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RESUMO

Introducdo: O cancer € uma doenca inumogénea que descontrola o ciclo celular,
favorecendo o desenvolvimento tumoral, sendo que a quimioterapia, apresenta
seletividade reduzida, além de resisténcia as células malignas, por isso a busca por
farmacos que diminuam os agravos ao organismo. Neste aspecto, os produtos
naturais vém se destacando na descoberta de agentes promissores, entre eles a
Acmella oleracea, apresenta caracteristicas quimicas com propriedades
farmacoldgicas, tendo o espilantol como principal constituinte. Objetivo: Investigar a
acao antitumoral in vitro da Acmella oleracea (L). R. K. Jansen (Asteraceae) em
linhagem tumoral de mama, cérvice uterina e coélon. Material e Métodos: a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi usada para caracterizar o perfil
guimico do espilantol e a contra-corrente para fracionar o extrato. A espectrometria de
Ressonancia Magnética Nuclear foi utilizada para identificar o composto isolado. A
atividade citotoxica do extrato em linhagens tumorais MCF-7, MDA-MB-231, Hela,
HCT-116 e SK- MEL-28 e a ndo tumoral HaCaT foi determinada pelo MTT. Além disso,
a atividade metabdlica indicou a viabilidade celular, proliferacédo e citotoxicidade em
24, 48 e 72h apos o tratamento. A CI50 foi determinada pela regresséo néo linear e o
indice de Seletividade pela razdo da CI50 da célula ndo tumoral e CI50 da célula
tumoral. Resultado e Discussédo: A caracterizacdo quimica do EHIAo por CLAE
demonstrou alquilamidas e tracos de escopoletina e apresentou melhor percentual de
inibicdo nas linhagens HCT-116, HeLa e MDA-MB-231. Em 24h de tratamento com
EHIAO0, a CI50 em HCT-116 foi 332,50 pg/mL, demonstrando curva dose-resposta em
48h (189,6 + 1,70 pg/mL) e 72h (36,94 + 1,89 pg/mL). Em HelLa a CI50 em 72h (99,92
+ 1,31 yg/mL) também foi menor que em 48h (148,8 + 1,08 pg/mL). Todavia, na
linhagem MCF-7 a curva dose-resposta foi diferente, com CI50 maior em 72h de
tratamento (288,1 + 1,17 yg/mL) se comparado ao tratamento por 48h (68,64 + 1,29
pg/mL). A droga padrdao doxorrubicina apresentou CI50 de 2,57 + 0,001 pM (HCT-
116), 3,8 £ 1,1 uM (HelLa), 1,1 + 1,29 pM (MCF-7) e 0,28 £ 0,001 pM (HaCaT). O
EHIAo possui seletividade nas linhagens HCT116 (8,64) e HelLa (3,19), que a
doxorrubicina. Concluséo: Neste estudo, o EHIAo apresentou significativa atividade
citotoxica nas linhagens HCT-116 (co6lon), HelLa (cérvice uterina) e MDA-MB-231
(mama-TNBC). O EHIAo foi mais seletivo 2,7 vezes em HCT-116 do que HelLa e
também da doxorrubicina em 86,4 e 45,57 vezes, respectivamente. Este resultado
pode estar relacionado com 0s constituintes existentes no extrato que atuam em
sinergismo com o espilantol.

Palavras-chave: cancer, Acmella oleracea, antitumoral, seletividade.
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ABSTRACT

Introduction: Cancer is a harmless disease that uncontrolled the cell cycle, favoring
tumor development, and chemotherapy has reduced selectivity, in addition to
resistance to malignant cells, therefore the search for drugs that reduce damage to the
body. In this regard, natural products have stood out in the discovery of promising
agents, including Acmella oleracea, which presents chemical characteristics with
pharmacological properties, with spilantol as the main constituent. Objective: To
investigate the in vitro antitumor action of Acmella oleracea (L). R.K. Jansen
(Asteraceae) in breast, uterine cervix and colon tumor lineage. Material and Methods:
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) was used to characterize the
chemical profile of epilantol and countercurrent to fractionate the extract. Nuclear
Magnetic Resonance spectrometry was used to identify the isolated compound. The
cytotoxic activity of the extract in MCF-7, MDA-MB-231, HeLa, HCT-116 and SK-MEL-
28 tumor lines and the non-tumor HaCaT was determined by MTT. Furthermore,
metabolic activity indicated cell viability, proliferation and cytotoxicity at 24, 48 and 72h
after treatment. The IC50 was determined by non-linear regression and the Selectivity
Index by the ratio of the IC50 of the non-tumor cell and IC50 of the tumor cell. Results
and Discussion: The chemical characterization of EHIAo by HPLC showed
alkylamides and traces of scopoletin and showed a better percentage of inhibition in
HCT-116, HeLa and MDA-MB-231 strains. In 24h of treatment with AoHEI, the IC50 in
HCT-116 was 332.50 ug/mL, demonstrating a dose-response curve at 48h (189.6 +
1.70 pg/mL) and 72h (36.94 + 1.89 pg/ml). In Hela, the IC50 in 72h (99.92 £ 1.31
Mg/mL) was also lower than in 48h (148.8 £ 1.08 pg/mL). However, in the MCF-7
lineage, the dose-response curve was different, with a higher IC50 in 72h of treatment
(288.1 = 1.17 ug/mL) compared to the treatment for 48h (68.64 + 1.29 ug/mL). mL).
The standard drug doxorubicin had an IC50 of 2.57 + 0.001 pM (HCT-116), 3.8 £ 1.1
UM (HelLa), 1.1 £ 1.29 uM (MCF-7) and 0.28 £ 0.001 uM (HaCaT). The EHIA0 has
selectivity in the HCT116 (8.64) and HelLa (3.19) lines, compared to doxorubicin.
Conclusion: In this study, the EHIA0 showed significant cytotoxic activity in HCT-116
(colon), HelLa (uterine cervix) and MDA-MB-231 (breast-TNBC) strains. ACEHIA0 was
2.7 times more selective for HCT-116 than HelLa and also for doxorubicin by 86.4 and
45.57 times, respectively. This result may be related to the existing constituents in the
extract that act in synergism with epilantol

Keywords: cancer, Acmella oleracea, antitumor, selectivity.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma patologia inumogénea, agressiva de carater hereditario,
resultante de transformagbes na morfologia estrutural, funcional e material
citoplasmatico do individuo. Encontra-se distribuida em todos os paises com elevado
numero de Obitos, superando as doencas cardiovasculares e neurologicas.

Segundo o Ministério da Saude por meio do INCA, em 2020 o cancer de mama
foi estimado o primeiro lugar para os casos de cancer, sem considerar os tumores de
pele ndo melanoma, em relacdo ao sexo feminino, segundo lugar ao cancer de colo
retal em ambos 0s sexos e terceiro lugar para o cancer de colo de Utero. Essa doenca
requer atencdo, promocdo e prevencdo da saude, para diminuir o sofrimento do
paciente e seus familiares, assim como reduzir o nimero de 6bitos com melhoria dos
indicadores de saude publica no territorio brasileiro.

Existem diversos tipos de tratamentos, que podem ser utilizados isoladamente
ou em consoércio a outra modalidade dependendo da evolucao da doenca, entretanto
nem todos tém acessibilidade; Além do mais, a quimioterapia proporciona reacdes
adversas como alopecia, falta de apetite, nduseas, émese, fraqueza muscular, entre
outros. O portador da doenca fica debilitado, apresenta péssimo aspecto fisico,
levando a depressdo, ou seja, essas desvantagens resultam em desisténcia do
tratamento, agravamento do quadro clinico, quimioresisténcia e por fim mau
prognastico.

Ao longo dos anos o ser humano vem utilizando produtos vegetais para tratar
diversas enfermidades, e esses conhecimentos sdo passados de geracdo em
geracdo, fazendo parte da cultura. O conhecimento empirico das propriedades
terapéuticas das plantas medicinais sado imprenscindiveis nos estudos cientificos
iniciais sobre as propriedades farmacoldgicas dos produtos naturais. A partir desses
screeenings, muitos medicamentos foram descobertos inclusive para o tratamento do
céancer, tal como o Taxol, alcaléides da vinca e varios outros, havendo a necessidade
de continuar esses tipos de estudos cientificos.

Neste contexto, outra planta que tem sido alvo de pesquisas é a Acmella
oleracea (L). R. K. Jansen (Asteraceae), conhecida como Jambdu, utilizado em
diversos pratos culinarios na Regi&o Norte do Brasil. E uma planta herbacea que se

desenvolve com muita facilidade em clima quente e umido, distribuida ao norte da
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Africa, Australia india, Sri Lanka e Brasil, apresenta relevantes caracteristicas
quimicas. O espilantol € o principal constituinte com ampla diversidade de acdes
biologicas e farmacoldgicas, como antioxidante, antiproliferativo, anticancer, entre
outras existentes na literatura, despertando interesse de Industrias farmacéuticas em
produtos inovadores que possibilite novos agentes para o tratamento, minimizando os
efeitos indesejaveis.

Portanto, esta pesquisa vislumbrou investigar a acédo do extrato hidroetandlico
(EHAO0), das folhas e flores da Acmella oleracea (L). R. K Jansen (Asteraceae), em

linhagem celular tumoral de c6lon, mama e cérvice uterina.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acgdo antitumoral in vitro da Acmella oleracea (L). R. K. Jansen

(Asteraceae) em linhagem tumoral de mama, cérvice uterina e colon.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar quimicamente o extrato hidroalcoodlico da Acmella oleracea (EHAO);

Isolar o espilantol;

Investigar a potencialidade antitumoral in vitro do EHAo e espilantol em linhagens

humanas de células tumorais e ndo tumoral;

Determinar a CI50 nas linhagens de mama, cérvice uterina e colon;

Determinar o indice de Seletividade.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CANCER

O céancer é caracterizado por um conjunto de doencas heterogéneas,
malignas e que resultam de alterac6es genéticas (HASANPOURGHADI et al., 2017).
E a terminologia usada para a unido de diversas enfermidades ocasionadas por
modificacdes das caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas na célula (SANTOS et
al., 2018) de origem multifatorial, com heterogeneidade marcante em decorréncia de
alteracdes epigenéticas, transcricionais que abrangem uma infinidade de genes e
proteinas (GODONE et al., 2018), culminam com o descontrole do desenvolvimento
das células, além de transtorno proliferativo resultando na formacgdo de tumores
(ROSENQUIST; ESTELLER; PLASS, 2017).

Esta patologia predomina as causas de morbimortalidade a nivel mundial,
conforme a World Health Organization (WHO) (IKSANOVA et al., 2018). Em 2020 foi
registrado uma incidéncia aproximada de 19 milhdes de casos de cancer no mundo
com 10 milhdes de oObitos. A estimativa do projeto Globocan para o ano de 2040 em
relacdo a novos casos desta patologia € de 28,4 milhdes, aumentando cerca de 47%
em referéncia ao ano de 2020. No Brasil o registro foi de 522.212 novos casos e cerca
de 260.000 ébitos conforme a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)
(SUNG, FERLAY, SIEGEL et al., 2021).

Foi estimado uma incidéncia desta doenca as 26 Unidades Federativas (UF),
suas capitais e o Distrito Federal para o triénio 2020-22, sendo para cada ano, 625 mil
casos novos de cancer. No sexo feminino, os principais sdo: mama (29,7%), colon e
reto (9,2%), colo do utero (7,4%), pulmao (5,6%) e tireoide (5,4%). A metodologia
usada para calcular é semelhante ao do Globocan (INCA, 2019; FERLAY et al., 2019).

A incidéncia mundial em 2020, comparado aos registros de 2018, demonstrou
gue o cancer de mama, excedeu pela primeira vez o cancer de pulméo e o cancer
colorretal transpbs o cancer de prdostata, em decorréncia do decréscimo elevado nas
taxas de mortalidade por doencas cardiovasculares e cérebro (SUNG, FERLAY,
SIEGEL et al., 2021).

Os tumores benignos apresentam células semelhantes as originais, crescem
lentamente com limite bem definido, expansivo, organizado, sem invasao de tecidos

préximos, porém, apresentam a capacidade de comprimir 6rgaos e tecidos vizinhos
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(YASMIN et al., 2015; ISRAEL, 2016, INCA, 2020). Esses tumores sdo originados
pelos seguintes tecidos: gorduroso (lipoma), muscular liso (mioma) e as glandulas
(adenoma) (ISRAEL, 2016; INCA, 2020).

As células incomuns do tumor, neoplasma ou blastoma, sofrem divisdo
desordenada e acelerada, em funcdo das mudancas no Acido desoxirribonucleico
(DNA) mitocondrial (mtDNA), envolvendo mutacdo de ponto de delecéo, insercao e
alteracdo na quantidade de copias produzidas, além de se associarem aos diversos
tipos de cancer. Dessa maneira, reproduzem-se de forma agressiva, tém aptidao por
novos tecidos, estes sdo invadidos através do sistema linfatico e sanguineo (HU et al.,
2015; LEE et al., 2015; NCI, 2016; WHO, 2017). Quando o tumor é identificado na
fase inicial, existe maior chance de cura (INCA, 2018).

Assim, a neoplasia maligna ou cancer, apresenta desenvolvimento celular
acelerado e desordenado (HILBIG et al., 2018), sinal intenso ndo homogéneo devido
a hemorragia, margem irregular, passam por constantes mitoses, entretanto, n&o
forma a capsula fibrosa, facilitando a invasdo aos tecidos adjacentes, 0s quais
diferenciam-se de sua origem (POLO et al., 2017). As células de tumores malignos
desregulam a funcionalidade da célula, proliferam-se em conjunto com o estroma,
caracterizando dessa forma, o microambiente do tumor (GILABERT-ORIOL et al.,
2018).

O processo inflamatorio e estado imunoldgico determinam a carcinogénese e
a progressao do cancer na maioria das doencas malignas (SAVAS et al., 2016; LIU;
GUO, 2018). As células dos tumores malignos tém grande potencial de metastase
(CAIXEIRO et al., 2014). Sendo assim, as neoplasias podem ser denominadas, de
acordo com o tipo de célula de partida: sarcomas, carcinomas, leucemias, linfoma
(GONZALEZ et al., 2017) e mielomas (glébulos brancos especificos para sintese de
anticorpos) (ABBAS; REHMAN, 2018). Os linfomas ocorrem a partir dos linfonodos,
ou ganglios linfaticos, culminando com risco elevado de propagacao linfatica
(GONZALEZ et al., 2017).

Os sarcomas ocorrem em tecidos conjuntivos como 6sseo (osteosarcomas),
cartilagens (condrossarcomas) - tecidos moles, musculo liso e estriado
(rabdomiossarcoma) (HUDGENS et al., 2017; MIN et al., 2017), tecido adiposo e
conjuntivo (ABBAS; REHMAN, 2018), vasos sanguineos, correspondendo a 1%
destas neoplasias em adultos (FRICKE et al., 2017). No que diz respeito a leucemia,

decorre de uma modificacdo de células hematopoiéticas normais, que dao origem a
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neoplasia maligna na medula 6ssea, promovendo prejuizo a sintese de glébulos
vermelhos, brancos e também das plaquetas (STUBBS; KRIVTSOV, 2017). Os
carcinomas advindos a partir do epitélio, acometem a maior parte do corpo humano
(GAJULAPALLI et al., 2016; SEBE et al., 2016), correspondem a maioria dos canceres
(ABBAS; REHMAN, 2018), podem se originar em tecido epitelial glandular e sera
definido como adenocarcinoma (FARAJI; EISELE; FAKRY, 2016).

A carcinogénese ou oncogénese, processo formador do cancer (INCA, 2020),
desenvolve-se de forma complexa com alteracdo celular em decorréncia das
mudancas genéticas e epinergéticas produzindo inumeros fendtipos, os quais
impedem de forma autbnoma a apoptose e alcangcam um potencial de replicacao
indeterminado (CALDERON et al., 2014; BOHLOLI et al., 2016). Além disso, esse
processo biologico, apesar de complicado, ocorre principalmente em detrimento a
mutac&o da funcdo dos genes: oncogenes e 0s genes supressores de tumor (GST),
ambos responsaveis pela regularizacdo do crescimento e a proliferacdo das células
(NCI, 2015; BASHYAM et al., 2019).

No processo da carcinogénese as ceélulas normais transformam-se em
neoplasicas malignas e a formacdo de tumores malignos ocorre em trés estagios:
iniciacao, promocao, progressao (LIU et al., 2015; SIDDIQUI et al., 2015; INCA, 2017).
A metastase € considerada o quarto estagio (Figura 1), no qual as modificacdes
moleculares e celulares, abrangem formas distintas (OLIVEIRA, 2016; ALVARADO et
al., 2017). Isto interfere nas fases do processo de inflamacgéo antitumoral, causando
resisténcia ao tratamento e favorecendo 6bito do paciente (ISRAEL, 2016).

No primeiro estagio da carcinogénese, também denominado de iniciacdo, as
células sdo submetidas as acdes de agentes cancerigenos ou carcindgenos, estes
promovem danos e alteracdes moleculares no DNA de forma acelerada e irreversivel
em genes especificos, chamados de proto-oncogenes e GST (CHAPELL; RAGER,
2017; INCA, 2017). As células alteradas modificam a expressdo génica celular
saudavel em malignas, possibilitando a ativacdo da proto-oncogenes (KRAS),
inativacdo dos genes supressores de tumor, a exemplo do TP53, entretanto. este
processo nao originard o cancer isoladamente, pois, havera a necessidade de um
agente promotor (HYNDMAN, 2016).
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Figura 1. Os trés estagios da carcinogénese e seus mecanismos que levam a formacéo de
metéastases.
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Fonte: LIU et al., (2015).

No decorrer da promoc¢ao, assim chamado o segundo estagio, as células
iniciais latentes, envolvem os mecanismos epinergéticos e expressam alteracdes nos
genes. As oncogenes sdo ativadas através dos mecanismos epinergéticos, mudando
0S genes e a selecédo clonal em abundancia, levando ao desenvolvimento e aumento
rapido das células iniciais (JOPKIEWICZ, 2019), desregulando as proteinas
envolvidas nos processos de proliferacao, diferenciacdo e morte celular (IMRAN et al.,
2017). As células alteradas sofrem transformacdo lenta e gradual pelo contato
continuo com os agentes “oncopromotores” ou cancerigenos e se tornam células
malignas, que para tal devera ocorrer uma longa e continua exposicdo ao agente
carcinogeno promotor. Havendo a interrupcdo deste contato, 0 processo
carcinogénico possivelmente ndo continuara (SAITO et al., 2015; INCA, 2017).

Os agentes quimioterapicos podem interferir nessa fase, alterando a taxa de
crescimento do tumor. Na progressao ou terceiro estagio, as células pré-neoplasicas
se remodelam em neoplasicas (ALVARADO et al.,, 2017). Os mecanismos de
regulacdo que mantém o controle da multiplicacdo das células encontram-se
alterados, devido a inexisténcia da sensibilidade aos sinais que impedem a
proliferacéo, favorecendo alteracdes genéticas e fenotipicas, hiperproliferacdo celular,

na ultima fase de comutacéo neoplasica, € a etapa entre uma lesdo pré-maligna e o
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desenvolvimento de cancer invasivo, em sequéncia surgem as manifestacdes clinicas
do cancer (SAITO et al., 2015; SIDDIQUI et al., 2015).

Em consequéncia havera prejuizo da funcdo dos GST, ocupacdo da
membrana basal pelas células migratorias, alcancando a progressao tumoral (SAIED,;
ALSHENAWY, 2017), sendo irreversivel, uma vez que o cancer ja estd presente
devido a invasédo, crescimento acelerado, agressividade e disseminacéo
(GREENSTEIN, 2016; INCA, 2017). Nesta fase o tumor pode ser maligno e
extremamente metastatico (SAFARDEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014). A
inibicdo da progresséao do ciclo celular ocorre em decorréncia da mutagao dos GST,
promovendo o crescimento anormal celular (DAMMANN et al., 2017).

A metéastase tumoral causa 90% dos 6bitos por cancer (TANSI et al., 2016),
porque promove invasao do tecido circundante, atividade de dificil compreenséo que,
favorece a disseminacao das células tumorais, pela corrente sanguinea ou sistema
linfatico, indo do local primario para outros 6rgaos afastados do corpo, por meio de
mecanismos invasivos, formando tumores secundarios, uma caracteristica peculiar
das neoplasias malignas (HYNDMAN, 2016; MASSAGUE, 2016; MULLER-COAN et
al., 2018).

Todo esse processo acontece ao longo de cinco fases (Figura 2): invasao,
intravazamento da vasculatura tumoral, transporte, extravasamento parenquimal de
6rgéos distantes e colonizacdo cancerosas (CHANG, 2016; MASSAGUE, 2016). Na
primeira fase, a ocupacéo de tecidos circunvizinhos, perda de juncdes celulares e
inducéo de proteases que facilitem a invasao local, transcorre através do contato do
tumor primario com o microambiente estromal, envolvendo as células endoteliais
fibroblastos, macréfagos e as proteinas da matriz extracelular, os quais participam da
constituicdo dos vasos sanguineos e linfaticos que irdo irrigar e suprir as necessidades
do tumor, processo denominado angiogénese (CHANG, 2016; REYMOND; D'AGUA,;
RIDLEY, 2013).

Ja4 na segunda fase, as células tumorais, migram e invadem o sistema
vascular pelo processo de intravasamento. Na terceira, elas direcionam-se aos tecidos

distantes de sua origem, através da circulagao sistémica.
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Figura 2: Disseminagédo da célula tumoral e formacéo de metastase.
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Fonte: Extraido e mofidicado de (REYMOND et al., 2013).

Na quarta fase (extravasamento), se fixam nos tecidos diferentes de sua
origem, posteriormente esta fase segue com a proliferacdo dos tumores e colonizacao
dos tecidos saudaveis por parte das células cancerosas e na ultima fase, agem
promovendo a formacao de um novo tumor (REYMOND et al., 2013; CHANG, 2016).
Durante o complexo processo da carcinogénese, inexiste uma Unica via especifica,
molecularmente varios oncogenes sao ativados e os GST sdo desativados pelas
alteracdes genéticas e epinergéticas, promovendo o inicio e o crescimento sustentavel
do tumor (SHANMUGAM et al., 2018).

Os proto-oncogenes, sao genes do genoma que estdo diretamente
associados aos processos de disseminacdao, diferenciacéo e também a sobrevida da
célula, ao ocorrer a mutacao, transformam-se em oncogenes (HYNDMAN, 2016;
EWALD, 2017). Alem disso, as mutacdes se encontram desequilibradas altamente
expressas de forma anémala contribuindo com a carcinogénese (BOURGUIGNON,
2019). J& os genes supressores de tumor apresentam varias fungdes, entre elas:
regular negativamente o0s processos celulares, impedindo o desenvolvimento da
tumorigénese (DYSON, 2016), codificar as proteinas que controlam o checkpoint
paralisando o ciclo celular na ocorréncia de prejuizos ao DNA ou anomalias
cromossOmicas (SAVAGE, HARKIN, 2015).
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Apbs ocorrer a ativagado de proto-oncogenes (Figura 3), elas assumem o papel
de oncogenes (por exemplo, KRAS), havendo concomitantemente, a perda de funcao
dos genes supressores de tumor (TP53), entdo as células cancerigenas serao
submetidas a uma elevada capacidade de autorrenovacédo, proporcionando

superacéo das células vizinhas e a iniciagdo do tumor (ZHAO et al., 2018).

Figura 3: Genes envolvidos no processo da carcinogénese
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Fonte: Mutacdes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor. (Adaptado de
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Proto-Oncogenes&lang=3)

O gene p53, recebe estimulo de estresses celulares, advindos de hipdxia,
carcindgenos, estresse oxidativo e radiacdo ionizante (ELLISEN, 2015).

Ha seis classes de oncogenes: Fatores de crescimento, fator de transcricéo,
remodeladores da cromatina, transdutores de sinal, receptores de fatores de
crescimento e reguladores de apoptose (WEINBERG, 2014). Os genes que participam
das vias de sinalizagcdo que regulamentam a proliferacdo celular, sobrevivéncia,
diferenciacdo e migracdo, além de codificarem as proteinas, sdo chamados de
oncoproteinas: RAS/RAF/MEK/ERK, STAT, NF-Kb, c-JUN e FOXML1. Estas sédo alvos
regulares do processo de mutacdo e conduzem a superexpressao, resultando no
péssimo funcionamento das vias de sinalizacéo e consequentemente no desequilibrio
das funcoes celulares (ZOU et al., 2017; EL-MAGD et al., 2017).

Os genes BRCA1 ou BRCA: (classe de genes supressores de tumor) (HORST

et al., 2016), responsaveis pela codificacdo das enzimas de reparo, sdo importantes
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na remoc¢ao e correcao das mutagdes. Havendo a perda dessas proteinas, 0s genes
sofrem mutacéo, o produto proteico funciona incorretamente, logo o dano celular ndo
é reparado de forma correta, resultando em aumento da instabilidade genética nas
células afetadas, beneficiando a carcinogénese (RICHARD, 2016; CHAE et al., 2016).

O DNA constantemente sofre varios danos oriundos de agentes genotoxicos
extracelular (luz ultravioleta, radiacdo ionizante e outros) ou intracelular (espécies
reativas de oxigénio como subproduto de metabolismo celular), sendo necessario
manter o genoma saudavel por meio do papel vital dos genes reparadores de danos
do DNA (ROMERO-LAORDEN; CASTRO, 2017). Em sequéncia das alteracdes
bioguimicas e celulares que ocorreram na complexidade do processo de
carcinogénese, as células tumorais se diferenciam em dez aspectos biolégicos
fundamentais (Figura 4), que culminardo com o desenvolvimento do cancer, entre eles
estdo: sinalizacdo proliferativa sustentada, reprogramacdao do metabolismo
energeético, resisténcia a morte celular, invasdo, indugcdo a angiogénese, metastase,
inflamacé&o promotora de tumor, imortalidade replicativa, escape da eliminacéo pelo
sistema imunoldégico e evasdo de genes supressores de tumor (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Figura 4. Caracteristicas adquiridas pelas células ao longo da carcinogénese

Proliferacdo descontrolada Escape dos processos de inibigéo

Reprogramacdo metabolica ‘q ,g
X W < [

Escape do sistema imunoldgico

Resistencia @ morte celular Replicacdo intérmina

Instabilidade Promocdo 4 inflamacdo

Anglogenese Metastase

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011).
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Estudos posteriores, como a revisdo realizada por Fouad e Aanei (2017),
descreveram que as células normais, evoluidas a neoplasias apresentam sete
caracteristicas especificas de células cancerigenas: Na primeira etapa, ocorre 0
desdobramento seletivo e a vantagem proliferativa, pela oncogene ativada e a
auséncia de resposta do bloqueio do crescimento dada pelo GST inativado. Na
segunda etapa, as células neoplasicas enfrentam a diminui¢cdo de oxigénio, caréncia
de nutrientes e danos do DNA, devido aos inumeros estresses sofridos pela resposta
modificada, sendo que a adaptacao a esses fatores ira favorecer a sobrevivéncia e a
disseminacgédo das células (FOUAD; AANEI, 2017).

Na terceira etapa, ocorre a brotacdo, divisdo das células, migracdo e
montagem de células endoteliais (ECs) de vasos pré-existentes para irrigacdo do
tumor, esses processos acontecem através da vascularizagdo. Na quarta etapa, a
metastase promove a invasdo da matriz extracelular (MEC), membrana basal,
intravasamento da vasculatura tumoral, extravasamento no parénquima de 6rgaos
distantes; sobrevivéncia e manipulacdo do novo microambiente, micrometastases
serdo produzidas, que poderdo se transfazer em macrometéastases (MASSAGUE,
2016). A quinta etapa é a recaptacdo metabdlica que favorece uma vantagem seletiva
durante a iniciacdo e a progressdo de tumores (DEBERARDINIS, 2016; CAIRNS,
MAK, 2016).

Em seguida o microambiente se torna alterado e sua remodelagem esta
completamente associada as enzimas metaloproteinases de matriz (MMPS) que se
encontram intimamente ligadas ao cancer de mama invasivo (GOLUBNITSCHAJA et
al., 2017; LOU et al., 2016). Uma vez que os tumores sao altamente complexos, a
comunicacao paracrina se mantém entre as células cancerigenas e o estroma criando
um microambiente tumoral rico e dinAmico em todas as etapas da carcinogénese,
caracterizando a modulagéo da resposta imune (MALLADI, 2016).

Além do mais, os componentes citotéxicos do sistema imunologico podem ser
paralisados pelas células neopladsicas por meio da sintese de fatores
imunossupressores ou recrutamento de células inflamatérias imunossupressoras
(WELTE, 2016). No caso de tumores, as mudancas epinergéticas e genéticas
contribuem com a tumorigénese. Eessas alteracfes favorecem a malignidade do
cancer, prejudicando principalmente, a regulagéo do ciclo celular (JAHANAFROOZ et
al., 2018).
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3.1.1 Ciclo celular e o cancer

O céncer é essencialmente uma doenca do ciclo celular, pois a
desorganizacdo dos mecanismos controladores da proliferacdo celular é uma
caracteristica comum a todos os tipos de tumores (INCA, 2017a). A acao primordial
do ciclo celular é assegurar a duplicacéo fiel do DNA no periodo da fase S, além de
distribuir cépias idénticas dos cromossomos entre as células filhas durante a mitose
(MALUMBRES; BARBACID, 2009).

O ciclo celular (Figura 5) divide-se em quatro etapas: réplica fidedigna de
material genético em tempo definido (sintese de DNA ou fase S) e a divisdo nuclear
(Mitose ou fase M), alternadas entre o G1 (dentre as fases M e S) e G2 (entre as fases
S e M) (LACERDA, 2012; ROACH et al., 2018). A primeira etapa (G1), coincide com o
intervalo entre a mitose e o comeco da replicacdo do DNA, relacionam-se os fosfatos,
as bases nitrogenadas e as riboses mobilizando-se a favor da célula entrar na fase de
sintese para favorecer a producdo de aminoacidos, proteinas, enzimas e
nucleotideos. O metabolismo da célula é ativo, ha crescimento, entretanto, o seu DNA
nao é replicado (INCA, 2008; MAES et al., 2017). Nesse sentido, a célula prepara-se

para nova divisao caracterizando a transcricdo génica (ZAVERI; DHAAN, 2018).

Figura 5: Esquema do Ciclo Celular
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Na segunda etapa (S), ocorre essencialmente a replicagio do Acido
desoxiribonucleico, a qual € conduzida através da interacdo entre este e as enzimas
de duplicacdo proporcionada pelas proteinas, concluindo a sintese de DNA e
consequentemente seguindo a terceira etapa (Gz2) (MAES et al., 2017). Na fase G2, a
célula conclui seu crescimento e apos a sintese de proteinas se organizam para a
mitose (ZAVERI; DHAWAN, 2018), reconstituindo os cromossomos. Esta fase tem a
funcao de refazer os danos ocorridos durante a replicacdo do DNA (DE FALCO et al.,
2010). Na quarta etapa (M), a clivagem celular e o movimento dos cromossomos
promovem a divisdo dos pares de cromossomos para as células filhas, as quais
poderdo entrar na Fase G1, com a possibilidade de condugédo a morte ou entrar em
quiescéncia (INCA, 2008).

As etapas supramencionadas s80 gerenciadas por mecanismos Sensores,
que sdo pontos de verificagdo ou de checagem (checkpoints), proteinas cinases e
ciclinas que agem entre si. Os checkpoints estdo sob o comando das cinases que
dependem de ciclina (CDKs, cyclin-dependent kinases), possuem acédo catalitica e
ambas séo imprescindiveis na regularizacao do ciclo celular (MORGAN, 1997; FINN
et al., 2016; VISCONTI; DELLA MONICA; GRIECCO, 2016).

Esses pontos tém o dever de manter o controle de eventos durante o ciclo,
assim como paralisa-lo ou prossegui-lo. Agem como um “freio”, para assegurar que
as condicdes mitdgenas (ponto de restricdo), replicacdo definitiva do DNA (local de
verificacdo da fase S), integridade preservada do genoma (identificacdo dos danos de
DNA) e segregacao correta dos cromossomos (ponto de inspecédo do conjunto de
fuso) figuem concluidos de maneira perfeita antes da fase seguinte (VISCONTI;
DELLA MONICA; GRIECCO, 2016; JAHANAFROOZ et al., 2018).

Ha trés pontos de checagem durante o ciclo celular, o checkpoint G1, G2 e 0
de montagem do fuso mitético, denominado de checkpoint intra-S. O primeiro
responde pela supervisdo, o segundo age como fator de transcricdo acelerando a
expressdo de genes que compreendem a repressao da progressao. O terceiro é 0
regulador chave da fase Gi, controla o ponto de restricdo e impede a entrada na fase
S. Quando os reparos séo acionados, significa que houve desastres no DNA, porém
se eles falharem, conduzira a morte programada da célula. Os erros transferidos da
célula mée para as filhas resultam na formacéo de tumores (KAISER; ATTARDI, 2018;
ZAVERI; DHAWAN, 2018).
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O intra-S promove a sinalizacdo que regula a origem de disparos e estabiliza
as forquilhas de replicagdo, ativando no decorrer da fase S, a reparacdo de prejuizos
eventuais ao DNA (IYER; RIND, 2017).

O checkpoint G2 age preventivamente na introducdo da mitose, até que a
divisdo do genoma ocorra totalmente (IYER; RIND, 2017). Nesta fase, os niveis de
ciclina A e B sdo aumentados e as proteinas envolvidas na duplicacdo de DNA pelos
complexos CDK-2/Ciclina-A e CDK-1/Ciclina-B sdo compartilhadas. Somando a isto,
ocorrerd a fosforilacdo de varias proteinas nucleares, a condensacdo dos
cromossomos, a formacéo do fuso mitético e o inicio da mitose pelo CDK-1/Ciclina-B.
Consequentemente a ciclina B sera degradada, interrompendo a acdo das enzimas
do complexo, culminando com o fim do ciclo celular (JOHNSON; SKOTHEIN, 2013;
MEDINA; TURNER; GORDAN, 2016).

Entretanto, a progressdo do ciclo celular em G2/M pode ser bloqueada
eficazmente pela proteina p53, por meio da via p53-p21-DREAM-CDE/CHR, além do
mais, a p21 age fisicamente inibindo a atividade dos complexos ciclina-CDKz, -CDKz,
e -CDK4/6, promovendo a regulacéo da progresséo do ciclo celular durante as fases
Gie S (FISCHER et al., 2016; GEORGAKILAS et al., 2017). Os pontos de checagem,
a p53 e retinoblastoma (Rb) sédo imprescindiveis para o controle do ciclo celular. As
proteinas Rb e a p53, importantes reguladores do ciclo, sao ativadas e inativadas pela
acdo do complexo ciclina CD-K e os inibidores da CDK (pl16, p21, p27), com a
finalidade de assegurar uma sintese adequada de DNA, agem bloqueando o avanco
da fase seguinte, evitando o descontrole da divisdo celular (ZAVERI, DHAWAN,
2018).

A proteina Rb se associa a familia E2F de fatores de transcri¢cdo reprimindo
sua atividade, consequentemente promove o bloqueio da capacidade dos genes
reguladores que contribuem seguramente na entrada da fase S, comprometendo a
divisdo celular (DYSON, 2016). A ativagdo do E2F encaminhara as células a fase S,
sendo mediado a transcri¢cdo das ciclinas E e A, além de outras proteinas importantes
para a sintese de DNA (LIN; ZHU; RATNER, 2018). As CDKs sdo as cinases
(enzimas) serinal/treonina especificas, apresentam acdo de regular os eventos
celulares essenciais como ciclo celular e transcricdo, estes sdo estimulados por
ciclinas correlacionadas a proteinas, retratando a expressdo modificada durante o
ciclo celular (ROACH et al.,, 2018), através da fosforilacdo/ desfosforilacdo das

proteinas especificas que séo cruciais para seu controle (BEHL; ZIEGHLER, 2013).
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As cinases se apresentam diante da mudanca celular de Gi para S, desta até
G2 e em seguida a fase M. Sendo assim, o ciclo celular para em decorréncia de
anormalidade em quaisquer desses pontos até alcancar o reparo total do dano ou
morte da célula. Suas ac¢fes sao elevadas ou reduzidas conforme o avanco da célula
no decorrer do ciclo. Ao surgimento de oscilagfes pode acontecer alteracao ciclica na
fosforilacdo das proteinas intracelulares que déo inicio ou regulam a replicacdo do
DNA, mitose e a citocinese que séo os principais eventos do ciclo (VISCONTI; DELLA
MONICA; GRIECCO, 2016; MAES et al., 2017).

Varios mecanismos, como superexpressdo de CDK, mutacdes pontuais e
regulacao negativa de inibidores de CDK, favorecem a desregulacido de cinases,
elevando o potencial oncogénico (SCHRAM et al., 2017; KANNAIYAN; MAHADEVAN,
2018). Os inibidores de CDK4/6 foram aprovados recentemente pelo FDA (Food and
Drug Administration) para tratar cancer de mama pds — menopausa ER-positivo/HER:2
negativo (Receptor de Estrogénio Positivo /Receptor de Fator de crescimento
epidérmico humano 2) (TEH; APLIN, 2018). Os inibidores de CDK apresentam
elevado potencial na inducdo de apoptose celular em desenvolvimento, ganhando
destaque na terapia do cancer (OZFILIZ-KILBAS et al., 2018).

Os fatores que contribuem com a morte celular sdo importantes para
compreender a etiologia do cancer, assim como a busca por novos tratamentos
(FOUAD; AANEI, 2017). A apoptose é conhecida como morte programada da célula
(ROGERS et al., 2017), importante para o desenvolvimento e homeostase celular,
assim como a eliminacéo de células deterioradas, exercendo uma funcdo de grande
importdncia em processos fisiopatoldgicos (VAKIFAHMETOGLU-NORBERG;
OUCHIDA; NORBERG, 2017). E um elemento relevante que abrange inimeros
processos como tais: renovar a célula, desenvolver e funcionar em harmonia o
sistema imune, desenvolvimento embrionario e morte celular por inducdo de
componentes quimicos (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019).

Dessa forma a apoptose € estimulada interna ou externamente e regulada
pelas mitocéndrias (via intrinseca), sob controle da familia Bcl-2 e o receptor de morte
(via extrinseca), tem seu inicio através dos receptores do fator de necrose tumoral
(TNF) (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 2019; CASSIER et al., 2017). A familia das
proteinas Bcl-2 (Bcl-2 e Bcl-XI) apresentam papel fundamental de proteger a célula
contra a apoptose e também das proteinas que a estimulam, entre elas: a BAX, BID,

NOX A e BAK chamadas de pro-apoptoticas (CASSIER et al., 2017).
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A via intrinseca € acionada pelas mitocondrias, no momento em que as
proteinas sdo liberadas no citosol, que estimula a apoptose, através de sinalizadores
de estresse, como por exemplo, oncogenes, DNA comprometido ou estresse
oxidativo. Como resultado as proteinas BAX e BID séo translocadas para a membrana
externa das mitocondrias, associam-se com a BAK, pertencente ao interior da
mitocondria, liberando o citocromo c e outros fatores pro-apoptoéticos mitocondriais: as
proteinas Smac/diablo (Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct
IAP Binding Protein with Low Propidium iodidel) e ainda o fator indutor de apoptose
(AIF) (FULDA, 2015; CASSIER et al., 2017; GAHL; DWIVEDI; TJANDRA, 2016).

A presenca do citocromo ¢ no citosol favorece sua ligacdo ao APAF-1
(apoptosis protease activating fator-1) resultando no apoptossomo, complexo
multicatalitico, o qual tem afinidade pela caspase 9, que ao ser clivada e acionada
favorecera a ativacdo das caspases efetoras 3, 6 e 7 da cascata apoptotica,
culminando com a morte celular (KOFF et al., 2015; MCARTHUR; KILE, 2018). Sendo
assim, a oligomerizacao das proteinas BAX e BAK induzem a célula a apoptose por
meio dos seguintes mecanismos: formacao direta dos poros protéicos na membrana
da mitocondria e promoc¢éo do processo antagonista das proteinas Bcl-2 e Bcl-XL,
pela via dominio BHsz (CASSIER et al., 2017). Ademais, a caspase 3 € ativada pelas
duas vias supramencionadas, desenvolvendo véarias mudancas morfologicas, que
caracterizam a apoptose (FULDA, 2015).

A via extrinseca é controlada pelos receptores que favorecem sinais
extracelulares de morte para a maquina de apoptose intracelular, sdo eles 0 CDgs
(Faz ou Apo-1) ou TNF-R: (receptores do fator de necrose tumoral), pertencentes a
superficie celular (NEGRONI; CUCCHIARA; STRONATI, 2015; IORGA; DARA;
KAPLOWITZ, 2017), tais receptores apresentam caracteristicas diferentes das
proteinas padrdes e sdo chamadas de: dominios de morte (DD) e dominios efetores
de morte, que executam interagcbes e agem ativando as caspases 8 e 10,
proporcionando a homodimerizacdo do receptor. Esse processo é denominado de
complexo sinalizador indutor de morte (DISC), pois ao ser ativado transmitird e
aumentara o sinal de faléncia, através da agao direta das caspases efetoras (3,6 e 7)
ou ainda pela aceleracdo da via de apoptose intrinseca, suscitando as modificacdes
morfoldgicas e bioguimicas apoptoticas (KOFF et al., 2015; MAURMANN et al., 2015;
IORGA; DARA; KAPLOWITZ, 2017).
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3.1.1.1 Estresse Oxidativo

Os antioxidantes naturais sdo compostos que defendem as células de
prejuizos causados pelas espécies oxidativas reativas (EROSs) e sdo produzidos pelos
produtos naturais. As EROs participam de diversos processos celulares e iniciam
acOes ndo beneficentes, as quais devem ser reguladas de forma adequada pelo
sistema antioxidante (CHANDRASEKARAN et al., 2017; POPRAC et al., 2017).

O estresse oxidativo ocorre pelo desiquilibrio entre o gerador de compostos
oxidantes (espécies reativas de oxigénio — EROS e de nitrogénio - ERN) e as defesas
antioxidantes do organismo devido os maus hébitos alimentares e estilos de vida
pouco saudaveis (SIES; BERDNT; JONES, 2017; EL-GUEZZANE et al., 2021). Um
grupo de moléculas estaveis que contém oxigénio enddégeno produzido pelo
funcionamento da célula, produtos quimicos ou radiacdo constituem as EROS. As
mitocondrias sado importantes fonte de producao intracelular de EROS de forma
enddgena através da cadeia de elétrons transportados durante o processo normal de
fosforilacdo oxidativa (CHEN; XIE, 2018; MARZVANYAN et al., 2018).

O estresse oxidativo prejudica o organismo, entretanto, algumas EROS agem
nas vias de sinalizacdo celular, beneficiando o organismo por serem moléculas
sinalizadoras (SIES, JONES, 2020). Além disso, a EROS podem ser utilizadas como
mensageiros intra e intercelulares, uma vez que desenvolvem varias acdes na
sinalizacdo das células, entre elas a apoptose, expressdo génica e ativacdo de
cascatas de sinalizacao celular (SIAUCINAITE et al., 2019).

As células tumorais e os componentes celulares do microambiente tumoral
produzem EROS (WANG; ZHANG, 2019) e quando seus niveis estdo elevados
significativamente, ocorre pela disfuncdo mitocondrial, alteracdo do metabolismo e
mutacdo dos genes promovendo elevada quantidade de lipidios, DNA e proteinas
oxidadas acumuladas, resultando em prejuizos aos tecidos e morte das células,
entretanto possuem acao proliferativa aos niveis diminuidos (BANSAL; SIMON, 2018;
WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019).

A ativacdo do oncogene, etapa que da inicio a transformacdo maligna,
acompanha usualmente o aumento das EROS, o qual ndo esta comprovado ser o
motivo direto da ativacdo da oncogene, ainda que participe de todo o processo da
carcinogénese (iniciacdo, promocdo e progressdo), assim como a metastase e
agentes cancerigenos resistentes. Em contrapartida para desenvolver o cancer, ndo

basta apenas de dano oxidativo ao DNA, mesmo que participe da carcinogénese e
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também da transformacdo maligna (WEINBERG; RAMNATH; NAGRATH, 2019;
PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017).

Em alguma etapa da carcinogénese, a acdo do estresse oxidativo é
proporcional ao tipo e a reacao dos radicais participantes (CHEN; XIE, 2018).

Os agentes oxidantes induzem a mutacao do DNA, caracterizando as EROS
no processo chamado de iniciacdo no cancer. Na promocdo, a EROS esta em
concentracdo moderada e promove a ativacdo da cascata de sinalizacdo de
sobrevivéncia celular cancerigena, participacdo da proteina quinase ativada por
mitégeno/proteina quinase regulada através de sinal extracelular ¥2 (MAPK/ERK %2),
P38, c-Jun N-terminal kinase (JNK) e fosfoinositida-3-cinase/proteina cinase B
(PI3K/Akt), que acionam o fator nuclear kappa-intensificador, as metaloproteinases
da matriz (MMPs) e ainda o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
(MARZVANYAN et al., 2018; AGGARWAL et al., 2019).

Na progresséao, a quantidade elevada de EROS, pode favorecer as mutacgoes,
impedimento das antiproteinases, estimulo das metaloproteinases da matriz (MMPSs)
e lesdo de tecidos locais (BASUDHAR et al., 2017).

3.1.2 Cancer cblorretal (CCR)

A incidéncia de cancer colorretal para o ano de 2020 no mundo, foi acima de
1,9 milhdo de casos novos, representando o terceiro lugar e ocupando o segundo em
namero de 6bitos (935.000) (WHO, 2020). Neste mesmo ano a American Cancer
Society apontou 104.610 novos casos de cancer de colon e 43.340 de céancer retal
para os Estados Unidos (LOGAN et al., 2019).

No Brasil, para o triénio 2020-2022, foram estimados 20.520 casos novos de
CCR por ano no publico masculino e 20.470 no feminino correspondendo a uma
estimativa de risco de 19,63 novos casos a cada 100 mil homens e 19,03 para cada
100 mil mulheres (figura 6). O cancer de célon e reto no sexo masculino, incide em
segundo lugar nas regides Sudeste (28,62/100.000) e Centro-Oeste (15,40/100.000);
No Sul é o terceiro mais frequente (25,11/100.000). Além disso ocupa o quarto lugar
nas regides Nordeste (8,91/100.000) e Norte (5,27/100.000. Em se tratando do sexo
feminino nas Regifes Sudeste (26,18/100. 000) e Sul (23,65/100.000) é o segundo
mais frequente; e nas outras regides do Brasil, como Centro-Oeste (15,24/100 mil),
Nordeste (10,79/100 mil) e Norte (6,48/100 mil) € o terceiro mais incidente (INCA,
2019).
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O céancer de colon e reto, conhecido como céncer colorretal, em 95% dos
casos € o0 adenocarcinoma, pois deriva do epitélio glandular coldnico (criptas) (PIVA,
2015), abrange os tumores que inicialmente ocorrem na parte do intestino grosso
(colon) e no reto (final do intestino, imediatamente antes do anus) e anus. Em muitos
casos ha possibilidade de cura, se identificado precocemente e que nao tenha
alcancado outros 6rgédos. Os polipos sédo lesdes benignas que podem crescer na
parede interna do intestino grosso e iniciam a maioria desses tumores (INCA, 2019).

A carcinogénese colorretal é caracterizada pela instabilidade do genoma,
incluindo variac6es no nimero de cépias e perda de heterozigosidade (DRULINER et
al., 2018). Em 2—-3% dos pacientes com CCR, as mutagdes nos genes (MMR) foram
observadas (LORANS et al., 2018). As mutacfes genéticas mais comumente
identificadas acontecem em APC, TP53 e KRAS (HUANG et al., 2018; WOLFF et
al., 2018; YAEGER et al., 2018).

Os registros de dados do Cancer Genome Atlas (TCGA) encontrou
recentemente, no adenocarcinoma de colon (COAD) e no adenocarcinoma retal
(READ) a presenca de mutacdes em diversos genes de resposta e reparo de danos
ao DNA (DDR) (KNIJNENBURG et al., 2018).

O maior niumero de casos é encontrado em individuos maiores de 60 anos de
idade e geralmente estdo associados a alimentacao nao saudavel, pobres em fibras,
como produtos industrializados, gorduras. Esta Ultima ao ser ingerida em elevada
guantidade proporciona aumento na producdo de acidos biliares, os quais séo
mutagénicos e citotoxicos. O risco deste cancer aumenta de 1,3 a 2,8% através do
consumo de peixes desidratados ou conservados com sal (SILVA; DAERRANTE,
2016). Outros fatores envolvidos na evolucdo do CCR séo: obesidade, sedentarismo,
tabagismo, alcoolismo, diabetes tipo 2, sindromes hereditarias, histéria pessoal de
poélipos e doenca inflamatoria intestinal (KANTH et al., 2017; KUIPERS et al., 2016).

A linhagem celular HCT-116 (ATCC® CCL-247), sao células malignas
isoladas de um homem adulto com carcinoma de colorretal humano. Possui elevado
potencial de invasdo, metastase e crescimento em multicamada. Ao ser comparada a
linhagem Caco-2, estas células demoram para aderir & placa de cultura, todavia, apos
a adesao a tripsina auxilia em seu desprendimento (RICCI, 2009). Além disso,
apresenta mutagdo no oncogene KRAS (AHMED et al., 2013), perfil de expresséao
génica e morfologica compativel ao grupo (CMS4), denominado mesenquimal

conforme o CMS (BERG et al., 2017).
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3.1.3 Cancer de mama

O cancer de mama, neoplasia maligna de maior incidéncia mundial no publico
feminino, excedeu o cancer de pulmdo em 2020, apresentando estimativas de
aproximadamente 2,3 milhdes (11,7%) de casos novos de cancer e 684.996 mil ou
(6,9%) do total 6bitos pela doenca, ocupando a quinta maior causa de 0bitos no mundo
(WHO, 2020). Quanto ao sexo masculino, raramente constitui grupo de risco
(SENGER; ADAMS; KANTHAN, 2017). Embora no sexo masculino, o0s
acontecimentos sejam ocasionais, a taxa atingida é de 1% totalidade dos casos
(SANGUINETTI, 2016; INCAa, 2018).

Excluidos os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama também é o
mais incidente em mulheres de todas as regides do Brasil, com taxas mais altas nas
regides Sul e Sudeste. Para o ano de 2021 foram estimados 66.280 casos novos, 0
gue representa uma taxa de incidéncia de 43,74 casos por 100.000 mulheres (INCA,
2020).

Em se tratando do triénio 2020-2022, foram estimados 66.280 (29,7%) casos
novos de cancer de mama a cada ano (Figura 6), correspondendo a 61,61 a cada 100
mil mulheres, exemplificando por regido: 81,06/100.000 (Sudeste); 71,16/100.000
(Sul), 45,24/100.000 (Centro-Oeste); 44,29/100.000 (Nordeste), 21,34/100.000
(Norte), ocupando dessa forma o primeiro lugar dentre as regiées do Brasil, ndo
levando em consideragao os tumores de pele ndo melanoma (INCA, 2019).

Para o surgimento do cancer incluem fatores como: ambiente,
hereditariedade, ou predisposicdo genética ao cancro mamario, a idade implica no
envelhecimento e adversidades ampliando o risco de exposi¢cdo (BREWER et al.,
2017; SZVARCA et al., 2016), com maior relevancia principalmente agueles que tem
acima de 50 anos (INCA, 2019).

Outros fatores que também contribuem sdo: a falta de atividade fisica,
tabagismo, etilismo, uso de estrégenos associados, progesterona para menopausa,
obesidade, exposicdes frequentes a radiacbes ao DNA, favorecendo alteracées no

funcionamento das func¢des celulares e intracelulares (FENGA, 2016).
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Figura 6. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma*
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Fonte: Instituto Nacional do Cancer (INCA). Adaptado: 01.07.2020.

Todavia o prognostico mais complicado € atribuido as mulheres mais jovens
(VILLARREAL-GARZA et al., 2016). Nesses casos, ha maior necessidade de
acompanhamento prévio, uma vez que as mutagdes disfuncionais dos genes BRCA:1
e BRCA: ocasionados por fatores genéticos influenciam e colaboram com o alto risco
de desenvolvimento de neoplasia mamaria maligna (HORST et al., 2016; BRAY et al.,
2018; FERLAY et al., 2018).

O surgimento de nddulo indolor e endurecido nas mamas e/ou axilas
(percepcdo ao realizar o autoexame de toque), dor, hiperemia, secrecdo papilar,
edema mamario parcial e cutaneo, retracdo cutanea, mamilo invertido, ulcerado ou
descamativo caracterizam a sintomatologia deste tipo de cancer (INCAc, 2018).

Neste sentido, a durabilidade dos sinais e sintomas, do paciente, a taxa de
desenvolvimento do tumor, diagndstico histopatolégico (carcinoma, adenocarcinoma
e sarcoma), extensdo, local, sexo, idade e metastases a distancia devem ser
analisadas para avaliar o estadiamento do cancer e definir o grau de disseminacéo da
neoplasia (INCA, 2018). No passado, as caracteristicas biologicas ndo eram
detectadas através do sitio anatbmico, no entanto, estudos atuais apresentam a
seguinte classificacdo: sitio anatdmico, imunohistolégico e/ou molecular (NOONE,
2017).
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O carcinoma de célula epitelial (revestimento interno dos ductos ou l6bulos da
mama) € o tipo histolégico mais comum ao cancer de mama feminino, sugerindo o
local de desenvolvimento do tumor e se divide em lesdes in situ e invasoras, sendo 0s
ductais ou lobulares os mais frequentes (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019;
BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018). No carcinoma in situ o tumor limita-se ao
epitélio mamario, ao atacar o estroma se tornara em carcinoma invasivo (MAKKI,
2015). Os de origem ductal correspondem a 80% dos eventos, em contrapartida os
demais séo representados pelos lobulares (INCA, 2014). Os subtipos de cancer de
mama estdo associados aos processos inflamatorios e a infiltragdo tumoral de
linfécitos, influenciam o progndstico do paciente (SAVAS et al., 2016).

Quanto a classificacdo molecular, o subtipo basal, as caracteristicas
imunohistoquimicas e moleculares dos tumores apresentam-se de forma variada e
heterogénea por meio de trés marcadores: receptor de estrogénio (RE), Receptor de
Progesterona (RP) e receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (HER-2).
Assim, a presenca de proteinas chamadas receptores hormonais (estrogénio e/ou
progesterona) e de proteina HER2 em grande quantidade, nas células tumorais
definem o tipo molecular. Nesse sentido as caracteristicas das células tumorais ao
cancer de mama, sdo estratificadas em quatro subtipos de expressao génica,
demonstrando diferentes moléculas, comportamento biolégico, padrao metastatico e
resposta a tratamento efetivo (LAMBERTINI et al. 2016).

O tipo Luminal A é heterogéneo (baixo grau, desenvolvimento das células
mais lento que o B) sdo tumores que apresentam receptores de estrogénio (RE) e
progesterona positivos (muitos receptores hormonais presentes), ndo apresentam a
expressdo da proteina HER2 (HER:2 negativo) (HON et al., 2016), possuem boa
resposta a terapia endoécrina (COATES et al., 2015).

O céncer de mama luminal apresenta varios receptores hormonais no sexo
feminino e expressam o0s genes com uma semelhanca aos das células sadias,
revestindo as glandulas mamarias e seus ductos, representando em torno de 60 a
90% dos tipos de cancer de mama (HON et al., 2016). De acordo com a American
Cancer Society, geralmente os eventos de cancer de mama ocorrem da seguinte
maneira: tipo luminal A (74%), TNBC (12%), luminal B (10%) e HER. (4%),
distribuidos entre racas e etnias (DE SANTIS et al., 2016).

Os receptores hormonais estdo presentes no subtipo luminal A, sendo

caracteristico a auséncia de HER; e o0s niveis de proteina do marcador de proliferacéo
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(Ki67) encontram-se diminuidos, favorecendo o prognéstico (SOLIMAN; YUSSIF,
2016). Os tumores cancerigenos Ki67 positivos sdo caracterizados por células que se
desenvolvem muito rapido, sdo ofensivos ao se apropriarem de novos tecidos
(SCHOLZEN; GERDES, 2000). No quadro 1 esta representado os tipos de
classificacdo molecular dos carcinomas de mama por imunohistoquimica, associados

ao marcador Ki67.

Quadro 1: Classificagcdo molecular dos carcinomas de mama por imunohistoquimica,
associados ao marcador Ki67.

SUBTIPOS MOLECULARES MARCADORES MARCADORES
CLASSIFICATORIOS Kl67
Luminal A ER+ e/ou PR +; HER:2 - < 14%
Luminal B (HER2 negativo) ER+ e/ou PR +; HER2 - > 14%
Luminal B (HER:z positivo ER+ e/ou PR +; HER:2 - *
Super-expressao de HER2 (HER:z +) ER -; PR -; HER2+ *
Triplo-Negativo ER -; PR -; HER2 - *

Fonte: Adaptado de (FULAWKA; HALON, 2017).
O simbolo (*) representa qualquer tipo de expresséao de Ki67.

O tipo Luminal B também possui receptores estrogénio e/ou progesterona
positivos, ndo expressam a proteina HER2 (HER2 negativo) e apresentam um nivel
mais acelerado de proliferagédo celular. J& o HER2 se caracteriza por ndo apresentar
expressdo dos receptores hormonais (negativos), mas tem a expressao da proteina
HER: (HER:z positivo). Diante disso, o Triplo Negativo (TNBC Triple-negative breast
cancer) significa que ndo possui expressdao hormonal, nem a proteina HER2, sendo
negativo, portanto, para estrogénio, progesterona e HER2. O subtipo luminal B,
demonstra marcacao positiva aos receptores hormonais, exibindo ou ndo marcadores
para HER2, além de niveis elevados de Ki67, prolifera-se rapidamente e tem
prognaéstico sombrio em relacéo ao subtipo luminal A (SOLIMAN; YUSSIF, 2016).

O HER: positivo, receptor aumentado de transmembrana é constituido de
diversas copias do gene Herz, resultando em aumento deste em seu receptor da
membrana plasmatica e proliferacdo celular acelerada, favorecendo uma expanséao
mais agressiva em relacéo aos outros canceres mamarios (COATES et al., 2015).

As células do cancer de mama TNBC, caracterizam-se pelo niumero elevado

de genes mutaveis encontrados diretamente nas vias de reparo do DNA, e aumento
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da instabilidade do genoma (OCANA, PANDIELLA, 2017), além do mais possuem
pouca quantidade da proteina HER2 e ndo apresentam receptores de estrogénio ou
progesterona (JHAN, ANDRECHEK, 2017) em contrapartida as expressdes genéticas
sao padronizadas, similarmente aos padrdes celulares das camadas basais ductais e
glandulas mamérias, ocorrendo em grande escala no publico feminino jovem (menos
de 40 anos) e de cor escura (afro-americanas) e ainda em pacientes com mutacoes
no gene BRCA:1 (CARSTEN-DENKERT et al., 2016; JHAN, ANDRECHEK, 2017).

As subpopulac¢des intratumorais sdo formadas pela participacdo das
alteracdes concomitantemente de carater genémico, epigendmico, transcriptdmico e
protedmico que acontecem em varias células, caracterizando o processo da
oncogénese e de natureza heterogénea assim como suas linhagens. Diante disso,
duas linhagens a MCF-7 e a MDA-MB-231 possuem caracteristicas distintas
(CAMPOQY et al., 2019) e cari6tipos com alteracdes numéricas (ATCC, 2020). Em
relacdo a célula-tronco tumoral, na linhagem MDA-MB-231 destaca-se 0S genes
fenotipicos em comparacéo a linhagem MCF-7 (RALPH, 2019).

A linhagem celular humana de adenocarcinoma mamario (MCF-7), foi extraida
de uma mulher caucasiatica de 69 anos que era portadora de cancer de mama
metastatico, cuja linhagem era denominada de 734B (ATCC, 2020). A MCF-7 foi
mantida em cultura e permaneceu estavel, a partir de um grupo de células flutuantes
da cultura primaria de 734B. Além disso, possui receptores de estrogeno
(possibilidade de servir como alvo terapéutico), uma propriedade de supra importancia
para a prética clinica (SOULE et al., 1973).

A linhagem humana MDA-MB-231, adenocarcinoma mamario foi retirada de
uma paciente durante um procedimento cirlrgico de mastectomia radical na mama
direita, que apresentava alteracbes numéricas em seu cariétipo, a mulher era
caucasiana e tinha 51 anos de idade, suas células foram cultivadas em laboratorio,
desde outubro de 1973 a partir de uma Unica amostra (ATCC, 2020; CAILLEAU et al.,
1974). Essa linhagem é conhecida como triplo-negativa no que tange a expressao dos
receptores: RE, RP e Her-2 (PINHO, 2014).

3.1.4 Cancer de cérvice uterina
O cancer cervical uterino (CCU) é uma das principais neoplasias que
acometem gravemente o publico feminino, em decorréncia a exposi¢ao recorrente ao

Human Papiloma virus (HPV) (INCA, 2019). E um virus de DNA epiteliotréfico, que
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pode estimular o epitélio, porém a sua capacidade de proliferagdo dependera da célula
atingida (BRASILEIRO FILHO, 2016). Foi encontrado 99,7% do DNA desse virus em
casos de cancer de colo uterino, destacando-se uma propor¢ao de causa e efeito entre
um agente e cancer em humanos (WHO, 2016).

Esse virus € muito comum entre a populacdo humana, prevalecendo de 2% a
44% entre as mulheres do mundo (MEHTA et al., 2017). Em 2020, estimou-se 604 mil
casos novos do CCU a nivel mundial e foi considerado o quarto tipo de cancer mais
frequente no sexo feminino, sendo responsavel por cerca de 342 mil Obitos em
mulheres (WHO, 2020).

No territério brasileiro, a estimativa para o triénio de 2020-2022 é de 16.590
novos casos por ano, esperando-se 15,43/100.000 mulheres, apresentando a
segunda maior incidéncia. A Regido Norte (21,20/100.000) e Nordeste
(17,62/100.000), ocupam primeiro e segundo lugar, respectivamente. O Centro-Oeste
(15,92/100.000), Regiao Sul (17,48/100.000) e Regido Sudeste (12,01/100.000)
menor estimativa (INCA, 2019).

Etiologicamente as persistentes infeccbes pelo HPV estdo no ranking,
estimando-se a existéncia de 200 gendtipos do HPV, dos quais 18 sao oncogénicos
(STEWART, WILD; MCGRAW, 2014), e os tipos HPV16 e HPV18 representam risco
elevado para 70% do surgimento neoplasico intraepitelial cervical (lesdes precursoras)
(BYCHKOVSKY, 2016), além destes, o HPV31, HPV33, HPV35, HPV45), também séo
de alto risco. Em quase todos os tumores cervicais sdo detectados, sequéncias de
DNA de HPVs (NUNES et al.,, 2018). Aproximadamente 40% dos tipos de HPV
acometem a genitalia de ambos 0s sexos, aqueles considerados de risco elevado
podem promover cancer de colo de Utero, vagina, vulva, anus, pénis, orofaringe e
boca. Os subtipos HPV6 e HPV11 estdo entre os de baixo risco, presentes em 90%
das verrugas anogenitais benignas, sendo de grande importancia (BYCHKOVSKY,
2016; NUNES et al., 2018).

O CCuU origina-se, principalmente, na juncdao escamo colunar (JEC) e se
desenvolve através da replicacdo desorganizada do epitélio que reveste o colo
uterino, chamada de lesé@o precursora. Apresenta ainda um imunofendtipo igual e
acima de 90% das células de lesdes intraepiteliais de alto grau (LIEAG) e de
carcinomas cervicais, reforcando o quao é importante este local para iniciar a
sequéncia carcinogénica (INCA, 2016; MIRKOVIC et al., 2015; BRASILEIRO FILHO,

2016).
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As lesBes precursoras sao atipicas e limitadas ao tecido epitelial através de
uma relagdo temporal e espacial, favorecendo a infec¢éo, a colonizacao epitelial, pré-
requisito para desenvolver o carcinoma invasor do colo uterino (MIRKOVIC et al.,
2015; MEHTA et al., 2017). Na fase inicial, raramente as lesdes precursoras
apresentam sinais e sintomas, porém ao progredir a doencga, pode surgir corrimento,
sangramento vaginal (LIBERA, et al., 2018) intermitente ou em seguida a relacao
sexual e anormalidade da secrecdo vaginal. No estagio avancado envolvem:
lombalgia, fadiga, presenca de urina ou fezes na regido genital, dor pélvica e
diminuicdo de massa corporea (MEDLINEPLUS, 2016).

Essas lesdes encontram-se em duas formas: lesao intraepitelial escamosa de
baixo grau (LIEBG), envolvidas com a replicacdo ativa do HPV e a leséo intraepitelial
escamosa de alto grau (LIEAG), apresenta caracteristicas de alterar o ndcleo,
causando a transformacéo da célula (MIRKOVIC et al., 2015; BRASIL, 2019).

As microlesfes presentes na camada basal do epitélio escamoso d&o inicio
ao processo infeccioso pelo HPV, que se encontra no nucleo da célula hospedeira,
servem de reservatério ao DNA viral, ndo sofrem lise, o genoma fica estavel e se
replica. O genoma do HPV divide-se em: regido nao codificante denominada de longa
regiao controladora (LCR), regido codificadora precoce (E) e regiao codificadora tardia
(L). As novas células ja infectadas, no momento da diviséo, irdo originar as células
filhas com DNA viral de forma equitativa, as quais migrardo da camada basal para as
camadas mais superficiais do epitélio e iniciardo a diferenciacao celular (SAMPAIO;
ALMEIDA, 2009; BOCCARDO, 2010).

Os genes codificadores das proteinas reguladoras das fases vegetativas e
produtivas do ciclo do virus, participantes de sua replicacdo e da oncogénese
pertencem aregido E (E, E2, E4, E5, E6 e E7) (BRASILEIRO FILHO, 2016). Os genes
virais, E6 e o E7 originam a carcinogénese advindo do HPV, ambos intervém no
funcionamento das proteinas pRb e p53 da célula hospedeira, levando a desregulacéo
e imortalizacdo celular. Esses genes virais também causam danos em outras
proteinas celulares que tém atividades regulatorias diversificadas, proporcionando
fuga imunoldgica, resisténcia a apoptose e reproducdo de células epiteliais
(SAMPAIO; ALMEIDA, 2009; DOORBAR et al., 2012).

Quando as proteinas p53 e pRb séo inibidas, ocorre descontrole na
proliferacdo das células e na morte celular programada, permitindo que as células

infectadas pelo HPV déem sequéncia na divisdo, apesar do dano no DNA,
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potencializando o risco delas se tornarem malignas (SOUTO et al., 2005). As
deformacgdes em decorréncia do HPV, no epitélio glandular do colo uterino, associam-
se ao progresso do adenocarcinoma cervical (BRUNI et al., 2014).

Ao persistir a infeccdo viral, expressdo de oncogenes do HPV pelo
metabolismo alterado dos queratindcitos e a cronicidade das respostas inflamatérias
sem eficacia levam a producédo de EROs (KGATLE et al., 2017), participantes dos trés
estagios de carcinogénese, contribuindo no comeco do cancer com as mutacdes no
DNA nuclear ou mitocondrial, delecdo, mutacdo pontual, delecbes, translocacdes
cromossOmicas e outros. Ou seja, as células naturais sdo modificadas pela EROs e
promovem a disseminacao celular, inibem a apoptose, regulam os genes e alteram o
estado redox para conservar a malignidade dos fenétipos (KOCYIGIT et al., 2017).

Dessa forma, as alteracdes pré-malignas sdo denominadas neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC), iniciam-se lentamente de forma previsivel, sendo
consideradas de lesGes intraepiteliais de baixo grau, evoluem potencialmente a
estagios invasivos (lesbes intraepiteliais de alto grau), podendo ser identificados
precocemente por meio do exame Papanicolau e quando tratados no inicio da
enfermidade sdo curaveis em quase todos os casos. As NICs evoluem para carcinoma
in situ e carcinoma invasor (INCA, 2019, INCA, 2016a).

A vacina contra o HPV, surgiu como forma de proteger o publico feminino que
iniciou a vida sexual e ainda nas mulheres que fazem tratamento por lesbes em
decorréncia do HPV, ja que a infec¢cdo nao favorece suficientemente a producao de
anticorpos (SASAGAWA et al., 2012). Além disso, reduz a prevaléncia, incidéncia, a
persisténcia do virus e ainda possui a capacidade de protecdo contra neoplasia
intraepitelial cervical grau 2 ou NIC2+ (GARLAND et al., 2016; HARPER, DEMARS,
2017).

A ANVISA, aprovou duas vacinas no Brasil para esse enfrentamento, a
Quadrivalente recombinante (laboratério Gardasil, MSD) contra o virus HPV dos tipos
6, 11, 16 e 18; e a vacina bivalente do laboratério Cervarix®, GSK, contra o0 HPV
oncogénico dos tipos 16 e 18 (ANVISA, 2007).

A vacina quadrivalente mostrou eficacia como precaucdo das neoplasias
intraepiteliais do colo uterino, vagina, vulva e anus e também contra os tipos virais
presentes na vacina (GARLAND et al., 2016; HARPER, DEMARS, 2017). O quadro 2

demonstra as diversas caracteristicas dessas vacinas.
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Quadro 2: Comparativos entre as vacinas contra HPV licenciadas no Brasil em 2017.

LABORATORIO

MSD

GSK

Nome

Gardasil®

Cervarix®

Composicao (VLP)

6 e 18 (20 pg)
11 e 16 (40 pg)

16 e 18 (20 pg)

Adjuvante

225 pg Sulfato hidroxifosfato

de aluminio

500 pg Aluminio + 50 uyg MPL
(‘AS04’)

Esquema vacinal

0-2-6 meses por via IM

0-1-6 meses por via IM

0-6 a 12m (9-14 anos)*

0-5a 13m (9-14 anos)*

Aprovacéo por idade

e género

Homens Mulheres

9 a 26 anos 9 a 45 anos

Mulheres

a partir de 9 anos

Foco principal da

prevencéo

Verrugas genitais, NIV, NIVA,

NIC2/3, cancer cervical e anal

LesBes pré-cancerosas NIC 2/3
pelo HPV 16 e/ou 18, e infec¢des
incidentes e persistentes
causadas pelo HPV 31 e/lou 45 e

cancer cervical.

Fonte: Cervarix®, 2017; Gardasil®
* Imunossuprimidos devem realizar trés doses, mesmo abaixo de 14 anos de idade.

Em marco de 2014, o Programa Nacional de Imunizacdo (PNI) iniciou a

vacinagao contra o HPV em meninas entre 11 e 13 anos de idade (duas doses, sendo

0 a 6 meses e a terceira dose prevista apos 60 meses). No ano seguinte houve

mudanca no esquema (duas doses) e ampliou-se a faixa etaria para meninas de 9 a

10 anos. As mulheres até 26 anos que convivem HIV/AIDS passaram a ter direito na

vacina em 2016, a qual também foi liberada em 2017 para o sexo masculino e

feminino de maneira semelhante, acrescidos dos portadores de outros tipos de

imunossupressao (BRASIL, 2017). O calendario oficial e atualizado de 2017 esta

descrito no quadro 3.
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Quadro 3: Programa oficial de vacinagéo contra HPV do PNI de acordo com o género, para
o periodo de 2017-2020 (PNI — Junho/2017).

Ano Meninos e homens Meninas e mulheres
Idade N° doses Idade N° doses
2017-2018 11 e 14 anos 2
(0-6 meses)
2019 10 e 11 anos 2 2
(0-6 meses) 9 e 14 anos (0-6 meses)
2020 9 e 10 anos 2
(0-6 meses)
2017-2020 HIV+ e 3 HIV+ e 3
imunossuprimido* | (0-2-6 meses) | imunossuprimido* (0-2-6
9 a 26 anos 9 a 26 anos meses)

Fonte: BRASIL, (2016); BRASIL, (2017).
* Imunossupressao por transplante e tratamento oncoldgico

Em se tratando das linhagens de células mais comuns de HPV, segundo Diao,
et al. (2015) sdo SiHa e CasKi (HPV-16 positivo), HeLa (Adenocarcinoma cervical
humano - HPV-18 positivo), C33-A (HPV-16 negativo) e HT-3 (HPV-18 negativo) (IJAZ
et al., 2018).

As células de um carcinoma de cérvix uterino da paciente Henrietta Lacks (He
La), foram isoladas para cultura na década de 1950 por Gey e colaboradores
(LANDRY et al.,, 2013). Elas sdo consideradas a primeira linhagem de células
humanas a sobreviver e se multiplicar em laboratério e vém contribuindo com
cientistas mundiais, biomédicos, criacdo de tecnologias, medicamentos, surgimento
de vacinas, mapeamento de genes, pesquisa de varios tipos de cancer, tratamento de
doencas e seus mecanismos ha mais de 50 anos, além disso, foram fundamentais no
estudo da tuberculose, HIV e do Papilomavirus humano (HPV), sendo relevantes até
os dias atuais (GUEDES, 2013).

3.2 TRATAMENTO DO CANCER E AGENTES QUIMIOTERAPICOS

Para o tratamento do cancer conforme seu agravamento, 0S principais
meétodos empregados sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia citotoxica, que podem

ser utilizados de maneira isolada ou conjuntamente conforme a suscetibilidade
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tumoral frente a terapia e sua administracao sequencial (INCA, 2020). Além destes
existe a hormonioterapia, transplante de medula éssea e terapia alvo (DANCSOK;
ASLEH-ALBURAYA; NIELSEN, 2017; MIN et al., 2017; ROKHFOROZ et al., 2017).

A quimioterapia é o método mais empregado, realizado através de terapia
medicamentosa, administrada oralmente ou por via endovenosa e elimina as células
cancerigenas, as quais se dividem rapidamente, diferente das células normais
(ROKHFOROZ et al, 2017; RUBOVSZKY; HORVATH, 2017). Seu principal
mecanismo de acédo € inibir a proliferacao celular de forma nao seletiva, promovendo
sofrimento para as células malignas, porém, os agentes utilizados também afetam as
células normais (INCAb, 2017). As células-tronco tumorais resistem a essa
modalidade de tratamento (SU et al., 2018).

A terapia citotoxica constitui-se de inimeras desvantagens e limitacGes tais
como: especificidade reduzida, toxicidade em células sadias, resisténcia as células
malignas, que conjuntamente contribuem com a ineficiéncia do tratamento (EL- MAGD
et al., 2017; PAJUELO-LOZANO et al., 2018), devido os efeitos adversos em células
normais do sistema imunolégico, aparelho gastrintestinal e capilares (CHU; RUBIN,
2018). As acdes indesejaveis sao: alopecia, nauseas, cefaléia, varias lesbes no DNA,
ativando mecanismos de morte celular, induzem resisténcia a multiplos farmacos
(SALEM et al., 2016; EL FAR et al., 2018), constipacao intestinal, diarréia, émese,
supressdo da medula 6ssea, toxicidade nas células (figado, coracdo, pulmao, rim,
derme, aparelho reprodutivo) e alteracées no metabolismo. Neste contexto os eventos
adversos a longo prazo contribuem com o risco de desenvolver outros tipos de cancer,
uma vez que os agentes antineoplasicos sdo mutagénicos (SABAA et al., 2017).

Os quimioterapicos citotoxicos se dividem em trés classes: agentes
alquilantes, os produtos naturais e 0s agentes antimetabdlicos (Figura 7). Os agentes
alquilantes tém acéo direta no DNA, proporcionando danos (ciclosfosfamida, cisplatina
e mostardas nitrogenadas) (CHEN et al., 2017), atraves da ligacéo intracadeia aos
filamentos de DNA, impedindo sua transcri¢cdo e replicagdo do acido nucleico. Eles
possuem a capacidade de eliminar as células tumorais em repouso ou presentes no
ciclo celular (RUSSO et al., 2018).

As mostardas nitrogenadas (ciclofosfamida, ifosfamida), fazem parte desse
grupo, além das mostardas fenilalanina, alquilsufonatos (bissulfan), as nitrosuréias, 0s
complexos de coordenacdo de platina (cisplatina e a carboplatina) (RANG, 2016;

ABOTALEB et al., 2018).
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Os produtos naturais, denominados como “metabdlitos secundarios”,
apresentam estruturas quimicas complexas com capacidade de alterar as funcdes
bioldgicas, além de serem vistos como fontes de grandes descobertas farmacéuticas,
ao longo dos anos, pela ampla diversidade de compostos quimicos obtidos
diretamente da natureza (DUTRA et al., 2016; KATZ; BALTZ, 2016; YUAN et al.,
2016). Como exemplo, temos os alcaldides da vinca e diterpenos como o taxol (CHEN
et al., 2017).

Figura 7: Esquema da atividade dos agentes quimioterapicos de acordo com o ciclo celular

Antimetabohtos
Produtos naturais _°

Agentes o
alquilantes
do DNA,

es mitoticos

Fonte: ALMEIDA et al., (2005).

Os agentes antimetabdlicos, agem bloqueando a producédo do DNA, na fase
S do ciclo celular (metotrexato e o 5-fluorouracil) (CHEN et al., 2017). A tioguanina
também sdo antimetabdlitos e inibem principalmente a sintese das purinas (CHU;
RUBIN, 2018).

Outros quimioterapicos sao utilizados para tratar o cancer no ser humano:
actinomicina D, bleomicina, cisplatina (DNA é danificado através da alquilac&o),
daunorrubicina, doxorrubicina e taxanos (interacdo com a tubulina), etoposideo
(interagdo com topoisomerase Il), hidroxiureia, mercaptopurina, vincristina e
vimblastina (inibe a sintese do RNA ou de proteinas), fluruoracila (impede a formacéo

dos dexorribonucleotideos) (CHU; RUBIN, 2018), inibindo de forma irreversivel a
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timidina sintetase, a qual converge a uridina em timidina (SHAH et al., 2016;
SCHULTZE et al., 2017).

A 5-fluruoracil (5-FU) € um analogo da pirimidina, apresenta um atomo de fltor
na posicao C-5 da uracila no lugar do hidrogénio, sua atividade se da incorporando 0s
fluoronucleotideos ao RNA e DNA (CLIFFORD et al., 2018).

Os taxanos, paclitaxel e docetaxel, quebram os microtibulos na fase inicial da
divisdo celular, obstruem o processo normal da polimerizacdo/despolimerizagéo,
inibem a mitose, resultando em apoptose do ciclo celular na fase G2-M, interrompendo
o desenvolvimento das células neoplasicas, possibilitando sua morte. Porém, eles sédo
neurotoxicos, cardiotdxicos e causam, nauseas, émese, mielosupressao, alteracdes
no sistema gastrintestinal, alergia e reacfes cutaneas. Os taxanos apresentam
resisténcia ao cancer mamario culminando em uma probleméatica aos pacientes que
precisam fazer o tratamento oncolégico (SOUCHEK et al., 2017).

J& os antibidticos antineoplasicos, antraciclinas (epirrubicina e doxorrubicina),
inibem a enzima topoisomerase I, alterando a fluidez e a passagem de ions atraves
da membrana celular, formando radicais livres e posteriormente a quebra dos
filamentos de DNA (CARVALHO et al., 2015). Entretanto, esta classe é cardiotoxica,
associa-se a trombose e prejudicam o tratamento do adenocarcinoma mamario por
desenvolver resisténcia aos quimioterapicos (SHAFIEI-RANNEJAD et al., 2017).

Os ultimos avancos na abordagem terapéutica do cancer de mama tém a
finalidade de prolongar a sobrevida e possibilitar a qualidade de vida, sendo assim,
divide-se em tratamento local (cirurgia, radioterapia, além da reconstru¢cdo mamaria),
e sistémico (quimioterapia, hormonioterapia e terapia bioldgica) (INCA, 2020). A
escolha da melhor associacdo das terapias é de extrema relevancia e leva em
consideracdo o estadiamento clinico anatémico e/ou patolégico, o tipo histolégico, a
presenca de RE e RP, a superexpressao do HER2 no tumor, o estado de saude da
paciente (COATES, 2015; NCCN, 2018), para determinar o tratamento mais
apropriado (PRABHU; DEVARAJ, 2017).

Os varios subtipos moleculares do cancer de mama demonstram diversidades
bioldgicas, a correlacdo entre eles direcionara os resultados clinicos e terapéuticos,
favorecendo uma abordagem personalizada para a medicina (HENNIGS et al, 2016;
LI et al., 2016). Os subtipos TNBC e enriquecidos HER-2 sdo mais sensiveis a
quimioterapia e fazem co-relagdo com as caracteristicas clinicas e patoldgicas apesar

do TNBC apresentar sensibilidade ao quimioterapico. Existindo recorréncia da
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metastase, havera maior dificuldade de tratar, resultando em breve sobrevida pela
decorréncia do mau prognostico (KUMAR; AGGARWAL, 2016).

A cirurgia é considerada um tratamento eficaz para o cancer de mama, pode
ser conservadora (somente o tumor € extraido) ou mastectomia total em que ocorre a
extracdo de todo o tecido mamario e também os ganglios linfaticos axilares (INCA,
2016b). Em alguns casos 0s pacientes passam pela quimioterapia neoadjuvante
(NAC), estratégia que permite eles receberem quimioterapia antes do procedimento
cirdrgico com foco na reducao do tamanho do tumor a fim de promover a manutencao
saudavel do tecido mamario (ACEVEDO et al., 2015). Além de procedimento cirargico
radical ou conservador, utiliza-se a nivel sistémico a quimioterapia, hormonioterapia
e/ou terapia-alvo molecular e local, assim como a radioterapia (NCCN, 2018).

No tratamento radioterapico séo utilizados raios X, gama e feixes de elétrons
que culminam com a morte das células e tecidos afetados, através de diversos
mecanismos (UK, 2016). O tratamento pode ser: radical ou curativa, remissiva,
profilatica, paliativa e ablativa. O primeiro vislumbra a erradicacdo do tumor, o
segundo busca reduzir o tumor, o terceiro atua na fase subclinica, ou seja, o volume
tumoral é inexistente, todavia ha possibilidade de dispersdo das células malignas, o
guarto tem a finalidade de controlar o sangramento, a dor intensa, e a compresséao de
orgdos; por ultimo a radiacdo é administrada para suprimir a funcdo de um 6érgéo
(INCA, 2017c).

Existem técnicas muito usadas no combate ao cancer como a fotorradiacéo e
a imunoterapia, estas podem ser associadas a alguma das terapias
supramencionadas. A fotorradiacdo com derivados hematoporfirinicos (HTP),
seleciona a célula que sera atacada, esta perdera sua utilidade internamente, pois
tera porfinas que resultardo em acumulo aos 6rgaos sadios (CHU; RUBIN, 2018; LI et
al., 2019). A imunoterapia € usada tecnicamente na destruicdo de células malignas
remanescentes de cirurgias, age estimulando as defesas do organismo através das
citocinas como a interleucina-2, interferon (IFN-sa), e também o Bacilo Calmette-
Guérin  (BCG). Utiliza inclusive anticorpos monoclonais (ipilumumabe,
pembrolizumabe e mivolumabe), atuantes em alguns tipos de cancer, pois se ligam
nos receptores de proteinas de células T reguladoras, impedindo sua ativacédo e
evitando que a resposta imunoldgica seja desligada (LE et al., 2019; CHEN et al.,
2017).
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Dois medicamentos foram utilizados com desfecho em TNBC, o Atezolizumab
(anticorpo anti-PDL-1) e Pembrolizumabe (anticorpo anti-PD-1) que agiram em
subgrupo de tumores que expressam niveis elevados de ligante de morte celular
programada (SCHMID et al., 2018). O bevacizumabe, anticorpo monoclonal, esta
atuando contra mecanismos especificos da célula neoplésica, sua a¢do consiste em
se ligar de forma seletiva aos receptores Flt-1 e KDR presentes na superficie das
células endoteliais. Essa agao resultara na inativacéo da atividade bioldgica, do fator
de crescimento do endotélio vascular humano (VEGF, vascular endothelial growth
factor, um dos agentes relevantes que estimulam a formacdo de novos vasos),
consequentemente ocorrera a diminuicAo da vascularizacdo neoplasica,
inviabilizando o crescimento do tumor (KEATING, 2014; ANVISA, 2016).

Esse medicamento € indicado em varios tipos de céancer, entre eles o de
mama metastatico ou local recorrente e da cérvice uterina persistente, para este deve
ser tratado em conjunto ao placlitaxel e cisplatina ou paclitaxel e topotecano no publico
alvo que nao puder utilizar a terapia com platina (ANVISA, 2016). O trastuzumab, o
pertuzumab e o docetaxel, sdo anticorpos usados na pratica clinica para combater o
HER-2, receptor tirosina quinase, regulador relevante no crescimento das células de
cancer de mama (SWAIN et al., 2015).

Diante do exposto, a busca por terapias antitumorais que apresente o minimo
de reacdes adversas, facil acesso ao publico alvo e também minimize a proliferacéao
das células tumorais impedindo a disseminacdo da metastase, tem sido um grande
desafio as pesquisas, as quais vislumbram moléculas ativas advindas dos vegetais
(SHARMA; ZAFAR, 2015).

Entre 1940 e 2019 cerca de 64,8% dos farmacos antitumorais aprovados, sao
medicamentos ndo sintéticos, de origem natural como exemplo, o paclitaxel, isolado
da casca de Taxus brevifolia Nutt, € uma das drogas usadas em grande escala no
tratamento do cancer de mama (MAJOLO et al., 2019).

Diante deste contexto, existe uma busca incessante por novos farmacos, com
menos efeitos colaterais que as drogas usuais existentes no mercado para o
tratamento do cancer. Os compostos oriundos das plantas medicinais sao fontes
imprescindiveis para desenvolver novos medicamentos, por serem moléculas
terapeuticamente ativas, obtidas de uma quimica combinatéria inigualavel. Neste
sentido, a industria farmacéutica e agéncias de fomento a pesquisa investem

fortemente em estudos cientificos e o screening de produtos naturais é uma
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ferramenta importante e eficaz na identificacdo de farmacos antitumorais promissores
gque possam aumentar a qualidade e sobrevida dos pacientes em tratamento
oncoldgico (CHAVOSHI et al., 2017; NEWMAN; CRAGG, 2020; MAJOLO et al., 2019).

3.2.1 Produtos Naturais e o Cancer

Historicamente o ser humano buscou na natureza, através de plantas
medicinais uma maneira de curar e prevenir terapeuticamente a populacdo das
enfermidades, desde a antiguidade (IJAZ et al., 2018; PATEL et al., 2018; RAJ et al.,
2018). Na obra Pen Ts’ao, do chinés Shen Nung, foram registrados os relatos mais
antigos (3.000 a.C.). Os registros do uso medicinal das plantas foram feitos pelas
civilizacbes mesopotamicas, por volta de 2600 a. C., egipcias e gregas (CHEN et al.
2017), através de fosseis, ha cerca de 60 mil anos e continua desempenhando um
importante papel na terapéutica (YUAN et al., 2016). O uso da papoula (Papaver
somniferum), é exemplo, sendo descrito por mais de 4000 anos (KHAN, 2014; DUTRA
et al., 2016).

No Antigo Egito, Mesopotamia, Creta, México e China, foram identificadas
varias espécies de cunho medicinal em Jardins reais, e a escrita dos textos sobre elas
transmitiram conhecimentos por geracdes (GEORGE et al.,, 2016). Os estudos
boténicos detectaram a existéncia mundial superior a 3000 espécies vegetais
detentoras de propriedades terapéuticas, indicadas (SOUZA et al., 2016; TARIQ et al.,
2017) pela potencialidade de demonstrar efeitos adversos diminuidos (AHMAD et al.,
2017).

O Brasil contabiliza 45.000 espécies de plantas, movimenta o mercado de
fitoterapicos e detém em torno de 20-22% da biodiversidade do planeta (DUTRA et
al., 2016). A estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o uso da
medicina tradicional ou fitoterdpica direta ou indireta, pela populagdo mundial, gira em
torno de 80%, para tratar enfermidades (PATEL et al.,, 2018; FATIMA, KANWAL;
MAHMOOD, 2018).

Ha mais de quatro décadas, 74% de substancias advindas de extratos
naturais ou seus derivados, sdo utilizadas no combate ao cancer (PYE et al., 2017).
Nos ultimos anos, as plantas medicinais tém chamado atencéo e séo foco de pesquisa
pela diversidade quimica, bioldgica e farmacolédgica, para a obtencdo de produtos
inovadores, eficazes, com pouco impacto colateral por apresentarem atividades e

propriedades terapéuticas comprovadas, designadas para tratar varias enfermidades
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(CASANOVA; COSTA, 2017; RIBEIRO et al., 2018; YANG et al., 2017; NEWMAN;
CRAGG, 2020).

Neste sentido existe macro interesse para descobrir compostos com
seletividade elevada em células-alvo, que subsidiem a producaos de novos farmacos
(CARVALHO et al., 2019). Sendo assim, as plantas séo utilizadas como tratamento
alternativo, uma vez que, de acordo com os relatos em literatura possuem a
capacidade de aumentar a concentracdo das caspases iniciadoras (8 e 9), clivando
tanto as pro-formas nativas de caspases, como a concentracao de caspases efetoras
(3) que clivam os demais substratos, sequenciando uma cascata apoptotica
(RODRIGUES, BERTOLIN, FUCASE et al., 2017).

h& grande interesse na descoberta e identificacdo de compostos eficazes com
baixos custos de producéo e alta seletividade de células-alvo e que venha a servir de
base no desenvolvimento de novos medicamentos (

Os pesquisadores asseguram ser extramamente importante identificar
compostos existentes nas plantas com potencial efeito antineoplasico, que diminuam
as acdes tumorais (ABU-DARWISH, EFFERTH, 2018; ALVAREZ et al., 2021), além
de possibilitarem o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento e/ou cura
do céancer, frente a tecnologia, variedade de pontos estratégicos e disponibilidade de
métodos (HARVEY et al., 2015; MOLIN, et al., 2015; AHMAD et al., 2017). Visto que,
1/3 dos medicamentos utilizados usualmente sdo provenientes de recursos naturais
baseadas em plantas medicinais. Em se tratando dos antineoplasicos, os constituintes
relevantes das plantas em mais de 60% como: aldeidos, alcaldides, flavondides,
glicésideos, terpenoides e compostos fendlicos favorecem o desenvolvimento de
medicamentos com acfes anticancerigenas e antitumorais (ALEEBRAHIM-
DEHKORDY et al., 2017; BUYEL, 2018; KARMAHAPATRA et al., 2018).

Os alcaldides e os taninos, sdo metabdlitos secundarios presentes nas partes
aéreas da espécie Catharanthus roseus, na qual foram identificados mais de 100
compostos. Esses alcaloides sdo chamados de alcaloides vinca (vinblastina,
vincristina, vindesina, vinorelbina (semi-sintética) e vinflunina), sendo usados no
combate ao cancer e promoveram importante impacto terapéutico e econémico (QU
et al., 2019). Os metabdlitos secundarios estao presentes em abundancia nas plantas,
seus beneficios sdo promissores nos ensaios biolégicos (LEE et al., 2018), por
exemplo, as saponinas, triterpenos e polissacarideos vém se destacando em varias

pesquisas, por apresentarem atividade antitumoral e propriedades que regulam as
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fungBes do sistema imunoldgico, apoptose, autofagia e inibicdo proliferativa da célula
(RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017).

Esses metabdlitos possibilitaram a descoberta de farmacos para tratar
algumas neoplasias como por exemplo, os derivados da podofilotoxina, procedidos de
rizomas de Podophyllum peltatume e P. hexandrum; os oriundos da camptotecina,
obtidos da Campotheca acuminata; o taxol e o docetaxol extraidos de Taxus brevifolia
e T. baccata (CHU; RUBIN, 2018).

O Taxol produzido pelo fungo endofitico Taxomyces andreanae foi aprovado
clinicamente em 2005, apGs o isolamento dos compostos demonstrarem a capacidade
de regredir o cAncer de mama e ovario, resistentes ao tratamento convencional. Esse
farmaco age despolimerizando os microtubulos bloqueando-os (LIU et al., 2016; CHU;
RUBIN, 2018).

A partir dos extratos obtidos de plantas medicinais, foram detectados varios
constituintes ou moléculas relevantes, por conterem atividades biol6gicas dos
compostos bioativos de suma importancia, os quais sao utilizados como coadjuvantes
eficazes na terapia anticancer, devido atuacdo através de diversos mecanismos
(VIEIRA et al.,, 2017; AQIL et al.,, 2019; NGUYEN; SCARLETT, 2019), possuem
também potentes inibidores da supressdo de anfigénese, proliferacdo celular,
indutores de apoptose e ainda retardam o processo de metastase (IJAZ et al., 2018),
dessa maneira serdo destacados por serem de fonte segura com capacidade de
originar compostos altamente eficazes (VIEIRA et al., 2017).

Dessa forma, os produtos naturais obtidos de vegetais estdo sendo
potencialmente utilizados no tratamento do cancer em diversos lugares do mundo séo:
Glycyrrhiza glabra, Uncaria tomentosa, Camellia sinensis, Panax ginseng, Prunus
armenaica, Allium sativum, Arctium lappa e Curcuma, sendo que, as folhas séao as
partes aéreas mais estudadas (BARAYA, 2016).

Em uma revisao de literatura foi identificado que as substancias: epicatequina,
lupeol, &cido cafeico, acido ursdlico e berberina demonstraram agéo antiproliferativa,
aumento de proteinas pro-apoptéticas e reducao de fatores que favorecem as células
tumorais a sofrerem metéstase, conforme ensaios in vitro e in vivo demonstrando seus
potenciais antineoplasicos (FEITOZA, et al., 2021).

O composto berberina (alcaloide benzilisoquinolina), foi avaliada contra
células do cancer de mama, apresentou eficazmente a sensibilizagdo das células ao

uso do antineoplasico (cisplatina), ativando os fatores pré-apoptéticos, que tem
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relacdo com o aumento da caspase 9, responsavel pela fase inicial de apoptose (AL-
DABBAGH; ELHATY; AL HROUT et al., 2018). Esse composto pode ser indicado para
pacientes com cancer em metastase por sua acdo em potencializar os efeitos
exercidos pelos medicamentos antimetastaticos, podendo entdo ser indicado como
terapia coadjuvante ao tratamento clinico (KOOTI, SERVATYARI, BEHZADIFAR et
al., 2017).

A curcumina apresenta capacidade de inibir o NF-K[3 (fator nuclear Kappa 3),
caracterizando-se como potente agente anticancer. Esse complexo proteico responde
a estimulos de estresse e sua desregulacao tem ligacdo com o desenvolvimento de
tumores (KUETE, NGNINTEDO, FOTSO et al., 2018).

Nesse sentido, a busca por novas drogas que atuem de forma segura, eficaz,
com baixa toxicidade e diminuicdo de efeitos adversos, sao de grande relevancia para
a terapia convencional do céancer no que tange a baixa adesdo dos pacientes
(SRIVASTAVA et al., 2016).

Diante do exposto, uma hortalica condimentar que faz parte da familia
Asteraceae. o0 jambu (Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen), originario da Amaz6nia
(SAMPAIO et al., 2020; LALCHHANDAMA et al., 2020), vem despertando interesse
dos cientistas por ter como caracteristica uma fonte enriquecedora de compostos
ativos, possui uma fonte riquissima de componentes terapéuticos, caracterizando-o
em uma planta medicinal de cunho cientifico de grande relevancia
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; PAULRAJ et al., 2013).

3.2.2 Acmella oleracea

E uma planta herbacea anual do tipo Cs, tem origem na América do Sul,
perene, ramificada, semiereta ou quase rasteira multiplicando-se através das
sementes ou hastes enraizadas, atinge cerca de 32 a 60 cm, sua raiz adventicia,
possui inimeras ramificacoes laterais (pivotante) (SAVADI et al., 2010). As folhas
encontram-se opostas, ovais, membranaceas e pecioladas, contendo bordas
irregulares, de origem simplificada. O caule tem um aspecto cilindrico, polposo e os
ramos sao inclinados; as flores amarelas, pequenas, tém a ponta avermelhada, com
formato de cupula e sépalas bem dispostas, identificadas em areas purpuras na palea
do calice, circundadas por pequenas pétalas, dispostas em capitulos de forma globosa
e terminal (FAVORETO; GILBERT, 2010; UTHPALA, 2020).
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O teor de agua é elevado nas inflorescéncias dessa planta, caracterizando a
umidade entre 10,07% e 20% e a massa 1,61% e 7,52%, concomitantemente. Dessa
forma a umidade é um fator considerado como parametro de grande influéncia na
extracdo de alquilamidas lipofilicas pelo seu alto rendimento (BARBOSA et al., 2016;
DIAS et. al., 2017).

No Brasil, mais precisamente na Regido Norte a Acmella oleracea (Spilanthes
oleracea; Spilanthes acmella var. oleracea é conhecida popularmente como jambu

” “*

(Figura 8), “botao-de-ouro”, “abecedaria”, “mastruco” (DI STASI, 2002), “jaguacu”,
“erva-maluca” e “jagurama” (LORENZI, MATOS, 2002), “agrido bravo” ou “agrido do
Para”, agrido de Brasil, agrido do Norte, jambuacu, planta louca, jaburama e planta da
dor de dente. Apds ingestdo de folhas e flores sente-se um leve formigamento e
dorméncia da lingua. Sdo consumidas estado do Pard, em pratos tradicionais e tipicos
da gastronomia da regido, como tacacd, tucupi, arroz paraense, pizzas
(NASCIMENTO et al., 2013; BORGES et al., 2014; TANIA et al., 2015; ROCHA et al.,
2018). Compdem também saladas cruas, sopas, aperitivos japoneses, (DIAS et al.,
2012; LENG et al., 2011), pato no tucupi, pastéis, cervejas e cachacas (HOMMA et

al., 2014).

Figura 8: Partes aéreas compostas por folhas e inflorescéncias de A. oleracea (L). R. K.
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Fonte: MARTINS, (2021).
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A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen possui as seguintes sinonimias:
Spilanthes oleracea L., Spilanthes acmella var oleracea (L.) C.B. Clarke ex Hook. F.,
Spilanthes oleracea fusca (Lam.) DC., Bidens fervida Lam., Bidens fusca Lam., Cotula
pyretharia L., Isocar.pa pyrethraria (L.) Cass, Pyrethrum spilanthus Medik (LORENZI;

MATOS, 2008). Spilanthes acmella L. Murray (PAULRAJ et al., 2013).

Desenvolve-se com muita facilidade em clima quente e umido, distribuida nos

tropicos e subtropicos ao norte da Africa, Australia india e Sri Lanka (LIM, 2016),

apresentando relevantes caracteristicas quimicas (TANIA et al., 2015).

3.2.2.1 Composicao Quimica

Na composicdo quimica do jambu foram identificados constituintes, em varias

partes da planta, reportados na literatura ao longo de anos de investigacdo conforme

0 quadro 4.

Quadro 4. Constituintes e partes da planta

Constituintes Parte da planta Referéncia
acido silico - Dubey et al., (2013).
alquilamidas (espilantol) partes aéreas | Cheng et al., (2015);

Neves et al., 2018).

aminoacidos, 4&cidos organicos, Folhas Pinheiro, (2016).
acido redutor, fendis, alcalbides,

heterosideos, proteinas, e

Triterpenos

carotenodides

folhas, flores e
caule

Da Silva Borges et al.,
(2016).

compostos fendlicos

Folhas

Borges et al.,
Pinheiro, (2016).

(2015);

cumarina (escopoletina)

Barbosa et al., (2016).

alcaldides, glicosideos, esterdides,

flavondides, saponinas e taninos.

folhas, flores e
caule

Pinheiro, (2016).

alcaldides folhas, florese | (Roméo et al., 2015).
caule
flavonoides Flores (Navarro-Gonzales et al.,

(2014).
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Oleos volateis (B-cariofileno, | flores, folhas e | Prachayasittikul et al.,
limoneno e timol), fendlicos (acido caules (2013); Nascimento et al.,
' (2013); Spelman et al.,

vanilico e acido trans-ferulico), (2011).

fitoesterdis (estigmasterol e pB-

sitosterol), polissacarideos

(ramnogalacturonana), acido 3-

acetilaleuritdlico, [B-sitostenona e

outras alquilamidas.

microminerais: boro (B), cobre (Cu), Folhas Borges; Goto; Lima,

ferro (Fe) e zinco (Zn), além dos (2013).

macrominerais:  nitrogénio  (N),

fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca),

magneésio (Mg) e enxofre (S).

terpendides e alquilamidas folhas e flores | Paulraj et al., (2013);
Dallazen, (2020).

trans-cariofileno, D-germacreno, L- | folhas, florese | Da Silva Borges et al.,

dodeceno e espatulenol caule (2016); Yamane et al,
(2016).

Fonte: MARTINS, (2021).

Outros compostos metabdlicos foram identificados recentemente como
guercetina -O-(O-di-acetilglucopiranosil-ramnopiranosidico), 6-hidroxi-N-isobutiloct-2-
en-7-inamida, N-isobutildeca-2,8-dien-6-inamida, quercetina-O-(glicopiranosil-O-
acetil-glucopiranosideo) (suposta nova quercetina) e o seu derivado quercetina - O
(glicopiranosil-O-acetil-glicopiranosideo) (NASCIMENTO, 2019).

3.2.2.2 Espilantol

O espilantol tem aspecto de 6leo amarelado, viscoso, ardente (RAMSEWAK
etal., 1999), foi encontrado primeiramente por Gerber em 1903 € semelhante a afinina
1, existe amplamente nas partes aéreas das plantas, como folhas, flores, caule
(SIMAS et al., 2013; PAULRAJ et al., 2013; PRACHAYASITTIKUL et al., 2013; NEVES
et al., 2018; DALLAZEN et al., 2020; LALTHANPUII, LALCHHANDAMA, 2020), além

das raizes (BARBOSA et al., 2016; JOSHI et al., 2020). A afinina causa pungéncia,
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dorméncia na lingua, formigamento e agua na boca, caracterizando os efeitos
sensoriais (RIOS; OLIVO, 2014; GREGER, 2015).

O espilantol € o composto bioativo promotor das atividades farmacolégicas da
A. oleracea (BARBOSA et al., 2016; SOARES et al., 2014; PRACHAYASITTIKUL et
al., 2013) e constituinte principal das alquilamidas (2E,5Z)-N-isobutil-undeca-2,5-
dieno-8,10-diinamida (Figura 9a) (CHENG et al., 2015), encontrado em plantas da
familia Solanaceae e Piperaceae, responsavel pelas acdes bioldégicas do extrato
destas espécies (ALONSO, 2016). De acordo com os autores Veryser et al. (2015) e
Benelli et al. (2019), as isobutilamidas séao representadas principalmente pela N-
isobutilamida [(2E, 6Z, 8E) — N-isobutil — 2,6,8 - decatrienamida] (Figura 9b, 9c)
(GREGER, 2015; BARBOSA et al., 2016a), nomenclatura IUPAC, férmula molecular
C14H23NO, 221,339 g/mol ¢é wuma alcamida alifatica (Figura 9d)
(PRACHAYASITTIKUL et al., 2013).

Figura 9: Estrutura quimica do espilantol
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As alquilamidas ou alcamidas podem ser encontradas em Anacyclus,
Echinacea e Heliopsis, plantas dos géneros da familia Asteraceae pertencentes ao
género Zanthoxylum da familia Rutaceae (GREGER, 2016).

Na familia Asteraceae as alquilamidas compreendem as fracGes de bases,
que se ligam por meio de uma funcdo amida (alcamidas olefinicas) a um acido graxo

com cadeia lateral Cs a Cis: isobutilamina, sec-butilamina e fenetilamina, decorrentes
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respectivamente da biossintese de valina, isoleucina e fenilalanina (GREGER, 2016;
RIOS, 2012). A isobutilamida espilantol representa a série Cio na tribo Heliantheae
(SILVEIRA et al., 2016).

As N-Alquilamidas (NAAs), sdo constituidas largamente por metabdlitos
secundarios existentes nos vegetais, 0s quais possuem atividades farmacol6gicas
utilizadas amplamente pelas industrias farmacéuticas. O género Spilanthes € uma
fonte potencialmente rica de NAAs (SHARMA, ARUMUGAM, 2021).

Os Extratos obtidos de planta da familia Asteraceae com espilantol em sua
composicdo quimica evidenciaram agbes antioxidante, antiinflamatoria e
antimicrobiana (JAFARINIA; JAFARINIA, 2019).

3.2.2.2.1 Acdes biologicas e farmacolégicas do Espilantol
Vérias pesquisas vém sendo feito com a espécie A. oleracea e foram
identificadas diversas substancias com acdes bioldgicas e farmacoldgicas, ja descritas

por varios pesquisadores, demonstrados no quadro 5:

Quadro 5: A¢des bioldgicas e farmacolégicas do espilantol

Atividades biolégicas Referéncias

Acaricida Cruz et al., (2016); Oliveira et al., (2016);
Anholeto et al., (2017).

Analgésico Rios; Olivo, (2014); Dandin et al., (2014).

Analgesia oral Hajdu, (2014).

Anestésico De Freitas-Blanco et al., (2016); Moro et al.,
(2021), Rondanelli et al., (2020).

Antiartritica Escobedo-Martinez et al., (2017).

Antibacteriana Alcantara et al., (2015); Franca et al.,
(2016).

Anticancerigena Soares et al., (2014; Mishra et al., (2015).

Anticonvulsivante, antineoplasica, | Barbosa et al., (2016).

vasorelaxante, antivirus da

imunodeficiéncia humana

Antifungico, endocanabindides Veryser et al., (2014).
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Anti-helmintico

Lalthanpuii, Lalchhandama, (2020).

Anti-inflamatoria

Cho et al., (2017); Blanco et al., (2018);
Huang et al.. (2018); Kim et al., (2018).

Antimicrobiana

Borges et al., (2016); Farias et al., (2019).

Antimutagénico

(Arriaga-alba; Rios; Déciga-campos, 2013).

Antinoceptivo

Dallazen et al., (2018).

Antioxidante

(Nabi, Shrivastava, 2016).

Antipirético

(Bakondi et al., 2019, Cho et al., 2017).

Anti-rugas substituindo as aplicacdes

de Botox

(Veryser et al., 2014).

Antitérmico, anti-obesidade, diurético

Ferreira et al.; (2014); Cheng et al., (2015).

Antitumoral

Soares et al., (2014).

Bacteriostatico

Barbosa et al., (2015).

Cicatrizante para os cées

Porsani et al., (2016).

Citotoxica

Franca et al., (2016); Kavya, Pattar (2016)

Controlar tecido adiposo visceral e

também o peso do corpo

(Huang et al., 2019b).

Controle biologico

Oliveira et al., (2018).

Dermatite atépica com ruptura da

barreira da pele

Huang et al, (2019).

Doencas bucais, garganta,

reumatismo, anemia e gripe

Neves et al., (2018).

Escorbuto, dispepsia, calculos renais,

problemas hepaticos

Rodrigues et al., (2014).

Estimulante sexual e afrodisiaco

Sharma, Arumugam, (2021); Rocha et al.,
(2018).

Inibidora da enzima tirosinase e da

lipase pancreatica

Barbosa et al., (2016).

Inseticidas Lalthanpuii et al., (2017); Benelli et al.
(2019).
Larvicida Araujo et al., (2018).
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Pronociceptivo Gulledge et al., (2018).

Neuroprotecao Suwanjang et al., (2017); Wilasinee et al.,
(2017).

Tratamento para gatos obstruidos Trevisan et al., (2016).

Tuberculose Prachayasittikul, et al. (2013).

Vasodilatador Castro-Ruiz et al., (2017).

Fonte: MARTINS, (2021).

A atividade antimutagénica do espilantol foi demonstrada por Arriaga-Alba e
colaboradores (2013), através de sua capacidade de diminuir as mutagfes em 40%por
meio da inducdo de 2-aminoantraceno (2AA) e reduzir em 50% o0 dano oxidativo ao
DNA causado por norfloxacino, nas cepas TA98 e TA102 de Salmonella typhimurium.

Utilizado também como matéria-prima de creme antirrugas para substituir a
toxina botulinica, produtos antienvelhecimento, constituindo relaxamento da
microtensao da pele do rosto, prevencéo de alisamentos e radicais livres (BORGES
et al.,, 2016). Essas propriedades sdo subsequentes do conteudo enddgeno,
constituintes  bioativos, como esterdis, cumarinas, flavondides, saponinas,
terpendides, polissacarideos e principalmente as alquilamidas (PRACHAYASITTIKUL
et al., 2013; DALLAZEN et al., 2020).

Boonen et al. (2010), Veryser e seus colaboradores (2014), identificaram que
o espilantol apresentou capacidade de absorver cafeina, testosterona e ibuprofeno
pela derme de forma dose-dependente e ainda de permeabilizar a barreira hemato-
encefélica, a pele, além das mucosas oral e intestinal (DE FREITAS-BLANCO et al.,
2016). A admnistracdo oral do espilantol promoveu absorcdo intestinal em ratos,
demonstrado através de experimentos in vitro e in vivo com células Caco-2
(VERYSER et al., 2016).

Dallazen e seus colaboradores (2020), através de ensaios, defenderam que
uma determinada fragdo de extrato de folha de jambu, administrada imtraplantar
resultou em efeitos antinociceptivos na dor aguda, além de bloquear a degranulagéo
de mastocitos.

A geracdo de Oxido Nitrico (NO), inchaco e infiltracdo do tecido celular no
teste da formalina, foi inibida pela administracdo do extrato da A. oleracea ou
espilantol, sem efeito toxico renal e hepatico, comprovando de forma significativa sua
atividade (STEIN et al., 2021).
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Lemos e seus colaboradores (2021), identificaram que apesar de néo ter
ocorrido mudancas significativas nos ensaios de cito e genotoxicidade, quando foi
testado a maior concentracdo do espilantol, ainda assim pode ser utilizado. Além
disso, outras vias de bloqueio da expressédo de TNF e substrato para as isoformas da
COX, alusivas a poténcia do espilantol na agéo anti-inflamatoria, foram observadas

na realizacédo de ensaios in silico.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi autorizado pelo Conselho de Gestdo do Patrimbnio Genético
(CGEN), sob n. A7C63F0, no SISGEN (ANEXO I).

4.2 LOCAL DA PESQUISA

Inicialmente, a pesquisa foi desenvolvida nos Laboratérios de
Biotransformacédo e Catélise Aplicada e de Absor¢cédo Atdmica e Bioprospecc¢éao, para
a realizacdo do Extratos Hidroetandlico Bruto, localizados, respectivamente, nos
Blocos L e N da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). O fracionamento do
extrato foi realizado no Trinity Biomedical Sciences Institute (TBSI) (Trinity College
Dublin, Irlanda). A caracterizacéo quimica do extrato e isolamento do espilantol foram
realizados no Laboratério Multisuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) e os
ensaios in vitro para avaliar a atividade antitumoral no Laboratorio de
Oncofarmacologia (OncoFar), ambos localizados no Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos (IPeFarM) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.3 MATERIAL
4.3.1 Material Vegetal

O material vegetal fresco (folhas e flores) da Acmella oleracea (Figura 10)

foi coletado no Municipio de Belém, Estado do Para (PA), na localidade 141° SE 48°
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23’ 36" / 214° SO 48° 23’ 36” e uma exsicata foi depositada no Herbario Botanico da
EMBRAPA do Estado do Paré& para identificagdo boténica, sob o registro IAN 197967
(ANEXO II). Esta etapa foi auxiliada, gentilmente, pelo Dr. Geilson Alcantara da Silva
(UFPA).

Figura 10 - Folhas e inflorescéncias de Acmella oleracea

Fonte: MARTINS, (2021).

4.3.2 Amostras para teste

EHIAo — Extrato Hidroetandlico das Inflorescéncias de Acmella oleracea

EHFAo0 — Extrato Hidroetandlico das Folhas de Acmella oleracea

Espilantol — Composto isolado da fragcdo 9 (formula molecular: Ci14H23NO; PM:
221.344 g-mol™, PE: 162 °C)

4.3.3 Linhagens de células tumorais e nédo tumoral

As Linhagens humanas, tumoral e ndo tumoral (linhagens HeLa, MDA-MB
231, SK-MEL-28, HCT-116 e HaCaT) foram provenientes do Banco de células do Rio
de Janeiro (BCRJ) e a linhagem MCF-7 (Quadro 6) do Instituto Nacional do Cancer,
Frederick, MA, EUA. Essas linhagens foram mantidas em meio complemento Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 ou Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) (Sigma
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Aldrich, St. Louis, MO, EUA), com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) inativado (GIBCO,
Grand Island, NY, EUA) e 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO).

A criopreservacao foi realizada em Galdo de Nitrogénio liquido no Laboratério
OncoFar até a realizac@o dos descongelamentos. Para os ensaios in vitro de atividade
antitumoral foram utilizadas linhagens de células tumorais humanas (HCT-116, Hela,
MCF-7, MDA-MB-231, SK-MEL 28) e, para a avaliacado de citotoxicidade, utilizou-se

linhagem nédo tumoral humana (HaCaT).

Quadro 6: Origem histoldgica das linhagens humanas tumoral e ndao tumoral e meios de
cultivo para manutencao.

Linhagem Meio de cultura Tipo histopatolégico
HelLa DMEM alta glicose + Colo de utero
aminoacidos
MCF-7 DMEM baixa glicose Adenocarcinoma de mama
MDA-MB 231 DMEM alta glicose Adenocarcinoma de mama (TNBC)
HCT-116 RPMI Carcinoma colorretal
SK-MEL-28 DMEM baixa glicose Melanoma
HaCaT Queratindcito humano (nao
DMEM alta glicose tumoral)

Fonte: MARTINS, (2021).

4.4 METODOS

4.4.1 Preparo do extrato hidroetandlico de Acmella oleracea (L.) R. K. Jansen
(EHAO)

As folhas e as inflorescéncias frescas de A. oleracea foram selecionadas e
colocadas para secar sob temperatura ambiente por dez dias. Apds este periodo
realizou-se a pesagem de ambos, triturados até adquirirem um p6 de fina granulacao.
Em seguida foram colocados para macerar em alcool etilico (95%) por dez dias a 25°C
(BARBOSA,; TAVARES, 2001). Logo apos realizado filtragdo com auxilio de funil de
separacdo e submetidos a evaporagdo rotativa sob vacuo e pressdo reduzida em
rotaevaporador (Quimis Model Q 218.2), a temperatura de 50°C adaptado da
metodologia descrita por Araujo et al. (2018). Posteriormente, os extratos foram
devidamente identificados e colocados em estufa (Quimis Model Q316M5).
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4.4.2 Caracterizagdo do EHIAo por cromatografia liqguida (CLAE-ESI-MS")

4.4.2.1 Instrumentacéo e condicGes de analise

Um sistema de cromatografia liquida de alto desempenho Shimadzu® (Kyoto,
Japao), acoplado a um Amazon X (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) com uma
fonte de ions de eletrospray (ESI), foi usado para realizar o ESI-IT-MS/MS analise. O
Sistema LC consistia em uma unidade de bomba de solvente LC-20AD (vazéo de 600
pML.min = 1); um desgaseificador online DGU-20A5; um controlador de sistema CBM-
20A e um detector de matriz de diodo SPD-M20A (190-800 nm). A separacéo por LC
foi realizada em uma coluna analitica Kromasil C-18 5um 100A, 250 x 4,6 mm
(Kromasil, Bohus, Suécia). As inje¢des (20 uL) foram realizadas com um amostrador
automatico (SIL-20A).

A fase movel consistia em 0,1% de acido formico em agua (solvente A) e
metanol (solvente B). O gradiente exploratério foi realizado para eluicdo em 60
minutos. Os parametros de analise sdo os seguintes: capilar 4,5 kV, ESI em modo
positivo, deslocamento da placa final 500 V, nebulizador de 40 psi, gas seco (N2) com
vazéo de 8 mL/min e temperatura de 300 °C. A fragmentacao do CID foi obtida no
modo MS/MS automético usando o modo de resolucdo avancado para o modo MS e

MS/MS. Os espectros (m/z 50-1200) foram registrados a cada dois segundos.

4.4.3 Fracionamento do EHIAo - Cromatografia contacorrente (CCC)

A Cromatografia contracorrente (CCC) é uma técnica em que ocorre a
separacao através da particdo da amostra em sistema liquido-liquido, ndo envolvendo
fase solida. Sendo que os liquidos imisciveis provenientes das misturas de solventes
constituem a fase estacionéria (FE) e a fase mdével (FM). Os solutos da amostra sao
relativamente  proporcionais aos coeficientes de particado (MARSTON,
HOSTETTMANN, 2006). Nesta pesquisa, a Cromatografia desenvolveu-se em
parceria com o Laborat6rio Trinity College Dublin (TCD), Trinity Biomedical Sciences
Institute (TBSI) — Dublin, Irlanda.

4.4.3.1 Equipamento e Condi¢des de analise

Os fracionamentos de Cromatografia Contracorrente de Alta Velocidade
(HSCCC) foram realizados na bobina de 98 ml de um cromatdgrafo de contra-corrente
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Quattro HT-Prep (AECS, Bridgend, Reino Unido) equipado com duas bobinas
contendo multicamadas de politetrafluoroetileno cada (bobina 1 - contém os de 26 ml
e 0s de 224 ml, possuem bobinas de 1,0 mm e 3,2 mm de diametro interno,
respectivamente; a bobina 2 contém as bobinas de 95 ml e 98 ml, ambas de 2,0 mm
de didmetro interno). A velocidade de rotacdo e Alta Velocidade é ajustavel até 865
rpm.

Os sistemas HSCCC foram conectados a uma bomba de fluxo constante Jasco
PU-2089S Plus (Japan Spectroscopic Corporation, Japan). Um loop de amostra de 5
ml (valvula de injecdo de amostra de baixa pressdo, Modelo 5020, Rheodyne) foi
usado para injetar a amostra. As separacdes foram realizadas em temperatura

ambiente.

4.4.3.2 Preparacao do sistema de solvente de duas fases e amostras para injecao

O sistema de solventes selecionado (Hexano: Metanol: Agua 4: 3: 1) foi
perfeitamente equilibrado por meio de funil de separacdo em temperatura ambiente.
As duas fases foram separadas pouco antes do uso e desgaseificadas através de
sonicagcdo por 5 min. As solu¢cdes de amostra foram preparadas dissolvendo a
amostra (ca. 1,4325 g do extrato) na mistura de solventes de 2,5 ml de fase
estacionaria e 2,5 ml de fase mével do sistema de solventes usado para a separacao
HSCCC.

Aliquotas iguais de cada fase foram colocadas lado a lado em placas de silica
gel de TLC Silica gel 60 F,s, (Sigma-Aldrich) desenvolvidas com o sistema de solvente
cloroférmi/o: metanol: agua (9: 1: 1). Os resultados foram visualizados sob luz
ultravioleta (254 e 365 nm) seguido de pulverizacdo de placas de TLC com vanilina

(2% em metanol) e acido sulfarico (1% em metanol).

4.4.3.3 Procedimento de separacdo HSCCC (Técnica de cromatografia de particdo

liquido- liquido sem suporte)

Apoés a desgaseificacdo do sistema de solvente em ultra-som (5 min), o
aparelho CCC foi primeiramente preenchido com a fase estacionaria (fase organica).
Em seguida, iniciou-se a rotacdo (850 rpm) e a fase movel (fase aquosa) do sistema
selecionado foi bombeada com fluxo constante de 2 mL/min. Observou-se uma

retencdo de fase estacionaria de 87%. Quando as fases entraram em equilibrio, 1,439
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de extrato hidroetandlico das inflorescéncias de Acmella oleracea (EHIA0) foi
dissolvido em 36 mL de ambas as fases do sistema (1:1; v/v) e injetado através de
uma valvula de injecéo, no CCC. Fracdes de 4 mL foram coletadas com auxilio de um

coletor de fracoes.

4.4.4 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD), separa os componentes de
uma mistura, da fase mével pela estacionaria, distribuindo-os de maneira diferente em
gue cada um deles sofre retencdo seletiva, promovendo migracdes diferentes
(COLLINS, PIEIRINA, 1997).

As 80 fracdes resultantes da separacao foram reunidas de acordo com o seu
comportamento cromatografico em CCD. As fracdes 1 (1-9), 2(10-19), 3 (20-13), 4
(14-18), 5 (19-24), 6 (25-28), 7 (29-50), 8 (51-69), 9 (70-80) e 10 (lavagem) foram
agregadas, apos completa volatilizacdo do solvente, apresentaram cristais amarelos
amorfos que totalizaram um peso de 3,16mg, no entanto, a massa da fracdo 9
correspondeu a 2,05mg, chamando atencao para identificacéo desta substancia.

4.4.5 Analise do perfil quimico das fracdes por CLAE-IES-EM"

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi realizada em parceria
com o Laboratério Multiusuario de Caracterizacao e Anélises — LMCA da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) e adaptada de Castro et al. (2014), em que das 10 fracGes
obtidas, a fragcdo 9 foi analisada por CLAE da marca Shimadzu®, por meio da coluna
cromatografica analitica C18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 um), acoplado a
espectrometro de massas (lon-Trap AmazonX, Bruker), com lonizacdo por
Eletrospray.

Para realizagdo da analise, as amostras foram solubilizadas em metanol
(Img/mL), com posterior filtragéo em filtros PVDF (Fluoreto de Polivinilideno), usando
malha de 0,45 um. O método cromatografico desenvolvido utilizou os solventes
metanol (solvente B) de grau cromatografico e agua ultrapuratipo | (Mili-Q), acidificada

com &cido formico (0,1% v/v) (solvente A), com analise em gradiente de concentracéo
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(5 a 100% de B em 95 minutos). O volume de injegao foi de 10 pL e taxa de fluxo foi
de 0,6 mL/minuto.

No espectrdmetro de massas (EM"), as amostras foram submetidas a uma
fragmentacdo sequencial em EM3. Os parametros utilizados foram: capilar 4,5
kV, offset da placa final 500 V, gas nebulizador 35 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8
mL/minuto e temperatura de 300 °C. A amostra foi analisada no modo de ionizag&o
negativo e a tentativa de identificacdo dos compostos foi baseada nos dados (EM")

reportados pela literatura.

4.4.5.1 Isolamento do espilantol

Foi realizada o fracionamento cromatografico da fracdo 9 em CLAE
preparativa (YMC-Actus Triart C18), utilizado os solventes metanol (solvente B) de
grau cromatogréfico (Biograde) e agua ultrapura tipo | (Mili-Q) (solvente A). A andlise
foi realizada em sistema gradiente de concentracdo: 60 a 72% de B em 15 minutos,
com 72% por 40 minutos e 72% a 100% em 5 minutos, volume de injecao de 200 uL,
taxa de fluxo de 8 mL/min e comprimento de onda de 230 nm. Obtendo a subfracdo
SP-1, encontrado no espilantol (figura 9e) em espécies do género Acmella oleracea
(BOONEN et al., 2010), e para confirmac¢do do composto foi realizado posteriormente
a Ressonancia Magnética Nuclear.

4.4.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram obtidos no espectrometro BRUKER AVANCE |Ili
HD, operando a 400 MHz (RMN de *H) e 100 MHz (RMN de 13C). A subfracdo SP-1
foi solubilizada em CDCls. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes
por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz, as multiplicidades no
espectro de RMN de H foram indicadas segundo as convengdes: sl (simpleto largo),
d (dubleto), dd (duplo dubleto), dt (duplo tripleto), dq (duplo quarteto) e m (multipleto).

4.4.7 Manutencdao das linhagens de células tumorais e ndo tumoral

Apoés o processo de descongelamento e recuperacdo celular, as mesmas
foram cultivadas em frascos de cultivo com o0 meio especifico para cada linhagem, de
acordo com as especificagdes descritas no quadro 4. Cada meio de cultura foi
suplementado com 10-20% de SBF e 1% de penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich,

St. Louis, MO, EUA). Todas as linhagens foram incubadas em estufa (Panasonic®,
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modelo MCO-18 ACL) sob temperatura de 37°C, em uma atmosfera de ar umidificado
contendo 5% de COa.

Usualmente a cada 48h, o crescimento celular das linhagens era observado
em microscopio invertido (Nikon®, modelo TS 100) para avaliagdo de viabilidade
celular e troca de meio. Ao atingirem 80% de confluéncia realizava-se os repiques das
células aderentes. Este procedimento consistia na adigdo 2 mL de solugéo de tripsina
(Sigma Aldrich), por 5-7 minutos em estufa a 5% de CO2 a 37°C, para o deslocamento
da monocamada das células aderidas na parede do frasco. Apos esse periodo, 0 meio
de cultivo suplementado com SBF era adicionado, nha mesma proporg¢ao de tripsina,
para neutralizar e interromper a agdo enzimatica. Posteriormente, as células eram
centrifugadas a 500 g por 5 minutos e os pellets ressuspensos em meio suplementado
com SBF.

Os frascos de cultivos de 250 ou 500 mL eram lavados com tampao PBS
(phosphate buffered saline). A viabilidade celular era, usualmente, avaliada em
camara de Neubauer utilizando o corante azul de Tripan (Sigma Aldrich), seguido da
contagem celular para ajuste da concentracdo (5x10* células/mL) nos frascos de
cultivo celular (AVELAR-FREITAS, 2014). A manutencdo das células, repiques
semanais e 0s experimentos foram realizados em capela de fluxo laminar vertical
(Pachane®©, Classe 11B2), em condicbes assépticas, conforme as orientacdes dos
protocolos experimentais (GONCALVES; SOBRAL, 2020).

4.4.7.1 Ensaios in vitro de Avaliacao da Atividade Antitumoral

O efeito inibitério do crescimento in vitro das linhagens celulares foi
determinado pelo método colorimétrico do brometo de 3-(4,5dimetil-tiazol-2il)-2,5-
difenil tetrazolio (MTT), um sal de tetrazélio solivel em agua, o qual é convertido em
cristais de formazan de cor puarpura, insoliveis em agua, apos clivagem do anel de
tetrazoélio por desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais presentes
em células metabolicamente ativas. Assim, este ensaio baseia-se na a¢do da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase, que reage com o MTT, promovendo a
diminuicao e posteriormente a formacé&o dos cristais de formazan, que € um composto
colorido (Figura 11). Uma vez solubilizado, o formazan pode ser quantificado por
espectrofotometro e sua intensidade colorimétrica é diretamente proporcional ao
namero de células vidveis (MOSMANN, 1983).
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No entanto, a oxirredutase mitocondrial e ndo mitocondrial, a aparicao de
glucose e estresse oxidativo, sdo fatores que contribuem com o estimulo para uma
boa resposta do MTT, ademais as mudancas na endocitose e exocitose do sal de
formazan, através da mitocOndria podem seguir afetando a diminuicéo,
proporcionando resultados subestimados (STEPANENKO; DMITRENKO, 2015).

Figura 11: Reacdo de oxi-reducéo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5- Difeniltetrazélio (MTT) em
formazano apés a conversao pela enzima succinato desidrogenase
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Fonte: Adaptado de RISS et al. (2016).

Para tanto, as células (HeLa, MCF-7, SK-MEL-28, MDA-MB-231, HCT-116 e
HaCaT) foram semeadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 3x10°
células/poco. Apds um periodo de 24 horas, necessario para aderéncia da
monocamada de células na placa, as células foram incubadas com os extratos (200
png/mL) e compostos isolados (50 puM) solubilizados em DMSO. Para o controle
negativo utilizou-se apenas o meio de cultivo sem a amostra teste. Para controle
positivo utilizou-se o DMSO a 20%. O experimento foi realizado em quadruplicata.

Prosseguido o periodo de incubacédo de 72h, as placas foram centrifugadas (500 g, 5
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minutos, 25 °C), foi removido 110 pL do sobrenadante e 10 pL da solucdo de MTT foi
adicionada (5 mg/mL em PBS) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

As placas foram incubadas por 3 horas, em seguida foi adicionado 100 pL de
dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%. As placas foram mantidas em agitador
magneético para dissolucéo dos cristais de formazan produzidos (overnight).

As absorbancias foram mensuradas em um leitor de microplacas (BioTek
Instruments, Sinergy HT, Winooski, VT, EUA), no comprimento de onda de 570 nm.

A viabilidade celular foi determinada de acordo com a seguinte férmula:

[(Abs teste — Abs branco) x 100]
Viabilidade celular (%) =

Abs controle

4.4.7.2 Avaliacéo da citotoxicidade em células tumorais e ndo tumoral para determinar
a CI50

As células foram semeadas em placas de 96 pocos (100 pL) na
concentracdo de 3x10° células/mL (HCT-116, HeLa, MCF-7 e HaCat). Apds 24 horas,
as substancias previamente dissolvidas em DMSO foram incubadas (100 pL) em
diferentes concentracdes (4,7-300 pg/mL) com a suspensdo celular, néo
ultrapassando a concentracgéo final de 0,5% de DMSO, em uma estufa com 5% de
CO2, a 37°C. A droga padréo utilizada foi a doxorrubicina nas seguintes concentracdes
(0,31 e 20 uM).

Apbés o periodo de incubacdo (24, 48 ou 72 h), as placas foram
centrifugadas (500g, 5 minutos, 25 °C), seguido da remocdo de 110 pL do
sobrenadante e adicdo de 10 pL da solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) Em sequéncia, os procedimentos conforme ja descrito
anteriormente no item 4.4.7. A concentracdo da substancia que produz 50% de
inibicAo no crescimento celular (Clso) foi obtida a partir da realizagdo de trés

experimentos independentes.

4.4.7.3 Determinacéo do indice de seletividade
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O indice de seletividade (IS) foi obtido a partir da razéo entre a Clso da
célula ndo tumoral pela CI50 da célula tumoral (SERAFIM et al., 2018). Valores
inferiores a 2 indicam toxicidade nédo seletiva para as células avaliadas e valores = 2
indicam toxicidade seletiva. Dessa forma, quanto mais elevado for o valor do IS o
composto serq mais seletivo de acordo com determinadas células (PRITCHETT;
NAESENS; MONTOYA, 2014).

) Clso Célula Nao Tumoral
Indice de Seletividade =

Clso Célula Tumoral

4.4.8 Analise estatistica

Para a determinacao da Clso (concentracéo inibitéria média capaz de provocar
50% do efeito maximo) e seus respectivos intervalos de confianca (IC: 95%), foi
realizada a partir de regressdo nao-linear. Nos demais ensaios, os dados foram
analisados a partir da média = e.p.m (erro padrdo da média) de trés experimentos
independentes. Os dados foram comparados por analise de variancia (ANOVA),
seguido de Tukey. Os resultados foram calculados usando o Microsoft excel e o
software GraphPad Prism 7.0, os quais foram considerados significativos quando p <
0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO PERFIL QUIMICO DO EHIAo POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA (CLAE-ESI-MS")

A andlise de cromatografia liquida-ESI positiva-espectrometria de massa
Tandem (LC-ESI-MS") demonstrou a predominancia de alquilamidas no extrato de A.
oleracea. A regido do cromatograma entre 44 e 57 minutos apresentou varios picos
(Figura 12), dos quais 11 foram identificados como alquilamidas (Tabela 1). Um
padrao de fragmentacdo como esperado, sob o pico de base (Rt 53,5), consistente
com as caracteristicas do espilantol foi identificado como composto principal de A.
oleracea.

A perda do grupo isobutilamida resultou em uma carbocacéo carregada que
representou a cadeia alquila restante (m/z 121). Observou-se um fragmento adicional
mais alto (m/z 123), consistente com a insaturacao de uma das ligagdes duplas deste
fragmento da cadeia de alquila. Essa insaturagdo ocorreu pelo processo de
fragmentacao, dentro do espectrdbmetro de massa, coincidindo com alquilas, um ion
m/z 149 foi identificado como um grupo acila (HISERODT et al., 2004). Ao passo que,
Jacobson (1957), observou a perda do grupo isobutllamina, com m/z =149, fragmento
[MH-C4 H11 N] *, dessa forma o fragmento com m/z = 99, demonstrou a presenca de
uma isobutilamida.

Nomura (2013) também detectou o espilantol, como principal N-alquilamida
no extrato etanodlico de flores de A. oleracea utilizando cromatografia liquida de alta
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eficiéncia associada aos detectores de arranjo de fotodiodos (PDA) e espectrometro
de massas (ESI-MS). Foram encontradas apenas 3 alquilamidas com menores tempo
de retencdo em relagdo a este estudo: Rt = 4,64 min, [(2E,4Z)-N-isobutil-2,4-
undecadieno-8,10-diinamida)]; Rt = 5,15 min, [(2E,6Z,8E)-Nisobutil-2,6,8-
decatrienamida), espilantol] e Rt = 5,41min [(2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-2,6,8-
decatrienamida)], o que pode ser explicado pela utilizacdo da coluna de fase reversa
BEH-C18, com dimensdes de 2,1 x 50 mm e tamanho de particula de 1,7 um, a uma
temperatura de 60 °C. Neste estudo foi utilizado coluna Analitica C18 acoplado ao
espectrometro de massa.
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Figura 12 - Cromatografia liquida-ESI positiva-espectrometria de massa (LC-ESI-MS")
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Fonte: MARTINS,( 2021).
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A purificacdo do extrato das alquilamidas pode ser submetida pelas
Cromatografias: liquida de alta eficiéncia (CLAE), camada delgada (TLC), ou Flash
(BARBOSA et al., 2016a; RONDANELLI et al., 2020).

Cheng et al. (2015), isolou a alquilamida (2E, 5Z)-N-isobutilundeca-2,5-dieno-
8,10-diinamida, com mais quatro andlogos em extrato das flores de A. oleracea.
Roméo e seus colaboradores (2015), realizaram analise fitoquimica do extrato
aguosos das flores e detectaram a presenca de flavonoides e alcamidas.

De Moraes (2018), através dos solventes fracionados de acetato de etila e
acetato de butanol, encontrou elevada concentracdo de compostos fendlicos e,
principalmente, alquilamidas no extrato aquoso hexanico de raizes da A. oleracea, e
ainda sob a concentracdo de 2 mg/mL demonstrou genotoxicidade e citotoxicidade
em linhagens HEp-2, através de ensaios in vitro.

Tracos de Escopoletina, uma hidroxicumarina bioativa também foi encontrada
como um pico menor em 31,4 min (Figura 13). As cumarinas sdo metabdlitos
secundéarios relacionados com atividades bioquimicas e farmacologicas (KLOSS et
al., 2016). Possuem acéo antioxidante (PEREIRA et al., 2016), anticarcinogénica
(ZHANG et al., 2012) por induzir a apoptose mediada pela caspase-9 (JAMEEL et al.,
2016) e inibe a enzima telomerase (0 DNA € acrescentado sequencialmente de
maneira especifica e repetitiva) (WU, et al., 2014).
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Tabela 1. Caracterizacdo dos compostos identificados provisoriamente pelo CLAE-ESI-MS" em A. oleracea.

Pico |tr Amax m/z
No. | (min.) | (nm) |[M+H]* MS?/MS3 Atribuicdo Proviséria | Referéncia
1 314 192.85 | MS?[193]: 133/ MS3[193 - 133]: 105 escopoletina ZENG et al., 2015
CHANG et al., 2013
2 53.5 | 232 222.01 | MS?[222]: 149; 123; 121; 100; 93; 81/ (2E,6Z,8E)-N-isobutil- Bae et al., 2010
MS3 [222 > 123]: 95; 93; 81; 67 2,6,8-decatrienamida
(espilanthol)
3 443 | 258 203.96 | MS?[204]: 148; 105; 103; 79/ MS3[204 | 2-N-isobutil-2-noneno- | Bae et al., 2010
- 148]: 131; 120; 106; 105; 103; 79 6,8-isdbmero diinamida 1
4 46.0 | 255 203.94 | MS? [204]: 176; 148; 131; 120; 105; 79/ | 2-N- isobutil-2-noneno - | Bae et al., 2010
MS?2 [204 - 148]: 131; 120; 106; 105; 6,8-isémero diinamida 2
103; 79
5 48.5 | 256 230.02 | MS?[230]: 174; 131; 129; 91/ MS3[230 | (2E,4Z)-N-isobutil- 2,4- | Bae et al., 2010
- 131]: 116; 91 undecadieno-8,10-
diinamida
6 49.7 232.00 | MS?[232]: 176; 159; 133; 131, 105; 91/ | (2E)-N-isobutil-2- Bae et al., 2010

MS?3 [232 > 105]: 79

undecene-8,10-
diinamida
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7 52.1 246.03 | MS?[232]: 176; 159; 133; 131; 105; 91/ | (2E)-N-(2-metilbutil)-2- | Bae et al., 2010
MS2 [232 - 176]: 159; 148; 131; 105; 91 | undeceno-8,10-
diinamida
8 52.7 258.04 | MS? [258]: 202; 185; 157; 142; 131; 117; | (2E,7Z)-N-isobutil-2,7- | Bae et al., 2010
105/ MS3 [258 - 202]: 185; 174, 161; tridecadieno-10,12-
160;157; 143; 133; 121, 129; 117, 110; diinamida
105; 91
9 54.6 224.05 | MS?[224]: 182; 168; 151; 133; 123; 109 | N-isobutil-2,7- isbmero | Stein et al., 2021
/| MS3[224 - 133]: 105; 91 decadienamida 1
10 55.3 236.05 | MS? [236]: 123; 121/ MS3 [236 - 123]: | (2E,6Z,8E)-N-(2- Bae et al., 2010
81; 67 metillbutil)-2,6,8-
decatrienamida
11 55.7 224.00 | MS?[224]: 182; 168; 154; 151; 133; 123; | N-isobutil-2,7-isbmero Stein et al., 2021
109; 100; 83 / MS® [224 - 83]: 79; 55 decadienamida 2
12 56.8 248.06 | MS? [248]: 175; 149; 142 | MS® [248 > (2E,4E,82,10E)-N-
149]: 107; 93; 81 isobutil-dodeca-
2,4,8,10-tetraenamida

Fonte: MARTINS, (2021.).
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5.2 FRACIONAMENTO DO EHIAo POR CROMATOGRAFIA CONTACORRENTE
(CCC)

5.2.1 Anédlise do perfil quimico das frac6es por CLAE-IES-EMN

Um total de 80 fragBes foram obtidas apds fracionamento na CCC, os quais
foram reunidas de acordo com o perfil obtido na cromatografia em camada delgada
(CCD), totalizando 10 fragbes: 1 (1-9), 2 (10 -19), 3 (20-13), 4 (14-18), 5 (19-24), 6
(25-28), 7 (29-50), 8 (51-69), 9 (70-80) e 10 (lavagem) foram reunidas. Os cristais
amarelos amorfos obtidos, de todas as fragdes, correspondeu a 3,16 mg, sendo 2,05
mg da fragéo 9.

Neste estudo a CLAE-IES-EM? foi utilizada para monitorar as 10 fracoes
obtidas, com o fim de identificar e isolar a alquilamida presente na A. oleracea, 0
espilantol, conforme a descricdo de parametros na metodologia. Houve a observagao
da fracdo 9 (Figura 13A), no tempo de retencdo de 77,6 minutos (pico 1), o ion
precursor com m/z 222 [M+H]*, cujo espectro de EM? apresentou os ions fragmentos
com m/z 166, 149, 123, 121 e 81 (Figura 13B), reportados na literatura como
caracteristicos da molécula espilantol (BOONEN et al., 2010). Neste sentido a fracéo
9 foi submetida ao fracionamento por CLAE preparativo para isolamento do espilantol,
obtendo a subfragéo-1.

A figura 14A, demonstra que o pico do espilantol foi encontrado sob um tempo
de retencédo (77,6 minutos), valor elevado em relacdo as pesquisas realizadas para o
isolamento do espilantol, o que pode ser explicado por varios fatores, como por
exemplo, o modo de preparo, eluicdo, a coluna cromatogréfica, os solventes polares
gue por mais que nao contribuam com a poluicdo de gases na atmosfera, podem ter
afetado a extracdo do espilantol e comprometido a aplicabilidade do produto. Neste
sentido, ndo foram encontrados estudos descritos na literatura, com esse tempo de
retencgao.

Os autores Da Mota e Da Silva (2020), identificaram o pico do espilantol em
tempo de retencdo de 6,3 min, corroborando o estudo de Da Silva (2016) que
identificou a presenca desta alquilamidas no extrato bruto de A. oleracea por CLAE.
O espilantol € uma substancia bioativa é encontrada nas folhas, ramos e flores, e tem
despertado atengcdo de Industrias farmacéuticas pela diversidade de agBes com
aplicabilidade industrial (GUSMAO; GUSMAO, 2013; BLANCO et al., 2018).
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Figura 13: Cromatograma do pico base da fragéo 9 (A) e EM? do pico 1 (B)7
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Dellamora et al. (2013) e Arrospide (2019), identificaram um pico majoritario
caracteristico de espilantol por CLAE de extratos obitidos das partes aéreas (folhas,
flores e caules) da A. oleracea, em um tempo de retengdo préximo a 17 minutos. O
espilantol encontrado no EHIA0, de acordo com a literatura, varia entre 84% a 90%,
em relagéo a todos os constituintes encontrados na amostra (BATISTA et al., 2021;
DA ROCHA, 2018; ANHOLETO et al., 2017; CHENG et al., 2015).

A pesquisa realizada por Da Silva (2016), analisou em 20 minutos a fracéo
(FL 20) da flor fragdo metandlica (FLMEOH) de A. oleracea e identificou o pico de
espilantol a 2,64 minutos e 22,76 % de area no cromatograma de ions totais (TIC),
modo de ionizacao positiva, por meio do UHPLC-ESI-MS.

Na analise do EHIAo0, notou-se a similaridade ao ion precursor com m/z 222
(pico base) [M+H]* com o pico base descrito por Da Silva (2016) e Nomura (2013),
em que o primeiro pico foi encontrado sob tempo de retengdo em 2,61 minutos e o
segundo com 5,15 min. A molécula protonada [M+H]* em m/z 222 Daltons, induziu a
formula molecular Ci4H23NO, IDH= 4, proporcional as quatro ligagcdes duplas
presentes no espilantol.

De acordo com a base de informagbes World Intellectual Property
Organization (2019) existem 699 patentes registradas referentes ao espilantol, as
associacdes de canabindide e espilantol também tém sido consideradas para fins
farmacéuticos, nutracéuticos e cosmecéuticos. As agéncias FEMA (Flavor and Extract
Manufactures Association) e a EFSA (European Food Safety Authority) reconhecem
a seguranca do espilantol (FREITAS-BLANCO, 2018).

5.3 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DO
ESPILANTOL

A andlise da subfracdo-1 no espectro de RMN de H (400 MHz, CDCls),
(Figura 14), apresentou cinco sinais de hidrogénio na faixa de & 0,92 a 3,15 ppm,
sendo um dubleto em & 0,92 ppm (6H, J = 6,4 Hz, H-3’ e H-4"), um dubleto em & 1,77
ppm (3H, J = 6,8 Hz, H-10), dois multipletos em & 1,80 ppm (1H, H-2’) e 2,25-2,32 ppm
(4H, H-4 e H-5), um simpleto largo & em 3,15 (1H, H-1"). Na faixa de 6 entre 5 e 7 ppm,
observou-se sinais caracteristicos de hidrogénios olefinicos, sendo dois multipletos
em 0 5,25 (1H, H-6) e 5,97 ppm (1H, H-7), um dubleto de quarteto em & 5,70 ppm (2H,
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J=6,8 e 13,6 Hz, H-9), um dubleto em & 5,82 ppm (1H, J =14,8 Hz, H-2) e um duplo
dubleto em & 6,28 ppm (1H, J =12 e 13,6 Hz, H-8), e um dubleto tripleto 6 6,83 ppm
(1H, J = 14,8 e 6,2 Hz, H-3). Alguns dados espectométricos de RMN 'H e 3C do
presente estudo s&do similares aos descritos por Nakatani, Nagashima (1992),
conforme a Tabela 2.

O espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls), (Figura 15) exibiu os sinais
166,5 (C, C-1), 123,5 (CH, C-2), 144, 9 (CH, C-3), 32,4 (CH2, C-4), 26,4 (CH2, C-5),
127, 6 (CH, C-6), 129,6 (CH, C-7), 126,8 (CH, C-8), 130,16 (CH, C-9), 18,3 (CHs, C-
10), 47,3 (CH2z, C-1’), 28,6 (CH, C-2’), 20,2 (CHs, C-3' e C-4’). Os dados de RMN
obtidos para a subfracdo-1 demonstrou 13 linhas espectrais, que coincidem com 0s
qguatorze carbonos existentes no espilantol em comparacdo com o0s obtidos por

Nakatani e Nagashima (1992), permitiu identifica-la como espilantol (Tabela 2).

Tabela 2. Deslocamentos quimicos de H (400 MHz) e 3C (100 MHz) do espilantol em CDCls

H OH C oc
2 5,79 d (J=15) 1 166,0
3 6,83 dt (J=15: 7) 2 1242
4 2,23-2,35m 3 143,5
5 2,23-2,35m 4 32,1
6 5,26 dt (J=11; 7) 5 26,4
7 5,97 dd (J=11; 11) 6 127,7
8 6,29 dd (J=11; 15) 7 129,5
9 5,70 dq (3=15; 7) 8 126,7
10 1,78d 3=7) 9 130,0
H-N 5,47s 10 18,3
1’ 3,15dd (J=7; 6) 1’ 46,9
2 1,78 m 2 28,6
3,4 1,78 m 3,4 20,1

Fonte: NAKATANI; NAGASHIMA, (1992).
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Figura 14: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) da subfragdo-1)
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Figura 15: Espectro de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) da subfragéo-1
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5.4 ENSAIOS IN VITRO DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL

5.4.1 Avaliacéo da citoxicidade em células tumorais e ndo tumoral

O potencial citotoxico do espilantol e Extrato Hidroetandlico das folhas e das
inflorescéncias de Acmela oleracea (EHFAo e EHIAO0, respectivamente) em linhagens
de células tumorais humanas (HCT-116, HeLa, MCF-7, MDA-MB-231 e SK-MEL-28)
e em linhagem de célula ndo tumoral humana (HaCaT), apés tratamento de 72 horas,
esta demonstrado na Tabela 3.

O EHFAOo induziu as menores porcentagens de inibigdo nas linhagens MCF-7
e SK-MEL 28 testadas (8,77 + 1,58% e 43,39 £ 0,47%, respectivamente),
apresentando atividade significativa frente as linhagens HelLa, HCT-116 e MDA-MB-
231 (60,5 £ 1,74%; 59,0 £ 0,82% e 54,4 + 1,57%, respectivamente). O EHIAo
apresentou melhor percentual de inibicdo nas linhagens HCT-116 (67,6 + 1,25%) e
HelLa (64,4 £ 0,97%) e menor em MCF-7 (18,39 % 2,13%). A linhagem MDA-MB-231
também apresentou percentual de inibicdo superior a 50% (55,2 + 1,68%), semelhante
ao resultado obtido pelo EHFAO0 (54,4 + 1,57%).

Tabela 3. Atividade antitumoral in vitro do Espilantol e Extrato Hidroetandlico das folhas e
das inflorescéncias de Acmela oleracea (EHFAo e EHIAO0, respectivamente), em linhagens tumorais e
ndo tumoral pelo ensaio MTT, ap6s 72 horas de exposicao

Linhagem IC **(%)

celular EHFAO0 EHIAO Espilantol
HCT-116 59,0* + 0,82 67,6*+ 1,25 NT
HelLa 60,5*+ 1,74 64,4 *+ 0,97 NT
MCF-7 8,77+ 1,58 18,39* + 2,13 11,94 £ 1,29
MDA-MB-231 54,4* + 1,57 55,2* + 1,68 NT
SK-MEL 28 43,39* + 0,47 30,40* £ 0,93 NT
HaCaT NT 36,43* £ 1,46 NT

Fonte: MARTINS, (2021).

Legenda: dados foram obtidos de um experimento realizado em quadruplicata e apresentados valores
de porcentagem de inibicdo obtidos a partir da média + e.p.m em comparagdo com o controle negativo,
analisados por ANOVA seguido do teste de Tukey. Foi utilizada a concentracéo de 200 ug/mL do EHIAo0
e EHFAo e e 50 uM do espilantol. *p<0,05 comparado ao grupo controle. **IC: Inibicao do crescimento
(porcentagem), **NT: Nao Testado

Neste estudo, o espilantol, composto isolado, apresentou baixo percentual de

inibicdo (11,94 + 1,29%) frente a linhagem MCF-7 testada. As alquilamidas e a
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piperina presentes em Capsicum sp. e P. nigrum inibiram a proliferacdo de células
humanas tumorais de mama (MCF-7) e célon (HCT-116), sob as Clso 200 ug / mL e
25 pg/mL respectivamente, com efeito dose-dependente (LIU et al., 2010).

Pinheiro e colaboradores (2015), observaram que a quantidade de
concentracdo 5mg/mL do extrato bruto aquoso das folhas da A. oleracea (DE50% =
2,76 mg) € diretamente proporcional a acdo de reducdo no radical DPPH,
demonstrando o potencial antioxidante. Corroborando com esta investigacdo os
pesquisadores Nabi e Shrivastava (2016), elucidaram sobre a acdo elevada de
antioxidante com menor ICso, do extrato etanolico de Spilanthes acmella, em
decorréncia das concentra¢des de flavonoides (72,14 mg EQ/Qg) e de polifendis (84,52
mg EAG/g,) existentes no extrato. Para DHPP, o valor de IC50 (134,11 ug/mL) e
eliminacao de Superoéxido foram e 104,51 ug/Ml.

Entretanto, uma N-alquilamida sintetizada denominada composto H-10 (acido
2-nonanoico [2-(4-hidroxi-fenil)-etil]-amida), apresentou efeito antineoplasico, pois
afetou fortemente a sobrevivéncia clonogénica (a longo prazo) e migracéo de células
da linhagem tumoral HCT-116 (JIANG et al., 2020). Os efeitos citotoxicos relatados
em linhagens tumorais vém corroborando com os usos ethomédicos de plantas que
contém alquilamidas como um agente anticancer (VALERIO, GONZALES, 2005).

Esta pesquisa evidenciou que o EHFAo0 apresentou atividade significativa em
relacdo a linhagem tumoral HCT-116 e baixa citotoxicidade frente a linhagem celular
de cancer de mama MCF-7. Além disso, o EHIAo apresentou maior percentual de
inibicdo nas linhagens HCT-116, HeLa e MDA-MB3-231, conforme a tabela 3.

O extrato etanolico da planta de Tithonia diversifolia da familia Asteraceae
apresentou atividade citotoxica ap6és 72 horas de tratamento, na linhagem tumoral
HCT-116, com ICso0 de 7,15 pg/mL, inibindo a proliferagédo das células de modo tempo-
independente (MENDOZA, 2020).

Em se tratando da linhagem SK-MEL-28, o EHFAo demonstrou a maior
atividade, que pode estar associada a presenca de compostos fendlicos existentes
em grande quantidade nas folhas da A. oleracea, diferente de outras partes do vegetal
(NUNES, 2016; NASCIMENTO, 2019; PIRES; DA SILVA, 2020). Os compostos
fendlicos estdo estreitamente agregados ao contetdo do fenol e a agdo antioxidante
favorecendo atividades antinociceptiva, antiinflamatoria e antitumoral. As suas
estruturas quimicas, sdo relevantes para neutralizar e sequestrar radicais (MORAES

et al., 2020).
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Abdul Rahim et al. (2021), relataram que os metabdlitos secundarios ativos
presentes no S. acmella podem agir como antioxidante natural, para prevenir varias
enfermidades fatais, favorecendo o bloqueio das vias de sinalizacdo de MAPK,
diminuir a liberac&o de 6xido nitrico, inibir as citocinas inflamatorias (IL-13, IL-6 e TNF-
a), devido a presenga elevada de TPC e TFC, os contribuintes dos efeitos
antiinflamatodrios e antioxidantes.

A investigacao de Soares e colaboradores (2014), demonstraram uma Clso de
513 mg/mL na linhagem HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe). O arranjo do
citoesqueleto de actina das células Hep-2 a 500 e 1000 pg/mL apresentou
despolimerizacdo dos filamentos, causou perda da morfologia, comprometeu a
adesao celular consequentemente. No entanto, sua citotoxicidade e influéncia na
organizacdo do citoesqueleto de actina em linhagens de células tumorais foram
praticamente inexistentes.

No presente estudo, o perfil quimico do EHIAo demonstrou uma mistura de
varias alquilamidas e a presenca de tracos de escopoletina (Figura 13). As
hidroxicumarinas promoveram acéo antioxidante significativa nos radicais peroxila
oriundos da reacdo AAPH [dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)] com oxigénio
atmosférico (MATOS et al., 2015).

O composto cumarinico N-(5-cloropentanil), mantém efeito total em células
cancerigenas multirresistentes, desenvolve acao antiproliferativa (Clso de 7-47 nM),
representando uma classe inibitéria e promissora para tratar o cancer, pela
estabilidade de microtibulos (CAO et al., 2016). Outras atividades dos compostos
bioativos, cumarinas (escopoletina), triterpendides, 6leos essenciais (limoneno e B-
cariofileno) aminoéacidos, fitoesterdis, compostos fendlicos (acido vanilico, &cido
transferdlico e acido trans-isoferulico) e N-alguilamidas, encontradas no extrato
etandlico de A. oleracea por Savadi e seus colaboradores (2010), foi a acédo
imunomodulatéria em camundongos.

Outra pesquisa demonstrou sobre o cha das inflorescéncias da planta, que
devido a presenca de alcaldides, apresentou atividade diurética, pois o espilantol inibiu
a producdo de adenosina monofosfata ciclica, modulando de forma negativa os
mecanismos que concentram a urina (GERBINO et al., 2016).

Por outro lado, segundo Caesar e Cegh (2019), do ponto de vista
farmacoldgico, a mistura de compostos encontrados nos extratos desempenha um

papel importante denominado “sinergismo farmacolégico”. Por isso, em muitos casos
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€ interessante usar extratos brutos ou fragcbes em vez de um Unico composto isolado
devido a acdo de dois ou mais compostos simultaneamente, dando maior resposta
em vez de usar cada composto separadamente (GERTSCH, 2011).

Alé, disso, o pesquisador Silva (2012), comprovou que o tratamento com
1mg/mL do extrato etandlico das folhas da A. oleracea apresentou uma diminuicao da
viabilidade celular, resultando em danos ao citoesqueleto observadas em células

apoptotica.

5.4.2 Avaliacédo dos efeitos do EHIAo0 sobre a viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada na linhagem HCT-116 apGs tratamento com
EHIAO por 24, 48 e 72 horas (Tabela 4). Observou-se alteracdes na viabilidade de
células HCT-116 em 24 horas de tratamento (Figura 16A), porém, com pequena
reducgéo da viabilidade celular nesse tempo (Clso > 300 pg/mL). No tratamento de 48
horas (Figura 16B) ocorreu maior inibicdo da viabilidade celular em relacdo ao grupo
controle, apresentando uma Clso de 189,6 + 1,70 yg/mL (p<0,05). No entanto, o
tratamento das células por 72 horas (Figura 16C) mostrou um aumento da
citotoxicidade, com uma Clso de 36,94 + 1,89 pg/mL (p<0,05).

A viabilidade celular também foi avaliada nas linhagens tumorais HeLa e MCF-
7 apos o tratamento com EHIAo0 por 48 e 72 horas (Tabela 4). Na linhagem HelLa o
tratamento por 72h apresentou Clso (99,92 £ 1,31 ug/mL) menor que em 48h (148,8 +
1,08 pg/mL), todavia na linhagem MCF-7 o tempo de tratamento apresentou
resultados diferentes, sendo a Clso maior em 72h de tratamento (288,1 + 1,17 ug/mL)
se comparado ao tratamento por 48h (68,64 = 1,29 ug/mL). Entretanto a pesquisa de
Boontha et al. (2020), manifestou a ocorréncia de citotoxicidade em células MCF-7
com ICso de 37,1 + 1,1 ug/ mL em 48h e inibiu a formacgéao de colénias de células com
ICs0 de 44,9 £ 1,3 uM de uma formulagéo (creme) contendo extrato de etandlico de S.
Acmella. Além disso, essa formulacdo também indicou um efeito anti-migratorio na
concentracéo de 50 pg/mL.

Na perspectiva de avaliar a citotoxicidade em células ndo tumorais de origem
humana, foi avaliada a viabilidade em linhagem HaCaT apds tratamento de 72h com
EHIAo0, sendo o valor de Clso superior a 300 pg/mL (319,3 £ 2,74). A droga padrédo
doxorrubicina foi testada nas linhagens tumorais os quais apresentaram Clso HCT-116
(2,57 £0,001 uM), HeLa (3,8 £ 1,1 uM), MCF-7 (1,1 + 1,29 pM) e linhagem nédo tumoral

humana HaCaT (0,28 uM £ 0,001 pM) (p<0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito de EHIA0* e DXR** sobre a viabilidade de células tumorais e ndo tumorais

. Clso***(ug/mL) Clso***(uM)
t'erl‘ﬂlaa%em EHIAO™ EHIAO EHIAO DXR
(24h) (48h) (72h) (72h)
HCT-116 3325+ 1,63 189.6+1,70 3694+1.89 2,57 + 0,001
Hela NT 1488+1,08 99,92 +1,31 38+1,1
MCF-7 NT 68,64+1,29  2881+1,17 1,1+1,29
HaCaT NT NT 3193+2,74 0,28 +0,001

Fonte: MARTINS, (2021).

Legenda: Dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata e apresentados em valores de Clso obtidos por regressdo ndo linear com intervalo de
confianca de 95%.NT: Nao Testado. *EHIA0: Extrato Hidroetandlico das inflorescéncias de Acmela
oleracea, *DXR: Doxorrubicina,***Clso: Concentragédo que produz 50% de inibi¢do no crescimento
celular

Neste estudo a avaliacdo do EHIA0 apresentou boa atividade citotoxica nas
células tumorais HCT-116 apos 72 horas de tratamento (figura 17C) com Clso de 36,94
Mg/mL (tabela 4) demonstrando atividade citotoxica promissora, pois segundo Ayoub
et al. (2014), os agentes citotoxicos devem ser eficazes em concentracdes até 100
Mg/mL.

Figura 16. Efeito do Extrato hidroetandlico da inflorescéncia de Acmella oleracea (EHIA0)
sobre a viabilidade da célula tumoral HCT-116 apdés 24, 48 e 72h de tratamento.
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Legenda: dados expressos como média * erro padrdo de trés experimentos independentes em
guadruplicata analisados por ANOVA seguido por Tukey. No gréafico *p<0,1; ** p<0,01; *** p<0,001
comparado ao grupo controle.

Seregheti e seus colaboradores (2020), expressaram acéo antiproliferativa
elevada (95,7%) do extrato de etanol Calea fruticosa pertencente a familia

Asteraceae, em células de linhagem HCT-116 e moderada quantidade (72,7%) frente
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ao extrato bruto de hexano desta planta. Em contrapartida a pesquisa de Mendoza
(2020), evidenciou a viabilidade celular do extrato etandlico da Tithonia diversifolia
(Asteraceae), na linhagem tumoral HCT-116, sob as concentracdes de 4,5; 9,0 e 18,00
Hg/mL apds 24 horas de incubacéo, pela diminuicao estatistica significativa (p<0,0001)
do namero de células viaveis quando comparadas ao controle

O tratamento com o EHIA0 em 48h da célula tumoral MCF-7 apresentou uma
diminuicdo da viabilidade celular. Por outro lado, Yadav (2017) investigou os efeitos
do extrato alcodlico de Eclipta alba (AEEA), pertencente a familia Asteraceae, em
linhagem MCF-7 na concentracédo de 400 ug/mL, o tratamento por 48h, demonstrou
mudanca na morfologia da célula sugerindo apoptose, ocorrendo inibi¢ao potencial do
crescimento dose-dependente.

A pesquisa de Gomes et al. (2018), elucidou que o extrato hidroalcodlico das
partes aéreas da planta Solidago Chilensis (Asteraceae) promoveu potente inibicao
da atividade proliferativa das células tumorais de mama MCF-7 in vitro durante 48h
sob a concentracdo 0,25-250 ug / ml.

Mfengwana e seus colaboradores (2019), revelaram que o0s extratos vegetais
de diclorometano de Senecio asperulus DC. (Asteraceae) e Asparagus laricinus
Burch. (Asparagacea), tém acao citotdxica, devido a reducao da viabilidade celular de
forma dose-dependente em concentragdes de 50 e 200 ug/mL sobre as linhagens de
células cancerigenas de prostata (PC3) e mama (MCF-7) durante a exposicao de 48h.

O estudo de Romaéo et al., (2015) mostrou que o extrato aquoso bruto das
flores de A. oleracea possui principalmente flavondides e alcamidas, substancias
responsaveis pelas principais atividades biol6gicas da planta. O estudo de Navarro-
Gonzales et al. (2015) encontraram quinze fendlicos na inflorescéncia do jambu
(Spilanthes oleracea), destacando-se os flavondides como constituinte, seguidos de
antocianinas e &cido hidroxicinamico.

Lagnika et al. (2016), demonstrou que os extratos aquosos de Acmella
uliginosa (Asteraceae) e o metanol sequestraram radicais livres, diminuindo-os. O
efeito redutor destes radicais se elevou conforme a dose-dependente, identificado no
ensaio de eliminac&o de radicais DPPH e sua porcentagem de inibicdo ocorreu entre
0,94 a 73,07%. Para Lima Junior e seus colaboradores (2021), os compostos fendlicos
(cumarina e taninos), flavondide, saponina, triterpeno desenvolvem efeito

antioxidante.

94



5.4.3 Avaliac&o dos efeitos do EHIAo sobre o indice de seletividade celular

Comparando ao resultado da droga padrédo doxorrubicina que apresentou
IC50 de 2,57 uM L e menor seletividade (IS = 0,10) frente a linhagem HCT-116. O
EHIAo0 possui maior seletividade frente as linhagens HCT-116 (8,64) e HelLa (3,19),
gue a droga padréo doxorrubicina para as mesmas linhagens, respectivamente, 0,10
e 0,07. Todavia, frente a linhagem MCF-7 o IS do EHIAo0 foi menor que 2 (Tabela 5).
O estudo de Mendoza (2020), sobre o extrato etandlico da Tithonia diversifolia
(Asteraceae), defendeu que este aptesentou uma elevada seletividade (1S=3,57)
durante o tratamento de 72 horas, na linhagem tumoral HCT-116.

O IS é um indicativo in vitro de quantas vezes o composto testado € mais
seletivo para a célula tumoral do que para a célula humana ndo tumoral. Um composto
é considerado seletivo a determinada célula tumoral se IS for maior que 2, e quando
o0 IS menor ou igual a 2 que por sua vez indica toxicidade ndo seletiva para as células
avaliadas (KOCH et al., 2005). O EHIAo foi 2,7 vezes mais seletivo para as células de
célon (HCT-116) que para células de cérvice uterina (HeLa). Todavia o EHIA0 foi mais
seletivo que a droga padrdo doxorrubicina para as mesmas linhagens em 86,4 e 45,57

vezes, respectivamente.

Tabela 5. indice de seletividade do Extrato Hidroetandlico das inflorescéncias de Acmela
olleracea (EHIA0) em células tumorais e ndo tumorais, apos 72h de exposicao.

C I 50*** | S****
Linhagem EHIAO* DXR** EHIAO* DXR**
Celular (ug/mL) (LM) (72h) (72h)
HCT-116 36,94 + 1,89 2,57 + 0,001 8,64 0,10
Hela 99,92 +1,31 38+1,1 3,19 0,07
MCF-7 288,1+1,17 1,1+1,29 1,10 0,25
HaCaT 319,3+2,74 0,28 + 0,001 - -

Fonte: MARTINS, (2021).

Legenda: Dados foram obtidos a partir de trés experimentos independentes realizados em
quadruplicata e apresentados em valores de CI50 obtidos por regressao ndo linear com intervalo de
confianca de 95%. NT: Ndo Testado., *EHIA0: Extrato Hidroetandlico das inflorescéncias de Acmela
oleracea, **DXR: Doxorrubicina, ***Clso: Concentragéo que produz 50% de inibi¢do no crescimento
celular, ***|S: indice de Seletividade (Clso da célula ndo tumoral (HaCaT) / Clso da célula tumoral)

No tratamento do cancer, o foco para homens e mulheres interessados na
fertilidade futura tem sido a citotoxicidade em células ndo tumorais que poderm ser
alteradas, apos o tratamento quimioterapico, com risco de infertilidade logo apés. O

EHIAo0 precisa ser melhor investigado quanto ao seu mecanismo de ag¢ao envolvido,
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uma vez que possui seletividadade em células tumorais. Estudos farmacolégicos
complementares tornam-se necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos
de morte celular envolvido, como o estudo feito por Mishra et al. (2015) sobre a
atividade antitumoral das alquilamidas presentes no extrato da S. paniculata, que foi
capaz de aumentar o nivel da enzima caspase-3, uma enzima chave responsavel pela
morte programada de células. A agdo antiproliferativa também foi descrita em células
de hepatoma celular humano (Huh-7) do extrato das folhas Spilanthes paniculata Linn.
(SP), também pertencente a familia Asteraceae.

De acordo com Da Rocha (2018), a administracdo de extrato hidroetandlico
das inflorescéncias de A. oleracea em fémeas ndo promove toxicidade e nem interfere
na reproducdo ou gestacdo. Entretanto o tratamento com o EHIA0 eleva o periodo
fértil, sem mudar a foliculogenése. Nos machos aumentou a libido e ndo atrapalhou a
fertilidade e nem espermatogénese.

Posteriormente, o estudo conduzido por De Souza e colaboradores (2019),
demonstraram que o extrato hidroetanolico de Inflorescéncia da Acmella oleracea, ndo
apresentou danos significaticos nas génadas do aparelho reprodutivo do peixe Zebra
progenitor. Ao passo que ao ser utilizado concentragdes elevadas de (100 e 200

M/EU), podem ser letais ou teratogénicas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O EHIAo utilizado neste estudo comprovou em seu perfil quimico, a presenca
de grande quantidade de alquilamidas, com maior destaque para o espilantol,
e também tracos de escopoletina.

A células MCF-7 mantiveram boa viabilidade celular frente a exposicdo com o
composto isolado do EHIA0, todavia had necessidade de investigar este em
outras linhagens;

O EHIAo demonstrou citotoxicidade frente as linhagens tumorais de coélon
(HCT-116 com 67,6%), cérvice uterina (HeLa 64,4%) e um percentual de
inibicdo maior que 50% na linhagem de mama TNBC (MDA-MB 231 com (55,2
%).

Frente as linhagens trabalhadas neste estudo, o EHIAo demonstrou melhor
citotoxicidade na linhagem tumoral HCT-116, assim como sua exposi¢cao ao
extrato em 72h resultou em (IS 8,64), ou seja, maior indice de seletividade em
relacdo a linhagem He La.

O EHIAo0 apresentou mais seletividade (2,7 vezes) nas células tumorais de
c6lon (HCT-116) do que nas células de cérvice uterina (HeLa). Além disso, o
EHIAo foi mais seletivo que a droga padrdo doxorrubicina para essas
respectivas linhagems em 86,4 e 45,57 vezes.

Uma nanoformulacédo com o EHIA0 poderia aprimorar/potencializar o seu efeito
citotoxico frente as linhagens tumorais

Sendo assim, ha necessidade de compreender o mecanismo de morte celular
envolvidos ap6s o tratamento com EHIAo0, em especial ao HCT-116, pelo

melhor resultado apresentado.
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ANEXO Il - LABORATORIO DE BOTANICA - HERBARIO
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