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RESUMO

O cancer de mama é o mais diagnosticado em mulheres tendo sido alvo de
estudos cientificos ao redor do mundo com o claro objetivo de reduzir sua incidéncia
e aperfeicoar seu tratamento. O cancer de mama ocupa o segundo lugar na causa de
morte por cancer em mulheres. Os tratamentos disponiveis sdo agressivos e, em sua
maioria, acompanhado de fortes efeitos adversos. O género Ocotea tem demonstrado
propriedades farmacolbgicas promissoras, inclusive citotéxica, embora muito pouco
tenha sido investigado com relacdo a essa propriedade. A partir deste cenario, 0
objetivo do presente trabalho foi investigar a citotoxicidade de extratos do género
Ocotea, selecionar o extrato mais promissor, a partir do qual foram avaliadas as
atividades citotoxicas e antiproliferativas em modelo in vitro de células de cancer de
mama. Diante disso, células do cancer de mama (MCF-7) e fibroblastos (CCD1059Sk)
foram cultivados e tratados com extratos diferentes provenientes de 56 espécies de
Ocotea. Entdo, o extrato mais promissor, de O. villosa, foi avaliado quanto a
citotoxicidade e efeito antiproliferativo. Os resultados deste trabalho demonstraram
gue o extrato bruto de O. villosa apresentou acao citotoxica (ICso= 100,00 * 6,06
Mg/mL), pré-apoptética e antiproliferativa, além deacao na inibicdo da migracao celular
e na formacdo de colbnias (inibicdo de 50%). Nao foi possivel confirmar alguma
influéncia do extrato no ciclo celular. Com relacdo a expressdo dos marcadores
analisados, destaca-se o aumento da expressdo de CASP9, um marcador pro-
apoptoético. Assim, os resultados apontam que maiores estudos do extrato bruto desta
espécie possa contribuir na elucidacdo mais aprofundada sobre seu mecanismo de
acdo, descoberta de novos tratamentos e/ou principios ativos contra o cancer de

mama.

Palavras-chave: Cancer de mama; Ocotea; Ocotea villosa, MCF-7, citotoxicidade.



ABSTRACT

Breast cancer is the most diagnosed cancer in women and has been the subject
of scientific studies around the world with the clear objective of reducing its incidence
and improving its treatment. Breast cancer ranks second as the cause of cancer-
related death in women. The available treatments are aggressive and mostly
accompanied by strong adverse effects. The genus Ocotea has shown promising
pharmacological properties, including cytotoxicity, although very little has been
investigated regarding this property. In this context, the aim of the present study is to
investigate the cytotoxicity of extracts from the genus Ocotea, select the most
promising extract, and evaluate the cytotoxic and antiproliferative activities in an in vitro
model of breast cancer cells. Therefore, breast cancer cells (MCF-7) and fibroblasts
(CCD1059Sk) were cultured and treated with different extracts from 56 Ocotea
species. The most promising extract, from O. villosa, was then evaluated for
cytotoxicity and antiproliferative effect. The results of this study demonstrated that the
crude extract of O. villosa showed cytotoxic action (IC50 = 100.00 + 6.06 pg/mL), pro-
apoptotic, and antiproliferative effects. It also inhibited cell migration and colony
formation (50% inhibition). It was not possible to confirm any influence of the extract
on the cell cycle. Regarding the expression of the analyzed markers, an increase in
the expression of CASP9, a pro-apoptotic marker, was highlighted. Thus, the results
suggest that further studies of the crude extract of this species may contribute to a
deeper elucidation of its mechanism of action and the discovery of new treatments or

active principles against breast cancer.

Keywords: Breast cancer; Ocotea; Ocotea villosa, MCF-7, cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama é segundo cancer mais frequente entre as mulheres no
mundo. Foram estimados 2,3 milhdes de casos ho mundo s6 no ano de 2022 (GCO,
2023). Além disso, ele representa a maior taxa de mortalidade entre os canceres mais
frequentes em mulheres, correspondendo a 666.103 mortes no mundo (GCO, 2023).
No Brasil, € o segundo cancer mais frequente em mulheres, sendo o primeiro o cancer
de pele ndo melanoma (GCO, 2023). Em 2022, foram estimados 73.610 casos novos
(INCA, 2023). Ele ndo apresenta uma causa Unica, diversos fatores podem ser
responsaveis pelo aumento do risco para seu desenvolvimento, entre eles podem ser
listados fatores endocrinos, genéticos e comportamentais (GCO, 2023; BRAY et al.,
2018).

O céancer de mama possui uma classificacdo histolégica e molecular. A
classificacdo, como também o seu estagio, sao fatores importantes para o diagnéstico,
tratamento e progndstico. A classificacdo dos estagios inicia em estagio 0 (in situ), em
sequéncia: estagio | e Il, estagio Ill e estagio IV (que se refere a metastase, quando o
tumor esta fora do seu sitio original, tendo invadido outros tecidos) (MAUGHAN et al.,
2010; TRAYES e COKENAKES, 2020). Na classificacdo histologica, estao
estabelecidos os tipos: ductal (quando se instala nos ductos), lobular (origina nos
I6bulos da mama), in situ (se situa em um tecido especifico e ndo afeta os adjacentes)
e invasivo (que invade outros tecidos) (MALHOTRA et al., 2010; TRAYES e
COKENAKES, 2020). A subdivisdo molecular classifica em quatro subtipos: luminal
A, luminal B, superexpressdo de HER2 e basal. A luminal A apresenta os melhores
prognaosticos e a luminal B os piores devido ao seu maior indice de proliferacéo celular
(SORLIE, 2004; TRAYES e COKENAKES, 2020).

Os tratamentos atuais para o cancer de mama podem incluir cirurgia,
radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal, terapia medicamentosa direcionada e
imunoterapia. A maioria desses tratamentos sdo0 muito agressivos e apresentam
efeitos colaterais, como fadiga, nauseas e vomitos, diarreia, linfedema, dor, entre
outros sintomas. Por isso, estudos ao redor do mundo buscam melhorar o tratamento
da doenca (BRAY et al., 2018). Uma busca por produtos naturais bioativos tem sido
realizada constantemente, apresentando resultados positivos que ja puderam

fornecer medicamentos eficazes para tratamento da doenca, como o taxol (Paclitaxel)
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gue é um dos quimioterapicos utilizados para tratamento do cancer de mama. Em uma
revisdo sistematica, Newmann e Cragg (2020) registraram que 35 produtos naturais,
65 derivados de produtos naturais podendo conter alguma alteracdo sintética e 53
produtos totalmente sintéticos foram aprovados contra o cancer entre o periodo de
1981 e 2019; como a doxorubicina, produto natural aprovado em 1966 pelo FDA (Food
and Drug Administration). Esse trabalho demonstra o grande potencial dos produtos

naturais para o tratamento de tumores (NEWMAN, 2020).

Ainda ha muito a ser aperfeicoado quando o assunto é tratamento do cancer.
Assim, muitos estudos continuam a investigar o potencial citotéxico de extratos de
diversas espécies de plantas, ou mesmo compostos isolados das mesmas
(SACCHETTI et al., 2006).

O género Ocotea tem se destacado quanto aos seus potenciais citotoxicos,
porém ainda é muito pouco estudado com relacédo a esta propriedade (SACCHETTI
etal., 2006). Ele é o maior da familia Lauraceae no continente americano, sendo cerca
de 350 espécies distribuidas em &reas tropicais e subtropicais do mundo (CHAVERRI,
2005). No Brasil, existem 101 espécies endémicas de Ocotea e cerca de 160 espécies
no total, que estédo significativamente presentes na Mata Atlantica, em terras de um
elevado numero de estados em diferentes partes do pais, mas principalmente sul e
centro-leste (YAMAGUCHI et al., 2011).

Representado principalmente por arvores aromaticas que sdo fundamentalmente
produtoras de Oleos essenciais, 0 género desperta grande interesse econdmico.
Possui grande valor agregado na inddstria madeireira, na industria de cosméticos e
perfumaria (CHAVERRI, 2005). Além disso, as Ocotea spp. estdo relacionadas a
potencial atividade farmacologica para um espectro diversificado de doencas
(SACCHETTI et al., 2006).

Os povos nativos da Ameérica do Sul ja utilizam as Ocotea spp. na medicina
popular. No Peru e no Equador, por exemplo, a O. quixos que € usada como substituto
da canela para aromatizar os alimentos, demonstrou propriedades anestésicas locais
e antidiarréicas. No Brasil, a O. lancifolia, € conhecida por suas propriedades
antirreumaticas (PALOMINO et al.,, 1996; CAMARGO et al.,, 2013). Além disso,
estudos recentes confirmam propriedades anti-inflamatérias de O. odorifera e O.
diospyrifolia (ALCANTARA, 2018; SILVA, 2019). Da mesma forma, O. leucoxylon tem
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potencial para tratar o cancer, pois seus extratos brutos apresentaram inibicdo da
topoisomerase | em ensaios antiproliferativos em células de leucemia, em células
murinas de melanoma, pulméo e em células de cancer de célon (ZHOU et al., 2000).
Quimicamente, o género Ocotea revelou possuir diversos metabdlitos secundarios e
grande potencial de estudo para tratamento de diversas doencas (BATISTA et al.,
2010; CAMARGO et al., 2013).

Nesse contexto, considerando que o cancer de mama € o mais frequente entre as
mulheres no mundo, causando manifestacdes clinicas e com terapias agressivas que
geram grande impacto na qualidade de vida dessas mulheres, sdo necessarios
tratamentos mais seguros, eficazes e menos danosos. Por isso, 56 extratos do género
Ocotea foram investigados e o0 mais promissor foi avaliado com relacédo ao potencial
citotoxico para células tumorais de mama, a fim de elucidar seu potencial terapéutico
para o tratamento desta grave doenca. Vale ressaltar que os resultados deste trabalho
poderdo contribuir para o desenvolvimento tecnolégico de formulagées que podem

melhorar o tratamento do cancer de mama.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cancer de mama

O cancer de mama é o segundo tipo de céancer mais frequente entre as
mulheres no mundo, perdendo apenas para o cancer de pele ndo-melanoma (GCO,
2023). Ele é caracterizado pela proliferacdo e indiferenciacdo celular na mama. O
processo de carcinogénese, que pela etiologia da palavra significa “comecgo do
cancer”, se inicia com alteracdes genéticas nas células, seguido de anormalidades
proliferativas e anormalidades de morte celular. O cancer de mama pode apresentar
caracteristicas patolégicas diferentes, em alguns casos possuem um crescimento
lento com bom prognéstico, enquanto outros sdo tumores agressivos (AZEVEDO,
1993; SUNG et al., 2021; MAIRINK et al., 2020).

A proliferacdo celular descontrolada esta ligada diretamente a processos
biomoleculares, como a super expressao de proteinas, receptores, mecanismos de
acdo, alteracdes no ciclo celular e na morte apoptoética. As células tumorais induzem
de forma lenta ou rapida condi¢cbes favoraveis para o seu préprio crescimento. Um
processo importante que exemplifica essa caracteristica € a angiogénese, ou seja, 0
surgimento de novos vasos sanguineos em torno do tumor com a finalidade de nutri-
lo (RIBEIRO, 2023).

Avancos tecnol6gicos na medicina e nos cuidados de saude tornaram possivel
detectar a doencga precocemente e iniciar o tratamento mais rapidamente para evitar
0 progresso da doenga para um estado metastatico. Considerando que o cancer de
mama possui muitas variagdes, existem estudos ainda em desenvolvimento no que
diz respeito aos mecanismos moleculares subjacentes a agressividade de certas
formas desta doenca (TAO et al., 2014).

2.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de mama é um grande problema de saude publica devido a alta

incidéncia, as altas taxas de mortalidade/morbimortalidade, e ao alto custo de
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tratamento. Foram estimados 2.296.840 novos casos em todo o mundo no ano de
2022, e dados estatisticos atuais sugerem que a incidéncia mundial de cancer de

mama e a mortalidade dos pacientes estd aumentando (GCO, 2023).

De acordo as estatisticas do GCO (Global Cancer Observatory, 6rgao
internacional da World Health Organization), o cancer de mama em mulheres
ultrapassou o cancer de pulméao como a principal causa de incidéncia global de cancer
em 2020, com 2,3 milhdes de novos casos estimados, que representa 11,7% de todos
os casos de cancer (SUNG et al., 2021). Sendo essa a quinta causa de mortalidade
por cancer em todo o mundo, com 666.103 mortes em 2022 (GCO, 2023). Entre
mulheres, o cancer de mama é responsavel por 1 em cada 4 casos de cancer e para
1 em 6 mortes por cancer, ocupando o primeiro lugar em incidéncia em 159 de 185

dos paises, e para mortalidade em 110 paises (SUNG et al., 2021).

Ainda segundo o0 GCO, em 2020 as taxas de incidéncia sdo 88% mais altas em
paises desenvolvidos do que nos paises emergentes. Todavia, as taxas de
mortalidade s&o 17% mais altas em mulheres que vivem em paises emergentes em
comparacao com mulheres que vivem em paises desenvolvidos (SUNG et al., 2021).
Estudos epidemioldgicos sugerem abordar questdes socioecondémicas, promover o
conhecimento em saude e dar acesso a informacao e cuidado as mulheres, para que
seja possivel buscar a reducéo da incidéncia mundial de cancer de mama (TAO et al.,
2014).

Quanto aos fatores de risco, as mudancgas no estilo de vida, socioculturais, 0s
habitos gerados por economias em crescimento, obesidade, inatividade fisica,
adiamento da gravidez e outros, tiveram um impacto na prevaléncia do cancer de
mama. O cancer de mama nao apresenta uma causa unica e diversos fatores podem
estar associados ao aumento do risco para seu desenvolvimento, entre eles podem
ser listados: fatores enddcrinos/historia reprodutiva (idade da primeira menarca
precoce e idade avancada da menopausa); nuliparidade ou gravidez apos os 30 anos;
utilizacdo de contraceptivos hormonais e terapia de reposicdo hormonal pos
menopausa; fatores genéticos (historico familiar de cancer de mama); e fatores
comportamentais (consumo de alcool e sobrepeso) (TRAYES e COKENAKES, 2020;
BARNARD et al., 2015; INCA, 2019).
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2.1.2 Diagnéstico do cancer de mama

O diagndstico e o rastreamento s&o estratégias para a deteccédo precoce do
cancer de mama a fim de contribuir com o tratamento da doenca. Em relacdo ao
diagnostico destaca-se a importancia da educagédo da mulher e profissionais de saude
no reconhecimento dos sinais e sintomas da doenca (INCA, 2002).

A autopalpacdo das mamas visa a descoberta casual de pequenas alteracdes
mamarias sem nenhuma recomendacdo de técnica especifica. Porém, ela néo
substitui 0 exame fisico realizado por profissional de saude qualificado. O exame que
permite a deteccdo precoce do cancer, a mamografia (ou radiografia das mamas),
atualmente, é o principal método de rastreamento e investigacdo da doenca (INCA,
2002).

No exame mamogréfico a paciente tem sua mama comprimida por um
mamaografo, onde é incidida uma radiagdo ionizante. Ao final, o exame fornece
imagens com informacBes da estrutura interna, elevando a capacidade de
diagnéstico. A partir do resultado, outros exames podem ser requeridos para
confirmacéo de diagndstico, como a bidpsia ou o ultrassom das mamas (ondas de alta
frequéncia analisam se um nodulo é sélido ou ndo) (FERREIRA, 2021).

Apesar de ser menos acessivel, a ressonancia magnética (que reproduz
imagens detalhadas da mama) também pode ser usada para diagnéstico. Devido a
alta sensibilidade, ela é importante para identificar tumores ocultos que estdo em
estagio inicial, tumores multifocais e lesdes que ndo séo identificadas por outros
métodos (FRANCA et al, 2017).

Gracas aos avancos no diagnostico, € possivel oferecer tratamento
personalizado as caracteristicas de um determinado cancer. Os testes multigénicos
sdo uma valiosa ferramenta de diagndstico, possibilitando planejar o tratamento ideal
para um determinado paciente e avaliar a probabilidade de recorréncia da doenca.
OncotypeDX® ou Mammaprint® sdo exemplos desses testes diagndsticos usados
para medir a atividade de um grupo de genes no cancer de mama. Os resultados dos
testes distinguem o0s grupos de prognéstico (com risco ou ndo de
recorréncia),possibilita saber se existe super expressdo génica de receptores

hormonais ou do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2),
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podendo assim indicar ou ndo a hormonioterapia ou quimioterapia (BRAVO et al.,
2021).

As diretrizes atuais do American Cancer Society recomendam que as mulheres
com 40 anos a 54 anos devem fazer os exames anualmente, mulheres maiores de 55

anos devem fazer a triagem anualmente ou de forma bienal (SUNG et al., 2021).

2.1.3 Marcadores patolégicos

Os marcadores patoldgicos sdo macromoléculas relacionadas com a génese e
o crescimento de células neoplasicas, funcionando como indicadores da presenca de
cancer (ALMEIDA, 2006).

Em 1984, Gerdes e colaboradores fizeram analises detalhadas nos nucleos das
células que revelaram a presenca do antigeno Ki67 em todas as fases do ciclo celular,
exceto em células quiescentes ou em repouso na fase GO. Sua auséncia em células
quiescentes e expressdo universal em todas as células proliferativas (normais e
tumorais) fazem desta proteina um excelente marcador para avaliar o crescimento de
uma determinada populacdo celular. A expressao de Ki67 oscila durante o ciclo
celular, e é induzida quando as células sao estimuladas a proliferar (GERDES, 1990).
O papel do Ki67 na divisdo celular foi definido quando se observou que ao ser
bloqueado por anticorpos ocorre a parada da proliferacdo celular. Dessa forma,
anticorpos contra Ki67 tém sido usados no diagnéstico de diferentes tipos de
neoplasias (KILL, 1996; STARBORG et al., 1996).

Existe uma forte correlacéo entre expresséao de Ki67 e a proliferacdo. De forma
gue os estagios tumorais mais avancados estdo associados a uma porcentagem
maior de células que expressam Ki67 (INWALD et al.,, 2013). Além disso, maior
expressdo de Ki67 foi encontrada em metastases linfonodais do que em tumores
primarios de mama, e correlacionou com menor sobrevida em pacientes (JURIKOVAA
et al., 2016). Dowsett e colaboradores (2011) reforcam que alteracdes na expressao
de Ki67 em células tumorais em comparacédo com células normais podem ser usadas
como um preditor precoce da eficacia do tratamento e como um fator progndstico para

resultados de longo prazo em pacientes com cancer.
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Outro marcador importante € o antigeno nuclear de célula em proliferacao
(PCNA), conhecido como um marcador do ciclo celular, cuja funcéo esta relacionada
ao metabolismo do &cido nucleico, como na replicacdo do DNA, reparo por excisao
do DNA, controle do ciclo celular, montagem da cromatina e transcricdo do RNA.
Marcada pelo seu papel na replicacdo do DNA, ele funciona como uma “bragadeira
deslizante de DNA” para aumentar a eficiéncia de polimerases durante a sintese de
longas fitas de DNA. PCNA interage com o complexo CDK2-ciclina A e estimula a
fosforilacdo. Em contraste, a interrupcao das interagdes entre PCNA e complexos
ciclina-CDK pela ligacdo competitiva do p21 (inibidor de CDK) é um sinal para a
parada da replicacdo do DNA (CELIS E CELIS, 1985; KOUNDRIOUKOFF et al.,
2000).

A sintese de PCNA é baixa em células quiescentes e sua expressao € regulada
no nivel transcricional (ALMENDRAL et al., 1987). Ela é detectada em células normais
em proliferacdo e células tumorais. Sua concentragdo varia durante o ciclo celular,
com aumento durante a fase S. A localizacdo nuclear da PCNA muda ao longo da
fase S e coincide com os locais de replicacdo do DNA (CELIS E CELIS, 1985;
JURIKOVAA et al., 2016).

A familia de proteinas chamadas de proteinas de manutencdo de
minicromossomos ou MCM (MCM2 a MCMY7) sdo outro marcador ideal para a
proliferacéo celular. Estudos moleculares sugeriram que niveis aumentados de MCMs
podem ser um marcador de células proliferativas malignas, células pré-cancerosas e
indicar potencial de recorréncia (ALISON et al., 2002; HUNT et al., 2002). Como o
préprio nome diz, as MCM sé&o responsaveis pela manutencdo dos minicromossomos
e sdo consideradas o fator chave para o inicio da replicagdo. Além disso, elas sdo
necessarias para o alongamento da replicacdo, coesdo, condensacao, transcricao e
recombinacdo do DNA (FORSBURG, 2004).

O MCM2 é um forte marcador prognostico no cancer de mama ja que sua alta
expressao esta associada a sobrevida, recorréncia regional e metastases distantes
(GONZALEZ et al., 2003). Além disso, o MCM2 foi expresso com mais frequéncia no
cancer de mama quando comparado com o Ki67 (GONZALEZ et al., 2003; SHETTY
et al., 2005). Também foi observada correlacdo positiva entre a expressao de Ki67 e

MCM2, ambos envolvidos no controle da proliferacdo celular (WOJNAR et al., 2011).
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De acordo com National Academy of Clinical Biochemistry guidelines, o
receptor de estrogénio (ER) e os receptores de progesterona (PR) sdo marcadores
preditivos e progndsticos (parametros possiveis de serem mensurados no momento
do diagndstico para prever a sobrevida do paciente). ER e PR devem ser investigados
em todas as pacientes com cancer de mama com o objetivo de identificar pacientes
com cancer que podem ser tratadas com terapia hormonal. Em geral, o ensaio
recomendado para ER e PR é imunoenzimético (ELISA) ou imuno-histoquimica (IHQ).
Associados com fatores prognosticos estabelecidos, ou seja, estagio do tumor, grau
do tumor e nimero de metastases linfonodais, ER e PR também podem ser usados
para determinar o progndéstico de curto prazo em pacientes com cancer de mama
recém-diagnosticado (DONEPUDI et al., 2014).

O oncogene HER2 também é um importante marcador para o cancer de mama.
Ele codifica receptores do fator de crescimento epidérmico e € um marcador de
prognéstico. Usado principalmente em pacientes com linfonodo positivo, ele deve ser
medido em todas as pacientes com cancer de mama invasivo. O objetivo principal de
medir esse marcador € selecionar pacientes com cancer de mama que pode ser
tratado com trastuzumabe (anticorpo monoclonal humanizado anti-HER-2), ou
identificar a possibilidade de tratamento a base de antraciclina (quimioterapia

adjuvante) (DONEPUDI et al., 2014).

O gene supressor de tumor p53 € um dos marcadores que sera avaliado nesse
trabalho. A proteina p53 desempenha um dos principais mecanismos de controle do
cancer, pois codifica proteina de reparo do DNA, blogueando o ciclo celular em células
que sofreram alteracdo no seu DNA, fornecendo tempo para a sua reparacao,
impedindo que as células se repliquem com DNA danificado. p53 pode ativar proteinas
inibidoras de CDKs (proteinas-cinase dependentes de ciclinas), ativar as enzimas de
reparo do DNA ou induzir a apoptose. Por isso, mutagdes nos genes supressores de
tumor, como p53, pl6 e p21 levam ao inicio da proliferagéo celular descontrolada
(DONEPUDI et al., 2014). Mutacdes na proteina p53 sdo encontradas em cerca de
50% de todos os canceres humanos (ALMEIDA, 2007).

O controle da divisdo celular é regulado por um complexo mecanismo com a
interacdo de muitos genes. As ciclinas E, A, D e B estimulam a proliferacdo celular se

ligando aos complexos com quinase dependente de ciclina. No cancer de mama, o
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gene CCND1 (oncogene) codifica a ciclina D1 ativada, que resulta em proliferacao
celular irregular. A ciclina E1 € um dos biomarcadores mais promissores no cancer de
mama, podendo determinar a escolha de classe de medicamentos chamada de
inibidores de CDK. Devido ao seu forte valor preditivo, a expressao da ciclina E1 pode
ser usada para triagem de pacientes. E importante ressaltar que o gene da ciclina E1
€ altamente relacionada ao da ciclina E2, ambos séo alvos de estrogénio que podem
facilitar a resisténcia antiestrogénica e podem ser altamente expressos no cancer de
mama (MILIOLI et al., 2020).

2.1.4 Aspectos clinicos e classificacéo

Em um estudo de Koo e colaboradores (2017), foram analisados os sinais e
sintomas de quase trés mil mulheres com cancer de mama, sendo que 83%
apresentaram-se sintoméaticas. Apesar da presenca de sinais, é relatado que maior
parte das mulheres aguarda 90 dias ou mais para procurar assisténcia médica. Foram
relatados um total de 56 sintomas iniciais distintos, sendo o nédulo na mama o mais
comum, registrado em cerca de 80% de todas mulheres. Além disso, também é
detectado anormalidade nos mamilos (7%), dor nas mamas (6%) e anormalidades da
pele da mama (2%).

Em geral, os sinais e sintomas consistem em mudanca do tamanho ou forma
dos seios, aparecimento de carogo, espessamento, rubor, erupcdo na pele ou
entorno do mamilo, enrugamento da pele ou ondulacéo, inversao ou mudanca de
posicdo ou forma do mamilo, inchaco e aparecimento de caro¢os nas axilas, além de
dor mamaria e axilar (KOO et al., 2016).

A qualidade de vida da paciente € afetada negativamente devido ao
tratamento. Ela pode manifestar alopecia, retirada da mama (mastectomia), déficit de
autonomia, decadéncia de atividades laborais e outros que remetem a uma
modificacdo direta nas relages sociais, envolvendo aspectos emocionais e fisicos
(ROBERTO et al., 2020).

Quanto a classificacdo da doenca, o cancer de mama pode ser dividido em
classificacdo histologica e classificagdo molecular. Compreender os estagios que o
cancer de mama pode apresentar ou evoluir € importante para entender as opc¢oes de
tratamento da doenca e os cuidados necessarios (TRAYES e COKENAKES, 2020).
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Na classificacdo histolégica, o cancer de mama pode ser amplamente
categorizado em carcinoma in situ e carcinoma invasivo (MALHOTRA et al., 2010). O
carcinoma in situ € um achado microscopico de crescimento tecidual anormal da
mama, quando nos lobulos ele é subclassificado em lobular, quando nos ductos,
ductal. Padrbes de crescimento e caracteristicas citologicas formam a base para
distinguir entre os dois subtipos, sendo que o carcinoma ductal in situ (CDIS) é mais
comum que o carcinoma lobular in situ (CLIS). O carcinoma in situ n&o progride, mas
aumenta o risco de desenvolver o cancer de mama invasivo em qualquer uma das
mamas em aproximadamente 7% ao longo de 10 anos. Para esses casos, a National
Comprehensive Cancer Network recomenda mamografia anual e exame clinico das
mamas semestralmente. Nesse caso, terapias locais e sistémicas nao séo indicadas,
mas as pacientes devem ser submetidas a vigilancia rigorosa, além de receber
informacdes sobre a quimioprevencao com moduladores seletivos dos receptores de
estrogénio, como o tamoxifeno (MAUGHAM et al., 2010; MALHOTRA et al., 2010;
TRAYES e COKENAKES, 2020).

O carcinoma invasivo é um grupo heterogéneo de tumores diferenciados em
subtipos histolégicos. Os principais tipos de tumores invasivos incluem infiltracdo
ductal, invasivo lobular, ductal/lobular, mucinoso (coléide), tubular, carcinomas
medular e papilar (Figura 1). Destes, o carcinoma ductal infiltrante (CDI) € o mais
comum, representando 70-80% de todas as lesbes invasivas. Ele é ainda
subclassificado como bem diferenciado (grau 1), moderadamente diferenciado (grau
2) ou pouco diferenciados (grau 3) (MALHOTRA et al, 2010, TRAYES e
COKENAKES, 2020). A Tabela 1 demonstra o esquema de classificacdo do cancer
de mama associada a taxa de sobrevida do paciente (MAUGHAM et al., 2010,
TRAYES e COKENAKES, 2020).

Figura 1- Esquema de classificag&o histologica do cancer de mama
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Carcinoma In Carcinoma
situ Invasivo
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Tubular Ducal
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Ductal
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lobular
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ductal

Fonte: Adaptado de MALHOTRA et al., 2010.
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Tabela 1 - Esquema de classificacdo do cancer de mama e taxa de

sobrevida.
o R o Taxa de sobrevida em cinco
Estagio do cancer Classificagao
anos (%)
0 In situ 100
I, lla, llb Invasivo (inicial) 98 (local) 83.6 (regional)
Localmente
llla, b, lllic 57
avancado
\Y, Metastatico 23,4

Fonte: Adaptado de MAUGHAM et al., 2010.

Com os avancos no tratamento da doenca em busca de realizar cirurgias
assertivas e reduzir os efeitos adversos, tornou-se necessario identificar com mais
precisdo pacientes com base no risco relativo de recorréncia ou progressdo. Essas
demandas levaram a adocdo de novos sistemas de classificacdo que incorporam
marcadores moleculares como: ER, PR, ErbB2 (Her2/neu) e p53 (MAUGHAM et al.,
2010; MALHOTRA et al., 2010).

Apesar de que nos carcinomas in situ, o uso de marcadores moleculares ainda
ser debatido, eles sdo muito usados para CDI e recomenda-se que seja determinado
em todos os carcinomas invasivos. O uso da classificacdo em ER, PR e HER2 no CDI
exemplifica o potencial de biomarcadores moleculares na orientacdo de decisbes
clinicas. A presenca ou auséncia desses marcadores ajuda a determinar quais 0s
pacientes provavelmente responderdo a terapias direcionadas (MAUGHAM et al.,
2010; MALHOTRA et al., 2010).

O estudo da expressao génica permitiu a identificacdo de subtipos moleculares
de cancer de mama, como: Luminal A, Luminal B, HER2 positivo e tumores basais
(Figura 2). Luminal A é caracterizado pela alta expressédo de genes associados a
atividade dos receptores hormonais (RH) e baixa expressdo de genes associados a

proliferacdo (Ki67) e genes que expressam receptor HER2 (ERBB2). Luminal B é
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caracterizado por RH positivo associado a baixa expressdao de ERBB2, e marcacao
Ki67 maior ou igual a 15%. O subtipo HER2 positivo é caracterizado pela super
expressédo de ERBB2 combinada com a auséncia de RH. O carcinoma de mama tipo
basal, ou cancer triplo negativo (TNBC), € marcado por ser negativo para RH e
ERBBZ2, e apresentar elevado percentual de Ki67, ele € conhecido como a forma mais

agressiva da doenca (SARHANGI et al., 2023).

Figura 2 - Esquema de classificacdo molecular do cancer de mama.
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Fonte: Adaptado de DAl et al., 2017.

2.1.5 Principais terapias para o cancer de mama

Os tratamentos para o cancer de mama sdo escolhidos com base no tipo de
tumor, no estagio que se encontra, histologia, marcadores moleculares e outros.
Dentre os tratamentos é possivel citar: cirurgia, radioterapia, quimioterapia, terapia

direcionada e imunoterapia.

Os procedimentos cirdrgicos para o cancer de mama geralmente séo aplicados
nos estagios iniciais da doenca, sendo o0s principais: excisdo tumoral; mastectomia;
excisdo do linfonodo sentinela; excisdo do sistema linfatico axilar. Em casos de
estagio Ill, tumores maiores, sédo utilizadas técnicas quimioterapicas. No estagio 1V,
as escolhas sao baseadas no prolongamento do tempo de vida, resposta do tumor e
viabilidade dos procedimentos que sao causadores de muitos efeitos adversos (SILVA
et. al, 2020).
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Atualmente, a terapia conservadora da mama (breast-conserving therapy,
BCT), um método aplicado no inicio do cancer, esta se tornando cada vez mais usado.
Pacientes que atendem aos critérios de elegibilidade para tratamento poupador, de
acordo com as diretrizes da Associacdo de Cirurgia de Mama, devem ter a
oportunidade de escolher entre esse tratamento e a mastectomia completa. O
tratamento cirargico conservador da mama consiste em: retirada do tumor juntamente
com a margem de tecidos sadios; ou quadrantectomia; ou cirurgia dentro da fossa
axilar. Além da intervencdo cirargica, geralmente € usado o tratamento adjuvante que
consiste no uso de radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal e imunoterapia ou

uma combinacéo destes métodos (BRAVO et al., 2021).

A radioterapia € aplicada em todas as pacientes tratadas pelo método BCT,
com o intuito de reduzir o risco de recorréncia do processo da doenca. Indicacbes
para o uso de radioterapia adjuvante também incluem a ocorréncia de metastases em
pelo menos quatro linfonodos e a presenca de margens teciduais positivas. O
procedimento consiste na irradiacdo da area do peito e dos campos nodais, onde essa

radiacdo destrdi ou inibe o crescimento das células tumorais (BRAVO et al., 2021).

A quimioterapia pode ser o tratamento principal ou adjuvante e envolve o0 uso
de citostaticos. Ela € um método de tratamento sistémico, ou seja, sdo administrados
na corrente sanguinea para atingir as células tumorais em todo o corpo.Geralmente,
a quimioterapia € um processo longo e agressivo, onde os pacientes enfrentam ciclos
de aplicacdo dos citostaticos (ou de um grupo deles). Em alguns casos, a
quimioterapia é adjuvante, quando o objetivo é diminuir o tumor para uma cirurgia, por
exemplo. Também pode ser aplicada apds a cirurgia a fim de diminuir o risco de
recorréncia (DEVITA et al., 2023). A via mais utilizada é endovenosa e pode introduzir
uma combinacao de 2 ou 3 medicamentos, sendo que os fatores de risco, prognéstico
e condi¢des da paciente definem qual ou quais drogas serdo escolhidas (DEVITA et
al., 2023; RANG, 2012).

A perda de apetite, desanimo, perda de peso, fadiga, cansaco, infec¢oes,
hemorragias, hematomas, diarreia ou constipagcao, perda de cabelo séo alguns dos
efeitos colaterais da quimioterapia, que induz, na maioria dos casos, 0 uso de outros
medicamentos para auxiliar contra esses efeitos, funcionando como uma terapia de
suporte (RANG, 2012).
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Com relacdo aos medicamentos quimioterapicos ou agentes citotoxicos, eles
podem ser dividos em: alquilantes (como, ciclofosfamida), antimetabdlitos (como, 5-
FU, metotrexato), antibiéticos citotoxicos (como, doxorrubicina), derivados de plantas
(paclitaxel, vimblastina e outros), horménios/antagonistas (terapia hormonal, exemplo
o tamoxifeno), inibidores de proteinas quinases (imatinibe e outros) e anticorpos
monoclonais (imunoterapia, exemplo o trastuzumabe), sendo as trés ultimos terapias
alvo-dirigida (RANG, 2012; BRUNTON et al., 2012).

A hormonioterapia busca interferir no crescimento tumoral em pacientes com
cancer de mama associado a expresséao de receptores hormonais. Ela tem o objetivo
de reduzir o numero de horménios e diminuir os sintomas associado ao cancer
(BRAVO et al., 2021).

A imunoterapia consiste no aprimoramento da resposta imune no
microambiente imunossupressor do tumor para controlar a proliferacdo celular
maligna (MELIS et al., 2017). Ela utiliza anticorpos monoclonais para bloquear os
pontos de verificagdo imune expressas na superficie de linfécitos T. Os linfocitos
TCD8+ reconhecem antigenos tumorais, produzem interferon-y e induzem parada do
ciclo celular, morte celular, atividade antitumoral de macréfagos no microambiente
tumoral e inibicdo da angiogénese (DUNN et al., 2004). Contudo, as reacdes adversas
imunomediadas estao presentes devido a ativacdo e proliferacéo dos linfocitos T. As
reacdes imunes podem ser graves, como: hepatites, endocrinopatias, neuropatias,
toxicidade hematologica e doencas autoimunes, e até fulminantes, e geralmente
ocorrem apés a primeira administracdo. Essas condicfes exigem monitoramento

clinico e intervencdes a fim de amenizar os efeitos téxicos (VOLPE et al., 2017).

Como multiplas lesdes genéticas estdo envolvidos na iniciacdo e manutencao
do cancer, o direcionamento dessas vias oncogénicas pode ser uma estratégia muito
poderosa para inibir o crescimento do tumor. Esse tratamento é chamado de terapia
direcionada. Estudos sugerem gue muitos canceres sao dependentes de uma Unica
via oncogénica e suscetivel a inibicdo de oncogenes unicos. Aléem disso, muitos
tumores dependem de diferentes proteinas celulares que ndo sdo oncogenes e néo
estdo envolvidas na iniciacdo do tumor, mas sdo absolutamente necessarias para
sobrevivéncia e/ou crescimento do tumor, podendo ser exploradas para a terapia do
cancer (LEV, 2020).



33

Atualmente, os inibidores de PARP (poly(ADP-ribose)polymerase) foram
aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de cancer
ovariano e pacientes com cancer de mama com mutagdes BRCA (gene do cancer de
mama) . E importante ressaltar que até 15% dos pacientes com cancer de mama triplo
negativo apresentam mutacdes germinativas no BRCA, particularmente no BRCAL, e
dois inibidores de PARP, olaparibe e talazoparibe, foram aprovados pelo FDA para
pacientes TNBC com mutacées BRCA. No entanto, a resisténcia aos inibidores de
PARP permanece um problema na clinica (LEV, 2020).

Embora os agentes utilizados mostrem melhora na sobrevida dos pacientes,
cada terapia se associa a uma série de limitac6es que incluem resposta terapéutica
de pouca duracéo, efeitos adversos e resisténcia medicamentosa, com progressao da
doenca no sexto a sétimo més de tratamento (MELIS et al., 2017). Em adicdo, a
terapia direcionada exige também a elucidacdo e melhor entendimento dos alvos
moleculares que sejam satisfatérios em desempenhar fungdes-chave no crescimento
e sobrevivéncia das células cancerigenas (SHARIFIRAD et al., 2019). Desta forma, &
relevante a descoberta de substancias lideres para o desenvolvimento de novos
medicamentos com mecanismo de acao diferente e superior ao dos disponiveis

atualmente.

2.1.6 Estudos in vitro

Na busca cientifica por novos farmacos, os testes in vitro séo utilizados para
identificar atividades citotoxicas ou antiproliferativas. Devido aos varios tipos de
cancer nesse topico apresentado, diversas linhagens celulares sédo cultivadas em
laboratorio para identificar a correta aplicacdo do possivel farmaco, seu mecanismo
de acéo e resultado. Essas linhagens se diferem quanto ao local de origem (ductos,
epitélio mamario e outros), quanto ao paciente de origem e o tempo (ATCC, 2023).
Elas possuem caracteristicas moleculares e expressédo de alguns genes diferentes
entre si. MDA-MB-453, MDA-MB-231, HCC38 e BT-549 séo células de linhagem
humana de adenocarcinoma mamario, com caracteristicas de cancer de mama triplo-
negativo, o tipo mais agressivo. Dentre essas, a mais citada em testes para TNBC é
a MDA-MB-231 (FERREIRA, 2022). A linhagem MCF-7 também é uma linhagem

celular humana de adenocarcinoma mamario muito utilizada em laboratérios de
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pesquisa ao redor do mundo, ela ndo representa um grupo com caracteristicas
metastaticas (ATCC, 2022). Ja as células MCF-10A séo células da mama que

apresentam displasia mamaria benigna, ndo cancerigena (REHMAN et al., 2022).

2.2 Bioprospecgao de produtos naturais bioativos no cancer de mama

Desde os primérdios da humanidade o uso de plantas e produtos naturais para
o tratamento de doencas € alvo de estudo. Os extratos de uma grande biodiversidade

ainda ndo explorada tém sido alvos de muitos estudos cientificos (ZHANG, 2002).

Muitos agentes extraidos de plantas podem ter potencial para tratamento do
cancer de mama. Eles geralmente apresentam acao por inducdo de apoptose,
epigenética, modulacdo hormonal, entre outros. Experimentos in vitro contra células
cancerigenas, ou in vivo (principalmente com modelo murino) e ensaios clinicos tém
reafirmado a eficacia de produtos naturais e os compostos derivados contra o cancer
de mama (MAGALHAES et. Al, 2021). Também s&o encontradas evidéncias com
relacdo a um efeito protetor contra casos de recorréncia e quimiossensibilizagéo a
drogas padrdo. Além disso, atualmente o emprego da nanotecnologia tem
proporcionado a entrega otimizada dessas moléculas terapéuticas. Portanto, os
produtos naturais séo promissores para serem usados como tratamento ou tratamento
adjuvante contra o cancer de mama (MAGALHAES et. Al, 2021).

Atualmente, os agentes antineoplasicos (ou quimioterapicos) podem ser
divididos de forma didatica pelo seu mecanismo de a¢do, podendo ser da classe de:
antimetabdlitos (como os antimetabdlitos de pirimidinas, cita-se o 5-FU ou 5-fluoracil);
alquilantes (agentes altamente eletrofilicos, que reagem com nucleéfilos formando
ligacdes covalentes fortes, cita-se a ciclofosfamida); de origem natural que atuam em
proteinas estruturais (como paclitaxel ou taxol, vincristina, vimblastina e outros); de
origem natural que atuam na inibicdo da topoisomerase (como a camptotecina, as

antraciclinas); e os antineoplasicos de agdo mista (ROCHE, 2008).

A seguir, sdo apresentados alguns estudos de extratos ou substancias isoladas
provenientes de plantas aplicados ao cancer de mama ou com potencial para

aplicacao no tratamento da doenca.
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Alcaloides da Vinca rosea sdo bem conhecidos por ligar a tubulina, impedir sua
polimerizacdo e consequente formacdo dos microtibulos (ALMEIDA, 2005). Ja o
taxol, proveniente da espécie Taxus brevifolia age se ligando a tubulina e acelerando
a polimerizagéo, porém a despolimerizacao € inibida causando supressédo da mitose
(ALMEIDA, 2005). A camptotecina da Camptotheca acuminata age inibindo a
topoisomerase | e quebrando a fita de DNA (STAKER et al., 2002).

Para o cancer de mama dependente de horménio uma outra classe de
tratamento deve ser citada: as terapias hormonais, como os antiestrogénios (por
exemplo o tamoxifeno) (ROCHE, 2008). Um estudo demonstrou que a berberina
(alcaloide benzilisoquinolina) e o tamoxifeno associados induzem a inibicdo do
crescimento celular de forma mais eficaz do que tamoxifeno sozinho. A berberina
(naturalmente extraida de rizomas e raizes de varias plantas, como as da espécie
Berberis aristata) com células induzidas sinergicamente por evodiamina geram uma

parada no ciclo celular e apoptose de células MCF-7 (WEN et al., 2016).

A quercetina (um polifenol pertencente a classe dos flavondéides) na dose de 50
MM suprime efetivamente a viabilidade e proliferacdo de células MCF-7 pela ativacédo
das vias de sinalizacdo de apoptose e necrose (induzida através do aumento
expressdo de Bax e Caspase-3 e expressao decrescente de genes Bcl-2). A necrose
foi induzida pelo aumento da expressao de RIPK1 e RIPK3 (WEN et al., 2016).

Assim esses estudos fornecem estratégias potenciais para o desenvolvimento
de novos agentes contra canceres resistentes a apoptose. Outros trabalhos tém
investigado extratos com potenciais citotdéxicos para células tumorais, alguns seréao

citados abaixo.

A berberina foi avaliada contra células do cancer de mama. No trabalho de Al-
Dabbagh e colaboradores (2018), o composto foi usado junto com a cisplatina
(antineoplasico) e levou a ativacédo de fatores pro-apoptoéticos, levando ao aumento
da expressao de caspases, em especial a caspase-9 (responsavel pelas fases iniciais

da apoptose), podendo indicar como terapia coadjuvante.

7

O resveratrol € um polifenol ndo flavonoide presente em varias fontes
dietéticas, incluindo uvas, bagas, soja, roma e amendoim. Ele apresenta eficacia

contra proliferacdo de células tumorais, metastase, alteracfes epigenéticas e para
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inducdo de apoptose, bem como sensibilizacdo para quimioterapicos em varios
modelos in vitro e in vivo de cancer de mama. E considerando um composto

importante como tratamento adjuvante do cancer (SINHA et al., 2015).

Extratos de diversas espécies sado pesquisados com a intencdo de inovar o
tratamento do cancer de mama, o extrato de Christia vespertiliomis apresentou efeito
antiproliferativo em células MCF-7. A fracdo diclorometano desse extrato teve alto
efeito antiproliferativo contra as células MCF-7 (ICso=24 pg/mL, indice seletivo
(IS)=8,17), induzindo apoptose, aumentando a expressdo de BAX, citocromo c,
caspase-8, caspase-3 e regulando negativamente BCL-2 e o nivel de PCNA (antigeno
nuclear de célula em proliferacdo). Além de ativar a via de morte apoptotica
dependente de p53 (ISMAIL et al., 2021).

Outro estudo que apresenta extratos com potencial citotoxico para o cancer de
mama foi desenvolvido com o extrato de Grammatophyllum speciosum Blume, que
exibiu varias atividades farmacolégicas promissoras. Os extratos etandlicos de
pseudobulbo de G. Speciosum e da isovitexina apresentaram efeito antiproliferativo
em células de cancer de mama humano MCF-7 e suprimiram o nivel de AKT
fosforilado e B-catenina (CHOWJAREAN, 2021).

Ainda h& muitas possibilidades quando o assunto é produtos naturais e cancer
de mama, sendo o principal objetivo encontrar tratamentos mais seletivos e com

menor efeito colateral, sendo essa uma problematica na quimioterapia atual.

2.3 O género Ocotea

O Brasil € uma das nagbes com maior biodiversidade do mundo e o potencial
terapéutico da maioria das espécies endémicas permanece desconhecido (SILVA,
2016). A familia Lauraceae esta presente nas Américas, Asia tropical, Madagascar e
Australia. Possui 50 géneros e entre 2500 a 3000 espécies. No Brasil, séo
encontrados cerca de 23 géneros e 434 espécies (BROTTO et al., 2013; KAMIMURA
et al.,, 2017). Ela apresenta uma grande importancia comercial, na alimentagéo, na

carpintaria e na indastria de cosméticos (MARQUES, 2001).

A familia Lauraceae é conhecida por possuir alto grau de quimiodiversidade em
6leos essenciais. Um dos principais géneros dessa familia € o género Ocotea, no qual
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componentes quimicos unicos foram encontrados. O género Ocotea possui mais de
350 espécies tropicais e subtropicais, como arbustos aromaticos e arvores nas regides
das Américas e da Africa Austral, sendo uma grande fonte de 6leos essenciais que
sdo conceituados na industria de perfumes. Aproximadamente 160 dessas espécies
sdo encontradas no Brasil, muitas sdo conhecidas como “plantas medicinais”. Além
da perfumaria, espécies de Ocotea sdo importantes nas industrias madeireiras,
trazendo um alerta quanto ao desmatamento ou exploracdo excessiva das espécies
do género (SACCHETI, 2006; YAMAGUCHI et al., 2011).

Algumas espécies do género Ocotea sdo conhecidas na medicina tradicional,
como a Ocotea longifoli, que foi relatada no tratamento de dermatose e sifilis
(PECKOLT, 1853), e de febre e malaria pelos indios guaranis (SOUZA, 2004;
SACCHETI, 2006). A Ocotea puchury é usada na medicina tradicional para tratar
doencas gastrointestinais e antirreumaticas, além de possuir propriedades sedativas
(LEPORATTI et al., 2014; NORIEGA, 2016).

A Ocotea quixos é conhecida pelas suas propriedades arométicas desde o0s
incas, era usada como aperitivo, desinfetante, anestésico local, e suas folhas eram
tradicionalmente usadas para fazer uma infusdo antidiarréica (SACCHETI, 2006).
Esta espécie possui arvore que produz grandes cdlices florais que séo
tradicionalmente usados pelos povos indigenas da Amazb6nia como um substituto da
canela para aromatizar doces e bolos. O 6leo essencial obtido dos calices florais &
composto principalmente por fenilpropanoides (cinamaldeido e cinamato de metila)
(SACCHETI, 2006).

Em 2010, Ballabeni e colaboradores investigaram as propriedades anti-
inflamatorias do Oleo essencial de O. quixos e de seus componentes principais, trans-
cinamaldeido e cinamato de metila, em modelos in vitro e in vivo. Os resultados do
estudo mostraram a atividade gastroprotetora e propriedades anti-inflamatérias no

6leo de O. quixos e de seus principais componentes.

A Ocotea corymbosa tem sua madeira empregada na industria da construcao
civil. Dela ja foram isolados monoterpenos e sesquiterpenos, bem como fitoesterois
dos frutos verdes, e sesquiterpenos com esqueleto de calameneno foram
caracterizados a partir de sua casca. Ja a Ocotea elegans € abundante no Brasil, e
ha relatos do isolamento de neolignanas dos caules. Batista e colaboradores isolaram
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um éster do acido 4-O-E-cafeoilquinico e trés flavondides de O. corymbosa, um

sesquiterpeno aromatico e um flavonoide de O. elegans (BATISTA et al., 2010).

A Ocotea lancifolia (Figura 3) conhecida por canela pilosa, no Paraguai € usada
na medicina popular como antiparasitario. Apesar disso, h4 pouca descricdo na
literatura de estudos fitoquimicos do extrato de alcaldides da planta. Fournet e
colaboradores (2007) desenvolveram um estudo que avaliou in vitro a atividade de
treze alcal6ides isolados de O. lancifolia contra a forma promastigota de Leishmania
amazonensis e Trypanosoma cruzi. O alcal6ide noraporfinico (-) caaverina foi o que
mais apresentou atividade antiprotozodria contra os parasitas L. amazonensis e T.
Cruzi. Em 2013, Camargo e colaboradores realizaram o isolamento de oito
sesquiterpenos a partir do extrato de Ocotea lancifolia, sendo seis deles inéditos
(CAMARGO et al., 2013).

Figura 3- Exsicata de Ocotea lancifolia, e de Ocotea olegans, respectivamente.
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Fonte: Catalogo Taxonémico da Fauna do Brasil e Lista da Flora do Brasil 2020.

Dentre as atividades farmacoldgicas do género Ocotea, seja por seus extratos
ou substancias isoladas, estéo: atividade antioxidante, anti-inflamatéria (DESTRYANA
et al., 2014), atividade depressora no sistema nervoso central (SOUSA et al.,2005),
acao cardiovascular, anti-hipertensivo (BARBOSA-FILHO et al., 2008), atividade
acaricida (CONCEICAO et al., 2017), atividade anti-plasmodial e contra o Aedys
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aegypti (RAKOTONDRAIBE et al., 2014), atividade antifungica (DA SILVA et al.,
2017), atividade anti-herpética (GARRETT et al., 2012), inibicdo da producéo de 6xido
nitrico e atividade contra micobactérias (COSTA et al., 2015) e acdo antiproliferativa

em células do cancer do ovario (LIU et al., 2015).

A Tabela 2 relune resultados de estudos do género Ocotea j& publicados que

estéo relacionados a um potencial citotéxico.

Tabela 2 — Resultados de estudos de citotoxicidade do género Ocotea.

Atividade / Linhagem testada/ Tipo

Espécie do tumor Referéncia
. Atividade inibidora do crescimento PALOMINO et al.,
Ocotea caparrapi . .
contra células de leucemia 1995

Inibicdo da topoisomerase | em ensaios
antiproliferativos em células de leucemia
(P-388), em células murinas de
melanoma (B16F10), e carcinoma
pulmonar de Lewis (LLC) e em células
de cancer de colon (Colo-205)

Ocotea leucoxylon ZHOU et al., 2000

Possui um alcaloide neolitsina
Ocotea aacutifolia apresentou potencial citotoxico para GARCEZ et al., 2010
MCF-7

Possui duas lignanas e um diterpeno
isolados de trés plantas da familia
Lauraceae (na qual uma delas era a
Ocotea macrophylla Ocotea macrophylla). Os compostos CUCA etal., 2011
liliflol A e mirandin A (derivados
sintéticos) exibiram efeito citotdxico para
MCF-7

Extrato do caule da Ocotea longifélia
Kunth apresentou atividade contra
linhagens Hep-G2 (células de carcinoma
humano de figado) e HL60 (células de
leucemia humana). Extrato das folhas
dessa espécie foi citotoxico para Hep-
G2, HL60, B16-F10 (células de
melanoma murino), K562 (células
eritroleucémica Ph+) e PBMC (célula
mononuclear do sangue periférico).

Ocotea longifolia SILVA et al., 2016

As Ocotea spp. possuem uma diversidade na composi¢cdo quimica dos Oleos
essenciais e das diferentes partes das plantas (galhos, frutos e flores). Esse género
chama a atencéo por exibir diversos tipos e classes de metabolitos secundarios, como
furanos, lignanas, biciclooctano, neolignanas, benzilisoquinolina, alcalbides

aporfinicos, alcaldides benzilisoquinolidinicos e sesquiterpenos (CAMARGO et al.,
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2013; CUCA et al., 2011, BATISTA et al., 2010). Diversos estudos demonstraram o
potencial citotdxico, inclusive para linhagens de cancer de mama (CUCA et al., 2011;
GARCEZ et al., 2010) e anti-inflamato6rio (BALLABENI et al., 2010; DESTRYANA et
al., 2014) de espécies do género, ressaltando a importancia que o género representa

na descoberta de novos compostos para tratamento do cancer de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade de extratos do
género Ocotea, selecionar a espécie mais promissora, a partir da qual foram avaliadas
as atividades citotoxicas e antiproliferativas do extrato em modelo in vitro de células

de cancer de mama, e sugerir 0 possivel mecanismo de agéo.
3.2 Objetivos Especificos

-Avaliar a citotoxicidade de extratos de espécies do género Ocotea e selecionar a

espécie mais promissora.

-Avaliar a citotoxicidade do extrato da espécie de Ocotea sp. selecionado.
-Avaliar o efeito antiproliferativo do extrato.

-Caracterizar o tipo de morte celular induzida pelo extrato.

-Avaliar a influéncia do extrato no ciclo celular.

-Avaliar a expresséo diferencial de mRNA de proteinas reguladoras do ciclo celular.
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Nesse capitulo foi descrito todos os meétodos e técnicas empregadas para

desenvolver o presente trabalho. Com o intuito de facililtar o entendimento das etapas,

foi feito um fluxograma com a sequéncia de ensaios realizados, apresentado na

Figura 4 abaixo.

Figura 4 — Fluxograma.
56 espécies de Ocotea Cultura de células
spp. MCF-7 CCD1059Sk
DMEM

E ——> Extracéo

suplementado
com 10% SFB

5% C02 ea 37°C

Ensaio de viabilidade por MTT:
-Screening das 56 especies - MCF-7
-IC50 do extrato de Ocotea villosa (EB) / MCF-7
-IC50 do extrato de Ocotea villosa (EB) / CCD1059Sk

-IC50 de 5-FU / MCF-7

Ensaio de exclusado por Azul de Tripan

Fonte: Autoria proépria.
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4.1 Linhagens celulares e cultivo

Foram empregadas neste estudo células de cancer de mama da linhagem
MCF-7 e fibroblastos humanos da linhagem CCD1059Sk (esses foram utilizados como
células saudaveis a fim de comparar a atividade citotOxica nos mesmos com a
atividade nas células tumorais). Ambas as linhagens foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) — high glicose com 2 mM L-glutamina
(Sigma-Aldrich), suplementado com 5 mM de bicarbonato de sodio (Exodo Cientifica),
100 U/mL de penicilina e 0,10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich), pH entre 7,2-
7,4 ajustado em pHmetro (Hanna HI 2221).

ApOs o preparo, o meio de cultura foi submetido a filtracdo a vacuo em aparato
contendo membrana filtrante esterilizante de 0,22 ym (MF-Millipore™, Merck,
Darmstadt, Alemanha). Apos filtrado, o meio de cultura foi suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Sao Paulo, Brazil). O meio das células MCF-7 foi
suplementado também com insulina humana regular a 0,01mg/mL (Novolin®, Novo

Nordisk, Sao Paulo, Brasil).

Para iniciar os experimentos, as células foram adquiridas por doacao de outro
grupo de pesquisa. Foram descongeladas em banho maria a 37° C (Kacil BM-02), pois
estavam mantidas congeladas em tubo criogénico em ultrafreezer -80° C (Thermo
Fisher). O meio de congelamento foi preparado contendo 95% de DMEM e crio-
protegidas com 5% de dimetilsulféxido (DMSO) (SigmaAldrich). O contetdo de cada
tubo criogénico foi transferido para um tubo Falcon contendo meio de cultura DMEM
e 10% de SFB gelado. Em seguida foi feita a centrifugacao (Fanem Excelsa 11 206 BL)
dos tubos a 111rcf (forca G) por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante do tubo e
ressuspendeu-se o pellet de células formado, com 1 mL de DMEM suplementado com
10% de SFB a 37°C. A suspensao de ceélulas foi novamente centrifugada, nas mesmas
condic¢des, com a finalidade de eliminar totalmente o meio de congelamento contendo
5% de DMSO. O pellet formado foi ressuspendido com 1 mL de meio (DMEM
suplementado com 10% SFB e 0,01mg/mL de insulina) e transferido para garrafa de
cultivo celular de 25 cm? de crescimento (Sarstedt), e o volume foi completado para 5

mL.
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As células foram incubadas e cultivadas a 37° C em atmosfera com 5% de CO:2
e 95% de umidade (incubadora VWR® Air Jacketed CO2). O meio de cultura foi
renovado trés vezes por semana. As células foram mantidas até a confluéncia de 80%,
confirmada por microscépio 6ptico invertido trinocular (Physis), e, ao atingir essa
confluéncia, o meio foi retirado, e as células lavadas duas vezes com 3 mL de tampao
fosfato (Phosphate Buffered Saline — PBS) esterilizado em membrana filtrante de 0,22
Mm e pH ajustado para 7,2-7,4. Apos lavagem com PBS para retirada de todo meio
de cultivo, as células foram tratadas com 500 pL de tripsina 0,05% EDTA (Sigma-
Aldrich) por até 5 minutos. A acao da tripsina foi inativada com pelo menos 500 uL de
DMEM 10% SFB. A suspensao de células foi recolhida, e foram centrifugadas nas
condi¢cdes descritas anteriormente. O sobrenadante foi descartado e o pellet de
células foi ressuspendido em 1 mL de meio (DMEM suplementado com 10% SFB e
0,01mg/mL de insulina) e contadas no microscépio 6ptico com auxilio da camara de
Neubauer e de um hemocitbmetro. Todo processo de cultivo celular, ensaios de
viabilidade celular, ensaio clonogénico e ensaio de migragéo celular foram realizados
no laboratdrio de células tronco e parasitologia molecular, LCTP, na UFJF. Os ensaios
de morte celular e ciclo celular foram realizados no laboratério de analises clinicas do
hospital universitario da UFJF. Cada linhagem foi plagueada em quantidades
especificadas para a execucéo dos experimentos. Todos 0s ensaios bioldgicos foram

realizados em triplicatas.

4.2 Obtencéao dos extratos

A extracao das 56 espécies do género Ocotea foi feita em parceria com o grupo
do Laboratorio de Fitoquimica, Quimica Medicinal e Metabolémica (LFQMM) da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). O grupo selecionou as amostras
vegetais (folhas), cujo acesso ao patrimbnio genético e ao conhecimento tradicional
também foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), cadastro n°® A5A8F67. Todas as
espécies tiveram exsicatas depositadas em herbario da UNIFAL-MG, e foi coletada
apenas a quantidade de folhas suficientes para a realizagdo do estudo, o que nao

comprometeu as suas respectivas sobrevivéncias. Parte das amostras foram doadas
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de herbario, também na quantidade minima necessaria, sem prejuizo do material

depositado.

As amostras foram esmagadas em almofariz com pistilo e nitrogénio liquido até
a pulverizacdo. Posteriormente, ao material em pd (20 mg cada amostra), foram
adicionados 1,7 mL de etanol/agua, 7:3 (v/v) para extrair o material mais polar e
compostos semipolares. As amostras foram colocadas em banho de ultrassom quente
(35 °C) por 15 min (170 W, 50 kHz, L100 Schuster) e depois centrifugadas a 22 °C e
112 rcf. Em sequéncia, para remover substancias apolares, os sobrenadantes foram
particionados com hexano. Depois foram filtradas através de filtro de seringa de
politetrafluoretileno (PTFE — tamanho de poro 22 ym) e secas usando equipamento
de centrifugacao a vacuo por 3 horas a 40 °C. Apds este procedimento as amostras
foram mantidas em freezer (-20 °C) até o momento das andlises. Os extratos secos
foram pesados e enviados para serem utilizados nos ensaios bioldégicos na
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF).

A solucéo estoque de cada um dos extratos foi preparada na UFJF a partir dos
extratos secos enviados pela UNIFAL. Cada um deles foi solubilizado com 1% DMSO
(concentracdo nao téxica para as células) e agua miliQ. Todos foram preparados para
uma concentracdo final de 1 mg/mL, a partir da qual os experimentos foram

realizados.

4.3 Ensaio de viabilidade celular

Primeiramente, foi realizado um screening de extratos de 56 espécies do
género Ocotea a partir das solu¢des dos extratos anteriormente preparadas. A Tabela

3 mostra a lista das espécies testadas e o numero identificador.

Tabela 3 — Espécies do Género Ocotea que foram testadas em relagcdo ao potencial
citotoxico para linhagem MCF-7

3 | Ocotea amazonica(Meiss) Mez | 42 Ocotea nitida(Meisn.) Rohwer

Ocotea brachybotrya(Meisn.)

Mez 43 | Ocotea nitidula(Nees et Mart. ex Ness)

6 Ocotea bicolorVattimo-Gil 44 Ocotea notata(Nees & Mart.) Mez

7 Ocotea caesiaMez 45 Ocotea nutans(Nees) Mez
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9 Ocotea catharinensisMez a7 Ocotea odoriferaVell. Rohwer
. Ocotea paranaensisBrotto, Baitello, Cervi
10 Ocotea cujumaryMart. 48 & E.P.Santos
11 Ocotea cernua(Nees) Mez 49 Ocotea percoriaceaKosterm.
12 | Ocotea corymbosa(Meisn.)Mez | 52 Ocotea pomaderroides(Meisn.) Mez
13 | Ocotea complicata(Meisn.) Mez | 53 | Ocotea porosa(Nees & Mart.) Barroso
14 Ocotea dispersa(Nees & Mart.) 54 Ocotea pretiosa(Nees) Mez (sin. Ocotea
Mez odorifera (Vell.) Rohwer)
16 Ocotea d'OSIF\J/?g'ZfO“a(Me'S”') 55 Ocotea puberula(Rich.) Nees
17 | Ocotea divaricata(Nees) Mez | 57 Ocotea pulcheaVattimo-Gil
Ocotea elegansMez (sin.
18 Ocotea indecora(Schott) Mez) 58 Ocotea pulchella(Nees & Mart.) Mez
20 Ocotea felixCoe-Teix. 39 Ocotea minarum(Nees & Mart.) Mez
21 Ocotea glauca(Nees & Mart.) 40 Ocotea nummularia (sin. Ocotea tristis
Mez (Nees & Mart.) Mez)
23 | Ocotea glaucina(Meisn.) Mez | 41 Ocotea nectandrifoliaMez
24 Ocotea glaziovii Mez 60 Ocotea pulchraVattimo-Gil
25 Ocotea guianensis Aubl. 62 Ocotea spectabilis(Meisn.) Mez
Ocotea hypoglauca (Nees & -
26 Mart.) Mez 64 Ocotea spixiana(Nees) Mez
27 | Ocotea indecora(Schott) Mez | 65 Ocotea tabacifolia(Meisn.) Rohwer
Ocotea kuhlmanniiVattimo-Gi .
28 (sin. Ocotea nectandrifolia Mez) 68 Ocotea tenuiflora(Nees) Mez
29 Ocotea Iana'lt\z;|1(GNzees & Mart ) 69 Ocotea teleiandra(Meisn.) Mez
Ocotea lanceolata(Nees) Nees
30 | (sin. Ocotea lancifolia (Schott) | 71 Ocotea tristis(Nees & Mart.) Mez
Mez )
. Ocotea vaccinioides(Meisn.) Mezm (sin.
31| Ocotea lancifolia(Schott) Mez | 74 Ocotea daphnifolia(Meisn.) Mez)
Ocotea variabilisMart. (sin. Ocotea
33 | Ocotea langsdorffii (Meisn.) Mez | 75 lancifolia (Schott) Mez/Ocotea lanceolata

(Nees) Nees/Ocotea percoriacea
Kosterm.)
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35 Ocotea laxa(Nees) Mez 77 Ocotea velloziana(Meisn.) Mez
37 | Ocotea lobbii(Meisn.) Rohwer | 78 Ocotea velutina(Nees) Rohwer
38 Ocotea longifoliaKunth 79 Ocotea villosaKosterm.

Fonte: Autoria propria.

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT, que baseia-
se na capacidade de enzimas desidrogenases, presentes em ceélulas viaveis, em
converter o sal de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT),
solivel em agua, em cristais de formazan, produto insolivel em agua. Dessa forma,
a producéo dos cristais de formazan retrata o estado funcional ativo das células apés
tratamento,que € diretamente proporcional a quantidade de células viaveis
(MOSMANN, 1983).

Para realizacdo do ensaio de viabilidade por MTT, as células de cancer de
mama MCF-7 foram contadas em um hemocitdmetro e plaqueadas em placas de 96
pocos (Sarstedt), na densidade de 5 x 103 células/po¢co com 150 pyL de meio DMEM
suplementado com SFB 10% . A placa foi incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e
5% COz2, para adesao. Apos este periodo, foi verificada a adeséo e a confluéncia das
células através do microscépio 6ptico, e as células foram tratadas com 40 ug/mL de
extrato correspondente a cada espécie estudada. Essa concentracdo foi escolhida
porque é geralmente empregada para screening de extratos para investigar atividade
citotoxica (GARCIA et al., 2024).

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% CO:2 por 48 h. Decorridos
48 h de tratamento, o meio foi descartado e foi adicionado em cada poco 100 uL de
solugdo de MTT na concentracao de 10% preparado em DMEM suplementado com
SFB 10%. Em seguida, incubaram-se as células a 37 °C e 5% COg2, por 4 h e, apos,
a formacéo dos cristais de formazan foi confirmada por microscopia optica. O meio foi
descartado e os cristais foram dissolvidos adicionando-se 100 pL de solugcéo de

isopropanol 0,05M acidificado para completa dissolugao dos cristais.

Por fim, a leitura das amostras foi realizada a 570 nm e 645 nm, no
espectrofotometro de microplacas (Multiskan Go Thermo Scientific). Todo o

procedimento foi realizado em condi¢cdes de baixa luminosidade, devido a foto
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instabilidade do MTT. Os resultados da viabilidade celular foram apresentados como

porcentagem de células, calculados da seguinte forma:

Viabilidade celular (%) = [(Abs. Teste — Abs. Branco) x 100] + (Abs. Controle — Abs.
Branco)

Sendo a abs. branco, o valor de absorbéancia do isopropanol (usado para a
dissolucéo dos cristais), abs. controle, o valor de absrobancia adquirido nas replicatas
sem tratamento (apenas com células), e abs. teste € o valor de absorbancia
encontrado nos pocos que receberam células e tratamento. O extrato de Ocotea
villosa que foi capaz de inibir aproximadamente 50% da viabilidade foi selecionado

para prosseguir nos experimentos.

Foi realizado o ensaio de viabilidade celular em células de cancer de mama da
linhagem MCF-7 e em fibroblastos humanos da linhagem CCD1059Sk para avaliar a
citotoxicidade e seletividade do extrato de O. villosa. Estudos anteriores mostram que,
para um composto apresentar citotoxicidade seletiva para células tumorais em relagéo
a células normais, o valor do indice de seletividade (I1S) deve ser numericamente maior
do que 2 (DAl et al., 2019).

Para avaliar a concentracéo inibitéria, as células de cancer de mama MCF-7 e
fibroblasto CCD1059Sk foram plagueadas em placas de 96 pocos (Sarstedt), na
densidade de 5 x 108 células/poco com 100 uL de meio DMEM suplementado com
SFB 10%. A placa foi incubada por 24 horas em estufa a 37 °C e 5% COz, para adesao
celular. Apés este periodo, foi verificada a adeséo a placa e a confluéncia das células
através do microscopio Optico. As células foram tratadas com diferentes
concentracdes do extrato de O. villosa (200 mg/mL — 100 pg/mL — 50 pg/mL — 25
pMg/mL — 12,5 yg/mL), e 5-Fluorouracil (5-FU) (50 pg/mL — 25 pg/mL — 12,5 pyg/mL —
6,25 yg/mL — 3,12 yg/mL — 1,56 ug/mL) preparadas em DMEM suplementado com
SFB 10%. Para o controle-positivo (morte celular) foi utilizado DMSO 2% preparado
em DMEM.

O teste de viabilidade também foi realizado para avaliar o tratamento com 5-
FU, a fim de definir uma concentracao inibitoria desse composto para MCF-7 e poder

utiliza-lo em outros experimentos como um controle positivo de citotoxicidade. O 5-FU
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€ um quimioterapico utilizado no tratamento de neoplasias como cancer de mama

(GREM, 2000). O ensaio de MTT foi realizado conforme metodologia ja descrita.

O ICso (concentracao inibitdria minima) foi calculado a partir de regresséo linear
e expresso como média + desvio padrdo. O valor do indice de seletividade (DAl et al.,
2019) foi calculado da seguinte forma: IS = valor da ICso das células normais + valor

da ICsp das células tumorais.

4.4 Excluséo por azul de tripan

Com o objetivo de confirmar o resultado de viabilidade celular, foi realizado o
ensaio de azul de tripan. Ele é um corante que reage com células que possuem a
membrana danificada. Desse modo, as células viaveis ndo absorvem o corante e as
células ndo viaveis sédo coradas em azul (TRAN et al., 2011).

Para o ensaio de azul de tripan, as células (MCF-7) foram contadas e
plaqueadas em placas de 24 pocos na densidade de 2 x 10 células por pogo em 400
uL de DMEM. Apd6s 24h de plagueamento, as células foram tratadas com extrato de
0. villosa nas concentracBes de 150, 100 e 50 pg/mL por 24, 48 e 72h. Apds o0s
respectivos tempos de tratamento, as células foram tripsinizadas, coletadas em um
tubo eppendorf e centrifugadas a 111rcf por 5 minutos. ApGs esse processo, 0
sobrenadante de meio DMEM foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 100 pL
de DMEM. Para a coloragdo, 20 yL da suspensao de células foram misturadas a 20
pL de solucédo de azul de tripan 0,4%, por 2 minutos, essa solugéo foi colocada na
camara de Neubauer e as células viaveis (ndo coradas) e inviaveis (coradas em azul)
foram contadas em microscopio 6ptico. Apoés isso, foi feito o calculo descontando o
fator de diluicdo da camara e um grafico foi plotado em funcdo da quantidade de

células viaveis.
4.5 Ensaio de migracao celular pela técnica de Scratch
O ensaio de migracéao celular foi feito pelo método Scratch, que se baseia na

interrupcdo da continuidade de uma monocamada celular a partir de uma ranhura

artificial e o acompanhamento do fechamento dessa ranhura por microscopia Optica,
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considerando que as células se multiplicam e/ou migram para reestabelecerem as

interacdes intercelulares (LIANG et al., 2007).

Em placas de 24 pocos (Sarstedt) foram plaqueadas 4 x 10° células/poco e
incubadas por 24 h em estufa umidificada a 37° C e 5% CO2 para se obter uma
confluéncia préxima de 100%, em monocamada. ApGs o periodo de incubacéo, a
monocamada confluente foi confirmada por anélise no microscopico éptico (Physis).
Em seguida, foi feita uma ranhura em cada poco da placa, ou seja, uma “ferida
artificial” em linha reta com o auxilio de uma ponteira de 200 yL e uma régua. Logo
apos a ranhura, os pocos foram cuidadosamente lavados duas vezes com PBS 1x
para remogao das células em suspensédo. Entdo, as células foram tratadas com 100
Mg/mL do extrato bruto de O. villosa preparado em DMEM (que sera representado
pela sigla EB a partir desse momento) e foi utilizado DMSO 2% como controle positivo.

A placa foi incubada novamente nas mesmas condigdes.

Cada poco da placa foi fotografado utilizando um microscopio éptico invertido
(Physis) acoplado a uma camera anatomica (Opton 5150) nos tempos de tratamento
0, 24, 48 e 72 h. A area de ranhura (entre as duas margens de células) foi medida
através do programa Image J (EUA) em todos os tempos capturados. A taxa de

migracéo foi calculada pela formula:

Fechamento da ranhura (%) = [(area da ranhura no tempo 0 h — area da ranhura

nos tempos de tratamento) + area da ranhura no tempo 0 h] x 100.

Apbs obter o resultado final, um grafico foi plotado e foi feita a analise estatistica
dos dados.

4.6 Ensaio clonogénico

As células de cancer de mama (MCF-7) foram plagueadas na densidade de
1000 células/poco em placas de 6 pocos (Sarstedt) e incubadas em estufa a 37° C,
5% de COzpor 24 h até a adesdo completa na placa. Em sequéncia, as células foram
tratadas com EB a 100 pug/mL durante 48 h. Apos o tratamento, 0 meio contendo o
extrato foi substituido pelo meio de cultura e as células foram mantidas em cultura por
14 dias.
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Ao findar os 14 dias, tempo ideal para formacdo de colbnias, o meio foi
removido e as placas foram cuidadosamente lavadas duas vezes com PBS 1x. As
colénias foram fixadas com 1 mL de paraformaldeido 10% por 30 minutos, lavadas
com PBS 1x duas vezes, e o fixador foi substituido por 1 mL de solugéo de cristal
violeta 0,5%, que apds 1 minuto foi retirado e a placa foi imergida em agua para a

lavagem final.

As placas foram fotografadas para comparacédo e quantificacdo das colbnias
nos grupos com o tratamento e controle ndo tratado, para contagem foi usado o
software Image J (EUA). Foram consideradas col6nias viaveis aquelas que possuiam
mais de 50 células (minimo a ser contado) (FRANKEN et al., 2006). Apos a andlise
do resultado, um grafico foi construido e foi feita a analise estatistica dos dados
obtidos.

4.7 Analise do tipo de morte celular

A analise do tipo de morte celular foi realizada pela técnica de citometria com
Anexina V e iodeto de propidio (IP) (BORGES et al., 2013; SATZGER et al., 2010;
TROUSIL et al., 2017), utilizando o kit comercial Alexa Fluor® 488 annexin V/PI
(Invitrogen). A coloracéo foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante
e 0 numero de células anexina V+ e IP+ foram mensuradas através de citometria de
fluxo (DxFlex).

O fundamento do teste baseia-se na caracteristica das células apoptéticas em
translocar moléculas de fosfatidilserina para a porcdo externa da membrana
plasmatica. Assim, a Anexina V liga-se as células com fosfatidilserina exposta na
membrana. Essa marcacgao sugere a ocorréncia de apoptose, onde a célula apoptotica
ainda possui a membrana plasmatica integra. Todavia, a marcagcao de AnexinaV + IP
acontece somente apds a perda da integridade da membrana, indicando estagios
posteriores de apoptose ou necrose. Quando a marcacao indica apenas IP, sugere
necrose. Dessa forma, a coloracao distingue células viaveis (ndo marcadas), células
apoptoticas (marcadas com AnexinaV) e ceélulas em necrose (AnexinaV+/Pl+)
(NEGRIN et al., 2010; ROZENBLAT et al., 2008).

As células do cancer de mama MCF-7 foram plagueadas na densidade de 3 x

10° células/poco, em placas de 24 pocos (Sarstedt) e incubadas a 37° C, 5% de COz,
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por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido pelo tratamento com a concentracdo de
100 ug/mL de EB e de 12,5 ug/mL de 5-FU. O controle negativo recebeu somente
meio de cultura DMEM. Apos 24h, o meio de cultura foi reservado em microtubos e
as células foram lavadas 2x com 250 puL de PBS e desaderidas por agdo da tripsina
(250 pL), transferidas para o microtubo reservado e centrifugadas. O sobrenadante
resultante da centrifugacéo foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de

DMEM para contagem.

Apos contagem no hemocitémetro, foi confirmada a densidade de, pelo menos,
1,5 x 10° células/mL. As células foram centrifugadas novamente, ressuspendidas em
100 pL de PBS gelado e centrifugadas para retirar todo residuo de meio (esse
processo foi repetido trés vezes). Entdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
células foi ressuspendido no tamp&o de coloragcéao previamente preparado, seguindo
as recomendag0des do kit. As células marcadas foram incubadas por 20 minutos em
temperatura ambiente. Em sequéncia as amostras foram mantidas no gelo, enquanto
foram analisadas em citometro de fluxo (DxFlex). Foram lidos 10.000 eventos e 0s
resultados foram analisados no software CytExpert for DxFLEX. Apds obter os
resultados, um grafico foi construido em funcéo do percentual de apoptose e necrose,
e foi feita a analise estatistica dos mesmos.

4.8 Andlise do ciclo celular

As células do cancer de mama MCF-7 foram plaqueadas na densidade de 4 x
10° células/poco em placas de 24 pocos (Sarstedt) e incubadas a 37° C, 5% de COx,
por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido pelo tratamento com a concentracdo de
100 ug/mL de EB e de 12,5 pg/mL 5-FU por 24h. Apés 24h, o meio de cultura foi
reservado em microtubo. As células foram lavadas duas vezes com 250 pL de PBS,
desaderidas por acao da tripsina (250 pL), transferidas para o microtubo reservado e
centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em
1 mL de DMEM para contagem. Apos contagem no hemocitdmetro, foi confirmada a
densidade de pelo menos 1,5 x 10° células/mL. As células foram centrifugadas
novamente, ressuspendidas em 100 uL de PBS gelado e centrifugadas para retirar
todo residuo de meio (esse processo foi repetido duas vezes). Entdo, o sobrenadante

foi descartado e o pellet de células ressuspendido em 25 pu de PBS 1x gelado e 230
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puL de etanol absoluto (Merck). Posteriormente, os tubos foram incubados por 20
minutos a 4 °C e centrifugados. O sobrenadante foi descartado, e o pellet foi lavado
com 300 pL de PBS 1x e centrifugado novamente. Apos o descarte do sobrenadante,
o pellet foi ressuspendido em solugéo tampéo do ciclo celular (30 pug/mL de IP + 100
Mg/mL de RNAse livre de DNAse em PBS) e foi incubado por 45 minutos em
temperatura ambiente, na auséncia de luz. As amostras foram analisadas por
citometria de fluxo, pelo menos 10.000 eventos foram lidos. O conteddo de DNA das
células marcado com IP permite diferenciar as fases do ciclo celular (GO/G1, S e
G2/M).

4.9 Analise da expresséo diferencial de mRNA de proteinas reguladoras do ciclo

celular

As células do cancer de mama MCF-7 foram plaqueadas na densidade de 1 x
10° células/poco em placas de 6 pocos (Sarstedt) e incubadas a 37 °C, 5% de COg,
por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido pelo tratamento com a concentracéo de
100 pg/mL de EB e foi feito um controle de células sem tratamento por 48h. Apés o
tratamento, as células foram lavadas com 500 pL de PBS 1x e foi adicionado 1 uL do
reagente Trizol (Invitrogen) em cada poco. A suspensdo de células no trizol foi
recolhida em um tubo e congelada a -80 °C.

Em seguida foi feita a extragdo utilizando cloroférmio. Foram adicionados 200
uL de cloroformio (Merck) e o tubo foi vigorosamente agitado por cerca de 20
segundos e incubado por 3 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, os
tubos foram centrifugados por 15 minutos, a 12000 rcf a 4°C. A fase aguosa e incolor,
situada na parte superior do tubo, foi transferida para um novo tubo, no qual foi
adicionado 500 pL de alcool isopropilico. Os tubos foram entdo incubados a
temperatura de -80 °C, por aproximadamente 30 minutos. Apds esse periodo, os tubos
foram centrifugados por 10 minutos, a 12000 rcf a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e foi adicionado 1 mL de etanol (Merck) 75% gelado por tubo. As amostras foram
centrifugadas por 5 minutos, a 7500 rcf a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi
descartado. ApGs a evaporacdo do etanol (através do banho-maria a 37 °C), ao
precipitado formado foi adicionado 30 pL de H20 DPEC (Invitrogen). Por fim, a

suspensao foi homogeneizada no thermomixer a 58°C, 400 rpm, por 10 minutos.
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A concentracdo do RNA total foi determinada pela leitura da absorbancia a
260/280 nm (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer). As amostras foram tratadas
com o kit RQ1 Rnase-Free Dnase (Promega) antes de iniciar a sintese do DNA
complementar (cDNA) para certificar que o RNA isolado ndo estava contaminado. O
tratamento com DNAse foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante
Promega. A sintese de cDNA foi realizada utilizando o Kit RevertAid H Minus First

Strand Cdna Synthesis (Thermo Scientific) apds tratamento com DNAse.

Os pares de primers especificos para cada gene de interesse TP53
(NM_000546.6); CASP9 (NM_001229); CASP8 (NM_001080125.2); CDK1
(NM_001786.5); CCNB1 (NM_031966.4); P16 (NM_000077.4) e GAPDH
(NM_002046.5) foram desenhados através do programa Primer3 versdo 0.4.0
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Os parametros selecionados no programa Primer3
para a elaboracdo dos oligonucleotideos foram: amplificar fragmentos cujo peso
molecular varie entre 70 e 150 pares de base (pb), apresentar teor de GC (guanina-
citosina) entre 30 e 60%, ndo apresentar complementariedade entre si ou mesmo

estruturas secundarias estaveis e apresentar temperatura de anelamento de 60 °C.

A reacdo de PCR foi realizada utilizando o kit GoTag® qPCR Master Mix
(Promega), utilizando o termociclador (Veriti 96, Applied Biosystems, Massachusetts,
EUA) e seguindo o protocolo e orientagdes do fabricante. Para visualizar o resultado

do PCR convencional foi feito um gel de eletroforese.

O gel de agarose a 3% foi preparado a partir da pesagem de 3g de agarose,
transferido para um erlenmeyer onde foi adicionado 100 mL do tampédo TAE 1x
(tampéo Tris-Acetato-EDTA, um tampéo acetato da base Tris, com Ph 8.0 e EDTA).
Foi aquecido por 60 segundos no microondas (poténcia meédia) para solubilizagdo. Em
sequéncia, 10 uL de brometo de etideo foi adicionado com a solucéo do gel ainda
guente, e essa foi dispensada na cuba de eletroforese ja com o pente escolhido
(definidor da quantidade de pocos no gel) para seu esfriamento e enrijecimento. Com
o gel pronto, foi adicionado 80 mL de TAE 1x com 5uL de brometo de etideo que
submergiu o gel dentro da cuba. O pente foi retirado e os pocos do gel foram
preenchidas com os produtos amplificados e com um marcador de peso molecular (50
bp DNA Step Ladder, Promega). Foram selecionados os parametros da corrida (80 V,

150 mA, e 120 min) e, ap0s sua finalizacéo, o gel foi levado para um fotodocumentador
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(Gel Doc XR+ Gel Documentation System, Bio-Rad, Brasil), onde as imagens foram

adquiridas.

Com o resultado das imagens foi possivel realizar uma analise pela contagem
do numero de pixels pelo Image J (EUA), plotar graficos e comparar

semiquantitativamente a expressao dos marcadores.

4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada usando o software GraphPad
Prism 8.0® (GraphPad Inc., USA). Os testes foram feitos em triplicata e os resultados
foram expressos pela média + desvio padrdo. Foram comparados os diferentes grupos
com o grupo controle usando o método de analise de variancia ANOVA de uma via,
seguido do teste de comparac¢des multiplas Dunnet ou Tukey. Foram consideradas
diferencas significativas os valores de p<0,05 que foram simbolizadas com um
asterisco. O grupo controle em todo trabalho nomeou o grupo que ndo recebeu
nenhum tipo de tratamento, sendo formado apenas por células com meio de cultura.
O quimioterapico 5-FU foi utilizado como controle positivo para morte celular nos

ensaios de apoptose e ciclo celular.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extrato bruto de O. villosa € citotoxico para células de cancer de mama

As células de cancer de mama, MCF-7, e as de fibroblastos humano,
CCD1059Sk, foram cultivadas e fotomicrografias foram feitas para avaliar a
confluéncia e morfologia de cada linhagem. Assim, na Figura 5, é possivel observar
que os fibroblastos CCD1059Sk (A) apresentam morfologia fusiforme caracteristica,
e as células MCF-7 (B) apresentam morfologia epitelial. A linhagem MCF-7 é uma
linhagem de adenocarcinoma mamario, e a linhagem CCD1059Sk foi estabelecida a
partir da pele de tecido mamario normal. Considerando a proximidade tecidual, a
CCD1059Sk é utilizada como controle de células saudaveis em relacdo as células

tumorais da mama (MCF-7).

Figura 5 — Fotomicrografias da linhagem tumoral de mama (MCF-7) (A,C) e da
linhagem de fibroblastos humanos (CCD1059Sk) (B,D). Barra de escala 1:100 ym.
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O ensaio de viabilidade celular é primordial para estudos in vitro, tanto para os
gue visam propor novos caminhos para tratar tumores, quanto para outros fins, como
garantir que o ativo estudado néo € toxico as células saudaveis. Esse ensaio foi feito
com 56 espécies de Ocotea spp., utilizando o reagente MTT. A partir dos resultados,
foi possivel rastrear as espécies mais promissoras que podem apresentar atividade
citotoxica (Figura b).

Figura 6 — Resultado do ensaio de MTT para screening de 56 espécies de Ocotea
spp. com potencial citotoxico para a linhagem MCF-7. Os resultados representam a

meédia + DP (n=3). Analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnett.
*O asterisco indica diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (p<0,05).
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Fonte: Autoria propria.

De acordo com a Figura 6, a espécie cujo cédigo identificador é 79 (extrato
bruto de Ocotea villosa, destacado em roxo) apresentou potencial citotdxico
significativo para células MCF-7 em relacdo ao controle (destacado em azul). Foi
possivel observar espécies que elevaram o0 percentual de viabilidade
significativamente diferente em relagcdo ao controle, sdo elas: 3, 58, 65, 68 e 69;
respectivamente, Ocotea amazénica, Ocotea pulchella, Ocotea tabacifolia, Ocotea
tenuiflora, Ocotea teleiandra. Uma hipétese para esse resultado é a existéncia de
ativos que influenciam na proliferacéo celular e ndo causam toxicidade, sendo uma
possibilidade para estudos com outros objetivos. Diante do efeito observado nessa
linhagem, € interessante realizar novos testes com linhagens de células ndo tumorais

visando investigar um possivel efeito no processo de cicatrizagéo, por exemplo.

Para avaliar a citotoxicidade e a capacidade de diminuir em 50% a viabilidade
das células tumorais do extrato bruto de O. villosa (EB), a espécie que apresentou

melhor atividade, foi feito outro ensaio de MTT utilizando a linhagem MCF-7. A fim de
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verificar a citotoxicidade de EB em células saudaveis, o ensaio de MTT também foi
feito para a linhagem CCD1059Sk e, através desse teste, também foi possivel definir
a capacidade de diminuir 50% da viabilidade celular, que € o ICso. A principio esses
testes foram realizados usando uma curva de concentracdo onde a maior
concentracéo escolhida foi 200ug/mL, entretanto ndo foi possivel calcular o 1Cso para
CCD1059Sk, pois o valor de inibicdo do primeiro teste ficou proximo de 200ug/mL,
sendo necessario um ponto acima desse valor para calcular o indice, por essa razao,

para CCD1059Sk a maior concentragao usada foi 400pg/mL.

A Figura 7 apresenta os resultados em gréfico de barra onde é possivel
observar em A o percentual de viabilidade celular apés o tratamento com EB em MCF-
7, em B em CCD1059Sk. O tratamento com DMSO a 2% reduziu em
aproximadamente 50% a viabilidade celular em MCF-7, o que confirma que as células
estavam susceptiveis a morte, sendo esse um controle positivo de morte celular. O
valor de DMSO apresenta uma diferenca nos gréaficos de A e C possivelmente devido
as condi¢des de analise, considerando que nao foi possivel realizar todos os testes
na mesma semana, consequentemente as células estavam em passagens diferentes.
Nesse ponto é possivel presenciar um fator limite do método in vitro, apesar da

pequena diferenca, os resultados nos graficos corroboram entre si.

Nesse trabalho foi determinado que o termo controle sempre se refere a um
grupo que nao recebeu nenhum tratamento, possuindo apenas células com meio de
cultura. Assim, nesse resultado ele esta representado na primeira barra em preto,
confirmando que as células estavam viaveis quando o teste foi realizado. Em
sequéncia as barras em cinza representam as células tratadas com uma curva de
diluicdo seriada de EB, a partir da concentragdo de 200 pg/mL até 12,5 pg/mL para
MCF-7 e 400 pg/mL até 25 pg/mL para CCD1059Sk, em B. Para a andlise de
viabilidade usando 5-FU em células MCF-7 foi utillizado as concentracdes de 50
pg/mL a 3,125 pg/mL, sendo esse valores escolhidos a partir de testes preliminares.
Foi feita andlise de ICso para 5-FU a fim de comparar a morte causada celular por EB
com a morte celular causada por um quimioterapico ja consolidado no tratamento do
cancer (5-FU). Assim, na Figura 7 C é possivel verificar os resultados de viabilidade

a partir do tratamento com 5-FU.
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E possivel afirmar que conforme a concentracédo de EB diminuia a viabilidade
aumentava. A partir desses resultados foi possivel calcular o indice de ICso pelo
software GraphPad Prism8®, que define a concentracéo de EB para reduzir 50% das
células viaveis.

Figura 7 — Resultados de ensaio de viabilidade por MTT de EB para CCD1059Sk e
MCF-7 e 5-FU para MCF-7. Os resultados representam a média = DP (n=3). Analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnett. O asterisco indica diferenca
significativa em relacéo ao grupo controle (p<0,05).
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Fonte: Autoria propria.

Ainda sobre a Figura 7, em 7B é demonstrado o percentual de viabilidade
celular ap6s o tratamento com EB em CCD1059Sk. Assim como no Figura 7A, o
grupo controle confirmou a viabilidade inicial das células e o tratamento com DMSO
2% confirmou a possibilidade de morte dessas células. A curva de diluicdo do
tratamento com EB para esse tipo celular foi de 400 ug/mL até 25 pg/mL, porque
quando testado apenas até 200 pg/mL nédo houve 50% de diminuicdo da viabilidade
em nenhum dos pontos, logo foi necessario incluir um ponto de concentra¢ao superior
a 200 pg/mL. Nos fibroblastos também foi visto que conforme ocorre 0 aumento da

concentracéo de EB, diminui a viabilidade celular.

Na Figura 8, é possivel analisar a curva-dose resposta de cada ensaio de
viabilidade celular por MTT, sendo os graficos dos tratamentos apresentados na
Figura 7.

Todos estes resultados séo inéditos, visto que ndo sédo encontrados trabalhos

publicados que tenham testado o potencial citotoxico de EB anteriormente.
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Figura 8 — Curva dose-resposta determinada apos 48h do tratamento das células
MCF-7 (A) e CCD1059Sk (B) com extrato bruto de O. villosa e MCF-7 com 5-FU (C).
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Fonte: Autoria propria.

Os resultados de ICso estao apresentados na Tabela 4. O teste para a linhagem
de cancer de mama no qual foram utilizadas as concentracdes de 200 pg/mL a 12,5
pg/mL, teve o valor de ICso igual a 100 pg/mL. J& no teste para a linhagem de
fibroblasto humano, onde foram escolhidas as concentracdes entre 400 ug/mL e 25
pg/mL, o valor de ICso foi de aproximadamente 130 pg/mL. No teste de MTT para 5-
FU em MCF-7 o valor de ICso foi de aproximadamente 12,5 pg/mL.

Tabela 4 — Valores de ICso determinados apés 48h de tratamento com extrato bruto
de O. villosa

ICs0 + Desvio Padrao
Tratamentos
MCF-7 CCD1059Sk
Extrato bruto de O. 100,00 £ 6,06 129,2 £ 3,73
villosa pMg/mL pg/mL
5-FU 12,21+ 1,96 ug/mL nao testado

Fonte: Autoria propria.

Considerando esses resultados de I1Cso, 0 qual para MCF-7 é igual a 100 pug/mL
e para CCD1059Sk é igual a 129,2 ug/mL, € possivel obter um indice de seletividade
(IS) de 1,292. Considera-se significativamente seletivo um IS acima de 2, entretanto,
muitos trabalhos consideram que obter indices menores que 2 em periodo de 48 horas
de tratamento ndo diminuem a relevancia do potencial citotoxico de um principio ativo
para o cancer de mama. No trabalho de Costa (2020) € apresentado um IS de 1,7
para o teste de compostos antitumorais (MIH, um composto mesoidnico sintético) em

células MCF-7. Dessa forma, os demais ensaios empregados nesse estudo sao
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importantes para demonstrar de forma mais concludente o potencial citotoxico do
extrato em questao.

ApGs o ensaio de viabilidade celular por MTT, foi realizado também o ensaio de
exclusdo com azul de tripan. O azul de tripan marca de azul apenas as células
inviaveis, deixando as viaveis sem coloracdo. O teste tem 0 objetivo de analisar o
efeito antiproliferativo dos tratamentos ao longo do tempo. A Figura 9 apresenta o
resultado do teste, onde as células MCF-7 foram tratadas com 150 pg/mL (um ponto
acima do valor de ICsp), com 100 pg/mL (o valor de ICsp) e 50 pg/mL (um ponto abaixo
do valor de ICso0). As células viaveis de cada um dos grupos foram contadas nos
periodos de 24, 48 e 72 h. Através do grafico da Figura 9 é possivel afirmar que a

viabilidade celular diminuiu apds 24, 48 e 72 h em relag&o ao controle (linha azul).

No inicio do teste, ou seja, no tempo 0 h, a quantidade de células foi
semelhante. Apés 24 h, o grupo tratado com 150 pg/mL e 100 pg/mL estavam com
quantidade de células semelhantes, e o grupo 50 pg/mL aparenta um aumento no
namero de células, porém néo é possivel afirmar mudancas signficativas. No tempo
de 48 h, todos os grupos aparentam diminuir a quantidade de células viaveis com
relacdo ao tempo de 24h, com excec¢do do grupo controle, porém s6 ha comprovacao
estatistica, ou seja, uma diferenca significativa nos grupos tratados com EB com
relacdo ao controle. Em 72h, todos os grupos de tratamento apresentaram reducao
na quantidade de células viaveis de forma significativa em relacdo ao controle. O
grupo controle permitiu mostrar que as células possuiam condi¢c6es de se multiplicar
ao longo do tempo, tornando possivel inferir que os tratamentos reduziram a
viabilidade (Figura 9).

Figura 9 — Resultados do teste de exclusao por Azul de Tripan com extrato bruto de
O. villosa. Os resultados representam a média + DP (n=3). Analise de variancia

(ANOVA) seguida do teste de Turkey. *O asterisco indica diferencgasignificativa em
relacdo ao grupo controle (p<0,05).
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Considerando o numero de células do tempo O h, ou seja, aproximadamente
30.500 células viaveis como 100%, o grupo tratado com 150 pug/mL teve a reducéo de
cerca de 66% das células viaveis em 48 h. O grupo tratado com 100 pg/mL teve a
reducdo de cerca de 63% das células viaveis em 48 h, e o grupo tratado com 50 pg/mL
teve a reducéo de cerca de aproximadamente 31% das células viaveis em 48 h. Todos
0S grupos de tratamento obtiveram uma reducdo em 100% das células viaveis em
72h.

5.2 Extrato bruto de O. villosa inibe migracéo celular

O ensaio de migracao celular (scratch) foi aplicado para avaliar a migracao das
células tumorais, sendo a migracdo uma caracteristica desse tipo celular. Assim, o0s
resultados desse ensaio podem ser um indicador de uma possivel diminuicdo das
caracteristicas metastaticas do cancer em questao.

O resultado desse teste é analisado a partir do calculo da area inicial e da area
final da ferida artificial criada. Assim, a subtracao desses valores de area fornece uma
porcentagem de fechamento da ferida. Assim, para o tempo de 24 h, a porcentagem
de fechamento encontrada foi de 22% para EB e 24,46% para o grupo controle. Ja
para o tempo de 48h, a porcentagem de fechamento foi de 17 % para EB e 25,91 %
para o grupo controle, conforme vistos nos graficos em barras representados na

Figura 10A. De 24 h para 48 h de tratamento com EB é possivel verificar a redugéo
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de 5% da migracao celular. J4 no grupo controle a migracéo celular aumentou 1,45%

entre esses tempos.

Os resultados demonstraram uma diminuicdo da migracao das células tratadas
com EB a 100 pg/mL em relacdo ao grupo controle apés o periodo de 48h,
considerando que esse grupo obteve uma menor porcentagem de fechamento da

ferida nesse periodo de 48h.

Figura 10 — Resultados do teste de migracdo celular com extrato bruto de O. villosa.
Os resultados representam a média = DP (n=3). Analise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Turkey. *O asterisco indica diferencgasignificativa em relacdo ao
grupo controle (p<0,05).
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A Figura 10B mostra a imagem das feridas artificiais fotografadas nos tempos
de 0, 24 e 48 h. Nessas imagens € possivel perceber que a imagem inicial do grupo
que recebeu tratamento com EB permanece semelhante até o tempo de 48 h. Ja a
imagem inicial do grupo controle (tempo 0Oh) sofre nitidas modificacées visuais no
decorrer das horas. E possivel inferir a migracdo das células na imagem de 48h
guando comparada com a de Oh. Apés 48h, ndo houve o fechamento total da ranhura
feita em nenhum dos grupos, entretanto observa-se que 0s grupos tratados reduziram

a migracao celular.

5.3 Extrato bruto de O. villosa inibe em 50% a formacé&o de colonias

O ensaio clonogénico avalia a capacidade das células de formarem colonias,
sendo essa uma caracteristica das células MCF-7. Nesse teste, as células MCF-7
foram plaqueadas na densidade de 1000 células/poco e, em sequéncia, tratadas com
EB a 100 pug/mL por 48 horas, conforme descrito anteriormente na metodologia. Para
analisar o resultado, as colénias marcadas foram contadas uma a uma e o percentual

de reducéo foi calculado considerando o grupo controle.

Os resultados do teste estdo representados na Figura 11, onde em 11A é
possivel observar visualmente a diminuicdo do nimero de colbnias no grupo tratado
com EB. O teste foi realizado em triplicata e a média da quantidade de colbnias
contadas no grupo controle foi de 600 colbénias, conforme o grafico da Figura 11 B.
No grupo tratado com EB a 100 pg/mL a média de coldnias contadas é de
aproximadamente 300 colbnias. Dessa forma, é possivel afirmar que o tratamento
com o extrato inibiu 50,8% da formacé&o de colénias de MCF-7, bloqueando de forma

significativa essa caracteristica tumoral.

Figura 11— Imagem das colbnias coradas com solucédo de cristal violeta dos
grupos tratados e nao tratados com EB (A). Gréfico representativo da formacéo de
colénias(B). (*) Andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnet. *O
asterisco indica diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo controle
(p<0,05).
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Esse resultado corrobora com o resultado do teste de MTT e definicao de ICso,
considerando que 100 pg/mL é confirmado como um valor de concentragdo que

realmente inibe a viabilidade em 50%.

5.4 Extrato bruto de O. villosa promove morte celular por apoptose

O ensaio de tipo de morte de celular foi realizado com o intuito de investigar a
forma de morte e mecanismos que ocorrem nas células quando tratadas com o
extrato. Como descrito anteriormente, a Anexina V € capaz de se ligar a fosfatidilserina
externada pelas células apoptoticas e IP € capaz de marcar células que a membrana
nao esta integra. Assim os resultados desse ensaio sdo interpretados a partir desse
fundamento, onde Anexina V marca células apoptoticas e IP marca células com morte

tardia e necrose.

Figura 12 — Resultados do teste de tipo de morte celular, diagrama SSCxFSC
(A), grupo controle — néo tratado (B), tratado com EB (C), 5-FU (D). Graficos de
percentual de apoptose (E), percentual de necrose (F), percentual de apoptose
tardia e necrose (G). (*) Analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Dunnet:
*p<0,05.
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Fonte: Autoria prépria.

A Figura 12 A mostra o digrama de pontos (ou dotplot) de tamanho (FSC) por
granulosidade/complexidade celular (SSC), onde € possivel localizar a populacéo de
células MCF-7. Foi realizada a compensacéao entre as fluorescéncias FITC e PE do
citbmetro, de forma que a matriz ficou: no canal do FITC foi configurado o valor de
16,16 -%PE, e no canal de PE o valor de 65,25 -%FITC. A compensacao € feita para
gue os valores de fluorescéncia encontrados por cada canal ndo se sobreponham,
considerando que FITC é capaz de ler a incidéncia de Anexina V e PE detecta a
autofluorescéncia de IP. O valor de ganho dos canais foi definido como, FSC: 114;
SSC: 126; FITC:5 e PE:7.

Ainda em etapas preliminares e utilizando amostras ndo marcadas e marcadas
com Anexina V e IP foi definido a escala de deteccao negativa e positiva para cada
canal. Para esse ensaio foi utilizado como “branco” amostras que n&o foram marcadas
com Anexina V ou IP.

Como é possivel ver nos diagramas de pontos, antes de 10 ndo foi encontrado
marcacao (em azul), logo esse ponto pdde definir os resultados positivos e negativos
para cada fluorescéncia. Ou seja, acima de 10 no eixo Y é positivo para Anexina V
(detectada no FITC, marcada em verde) e abaixo é negativo. A partir de 10 no eixo
X é positivo para IP (detectada no PE, marcado em vermelho) e abaixo é negativo.
Dessa maneira forma-se 4 quadrantes (Q), onde: Q1 é marcado por Anexina V+ que

indica a ocorréncia de apoptose; Q2 é marcado por IP+ e AV+ que indica ocorréncia
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de apoptose tardia e necrose; Q3 é marcado apenas por IP+ que indica necrose; e Q4
apresenta as células ndo marcada (células viaveis).

Na Figura 12 B é possivel ver o diagrama de pontos de uma das triplicadas do
grupo controle (ndo tratado), em 12C estd o diagrama de pontos de uma das
triplicadas do grupo tratado com EB, e em 12D esta o diagrama de pontos da
marcacao do grupo tratado com 5-FU. Neles é possivel localizar os quatro quadrantes
e analisar a porcentagem de marcacéao.

Os graficos (Figura 12 E e F) demonstram a média do percentual de células
marcadas nos diagrama de pontos das triplicatas, sendo que a Figura 12 E esta em
funcdo do percentual de marcacdo com Anexina V, ou seja, percentual de apoptose.
Nessa figura, o percentual de apoptose do grupo controle foi 8,83%, sendo esse um
valor aceitavel considerando que pode ocorrer morte durante os procedimentos do
ensaio, apesar de manter as condi¢cdes necessarias para a sobrevivéncia das células.

Ainda na Figura 12 E, o percentual de apoptose do grupo tratado com EB foi
de 56,59%, aproximadamente 48% de morte por apoptose a mais que 0 grupo nao
tratado com o extrato, sendo esse um resultado estatisticamente significativo. O
percentual de apoptose do grupo tratado com 5-FU foi de 53,8%, que também
expressa aumento da apoptose de modo significativo em relacdo ao grupo controle.
De acordo com os resultados, EB induziu apoptose 2,79% a mais que 5-FU, um dado
positivo considerando que 5-FU ja é um quimioterapico consolidado.

A Figura 12 F apresenta os valores de necrose celular, sendo que no grupo
controle o percentual de células necréticas foi de 0,5%, no grupo tratado com EB foi
de 0,4% e no grupo tratado com 5-FU foi de 1,6%. Por consequéncia, é possivel inferir
que o percentual de morte por necrose € baixo, sendo que o tipo majoritario de morte
celular sucedida a partir dos tratamentos é a apoptose. A Figura 12 G reune 0s
resultados positivos para apoptos e necrose das células.

Conforme os resultados apresentados, EB induz a morte celular por apoptose.
Esse é um resultado positivo quanto a investigacdo de seu potencial como farmaco
porque a morte celular por apoptose é menos agressiva do que a morte celular por
necrose (BERTHELOOT, 2021).

A apoptose € um mecanismo de morte celular programada onde a célula é
induzida a morte por meio de mecanismos apoptoéticos que podem ser desencadeados
de forma intrinseca ou extrinseca. Os eventos caracteristicos da apoptose sao

comumente usados para identificar qual mecanismo de morte que a célula seguiu. Ao
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final, a célula apoptética € fagocitada pelos macrofagos impedindo que moléculas
intracelulares sejam liberadas no meio extracelular, evitando assim 0 processo
inflamatoério (BERTHELOOT, 2021).

Quando o processo de morte ocorre por necrose muitas células sofrem lesdes
em conjunto, por ndo ser autoinduzida e com uma sequéncia especifica de
mecanismos, 0 processo necrotico rompe a membrana celular e libera moléculas pro-
inflamatorias. Essas moléculas acionam as células do sistema imunoldgico iniciando
inflamacéo e lesdes necroticas caracteristicas (BERTHELOOT, 2021).

Em razéo disso, 0 processo apoptoético € mais eficiente para eliminar a célula
tumoral, reduzindo a possibilidade de inflamacédo e danos as células ndo tumorais.
Induzir a morte por apoptose € uma estratégica farmacoldgica conhecida e utilizada
para antitumorais. Aumentar proteinas iniciadoras da apoptose, ou outras moléculas
gue desencadeiam o processo sd0 mecanismos investigados para novos farmacos.
Estudos sé@o continuamente desenvolvidos para construcdo de agentes que induzam

a apoptose de forma seletiva para as células cancerigenas (LETAI, 2017).

5.5 Extrato bruto de O. villosa ndo promove alteracéo no ciclo celular

Uma das formas de investigar o mecanismo de acdo de um composto € analisar
as possiveis altera¢des no ciclo celular das células tratadas com o0 mesmo. Assim, 0
ensaio de ciclo celular é realizado através da citometria de fluxo, onde a quantidade
de DNA é guantificada em cada parte do ciclo. Caso exista uma drastica alteracao na
guantidade de material em uma fase do ciclo em relacdo ao controle, pode ser inferido
que a célula ndo evolui daquela fase, logo, “para” naquela etapa do ciclo. Sabendo
em qual etapa do ciclo ocorre a parada e consequente morte da célula é possivel
indicar possiveis marcadores que influenciam no ciclo, que podem estar
desencadeando a morte da célula tumoral.

Também é possivel inferir que quando o resultado desse teste demonstra que
nao ocorreu a parada do ciclo celular, mecanismos ndo associados diretamente ao
ciclo celular devem ser investigados a fim de justificar o potencial citotéxico do
composto.

Dessa forma, com o intuito de avaliar EB e buscar evidéncias sobre um possivel
mecanismo de acao, foi realizado o ensaio de ciclo celular, onde um grupo de células

MCF-7 foram tratadas com EB (100 ug/mL), um grupo néo foi tratado (controle), e um
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grupo foi tratado com 5-FU (12,5 pg/mL). O DNA das células de todos os grupos foi
marcado com IP e quantificado por citometria de fluxo. Esse teste foi feito em triplicata
e foram lidos pelo menos 10.000 eventos.

Os resultados estdo dispostos em histogramas e no gréfico na Figura 13, onde
€ possivel observar que: o grupo controle apresentou 66,84% das células em GO/G1,
21,57% em S e 9,6% em G2/M; o grupo tratado com EB apresentou 63,08% em
GO0/G1, 20,94% em S e 14,41% em G2/M; o grupo tratado com 5-FU apresentou
72,58% em GO0/G1, 20,32% em S e 6,43% em G2/M.

A porcentagem de células em cada fase do ciclo celular aponta que 5-FU possui
maior percentual de material genético na fase G1 em relacdo ao controle, logo é
possivel inferir que este influencia a parada do ciclo celular das células MCF-7 na fase
G1. No trabalho de Herndndez-Vargas e colaboradores (2006), € apontado que o 5-
FU impede o progresso das células MCF-7 no ciclo celular na fase G1, o que corrobora
com o resultado encontrado. O 5-FU € um analogo da molécula uracil com atomo de
fldor na posicdo C-5 no lugar do hidrogénio, seu mecanismo de acdo consiste na
inibicdo da timidilato sintase e da incorporacdo de seus metabdlitos em RNA e DNA
(LONGLEY et al., 2003). Em relacdo a EB, a porcentagem de DNA nas fases do ciclo
celular ndo apresentou diferenca significativa em relacéo ao controle.

Considerando os resultados desse teste, ndo € possivel associar a acéo direta
de EB como uma possivel influéncia no ciclo celular das células MCF-7, visto que a
partir de andlises estatisticas ndo ha diferencas no ciclo dos grupos tratados e nédo

tratados.
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Figura 13— Resultados do ensaio de ciclo celular com grupo controle (A),
extrato bruto de O. villosa (B) e 5-FU(C). Gréfico representativo (D).
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Fonte: Autoria proépria.

5.6 Aumento da expressao CASP9 pos tratamento com extrato bruto de O. villosa

A reacéo de PCR foi utilizada para avaliar a expressao de marcadores tumorais
analisando uma possivel supresséo ou elevacdo dos mesmos quando as células sao
tratadas com EB. O RNA das células tratadas foi extraido, isolado e entdo a partir dele
foi sintetizado o cDNA, que foi amplificado na reacdo de PCR permitindo a deteccéo
dos alvos escolhidos através do uso de primers.

Os primers foram previamente desenhados considerando as informacdes na
literatura que associam o gene alvo com a morte celular, parada do ciclo celular,
inducéo de apoptose e outros mecanismos que sdo capazes de destruir as células
tumorais. Dentre os marcadores testados estdo: P16 (reguladora do ciclo celular);
CCNBL1 (ciclina B); CASP9 e CASP8 (proteinas pré apoptéticas); CDK1 (reguladora
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do ciclo celular); TP53 (reparador de DNA) e GAPDH (enzima que participa da

glicdlise, usado como controle).

Apoés a reacdo de PCR, as amostras foram pipetadas em pocos do gel de
agarose (3%) submerso em uma solucdo tampdo onde ocorreu a corrida de
eletroforese. Esse método busca separar macromoléculas pelo peso molecular
através de corrente elétrica. Apos 120 minutos a corrida se encerrou e foi possivel
identificar as bandas, marcadas e separadas no gel, através de um fotodocumentador
(Figura 14). Junto as amostras foi aplicado um marcador de peso molecular no gel
para que fosse possivel comparar o tamanho dos amplicons esperados com 0s
marcados apos a corrida. Apds a corrida, todas as bandas referentes aos primers
marcaram no gel o valor de peso molecular esperado considerando o tamanho de

seus respectivos amplicons.

Esse é um teste semiquantitativo porque a intensidade das bandas identifica a
expressdo dos marcadores, sendo possivel sugerir valores para as bandas através da
contagem de pixels na imagem do gel. Para quantificar com precisdo a expressao
desses marcadores é necessario realizar PCR em tempo real, que € um dos préximos

passos desse trabalho.

Figura 14— Imagem do gel de eletroforese com amostradas tratadas e néo
tratadas.
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Figura 15 — Graficos (A-F) da contagem de pixels da imagem do gel apés
reacdo de PCR das amostras EB e controle, em fungédo de GAPDH que foi usado
como normalizador.
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A partir da Figura 15 é possivel notar visualmente os marcadores presentes
nas amostras tratadas e ndo tratadas. Nesse teste a expressdo de GAPDH atua como
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um controle positivo, sendo expresso em ambos 0s grupos com intensidade
semelhante. Analisando os demais marcadores € possivel afirmar que CCNB1, TP53
e P16 demonstram bandas muito semelhantes as da amostra controle, logo sao
grupos que nao evidenciam marcacéo diferencial com o tratamento de EB (Figura 15
A, B e C). CASP8 apresentou ha uma menor expressao no grupo tratado com EB em

relacdo ao grupo controle (Figura 15 D).

Apesar de na Figura 14 as bandas de CDK1 nos grupos controle e tratado nao
demonstrarem uma grande diferenca de intensidade, a contagem de pixels plotada no
grafico (Figura 15 E) demonstra que a expressao de CDK1 apresentou reducé@o nas
células tratadas com EB. Considerando que CDK1 é essencial para as transi¢cées de
fase G2/M do ciclo celular, funcionando como reguladora do ciclo celular, esse € um
resultado que deve ser investigado através do PCR em tempo real para definir se
realmente ha reducédo e se pode indicar um caminho para elucidar o mecanismo de
EB.

A CASP9 destaca-se entre todos os marcadores ao demonstrar uma maior
densidade na banda do grupo tratado com EB do que no grupo controle de células
(Figura 15 F). Considerando que CASP9 codifica a enzima caspase-9 que € iniciadora
da via apoptética, esse resultado pode apontar uma hipétese do mecanismo de acéo
de EB como agente citotoxico. Nessa hipétese ndo é necessario comprovar a parada
do ciclo celular em uma das fases, o que nao foi confirmado no resultado anterior
(ensaio de ciclo celular por citometria de fluxo). Todavia, o resultado do tipo de morte
celular (demonstrado que o tipo de morte ocorrido foi apoptose) corrobora com a
hipétese que EB aumenta a expressdo das caspases-9, iniciando o processo de

apoptose da célula tumoral.

A hipotese para o mecanismo de acdo de EB nas células MCF-7 & por aumentar
a expressao da caspase-9, que é uma proteina iniciadora do processo de apoptose.
A apoptose pode ocorrer pela via intrinseca ou extrinseca, em ambas ocorre a
ativacdo das caspases. A via intrinseca esta ligada a sinais de estresse intracelular,
sendo que através de proteinas ocorre a sinalizagdo e regulacdo da morte celular.
Nessa via, essas proteinas acionam a liberacdo de citocromo C pela mitocondria e
ativam caspase-9, essa em sequéncia ativa as caspases executoras da apoptose
(capase-3, -6 e -7) (ROBINS, 2013). A via extrinseca € iniciada por ligantes

extracelulares nos receptores de membrana, que ativam caspases-8 e -9 e
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desencadeiam a cascata de apoptose. Por essa razdo as caspases sao marcadores
importantes de apoptose (ROBINS, 2013).

Pouco foi descrito sobre a espécie O. villosa, e ainda ndo existem trabalhos
publicados que comprovem ou investiguem seu potencial antitumoral. Entretanto,
alguns trabalhos relacionados ao género Ocotea sdo encontrados, como o de Diniz
(2023). Nesse trabalho foi avaliado o potencial citotéxico do 6leo essencial de Ocotea
indecora para as linhagens celulares SCC9 (carcinoma de células escamosas na
lingua), HT29 (adenocarcinoma colorretal), HepG2 (hepatocarcinoma), e B16F10
(melanoma). Foi demonstrado que ocorreu citotoxicidade para essas linhagens e
aumento de caspases-3 e -7. Em 2011, Chaverri e colaboradores investigaram o efeito
do 6leo essencial de O. gomezii e O. morae em linhagens celulares tumorais, incluindo
MCF-7, e encontraram uma reducao na viabilidade e proliferacdo. Entretanto, relatam
nao sugerir quais sdo 0s compostos responsaveis devido a complexidade quimica.
Esses estudos foram desenvolvidos a partir do 6leo essencial de espécies de Ocotea
diferentemente do presente trabalho investigou o potencial antitumoral do extrato

bruto.

O género Ocotea demonstra um perfil interessante de bioatividades e
insuficientemente estudado. Katchborian-Neto e outros (2023) investigaram a
atividade anti-inflamatéria do extrato bruto de 60 espécies do género, sendo que 49
de 60 extratos exibiram inibicdo da liberacdo de prostaglandinas, revelando potencial
anti-inflamatoério. Alguns biomarcadores relacionados a essa atividade foram
registrados como alcaloides aporfinicos, benzilisoquinolina e fenantreno. Dentre as 60
espécies testadas, a O. villosa inibiu 90,7% de prostaglandinas e foi uma das 10
espécies destacadas pelo autor por apresentar atividade anti-inflamatoria e
biomarcadores de interesse. Pela técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugdo, Katchborian-Neto e outros (2023)
demonstraram nesse trabalho a presenca do alcaldide boldina no extrato bruto de O.

villosa.

Dentro da familia Laureacea, o género Ocotea é o segundo maior produtor de
alcaldides, sdo conhecidos mais de 140 diferentes alcaloides (BARBORA-FILHO,
2000). A maioria dos alcaldides isolados sdo derivados do nucleo

benziltetrahidroisoquinolina, e entre os alcaldides derivados deste nucleo, a aporfina
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€ 0 mais comum. Os alcalbides aporfinicos sdo encontrados em analises quimicas da

maioria das espécies de Ocotea spp. (TELES et al., 2019).

Em uma reviséo sistematica, Muthna e colaboradores (2013) relataram que a
boldina apresenta propriedade antioxidante dose-dependente, podendo gerar um
efeito bifasico. Em determinada dose atua eliminando espécies reativas de oxigénio
(ERO), como um ativo antioxidante. Em outra dose pode exibir atividade pro-oxidante

e gerar ERO em quantidades letais para uma célula tumoral (LOO, 2013).

Além do efeito antioxidante, a boldina apresenta efeito anti-inflamatorio e
antipirético, mas pouco foi descrito sobre suas propriedades antiproliferativas. Um
estudo utilizando extrato de P. boldus, rico em boldina, demonstrou que essa atividade
depende do tipo celular. Em M14 (melanoma) o extrato induziu uma reducédo na
expressdo da proteina Hsp70, que esta relacionada a fragmentacdo do DNA e
aumento significativo na atividade de caspase-3. Um crescimento paralelo na
producdo de ERO pode ter amplificado as cascatas de apoptose nesse caso (RUSSO
et al., 2011). Foi demonstrada reducéo da proliferacéo celular quando derivados da
boldina foram testados para células MCF-7 e MDA-MB-231 (THOMET et al., 2011).

A boldina exibe maior citotoxicidade nas células do cancer do que nas normais,
e suprime fortemente a atividade da telomerase em concentracdes subcitotoxicas
(NOUREINI, 2015). Ela foi testada por TomS$ik e colaboradores (2016) em
camundongos com tumor de Ehrlich e em células MCF-7 e demonstrou retardar o
crescimento tumoral nos testes in-vivo, e reduzir a viabilidade das células MCF-7 in-
vitro. A boldina pode influenciar na proliferacdo, sobrevivéncia e metabolismo das
células (MUTHNA et al., 2013).

Diante dos resultados apresentados nesse presente trabalho e as evidéncias
cientificas relacionadas ao extrato bruto de O. villosa relatadas na literatura, é
relevante discutir que EB pode induzir efeito antiproliferativo em células tumorais
mamarias a partir de mecanismos relacionados a presenca de substancias que podem
estar desencadendo a morte apoptotica pela ativacdo da cascata de caspases ou

ainda por meio do estresse oxidativo.

A fim de formar uma hipétese ainda mais concludente sugere-se a realizacao
de mais testes in vitro e in vivo, como a avaliacao da expressao de marcadores da via

instrinseca da apoptose, para buscar evidéncias com relacéo a atividade da caspase-
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9; recomenda-se a avaliagcdo quantitativa dos marcadores apoptéticos, utilizando a
técnica de PCR em tempo real. Sugere-se a investigacdo da producdo de espécies

reativas de oxigénio, que podem estar envolvidas na inducao da morte celular.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstraram que dentre as 56 espécies testas
do género Ocotea, a O. villosa apresenta acao citotoxica. Além disso, algumas
espécies do género induzem a proliferacéo celular e devem ser investigadas.

O extrato bruto de O. villosa apresentou acdo citotdxica, pré-apoptotica e
antiproliferativa. Ainda possui agéo na inibicdo da migracéao celular e na formacgao de
colonias. Nao foi possivel confirmar alguma influéncia do extrato no ciclo celular.

Com relacdo a expressao dos marcadores analisados nas células tratadas com
extrato bruto de O. villosa, destaca-se 0 aumento da expressédo de caspase-9, um
marcador pro-apoptoético pertencente a via intrinseca da apoptose, que indica uma
hipétese para o mecanismo de acédo do extrato.

Por conseguinte, este estudo apresenta dados promissores do extrato bruto de
O. villosa como um potencial agente antitumoral natural contra células do cancer de
mama. Estudos futuros devem considerar os resultados apresentados nesse trabalho

a fim de elucidar os mecanismos de acéo e substancias ativas desse extrato.
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