seus principios ativos. Estudos adicionais de seus componentes majoritarios
em organismos vivos (in vivo) serdo conduzidos para aprofundar e estabelecer sua

aplicabilidade farmacoldgica e seu potencial no tratamento do CMTN.

6 CONCLUSAO

No presente estudo foram avaliadas as atividades citotoxica e funcional do extrato
bruto de R. petasites e de suas fragdes em células do CMTN. O extrato bruto apresentou
menor eficiéncia quando comparado as fragdes, evidenciando a importancia da
concentracdo seletiva de metabolitos bioativos. Dentre as amostras avaliadas,
destacaram-se EAT 39 e, principalmente, EAT 44, que apresentaram menores valores de
ICso € maior seletividade para a linhagem MDA-MB-231. Nos ensaios funcionais, ambas
as fragdes reduziram significativamente a migracao das células MDA-MB-231, sendo que
EAT 44 manteve o efeito até 48 horas. EAT 39 ¢ EAT 44 também reduziram a formagao
de colonias de células TNs. Nos ensaios de qPCR, foi observada uma diminui¢do da
expressao das citocinas pro-inflamatorias /L-6 e IL-1p, destacando-se, novamente, EAT
44, por induzir um menor aumento de 7GF-f. Portanto, o estudo alcangou os objetivos
propostos, de modo que a fragao EAT 44 de R. petasites, representa uma fonte promissora
de compostos bioativos com atividade antitumoral. Esse fato refor¢a a necessidade da
purificacao dos componentes bioativos das fragdes, prosseguindo com estudos adicionas

em modelos in vivo, a fim de elucidar e aprofundar seus efeitos no CMTN.
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