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RESUMO

O Cancer de Mama (CM) ¢ uma das neoplasias mais temida pelas mulheres. O diagndstico €
comumente encarado com dificuldade e o tratamento quimioterdpico ainda ocasiona efeitos
colaterais debilitantes. O estudo de produtos naturais como drogas antineoplédsicas tem se
mostrado promissor, ao permitir identificar substancias com atividade antitumoral controlando
a multiplica¢do de células transformadas. A Sabicea brasiliensis, L. conhecida popularmente
como sangue-de-cristo, ¢ encontrada nas regides de cerrado do Brasil. Algumas propriedades
medicinais sdo atribuidas a esta planta como anti-inflamatoria, antioxidante e antinociceptiva.
Contudo, seu efeito sobre células tumorais mamarias ainda ¢ pouco estudado. Neste estudo
objetivou-se avaliar o efeito antiproliferativo dos extratos hidrometanoélico e acetato de etila de
Sabicea brasiliensis, L. nas linhagens mamarias MCF-7 (tumorigénica de fen6tipo luminal) e
MDA-MB231 (tumorigénica de fenotipo triplo-negativo) por meio do ensaio de MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide). Todas as células foram devidamente
cultivadas até atingirem 80% de confluéncia. Para o teste de viabilidade foram utilizadas as
seguintes concentragdes dos extratos 1ug/ul, 0,5ug/uL, 0,25ug/ulL e 0,125ug/ul., 0,0625ug/uL,
0,03125ug/ul, 0,015625ug/ulL e 0,0078125ug/ul e as células tratadas por 24h e 48h. Para o
extrato hidrometanolico, na concentragdo de lug/ul, verificou-se efeito citotdoxico para as
células MCF-7, quando comparadas ao controle de tratamento com diluente e a linhagem MDA -
MB231. O extrato acetato de etila apresentou comportamento peculiar, inibindo a proliferagao
da linhagem luminal apos 24 horas de tratamento quando na menor concentragdo e, apos 48
horas, esse comportamento foi verificado apenas na concentracdo de lug/ulL. Apesar de
intrigante, seus compostos majoritarios necessitam ser avaliados, assim como seus mecanismos
de acdo em células tumorais mamarias.

Palavras-chave: cincer de mama, MTT, produtos naturais, cerrado.



ABSTRACT

Breast cancer is one of the most feared neoplasms by women. The diagnosis is commonly faced
with difficulty and chemotherapy still causes side effects. The research on natural products as
antineoplastic drugs is promising, allowing the identification of antitumor compounds that can
control the proliferation of transformed cells. Sabicea brasiliensis is a plant usually found in
Brazilian savanna, and exhibits medical properties such as anti-inflammatory, antioxidant and
antinociceptive activities. The objective of this study was to evaluate the antiproliferative effect
of the hydromethanolic and the ethyl acetate extracts from Sabicea brasilienses on the
mammary lineages MCF-7 (tumorigenic with luminal phenotype) and MDA-MB231
(tumorigenic with triple negative phenotype) through MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazoliumbromide) assay. All cells were properly cultivated until reached 80%
confluence. For the cell viability assay the extracts were used in the following concentrations
Tug/uL, 0,5ug/ul, 0,25ug/ul e 0,125ug/ul, 0,0625ug/ul, 0,03125ug/ul, 0,015625ug/ul e
0,0078125ug/ul and the cells treated for 24h and 48h. The hydromethanolic extract, in lug/uL
concentration, presented cytotoxic effect to the MCF-7 cell, when compared to the control
treated with diluent and to the MDA-MB231 lineage. The ethyl acetate extract demonstrated a
peculiar behavior, inhibiting the proliferation of the luminal lineage upon 24 hours of
treatment in its lower concentration. After 48 hours, this behavior was verified only for the
treatment with lug/ul. Despite its intriguing behavior, the majority compounds need to
be evaluated, as well as their mechanisms of action in the mammary tumor cells.

Keywords: breast cancer, MTT, natural products, cerrado.
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BRCAI: (BreastCancerl)

BRCA2: (BreastCancer 2)

CDI: Carcinoma ductal invasivo
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MTT: Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
OMS: Organizagao Mundial da Saude

PN: Produtos naturais

RE: Receptor de estrogeno

RP: Receptor de progesterona
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Mama (CM) permanece como um tipo de tumor altamente incidente no
mundo, sendo associado a diferentes fatores, incluindo a predisposicao genética, maus habitos
alimentares, exposicao a fatores carcinogénicos e estimulo hormonal ao longo da vida (SKOL
etal., 2016; LIMA et al., 2018). As principais estratégias de tratamento incluem a radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia e cirurgia. No tratamento quimioterdpico, sao
introduzidos farmacos citotoxicos para o controle ou a cura da doenca, alvejando também
células tumorais circulantes (SILVA et al., 2017). Porém, este tratamento também atinge
células normais, o que resulta em efeitos colaterais indesejaveis como vomitos, disfuncdo
cognitiva, nduseas e queda de cabelo (MYERS et al., 2016; SHAPOSHNIKOV et al., 2017).
Nesse sentido, o CM ainda ¢ muito temido pelas mulheres, sobretudo devido aos efeitos
terapéuticos, o que evidencia a necessidade de se desenvolver novos medicamentos.

Os produtos naturais tém se destacado ao se mostrarem menos agressivos € mais
efetivos, quando comparados aos medicamentos sintéticos. De fato, ao longo da evolucao
humana, muitas espécies vegetais foram empiricamente exploradas com finalidade terapéutica.
Contudo, a analise minuciosa de suas acdes e de seus constituintes permitiu o desenvolvimento
de novos agentes, inclusive com a¢do antitumoral.

O Brasil ¢ um pais que se destaca por sua biodiversidade e o cerrado vem sendo estudado
enquanto bioma potencialmente promissor. Algumas de suas plantas apresentam atividade
terapéutica como antimicrobiana, antiparasitaria, anti-inflamatoria, citotoxica e antioxidante.
A espécie do cerrado Sabicea brasiliensis tem demonstrado atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e antioxidante. Espécies desse género tém sido estudadas no tratamento de
reumatismo, insonia, malaria, epilepsia e doengas transmitidas sexualmente (BATISTA et al.,
2014). Contudo seu efeito sobre células tumorais mamarias ainda € pouco explorado.
Hipotetiza-se que os extratos hidrometandlico e acetato e etila de Sabicea brasiliensis

apresentem potencial citotoxico frente a células mamarias.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A mama, sua transformaciao maligna e opcoes de tratamento

O cancer ¢ um problema de satde publica, em maior destaque nos paises em
desenvolvimento. E expectavel que em alguns anos, o impacto da doenga na populagdo
represente 80% dos mais de 20 milhdes de novos casos estimados para 2025 (THEOBALD et
al., 2016).

O cancer engloba um grupo de mais de 100 doengas, cuja malignidade ¢é caracterizada
pelo crescimento desregrado de células que possuem capacidade de invadir 6rgdos e tecidos. J&
o tumor benigno ¢ formado por um conjunto de células que tem multiplicag¢do lenta, organizada
e diferenciada, mantendo as caracteristicas do tecido original. Quando a neoplasia surge a partir
de tecidos epiteliais, como a glandula mamaria, ¢ conhecida por carcinoma. Em tecidos
conjuntivos, como musculo, cartilagem ou osso, ¢ nomeado de sarcoma (INCA, 2011).

No Brasil, apds o cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais incidentes em homens
sdao prostata (31,7%), pulmao (8,7%), intestino (8,1%), estomago (6,3%) e cavidade oral
(5,2%). Nas mulheres, os canceres de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do ttero (8,1%),
pulmao (6,2%) e tireoide (4,0%) representam os principais. O cancer de mama (CM) ¢
considerado o segundo maior causador de mortes pela doenca ap6s o cancer de pulmao. Se
diagnosticado previamente, apresenta um bom prognostico, contudo as taxas de mortalidade
permanecem ascendentes no Brasil. Estimam-se 59.700 novos casos da doenga, para cada ano
do biénio 2018-2019, com um risco previsto de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2018).

As causas que levam ao desenvolvimento do CM sdo associadas a vida reprodutiva da
mulher, ao historico familiar, a densidade mamaria, ao consumo de bebida alcodlica e tabaco,
ao estimulo hormonal (estrogénios), a radiacdes ionizantes, ao envelhecimento, ao sobrepeso,
ao sedentarismo e a alteragdes genOmicas e genéticas como mutagdes nos genes BRCAI
(BreastCancerl) e BRCA2 (BreastCancer 2), conhecidamente supressores tumorais (HUNTER
et al.,2010). Ainda acerca dos fatores de risco, o parto tardio € o tempo curto de amamentacao
estdo relacinados a ocorréncia da doenga, assim como a idade imatura do fluxo menstrual e
avancada na menopausa (KOBAYASHI et al., 2012; ANDERSON, 2014). Habitos alimentares
também estdo associados a tumores na mama, como o consumo excessivo de carne vermelha e

uma dieta pobre em frutas e legumes (KRUK, 2014; CASTELLO et al., 2014).
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A mama feminina adulta estd localizada entre a segunda e a sexta costela, e entre o
externo e a linha axilar média (DEVITA et al., 2010). E constituida por aproximadamente 15 a
20 lobulos glandulares e sustentada por tecido fibroso sendo formada por seis a dez sistemas
ductais. Os ductos se estendem até a unidade ducto lobular terminal, onde estdo os lobulos
(ROBBINS et al., 2010). Formando a glandula, existem dois tipos celulares principais, as
c¢lulas mioepiteliais e lumio epiteliais. Histologicamente, a maioria dos canceres esporadicos
da mama se origina nas cé¢lulas epiteliais luminais, sendo este fato apoiado por evidéncias
morfoldgicas, moleculares e bioquimicas (CALLAGY, 2003).

No ano de 2012, a organizagdo mundial de saude (OMS) divulgou a Classificagdo para
Tumores de Mama — 4* edigdo, identificando mais de 20 tipos histolégicos da doenga. Em geral,
0s tumores mamadrios originam-se no epitélio ductal (cerca de 80%) definidos como carcinoma
ductal invasivo (CDI). Este ¢ identificado de acordo com suas variagdes morfologicas e o
padrdo de disseminacdo. Os CDIs sdo pouco circunscritos, firmes, de consisténcia arenosa e
com bordas infiltrativas, o que lhes conferem um aspecto espiculado ou estrelado (SENISKI,
2008). Trata-se de um grupo de tumores epiteliais malignos que t€ém capacidade de invadir o
tecido adjacente e, por conseguinte, originar metastases a distancia. A maior parte ¢ derivada
das células da unidade ducto-terminal do Ioébulo mamario (BOCKER et al., 2002;
TAVASSOLI 2003; BIRNBAUM et al., 2004).

O carcinoma ductal in situ (CDIS) ¢ caracterizado por uma multiplicacdo celular
anormal, preferencialmente nas unidades ducto-lobulares terminais da mama e apresenta maior
risco de recorréncia local sem tratamento apropriado (DE ALMEIDA et al., 2005). O estudo do
CDIS relacionado ao carcinoma invasivo pode facilitar o entendimento dos mecanismos
envolvidos na evolugdo da doenca até a invasao. Algumas células do carcinoma in situ sofrem
mutagdes genéticas permitindo a sua passagem através da membrana basal, transformando-as
em carcinoma invasivo (VAN DIEST, 1999). De carater heterogéneo, o CM também pode ser

classificado como lobular, mucinoso, tubular, micropapilar, medular e papilar (INCA, 2016).
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Lobos
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no duto

Carcinoma ductal in situ : -
American Cancer Society

Figura 1 - Carcinona ductal in situ

(http://www.abrapac.org.br/img/tipos-de-cancar-de-mama-01.jpg).

O carcinoma lobular in situ (CLIS) surge, geralmente, em mulheres jovens sendo que
aproximadamente 80% a 90% dos casos ocorrem anteriormente a menopausa (LI, 2005). Neste
tumor, ndo se verifica a expressdo da E-caderina, uma proteina transmembranar que auxilia na

adesdo das células epiteliais (DEVITA et al., 2008; GUGGENHEIMER et al., 2009).

Lobo normal

Lobo preenchido
com células
anormais

Carcinoma lobular in situ

American Cancer Society
Figura 2 - Carcinoma lobular in situ

(http://www.abrapac.org.br/img/tipos-de-cancar-de-mama-02.jpg).

O carcinoma tubular ¢ formado por um estroma desmoplasico e por apenas uma camada
de células epiteliais. Corresponde a cerca de 0,7% a 10,3% dos casos e aparece, em geral, em
mulheres menopausadas (YERUSHALMI et al., 2009). O mucindide ¢ reconhecido pela

producao farta, tanto extra como intracelularmente, de mucina. De acordo com a OMS, divide-


http://www.abrapac.org.br/img/tipos-de-cancar-de-mama-02.jpg
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se em trés subtipos: cistadenocarcinoma, carcinoma mucinoso de células colunares e carcinoma
mucinoso (TAVASSOLI, 2003).

O carcinoma medular surge como uma massa circunscrita, radiologicamente igual a um
tumor benigno (SOARES, 2012). E formado por células pouco especificas, um estroma
insuficiente, sem estruturas glandulares, com infiltragdes linfoplasmociticas e margens
circunscritas (VU-NISHINO et al., 2005; VINCENT-SALOMON et al., 2007). O carcinoma
metaplasico ¢ representado pela presenga de metaplasia, podendo ser de origem epitelial ou
mesenquimal (TAVASSOLI, 2003).

Além de classificadas, as neoplasias da mama sao estadiadas considerando-se o tamanho
do tumor (T), o nimero de ganglios comprometidos (N) e a presenga ou auséncia de evidéncia
de metastases a distdncia (M). Os estadios sao divididos em: 0: tumor in sifu (ndo invasivo); I:
tumor de até 2cm, sem comprometimento de linfonodos; IIA: tumor de até 2cm e até 3
linfonodos axilares ou tumor de até Scm sem comprometimento de linfonodos; IIB: tumor de
at¢é 5cm, com comprometimento de até 3 linfonodos outumor maior que Scm sem
comprometimento linfonodal; IIIA: tumor maior que S5cm, com at¢é 9 linfonodos
comprometidos; IIIB: invasdo da parede do torax ou pele; IIIC: dez ou mais linfonodos
comprometidos (qualquer tamanho de tumor); e estadio IV: doenca metastatica presente
(KALIKS, 2015).

O grau nuclear também ¢ observado microscopicamente e verifica quao proximos os
nucleos das células cancerosas estdo em relacdo as normais. Tumores de menor grau nuclear, 1
e 2, podem ser menos propicios a recidiva local e com menor agressividade comparados com
aqueles de grau nuclear 3 (HETELEKIDIS, 1999; RUIZ et al., 2002). Além disso, para se
observar as alteracoes do tumor durante sua progressao também podem ser utilizados
marcadores moleculares (SILVEIRA, 2005).

Marcadores tumorais sdo moléculas presentes no tumor e nos fluidos bioldgicos, cujo
surgimento ou alteracdes em suas concentragoes se relacionam com a génese e progressao de
células neoplasicas. Estas substancias agem como indicadores produzidos pelo organismo em
resposta a presenca da lesdo ou mesmo pelo proprio tecido maligno (LISBOA, 2009;
CARVALHO, 2010; MACHADO, 2007).

Os marcadores auxiliam na avaliagdo da resposta terap€utica, no diagnostico,
prognodstico, deteccdo de recidivas e estadiamento, além de contribuirem para o
desenvolvimento de novas formas de tratamento (LISBOA, 2009; CARVALHO, 2010;
MACHADO, 2007). No CM, os principais marcadores, detectados por imunohistoquimica, sdo

o receptor de estrégeno (RE), o receptor de progesterona (RP) e o Receptor 2 do Fator de



13

Crescimento Epidérmico Humano (HER2) (SHIPITSIN et al., 2007; KALIKS, 2015), os quais
definem seus subtipos moleculares.

O luminal A se origina em células epiteliais, sendo positivos para RE e RP e negativos
para HER2. O indice proliferativo (Ki67) € baixo (<14%) e sdo suscetiveis a hormonioterapia.
O luminal B também se origina em cé¢lulas epiteliais luminais que expressam RE. Contudo RP
e HER2 podem ou ndo ser detectados e o Ki67 ¢ elevado (PRAT, 2011). Pacientes do subtipo
HER2 apresentam a amplificagdo desse receptor, o qual se relaciona a um pior prognostico.
Estes sdo passiveis de tratamento com trastuzumab (Herceptin®), um anticorpo monoclonal
anti-HER2 administrado junto com a quimioterapia. (DE BARROS, 2015). Seu mecanismo de
acao envolve o bloqueio da porcao extracelular desses receptores. Sendo assim, as vias de
sinalizagdo intracelulares vinculadas a proliferacao celular sdo inibidas, com efeito citotdxico e
citostatico (OLIVEIRA et al, 2003; NAKAMATU et al., 2008; PAREDES et al., 2014).

O CM triplo-negativo baseia-se na auséncia destes receptores. Estes sdo biologicamente
mais agressivos e tratdveis apenas por quimioterapia e radioterapia (CLEATOR et al., 2007).
Apresentam maiores chances de recidiva da doenca e uma sobrevida inferior comparada aos
demais subtipos (KATZ, 2016).

O diagnostico ¢, em sua maioria, encarado com dificuldade, uma vez que o tratamento
culmina com impactos negativos na percepcdo da sexualidade e estética (INCA, 2018;
VOLLBRECHT, 2009). A detecgdo precoce pode ser realizada pela mamografia, autoexame
da mama (EEB), exame clinico e programas de triagem (DEY, 2015). A OMS determina que
a realizacdo regular de testes em pessoas presumivelmente sadias, concernentes a uma faixa
etaria de risco, permite a identificacdo da patologia em fase pré-clinica diminuindo, assim, os
indices de mortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al., 2007).

Os sintomas da doenga sdo tardios e podem incluir manchas, encolhimento da pele ou
regides de abaulamentos e liquidos expelidos pelo mamilo. Os tratamentos acessiveis para o
CM sio a terapia local, tendo como exemplo a radioterapia e cirurgia; a terapia hormonal; a
terapia alvo e a terapia sistémica, como a quimioterapia (BARRETOS, 2016).

No CM, conforme sua classificacdo e o estado de saude da paciente, ¢ indicada a
cirurgia, podendo esta ser conservadora ou radical (com a remo¢dao completa da mama). A
mastectomia radical pode acarretar maiores prejuizos na qualidade de vida da mulher, ao
desencadear quadros de linfedema e comprometer a sua imagem corporal. Portanto, na rotina
clinica, tem sido adotada com frequéncia a op¢do pela quadrantectomia e adenectomia

(RICHIE, 2003; ASSIS et al., 2013).
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A radioterapia ¢ um método de tratamento que utiliza radia¢des ionizantes, como 0s
raios gama, raios X, particulas alfa e particulas beta. A radiagdo liberada para combater o tumor
¢ regularmente limitada pelos riscos de danos aos tecidos vizinhos. A braquiterapia objetiva
conduzir localmente essa radiacdo, sendo que a administragdo da fonte pode ser intraluminal,
intracavitaria ou intersticial (PEREIRA et al., 2000).

A hormonioterapia tem se destacado no tratamento da doenga, favorecendo de forma
significativa a sobrevida livre e a sobrevida global das pacientes (BURSTEIN et al., 2010;
MURPHY et al., 2012). Quando comparada a quimioterapia, observam-se custos reduzidos em
relacdo a recursos humanos, hospitalizacio e equipamentos (TIMMERS et al., 2014;
BENJAMIN et al., 2013). Os medicamentos mais utilizados sdo os moduladores seletivos do
RE (Tamoxifeno) e os inibidores de aromatase, como o anastrozol. Para que haja decaimento
das taxas de recorréncia e mortalidade, ¢ preciso que o tratamento seja realizado integralmente
(BRITO et al., 2014; MAKUBATE et al., 2013).

A terapia alvo tem como objetivo conter o crescimento e disseminacdo das células
cancerigenas bloqueando antigenos tumorais especificos. Essa estratégia altera a maneira como
uma célula tumoral cresce, se auto-repara e se divide. Alguns compostos sdo utilizados junto a
outros tratamentos, €, em geral, apresenta efeitos colaterais adversos. Anticorpos monoclonais
como Trastuzumabe, Pertuzumabe, Ado-Trastuzumabe, Emtansina, Lapatinibe sao exemplos
dessa terapia, utilizados no tratamento de mulheres portadoras de CM do tipo HER2
(MOHAMED et al., 2013).

A quimioterapia ¢ uma estratégia amplamente utilizada para tratar o CM. Esta pode ser
realizada antes (neoadjuvante) ou apos (adjuvante) a cirurgia. Os medicamentos podem ser
administrados de forma oral ou intravenosa. As drogas sdo selecionadas considerando a idade,
o estagio do cancer e sua classificagdo (BAILLY, 2009). De carater sistémico, atinge as células
tumorais mamarias e as circulantes diminuindo a incidéncia de metastases. Diversos efeitos
colaterais sdao associados a medicacdo como vOmitos, diarreia, mielossupressdo, nauseas e
alopecia (RODRIGUES, 2012). Portanto, torna-se necessaria a busca por formas adicionais ou
complementares de tratamento, aumentando sua eficacia, mas, sobretudo, diminuindo essas
reagdes adversas, ndo somente temidas, mas que também contribuem para um quadro
debilitante das pacientes.

A nanotecnologia vem se destacando no combate aos efeitos indesejaveis do tratamento
quimioterapico. E uma das 4reas que possibilita a manipulagdo e preparo de materiais na escala
nanométrica. Permite o desenvolvimento de novos produtos como nanocarreadores e

nanomedicamentos para uso terapéutico. Essa tecnologia empregada a medicina moderna tem



15

a finalidade de desenvolver sistemas que possibilitam o drug delivery de forma direta e
equilibrada de farmacos ao tecido alvo. Nesse cenario, tem aumentado a procura por
carreadores dotados de propriedades que proporcionam a redugdo da dosagem do medicamento,
seletividade ao alvo biologico e reducdo dos efeitos colaterais (PRINCIVAL, 2015).

Outra opcao se refere aos produtos naturais (PN) e fitoterapicos. Ha uma diversidade de
moléculas com atividade antineopléstica proveniente de microrganismos, plantas e organismos
marinhos (CONTI, 2012). Conhecer atuais alvos terapéuticos aumenta as chances de
exploragdo de diferentes moléculas com capacidade anticancer. O estudo de novas drogas
necessita de um impulso multidisciplinar na descoberta de diferentes moléculas naturais e do
aprimoramento molecular por meio da utilizagdo de técnicas de sintese bioquimica, quimica
combinatdria, juntamente a estudos biologicos (COSTA-LOTUFO et al., 2010). Neste
contexto, a descoberta de novos compostos apresenta-se como uma alternativa promissora no

tratamento das neoplasias em geral, sobretudo do CM.

2.2 Os produtos naturais e sua perspectiva na oncologia

O uso de PN acompanha a historia da humanidade. Sdo utilizados no combate a
diferentes patologias e seu estudo sistematico vem trazendo importantes avang¢os na
farmacologia (MENDES et al., 2018; NEWMAN, 2007).

As plantas possuem o metabolismo primario e o secundario. O primario € responsavel
pela sintese de substancias essenciais a sua sobrevivéncia. Secundariamente, ocorre a produgao
de moléculas responsaveis por conferir caracteristicas adicionais, como sabor e prote¢ao contra
predadores. Essas despertam especial interesse devido a seus efeitos biologicos e sua possivel
aplicabilidade farmacologica (PEREIRA, 2012). De fato, a maioria das substancias biotivas sao
metabolitos secundarios gerados pelas plantas, os quais sdo classificados conforme sua origem
biossintética. Estes sdo divididos em trés grupos principais: compostos fenolicos (cumarinas,
flavonoides, ligninas, taninos e estilbenos), terpenos (glicosideos cardiacos, carotenoides e
esterdis), e compostos azotados (glucosinolatos e alcaloides) (PRITHIVIRAIJ et al., 2007;
AGOSTINI-COSTA et al., 2012). Os compostos antioxidantes sdo eficazes na estabilizacao
dos radicais livres, efetuando um papel fundamental na modulagdo enzimatica, no metabolismo
hormonal, na diminuicdo da agregacdo plaquetaria e no estimulo do sistema imunologico.
(JAUREGUI et al., 2007).

Aproximadamente 75% dos medicamentos antitumorais sdo provenientes de PN

(ZHANG et al, 2011). No Brasil h4 fontes disponiveis em abundancia, o que possibilita a
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descoberta de substincias de interesse terapéutico (NEWMAN, 2007; HARVEY, 2008). O
principal objetivo de um quimioterdpico ¢ controlar a multiplicacdo das células transformadas,
além de bloquear mecanismos tumorais especificos como a angiogénese, a apoptose € a
diferenciagdo celular (ALMEIDA et al., 2005). De fato, alguns farmacos derivados de PN ja

sdo utilizados na oncologia (Tabela 1).

Tabela 1: Produtos naturais de uso rotineiro no tratamento oncoldgico e suas respectivas espécies e indicacdo
terapéutica.

Farmaco Espécie Alvo molecular Indicacio Terapéutica
Topotecano, Camptotheca accuminata  Topoisomerase I. Cancer de colon.
Irinotecano.
Podofilotoxina, Podophyllum peltatum. Topoisomerase  Cancer de pulmdo, ovario e
Etoposideo, 1L testiculo; leucemia linfocitica
Teniposideo. aguda.
Vimblastina, Catharanthus roseus. Tubulina, Leucemia
Vinorelbina Microtubulos. linfoblastica aguda; doenga de
Vincristina, Hodking; cancer de testiculo.
Vindesina.
Paclitaxel, Taxus brevifolia. Tubulina, Cancer de mama.
Docetaxel. Microtubulos.

Fonte: (COSTA-LOTUFO et al, 2010).

O estudo de PN como drogas antineoplasicas requer ampla pesquisa sobre a planta e
analise de seus constituintes. O trabalho, geralmente, se inicia com um etnobotéanico, botanico
ou ecblogo que coleta e descreve a espécie de interesse. Parte-se de organismos que possuam
algum composto ativo descrito ou estejam relacionados taxonomicamente a espécies
conhecidas (BALUNAS, 2005). Apos a coleta, a planta ¢ armazenada e passa por métodos de
extracdo com diferentes solventes para a obtengao de suas fragoes.

Os extratos sdo submetidos a triagem bioldgica. O isolamento do principio ativo € o
proximo passo na busca de produtos promissores e que, de fato, possam se tornar
medicamentos. S3o necessarias técnicas de biologia molecular para determinar os mecanismos
celulares envolvidos no tratamento, e entdo descrever a acdo desses compostos (BALUNAS,
2005). Os agentes isolados podem ser classificados conforme sua agdo antitumoral: quando
inibem o inicio do processo carcinogénico e quando controlam a multiplicacdo celular durante

as fases de promog¢ao e progressao do cancer (NOBILI et al., 2009). Alguns compostos
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provenientes de plantas do cerrado apresentam toxicidade e efeito significativo a determinadas
doengas, inclusive ao cancer.

O cerrado ¢ um tipo de vegetacdo que constitui a fitogeografia brasileira, sendo seu
segundo maior bioma, apenas superado pela Amazonia. Engloba a area central do Brasil,
incluindo os Estados de Goias, Distrito Federal, e parte dos Estados de Minas Gerais, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Rondonia, Bahia, Tocantins, Piaui, Maranhdo e Para. Nessas
regides ¢ encontrado um terco da biodiversidade brasileira e aproximadamente 5% da flora e
fauna mundiais (DOS SANTOS et al., 2010).

A vegetacao do cerrado floresce em condi¢des ambientais adversas, o que favorece a
produgdo de compostos bioativos. Sdo encontrados nos frutos desse bioma os compostos
fendlicos, incluindo antocianinas, flavonoides e taninos (DE BRITO et al., 2018). Com a imensa
diversidade de espécies, o cerrado pode ser explorado em pesquisas, na busca de PN para o uso
terapéutico.

Diferentes plantas oriundas do cerrado ja foram descritas por sua capacidade terapéutica
como o Bacupari (Garcinia brasiliensis), cujos metabolitos secunddrios demonstram atividade
antimicrobiana (MAHAMODO et al., 2014; NALDONI et al., 2009), antiparasitiria
(GONTDO et al., 2012; PEREIRA et al., 2010), anti-inflamatéria (CASTARDO et al., 2008;
SANTA-CECILIA et al.,, 2011) e citotoxica (TANG et al., 2015) e o Pequi (Caryocar
brasiliense), o qual apresenta produtos com atividade antioxidante (SORAES et al., 2014).

Na oncologia, compostos quimicos extraidos de PNs sdo uma alternativa de tratamento
com menores efeitos colaterais ou com sinergismo farmacoldgico promissor. Explorar a vasta
vegetacao do cerrado ¢, portanto, fundamental para a ampliagao dos conhecimentos acerca de
medicamentos voltados para o combate ao cancer. Algumas plantas ja vém sendo estudadas
para esse fim como a espécie Erythroxylum daphnites pertencente a familia Erythroxylacea,
propria do bioma Cerrado. Ao analisar sua atividade bioldgica, verificou-se que o extrato
hexanico apresenta atividade citotoxica e efeito indutor de apoptose em linhagem de cancer de
boca (ELIAS et al.,, 2015). O extrato bruto etanolico de Pouteria ramiflora, da familia
Sapotaceae, possui atividade antioxidante (ELIAS et al., 2014). Outros extratos originarios
dessa espécie se mostraram citotoxicos para linhagens de carcinoma de mama e de cabega e
pescoco quando associados a radioterapia (ELIAS et al., 2013; ELIAS et al., 2015).

O género Sabicea, refere-se a familia Rubiaceae, a subfamilia Ixoroideae e a tribo
Sabicea. E constituido por cerca de 100 espécies distribuidas pela Africa e América Tropical.

Espécies deste género sdo empregados na medicina popular como recurso terapéutico contra
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dor de estomago e de dente, reumatismo, febre, maldria, insdnia, epilepsia, vomitos e para
combater doengas transmitidas sexualmente (BATISTA et al., 2014).

A espécie Sabicea brasiliensis, conhecida popularmente como sangue-de-cristo, ¢ um
arbusto com cerca 80 cm de altura e encontra-se nas regides de cerrado do Brasil. Suas a¢des
antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria ja foram descritas (BATISTA et al., 2014).
Contudo, ainda carecem estudos acerca de sua agdo em tumores. Além disso, com a variedade
de compostos quimicos que podem ser identificados e isolados a partir de seus extratos, novas
formulacdes podem ser propostas possibilitando uma analise detalhada de sua atividade
antitumoral.

Os produtos naturais sdo fonte de substancias promissoras no controle do cancer.
Portanto, ¢ preciso intensificar os estudos sobre os efeitos citotoxicos e potencial
anticancerigeno dos compostos, para o bom aproveito da enorme variedade de espécies

encontradas no pais.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o efeito dos extratos hidrometandlico e o acetato de etila de Sabicea

brasiliensis, L. sobre linhagens tumorais de cancer de mama.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar, por meio de ensaios de MTT, a capacidade antiproliferativa dos extratos nas
células tumorais mamarias MCF-7 (fen6tipo luminal) e MDA-MB231 (fenotipo triplo-
negativo);

e Determinar as melhores concentracoes dos extratos de Sabicea brasiliensis com
atividade antitumoral;

e Avaliar o potencial dos extratos de Sabicea brasiliensis para o tratamento do cancer de

mama.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do extrato e cultivo celular

Os extratos hidrometanolico e acetato de etila das raizes de Sabicea brasiliensis foram
gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Cristina Ribas Fiirsternau. Para avaliagdao de seus efeitos
citotoxicos/antiproliferativos, diferentes concentragdes foram testadas em linhagens mamarias.
Foram utilizadas as linhagens MCF-7 (tumorigénica de fenétipo luminal) e MDA-MB231
(tumorigénica de fenotipo triplo-negativo).

A linhagem tumoral MCF-7 foi mantida em meio RPMI. A linhagem MDA-MB231 foi
mantida em meio L15. Todos os meios de cultivo foram suplementados com 10% de soro fetal
bovino (Cultilab), 50ug/L de gentamicina. As células foram incubadas a 37 °C. A linhagem

MCF-7 também foi mantida em atmosfera de 5% de CO?2.

4.2 Ensaios de MTT

Para avaliar o efeito antiproliferativo dos extratos hidrometanolico e acetato de etila foi
realizado o ensaio de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide).
Apds 80% de confluéncia as linhagens foram tripsinizadas e centrifugadas por 5 min a 1.000
rpm. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura.

Foi realizada a contagem e o teste de viabilidade em azul de tripano antes do
plaqueamento de 10° células/pogo em um volume de 100 uL de meio de cultura completo.
Posteriormente, as células plaqueadas foram incubadas a 37°C e, para a linhagem luminal, com
5% de CO; para a aderéncia.

Ap0s esse periodo, foram adicionados os extratos liofilizados de Sabicea brasiliensis
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e meio nas seguintes concentragdes finais:
0,0078125ug/ul, 0,015625ug/ul., 0,03125ug/ul, 0,0625ug/ul, 0,125ug/ul, 0,25ug/ul,
0,5ug/ul, e lug/uL, mantidos por 24h e 48h. Foram acrescentados os controles de tratamento
com c¢lulas tratadas apenas com DMSO para cada concentragdo dos extratos; o controle de
viabilidade com apenas células e o controle negativo com apenas o meio de cultura completo.
Tanto o tratamento quanto os controles foram avaliados em triplicata.

Ap6s cada incubagao, 10 uL de MTT a Smg/mL, diluido em tampao fosfato-salino

(PBS) foi adicionado e mantido por 4 horas, quando entdo foram incluidos 50 uL de solugao de
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SDS 20%/N-dimetil-formamida 50% e mantido por 16 horas. Decorrido este tempo, as
amostras foram lidas a 560 nm em leitora Thermo Plate, TP-Reader. Para o calculo da

viabilidade foi utilizada a férmula abaixo.

i AA—(ABSC—ABSM)
rabtiaade = pMso — (ABSC — ABSM)

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

ADMSO = Absorbancia do controle de tratamento (DMSO)

4.3 Analises estatisticas

Foram calculadas a média e os desvios padrao para cada tratamento e a distribui¢ao dos
dados analisados. Para a comparagdo dos resultados foi aplicada a andlise de variancia
(ANOVA) e o teste de multiplas comparagdes de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados
significantes. Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism, versao 7.0 para

Windows.

5 RESULTADOS

As linhagens celulares de CM foram tratadas com os extratos hidrometandlico (Figura
3) e acetato de etila (Figura 4) de S. brasiliensis. Para o tratamento com o extrato
hidrometandlico, por 24 horas (Figura 3A), a viabilidade celular das linhagens tratadas se
manteve proxima ao controle tratado apenas com o diluente. Considerando a linhagem luminal,
0 extrato se apresentou levemente citotoxico nas concentracdes 0,007ug/ulL; 0,015ug/uL;
0,062ug/ulL e 0,5ug/ul, quando comparado ao controle celular tratado com DMSO. As células
triplo-negativas se mostraram menos viaveis nas concentragdes 0,007ug/ul; 0,031ug/uL;
0,62ug/ul e 0,125ug/ul.. Nesta ultima concentracdo, pdde-se notar uma maior diminuicao da
viabilidade das células MDA-MB231. Além disso, nessa mesma condi¢do, verificou-se uma

diferenca entre as linhagens, com maior citotoxicidade para o modelo triplo-negativo
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(p<0,0001). Na maior concentracdo houve inducdo da proliferagdo de ambas células, quando

comparadas ao controle tratado com DMSO.

Apo6s 48 horas (Figura 3B), na concentragdo de lug/ul, verificou-se efeito citotoxico

para as células MCF-7, quando comparadas ao controle de tratamento com diluente e a

linhagem MDA-MB231. Nas demais concentragdes, as células se mantiveram proximas a

viabilidade celular do controle, com efeito proliferativo para a linhagem MCF-7 na

concentracao de 0,062ug/ul. (p<0,05).

Figura 3. Comparacio da viabilidade celular das linhagens MCF-7 e MDA-MB231 apés tratamento com
extrato hidrometanoélico de Sabicea brasiliensis. Os resultados referem-se ao produto avaliado em diferentes
concentragdes por 24 horas (A) e 48 horas (B). Estdo apresentados em média do desvio padrio de trés experimentos
realizados em triplicata. O asterisco indica significancia estatistica (* P<0,05; ** P<0,01; **** P<0,0001).
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No tratamento por 24 horas com o extrato acetato de etila de S. brasiliensis (Figura 4A),

observou-se atividade antitumoral nas concentragcdes 0,007ug/ul, 0,015ug/ul, 0,031ug/ul,

0,062ug/ul. para ambas as linhagens comparadas ao controle tratado com DMSQO. Nas duas
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menores concentragdes, o extrato se mostrou mais citotoxico a linhagem MCF-7, com
significativa reducdo da viabilidade quando comparada a MDA-MB231. A partir da
concentracao 0,12 ug/uL até 0,5ug/ul, houve reducao da viabilidade celular apenas para MDA -
MB 231, com maior citotoxicidade a 0,5ug/ulL quando comparada a MCF-7. A lug/uL os
resultados nao se mostraram significativos.

Posteriormente, no tratamento de 48 horas (Figura 4B), houve uma inversdo no
comportamento celular. Na menor concentragdo, observou-se um estimulo proliferativo para a
linhagem MCF-7. J4 nas duas maiores concentragdes, verificou-se uma reduc¢do na viabilidade
desse modelo celular comparando-se ao controle com DMSO e a linhagem MDA-MB231. A
lug/uL o efeito citotoxico se mostrou interessante, uma vez que ambas, MCF7 e MDA-MB231,

tiveram sua viabilidade significantemente comprometida quando comparadas ao controle.

Figura 4. Comparacio da viabilidade celular das linhagens MCF-7 e MDA-MB231 ap6s tratamento com
extrato acetato de etila de Sabicea brasiliensis. Os resultados referem-se ao produto avaliado em diferentes
concentragdes por 24 horas (A) e 48 horas (B). Estdo apresentados em média do desvio padrio de trés experimentos
realizados em triplicata. O asterisco indica significancia estatistica (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ****
P<0,0001).
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6 DISCUSSAO

A riqueza estrutural e a complexidade dos esqueletos carbonicos dos produtos de fontes
naturais evidenciam a importancia dessas moléculas na descoberta de novas drogas (PYE,
2017). Muitas substancias naturais sdo consideradas como prototipos, alvos ou bases para as
modificagdes na busca de drogas com atividade farmacolédgica e aplicabilidade terapéutica. Os
desafios na area sao muitos, uma vez que se torna mandatério desvendar as interagdes
metabolicas; desenvolver sistemas rentaveis de purificacdo e isolamento e compreender o
sinergismo ou antagonismo com outros farmacos (YULIANA et al., 2011).

Em oncologia, o papel desses compostos no tratamento quimioterapico ¢ destruir as
células tumorais, impedir sua multiplicacdo e conter sua migragdo. Os PNs com propriedades
antitumorais e anti-mutagénicas podem agir sobre as células neopléasicas por difernetes
mecanismos, inibindo vias de transducdo de sinal, induzindo a formagao de espécies reativas
de oxigénio (ROS) ou sinalizando para a apoptose. O composto vitaferina A, extraido da espécie
Withania somnifera, promove a paralisagdo do ciclo celular em G2, conduzindo a morte celular
programada (NISHIKAWA, 2015; LEE et al., 2017). O juncusol, obtido de raizes da planta
Juncus inflexus, apresentou efeito antiproliferativo e pro-apoptdtico em cancer cervical ao inibir
a polimerizagdo da tubulina e a ativagdo do receptor EGFR (KUO et al., 2019). De fato,
farmacos de origem natural ja sdo rotineiramente utilizados no tratamento do cancer como o
taxano, extraido da espécie Taxus brevifolia, o qual se liga aos microtibulos causando maior
polimerizacgao da tubulina bloqueando o processo mitédtico (TAHER et al., 2017).

O presente estudo avaliou o efeito antitumoral dos extratos hidrometandlico e acetato
de etila de S. brasiliensis, L. sobre as linhagens tumorais da mama MCF-7 (feno6tipo luminal) e
MDA-MB231 (fenoétipo triplo-negativo). O CM caracteriza-se por sua heterogeneidade, tanto
histologica quanto molecular. Considerando seus marcadores, essa neoplasia € subdividida em
diferentes subtipos, sendo os mais amplamente definidos o luminal A, o luminal B, o triplo-
negativo e 0 HER-2; cada um com diferentes respostas terapéuticas e perfis de progressao da
doencga (QUIST et al., 2018; TONG et al., 2018).

Tumores luminais sdo positivos para receptores hormonais, diferindo-se em termos de
espectro de mutacdes, prognostico e padrao de expressdo génica. Os tumores RE positivos sdao
passiveis de tratamento com bloqueadores, contudo, muitas pacientes apresentam um quadro
de resisténcia preocupante, com comprometimento do tempo de sobrevida (CURTIS et al.,

2012; TANG et al., 2016).
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O subtipo triplo-negativo apresenta alta taxa de proliferagdo, metéastase recorrente,
caracteristicas histopatologicas heterogéneas e pior prognostico entre os subtipos de CM
(KHOSRAVI-SHAHI, 2018; RIDA et al., 2018). Carecem de padronizacao molecular, apesar
de descrita uma alta frequéncia de mutagdes no gene TP53, BRCAI/BRCA2 e em genes
responsaveis pelo reparo por combinagdo homologa, além de instabilidade gendmica e
superexpressdo do receptor HER1 (KHOSRAVI-SHAHI, 2018). Para esse tipo de tumor ainda
nao ha terapia-alvo especifica (PRAT et al., 2015). Ja os tumores HER2 nado expressam os
receptores hormonais e, apesar do progndstico desfavoravel das pacientes, estas respondem a
terapia com anticorpo monoclonal direcionado ao HER2 (WUERSTLEIN; HARBECK, 2017).

Para ensaios em modelos celulares, as células em cultura necessitam apresentar as
caracteristicas esperadas e descritas para os tipos que representam. As linhagens foram
escolhidas de acordo com suas caracteristicas genotipicas e fenotipicas, as quais definem seus
subtipos. Esses modelos se diferem molecularmente, logo apresentam um padrao singular de
marcadores, que sdo usados como alvos em sua caracterizagdo (SIMSTEIN, 2003; JANICKE,
2009).

A linhagem MCF-7 apresenta caracteristicas comparaveis ao epitélio mamario sendo
positiva para RE. Sao células aderentes medindo de 20-25 micrometros. (FAGAN et al., 2017;
VENUGOPAL et al., 2017). J& a linhagem de células de CM MDA-MB-231 possui fenotipo
invasivo, sendo definidas como triplo-negativas, ou seja, ndo expressam RE, RP e HER2
(GRIFFITHS; OLIN, 2012). As células cultivadas apresentaram o genétipo e fenotipo
esperados e, portanto, se mostraram passiveis de serem utilizadas nos experimentos posteriores
de MTT.

O ensaio colorimétrico MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio brometo] €
de suma importancia para indicar a toxicidade celular ou o efeito antiproliferativo de compostos
sintéticos e naturais frente a linhagens celulares. E baseado no metabolismo celular de glicideos,
geralmente mediado por enzimas desidrogenases mitocondriais (enzima mitocondrial redutase)
e da sua respectiva capacidade redox. A viabilidade ¢ quantificada pela diminui¢do do MTT
(um sal de pigmentacdo amarela e soluvel em 4gua) a formazan (um sal de pigmentagao roxa e
insoluvel em 4gua) pela atividade metabolica celular ligada ao NADH e NADHP, (BOCHNIE,
2016). Em estudos voltados para a oncologia, o ensaio de MTT ¢ amplamente utilizado, se
destacando por sua simplicidade e sensibilidade. Essa metodologia j& foi explorada na avaliagdo
dos efeitos celulares de produtos naturais contra leucemia (VIEIRA et al., 2017; ARINI et al.,
2018); cancer de prostata (DUARTE et al., 2017) e cancer de ovario (COSTA et al., 2018).
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No CM, a atividade antitumoral de diferentes espécies vegetais ja foi avaliada, como
Azadiractha indica (BRAGA et al., 2018); Prosopis juliflora (COSTA et al., 2018); Schisandra
chinensis (JUNG et al., 2019); Patrinia heterophylla (SHENG et al., 2019); Antrodia
cinnamomea (CHEN et al. 2019). No caso de S. brasiliensis, a raiz ¢ o fruto extraidos com os
solventes hexano e etanol também ja foram utilizados no tratamento de células tumorais e nao
apresentaram atividade antiproliferativa contra a linhagem de CM MDA-MB-435 (DE
MESQUITA et al., 2009).

Previamente, os extratos hidrometandlicos e de acetato de etila, de outras espécies
apresentaram efeito citotoxico contra modelos in vitro de CM incluindo a linhagem MCF-7
(AL-AWAIDA et al., 2018; NORDIN et al., 2018) e MDA-MB231 (MAKRANE et al., 2018).
No presente estudo, o extrato hidrometandlico obtido das raizes de S. brasiliensis se mostrou
citotoxico apenas a linhagem de CM MCF-7, quando utilizado a lug/uL e por 48 horas. Ja o
acetato de etila demonstrou um perfil interessante, ao se comparar os tempos de tratamento.
Diferentes solventes organicos podem ser empregados na obtencao de metabdlitos secundarios
incluindo etanol, éter, metanol, acetato de etila, hexano, tolueno, éter dietilico, acetato de butila
e diclorometano (ANDRO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2001). As fragdes sao escolhidas de
acordo com sua polaridade sendo capazes de extrair grupos fendlicos, terpenos, glicosideos e
alcaloides (GARCIA, 2011). Em estudo anterior, o extrato metanolico das folhas de S.
brasiliensis foi qualificado e seus constituintes definidos como flavonoides kaempferol 3-O-
robinobiosideo e variabilosideo G (SANTOS JUNIOR, 2007). Fragdes hexanica, butanélica,
cloroférmica, hidrometanolica e acetato de etila de S. brasiliensis também ja foram previamente
caracterizadas e identificados trés acidos cafeoilquinicos, trés esteroides, uma cumarina, um
triterpeno, um dissacarideo e um esteroide glicosilado (BATISTA et al., 2014). Quanto aos
extratos utilizados em nosso estudo, ja foi demonstrada a presenga de compostos fendlicos,
sugerindo sua atividade antioxidante (OLIVEIRA, 2018; FARHAT et al., 2014; SHAHRZAD
etal., 2014).

Considerando o tratamento nas menores concentragdes do extrato acetato de etila, este
se apresentou citotoxico apos 24 horas de tratamento. Contudo, as células retomaram a
viabilidade apods 48 horas. Esse comportamento evidencia a possivel acdo das vias de reparo
das células tumorais. A resisténcia das linhagens tumorais ao agente quimioterapico advém de
diferentes mecanismos como diminui¢do do influxo, aumento do efluxo, modificacdes
epigenéticas, inibicdo da apoptose, continua ativacdo da proliferagdo celular e aumento da
capacidade de reparo do DNA (MAIER, 2005). Nossos dados sugerem que o tratamento por 24

horas ndo se mostra efetivo, com a reversao da citotoxicidade as células neoplésicas.
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Ja nas duas maiores concentragdes (0,5ug/ul. e lug/ul) houve uma reducdo na
viabilidade apenas ap6s 48 horas. Observou-se que a acdo citotoxica deste extrato aumenta com
o tempo de exposi¢ao e em concentragdes mais elevadas. Sugerimos que os produtos do
metabolismo dos compostos sdo responsaveis pelos efeitos observados, incluindo a produgao
de ROS. Contudo, se mostra necessario melhor caracterizar essas vias, uma vez que a
complexidade e variabilidade interindividual das enzimas responsaveis pela metabolizacdo de
medicamentos podem explicar as respostas celulares a um determinado medicamento
(CHOENE, 2016).

Por fim, a maior citotoxicidade a linhagem MCF-7 sugere sua agdo como complementar
ao tratamento de tumores luminais, o que requer estudos adicionais. Além disso, apesar do perfil
intrigante do extrato acetato de etila, seus compostos majoritarios ndo foram avaliados, assim

como seus mecanismos de acdo ainda necessitam ser investigados.

7 CONCLUSAO

No presente estudo foi avaliada a atividade antiproliferativa dos extratos
hidrometanolico e acetato de etila de S. brasiliensis sobre as linhagens MCF7 (fenotipo luminal)
e MDA-MB231 (fenoétipo triplo-negativo) no tempo de 24 horas e 48 horas. O extrato acetato
de etila se mostrou particularmente promissor, sendo citotoxico a ambas as linhagens quando
estas foram tratadas com lug/uL do extrato por 48 horas. Na menor concentragdo, houve uma
recuperacdo de viabilidade apds as 24 horas de tratamento. Nossos dados incitam novos estudos
que visam desvendar os mecanismos moleculares modulados pelos compostos majoritarios
isolados desse extrato. Estudos mecanisticos adicionais sdo necessarios para investigar o papel
do extrato acetato de etila no tratamento complementar de tumores luminais, assim como

desvendar seu mecanismo de agao no CM.
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